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Ozet

Summary

Lokosit tiplerinden olan notrofiller (polimorfoniikleer
Iokosit ‘PMN’) icerdikleri spesifik graniiller, farklilagmis
lizozomlar ve farmakolojik aktif maddeler ile bakterilerin
fagositozunu, parazitik helmintlere karsi savunma ve iltihabi
olaylarin  siddetinin  ayarlanmasin1  saglarlar. ~ Bakteriyel
enfeksiyona bagli olarak gelisen notrofili, PMN’lerin yapiminda
artis ile ortaya cikmaktadir. Ayrica PMN’lerin iilserojenez
mekanizmasinda da Onemli bir rol oynadifi gosterilmistir.
Meydana gelebilecek yapisal degisiklikleri aragtirmak amaciyla,
mide Ulseri olan hastalarin mide mukozasinda bulunan PMN’ler
elektron mikroskopik diizeyde incelendi.

Calismada gastroskopi ile mide iilseri olan hastalarin mide
fundus bolgesi mukozalarindan alinan biyopsiler 6nce %2.5
glutaraldehid, sonra %I’lik OsO,’de tespit edilip, aseton
serilerinden  gecirilerek Vestopal W icine gomiildi.Bu
bloklardan elde edilen ince kesitler, JEOL 100 C elektron
mikroskobunda incelendi.

Yapilan incelemede mide fundus bezleri arasina sokulmus
¢ok sayida graniilli (gPMN) ve graniilsiiz (APMN) nétrofillere
rastlandi. gPMN’lerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida, c¢esitli
sekillerde, kiiciik spesifik graniiller ile bilyiikk ve yuvarlak sekilli
azurofilik graniiller goriildii. dPMN’lerde ise Ozellikle az sayida
olan azurofilik graniillerin yaninda c¢ok sayida vezikiil, vakuol ve
lizozom yapilarina rastlandi.

Sonug olarak mide iilseri vakalarinda mide mukozasinda yer
alan PMN’lerin graniilstiz tipinin, aslinda dokudaki harabiyet
etkenlerini zararsiz hale getirmek icin fagositik fazda aktif hiicre
yapisini yansittigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Notrofil, Mide mukozasi, Mide iilseri,
Elektron mikroskopi
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Polymorphonuclear leucocytes or neutrophils (PMNs) which
are one type of leucocytes which contains specific granules,
differentiated lysosomes and pharmacologically active agents may
provide adjusting the intensity of inflamed events and defend
parasitic helminthes with the aid of bacterial phagocytosis.
Neutrophilia which develops dependently to bacterial infections can
be seen due to enhancement at PMNs developing. It has been shown
that PMNs play a very important role in the mechanism of
ulcerogenesis. In order to investigate these possible structural
changes, the PMNs which were found at the gastric mucosa in cases
with gastric ulcer were examined at the electron microscopic level.

During the study, biopsies obtained from fundic mucosa of
the stomach by gastroscopy from patients whom had gastric
ulcer,were fixed in %2.5 glutaraldehyde and then after post fixed
in %1 OsO4 which were embedded in the Vestopal W.Ultrathin
sections were examined in a JEOL 100C electron microscope.

During the examination large numbers of PMNs both
accompanied with granules(gPMN) and degranulated (dPMN)
which were placed among the glandular epithelial cells of the
fundic mucosa were coincided.There were generally two classified
types of granules variable in various shapes and large quantities in
the cytoplasm of the gPMNs. These were small in diameters
differently shaped specific granules and larger in their
diameters,round shaped azurophilic granules.The dPMNs were
containing small and few azurophilic granules and large quantities
small vesicles,vacuoles and lysosomes.

In conclusion, PMNs which were located at the gastric mucosa
in cases with gastric ulcer ,particularly when the degranular (dAPMN)
type of their structural properties were considered, it has been
convinced that they were active at the phagocytic phase in order to
eliminate the harmful factors of the tissue which had been ruined.

