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iv
OzET

Giizel E.E., Lenf Diigiim{i Stromal Bilesenlerinin Igik Mikroskobu, Elektron
Mikroskobu ve immunohistokimya Yéntemleriyle incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Uzmanlik
Tezi, Ankara, 2005. Bagisiklik yaniti, c¢esitli lenfosit alt gruplarinin diger
hiicrelerle etkilegimi sonucunda gdg, uyariima, gogalma ve farklanma gibi pek
cok sirecin kontrolli bicimde olaylanmasina bagll' olarak gerceklesir. Bu
caligmada o©zel hiicre gruplarini tanimlamaya yardimci cesitli ydntemler
kullanilarak lenf digumi yapisi ayrintili olarak incelenmis, retikiiler ag, sinis
endoteli, yiksek endotelli veniilleri olugturan bilesenler ve iligkileri tanimlanmaya
caligilarak henliz agikhk kazanmamig konulara 1sik tutulmas: amaglanmigtir.
Rutin yoéntemlere ek olarak ginko iyodit-ozmiyum tetroksit ve immiunohisto-
kimyasal igaretlemelerle incelemeler gergeklestirilmigtir. Fibroblastik retikiiler
hucrelerin retikiller liflerle birlikte olusturduklari retikiler ag ayrintih olarak
incelenmig, bu agin olusturdugu kanalcik ve koridor olarak tanimlanan lenf
digumil islevini anlamaya yo6nelik kompartmanlarla ilgili degerlendirmeler
yapiimigtir. Hicrelerin daha kolay tanimlanabilmeleri igin antijenik profilleri
belirlenmis, kullanilan tim yéntemlerle hiicre gruplarinin birbirleriyle olan iligkileri
saptanmigtir. Incelemelerimiz sonucunda, kullandigimiz yéntemlerin yitksek
endotelli veniller, sinlis endoteli ve fibroblastik retikiiler hiicreleri ve bunlarin
birbirleriyle olan iligkilerini ayrintili olarak ortaya koydugunu, kanalciklarin kapali
bir sistem olugturmadiklarini, kapiller-yiiksek endotelli veniil gegisinin keskin bir
yapisal degisimle gergeklestigini, lenfositlerin yiiksek endotelli veniil duvarindan
transsellller yolla da gectigini belirledik. Bulgularimizdan bazilari konuyla ilgili
tartismali noktalara agiklik kazandiracak, digerleri ileride gergeklestirilecek
galismalara igik tutacak niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Fibroblastik retikiiler hiicre, yiksek endotelli veniil,

immiinohistokimya, elektron mikroskobu, ¢inko iyodit-ozmiyum tetroksit



ABSTRACT

Giizel E.E., Light Microscopic, Electron Microscopic and Immunohisto-
chemical Examination of Lymph Node Stromal Components, Hacettepe
University, Faculty of Medicine, Depatment of Histology and Embryology,
Thesis Prepared for the Speciality Degree, Ankara, 2005. Immune responses
develop by the complex interaction of lymphocyte subgroups with other cell
types, to undergo well controlled processes such as migration, activation,
proliferation and differentiation. In this study, the lymph node structure is
examined in detail using several techniques which help to outline special cell
groups within the organ; an attempt is made to obtain evidence concerning
reticular network, sinus endothelium, high endothelial venules, its associated
components and the relations between them to clear up some unresolved
points. Zinc iodide-osmium tetroxide and immunohistochemistry are also used in
additon to routine techniques. Reticular network is examined, with special
emphasis on compartments such as corridors and conduits as parts of it, to
evaluate the hypotheses which are introduced to explain its function. We also
-established the antigenic profiles of the cells in order to distinguish these cells
easily to observe the structural relationship between various cell groups using
these techniques. As a result of our findings we concluded that, reticular network
and its structural relationship with high endothelial venules, sinus endothelium
can be demonsrated in detail using both techniques, conduits do not form an
entirely closed system, transition from capillaries to high endothelial venules
occurs as an abrupt structural change, lymphocytes can migrate through high
endothelial venules via a transcellular route. Some of our findings clarify
unresolved points on lymph node structure while others represent suggestions

for further studies.

Keywords: Fibroblastic reticular cell, high endothelial venule, immunohisto-

chemistry, electron microscopy, zinc iodide-osmium tetroxide
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GIRIS

Cogu klasik kaynaklara girmig yogun veri birikiminin varligina karsin
lenf dugtimi stromasinin ve mikrogevresinin yapisal 6zellikleri ve birbirleri ve
lenfositierle olan iglevsel iligkileri heniiz tam olarak agtklanmis degildir.
Gbézlem ve deneylere dayanilarak konuya iligkin cesitli hipotezler ileriye
sUrtlmustar. Lenf digiminde, lenfositlerin ¢cevre dokudan tumilyle aynimis
bir hticre ve hiicrelerarasi madde catisi icinde bulunup bulunmadikiari
organin iglevinin anAIa§|ImaS| acisindan son derece 6énemlidir.

Bu tez calismasinda, elektron mikroskobu ve immunohistokimya
ydntemlerini kullanarak lenf digiimi stromal bilegenlerinin ve mikrogevresinin
antijenik profilini ve ince yapi1 dizeyindeki yapisal 6zelliklerini aragtirarak bazi
sorulara yanit verecek yeni ipuglar elde etmek amaglanmistir.

Calismada subkapsiler sinlis yapisinin  aynntii  tanimlanmast,
kesintisiz bir hiicre ortiisliyle ¢evrelenip cevrelenmediginin saptanmasi, dis
ve i¢ sinlis Orttsl arasinda bir fark olup olmadiginin aydinlatiimasi, retikiiler
agin yapisal ézelliklerinin tanimlanmasi, sintis déseyici-caprazlayan hiicre ve
perisitler ile fibroblastik retikiiler hiicre arasindaki yapisal iliskinin
saptanmasi, fibroblastik retikiiler hiicre ve yiiksek endotelli venil periferal
kompartmanlari arasindaki yapisal iligkinin tanimlanmasi hedef alinmistir.

Belirlenen hedefler dogrultusunda galismada genis bir ylizey antijeni
paneli kullanilarak tarama vyapilmigtir. Hem iyi bilinen  klasik ylzey
antijenlerinden bazilarinin dagilim ézellikleri ele alinmig, hem de tanimlayici
immilnoreaktivitesi bulunan antijenlere karst daha o©nce literatiirde
bildiriimemis yeni gelistirilmis monoklonal antikorlara ait veriler aragtirma
kapsaminda degerlendiriimistir. Hedef hiicre gruplari arasinda fibroblastik
retikliler hiicreler, sinlis doéseyici-caprazlayan hicreler, follikiller dendritik
hiicreler, endotel hicreleri (yiksek endotelli ventl, arter/arteriyol, ven/ventil
ve kapiller endoteli), lenfositler, interdijitasyon yapan dendritik hiicreler ve

makrofajlar yer almigtir.



GENEL BILGILER

2.1. Lenf Diigiimii

Lenf digumleri, lenf yoluyla ulagsan mikroorganizma ve diger yabanci
maddelerin (antijenlerin) ortadan kaldiriimasi igin filtre iglevi gt')rén lenf
damarlari boyunca yerlegmis kiglk, etrafi kapsulle gevrili, oval bigimli, lenfoid
organlardir. Basglica boyun, koltuk alti, kasik, buyiuk damarlar boyunca ve
vilcut bosluklarn iginde olmak Gzere viicudun bircok bdlgesinde bulunurlar.
Doku sivist kdkenli lenf, dolagima girmeden énce en az bir lenf digiimiinden
sUztlur. Lenf organdan sizilirken igeri§ini savunma hiicrelerine
(makrofajlar, lenfositler, antijen sunucu hiicreler) sunar. Lenf, sintslerden
gecerken icindeki antijen ve diger artiklarin yaklasik % 99'u makrofajlarin
fagositik aktivitesi ile ortadan kaldirilir. Lenfin akis hizi lenf digimine
girmesiyle azalir, bdylece sinUslerde yerlesen makrofajlara yabanci
maddeleri fagosite etmeleri icin daha fazla zaman verilmis olur (4, 22, 34).

Primer lenfoid organlarda (kemik ili§i ve timus) gelisen B ve T
lenfositler uyarildiklarinda kan yoluyla go¢ ederek, cogalip farklanmalarini
tamamiayacaklari sekonder (periferik) lenfoid organlardan biri olan lenf

dugimlerine ulagirlar (28, 34).

2.2. Lenf Digimiiniin Yapisal Bilegenleri ve Tanimlanmig
Kompartmanlari

Lenf digimlerinde afferent lenf damarlarinin katildigi konveks bir
‘yuzey ile arterlerin ve sinirlerin girdigi, venlerin ve efferent lenf damarlarinin
organi terkettikleri hilus (hilum) adi verilen konkav bir gukurluk vardir. Organi
distan saran dizensiz siki bag dokusu yapisindaki kapsil organin igine
trabekil denilen bélmeler génderir. Lenf digimuntn ¢atisint olugturan g
boyutlu retikiler ¢ati, kapsiile ve trabekilllere tutunur. Histolojik olarak, lenf
digimi korteks, parakorteks ve medulla olmak Uzere ¢ alt bélume ayrilir;
aynca icerdikleri hucre tipleri ve buna bagli olarak islevleri farkh olan T-
bagdimh ve B-bagimli alanlar tanimlanmistir (4, 22, 34). Lenf digiimlerinin

ana kompartmanlarini olusturan bilesenler asadida d6zetlenmigtir (Sekil 2.1).
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2.2.1. Korteks (Dig Korteks)

Dis korteksin gevresinde, distan kapsil icten dig korteksle sinirlanmig
olan, subkapsiiler (marjinal) sints vardir. Afferent lenf damarlari lenf
dugumintn konveks ylizeyinden kapsull delerler ve iclerindeki lenf sivisi
kapstliin hemen altinda yerlesmis olan subkapsiler siniise bosalr.
Subkapstiler siniis, kortikal (trabekler) sinisler ile devam eder ve lenf sivisi
kortikal sintislerin ardindan medulla sintslerinin iginden gecgerek efferent lenf
damarlarina ulasir. Dig korteks igindeki kiiresel ya da ovoid (yumurta bigimli)
yapilara lenf follikiilleri (nodulleri) denir. Primer lenf folliktlleri, hem
uyariimamis (virjin) hem de bellek B lenfositleri igerir. Antijene karsi koyus
‘sirasinda germinal merkezin olugsmasiyla primer lenf follikilli sekonder lenf
folliktiline dénusar. Sekonder lenf follikiliindeki germinal merkezler bellek B

lenfositlerin ve plazma hiicrelerinin Giretim yeridir (4, 22, 34, 53).

2.2.2. Parakorteks (Derin Korteks, ic Korteks)

Lenf dugimuntn dis korteks ve medulla arasindaki kismi parakorteks
adini alir. Parakorteks, lenf duguminin timus-badimli bdlgesi olup
cogunlukla T lenfositleri igerir. Antijen sunucu hicreler, érnegdin derinin
Langerhans hicreleri ya da mukozadaki dendritik hiicreler, ylizeylerindeki
epitop-MHC-1I kompleksini yardimci T lenfositlere sunmak igin lenf
daguminin bu bélgesine gog ederler. Lenfositler, parakortekste yerlesmis
Ozellesmis postkapiller veniller olan yiiksek endotelli * veniil (YEV; high
“endothelial venule: HEV)'lerin duvarindan gecerek kan dolagimindan lenf
dagumiine gég ederler. B lenfositler dig kortekse gé¢ ederken, T lenfositlerin

cogu parakortekste kalir (22, 53).

2.2.3. Medulla

Medulla, genis lenf sinislerinden ve bu sinislerin arasini dolduran,
medulla kordonlari olarak adlandinimis, kiimeler halinde diizenlenmis lenfoid
hiicrelerden olugur. Medulla kordonlarini olusturan hicreler (lenfositler,
plazma hiicreleri ve makrofajlar), retikiler hiicrelerin retikuler liflerle birlikte

olusturdugu agin iginde yerlesirler. Medulla sinusleri lenfle dolu diizensiz



bosluklardir; bu sinuslerdeki baglica hiicre gruplarini, makrofajlar, retikller
hiicreler ve lenfositler olusturur. Medulla sintslerinin limeni iginde bulunan
retiktiler hiicreler kendilerine bagh makrofajlar ile birlikte ag olustururlar (22,
34, 52).

2.3. Lenf Digiimii Geligmesi

Lenfatik kapiller ve damarlar fertilizasyondan sonraki 5. haftanin
sonundan itibaren splanknopleviik mezodermde vaskiillogenezis ve
anjiyogenezis yoluyla gelisir (42). Kan damarlarinin gelisim sirecinde
mezensimal hicreler bir araya gelerek anjiyobléstik hiicre kiimelerini
olustururlar ve bunlarin merkezinde yerlesen hucrelerden kan hicreleri
gelisirken, dis kismindaki hiicreler endotel hiicrelerine farklanirlar. Geligen bu
ilkel kapillerlerin agizlagmasiyla pleksuslar, bunlardan da ilkkel damarlar
gelisir. Benzer sekilde gelisen lenf kapillerleri agizlagarak lenfatik pleksuslar
ve keseleri olustururlar, bunlar da lenfositlerin bélgeye gé¢linden sonra bir
grup lenf digumiine farklanir. Lenfatik damarlar yakinlarindaki yeni geligmig
lenf dugtmlerine agilirlar. Lenf dugumu taslagint olusturan lenfatik agindan
derinlere dogru ilerleyen mezensimal hiicreler organin lenf sinisi agini daha
da gelistirirler. Organa komsu mezensimal hiicreler ise lenf digimindn
kapstilunii ve bag dokusu gergevesini yaparlar (48, 56).

Lenfositler, vitellus kesesi mezengimindeki primitif kok hiicrelerden ve
ileri donemde karaciger ve dalaktaki éncilllerinden farklanir. Lenfosit yapimi
daha sonra kemik iliginde gerceklesir. Dogumdan &nce lenf dugimlerine
timusta olgunlagan lenfositler katilirlar (48).

Sicanlarda gebeligin 16. guninde (E.16), T lenfositler W3/13
monoklonal antikoru ile fetal karacigerde taninabilirler. Karacijer embriyoda
B lenfosit farklanmasinin major bdlgesidir. B lenfositler gebeligin 19.
guninden (E.19) itibaren ylzey IgM eksprese etmeleriyle fetal sican
karacigerinde taninabilirler. Sigan fetuslerinde lenfositler diapedez yoluyla
vendz damarlardan lenf diugumi alanlanna goé¢ ederler. Fetal lenf
dugumlerinde B lenfositler gosterilememistir ve B lenfositlerin  lenf

dugumlerinde ortaya ¢ikmasi dojumdan sonraki ilk haftaya kadar



gerceklesmemektedir. Lenf digimintn B lenfosit kompartmaninda primer
follikiller ilk olarak dogumdan 2 hafta sonra, sekonder follikiiller ise 3 hafta
sonra belirlenmistir. Interdijitasyon yapan dendritik hiicre (IDH; Interdigitating
dendritic cell: IDC)’ler erken dénemde T lenfositierle ayni zamanda ortaya
¢ikarlar. T hiicre kompartmani B hiicre kompartmanindan daha erken tam
olgunluga ulagmaktadir (59).

Lenf diguoma ve diger sekonder lenfoid organlarin geligimi
hematopoetik kékenli ve hematopoetik kékenli olmayan hiicrelerin karsihikh
etkilesimine dayanan karmasik bir siregti. TNF/LT (Timér nekroz
faktoril/lenfotoksin; tumor necrosis factor/lymphotoxin) ailesine ait olan
kemokin ve sitokinler lenf d0gimii organogenezinin baslangic asamalarinda
6nemli rol oynayan sinyal molekilleridir. CXCL13, CCL21 ve CCL19 gibi
homeostatik kemokinlerin ve reseptérleri olan CXCR5 ve CCR7'nin lenfoid
organlarin gelismesi ve lenfoid doku mikroyapisinin olusturulmasi ile
yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (49). Ancak B ve T lenfositlerce retilen
lenfotoksin B'nin, sekonder lenfoid organlardan dalagin yapisal gelisimini ve
organizasyonunu etkilemekle birlikte, lenf digiminde bu yénde bir etkisinin
olmadig literatiirde bildirilmistir. B ve T lenfositlerin zarinda kompleks olarak
bulunan lenfotoksin B'nin olmayisinin lenf diigiimiinde lenfosit yerlesiminde
onemli rol oynayan kemokinlerden CXCL13, CCL21 ve CCL19 diizeylerini
etkilemedigi gosterilmigtir (71). Lenfotoksin, yalnizca sekonder lenfoid
dokularin organogenezi icin degil, mikromimarilerinin - saglanmasi igin de

onemli olan bir sinyal molekalidir (21).

2 4. Lenf Digiimiindeki Hiicre Gruplan
2.41. B Lenfositler

B lenfositler kemik iliginde dretilir ve immiinokompetan hale gelirler.
Immiinokompetan hale gelme siirecinde her bir B lenfosit her biri 6zgul
antijenler igin reseptér islevi géren 50,000 ile 100,000 arasinda IgM ve IgD
tretir ve bu vylzey immunoglobulinlerini epitop baglayict kisimlan
hiicrelerarasi alana bakacak sekilde hiicre zarina yerlestirir. Bir B lenfosit

klonundaki her hiicre ayni epitopa baglanan immunoglobuline sahiptir (4, 22,



34). B lenfositlerin hiicre zarlarinda CD9, CD19, CD20 ve CD24 molekulleri
bulunur ve hiimoral bagigiklikta gérev alirlar (34, 63).

2.4.2. T Lenfositler

T lenfositlerin 6ncilleri kemik iliginde dretilir ve imminokompetan
hale gelmek (izere timusa gbg ederler. T lenfositlerin hiicre zarinda antijen
reseptérleri olarak iglev géren T hiicre reseptérleri (TCRs) bulunur. T
lenfositler, yardimc! T lenfositler 1 ve 2, sitotoksik T lenfositler, baskilayict T
lenfositler ve bellek T lenfositler olarak ait tiplere ayrilir (22). T lenfositlerin
ylizeyinde CD2, CD3 ve CD7 molekilleri bulunur. Bununla birlikte, diger iki
6nemli ylzey isaretleyicisi (protein molekill) olan CD4 ve CD8'in olup
olmamasina goére de alt tiplere ayrilirlar. Sitotoksik T lenfositler hiicresel
bagisiklikta gérev alirlar, yardimci T lenfositler salgiladiklan sitokinlerle her
iki tar bagisiklik yanitinin diizenlenmesine de katkida bulunurlar (34, 63).

2.4.3. Makrofajlar

Kan monositlerinden gelisip lenf diguminin gesitli bélimlerine
yerleserek fagositoz iglevlerini yerine getirirler. Bulunduklar bolgelere goére
adlandirilan makrofajlarin iglevlerine bagli olarak farkli ylizey antijenlerine
sahip olduklan saptanmistir. Cesitli makrofaj alt tipleri en yodun olarak
lenfositlerin seyrek olarak bulundugu subkapsiler siniis ve medullada

yerlesmislerdir (47).

2.4.4. Antijen Sunucu Hiicreler
Antijen sunucu hiicreler antijeni fagosite edip igleyerek, epitop-MHC Il
kompleksini T lenfositlere sunan hicrelerdir (22). Sinif I majér doku

uyumluluk antijenlerini (MHC-I1) tagimalari ile karakterizedirler (34).

2.4.5. Retikiiler Hiicreler

Yerlesim ve 6zel iglevierine gére; lenf follikiillerinde yerlesik follikiiler
dendritik hiicreler (FDH; follicular dendritic cell: FDC), T-bagimh alanlardaki
interdijitasyon yapan dendritik hiicreler (IDH) ve fibroblastik retikiiler hiicreler



(FRH; fibroblastic reticular cell: FRC) olmak lzere alt gruplarda incelenirler
(18, 69).