Key Words: Neutrophil, Gastric mucosa, Gastric ulcer,
Electron microscopy
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Farkli  fonksiyonlara  sahip olan lokositler,
enfeksiyonlara kars1 viicudun temel koruma sistemlerinden
birini olustururlar. Bu hiicreler viicutta kan damarlari
icinde dolasirlar ve gerektiginde kan damarlarini terkedip
bag dokusuna gecerek buralarda birikim g0sterirler.
Viicuda giren mikroorganizmalarin uyarilarina yanit olarak

T Klin J Med Sci 2002, 22

dolasimda bulunan ve 16kosit tiplerinden olan notrofil
(polimorfoniikleer 16kosit’PMN’) lerin damar endoteline
yapisarak endotel hiicrelerinin arasina sokulup,diapedez ile
damar cevresindeki alana gectigi ve mikroorganizmalara
karsi kimyasal ilgi yani kemotaksi goOstererek onlari
fagosite ettigi bilinmektedir (1-3). Ayrica PMN’lerin iilser
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gelisim mekanizmasinda da 6nemli bir rol oynadig cesitli
morfolojik ve histokimyasal ¢alismalarla gosterilmistir (4-
7). Biz de calismamizda mide iilseri vakalarinda mide
mukozasinda bulunan PMN’lerde meydana gelebilecek
yapisal degisiklikleri ultrastriiktiirel olarak incelemek
istedik.

Materyal ve Metod

Calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali, Gastroenterohepatoloji Bilim Dalinda mide
iilseri olan 5 hastanin gastroskopi ile mide mukozalarindan
alinan  biyopsiler ultrastriiktirel — olarak  incelendi.
Cogunlukla midenin fundus bolgesine ait biopsiler
oncelikle pH 7.2°lik fosfat tamponlu  %2.5’luk
Glutaraldehid’de daha sonra %!1°’lik Osmium tetroksitte
(0s0,) tespit edildi. Aseton serilerinden gegirilen pargalar
Vestopal W icine gomiildii.Elde edilen bloklardan LKB
ultramikrotomu ile alinan ince kesitler Uranil asetat ve
kursun sitrat ile kontrastlanip, JEOL 100C Transmisyon
elektron mikroskobu ile incelendi.

Bulgular

Yapilan  ultrastritktirel  incelemede yer yer
dejenerasyonlar gosteren mide fundus bezleri arasina
sokulmus ¢ok sayida pargali nukleuslu nétrofillere (PMN)
ve lenfositlere rastlandi. PMN’ler graniil dagilimlarina gore
graniillii (gPMN) ve az graniillii veya graniilsiiz (dPMN)
olarak tamimlandi (Sekil 1-7). Cogunlukla PMN’lerin
midenin fundus bezlerinin esas (zimojen)hiicreleri arasina
uzayip ve sekil degistirerek sokuldugu izlendi (Sekil 2,5).
PMN’ler ve fundus bez hiicrelerinden o6zellikle esas
hiicrelerde yapisal bozukluklar saptandi. Esas hiicrelerde
piknotik  niikleuslar, kristalart  silinmis ve  sismis
mitokondriyonlar ve yogun bir madde ile dolu geniglemis
Grandiillii Endoplasma Retikulumu (GER) ve bos vakuoller

Sekil 1. Fundus bezleri arasinda gPMN’ler goriilmektedir. L:Lenfosit;
EH: Esas hiicre; N: Niikleus; GER: Graniillii Endoplasma Retikulumu.
X5000.
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Sekil 2. Fundus bezleri arasina sokulan bir gPMN ve ¢ok sayida
dPMN’ler goriilmekte. EH:Esas hiicre. X5000.

Sekil 3. Fundus bezleri arasinda dPMN ile bir gPMN.
mi:Mitokondriyon; Sg: Spesifik graniil; Ag: Azurofilik graniil; (—)
Glikojen tanecikleri. X16000.

PRE o
A et

Sekil 4. Fundus bezleri arasinda azurofilik graniillerden(Ag) zengin
bir gPMN. EH:Esas hiicre; Sg:Spesifik graniil; mi:Mitokondriyon;
(—)Glikojen tanecikleri. X19300.

T Klin Tip Bilimleri 2002, 22



MIDE MUKOZASININ NOTROFILLER] UZERINDE ULTRASTRUKTUREL INCELEMELER

Sekil 5. Esas hiicreler (EH) arasina sokulmus spesifik(Sg) ve
azurofilik (Ag) granilleri ile bir gPMN. N:Niikleus; Ly:Lizozom;
mi:Mitokondriyon. X16000.