Bagisiklik sistemindeki yardimei rolleri nedeniyle makrofajlar, ézellikle
sabit olan tirleri, cogu arastinici tarafindan retikiller hiicre grubu iginde
degerlendirilmigtir. Bunlarin germinal merkezlerde yerlesmis olanlari,
sitoplazmalarindaki heterofajik vakuollerdeki sindiriimig lenfositlere ait
kromatin artiklan nedeniyle ‘tingible body’ (boyanabilen cisim) makrofajlari ya
da follikiiler makrofajlar olarak tanimlanmiglardir. Tipik makrofaj yapisal
ozelliklerini gosterirler (13).

Follikiiler dendritik hiicreler, B-bagimh alanlarin 6zgil yardimci
retikiiler hicreleridir ve lenf follikiillerinde B lenfositlerin gogalmasi ve ileri
farklanmasi igin uygun bir mikrogevre olustururlar (10, 45). FDH’ler immin
kompleksleri yakalaylp hticre zarlarinda uzun sure tutarak, germinal
merkezdeki B lenfositlere sunarlar ve bagisiklik belleginin olusumunu ve
devamliligini saglarlar (16, 34, 40, 45, 51). FDH'lerin antijenleri endositozla
alip igleme yetenekleri yoktur (34). FDH'lerin yiizeylerinde antijen-antikor
komplekslerini baglamalari komplemana baglidir ve bu hiicrelerin zarlarinda
CD21, CD35 gibi kompleman reseptérleri bulunur (3, 23, 58). Farede ayrica
FDH’'lerin Gzerinde immin kompleksleri yakalamak igin immunoglobulin
reseptérlerinden FcyRIIB’nin de énemli oldugu gosterilmistir (58). FDH'ler bu
kompleman reseptérleri ve FcyRIIB reseptéri araciligiyla antijen-antikor
komplekslerini bellek B lenfositlerine sunarak B hiicre geri ¢gagirma (recall)
cevabimi giigli bir sekilde uyanrlar (10, 51). FDH'ler gesitli yonleriyle T
lenfositlere antijen sunan antijen sunucu hiicrelerden farklidir. FDH'ler
antijeni‘ sitoplazmas! icine alip islemden gegirmez ve antijenik peptidleri
MHC-Il molek{lli Gzerinde sunmaz, ylizeylerinde kendi rettikleri MHC-II
molekiilleri yoktur. FDH'ler antijenleri CD21 (CR2), CD35 (CR1) ve Fc
reseptdril araciigiyla sunarlar (40, 43, 51). FDH'ler, germinal merkez
reaksiyonu sirasinda beilek B lenfositlerin segiminde goérev alir. Yiksek
afiniteli B hiicre reseptdril tagiyan lenfositlerin apopitotik mekanizmasini
(afinite mattrasyonu) kapatirlar. FDH'ler tarafindan yapilan bu segim bellek B

lenfositlerin olusumunda anahtar basamaktir (10, 51). FDH'lerin kokeni



uzunca bir slre tartisilmis olup c¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilen
gorusler dogrultusunda FDH &ncilinin, FDH'ye farklanma potansiyeli olan
bag dokusuna yerlesik fibroblast benzeri bir hiicre oldugu genel olarak kabul
edilmistir (51).

Fagositoz yetenekleri olmayan FDH'ler igik mikroskobu diizeyinde
glic secilen ince sitoplazmik uzantilari, oval, iri ¢ekirdegi, belirgin santral
cekirdekeigi olan blyuk hiicrelerdir. FDH'lerin iki ve Gi¢ gekirdekli olanlari da
tanimlanmigtir (51). Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde ise,
cekirdek cevresi dar sitoplazma iginde kiiglik mitokondriyonlar ve orta
derecede granilli endoplazma retikulumu bulundugu saptanmigtir. Hlicrenin
bedeninden c¢evreye dogru uzanan ve yapilar labirenti andiran
desmozomlarla birbirlerine tutunmus sitoplazma uzantilarinin komsu
lenfositleri ¢epecevre sardiklari gézlenmigtir. Bu hicrelerin zarlarinin dig
yuzinde, hicrenin goérevine 6zgll olarak bagdlamis oldugu antijen-antikor
komplekslerine baglh oldugu dusiniilen elektron yogun madde bulundugu
belirlenmistir (16).

Interdijitasyon yapan dendritik hiicreler, T-bagimli alanlarin
mikrogevresinin 6nemli bir bileseni olup, T lenfositlerin farklanmasi ve
uyariimasinda rol oynayan antijen sunucu htcrelerdir (10, 79). IDH’ler kemik
iliginden koken alan mononikleer 6ncil hiicrelerden farklanirlar ve
korteksteki ana antijen sunucu hiicre grubudurlar (10, 67). Lenf diigimiindeki
hticrelerin ¢ok az bir bolumint (%2 dolayinda) olugturmalarina ragmen ok .
sayida uzun uzantilar sayesinde temas igin genig yiizey alani saglarlar (26).
Dendritik hiicreler kan ya da lenf yoluyla lenf diigimiine ulasir. Lenf yoluyla
gelen dendritik hticreler klasik literatiirde interstisyel dendritik hiicreler olarak
da adlandinilmistir (79). Periferal dokulardan bilgi tasiyan dendritik hlicreler
afferent lenf damarlari araciligiyla girdikleri subkapstler siniisten T-bagimli
alana T hicrelerle etkilesmek Uzere gé¢ ederler (12). Ornegin, deride
bulunan immatiir Langerhans hiicreleri in vivo antijen yakalayinca aktive olup
lenf damarlari araciligtyla deri alti lenf diigimine tasinirlar, subkapsiler
sinlis tabanindan retikiller aga yapistiklari parakortekse go¢ ederler, matur
fenotip kazanirlar ve IDH'ye déntsirler (25, 65). Lenf diigumindeki dendritik
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hiicrelerin CD11c ekspresyonu, antijen yakalama ve T lenfositlere sunma
yetenegi, T lenfositleri uyarma yetenegi gibi 6zellikleri bulunur. IDH'ler mattr
fenotipe sahiptirler, yani yiksek dizeyde CD80, CD40 ve CD86 gibi T
lenfosit uyarict molekiller eksprese ederler, yilksek diizeyde MHC-II
molekulll eksprese etmelerine ragmen yeni karsilastiklari antijenleri fagosite
edip isleme ve sunma yetenekleri gbreceli olarak sinirlidir. Kan kaynaki
dendritik hiicrelerin periferik toleransta rol oynayarak otoreaktif T lenfositleri
ortadan kaldirdiklari, kanda bulunan patojenler ile kargilaginca aktive olarak
matur fenotip kazandiklan ve bagisiklik yaniti gelismesine 6nemli katki
yaptiklari kabul edilir (79). Isik mikroskobu diizeyinde rutin yontemlerle ayirt
edilemeyen IDH’ler ultrastriikttirel olarak T lenfositlere tutunan cok sayida
sitoplazmik uzantisi olan hiicrelerdir. lyi gelismis tubulovezikiller yapilar
iceren elektron gegirgen, organelden fakir genis bir sitoplazmasi ve derin
centikli 6kromatik oval bir ¢gekirdegi bulunur. Bazi IDC'lerin sitoplazmalarinda
epidermisteki Langerhans hiicrelerinin sitoplazmalarinda tanimlanmis olan
Birbeck graniilleri géraliar (67). IDH'ler uzantilarnt ile lenfositleri saran
hiicrelerdir. Bu uzantilar IDH’ler ile T lenfositler arasindaki etkilesimi

anatomik olarak kolaylastirmaktadir (7).

2.5. Fibroblastik Retikiiler Hiicreler ve Lenf Diigiimiiniin Retikiiler Catisi

Lenf dugimlerinin basta lenfositler olmak {izere diger hicre
gruplarina ev sahipligi yapan, onlarin yerlesme, uyariima ve farklanma
slireglerinde rol oynayan bir stromal c¢atisi vardir. Retikiiler ag olarak
adlandinian bu ¢ati, lenf dagumi korteksinin inter- ve peri-folliktler
stromasinin temel elemanidir, retikiiler liflerden ve bu lifleri tireten ve saran,
sitoplazma uzantilan ile birbirlerine tutunmus fibroblastik retikiiler hiicrelerden
olusmustur (18, 26, 35, 74). Lenfositler, makrofajlar, follikiiler dendritik
hticreler ve bagigiklik sisteminin diger hucreleri bu stromal retikiiler ag yapisi
icerisinde yerlesirler (63), ayrica kan damarlari ve lenf sinUsleri de kendilerini
destekleyen retikiiler aga asilidirlar (18, 36, 53). Fibroblastik retikuler
hiicreler baslica T-bagimli alanlarda (interfollikiiler alan ve parakorteks)

bulunurlar, retikller lifleri ve dider hicrelerarasi madde bilesenlerini



11

sentezlerler (8, 10, 26). FRH'ler folliklller harig tim lenf dugdmunﬂ
caprazlayan retikuler lifleri kilif gibi sarar ve bu lifler tarafindan desteklenirler
(27, 70). Uzantilan ile retikiller lifleri sararak kanalciklari; birbirleriyle
uzantilar araciliiyla baglanip retikiiler liflerle birlikte lenf dugimuinin g
boyutlu, gevsek ag yapisindaki ¢atisini (koridorlar) olustururlar ve bu 6zel
kompartmanlar yoluyla iletisimde ve bagisiklik yanitlarinin dizenlenmesinde
gérev alirlar (8, 10). Koridorlar retikiller ag ile sinirlanmis capi 10-25
mikrometre olan lenfosit iceren bosluklardir (26, 35). FRH'lerin destek
hiicreleri olmalari yaninda T, B lenfositler ve dendritik hiicreler igin ylzey
molekiilii eksprese etme ve kemokin Uretme, lenfosit trafi§ini etkileyen ve gok
sayida sinyalin hizli transferini saglayan anatomik diizenler olusturma
(koridor, kanélmk), lenf dagiminin hipertrofisi sirasinda lenf dUQUmUnﬁn
yeniden modellenmesine katiima gibi ek iglevleri bulunur (1, 10, 26, 73).
Parakorteksteki FRH'ler 6zellesmis kemokin ve adezyon molekili Greterek
korteksteki immiin efektor hiicreler igin gekici bir bélge olustururlar (36).

FRH'ler retikller lifleri sararak sinlis ve parakortikal interstisyel
alandan ayri bir izole hiicre digi kompartman olugtururlar (25, 27). Kanalcik
(“conduit”) olarak adlandirnlan FRH’ler ve retikiler lifler arasindaki potansiyel
mesafenin, subkapsiler siniisten YEV'e sivi ve kemokinler, sitokinler ve
antijenler gibi dustk molektl agirlkli ¢éziinebilen molekillerin dogrudén ve
hizlica gegisini sagladigi deneyse! calismalarla gosterilmigtir (1, 25, 27, 35,
70).

FRH’lerin gerek ince yapi gerekse enzim ve immunohistokimyasal
ozellikleri bakimindan diger dokularin fibroblastlarindan farkli olmadiklan
belirlenmistir (13). Iri ve soluk boyanan gekirdekleri vardir. Ince yapi
diuzeyinde FRH cekirdeginin biyldk kisminda diffiz grantler kromatin
bulunur, sadece az miktarda kromatin c¢ekirdek zarinda yogunlagmis
durumdadir. Cekirdekgik kigiik ve santral yerlesimiidir. FRH sitoplazmast
ilimh sayida mitokondriyon ve oldukga genis graniillii endoplazma retikulumu
icerir (63, 73). Sitoplazmasinda 6-9 nm capli filamanlar ve sitoplazmanin
periferinde yodun cisimler bulunur. Fokal dig (bazal) lamina goézlenir.

Hiicreler arasinda ara baglantilarin gézlendigi bildirilmistir  (73). Lenf
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digumundeki FRH’lerin sicanda erken postnatal dénemde mezensimal
hiicrelerden farklandig bildirilmistir (80). FRH'lerin birbirlerine siki baglanti
kompleksleri aracilifiyla tutunduklarinin gézlenmesi ve FRH'lerin sikiikla
basit epitelde bulunan sitokeratin 8 ve 18 ara filamanlarini bulundurmalari
epitel kdkenli hiicreler olduklari yénﬁnde'bir gorusin de ortaya gikmasina
neden olmustur (35).

Retiktler agin yapisina katilan lifler, caplar 0.5 - 5.0 ym arasinda
degisen tip | ve Ill kollajen demetleri ve iligkili matriks bilesenleridir (25).
Germinal merkezde az sayida retikler lif bulunurken, T-bagimli alanda bol
bulunur ve bilyiik oranda kapsiile dik olarak yerlegmiglerdir (18, 35, 53).
Retiktler liflerin yogunlugu kan damarlarinin gevresinde, perifollikiiler alanda
ve parakorteksin periferinde (meduila sinin) fazladir (53). Lifler kapsiilden
subkapstiler sinlisl c¢aprazlayarak follikiillerin arasindan derin kortekse
yayilirlar (25, 26). Medulla kordonlarindaki retikdler lifler de kan damarlarini
saran kollajen lifler ile devam eden bir ag yapisi olustururlar (53). Lenf
dagomuniin yliksek dlizeyde organize olmus, retikiiler liflerle desteklenmis
hiicre uzantist agi (retikiler ag), lenfositlerin lenf digumindn igindeki
hareketlerini duzenlemede ve yonlendirmede belirgin rol oynar ve
hicrelerarasi etkilesim icin ortam saglar (25, 36, 53). Retikiiler ag T lenfosit-
antijen sunucu hiicre etkilesiminin gergeklestigi optimal molekiiler gevreyi ve
geometriyi saglayan yapidir (25). Retikiler lifler, subkapsiiler sinis
duvarindaki ve YEV'leri saran lifler ile devamlidir (27). Diisik molekuler
agirhkli lenf kaynakli materyal, periventiler kanali ve yiiksek endotel hiicreleri
arasindaki alani doldurur. Lenfositler YEV liimeninden parankimaya bu
bogluklarin icinden gbé¢ ederler. Bdylece antijene 6zgli B lenfositler
antijenlerini bu alanlarda yakalayip T hicrelere sunmak {izere kortekse
tagirlar. Hucrelerarast madde bilesenlerinin lenf digiminin batinlagana
saglamak (tip | kollajen, tip 1l kollajen ve elastin), hiicre yapismasini ve
gbglinu duzenlemek (6rnegin FRH'nin kollajen life yapigsmasini, lenfosit ve
dendritik hiicre gibi hematopoetik hiicrelerin lenf digimu icinde yapismasi ve

gégunt duzenlerler), lenfosit aktivasyonunu ve farklanmasini etkilemek,
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YEV'e retikiiler lifler araciliiyla sivi ve sitokin taginmasi gibi fonksiyonlari
vardir (35).

Retikiler ag icinde hiicrelerarasi madde bilesenleri, kollajen lifler ve
aralarindaki matriksten olusan merkez kisim, merkez kismin cevresindeki
FRH'nin retiktiler life tutunmasinda rol oynayan bazal membran, FRH'nin
apikal ylzeyini kaplayan glikokaliks bélgelerine yerlegmis gérinmektedir.
FRH’nin apikal ylzeyi VCAM-1 gibi integral membran proteinlerini ve
hiyaluronan gibi apikal ylizeye zincirlenmis proteinleri de igerir (35).
Lenfositlerin FRH agina tutunmasi FRH'nin integral membran proteinleri ve
FRH tarafindan Uretilen hicrelerarasi madde bilesenleri ile saglanir
Koridorlarin, antijen sunucu hiicre ve T lenfositler arasindaki etkilesimi
saglamak igin bu yapisal dizenlemeyi olusturduklari dustuniimistir (26). T-
bagimli alandaki lifler arasindaki bosgluk lenfositlerin cogunun liflerle temasini
saglayacak kadar dardir, ancak gécli engellemeyecek kadar genistir (35).
Stromal retikliler aj ayni zamanda YEV'ler araciliglyla parakortekse giren

lenfositlerin gé¢iinii uygun kompartmanlara yénlendirmekle gérevlidir (18).

2.6. Lenf Diigiimiiniin Siniis ve Damar Catisi, Yiiksek Endotelli Veniiller
2.6.1. Lenf Diigiimiinde Lenf Sivisinin Akigi

Afferent lenf damarlari, lenf diigiiminin kapsulint delerek iclerindeki
lenfi subkapsdler sinlise bosaltirlar. Afferent lenf damarlari ile lenf dugumine
lenfositler, antijen sunucu hiicreler, sitokinler, ¢dzlinebilen antijenler ve
partikiiller taginir. Lenf buradan, kortikal bsini]sler aracihgiyla lenf dagiimtnin
derinlerine iner ve medulla sinlslerine ulasir (26, 34, 53). Gerek subkapsitiler,
gerekse medulla sintsleri karmasik yapilariyla lenf digiiminden stiziiimekte
olan lenfin akis hizini yavaglatir ve yabanci maddelerin makrofajlar ve
dendritik hiicreler tarafindan alinip sindiriimesini kolaylasgtinirlar. Lenfoid
dokuda sliztlip korteksten medullaya yavagca akan lenf, hilustaki efferent
lenf damarlan araciligiyla organi terkeder. Hem afferent hem de efferent lenf

damarlarinda bulunan kapakgiklar lenfin tek yénde akmastni saglar (34, 53).
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2.6.2. Lenf Diigiimiinde Kan Dolagimi

Lenf digumlerine ulagsan kan damarlari, lenf digimiine hilustan
girerler ve medullada bir ¢ok arteriyole ayrilirlar. Medulladaki arteriyollerden
bazilar dig kortekse dogrudan ulasirken, digerleri medulla kordonlari iginden
gecerken kapillerlere dallanirlar. Yiksek endotelli venul (YEV)ler
perifollikiiler alanda ve parakorteksin medullaya yakin béliimiinde bulunurlar.
YEV'lerin oldugu bélgede kapillerlerin bol bulunmasi gé¢ eden ve yerlesik
lenfositlerin  metabolik ihtiyaglarini  kargilayacak gerekli maddeleri
saglamaktadir. Kortikomeduller bileskede YEV'ler aniden medulla ventillerine

doénasdrler ve hilus venleri lenf dGgimina hilustan terk ederler (53).

2.6.3. Yiiksek Endotelli Veniiller Araciligiyla Lenfosit Gocii

Bagisiklik sisteminin iglevi acisindan lenfositlerin resirkiilasyonu
temel bir 5neme sahiptir ve hiicreler arasindaki 6zel etkilesimlerle diizenlenir
(19). Lenfositler lenf digiumlerine postkapiller ya da yiksek endotelli venill
(YEV) adi verilen korteksin T-bagimii alaninda bulunan 6zel kan damarlarinin
duvarlarina tutunup kandan ayrtlarak lenf digimuintn korteksine gég¢ ederler
(4, 22, 27, 34, 51, 53). Bu venlller alisiimigin disinda, lenfositlerin
aralarindan gectigi, yuksek boylu hucrelerden olusmus bir endotel yapisi
gosterirler. YEV endoteli, lenfosit alimi ile ilgili belirli hiicre ylizey reseptérleri
eksprese etme yodniinden diger endotellerden farklidir (81). YEV endotelinin
~ antijenik materyale 6zgil tepki gdstermesi sebebiyle -6zgll immin yanita
katilmak Uzere kandan lenfositlerin gocli antijene 6zgu olarak gerceklesir
(64). Kandan dokuya lenfosit gé¢ll cesitli adezyon molekullerinin aracilig ile
gerceklesir (68). Lenfosit hiicre membraninda selektinler olarak bilinen ylizey
molekilleri bulunur. Selektinler, lenfositlerin, yliksek endotelli veniillerin
endotel hiicrelerini tanimalarina yardim ederler ve bu endotel hiicrelerinin
[iminal ytzeyleri boyunca yuvarlanmalarina izin verirler. Lenfosit, endotel
hiicre membraninda yerlesen sinyal molekillleri veya yiiksek endotel
hicrelerinin arasindan limene gegen kemokinler ile temas ettiinde
selektinler aktive olur, endotel hiicresine sikica baglaniriar ve lenfositin

yuvarlanma hareketi durur. Bu durumda, lenfositler diapedez yolu ile, yiiksek
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endotelli ventillerin duvarindan gé¢ ederek lenf dugiminin parankimine
girerler (22, 27, 64). T hiicre adezyonunu tetikleyen sitokinleri yakalama ve
sunmada YEV endoteli tizerindeki karbohidrattan zengin molekillerin 6nemli
roli vardir (1). Kemokinler yalnizca lokal olarak lenf duguminden
sentezlenmeyip lenf kaynakh da olabilirler (27). Afferent lenfatikler ile
dokulardan lenf dugimiine gelen ve kemokin igeren lenf sivisi ylksek
endotel morfolojisinin saglanmasinda ve YEV'den lenf digimi korteksine
lenfosit gégtinde rol oynamaktadir (25, 27). “Makrofaj inflamatuvar protein-1
beta” (MIP-1B) T hicrelerinin kemotaksisine ve adezyonuna neden olan bir
sitokin olarak izole edi'lmi§tir. Bir diger caligmada MIP-1B lenf dugimi
endotelinde gosterilmistir ve endoteliyal proteoglikanlara baglanarak lenfosit
adezyonunu tetikledigi bildiriimigtir (68). “Secondary lymphoid tissue
chemokine” (SLC), YEV'de eksprese olan ve T lenfositlerin adezyonu ve
gdciinde rol oynadigi belirlenmis olan diger bir kemokin olarak bildirilmigtir
(12).