Sekil 6. Fundus Lamina propriyasinda (Lp) bol vezikil(v) ve
vakuollii(va) bir dPMN. EH:Esas hiicre; N:Niikleus; Ly:Lizozom. X
12700.

bulunmaktayd: (Sekil 1-6). PMN’lerden gPMN tipinde ise
ozellikle mitokondriyonlarda sisme ve krista silinmesi
seklinde bozukluklar saptandi (Sekil 3-5). gPMN’lerin
nukleuslarina ait kromatin (heterokromatin) nukleus
zarinin i¢ yanina yigili olarak yer yer kiimelenme
gostermekteydi (Sekil 1-5). dPMN’lere ait niikleuslarda ise
kromatin (6kromatin) seyrek ve diizenli olarak dagilmisti
(Sekil 6,7). gPMN’lerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida,
cesitli sekillerde ve genellikle 2 tip olarak ayirdedilen
graniiller bulunmaktaydi. Bunlardan biri c¢aplar1 kiiciik,
sekilleri oldukca degisiklik gosteren yuvarlak, hafifce
uzun,davul tokmagi veya piring tanesi biciminde olan
spesifik graniillerdi (Sekil 3-5). Azurofilik olarak
tanimlanan diger graniiller ise c¢aplari daha bilyiik,
genellikle yuvarlak ve merkezi yogun ozellikteydi (Sekil 3-

T Klin J Med Sci 2002, 22
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Sekil 7. Esas hiicreler(EH) arasinda bir dPMN .Lp:Lamina propriya;
Zg: Zimojen graniil; GER:Graniilli Endoplasma Retikulumu;
mi:Mitokondriyon; Ly:Lizozom. X16000.

5). Ayrica bu hiicrelerin sitoplazmalarinda kiigiik graniiler
tarzda dagilmis glikojen tanecikler vardi (Sekil 3.4).
dPMN’lerin sitoplazmalarinda ise cok sayida ve cesitli
biiyiikliikte vezikiiller, vakuoller ve bunlarin arasinda az
sayida kiiciik azurofilik graniiller bulunuyordu (Sekil
2,3,6). Bu nedenle gPMN’lere kiyasla bu hiicrelerin
sitoplazmalart aydinlik olarak secilmekteydi (Sekil
2,3,6,7). Ayrica dPMN’lerde GER membranlari, cesitli
sekil ve biyiikliikte mitokondriyonlar ve lizozom yapilar
belirgin olarak izlenmekteydi (Sekil 6,7). Bazan hig
graniili olmayan sadece hiicre organelleri goriilen
dPMN’lere de rastlanmisti (Sekil 7).

Tartisma

ki veya daha fazla loblu niikleuslar1 ile l5kositler
(PMN) veya nétrofiller, sitoplazmalarinda 6zel boyalarla
gosterilen  spesifik graniiller icerdiklerinden notrofil
graniilosit diye de adlandirilmiglardir. Notrofillerin
sitoplazmalarinda, kiiciik (0.1 mikron capinda) yuvarlak
veya oval, piring tanesi gibi cesitli sekillerde spesifik
graniiller; daha biiyiik (0.5 mikron capinda) ve yuvarlak
sekilli merkezi daha yogun olan azurofilik graniiller; ve
yeni tanimlanan graniiller olmak iizere 3 tipi bulunmaktadir
(1,2,8). Biz de calismamizda literatiir verilerinden
faydalanarak spesifik ve azurofilik graniilleri ayirt
edebildik (Sekil 3-6). PMN’lerdeki spesifik graniillerin
antimikrobiyal fonksiyonlarin gerceklestirilmesinde
yardimc1 olan c¢esitli enzimler ve farmakolojik ajanlar
icerdigi bilinmektedir (1,8,9). Aziirofilik graniillerin asit
hidrolazlar, miyeloperoksidaz, antibakteriyel ajan, lizozim,
elastaz, bakterisidal permeabilite arttirici protein (BPI),
katepsin G ve spesifik olmayan kollajenaz iceren
lizozomlar oldugu tespit edilmistir (1,8,9). Uciincii
graniillerin ise plazmalemma icine sokulan
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glikoproteinlerin yanisira, jelatinaz ve katepsinler icerdigi