2.6.4. Lenfositlerin Lenf Diigiimii icindeki Yerlesimleri, Kemokinlerin
Rolii

Lenfositler gerek afferent lenfatikler yoluyla gerekse kandan YEV'ler
araciliglyla lenf digumine girdikten sonra rastgele dagilmazlar ve immiin
hucrelerin lenf dugumu igindeki yerlesimleri stromal bilesenler tzerinde
eksprese olan gesitli kemokinler ve adezyon molekiilieri tarafindan diizenlenir
(12, 81). Bunda embriyonik dénemde oldugu gibi CCL19, CCL21, CXCL12
ve CXCL13 gibi homeostatik kemokinlerin &zellikle 6nemli rolleri vardir (12).
Endotel hiicreleri, FDH'ler ve FRH’ler gibi stromal hiicreler, immiin hiicrelerin
gocl icin kemoatraksiyon ve adezyon ortami olustururlar (36). Lenf
dogiminde hicrelerin  gégini  dizenlemede hicrelerarasi madde
bilesenlerinin de roll vardir. SLC’nin T-bagimlt alanlardaki stromal hiicrelerce
eksprese olup T hicreleri ve dendritik hiicreleri bu alanlara g¢ektigi
belirlenmigtir (12, 81). SLC’nin aktive T hicrelerin lenf dugimiintin T-bagiml
alanlarina gég¢iinit CCR7 reseptéri aracihiiyla gergeklestirdigi bildiriimigtir.
Molekalin T-bagimli alanlardaki ekspresyonu in situ hibridizasyon ile
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gosterilmigtir. lmmﬁnohistokimyasal boyama ile karsilagtirmada in situ SLC
ekspresyonunun |DH’lerin dagilimina uygunluk g&sterdigi belirlenmigtir.
Benzer etkiye sahip diger bir kemokin olan “EBI ligand chemokine-1" (ELC)
de SLC ile ortak reseptéri olan CCR?7 araciligiyla etki gostermektedir (78).
Dendritik hiicrelerde eksprese olan “dendritic cell-specific chemokine” (DC-
CK1)in de T-lenfositlerin lenf dugumindeki yerlesimini dzenledigi
dostntlmektedir (81). Yine lenfosit yerlesmesinde rol oynadigi bilinen CCL21
ve PNAd (karbonhidrat antijeni) molekillerinin de parakorteksteki retikiler
agda eksprese oldugu ve bu retikiler agin dendritik hiicre ve T lenfositleri
yerlesmeleri i¢in kendine gucli bir sekilde cektidi belirlenmistir (29, 36, 66).
B-lenfositler YEV araciligiyla lenf digimune girerler ve follikiilde yerlegirler
(8). FDH'lerin salgiladigi ve B lenfosit ylzeyindeki BLR1 (CXCR5)'e
baglanan BCA-1 (B cell attracting chemokine-1; CXCL13), B lenfositlerin
folliklillere yerlesmesi icin gereklidir (10, 12, 51). Sitokinlerden IFa’nin
germinal merkezde eksprese olmas! immun yanit sirasinda B hiicreleri segici
olarak ¢gekmesine neden olan diger bir etkendir (81). B lenfositler dis kortekse
goc¢ ederken, T lenfositlerin gogu parakortekste kalir (10, 12, 22).

2.6.5. Lenf Siniisleri

Lenf digimiinde iginden lenf sivisinin gegtigi genislemis bosluklar
olan sinislerde, retikiiler hiicreler, retikiler lifler ve makrofajlarin olugturdugu
gevsek bir ag yapisi goézlenir. Yildiz bigimindeki retikiiler hiicrelere tutunmus
olan makrofajlar, yabanci maddeleri fagosite ederler (22, 34). Subkapstiler
sintisii kapstlin i¢ tabakalarindan dis kortekse uzanan retikiler liflerin
olusturduu ince a caprazlar (53). Subkapsiler sinisiin tabaninda
parankime bakan fibroblastik retikiller htcrelerin olusturdugu tabakadan
bazal membran ve hiicrelerarasi madde ile ayrnimig ince yapi 6zellikleri ve
sitokimyasal kriterlere dayanilarak FRH’lerin farkli bigimi oldugu disuntilen
sinlis doéseyici hiicreler (SDH; sinus lining cell: SLC) bulunur (10, 18, 25, 27).
Hemen hemen devamli bir tek tabaka halinde gézlenen SDH’lerin birgok
sitoplazma uzantisi vardir, ayrica bazsi retikiler lifleri sararlar (18).
Subkapsiiler sindsiin parankime komsu duvarinda delikler oldugu goriisti, bu
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deliklerin elektron mikroskop ile 0.1-1 pym arasinda gésteriimesiyle
desteklenmistir (25, 27, 64).

2.7. Lenf Diiglimiiniin Stromal Hiicrelerini incelemek igin Kullanilan
Histokimyasal Yontemler

Lenf diigimindeki retikiler agin incelenmesi amaciyla metallofilik
yontemler, &6zellikle gimiisleme yaygin olarak kullaniimistir (35). Daha ¢ok
retiktiler liflerin olusturdugu catinin ve bazi makrofajlarin gosterilmesini
saflayan bu yontemle retikller hicrelerin tipleri belirlenememektedir.
Eikelenboom’un dalakta yaptigi calismadaki gdzlemlerine gére metallofilik
yontemler makrofajlar ile retikliler hiicreleri birbirlerinden ayiramamaktadir.
Aragtirici lenf follikiillerinde bulunan fagositik aktivite géstermeyen dallanmis
metallofil hilcreleri olgunlagmamis makrofajlar olarak degil, follikiiler dendritik
hicreler olarak yorumlamistir (20).

Lenfoid dokudaki retikiiler hiicreleri (yard|m0| lenfoid doku hiicrelerini)
secici olarak gdstermek amaclyla -SH gruplarina baglanma yoluyla pozitif
reaksiyon veren ginko iyodit-osmiyum tetroksit (CIO) yéntemi kullanilmigtir
(11). Konuyla ilgili olarak geriye déniik yapilan kaynak taramasinda ilk kez
1913 yilinda Champy tarafindan osmium tetroksit ve sodyum iodit karigiminin
otonom sinirler i¢in bir boyama ydntemi olarak tanitildigi ve teknigin Maillet
tarafindan 1959-62 yillar arasinda sodyum yerine ¢inko kullanarak gelistirip
degistirildigi anlasiimistir (61). Takip eden yillarda teknik norositolojik
calismalarda, elektron mikroskop analizi icin ve prefiksasyondan sonra
kullanilmigtir (67, 60). Bu alanda birgok aragtirmaci bu teknigi, sinaptik .
veziklllerinin dagiimini ve dijer bazi néron elemanlarini géstermek igin
kullanmigtir (67, 76). Bu teknik norositolojik ¢alismalar yaninda epidermal
Langerhans hiicrelerini kan ve kemik iligi hicrelerini ve lenfoid dokuyu
incelemek igin kullaniimustir (5, 11, 14, 50, 62).

Lenfoid dokuda en iyi boyanmanin daha 6nce Niebauer ve ark. (50)
tarafindan kullaniimis olan solusyon ile elde edildigi saptanmis ve asidik
tampon ile hazirlanan CIlO soliisyonlari ile daha kuvvetli reaksiyon

gdzlenmistir. Reaksiyon hiicrenin fizyolojik durumuna gére degismektedir ve
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bazi molekiillere 6zgli olmayip, tim sitoplazmik bilesenleri etkiler. Bununla
birlikte lipid igeren yapilar hep ClO (+) bulunmustur. Soliisyonun pH'inin ClO
reaksiyonunda en kritik etken oldugu diisinalmustir (14).

Lenf digima incelemelerinde immilnohisto / sitokimyasal
isaretlemeler ve FISH gibi yéntemler de ayrintili tanimlamalar igin yardimci
tekniklerdir. Lityum karmin enjekte edilerek yapilan vital boyama ile isik ve
elektron mikroskop diizeyinde makrofajlar incelenmesi amaciyla yapilan bir
caligmada lityum karminin lenf dagumi sinlslerindeki retikiler hiicreler
tarafindan aktif olarak fagosite edildigi belirlenmistir. Boyanin makrofajlar

tarafindan alinimi géreceli olarak gok daha az bulunmustur (77).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Doku Orneklerinin Alinmasi:

Calismada insan ve sican lenf dugumi drnekleri kullanildi. Insan lenf
dugiumu 6rnekleﬁ, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun-Bogaz
Anabilim Dalinda cesitli nedenlerle ameliyat olan 4 hastadan elde edildi
(Tablo 3.1). Sigan lenf dugumi drnekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi
Deney Hayvanlan Laboratuvari’'ndan saglanan 1-3 aylik erkek Wistar albino
sicanlar eter anestezi altinda dekapitasyonla sakrifiye edilerek elde edildi.
Alinan dokular imminohistokimyasal inceleme ve elektronmikroskop

incelemesi icin hazirlandi.

Tablo 3.1: Insan lenf digimi &rnedi olarak kullanilan materyalin yasa,

cinsiyete ve taniya gére dagilimi

No |Hastanin Yagi Hastanin Hastanin Tanisi
Cinsiyeti

1 32 E Lipom

2 27 E Boyunda benign kitle

3 29 ' K Lipom

4 58 E Multinodtiler guatr

3.2. immiinohistokimya Yéntemi
3.2.1. Orneklerin Hazirlanmast:

Alinan doku 6rnekleri en kisa silre icinde (1-25 dakika) —196 °C sivi
azot icerisinde donduruldu. Antijenitesi bozulmadan kesitlerin  elde
edilebilmesi igin kesit alinana kadar doku 6rnekleri —196 °C sivi azot tanki
icerisinde ideal olarak 2-3 giin bekletildi. Kriyostat (Leica Frigocut 28OOE) ile
7 mikrometre kalinlijinda seri kesitler 6nceden jelatinle kaplanmis lamlara
alindi. Oda 1sisinda kurutulduktan sonra silikajel (Merck, K.No:1.01925,
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Darmstadt, Almanya) kullanilarak nemi alinmis kapali kutularda immin
isaretleme uygulanana kadar saklandi (ideal olarak 1-4 gin).

3.2.2, Kullanilan Malzemelerin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi:
Jelatinli lam

Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS)

Fosfat tamponlu serum fizyolojik -sigir serum albumini (PBS-BSA) karigimi
Primer antikor

Sekonder antikor

Tris tamponu

Diamino benzidin sollisyonu (DAB)

Bakir siilfat soliisyonu

Mayer'in Hematoksileni

Propidium lodide/Antifade (Oncor, K. No:S1370-6, ABD)

Jelatinli lam hazirlanmasi:
Jelatin tozu (gelatin) 5ar
(Sigma, G-6650, ABD)
Kromalumsiilfat (Chrom (ill)-Kaliumsuifat) (KCr(S0O4)2.12H,0) 0.5gr
(Merck, K.No: K-2830535, Almanya)
Distile su 1000 ml

Belirtilen miktarlarda jelatin tozu ve kromalum silfat 1000 ml distile su
icinde 1sitilarak ve karigtinlarak eritildi. Kaynadiktan sonra filtre kagidi ile
suzildi. Rodajli lamlar bir asansoére dizildi ve yarn yariya %70’lik alkol ve eter
karigimindan gegcirilerek temizlendi, kurutuldu. Rodajli lamlar kuruduktan
sonra sogumus olan jelatin soliisyonundan gegirildi ve tekrar kurumaya
birakildi.
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Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) hazirlanmasi:

Soliisyon | :
Sodium dihydrogen phosphate monohydrat (NaH;PO4.H20) 13.7gr
(Merck, K.No:3090, Darmstadt, Almanya)

Sodium chloride (NaCl) 87.66 gr

(Merck, K.No: 6408, Darmstadt, Almanya)

Distile su 1000 mli
Soliisyon li:

Disodyum hidrojen orthophosphate dihydrate (Na;HPO4.2H;0) 71.2 gr
(BDH Chemicals, K.No: 30157) ’

Sodium chioride (NaCl) 350.64 gr
(Merck, K.No: 6408, Darmstadt, Almanya)
Distile su 4000 ml

Stok soliisyonu:
Hazirlanan soltisyon | ve solisyon 1l ayri ayri siizlildikten sonra 4000
ml soliisyon 1.+ 500 ml solisyon | karigtirildi. Bir pH metre yardimt ile

gerekirse solilsyon | eklenerek stok soliisyonun pH’si 6,9'a ayarlandi.

Kullanma soliisyonu:
Stok sollisyonu 1/10 oraninda distile su ile sulandinldi. Yine ayni
sekilde gerekirse sollisyon | eklenerek kullanma soliisyonun pH’si 7,4 olarak

ayarlandi.

Fosfat tamponlu serum fizyolojik - sigir serum albumini (PBS-BSA)
hazirlanmasi:

Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) icine 1/40 oraninda %30'luk.
BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma K.No: A-3174) temiz bir enjektérle

eklenerek hazirlandi.
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Primer antikorlar:

Caligmada kullanilan primer antikorlar VI. (39), VII. (46) ve VIII.
Human Leukocyte Differentiation Antigens calistaylarindan (Tablo 3.2)
saglandi. Bu antikorlar énerilen oranlarda (6r.1/100) PBS-BSA karngimi ile

sulandirlarak kullanildi.

Tablo 3.2: Kullanilan primer antikorlarin 6zgtillig, klon adi ve kaynagi

[ Ozgiilliik Kion adi Kaynagi
CD2 OKT-11 VI. HLDA caligtayi
CD3 OKT-3 Connely
CD4 Leu-3 VI. HLDA calistayi
CD7 T55 VI. HLDA caligtayi
CD8 RPA-T8 Aversa/DNAX
CD11c KB23 Pulford
CD13 JP34-10 Roos
CD20 CAT13.7H8 Hadam
CD31 TP1/15 Sachez-Madrid
CD36 CLB-IV C7 CLB-Amsterdam-
CD43 148-1C3 Vilella
CDA49a SR84 Rettig
CD4%b 6F1 Coller
CD49c J143 Albino
CD49d 8F2 Morimoto
CD49%e 2H6 Morimoto
CDA49f S3-41 Quaranta
CD50 152-2D11 Vilella
CD53 AC119 Buck
{CDs4 CBRAICI/12 Diamond-Springer
| cD62-P G1 McEver
CD63 H5C6 Hidreth
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[ Ozgiillitk Klon adi Kaynagi

CD68 Y2/131(MR24) Pulford

CD71 49.1 Valentini

CDS0 V45 Clark

CD99 0662 Bernard

CD105 4464 Letarte

CD106 E1/6 Bevilacqua

CD109 D2 Finberg

CD143 9B9 Danilov

CD146 F439E George

CD151 14A2.H1 | Ashman

MHC-Class Il D66 Kumar

Pansitokeratin | AE1/AE3 Zymed

Vimentin V52-55 Zymed
- FB21 VIIl. HLDA caligtayi
- 2D7 VIII. HLDA c¢aligtayi
- HI272 VIII. HLDA galigtayi
- HI277 VIII. HLDA caligtayi
- E63-880 VIII. HLDA galistay
- BD46 VII. HLDA calistay1
- 80373 VIIi. HLDA cgaligtayi
- LT-ND4 VIiI. HLDA ¢aligtay!
- 80394 VIII. HLDA galigtayi

Amaca uygun olarak segilmis olan antikorlar ©nerilen oranlarda
(6r:1/100) PBS-BSA (phosphate buffer solution-bovine serum albumin) ile

sulandirnlarak kesitler izerine damlatildi.
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Sekonder antikor:
a) indirekt immiinoperoksidaz boyama yéntemi igin;
Antimouse IgG-Peroksidaz (Sigma, K. No: B-9904, ABD)
PBS-BSA
Normal insan serumu
Antimouse IgG- Peroksidaz (Sigma) immiinoglobdilini hazirlanmis olan
PBS-BSA solisyonu ile 1/200 oraninda sulandinidi. Bu soliisyona 1/100
oraninda normal insan serumu eklendi.
b) indirekt immiinofloresan boyama yéntemi igin;
Goat Antimouse IgG/FITC (DAKO, K. No: F0479, Danimarka)
PBS-BSA
Normal insan serumu
Goat Antimouse IgG/FITC (DAKO) immunogloblini hazirlanmis olan
PBS-BSA solusyonu ile 1/50 oraninda sulandirildi. Bu soliisyona 1/100

oraninda normal insan serumu eklendi.

Tris Tampon ( 0.05 M Tris-HCI = Tris buffer; pH 7.6) hazirlanmasi:

Tris tozu (Tris hydroxymethyl aminomethane ) 1.51 gr
(Merck, K.No:8387)
Distile su 250 mi

Belirtlen miktarda Tris hydroxymethyl aminomethane distile suda
eritildi ve 1N ve 5N HCI kullanilarak bir pHmetre yardimi ile pH's1 7.6 olarak

ayarlandi.

Diaminobenzidin (DAB) soliisyonu hazirlanmasi:

3,3~ diaminobenzidin tetrahidroklérur (3,3'- diam'inobenzidine 5 mgr
tetrahydrochloride) (Sigma, K.No: D 5637, ABD)

Tris tamponu (Tris-HCI; Tris-Buffer, 0.05M) 10 mi
Hidrojen peroksit (hydrogen peroxide) 5ul
(Sigma, K.No: H 1009, ABD) (%0.01)
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Derin dondurucuda saklanan DAB kullanim icin gereken miktarda
tartildi, yukarida belirtilen oranlara dikkat edilerek gereken miktarlarda
0.05M'lik tris tampon ve %0.01 hidrojen peroksit eklenerek. manyetik
karistiricida partiktl kalmayincaya kadar karistirilarak eritildi ve kullanildi.
Soliisyon her kullanimdan &nce taze olarak hazirlandi ve bekletiimeden
kullanild1.

Bakir Siilfat (CuSO,) soliisyonu hazirlanmasi:

Bakir suilfat (Copper Il sulphate: CuSO4) 5gr
(Carlo Erba, K.No: 364757)
%0.9 NaCl 1000ml

DAB reaksiyonunun giglendiriimesi amaciyla, 1000 ml serum fizyolojik
(%0.9 NaCl) icine 5 gr bakir sulfat eklenerek iyice karistinlip eritilerek
%0.5'lik bakir silfat soliisyonu kullanildi.

Mayer’in hematoksileninin hazirlanmasi:

Aluminyum potasyum siilfat (KAI(SO4)2.12 H20) 50 gr
(Sigma, K.No:A 7167)

Hematoksilen 1.0 gr
(Sigma, K.No:H 9627)

Sodyum iyodit (NalO3) 0.2 gr
(Sigma, K.No:S 407)

Kloralhidrat (C2H3Cl305) 50 gr
(Sigma, K.No:C 8383)

Distile su 1000 ml
Sitrik asit (monohidrat) (CsHgO7.H20) 1.0 gr

(Sigma, K.No:C 7129)
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Yukarida belirtilen regeteye uygun olarak 1 gr Hematoksilen 1000 mi
distile suda eritildi. lyice eridikten sonra 0.2 gr sodyum iyodit eklendi. Bu
karigim, 50 gr aluminyum potasyum siilfat ile manyetik karistiricida tamamen
eriyinceye kadar karigtirildi. Daha sonra kloralhidrat ve sitrik asit eklendi.

Boya kullaniimadan énce stizaldu.

3.2.3. indirekt Inmiinoperoksidaz Boyama Yontemi:

Immiin boyama yukarida érneklerin hazirlanmasi bagliginda tanimlandigi
bicimde jelatin kaph rodajli lamlara alinmis olan kesitler {izerinde daha 6nce
Dijkstra ve arkadaglarinin tamimladiji asagidaki i§lémler sirasiyla
uygulanarak indirekt immunoperoksidaz teknigine uygun olarak
gerceklestirildi (17).

1. Kesitler, “molecular sieve” (Merck, K.No: 5704) eklenerek suyu alinmis
saf asetonda, oda isisinda 10 dakika tespit edildi,

2. 30 dakika kurutulduktan sonra kesitlerin cevreleri pap-pen (Zymed
Laboratories inc. K.N0:71310) ile sinirlandirildi,

3. Uygun sekilde sulandiriimis primer antikorlar kesitlere damiatildi ve nem
odasinda (lizeri kapakla kapatilmig, islatilmis gazli bez iceren nemli
kivet) 1 saat s[lreyle oda isisinda inkiibe edildi,

4. Salelere dizilen lamlar, sale igcinde PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10
dakika siire ile yikandi,

5. Uygun sekilde hazirlanmig olan sekonder antikor kesitlerin {izerine
damlatildi ve 30 dakika siireyle nem odasinda bekletildi.

6. Tekrar galelere dizilen lamlar, sale icinde PBS yikama soliisyonu ile 3
kez 10 dakika stre ile yikandi, ’

7. Kesitlerin Uzerine uygun sekilde hazirlanmig olan DAB damlatildi ve 20
dakika siireyle nem odasinda inkiibe edildi,

8. Salelere dizilen lamiar, sale icinde PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10
dakika sure ile yikandi,

9. Yine sale iginde lamlar serum fizyolojik ile yikandi,



27

10. %0.5’lik bakir silfat solusyonu igcinde lamlar 20 dakika oda isisinda
bekletildi,

11. Lamiar sale icinde distile suda yikandi,

12. Cekirdek boyanmasi kontrol edilerek 30 saniye-1 dakika streyle Mayer'in -
hematoksileni ile zit boyama yapiidi,

13. Lamlar musluk suyunda yikandi,

14. Dehidratasyon igin sirasiyla; %50, %60, %70, %80, %96 (iki degisim) ve
%100tk (iki degisim) alkollerde 5'er dakika bekletildi,

15. Lamlarin Gizerindeki kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dakika ksilolde
bekietilerek dokular seffaflagtirildi,

16. Entellan kullanilarak kesitler kapatildi.

3.2.4. indirekt immiinoperoksidaz Kontrol Boyamasi:
Kontrol amaciyla boyanan kesitlerde, primer antikor basamagi

atlanarak, izleyen basamaklar aynen uyguland:.

3.2.5. indirekt inmiinoperoksidaz Boyamasini Degerlendirme:

Indirekt immilnoperoksidaz yéntemi kullanilarak immiin boyama
uygulanmisg lenf digimu kriyostat kesitleri Leica DMR Research Microscope-
Germany mikroskobunda degerlendiriidi ve Leica DC 500 kamera ile

goruntileri alindi.

3.2.6. Indirekt Inmiinofloresan Boyama Y&ntemi:

Immin boyama vyukarnda &rneklerin hazirlanmasi baghginda
tanimlandigt bicimde jelatin kapli rodajli lamiara alinmis olan kesitler
lizerinde daha 6nce Kaymaz ve arkadaslar tarafindan kullanilan indirekt
imminofloresan boyama teknigine uygun olarak agagidaki iglemlér siraslyla

uygulanarak gercgeklestirildi (38).
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1. Kesitler, molekiler sieve (Merck, K.No: 5'704) eklenerek suyu alinmis saf
asetonda, oda i1sisinda 10 dakika tespit edildi,

2. 30 dakika kurutulduktan sonra kesitlerin cevreleri pap-pen (Zymed
Laboratories inc. K.No:71310) ile sinirlandirildi,

3. Uygun sekilde sulandiriimig primer antikorlar kesitlere damlatildi ve nem
odasinda (lizeri kapakla kapatiimig, islatiimis gazhl bez iceren nemli
kivet) 1 saat slireyle oda 1sisinda inktbe edildi,

4. Salelere dizilen lamlar, sale iginde PBS yikama sollsyonu ile 3 kez 10
dakika stre ile yikandl, .

5. Uygun sekilde hazilanmig olan sekonder antikor kesitlerin Gzerine
damlatildi ve 30 dakika sireyle isiktan korunarak nem odasinda
bekletildi.

6. Tekrar salelere dizilen lamlar, sale igcinde PBS yikama soliisyonu ile 3
kez 10 dakika siire ile isiktan korunarak yikandi,

Yine sale i¢inde lamlar distile su ile yikandi,

8. Cekirdek boyanmasi igin propidium iodide/ antifade (Oncor, K.No:
S1370-6, ABD) kesitlerin Gizerine birer damla damlatild.

9. Lamelile kesitlerin tizeri kapatildi ve igiktan korunarak saklandi.

3.2.7. immiinofloresan Kontrol Boyamasi:
Kontrol amaciyla boyanan kesitlerde, primer antikor basamagi

atlanarak, izleyen basamaklar aynen uygulandi.

3.2.8. immiinofloresan Boyamasini Degerlendirme:
Immiunofloresan y‘o'ntemi' kullanilarak immiin boyama uygulanmig lenf
digumi kriyostat kesitleri Leica DMR Research Microscope- Germany

mikroskobunda degerlendirildi ve Leica DC 500 kamera ile gériintileri alindi.
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3.3. Transmisyon elektron mikroskopik inceleme yontemi
3.3.1. Orneklerin hazirlanmasi:

Alinan dokular kigtiltilditkten sonra bir bélim{ hemen cinko iyodit-
osmiyum (ClO) ¢ézeltisi icine alinirken, diger bélimi %2'lik gluteraldehitte 2
saat boyunca +4 C° de tespit edildi.

ClO ¢ozeltisi icine alinan dokular bu ¢dzelti icinde 24 saat siireyle oda
sicakhiginda ve karanlikta bekletilerek tespit edildi. Calismada, Dagdeviren ve
arkadaslan tarafindan kullanilan, dokunun tespit ve boyanmasini ayni anda
gerceklestiren ¢ézelti kullanildi (14).

%2'lik gluteraldehitte 2 saat boyunca tespit edilen dokularin ikinci
fiksasyonu %1’lik osmium tetroksit icinde 90 dakika bekletilerek yapildi.

Dokular Sorenson tampon sollisyonu ile 3-4 defa degistirilerek

yikanarak rutin elektron mikroskop doku takibine alindilar.

3.3.2. Kullanilan Malzemelerin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi:
Cinko iyodit — osmiyum ¢ozeltisi

Sorenson tampon sollisyonu

%2'lik gluteraldehit soliisyonu

Dértla plastik karigim

Cinko iyodit-osmiyum ¢ozeltisi:
Metalik ginko (Merck, K.No:645 K2497874, Darmstadt, Almanya)  10-15 gr
Metalik iyot (Merck, K.No: 635 'B559360, Darmstadt, Almanya) 5 ar
Distile su_ 200 m|
%2’lik osmiyum tetroksit

10-15 gr metalik ¢inko ile 5 gr metalik iyot kuru olarak birbirleriyle
iyice kanstirildi. Daha sonra 200 ml distile suya yavas yavas (egzotermik
reaksiyon nedeniyle gerekli 6nlemler alinarak) eklendi. Bu karisim 5 dakika
kadar iyice karigtinidiktan sonra daha énceden hazirlanmis olan temiz, kuru,
koyu renkli siselerin igine filtre kagidi kullanilarak stziildd. Bu ¢dzeltinin 4
kismi, bir kistm hazir %2’lik osmiyum tetroksit ¢dzeltisinin lizerine eklendi ve

yine énceden hazirlanmis olan kuru, temiz, koyu renkli siselere koyuldu. Oda
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sicaklijinda, karanlikta bekletilerek saklandi. Her seferinde taze hazirlanmis
ClO gozeltilerinin kullanild.

Sorenson tampon soliisyonu:
A Soliisyonu (asit):

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) 3,628 gr
(BDH Chemicals, K.N: 29608)
Distile su 400 ml

B Soliisyonu (baz):
Disodium hydrogen orthophosphate dihydrate (Na;HPO4.2H20) 4,744 gr
(BDH Chemicals, K.N: 30157)
Distile su 400 ml

A solisyonundan 20 ml ve B soliisyonundan 80 ml karistirilarak bir
pHmetre ile pH 7,4’e ayarlandi.

%2’lik gluteraldehit soliisyonu:
Sorenson tampon sollisyonu 92 ml

%25'lik gluteraldehyde 8 mi

92 ml Sorenson tampon solusyonunun igine 8 ml %25’lik gluteraldehit
eklenerek %2’lik gluteraldehit solusyonu elde edildi.

Dértlii plastik karigim:

Araldite (CY 212) 20 mi
Dodecenyl succinic anhydrite (DDSA) 22 mi
Benzildimetilamin (BDMA) 1,1 mi
Dibutylphthalate 0,5ml

Dértli kangim hazirlanirken énceden 60 °C'ye isitilmig beher iginde
maddeler cizelgede belirtilen sirayla eklenerek karigtirildi {Agar, Epoxy
(Araldite) Resin Kit, R 1030}. )
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3.3.3. Elektron Mikroskop Doku Takibi Yontemi:

1. Yukanda belirtilen sekilde %2’lik gluteraldehit ve bunu takiben %1’lik
osmium tetroksitte tespit edilen doku érnekleri ve ClO cézeltisi icinde
tespit edilen ve boyanan doku drnekleri Sorenson tampon sollisyonu ile
20 dakika yikanarak dehidratasyonu saglamak igin sirayla %50, %60,
%70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkollerden gegirildi.

Doku érnekleri propilen oksit ile iki defa 15 dakika yikandi.

3. Sudan arindirilan doku pargalari bloklanmadan &6nce dértli plastik
karigimda alistiriidi. Alistirma yapilirken dokular 1 saat 3 6l¢li propilen
oksit + 1 &l¢i dortlt plastik karigiminda, 1 saat 1 6l¢ii propilen oksit + 1
Olct dortla plastik karigiminda, bir gece 1 6lgl propilen oksit + 3 olell
dortli plastik karigiminda, 2 saat dortlt plastik karisiminda tutulduktan
sonra dortli plastik karigimla bloklanarak etiivde 60 °C’ de 48 saat
polimerize edildi.

4. LKB 11800 piramitomunda cam bigaklarla alinan yari ince kesitler %1 lik
boraks igindeki %1'lik metilen mavisi- Azur Il karigiminda boyandi (24).

5. Gumis rengi ince kesitler LKB Ultratom Ill mikrotomunda cam bigakla
alinarak bakir gridler tizerine toplandi.

6. Alinan ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat soliisyonu ile boyand:
(24).

3.3.4. Degerlendirme:
Yari ince kesitler Leica DMR Research Microscope- Germany
mikroskobunda degerlendirildi ve Leica DC 500 kamera ile gérintaleri alindi.
LKB Ultratom Il mikrotomunda alinan ince kesitler Jeol JEM 1200 EX
(Tokyo/Japonya) transmisyon elektron mikroskobunda incelendi ve
fotograflandi. Fotograflarin ¢ekimi ve basimi, Kodak film (6.5X9 elektron

mikroskop filmi), banyo ve kartlari . kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobu Bulgulari:

Istk mikroskobu duzeyindeki incelemeler rutin yéntemle ve GlO
yéntemiyle hazirlanmig plastik bloklardan alinan yar ince kesitler lizerinde
gergeklestiriimigtir. CIO  yéntemi, lenfositierde herhangi bir reaksiyon
gbstermediginden organin diger bilegenlerinin daha kolay ayirt edilmesini
saglamigtir. ClO ile pozitif reaksiyon veren hiicre gruplar arasinda makrofajlar,
damar ve sinlis endoteli, perisitler, fibroblastik retikiiler htcreler, follikiiler
dendritik hicreler sayilabilir. Ancak yéntem bu hiicre gruplarindan hig biri igin
6zgll reaksiyon vermemektedir. Ayni hiicre grubuna ait hlicrelerden bir b&lim
GlO (+) reaksiyon verirken digerleri daha zayif reaksiyon gésterebilmekte hatta
bazilari hi¢ reaksiyon vermemektedir. Buna karsin lenfositler kesinlikle reaksiyon
vermedikleri igin CIO yéntemi organ iginde lenfosit digindaki hiicrelerin daha
kolay taninmasi igin oldukga yardimci olmustur. Isik mikroskobu diizeyindeki
incelemelerimize ait bulgular agagida 6zetlenmistir:

Lenf dugiminin distan fibréz bir kapstille gevrili oldudu, afferent lenf
damarlarinin, kapstli delerek kapstilin hemen altinda kapstle komsu ve paralel
olarak uzanan subkapsiiler (marjinal) sinlise agildi§i gézlenmigtir (Sekil 4.1.1).
Subkapsiiler sinlise yakin komsulukta bir kapak gériintiisiine rastlanmamistir.
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Sekil 4.1.1: Insan lenf duguminde bir afferent lenfatigin subkapsiiler sintise
aclldig1 bolge (oklar) gorilmektedir. Subkapstiler sinis (*); siniis gaprazlayan
hiicre (ok basi). Metilen mavisi-Azur |1, orijinal bilyiitme X40.

Organin konveks yuzinln kargi kutbunda yer alan hilus, damar
kesitlerinin bulundugu konkav bir gukurluk olarak izlenmistir. Kapsilden organin
icine dogru uzanan trabekiller ve sukapsiler sinisiin devami olarak
trabekdllerin her iki tarafinda seyreden trabekiiler (kortikal) siniisler géralmustur.
Subkapsiiler sintistin kapsiile komsu dis duvarini devamli bir hiicre tabakasinin
dosedigi ancak i¢ duvarini doéseyen hiicre tabakasinin subkapsiiler siniisten
parankime hicrelerin gegisine izin verecek sekilde yer yer kesintili alanlar
icerdigi izlenmistir. Sinislerin icinde retikiiler hicrelerin, lenfositlerin ve gok
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sayida makrofajin bulundugu gozlenmistir (Sekil 4.1.2-3). Cinko iyodit ozmiyum
tetroksit (GlO) yéntemi ile boyanmis kesitlerde siniisleri gaprazlayarak kateden

retiktiler htcrelerden bazilar GiO (+) reaksiyon vermeleriyle ayirdedilmistir
(Sekil 4.1.4).

Sekil 4.1.2: Sigan lenf dugumu kesitinde kapsiil, subkapsiler siniis (sks),
trabekdler sinis (ts), bir lenf follikulii (Fol) izlenmektedir. Liimende subkapsiiler
sinusi g¢aprazlayan retikiler hiicrelere (oklar) ait kesitler gériilmektedir. Cinko
iyodit ozmiyum tetroksit tespit ve boyama yéntemi; metilen mavisi-azur |l zemin
boyamasi, orijinal bilyttme X20.
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Sekil 4.1.3: Bir énceki resmin daha biiyiik biyitmesinde kapstil, subkapsiiler
sints (sks), trabekdler sinus (ts) daha ayrintili gériillmektedir. Siniis gaprazlayan
retiktiler hucreler (ok baslari), subkapsiiler siniisiin dig ve i¢ duvarlarini déseyen
hucreler (oklar) ve trabekuler sinis iginde GiO (+) makrofajlar (*) izlenmektedir.
Ginko iyodit ozmiyum tetroksit tespit ve boyama yéntemi; metilen mavisi-azur Il
zemin boyamasi, orijinal biyiitme X40.
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Lenfoid dokudaki GIO (+) hiicrelerin gogunlugunu makrofajlarin

olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.1.3-4).

Sekil 4.1.4: Sigan submandibiler lenf dugumi periferal kompartmanindan gegen
kesitte subkapsiiler sinis (sks) ile sintis duvarini déseyen (ok baslar) ve
caprazlayan hiicreler (oklar) gériilmektedir. Caprazlayan retikiller hiicrelerden
bazilari GlO (+) iken (siyah oklar); bazilari CiO (-) boyanmistir (beyaz oklar). Ust
komsu alanda submandibiiler bezin bir béliimii izienmektedir. Lenfoid dokudaki
GlO (+) hucrelerin gogunlugunu makrofajlar olusturmaktadir. Ginko iyodit
ozmiyum tetroksit tespit ve boyama yéntemi; metilen mavisi-azur Il zemin
boyamasi, orijinal buyttme X100.
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Lenf dugumantn periferinde lenf follikilleri yuvarlak ya da yumurta
bigimli (ovoid) yapilar olarak saptanmistir. Follikiillerin icinde ve koronasinda
follikiiler dendritik hiicreler uzantilariyla GIO pozitif olarak izlenmislerdir.
Follikiller arasi alandaki ve parakorteksteki diffiiz lenfoid doku iginde yiiksek
endotelli venil (YEV)'ler yapisal 6zellikleri ile kolayca segilmistir. Bu damarlarin

duvarinda dolagimdan lenf digtimiine gé¢ eden gok sayida lenfosit gézlenmistir
(Sekil 4.1.5-6).

Sekil 4.1.5: Parakortekse yerlesik bir yiiksek endotelli venulin uzunlamasina
kesitinde duvari olusturan bilesenler ve gé¢ eden lenfositler (ok baslari)
izlenmektedir. e: endotel hiicresi, n: nétrofil I6kosit, perisitler (oklar). Metilen
mavisi-Azur Il, orijinal buytitme X100.
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Sekil 4.1.6: insan lenf dugumiine ait kesitte diger bir yilksek endotelli veniil ve

iliskili hicre gruplan gérilmektedir. Duvardan gégeden lenfositler oklarla
isaretlenmistir. Bunlardan bazilari aktif gé¢ sirecinde olduklari yansitir bigimde
kum saati yapisinda izlenmektedir. e: endotel hiicresi, n: nétrofil 16kosit. Metilen
mavisi-Azur I, orijinal bliytitme X100.

Bazi kesitlerde kapiller-YEV gegidine rastlanmis ve kapiller endotelinin
yuksek endotel yapisina ani dénisimi saptanmistir (Sekil 4.1.7). Ozellikle
follikiil gevresinde, folliktller arasinda ve parakortekste bulunan YEVlerin klasik
tanimlarinin étesinde bazilarinin ilging olarak subkapsiiler sintisiin hemen altina
kadar yaklastiklari belirlenmistir. Bu yakin YEV siniis komsulugu ézellikle insan
lenf dugumlerinde daha gok dikkati gekmistir.
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Sekil 4.1.7: Sigan lenf dugumi korteks ve parakorteksinden gegmis kesitte

kapiller ve postkapiller ventlin (oklar), keskin bir sinirla (ok baslar) yiksek
endotelli venile donlsimi goériimektedir. GIO (+) boyanmis hiicreler
makrofajlardir. Ginko iyodit ozmiyum tetroksit tespit ve boyama yéntemi; metilen
mavisi-Azur Il zemin boyamasi, orijinal biiyiitme X40.

Lenf dugumande hiicrelere yénelik olarak yapilan incelemelerde yapisal
Ozellikleriyle kolay tanimlanan baslica hiicre gruplarini lenfositler, dendritik
hucreler, makrofajlar, stromal hiicreler ve mast hicreleri olusturmaktadir.
Dendritik hticrelerden FRH ve FDH'ler yerlesim ve yapisal 6zellikleriyle kolay
ayirt edilirken IDH'lerin tanimlanmasi oldukga giigtir. Organin iginde kan
kapillerleri dahil tim damar tirleri de kolayca ayirt edilmistir. YEV'leri ve kan
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kapillerlerini saran fibroblast benzeri perisitler GlO (+) olarak gérildiigu gibi GIO
(-) olanlarina da rastlanmigtir. Lenf dugiminid catisinin ana hicresi olan

fibroblastik retikuller hiicrelerin buyiik bir bélimi de GO (+) olarak saptanmistir
(Sekil 4.1.8).