gosterilmistir  (1,8,9).  Notrofiller, mikroorganizmalar
tarafindan iggal edilmis alanlara go¢ etmek icin,
kemotaktik ajanlarla etkilesmektedirler. Orada

mikroorganizmalari hem fagosite edip ve hem de hidrolitik
enzimleri ile (solunumsal patlamayla) yok etmektedirler
(1-3,10,11). PMN’lerin, akut bakteriyel enfeksiyonlarda ilk
olarak ortaya c¢ikan hiicreler oldugu bilinmektedir.
Bakteriler, sadece enzimlerin etkisiyle degil, ayn1 zamanda
notrofillerin -~ fagozomlart  iginde  reaktif  oksijen
bilesiklerinin olusmasiyla da oldiriiliir (1,12). PMN’ler,
ayn1 zamanda hiicre membranlarindaki arasidonik asitten
Iokotriyenleri de sentezlemektedirler. Bu yeni olusan
Iokotriyenler, iltihabi siirecin baslamasina yardim
etmektedir (8,10,12). Klinik arastirmalarda kalitimsal
hidrolitik enzim yetersizligi olan cocuklarin PMN’leri,
bakteri saldirisina karsi bir solunumsal patlama cevabi
olusturamadig icin, inatg1 bakteriyel enfeksiyonlara agik
oldugu saptanmistir (1). Bagisiklik sisteminin temel rolii
kendinden olam1  taniyip, kendinden olmayandan
ayirmaktir. Dokular potansiyel olarak hasarlayan hiicrelere
ve yabanci maddelere karsi direng ve imha edilecek
neoplastik hiicrelerin tanimlanmasi roliine sahip olan
hiicreler baslica lenfosit, notrofil ve makrofajlardir. Hiicre
dis1 ve hiicre i¢i hiimoral faktorler de inflamatuvar siirecte
rol oynarlar. Aslinda, fagositin normal cevaplari, spesifik
fagositik hiicrenin ¢esitli uyaranlara cevap verme ve hasar
bolgesine go¢ etme kapasitesi olarak tanimlanmaktadir (3).
Bu kompleks hiicresel savunma mekanizmasi soyle
aciklanmaktadir:  Fagositlerin ~ ylizeylerine  yapisan
partikiil/antijenlerin  taninmas1 ve bir fagozomun
olusmasiyla partikiillerin yutulmas: gerceklesir. Bu siireg,
fagozomun  hiicresel  graniillerle  birlesmesi  ile
fagolizozomlarin olusmasi, sonucta degraniilasyon ve lizis
olayr ile birlikte yutulan partikiillerin ve bakterilerin
oldiirtilmesiyle tamamlanmaktadir 2,3,10,11,13).
Noorgaard ve ark. (14) miyeloperoksidaz saliminin notrofil
degraniilasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir. Bu
arastiricilar Helikobakter pilori’ye bagl hastalikta, artmis
bulunan mukozal miyeloperoksidazin, inflamatuvar
notrofillerin - bakteriler tarafindan uyarilmasinin  direkt
sonucu olabilecegi goriisiindedir (14). Yoshida ve ark. (15)
sicanda deneysel olarak yaptiklari bir ¢alismada aspirin ile
mide mukozasinin zedelenmesi sonucu olusan kanama
bolgelerinde  goriilen asir1  notrofil  infiltrasyonu,
miyeloperoksidaz aktivitesinde artisin yanmisira oksijen
bilesikli serbest radikaller tesbit etmislerdir. Galankin ve
ark. (16) septik vakalarla ilgili hastalarda saglikli kisilerle
kiyasli olarak kandaki nétrofilik 16kositleri elektron
mikroskopik olarak incelemislerdir. Bu arastiricilar
yaptiklar1 calismada sepsiste 10kositlerde degraniilasyon,
sitoplazmada erimis alanlar ve lipid damlalari, kesintili
membranli veya membransiz primer ve sekonder
graniillerin varlig1 gosterilmistir. Yamada ve ark. (17)
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deneysel olarak kopeklerde akciger iltahaplanmasi sonucu
akciger  alveollerinde  notrofil  sayisinin  arttigini
gostermislerdir. Morfometrik ve morfolojik olan bu
calismada noétrofillerin peroksidaz pozitif (azurofilik)
graniillerinin peroksidaz negatif (spesifik) graniillere