Sekil 4.1.8: Sigan lenf dugumiine ait kesitin biyik biytitmesinde alt bélumde bir
follikiile ait bazal kompartman (Fol) ile komsu alanda GIO (+) boyanmis ¢ogu
fibroblastik retikiiler hiicre géruniminde hiicre gévdeleri ve uzantilarina ait
kesitler izlenmektedir (oklar). Cinko iyodit ozmiyum tetroksit tespit ve boyama
yéntemi; metilen mavisi-Azur Il zemin boyamasi, orijinal bilyiitme X100.
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Lenf diguminiin medullasinda medulla sinisleri ve ézellikle lenfositler,

plazma hiicreleri, makrofajlar ve stromal hiicrelerden olugan medulla kordonlari
izlenmigtir (Sekil 4.1.9). Medulla sintisti endoteli ve makrofajlarin genellikle CiO
(+) reaksiyon verdikleri, bu nedenle daha kolay izlendikleri belirlenmistir.

Sekil 4.1.9: Sigan lenf diigiimiine ait kesitte medulla kompartmaninda GiO (+)
boyanmis hiicre gruplar gérilmektedir. Sinus lumeni (*), sinus endoteli (ok
baglari) ve makrofajlar (oklar) ile gesitli hiicre uzantilarinin GIO (+) boyandigi ve
doku catisinin ayirt edilmesine yardimei oldugu izlenmektedir. Ginko iyodit
ozmiyum tetroksit tespit ve boyama yéntemi; metilen mavisi-Azur I zemin
boyamasi, orijinal bliylitme X40.
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4.2. Elektron Mikroskobu Bulgulari:

Her iki yontemle hazirlanmis bloklardan lenf duguminan farklh
béliimlerine ait ince kesitlerde yapilan incelemelerde 1sik mikroskobu diizeyinde
oldugu gibi gesitli hiicre gruplari yapisal ézellikleriyle kolayca tanimlanmistir. Bu
hiicre gruplari iginde lenfositler, makrofajlar, eozinofil I6kositler, mast hiicreleri,
fibroblastik retikiiler hiicreler, sintis endoteli, sinus gaprazlayan hiicreler, plazma
hiicreleri, follikiller dendritik hiicreler, yiksek endotelli veniil endotel ve perisitleri
sayilabilir. Ozellikle fibroblastik retikiiler hiicreler, bunlarin uzantilarinin retikiler
liflerle olan iliskileri, subkapsuler sintisti déseyen ve gaprazlayan hiicreler ile
yilksek endotelli veniiller daha ayrintili olarak tanimlanmaya galigiimistir.

Fibroblastik retikiler hticreler (FRH) iri, oval gekirdekleri, belirgin
cekirdekgikleri ve sitoplazmik uzantilari olan CiO (-) ya da CiO (+) boyanabilen
hicreler olarak izlenmistir; cekirdedin buytk bir kismi diffiiz grantler kromatin
icerirken yalnizca cekirdek zarina komsu alanlarda heterokromatin gézlenmistir
(Sekil 4.2.1-3). FRH'lerin ince yapi Ozellikleri bakimindan diger dokularin
fibroblastlarindan g¢ok farkli olmadiklari belirlenmistir. Uygun kesitlerde FRH

uzantilarinin birbirlerine desmozom ile baglandiklari gérulmustur (Sekil 4.2.4).
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Sekil 4.2.1: Kigik biylitmedeki elektronmikrografta GIO (+) bir fibroblastik
retiktiler hiicre, lenfositlerin arasina dogru uzanan ince sitoplazmik uzantilar

(oklar) ile birlikte gériilmektedir. Kesitin diger bélimlerinde CIO (+) reaksiyon
veren hiicre uzantilarinin enine kesitlerine de rastlanmaktadir (oklar). Cinko
iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat
zemin boyamasi X 5000.
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Sekil 4.2.2: Parakortekse ait bir kesitte CIO (-) bir fibroblastik retikiiler hiicrenin
uzantisi tarafindan buylk élclide sariimig bir kanalcik (*) izlenmektedir. Resmin
st bélumiinde orta derecede CIO reaksiyonu veren diger bir FRH'ye ait hiicre
govdesi ile yakin komsulugunda bir kanalcik (*) izlenmektedir. Cinko iyodit
ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin
boyamasi X 6700.
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Sekil 4.2.3: Orta buyutmedeki elektronmikrografta, aktif bir fibroblastik retikiler
hiicreye (FRH) ait hiicre goévdesi izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit

yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X
10000.
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Sekil 4.2.4: Komsu lenfositler (L) arasinda uzanan bir makrofaj ve ona ait uzanti

CIO (+) olarak gériilmektedir. Makrofajin hemen (st komsulugundaki ince FRH
uzantilarinin ise birbirlerine desmozomla baglandigi (ok) izlenmektedir. Cinko
iyodit ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat

zemin boyamasi X 25000.

GiO yontemiyle hazirlanmis preparatlarda yapilan incelemelerde, gerek
fibroblastik retikller hiicrelere gerek makrofajlara ait sitoplazma uzantilarinin
belirgin olarak CIO reaksiyonu verdikleri gérilmiistir. Bunlarin ait olduklar
hiicre ile iligkisinin gézlenmedigi ve gok ince olmalari durumunda hangi hiicreye
ait olduklari saptanamamistir. Hiicre uzantilarinin retikler liflerle olan yapisal
iliskisi incelendiginde fibroblastik retikiller hicrelerin sitoplazmik uzantilariyla
retiktler lifleri kilif gibi sardigi gézlenmistir. Bu FRH uzantilarinin retikuler lifleri
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sararak siniis ve intersitisyel alandan ayr biyik 6lgtide izole bir hiicre disi
kompartman olusturduklarn saptanmistir (Sekil 4.2.5-10).

Sekil 4.2.5: Sigan lenf dugumi parakorteksine ait kesitin elektronmikrografinda
lenfositler arasinda uzanan bir FRH uzantisi iginde kollajen lifler iceren
kanalciklar (*) gérilmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve
boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 6600.
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Sekil 4.3.6: Bir 6nceki resmin daha biyik biyitmesinde iki kanalcik (*) daha

ayrintili olarak segilmektedir. Sagdaki kanalcigin hiicrenin bir yan katlantisi
tarafindan sarildigi izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile
tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 16000.
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Sekil 4.2.7: Onceki resimde sagda yerlesmis kanalcigin daha biyiik bilyitmede
merkezi béliminin daha agik boyandidi, cevrede ise daha siki paketlenmis
retikiiler lif enine kesitlerinin bulundugu izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum
tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin
boyamasi X 41000. _
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Sekil 4.2.8: Sekil 4.2.5 ve 6'da solda yer alan kanalcigin (*) daha biyik
biiyiitmesinde GIO (+) hiicre uzantilari ile sanldigi ve icinde kollajen liflerin

bulundugu izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve
boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 41000.
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Sekil 4.2.9: Lenf dugumu derin korteksine ait kesitte, lenfositler ve aralarinda

yerlesmis bir fibroblastik retikiiler hiicre uzantisi (ok basi) gértlmektedir.
Fibroblastik retikiiler hiicre uzantisinin genisge bir béluminde retikiler lifleri
cepecgevre sardigi ve sinirladigr secilmektedir (oklar). Cinko iyodit ozmiyum
tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin
boyamasi X 16000.
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Sekil 4.2.10: Derin  kortekse ait sigan lenf digimi  kesitinin

elektronmikrografinda lenfositler arasinda uzanan bir FRH uzantisina ait kesit
gorulmektedir. Uzantinin bir kenarinda sitoplazmayla tamamen cevrelenmis bir
kanalcik enine kesiti (ok) izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yéntemi

ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 7100.

Retikuler lifleri saran fibroblastik retikiiler hicre uzantilarina yénelik
yapilan ayrintili incelemeler, bazi alanlarda retikiler lif iceren kanalciklarin
komsu hticrelere ait uzantilar tarafindan kesintisiz olarak sarildigini géstermistir
(Sekil 4.2.11).
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Sekil 4.2.11: Bir kanalciga ait kesitin buytk biyiitmedeki elektron mikrografinda

kanalcigin komsu hiicrelere ait uzantilarla sarili oldugu gériilmektedir. Daha sol
yukarida kalan hiicreye ait uzantilar (oklar), sag alttaki hiicreye (ok baslari)
oranla daha az yogun CIO (+) reaksiyon vermis olmasiyla kolaylikla ayirt
edilmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil

asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 41000.

liging gézlemlerimizden bir tanesi de fibroblastik retikiiler hiicre uzantisi
aginin karmasik yapisini yansitir iliskiler olmustur. Bu hucrelerin uzantilarinin
makrofajlarin  sitoplazmasindaki agikliktan hiicre boyunca gegctigi izlenmistir
(Sekil 4.2.12).
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Sekil 4.2.12: Parakortekse ait bir kesitte, CIO (+) reaksiyon veren bir makrofaj
uzantisinin iginden fibroblastik reitkiiler hiicreye ait CIO (-) bir uzantinin gegtigi
gorulmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama;
uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 10000.

FRH uzantisi-retikiler lif (kanalcik) iligkisinde ilk gbéze c¢arpan bulgu
genel olarak lenfositlerin kanalcikla dogrudan yapisal iligki iginde olmadiklari,
kanalcigi gevreleyen FRH uzantilar ile temasta olduklari seklinde idi (Sekil
4.2.5-10). Ancak uzantilarin ayrintili taramasinda bazi alanlarda bu uzantilarin
kesintiye ugradiklari, lenfositlerin dogrudan retikiler liflerle temas kurduklari da
izlenmistir. Dolayisiyla kanalciklarin yer yer kesinti alanlari gésterdikleri,

kesintisiz ve kapali bir sistem olusturmadiklari saptanmistir (Sekil 4.2.13-15).
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Sekil 4.2.13: Bir makrofaj uzantisi tarafindan sariimis kanalcigin alt siniri CIO

(+) hiicre uzantisi tarafindan sariimigken, st kenari dogrudan lenfositle temas
halindedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil
asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 7100.
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Sekil 4.2.14: Onceki resmin biyik biyitmesinde CIO (+) reaksiyon veren bir

makrofaj uzantisi tarafindan sarilmis kanalcigin (*) sag alt sinirinin herhangi bir
hiicre uzantisi tarafindan kusatilmadigi, dogrudan lenfosite komsu oldugu
(oklar) secilmektedir. m: mitokondriyon. Ginko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi
ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 25000.
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Sekil 4.2.15: Komsu iki lenfosit (L) arasinda uzanan diger bir kanalcigin (*),
kismen CIO (+) makrofaj uzantisi (oklar), kismen GIO (-) FRH uzantisi
tarafindan sarildigi izlenmektedir. Ancak kanalcigin bazi bélimlerinde hiicre
uzantilariyla gevrelenmedigi ve dogrudan lenfositlerle temas halinde bulundugu
gorulmektedir. Ginko iyodit ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama;
uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 16000.

Makrofajlar gogunlukla GIO (+) boyanan, uzantili ve fagositoz iglevi olan
hiicreler olarak segilmistir (Sekil 4.2.16 ve 17). Makrofajlarin sitoplazmalarinda
cok sayida heterofajik vakuol izlenmistir. Follikiiler makrofajlarda daha yogun
olmak uzere bu heterofajik vakuollerin dejenere lenfosit figlrleri igerdigi
goralmustar.  Medullada yerlesik makrofajlarin  sitoplazmalarinda plazma
hiicrelerinin fagositozuna ait goérintiler saptanmistir (Sekil 4.2.17). Makrofaj
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uzantilarinin da yer yer retikuler lifleri sararak kanalcigin olusumuna katildig:
gozlenmistir. Organin parankimasinda retiktler lifleri saran FRH'lerin sinirladigi
ve iginde lenfositlerin yer aldigi bosluklar gézlenmistir. Koridor olarak tanimlanan
retikiiler hiicre ve makrofaj uzantilari arasinda yerlesik bu ti¢ boyutlu bélgede
fibriler yapida hiicre disi matriks bileseni gértintistine rastlanmamistir. Koridor
icindeki lenfositlerin yukarida deginildigi gibi genel olarak FRH’ler ya da

makrofajlarin uzantilari ile temas halinde oldugu saptanmistir.

Sekil 4.2.16: Sigan lenf dugumii parakorteksine ait kesitte, gigli CIO (+)
boyanmis bir makrofaj (Mak) ile ince sitoplazmik uzantilan (oklar) segilmektedir.
Ginko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kurgun
sitrat zemin boyamasi X 10000.



59

Sekil 4.2.17: Medullada yerlesik CIO (+) bir makrofajin (M), dejenere bir plazma
hiicresini (ph) heniiz fagosite ettiginin izlendigi elektronmikrograf. Cinko iyodit
ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin
boyamasi X 12500.
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Ozellesmis postkapiller veniiller olan yitksek endotelli vendllerin (YEV)
limenini déseyen kibik endotel hiicreleri ve bu vendllerin gevresindeki fibrilden

zengin matriksi saran, ultrastritktirel olarak FRH'den ayrilamayan perisitler
gozlenmistir (Sekil- 4.2.18).

Sekil 4.2.18: Parakortekse yerlesmis bir YEV'e ait endotel hiicreleri (E), perisit
(P) ve perisitler arasi kompartmana gé¢ etmis bir lenfosit (L) kiigiik biyitmede
izlenmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil

asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 6700.
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YEV endotel hiicrelerinin arasinda yan ytzin apikal bélgesinde yerlesik
baglantilarin varligi saptanmis; bu baglantilarin limenden belli bir mesafede

yerlesmis oldugu, hiicrelerin apikal bélimlerinin limene dogru gikinti yaptigi
izlenmistir (Sekil 4.2.19).

Sekil 4.2.19: Diger bir yuksek endotelli veniile ait kesitte endotel hucrelerinin
arasindaki baglantilarin hicrelerarasi araligin derinlerinde yerlesmis oldugu
(oklar), hucrelerin apikal bélumlerinin limeni daraltmak Uzere toparlanmig
oldugu izlenmektedir. Damarlari gevreleyen kompartmanda perisitlere ait kesitler
(ok baglar) izlenmektedir. Bazal lamina (gergeveli ok). Cinko iyodit ozmiyum
tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kurgun sitrat zemin
boyamasi X 10000.
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YEV duvarindan gé¢ eden lenfositlere yénelik olarak yapilan
incelemelerde, bu hiicrelerin endotel hiicreleri iginden transselliler olarak gég

ettiklerine ait gériintulerle birlikte, hiicreler arasinda yerlesmis gériinen lenfosit

gériuntilerine de rastlanmistir (Sekil 4.2.20).

Sekil 4.2.20: Bir yiiksek endotelli venill duvarina ait kesitte gé¢ etmekte olan
lenfositler izlenmektedir. Bu lenfositlerden yukarida olaninin tiimiyle bir endotel
hiicresinin (E) sitoplazmasi tarafindan kusatildigi gogiin transselller oldugu
izlenimini vermektedir (ok baslari). Alttaki lenfosit ise periveniiler kompartmana
gegmistir. Ginko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil
asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 6700.
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YEV endoteli ile perisit tabakalari arasinda yer alan ve periveniler kanal
olarak da adlandirilan alanlar genellikle duvardan gég¢lni tamamlamig
lenfositlerle dolu olarak izlenmistir (Sekil 4.2.21). Periveniler kanalda
lenfositlerin yaninda, ozellikle gégin sinirl kaldigi hiicreden fakir bélimlerde
perisit ya da fibroblastik retikiler hiicre uzantilarinin sinirladigi damar bazal
yliziine paralel seyirli, ince kollajen lif demetleri ve hiicre digi matriks bilegenleri
iceren bolumler izlenmistir. Duvardan gogiinii tamamlamis lenfositler bu alanda
diziler olusturacak sekilde yerlegsmis olarak goriilmektedir. Ancak bu bélgedeki
bazi hiicrelerin perisit ya da retikiler hiicre uzantilarinin sinirladigi alanlari
lenfoid dokunun derinlerine ulagsmak Uzere gegtiklerini distindiren gérintilere
rastlanmistir (Sekil 4.2.22). Ozellikle damardan sonraki ikinci ve daha sonraki
siralar olusturan uzantilarin iginde yine kanalciklarin bulundugu, bu hicrelerin
bu yapisal 6zellikleriyle fibroblastik retikiler hiicre 6zelliklerini yansittiklari
gérilmustir. Perisitlerin ve periveniiler kanalda uzanan fibroblastik retikiler
hiicre uzantilarinin endotel hucreleri gibi bazal lamina ile sinirlandiklar
izlenmistir. Ancak ilging bir bulgu olarak, bazi uzantilar gepegevre eksternal
lamina ile gevrili olarak izlenirken (Sekil 4.2.23), digerlerinin sadece damardan

uzak yiiziinde bazal lamina varligi belirlenmistir (Sekil 4.2.24).
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Sekil 4.2.21: Sican lenf digumiinde bir yiiksek endotelli veniil (YEV) ve periferik
kompartmanina ait kesitte hentiz gé¢ etmis bir sira lenfosit (L) endotelin (E)
hiicrelerinin bazalinde izlenmektedir. Daha periferde yerlesmis lenfositlerle bu
lenfositler arasinda ve endotel hiicreleri arasinda CIO (+) reaksiyon veren perisit
uzantilari bulunmaktadir. Dig sira lenfositin daha periferindeki FRH uzantilari (F)
arasinda kanalciklarin varhdi dikkati gekmektedir. iki CIO (+) hiicre uzantisi
katinin arasi periveniller kompartmanda koridor olarak tanimlanan alandir. P:
Perisit. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil
asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 6700.
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Sekil 4.2.22: Oncekine benzer bir kesitte lenfositlerin (L) bazilarinin goég
ettiklerini yansitir bicim degisiklikleri dikkati gekmektedir. GIO (+) uzantilarin
icinde kanalciklarin varligi bu buyiitmede de izlenebilmektedir (oklar). E: Endotel
hiicresi. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil
asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 12500.
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Sekil 4.2.23: Yiksek endotelli ventl bazal kompartmanina ait kesitte endotel

hiicreleri (E) ve perisitlere ait uzantilar gérilmektedir. Endotel hicrelerinin
bazalinde ve perisitlerin gevresinde bazal lamina izlenmektedir (oklar).
Uzantilardan birinin sadece dis yuzinde eksternal lamina bulunmasi dikkat
cekicidir. Periveniiler kompartmanda bir kag sira hiicre uzantisi (ok baslar)
bulundugu da gériilmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve
boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 33000.
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Sekil 4.2.24: Ayni damarin periferine ait diger bir alanda endotel hiicresi, bazal-
eksternal lamina (ok baslar) ve hiicre uzantilan gériilmektedir. Uzantilar
arasinda yerlesik bir kanalcigin (*) varligi da dikkati cekmektedir. Cinko iyodit
ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin
boyamasi X 25000.

Kortikal siniis ve medulla sinuslerinin gogunlukla GIO (+) reaksiyon
veren endotel hiicreleri ile déseli olduklari gorilmustir. Sinuslerin lenfoid dokuya
komsu yiizlerinde fibroblastik retikiler hiicreler ve bunlarin uzantilarina ait
kesitlere rastlanmistir. Bu alanlarda lenfositler ve siniis endotel hicreleri
arasindaki adeziv iligkilerin varligi da dikkati gekmistir (Sekil 4.2.25).
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Sekil 4.2.25: Lenf dugumine ait kesitte, sintis limeni ve yakin komsulugu

izlenmektedir. Siniis endoteli giiglii GiO (+) boyanmistir ve bazalinde belirgin bir
bazal lamina bulunmamaktadir. Hemen altindaki kompartmanda kigik bir FRH
uzantisi (*) ile komsulugunda yer alan bir FRH izlenmektedir. FRH'nin sinise
bakan yiiziinde bazal lamina belirgin olarak izlenirken (ok baglar) sag st
késedeki lenfosite bakan yuzinde bazal lamina mevcut degildir. Sinus
limeninde yerlesik bir lenfositin (L) sinus endoteli ile adeziv iligkisi (ok) dikkati
cekmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile tespit ve boyama; uranil
asetat-kursun sitrat zemih boyamasi X 25000.
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Subkapstler sintis ve iligkili hiicre gruplarina yénelik olarak yapilan
incelemelerde, sintsiln kapstle komsu dis ve parankime komsu i¢ duvarinin
sinlis endoteli hiicreleri ile doseli oldugu, limende ise retikiler hicrelerce
sarilmis retikiler lifler, lenfositler ve makrofajlarin bulundugu izlenmistir.
Subkapstiler sintsii ¢aprazlayan ve lenf diugimui parankimine dogru uzanan

retikuler liflerin retikiiler hiicreler tarafindan sarildigi gézlenmistir (Sekil-4.2.26 ve
27):

Sekil 4.2.26: Subkapstler sinus i¢ duvarina ait bir kesitte lenfoid doku igindeki ve
sintsli ¢aprazlayan retikiler hiicrelerce sanimis kanalciklar (*) izlenmektedir.
Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yéntemi ile tespit ve boyama; uranil asetat-kursun

sitrat zemin boyamasi X 6700.
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Sekil 4.2.27: Subkapsiiler sintis dis duvari ve sinus déseyen hiicrenin (SDH)

goruldugu elektron mikrografta, sinlisi caprazlayan retikiiler hicre uzantilar
icinde kanalciklarin varligi (*) dikkati cekmektedir. Limende lenfositler (L) de
izlenmektedir. Sinlsiin duvarina komsu birkag sira hiicre uzantisinin da
bulundugu (ok baslari) segilmektedir. Cinko iyodit ozmiyum tetroksit yontemi ile
tespit ve boyama; uranil asetat-kursun sitrat zemin boyamasi X 6700.
Subkapsiiler sintsiin pariyetal duvar kesintisiz olarak izlenmis olup,
parankime komsu visseral duvarinda endotel/FRH ortustinde yer yer kesinti
alanlari oldugu gérulmustir (Sekil 4.2.27). Kapsule komsu duvarda kesintisiz
endotel ortisiiniin diginda kollajen lifler ve fibroblast uzantilari bulunmaktadir.
Ancak lenfoid dokuya komsu duvarda gogu alanda sints endoteli devamlilik
gosterse de bu ortll ve bunun altinda yer alan fibroblastik retikiiler hiicre uzantisi

ortilerinin kesintisiz olmadigi belirlenmistir.
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4.3. Iimmiinohistokimya Bulgular::

Tuma insan lenf digumi érneklerinde gergeklestirilen immiinohistokimya
inceleme sonuglarimiz agagida 6zetlenmistir. Calismada farkli hiicre gruplarinda
reaktivite gbsteren genis bir panel kullaniimig, bulgular reaktif olduklari ana
hiicre gruplarina uygun olarak siniflanmistir.

4.3.1. Baslica T-lenfositlerde Reaktivite Gésteren Antijenler: Calismada
6zellikle FRH catisina yonelik veriler elde ediimesi hedeflendiginden, agirlikli
olarak bu bélgede yerlesik T lenfositlerde bulunan antijenlerin dagilimi
incelenmistir.

CD2: CD2 antijeninin T-bagimli alanlarda yerlesik lenfositlerde yogun reaktivite
gosterdigi gérulmistir. T-bagimh alanlardaki (parakorteks, interfollikiller bolge)
lenfositlerin hemen tamami isaretlenirken, follikilllerde az sayida hiicrenin reaktif
oldugu saptanmistir (Sekil 4.3.1). Lenfositlerin disindaki hiicre gruplarinda
belirgin bir reaktivite belirlenmemistir.
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Sekil 4.3.1: Lenf dugumi kesitinde CD2 reaktivitesi. Antijene kars! reaktivitenin
agirhkh olarak T-bagimli alanda (oklar) baslica T lenfositlerde bulundugu
gérulmektedir. Ayni alandaki bazi uzantili hucrelerin de (IDC?) bulundugu
izlenmektedir. Follikillerde ise az sayida hiicrede (T lenfosit) reaksiyon
mevcuttur. Follikiil (ok basi). Indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin
boyamasi, orijinal biyttme X20.

CD3: CD3 molekilinin CD2 molekiiliine gok benzer bir dagiim gosterdigi ve
baglica T-badimli alanlardaki lenfositlerde bulundugu gériimustir. Lenf
follikiillerinde de az sayida huicrede CD3 reaktivitesi saptanmistir.

CD4: Yine T-bagimli alanlarda ancak daha az sayida lenfositte CD4 reaktivitesi
saptanmistir. Ozellikle T-bagimli alandaki bazi makrofajlarin da orta derecede
CD#4 reaktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. Lenf follikilllerinde ise CD2 ve CD3
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pozitif hilcre sayisina paralel bigimde hemen hemen ayni sayida hiicrenin reaktif
olduklari géralmustur.

CD7: Diger bir T lenfosit agirlikli antijen olan CD7 molekiiliniin de baslica T-
bagdimli alanda eksprese oldugu gérulmistir. Ancak bu molekil de CD4
molekilinde oldugu gibi, hatta daha gugli olarak bazi makrofajlarda da
reaktivite gostermektedir (Sekil 4.3.2). Medullada hem kordonlarda hem
sinuslerde baglica reaktif hiicre grubunu ise makrofajlar olugturmaktadir.

Sekil 4.3.2: Iki follikillin izlendigi lenf dugimi kesitinde CD7 reaktivitesinin
parakortikal alanda (oklar) yogunlastigi gérulmektedir. Reaktif hiicrelerin biyiik
cogunlugunu lenfositler olusturmaktadir. Follikiillerde az sayida hiicre reaktiftir.
Organin derinlerinde uzantilari ve iri hiicre gévdeleri ile ayirt edilen makrofajlarin
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(ok bast) da pozitif reaksiyon verdigi izlenmektedir. Indirekt immunoperoksidaz,
hematoksilen zemin boyamasi, orijinal bilyiitme X20.

CD8: Sitotoksik T lenfositlerde eksprese oldugu bilinen CD8 antijeninin, yine T-
bagimli alanlarda ancak CD2, CD3, CD4 ve CD7 eksprese eden hiicrelere
oranla belirgin olarak daha az sayida hiicrede reaktivite gosterdigi saptanmistir.
Folliklllerde ise tek tiik hiicrenin CD8 (+) olduklari gérilmastir (Sekil 4.3.3).

Sekil 4.3.3: Medulla kompartmaninda CD8 pozitif hiicrelerin baslica bir grup
lenfosit oldugu secilmektedir. Lenf follikillerinde CD4 pozitif hiicrelere oranla gok
az sayida lenfositin CD8 reaktif olarak gériilmustir. Lenf sinisleri (*). Indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi, orijinal bilyiitme X20.
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CD50 (ICAM-3): Germinal merkezdeki lenfoblastlar disinda hemen hemen tim
lenfosit alt gruplarinin CD50 (+) olduklari gérulmustir. T-bagimh alan, follikl
koronasi reaksiyonun en yaygin oldugu bélumlerdir. Buradaki yaygin reaksiyon
nedeniyle lenfosit disindaki hucrelerde reaksiyon olup olmadidini belirlemek
mumkiin olmamistir (Sekil 4.3.4). liging bir gézlem olarak 6zellikle YEV
lumenindeki lenfositlerin gok giiglii CD50 reaktivitesi gosterdikleri saptanmistir
(Sekil 4.3.5).

Sekil 4.3.4: Lenf duguminin kapstl ve komsu alanlarini igeren bdlimiinde
CD50 reaktivitesinin panoromik gérinimii. Germinal merkezin agik kutbunda
reaktif hiicreler mevcutken koyu kutbundaki lenfositlerin biiyiik gogunlugu reaktif
degildir. CD50 (+) hicreler korona ve parakortikal alanda yogunlasmistir.
Indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi, orijinal blyttme
X10.
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Sekil 4.3.5: Parakorteksin bir ileri biiyitmedeki mikrografinda, bazi lenfositlerin
digerlerine oranla CD50 molekilini daha fazla bulundurduklari gériilmektedir.
Ozellikle yiiksek endotelli ventillerin limenlerinde ve yakinlarinda olan lenfositler
daha gugli CD50 reaksiyonu gostermektedirler  (oklar).  Indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi, orijinal biiyiitme X20.

CD43: CD43 (Lokosiyalin) molekili de agirlikli olarak T-bagimli alanlarda
eksprese olan diger bir antijen olarak belirlenmistir. Bu antijen icin yapilan
isaretlemede parakorteks ve interfollikiler alanda gok yaygin reaktivite
belirlenirken, follikillerde az sayida hiicrenin reaktif oldugu gérilmistir (Sekil
4.3.6).
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Sekil 4.3.6: CD43 antijeninin en yogun T-bagiml alanda olmak uzere, sinis
lenfositlerinde, follikilde isaretieme yaptigi izlenmektedir. Follikiil koronasinda
daha yodun olmak izere germinal merkezde de daha az sayida lenfositte
reaksiyon mevcuttur. Bu dagilima gére isaretlenen hiicreler T lenfositlerdir.
Indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi, orijinal blyttme
X10.

FB21: Monoklonal antikorun tamimladigi antijenin baslica gérildiigu hiicre
grubunu &zellikle follikiil koronasinda yogunlasmis olan bir T lenfosit alt grubu
olusturmaktadir. Marjinal sintiste sints gapraziayan hiicrelerin de daha zayif bir
reaksiyon verdigi belirlenmistir. T-bagimli alanda lenfositlerin yaninda az sayida
dendritik hiicre uzantisinin da reaktif oldugu gérilmustiir. Reaktif lenfositlerin
subkapsdler siniiste de bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.3.7).
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Sekil 4.3.7: Kapsill, subkapsiiler siniis, komsu lenfoid doku iginde iki lenf follikilii
gorilmektedir. Korona ve T-bagimli alanda reaktif lenfositler izlenmektedir.
Sinis caprazlayan hicrelerde de orta derecede reaksiyonun oldugu
gorilmektedir. Indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi,
orijinal buyttme X20.

4.3.2. Baglica Makrofajlar ve Makrofaj + Dendritik Hiicrelerde Bulunan
Antijenler:

CD11c: CD11c reaktivitesinin gérildiigii hiicrelerin tim makrofaj alt gruplari ve
T-bagiml bolgedeki dendritik hiicreler oldugu belirlenmistir. Pozitif reaksiyon
veren makrofaj gruplari arasinda, sintis makrofajlari, follikiller makrofajlar, T-
bagimli bolge makrofajlari, T-bagiml bélgede bazi dendritik htcreler (IDH?) ve
kapsuldeki histiyositler sayilabilir. T-bagimli bélgede ve subkapsiiler siniste
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bulunan uzantil hiicrelein makrofaj ya da interdijitasyon yapan hiicre (IDH) ve
oncilleri olup olmadiginin belirlenmesi her zaman mimkiin olamamaktadir
(Sekil 4.3.8-9). Diger hiicre gruplarinda reaksiyon saptanmamistir.

Sekil 4.3.8: Lenf digumiinde CD11c reaktif hiicrelerin gogunlukla uzantili iri
sitoplazmali hiicreler (makrofajlar) olduklari gérilmektedir. Bazi hiicrelerin
sitoplazmalarinin  dar olmasi IDH'lerin de pozitif reaksiyon verdiklerini
digindirmektedir.  Subkapsiiler siniiste de CD11c reaktif hiicreler
bulunmaktadir. Subkapsiiler siniis (*). indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen
zemin boyamasi, orijinal blyutme X20.
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Sekil 4.3.9: Kugik buyatmede lenf dugiimiinde CD11c reaktivitesi izienmektedir.
Follikilde ve parakortekste makrofajlarin isaretlendikleri segilmektedir.
Parakortekste dendritik hticre uzantilarini da igeren daha yaygin bir reaksiyonun
olmasi IDH'lerin de reaktif olduklarini dustindirmektedir. FITC isaretli indirekt
immunoflresan, propidiyum iyodit gekirdek boyali, orijinal biiyiitme X10.

CD13: Baslica makrofajlarda eksprese olan diger bir antijen de CD13 olarak
saptanmistir. Tum makrofaj gruplarinda pozitif reaksiyon veren CD13 antijeninin
sinus endotelinde de zayif bir reaktivitesi oldugu izlenmistir.

CD68: Tum makrofaj alt gruplarinda bulunan diger bir antijen ise CD68'dir. Bu
antijenin kapsilde, subkapsiiler ve medulla sinuslerindeki makrofajlarla birlikte
lenf dugumaniin diger kompartmanlarinda yerlesik tim makrofaj alt gruplarinda
bulundugu gérilmustir. CD11c  dagiiminda oldugu gibi parakortikal
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kompartmandaki yogun reaksiyon IDH'lerin de reaktif olabileceklerini
disundirmektedir (Sekil 4.3.10).

Sekil 4.3.10: Lenf dugumi ve komsu bad dokusunun izlendigi kesitte
subkapsdler siniis ve trabekdler siniis gok iyi ayirt edilmemektedir. Bag dokusu
makrofajlari dahil tim makrofaj alt gruplarinin CD68 (+) olduklari izlenmektedir.
Bazi damarlarin endotelinde de zayif bir reaksiyon mevcuttur. Sinisler (*);
indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi, orijinal bilyitme
X20.

CD71: Transferrin reseptérii (CD71) makrofajlarda eksprese olan diger bir
antijen olarak saptanmigtir. Antijen igin en belirgin isaretienmenin follikiler
makrofajlarda oldugu gorulmustar.
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2D7: Antikorun isaretledigi makrofaj alt grubunun agirlikli olarak T-bagimli
bolgede yerlesik oldugu saptanmistir. Bu bélgedeki makrofajlarin hemen hepsi
isaretlenirken, follikiller ve diger kompartmanlardaki makrofajlarda ender
isaretlenmeye rastlanmistir (Sekil 4.3.11-12). Isaretlenen diger bir hicre
grubunu fibroblastlar olusturmaktadir ancak tim fibroblastlarda bu antijen
mevcut degildir.

Sekil 4.3.11: Lenf dugumi kesitinde bir follikil ve komsu parakortikal alan
gorulmektedir. Reaktivitenin yogun olarak parakortikal makrofajlarda bulundugu
izlenmektedir. Follikiiler makrofajlarda ¢ok zayif bir immunoreaktivite mevcuttur.
indirekt immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal bulyiitme X20.
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follikil

Sekil 4.3.12: Lenf dugumunun ayni kompartmanlarini igeren kesitin
immiinofléresan boyamasinda antijen igcin ayni dagihm izlenmektedir. FITC
igaretli indirekt immunofléresan, propidiyum iyodit gekirdek boyali, orijinal
bilyatme X20.

HI272: Bu monoklonal antikor en belirgin olarak follikiiler makrofajlarda olmak
lizere ¢ogu makrofaj grubunu isaretleyen bir antikor olarak belirlenmistir.
Follikiler makrofajlardaki varligi zarda ve sitoplazmanin zara komsu béliminde
yogunlasmig olarak segilmekte ve bu yoniyle diger makrofaj isaretleyicilerinden
ayriimaktadir (Sekil 4.3.13).



84

Sekil 4.3.13: HI272 monoklonal antikoru ile en belirgin isaretlenme follikiil
makrofajlarinda ve zara komsu sitoplazmik kompratmanda izlenmektedir. T-
bagimli alanda az sayida hiicrede daha zayif bir reaksiyon mevcuttur. indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal biyiitme X20.

HI277: Ayni arastirmaci tarafindan gelistirilen diger bir monoklonal antikor olan
HI277, o&zelllikle follikiler makrofajlarda HI272 ile benzer bir reaktivite
gostermekle birlikte, bu antikorun isaretledigi antijen FDH'ler tizerinde de zayif
olarak eksprese edilmektedir. T-bagimli alanda da zayif bir dendritik reaksiyon
oldugu belirlenmistir.

E63-880: Antikor, follikiler ve T-bagimli bslge makrofajlari basta olmak izere
makrofajlarda eksprese olan bir antijeni tanimlamaktadir. Yukarida bulgulari
6zetlenen diger antijenlerden farkli olarak antijen FDH ve FRH’lerin dendritik
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uzantilan tzerinde de mevcuttur (Sekil 4.3.14). Organin periferik kompartmani
incelendiginde, antijenin yukarida deginilen hiicre gruplarina ek olarak marjinal
sinls endoteli ve sinis makrofajlarinda da bulundugu saptanmistir (Sekil
4.3.15).

Sekil 4.3.14: Komsu (g lenf follikilu ile interfollikiler alanin géruldugu kesitte
folliktiler makrofajlarin giiglii reaksiyon verdigi, interfollikiller alanda makrofajlarla
birlikte ince dendritik bir boyanmanin oldugu gérilmektedir. indirekt
imminoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiyiitme X20.
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Sekil 4.3.15: Kapsil ve subkapsiiler siniis bélgesini igeren lenf dugumi
kesitinde dis duzenli endotel ortusii (ok bagsi), siniis makrofajlari ve
parankimdeki makrofajlar (oklar) ve lenfositler arasindaki ince uzantilarin reaktif
olduklari gérulmektedir. FITC isaretli indirekt immunofiéresan, propidiyum iyodit
cekirdek boyall, orijinal buyiutme X40.
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4.3.3. Baslica Retikiiler Hiicre Gruplarinda Bulunan Antijenler:

CD49a (VLA-1 a zinciri): Molekill fibroblastik retikiiler hiicreler, siniis endoteli,
yuksek endotelli veniller dahil olmak lzere damar endoteli, damar diz kas
hicreleri tarafindan eksprese edilmekte ve oldukca yaygin bir dagilim
gostermektedir. Ancak FRH'lerdeki ekspresyonu antijene, bu hiicre grubunun
lenfositier ve diger hiicrelerle iliskisini ortaya koymak igin ¢ok yardimci bir
isaretleyici niteligi kazandirmaktadir.

Sekil 4.3.16: Subkapsiller siniis ve komsu iki lenf folliktltinin bulundugu alanda
CD49a reaktivitesi gérilmektedir. Damar endoteli ve diiz kasi en guglu
reaktivitenin goruldugu hiicre gruplarini olugturmaktadir. Sinis déseyen ve
caprazlayan hiicreler belirgin reaktivite vermektedir. Fibroblastik retikiiler
hucrelerde de benzer ve ayni giigte reaksiyon mevcuttur. Follikiller dendritik
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hiicrelerde ise oldukga zayif bir immunoreaktivite vardir. Indirekt
imminoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiyiitme X20.

Sekil 4.3.17: Damar yapilan ve fibroblastik retikiiler hiicrelerdeki CD49a
reaktivitesi daha buyuk buyutmede net olarak segilmektedir. Fibroblastik
retikiler hiicre uzantilari (ok baslar) arasindaki bosluklarda lenfositlerin
yerlestikleri izlenmektedir. Damarlar (oklar); indirekt immiinoperoksidaz,
hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiyiitme X40.
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B-D46: FRH'lerde giiglii olarak eksprese olan ve bu hiicrelerin ayrintili
tanimlanmasini saglayan diger bir monoklonal antikordur. Antikorun isaretledigi
antiien damar endotelinde de mevcuttur (Sekil 4.3.18). Bu antikorlar yapilan
isaretleme FRH lenfosit yapisal iligkisini ortaya koymakta oldukga yardimci

olmustur.