kiyasla daha fazla salindigi ve graniilsiiz hale geldigi
belirtilmistir. Neticede azurofilik graniillerin salinmasi
kimyasal olarak etkilenmis akut iltithaplanmanin bir
belirtisi olarak kabul edilmistir. Biz de c¢aligmamizda
graniilsiz  PMN’lerde az sayida da olsa azurofilik
graniillerin varligi iltihaplanma sonucunda salgilamanin
morfolojik kaniti olarak yorumladik. Pek cok caligmada
PMN’ler graniil dagilimina baglh olarak graniillii PMN’ler
gPMN ve graniilsiiz (degraniiler) olanlar ise dPMN olarak
adlandirilmistir (1,12-14,17). Biz de calismamizda aym
adlandirma yaparak fundus mukozasinda ¢ogunlugu dPMN
olan PMN’lere rastladik. Grewal ve ark. (18) sigir
PMN’lerinin herpes viriisle enfekte hiicrelerde antikora
bagimli  hiicresel  sitotoksisiteye aracilik  edebilir
diistincesiyle ultrastriiktiirel bir calisma yapmuslardir.
Sitotoksisitenin, ayni zamanda hedef hiicre ile PMN
arasinda cok yakin temas1 gerektirdigi ve degraniilasyonun,
sitotoksisitenin baglangicinda degil, yikimin son evresinde
rol aldig1 kabul edilmistir. Lane ve ark.(13) yaptiklar1 bir
caligma ile notrofillerdeki graniillerin cesitli enzimler ile
depolanmasi sirasinda kemotaksislerinde fonksiyonel
bozulmanin olustugunu belirtmiglerdir.Ayrica bu calismada
PMN’lerin iltihabi bir uyarana cevap olarak graniillerini
salgiladig1 (degraniile olabildikleri) gosterilmistir. Biz de
caligmamizda sikca rastladigimiz dPMN’lerin
iltihaplanmanin bir belirtisi olarak olustugu
diislincesindeyiz. Kozol ve ark. (2) tarafindan yapilan
arastirmada gastritli hastalarda antral mide mukozasinda
PMN sayisinda ve notrofil kemotaktik aktivitede artig
gosterilmigtir. Yine bu arastiricilar tarafindan yapilan hem
biyokimyasal ve hem de ultrastriiktiirel bir caligmada
notrofillerin  gastrit  patogenezinde Onemli  rolleri
vurgulanmustir.  Ozellikle midenin yiizeyel hiicrelerinde
olusan harabiyetin PMN’lerin {irettikleri siiperoksit
anyonlar ve hipoklorik asid ile iligkisi iizerinde
durulmustur (19). Ernst ve ark. (4) yaptiklart caligmalarda
lokal bagisiklik yanitinin peptik iilser olusumunda 6nemli
rolii oldugunu saptamislaridir. Bu olayda aktif notrofiller,
T-hiicreleri, liiminal asit ve diger faktorlerin peptik iilser
olusturmasina izin verecek zayiflamis bir epitelyal bariyer
olusumuna katkida bulunabilecekleri vurgulanmistir.
Uspenskii ve ark. (6) deneysel olarak iilser olusturduklari
tavsanlarda periferik kanda PMN’lerin sayica artiglar
yanisira lizozomal katyon proteinlerinin de arttigim
gostermislerdir. Ayni ¢alismada ve bazi calismalarda mide
mukozasindaki nétrofillerin infiltre oldugu saptanmis ve
sonugta bu hiicrelerin iilserojeneze 6nemli bir katki yaptigi
bildirilmistir (4-7). Biz de ¢aligmamizda, iilserli hastalarin
mide mukozasindaki notrofillerin sayica artiglart yanisira
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mide bezleri ile birlikte dejeneratif yap1 bozukluklari
gostererek etkilendiklerini saptadik.

Sonu¢ olarak mide {lseri vakalarinda mide
mukozasinda cogunlukla graniilsiiz notrofillere
rastlanmasi, bu hiicrelerde salgilama fonksiyonundaki
aktivitenin morfolojiye yansimasi olarak yorumlanmis ve
dokudaki harabiyet etkenlerinin zararsiz hale getirilmesi
icin fagositik olaylarin artisin1 belirleyebilir kanaatine
varilmistir.
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