Sekil 4.3.18: B-D46 monoklonal antikoru ile yapilan immiin boyamada baslica
reaktivitenin  FRH uzantilari (ok baglar) ve damarlarda (oklar) oldugu
gérulmektedir. Onceki sekilde oldugu gibi fibroblastik retikiller hiicre uzantilari
arasinda lenfositlerin yerlestigi segilmektedir. indirekt immiinoperoksidaz,
hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiyiitme X40.
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CD90: Thy-1 antijeni T-bagimli alandaki retikiiler hicreler ve damarlarda daha
gugla, follikiler dendritik hiicrelerde géreceli olarak zayif eksprese olan bir
antijen olarak saptanmistir. T-bagimli alanda dendritik uzantilari da iceren
yaygin isaretlenme bu alandaki dendritik hiicre gruplarinin hepsinin reaktif
oldugu izlenimini vermistir. Bu bélumde yerlesik yilksek endotelli veniillerde de
guicli reaksiyon mevcuttur (Sekil 4.3.19-20).

Sekil 4.3.19: Lenf dugumunin orta biyutmedeki floresan fotomikrografinda
CD90 dagiimi izlenmektedir. Sol altta yerlesik follikiilde yalnizca bir damarin
isaretlendigi, yodun isaretlenmenin T-bagimli alanda bulundugu gérillmektedir.
Bu alanda yiiksek endotelli veniller ve damarlarin (ok baslari) gii¢lt, dendritik
hiicre aginin ise géreceli olarak biraz daha zayif derecede reaktif olduklari
gorulmektedir. FITC isaretli indirekt immunofiéresan, propidiyum iyodit ¢ekirdek
boyall, orijinal bilytitme X20.
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Sekil 4.3.20: Ayni antijen igin yapilan isaretleme ile parakortikal bolgenin daha
biytik buyutmedeki mikrografinda YEV'lere ait kesitler (oklar) ve retikiiler hiicre
uzantilarinin olusturdugu ag yapi (ok baslari) daha ayrintili segilmektedir. FITC
isaretli indirekt immunofléresan, propidiyum iyodit gekirdek boyali, orijinal
buyutme X40.
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Vimentin: Vimentin igin yapilan isaretleme bu ara filamanlarin parakortekste
yerlesik FRH'lerde yogun isaretleme yaptigini ortaya koymustur. Follikiiler
makrofajlarda oldukga zayif bir reaksiyonun oldugu goérulmustur (Sekil 4.3.21 ve
4.3.22). Kapstlde yerlesik fibroblastlar da yogun olarak antijeni eksprese
etmektedirler.

Sekil 4.3.21: Lenf dugumunde bir follikiil ve komsu parakorteks bélgesini iceren
alanda vimentin igin yapilan isaretlemede reaksiyonun parakortikal bélgede
yogunlastigi gérulmektedir. Uzantilar ile birlikte isaretlenmis hiicre grubunun
dagilimi fibroblastik retikiller hicrelerle uyumludur. Follikiilde ise follikiler
makrofajlarda (ok baglar)) zayif bir reaktivitenin bulundugu izlenmistir. FITC
isaretli indirekt immunofléresan, propidiyum iyodit cekirdek boyali, orijinal
biytitme X20.
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follikdil
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Sekil 4.3.22: Ug follikilin bulundugu diger bir alanda reaktivitenin follikiiller arasi
bélgede yogunlastigi segilmektedir. Follikiil makrofajlarinda da (ok baglari) zayif
bir reaksiyonun varligi gériilmektedir. FITC isaretli indirekt immunofléresan,
propidiyum iyodit gekirdek boyall, orijinal bilyiitme X20.

80373: Lenf dugumunun fibroblastik retikiller hiicreler ve iligkili hucre
gruplarindan siniis endotelini igaretleyen diger bir monoklonal antikorun 80373
oldugu belirlenmistir. Bu antijenin ayni zamanda YEV endoteli ve cevresindeki
perisitlerle de reaksiyon vermesi bu hiicre gruplarinin yapisal diizenlenmesinin
ayrintili olarak incelenmesine olanak vermistir. Subkapsiiler sinis dis yapraginin
duzenli ve kesintisiz endotel 6rtistiniin isaretlenmesi bu &rtiiniin net olarak
segilmesini saglamistir. Sinus caprazlayan hiicreler ve ic yapraktaki endotel
hicrelerinde de isaretlenme mevcuttur. Organin komsu parankimasinda
fibroblastik reitkiller hiicre uzantilarinin ve damarlarin  da isaretlendigi
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belirlenmistir (Sekil 4.3.23). Parakortikal alanin daha buytk buyitmelerdeki
incelemelerinde, YEV endoteli ve damari gevreleyen perisit 6rtiisiiniin FRH'lerle
birlikte igaretienmesi, bu hiicre grubu ile lenfositlerin iligkilerinin daha agik
incelenmesini saglamistir (Sekil 4.3.24).

subkapstiler s.

A

4
korteks

parakorteks

X

Sekil 4.3.23: Lenf dugumi periferik kompartmanina ait fléresan fotomikrografta
kapsul, subkapsiiler siniis ve komsu kortikal parankim gériilmektedir.
Subkapsiler sinisti dégseyen ve gaprazlayan hiicreler (ok baslari), damarlar
(oklar) ve fibroblastik retikiler hiicre uzantilarinin reaktif olduklari gériilmektedir.
FITC isaretli indirekt immunofiéresan, propidiyum iyodit gekirdek boyalr, orijinal
buytutme X20.
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Sekil 4.3.24: Parakoteksin daha biiyiik biyitmesinde bir YEV ve komsu alan
secilmektedir. YEV duvarinda endotel hiicreleri ve perisit katinin cevredeki
fibroblastik hiicre uzantisi agi (ok baslar) ile birlikte reaktif oldugu izlenmektedir.
YEV duvarindan ve perisitler arasindan gé¢ eden lenfositlere (oklar) ait
cekirdekler ayirt edilmektedir. FITC igaretli indirekt immunofléresan, propidiyum
iyodit gekirdek boyali, orijinal biiyiitme X40.

CD20: Antijenin baslica follikillerde lokalize oldugu gorulmustir. Folliktllerdeki
reaksiyon FDH'larin dagilimina paralellik gostermektedir. T-bagimli alandaki
bazi hiicrelerde de gok zayif bir reaksiyonun oldugu gértlmustiir.

LT-ND4: LT-ND4 monoklonal antikoru baglica lenf follikillerinde 6zgiil ve guclu
reaksiyon veren bir antijeni tanimaktadir. Lenf follikillerinde FDH'ler ve

lenfositlerde giigli reaksiyon mevcuttur ancak follikiiler makrofajlarda belirgin bir
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reaksiyon mevcut degildir (Sekil 4.3.25). Antijen T bagimli alanda da ¢ok az
sayida dendritik hiicre ile (IDC?) reaktif gérilmektedir. Siniis makrofajlar da
antijen igin glilu reaktivite gosteren diger bir hiicre grubunu olusturmaktadir.

Sekil 4.3.25: Biri daha biiyik iki lenf lenf follikiili ve komsu interfollikiler
bolgenin yer aldii alanda her iki lenf follikiilinde, follikiler makrofajlar disinda
guglii bir reaktivitenin oldugu goérilmektedir. T-bagimli alanda ise az sayida
hiicrenin (ok baglar) géreceli olarak daha zayif bir reaksiyon verdigi
izlenmektedir Indirekt immiinoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal
blyitme X20.

CD49d (VLA-4 a zinciri): Follikiller dendritik hiicreler ve T-bagimli alandaki
dendritik hiicrelerden bazilarinin CD49d (+) olduklari saptanmistir. HEV
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lumenindeki bazi lenfositlerde de fokal VLA-4 antijeni ekspresyonu ilging
bulunmustur.

CD53: CD53 antijeni follikiillerde diffiiz, follikiler dendritik hticreleri de iceren bir
reaksiyon olusturmaktadir. T-bagimli alanda ise fibroblastik retikiiler hiicrelerde
orta derecede CD53 reaktivitesi oldugu belirlenmistir.

CD63: CD63 molekiiliniin de retikiiler hiicreler ve siniis endotelinde reaktivite
gosterdigi bulunmustur. Reaktif hiicre gruplari arasinda FDH'ler, FRH'ler, siniis
endoteli, sinliis makrofajlari ve damar endoteli ile duiz kaslari vardir.

Pansitokeratin: Lenf dugumiinde ilging olarak follikillerde pansitokeratin
ekspresyonuna rastlanmigtir. Bu reaksiyonun dagilimi follikiller dendritik
hiicrelerle uyumluluk géstermektedir.

4.3.4. Endotel Hiicrelerinde Bulunan Antijenler:

CD31: CD31 (PECAM-1) molekiilii yiiksek endotelli veniiller ve kapillerler de
dahil olmak uzere tiim endotel hiicrelerinde reaktiftir oldugu saptanmistir. Bu
yoniyle organin damar gatisinin izlenmesi igin uygun bir isaretleyici
niteligindedir. Antijen subkapsiiler, trabekiiler ve mediiller siniis endoteli ve
sins ¢aprazlayan hicrelerde de pozitif reaksiyon vermektedir (Sekil 4.3.26).
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Sekil 4.3.26: CD31 antijeni igin yapilan isaretlemede kapsil disi bag dokusunda
ve lenfoid dokuda yerlesik tim damarlara ait endotel hiicreleri (oklar) ile birlikte
sinus endoteli ve sinusu gaprazlayan hiicrelerde (ok baglari) de belirgin
immunoreaktivite oldugu gérilmektedir. sks: subkapsiiler sinus. indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal buyttme X40.

CD36: CD36 molekiliinin mikrovaskiler endotel hiicrelerinde cok guglu
reaksiyon verdigi belirlenmistir. Medulla sinus endotelinde de géreceli olarak
oldukga zayif bir reaksiyonun varligi saptanmistir. Kapsil disinda yerlesik
adipositlerin de antijen igin giiclii reaktif olduklari gorulmustur. Diger hicre
gruplarinda ise herhangi bir reaksiyona rastianmamistir.
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CD49c (VLA-3 a zinciri): Bu integrin zincirinin, yilksek endotelli vendiller dahil
damar endoteli ve damar diiz kasinda reaksiyon verdigi goérulmustir. Ancak
kapiller endotelindeki reaksiyon géreceli olarak daha zayiftir. Subkapsiiler ve
trabekiler sinus endotelinde de giiglii bir reaksiyon mevcuttur (Sekil 4.3.27).

Sekil 4.3.27: Kapillerlerde belirgin olarak zayif olmak iizere damar endotelinde
ve diz kasinda belirgin bir CD49c reaktivitesi bulunmaktadir. Antijen,
subkapsiler sinisti déseyen ve caprazlayan hiicreler (ok baslari) en guglu
reaktivite veren hiicrelerin baginda gelmektedir. sks: subkapsiiler sinus. Indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiyitme X20.

CD49f (VLA-6 a zinciri): Bu antijenin de tiim endotel hiicrelerinin 6zellikle bazal
kompartmaninda lokalize oldugu gérilmustir. Subkapsiiler siniisiin dis yaprak
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endotel hucrelerinde antijen ekspresyonu belirginken, parankime komsu i¢
yaprakta kesintili ve daha az belirgin bir isaretlenme mevcuttur (Sekil 4.3.28).

Sekil 4.3.28: CD49f reaktivitesi tim damarlara ait endotel hiicrelerinde (oklar)
mevcuttur. Alanda gériilen subkapsiiler siniisii doseyen hiicrelerden ise 6zellikle
dis yaprag! olusturanlarda (ok baslari) belirgin reaksiyon varken, ic yaprakta
bulunan hiicrelerde kesintili ve sinirli bir reaksiyon izlenmektedir. indirekt
immiinoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal bilyiitme X20.

CD54 (ICAM-1): ICAM-1 reaktivitesinin YEV’ler dahil tim damar endotel
hucrelerinde bulundugu saptanmigtir. YEV endotel hiicrelerinin  ozellikle
lumendeki lenfositlere komsu yiizlerinde daha giiglii bir CD54 reaktivitesi oldugu
dikkati cekmistir. Parakortekste yerlesik fibroblastik retikiller hiicreler ve
maktofajlarda da endotel hiicrelerindekine oranla daha zayif ancak belirgin bir
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reaksiyon oldugu saptanmistir (Sekil 4.3.29). Lenf follikiillerinde FDH'lerin de
guglu bir CD54 reaktivitesi gésterdikleri izlenmistir (Sekil 4.3.30). Ozetle ICAM-1
reaktivitesine organda tiim retikiler hiicre alt gruplarinda ve damar endotelinde
rastlanmistir.

Sekil 4.3.29: Parakortekste yiksek endotelli veniiller ve fibroblastik retikiler
hucrelerde CD54 (ICAM-1) reaktivitesi gériilmektedir. Fibroblastik retikiiler
hiicreler ve uzantilarindaki reaksiyon YEV'e gére daha zayIf olmakla birlikte net
olarak segilmektedir. Ayni alandaki makrofajlar da ICAM-1 pozitiftir (ok baslari).
Yuksek endotelli veniil duvarina komsu hiicrelerden bazilarinda da FRH'lere
benzer yogunlukta reaktivite mevcuttur. YEV endotel hiicrelerinin limendeki
lenfositiere komsu yizlerinde reaksiyonun daha gugli  oldugu dikkati
gekmektedir (oklar). Indirekt immiinoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi
orijinal buyutme X40.
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Sekil 4.3.30: Bir lenf follikillii ve komsulugundaki yiksek endotelli veniliin
bulundugu bir alanda CD54 reaktivitesi. Germinal merkez ve koronadaki
FDH’ler, YEV endoteli, gcevresindeki perisitler ve fibroblastik retikiiler hiicreler
CD54 (+) olmalariyla ayirt edilmektedir (ok baglari). Alandaki bir kag makrofajin
da reaktif olduklari gérilmektedir. YEV: Yiksek endotelli veniil. indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal biiytitme X40.

CD146 (MUC 18; S-Endo): Karbohidrattan zengin yapida bir antijen olan
CD146'nin follikiillerde FDH’ler, damarlarin endotel ve diiz kas hiicreleri, siniis
endoteli, yilksek endotelli ventiller, T-bagimli alanda dendritik hiicre uzantilari ve
kapsuldeki fibroblastlar olmak uzere oldukga yaygin bir dagiim gésterdigi
saptanmisgtir. Damar endoteli ve diiz kaslarindaki reaksiyon diger hiicre
gruplarina oranla belirgin olarak daha giigliidir (Sekil 4.3.31).
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Sekil 4.3.31: Lenf duguminin periferal kompartmaninda CD146 reaktivitesi.
Bag dokusunda ve lenfoid dokuda yerlesik damarlarin endotel ve diiz kas
hucreleri gugli olarak reaktiftir. Kapsiildeki fibroblastlar, FDH'ler, sinus endoteli
ve sinus caprazlayan hiicreler goreceli olarak daha zayif bir reaktivite
gostermektedir. indirekt imminoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi
orijinal bulyttme X20.

CD62-P (P-selektin): Antijenin lenf dugumiindeki damarlarda giigli, sints
endotelinde ise goreceli olarak zayif olarak igaretienme yaptigi belirlenmistir.
Yiiksek endotelli ventllerde de giiglii bir isaretienme mevcuttur.

CD105 (Endoglin): Yiksek endotelli venillerde gok glgclu, diger damar
endotelinde orta diizeyde CD105 reaktivitesi oldugu saptanmistir.
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CD106 (VCAM-1): Follikiiler dendritik hiicrelerde gugll, bazi damarlarin endotel
hiicrelerinde ise oldukga zayif bir CD106 ekspresyonu belirlenmistir.

CD109: Yine baglica endotel hiicrelerinde reaksiyonun goérildugi CD109
antijeninin yiksek endotelli veniiller ve tim diger damarlara ait endotel
hucrelerinde bulundugu saptanmistir.

CD143 (ACE): Lenf dugimi mikrovaskiler endotelinde oldukga gtglii bir
CD143 ekspresyonu oldugu saptanmistir. Siniis endotelinde de yer yer ¢ok zayif
reaksiyon oldugu gortimustur (Sekil 4.3.32).

Sekil 4.3.32: Biyik blyitmede mikrovaskiiler endotelde glgla, sinus
endotelinde gok zayif CD143 reaktivitesi izlenmektedir.  indirekt
immunoperoksidaz, hematoksilen zemin boyamasi orijinal buyutme X40.
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4.3.5. Gesitli Hiicre Gruplarinda Yaygin Dagilim Gésteren Antijenler:

Doku uyumluluk antijenleri-ll (MHC-Class Il): MHC-class Il antijeninin
folliklillerde daha yodun olmak iizere lenf digiminiin ¢godu kompartmaninda
6zellikle uzantii hiicreler ve makrofajlar tarafindan eksprese edildigi
géralmugtir. Interfollikiiler alanda ve parakortekste daha yaygin bir reaksiyon
dikkati ¢ekmigtir. Bu alanda makrofajlarda gigli, dendritik hiicrelerde orta
derece reaksiyon varli§i dikkati gekmistir. Bir grup endotel hiicresinin de pozitif
reaksiyon verdigi belirlenmistir. Subkapsiiler ve trabekiler sinlis endotelinin
antijen igin reaksiyon vermedigi; komsu alanda lenfositler ve bazi FRH'lerin
reaktif olduklar gérilmustir. Follikiillerde ise follikiiler dendritik hiicreler ve
makrofajlarin diffliz olarak igaretiendigi belirlenmigtir. Subkapsiler ve diger
sinlslerde yerlesik makrofajlarda da glg¢lii reaksiyon saptanmigtir.

CD99: CD99, yiksek endotelli veniller dahil damar endoteli, follikliler dendritik
hiicreler, fibroblastik retikller hiicreler ve makrofajlarda eksprese olan diger bir
antijen olarak saptanmigtir. Follikiillerdeki reaksiyon FDH’lerde daha belirgin
olmakia birlikte diffliz olarak saptanmigtir. T-bagimlt alanda dendritik hiicre
uzantilari ve makrofajlarin reaktif olduklarn gérilmastar.

80394: Ozgulligu tanimlanmamig antikorlardan 80394, hemen tim stromal
bilesenlerie ve damar yapilariyla reaksiyon vermigtir. Sinus ¢aprazlayan
hiicrelerdeki ve lenfoid kompartmanlarda FRH'lerdeki reaksiyonu ilging
bulunarak degerlendirilmigtir.

CD49b (VLA-2 a zinciri): CD49b dagiliminin da Cd49a dagilimina benzer
oldugu ancak, damar digindaki yapilarda &ézellikle fibroblastik retikiiler hiicreler
olmak tizere reaksiyonun belirgin olarak zayif oldudu izlenmigtir.
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CD4%e (VLA-5 a zinciri): CD49e molekill, en glgll olarak damar diiz kasi
olmak (lizere damar endoteli, sinls endoteli ve FDH tarafindan eksprese
edilmektedir.

CD151 (PETA3): Foliikiiler dendritik hiicreler ve yiksek endotelli vendillerin
CD151 (+) oldukiari saptanmigtir. FRH’lerde oldukg¢a zayif bir ekspresyonun
bulundugu da belirlenmisgtir.
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TARTISMA

Lenfositler ile organin gatisini olugturan hiicrelerin arasindaki etkilegim
lenf dUgumuntn iglevlerini (antijen sunumu, lenfosit aktivasyonu, gogalmasi
ve farklanmasi) yerine getirmesi igin ¢ok Snemlidir. Konuyla ilgili yogun
aragtirmalar gergeklestiriimis olmasina karsin lenf digumindn retikller gatisi
ve mikrogevresinin yapisal 6zellikleri, birbirleri ve lenfositlerle olan iligkileri ile
ilgili belirsiz ve agik olmayan ©nemli noktalar bulunmaktadir (36). Bu
calismada, lenf dugimi mikrogatisininin heniiz kesinlik kazanamamis gesitli
yénlerine 11k tutmak amaciyla lenf digimi stromasi ve iligkili hiicreleri farkli
yéntemler kullanilarak (rutin ve CIO yéntemiyle 1sik / elektron mikroskobu ve
imminohistokimya) ayrintili olarak incelenmigtir. Bu c¢ergevede lenf
digimindeki baslica parankim hicresi olan lenfositler ve makrofajlar da
sinirh olarak degerlendirilmistir. Elektron mikroskop diizeyinde &6zel hiicre
gruplan ve bunlarin yapisal iligkileri tanimlanmaya calisiimistir.
Immiinohistokimya incelemelerinde genis bir antikor paneli ile tarama
yapilimig, immiin igsaretleme yardimiyla lenfositler ve diger hiicre gruplari ayirt
edilerek yapisal ve islevsel iligkileri ortaya koyulmaya gahsiimistir. ClO
yéntemi, daha énceki yayinlarda bildirildigi gibi retikliler hiicre, damarlar ve
makrofajlarda reaksiyon veren bir ydontem oldugundan, bu hiicre ve yapilari
daha ayrintili inceleyebilmek  amaciyla ¢alisma  kapsaminda
degerlendirilmigtir (14). Makrofajlar, damar ve sinis endoteli, perisitler,
fibroblastik retikiiler hicreler, follikliler dendritik htcreler gibi lenf dagimu
yapisina katllan godu hiicre grubunun ClO ile pozitif reaksiyon verdigi
belirlenmigtir. Ancak yodntem bu hilicre gruplarindan higbiri icin 6zgl
reaksiyon vermemektedir. Ayni hiicre grubuna ait hiicrelerden bir bdlimi
CIO (+) reaksiyon verirken digerlerinin daha zayif reaksiyon gosterebildigi
hatta bazilarinin hi¢ reaksiyon vermedigi gérilmustir. En yaygin ClO
reaksiyonu gosteren hiicre grubunu makrofajlarin olusturdugu izlenmistir.
Buna kargin lenfositler kesinlikle reaksiyon vermedikleri igin ClO yéntemi
organ icinde lenfosit digindaki hiicrelerin daha kolay taninmasi igin oldukga
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yardimci olmustur. Lenf digimindeki sitoplazmik uzantil retikiler hiicrelerin
lenfositlerle olan yakin yapisal iligkileri ayrintili bir bigimde g&sterilmistir.
Klasik olarak lenf dagimi catisini destekleyen retikiiler lifler
gimigleme yodntemiyle gosterilebilmektedir. Bu ¢atiyi daha ayrintili
gbzieyebilmek amaciyla yapilan bir galismada, hem konvansiyonel yéntem
ile hem de alkali-su maserasyonu ile tim h[]cfe elemanlari ve bazal lamina
ortadan kaldinlp retikiiler lifler dodal sekil ve yerlerinde birakilarak, sigan
mezenterik lenf diguma, retikGler gatinin ince yapisi ve organizasyonu
ydniinden tarama elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Subkapsuler
sinUsil gaprazlayan retikiler liflerin kapstlin kollajen liflerinden ortaya ¢ikip
subkapsuler sinlst ¢aprazlayarak sinis ile dig korteksin sinirinda ince bir ag
olusturduklar goésterilmistir (74). Ek olarak subkapsiiler sinlisiin tabanindan
baslayan liflerin de oldugu bagka arastiricilar tarafindan bildirilmistir (27).
Lenf dugluimlerinde, retikdler liflerle yakin yapisal iligkideki fibroblastik
retiktler hicreler organin temel catisini olusturan ana hiicre grubudur. Daha
oneeki bir calismada FRH’lerin yapilarinin lenf dugiminde bulunduklan
bélgeye gére degisiklikler gosterdigi bildiriimistir. Bu hicrelerden kortekste
yerlesik, oval cekirdekli, uzun ve i§ seklinde bir grubunun subkapsiiler
sintslin i¢ duvarinin endoteline paralel olarak siniis endotelinin hemen
altinda vyerlestikleri ve sinlis duvarinin olusumuna dogrudan katildiklar
belirlenmigtir. FRH’lerin buyuk bélumi ise derin kortikal parankimde ve
medullada yerlesmigtir. Bu hiicrelerin sitoplazma uzantilari ile siniislierin ve
kan damarlarinin arasinda bir ag olusturduklari, bu hiicre-uzanti aginin
arasindaki bosluklarda ise lenfositler ve diger hiicre gruplarinin yer aldiklari
bildirilmigtir (8). Bu yerlesim ve yapisal 6zellikleri nedeniyle siniis duvarinin
olusumuna dogrudan katilarak sinls limeniyle temas eden FRH’lerin
subkapsiler siniis makrofajlar ile birlikte antijeni afferent lenften yakalayip
FDH'lere tagimakla gorevli hiicreler olduklari ileri stiriimustar (8, 10).
Fibroblastik retikiiler hicreler lenf dagimiindeki en yaygin ve
lenfositler ile dogrudan iligkide bulunan hiicreler olduklarindan organin yapi-
islev iligkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in pek ¢cok arastiricinin ilgisini geken

bir hiicre grubunu olusturmuslardir. Bu arastiricilar FRH'lerin hem dagilimlari
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hem de basta lenfositler olmak Uzere diger hiicre gruplan ile yapisal ya da
gelisimsel iligkileri ile ilgili ipucglan elde etmeye gall§m|§lard|r (1,2, 9, 65, 73,
74). Bir grup arastinict ise retikiler lifleri sentezlemenin yaninda organin
hiicresel gatisini da olusturan FRH’leri immin isaretlemeler yoluyla daha
ayrintili olarak belirlemeye calismigtir (15, 18, 21, 27, 32, 35, 36, 37, 70). Bu
amagcla FRH tarafindan Uretilen bir molekilii boyayan ER-TR7 monoklonal
antikoru aragtirmacilar tarafindan siklikla kullaniimigtir (35, 36, 37). Katakai
ve arkadaslarl fare lenf dugiminde FRH agini (retikiler agi) géstermek
amaciyla ER-TR7 monoklonal antikoruyla yaptiklan bir cahsmada, lenf
dagumindeki retikller agi subkapsiiler sintis destekleyici af, esas olarak
FDH agindan olusan B lenfosit iligkili retiktler ag, T lenfosit iligkili retikiiler ag
ve meduller retikiiler ag olarak dért ana kisimda incelemiglerdir (36). Son
yillarda fibroblast yapisal 6zellikleri gosteren farkli yerlesimdeki bir grup
hiicre, fibroblast benzeri hicreler olarak gruplanmis ve yapi ve iglev
benzerlikléri gosterdikleri bildirilmigtir (41). Lenf dUgumi gatisini olugturan
FRH’lerin ve yine lenf diigiminde yerlesik bazi hiicrelerin bu hiicre ailesine
liye hiicreler olduklari degerlendiriimesi yapilmistir. Bu gérise paralel olarak
lenf diigimlerinde FRH'ler ile yliksek endotelli ventilleri gevreleyen perisitier
ve sinus déseyen hiicreler ayni gruba ve 6zelliklere sahip hiicreler olarak
kabul edilmektedir (26). Immun isaretleme yardimiyla yapilan incelemeler,
FRH’ler ve lenf dugumiindeki diger hiicre gruplar arasindaki yapisal ve olasi
islevsel benzerliklerin ortaya konmasi igin bir destek olarak
degerlendirilmistir. ER-TR7 ile yapilan immiin boyamada antikorun korteks-
subkapsiler sinlis sinirnda devamli olarak reaktivite verdigi, YEV'lerin ise
yine ER-TR7 (+) devamli bir perisit tabakasiyla gevrelenmis oldugunun
gorilmesi her iki hiicre grubunun yakin iligkisini ortaya koymustur (35).
Thomazy ve arkadaslan da YEV'in gevresindeki tek tabakali hiicre kilifini
periveniller fibroblastlar olarak degerlendirerek bu hicrelerle FRH'ler
arasinda benzerligi ifade etmiglerdir (70).

Bu calismada VI., VIi. ve VIll. HLDA caligtaylarindan saglanan ve
FRH'lerle segici reaktivite gosteren monoklonal antikorlar arastiriimis,

bunlarin yardimiyla FRH’ler ve benzer antijenik profil ve yapi gésteren
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hicreler saptanmaya galigiimistir (39, 46). Bunlar arasinda anti-CD49a, B-
D46, anti-CD90, anti-vimentin ve 80373, FRH ile uzantilarini en net olarak
ortaya koyan monoklonal antikorlar olmustur. Bu antikorlarla yapilan immiin
boyamalarda interfollikiiler ve parakortikal bélgelerde FRH uzantilarinin
olusturdugu retikiler aj net olarak izlenmis, lenfositlerin ve diger hiicre
gruplarinin bu agla olan yapisal iligkileri gézlenmigtir. Bunlardan CD49a,
80373 ve vimentin antijenleri retikiler agin izlenmesi amaciyla uygun
olmanin yaninda siniis endoteli, sinlis ¢aprazlayan hiicreler ve YEV duvarini
cevreleyen hiicrelerde de reaksiyon vermeleriyle bu hiicre gruplari arasinda
daha once bildiriimig olan yapisal ve iglevsel iligkiyi destekleyen bulgularin
elde edilmesini saglamiglardir. FRH’lerde varligi belirlenen antijenler
yukaridakilere ek olarak EG3-880, CD53, CD63, CD54, CD90, CD99 ve
80394 olarak saptanmistir. Bulgularimiz bu antijenlerden 6zellikle CD54
(ICAM-1) ve CD90'in, her iki antijenin de hiicre-hlicre etkilesimi agisindan ve
hicre i¢i sinyallerin baglatiimasinda énemli molekiiller olduklari bilindiginden,
YEV-lenfosit iligkisinin yani sira FRH-lenfosit iligkilerinde temel rol oynayan
adezyon molekdilleri olduklarint ortaya koymaktadir (6, 33, 44, 72).

Follikler dendritik hicrelerin  mononiikleer fagositik sistem
hiicrelerinden mi yoksa yerel retiktler hiicrelerden mi farklandigi uzunca bir
stre tartisma konusu olmustur (16, 18, 20, 31, 51, 55, 75). Parwaresch ve
arkadaglari, ©zgul olarak FDH'leri belirledigini go6sterdikleri yeni bir
monoklonal antikor bildirmigler ve kan mononikleer. lokositlerinden
bazilarinin da bu antikorla ¢apraz reaksiyon verdiklerini saptadiklarinda
FDH’lerin éncillerinin bu KiM4 + monontkleer hicrelerden gelistiklerini ileri
sUrmuglerdir (565). Heusermann ve ark. ise i1silk mikroskobu, enzim
histokimyasi ve elektron mikroskobu ile yaptiklan galismalarda FRH ve -
FDH'ler arasi gegig formlarini saptadiklarini bildirmigler ve FDH'lerin yerel
fibroblastik retikiiler hiicrelerden farklandiklarini ileri stirmisglerdir (31). N-
asetilglukozamin (GlcNAc) residilerini  taniyan lektin  olarak bilinen
chelidonium majus agglutinin (CMA) ile yapilan isaretleme caligmalarinda
lenf diguminde tum retikiler agin, B- ve T- bagimlh alandaki dendritik

hicrelerin, sinus déseyen hicrelerin ve her tip kan damar endotelinin
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isaretlendigi gérulmistir. CMA’'nin segici karbonhidrat 6zgillugd ve FRH ve
FDH’leri isaretlemesi daha énce ileri slirllen FRH'lerin FDH’lere dénustugi
hipotezini desteklemektedir (18). Cesitli arastiricilar tarafindan bildirilen bu
gorusgler dogrultusunda FDH 6ncilinian, FDH’ye farklanma potansiyeli olan
bag dokusuna yerlesik fibroblast benzeri bir hiicre oldugu genel olarak kabul
edilmektedir (51). Antijen-antikor komplekslerini zarlarinda baglayarak
lenfositlere sunan ve bu yolla bellek gelisimine katkida bulunan hiicreler
olarak kabul edilen FDH’'lere yodnelik olarak yaptigimiz imminohistokimya
incelemelerinde bu Hi]crelerde, EG3-880, CD20, LT-ND4, CD49d, CD53,
CD63, pansitokeratin, CD54, CD106, CD151, CD49e ve CD99 antijenlerinin
bulundugu belirlenmistir. Bunlardan 6zellikle CD106, CD49d ve CD20 baglica
FDH’lerde bulunan ve 6zgll isaretleyiciler olarak saptanmistir. Ancak bazi
antijenlerin FDH'ler ve FRH’lerde ortak olarak bulunduklari da gérilmistir.
Bu antijenler CD54, EG3-880, CD53, CD63 ve CD99dur. Her iki hiicre
grubunun ortak antijenler bulundurmasi, bu hicrelerin ortak k&kenli
olabileceklerinin bir isareti olarak degerlendirilebilir ancak her iki hicre
grubunun ¢ok sayida farkli antijen de igeriyor olmasi, bu hiicrelerin iglevierine
yonelik olarak ileri derecede farklanmis olduklarini da géstermektedir. CIO
yéntemi de her iki hiicre grubunda reaksiyon veren bir histokimyasal yéntem
olarak sayilabilir ancak yukarida deginildigi gibi bu yéntemin hiicre grubuna
6zgul oimadigi géz éniinde bulundurulmalidir.

Retikuler agin lenf dugum islevi ile iligkisini ortaya koymaya yo6nelik
incelemeler yapan bir grup arastirmaci, FRH'lerin uzantilari ve bunlarin
retikler liflerle olan iligkileri konusunda bazi yeni tanimlamalar yapmislar ve
deneysel verilerle hipotezlerini desteklemeye galismislardir. Bu aragtirmacilar
kanalcik ve koridor olarak adlandirdiklari kompartmanlarin lenf dagimi
igslevinde énemli rol oynadigini ileri sirmislerdir. Lenf digimiindeki retikiiler
liflerin FRH uzantilan tarafindan tamamen sarildigini bildiren bu
arastirmacilar, iginde retikuler liflerin bulundugu FRH uzantilan ile saril dar
bolumleri kanalcik (“conduit”) olarak adlandirmiglardir. lIginde lenfositlerin
bulundugu hiicre uzantilarinin arasi ise koridor olarak tanimlanmistir (26, 35,

70). Bu arastiricilar koridorlarda, lenfositlerin fibroblastik retikiiler hiicrelere
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adezyonu icin gerekli olan fibronektin ligandini insan lenf dagimiinde
immunohistokimyasal olarak periveniller kanal ve FRH boyunca
gostermiglerdir (26). FRH’lerin, koridor duvarinda epitel benzeri bir hiicre
tabakasi olusturdugu, koridor-sinlis komsgulugunda, kollajen lifin bir tarafinda
sinls dégseyen hicrelerin, dijer tarafinda ise koridorun duvarini déseyen
FRH'lerin  vyerlestigi  bildirilmistir (35, 74). Calismamiz  gerek
imminoperoksidaz gerek immunofléresan isaretlemelerle, parakortikal FRH
aginin arasini lenfositlerin doldurdujunu ortaya koymustur. Lenfosit FRH.
iligkisinin yogun olarak bulundugu bu alanlarin yukarida belirtilen arastiricilar
tarafindan koridor olarak tanimlanan alanlarla uyumlu oldugu goériimustur.
Gretz ve arkadaglari tarafindan kendi galigmalari ve diger ¢alismalara
dayanilarak, retikller lifler arasindaki boslukta (koridor) hicrelerarasi
matriksin olmadigi ve bu durumun koridorlardaki lenfosit hareketlerini
kolaylagtirdigi gérusti savunulmustur (26). Aynmi  grubun diger bir
calismasinda lenfositlerin FRH ve koridordaki diger hiicreler ile adeziv iliskiler
kurarak koridor boyunca gog¢ ettikleri kanitlanmaya calisiimistir (35).
Calismada imminohistokimyasal olarak kollajen 1V, fibronektin, laminin-1 ve
tenasinin lenf diugimindeki ekspresyonu incelendiginde interfollikiiler alanda
retiktler liflere uyan bir yerlesim diizeni gésterdikleri gézlenmistir. Calismanin
sonuglarina goére hiicrelerarasi madde proteinlerinin varligi kanalciklarda
yerlesik retikiler liflerin gevresiyle sinirli olup retikiler agin arasinda yer alan
alanda (koridorlarda) yukarida belirtilen hiicrelerarasi madde bilesenlerinden
higbiri bulunmamaktadir, diger bir deyigle bu alan organize interstisiyel
matriks icermemektedir. Proteoglikanlardan heparan siifatin ve keratan
silfatin insan lenf dugimindeki dagiliminin hicrelerarasi madde
proteinlerine benzedidi, kondroitin sulfatin ise yalnizca damarlari boyadig:
belirlenmistir. Yine ayni g¢alismada, FRH-interstisiyel matriks iligkisini
godstermek amaciyla anti-kollajen Il ve anti ER-TR7 ile ikili immiin boyama
yapilmig ve retiktler lifin yizeyi boyunca ER-TR7 devamli reaktif olarak
gozlenmigtir. Immiinoelektron mikroskopi ile kollajen III'tiin lifin merkezinde
yerlestigi, tip IV kollajen ve laminin-1’in ise FRH uzantilari ile retikdler lifler

arasinda uzanan bazal membranda yerlestikleri gdsterilmigtir. Yine bazal
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laminada bulunan tenasinin FRH’lerin dizenlenmesinde dier organlarda
oldugu gibi rehber bir rol oynadigint bildiren aragtirmacilar koridorda ara
madde bulunmamasinin lenfosit gb¢lini ve hicrelerarasi etkilesimi
kolaylagtirdigint ileri sirmuslerdir (35).

Retikdler liflerin gevresinde bazal membran oldugu gérisiini savunan
arastiricilara ters olarak Dullmann ve arkadaglar chelidonium majus
agglutinin (CMA) ile yapilan isaretleme c¢alismalart sonucunda FRH’lerin
retikiler lifler ile aralarinda bazal membran bulunmadidini bildirmislerdir (18).
Bu iki bulgu birlikte degerlendirildiinde FRH etrafinda dig lamina ya da
sadece kanalcik etrafinda bazal lamina bulunup bulunmadigi heniiz netlik
kazanmamig gériinmektedir. Caligmamizda integrin a-1 zinciri (CD49a-VLA-
1) icin yapilan immin isaretlemede FRH’ler ve uzantilarinin gigli olarak
antijeni eksprese ettikleri gérilmastir. Laminin reseptéri olan bu integrin
molekdliniin FRH’ler tarafindan gucli olarak eksprese edilmesi, bu
hicrelerin komsulujunda laminin/bazal lamina bilesenlerinin bulundugunu
disundiurmektedir. Yaygin olan bu ekspresyon, sadece kanalcikta degil
FRH’lerin tim yiizeyinde benzer bir durumun olduguna isaret etmektedir.

Yukarida belirtilen Gretz ve arkadaglarinin hipotezine karsilik lenf
digiminde hiicrelerin gé¢lini  dizenlemede hiicrelerarasi madde
bilesenlerinin rolll oldugu da savunulmustur (81). Kollajen tip- 1, -3, -4,
ﬁbronektin, laminin, tenasin gibi hicrelerarasi madde bilesenleri lenf
digiminde interfollikiiler alanda bulunurlarken, follikiillerde bulunmadiklari
saptanmisgtir. Bu 6zel dagihm arastiricilara T-bagiml alanda hiicrelerin gé¢
ve vyerlesiminde bu molekillerin ve reseptorlerinin  rol oynadigini
distndurmustur. Germinal merkezde hafif diizeyde eksprese olan 1 ve o4
diginda integrin molekillerinin ekspresyonu interfollikliler alan ile sinirh
bulunmustur. Integrin ekspresyonu lenf digumu icindeki normal hareket ve
g6c icin gereklidir, germinal merkezde hicrelerarasi madde proteinlerini
icermeyen hiicre-hiicre etkilesimleri daha ©nemli goériinmektedir (81).
Caligmamizda CD49a, CD49b, CD49¢c, CD49e ve CD49fnin follikil disi
yapilarda, CD49d'nin ise follikiillerde bulundugunu belirledik. Oldukga yaygin
dagilim gdsteren bu integrinler basta damarlar olmak tGzere lenf dGgimiindn
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cesitli stromal hicreleri tarafindan da eksprese edilmekteydi. Follikillerde
gorilen CD49f ekspresyonu da sadece burada yerlesik kapillerlerin duvari ile
sinirliydi. Bizim paralel imm{inohistokimya bulgularimiz yukarida savunulan
lenf duguminde T-bagimli alanda hiicrelerin gbé¢li ve yerlesiminde
hiicrelerarasi madde Dbilesenlerinin  de rolinin oldugu gérisand
desteklemektedir.

FRH'nin retikiler agi nasil olusturdugu ve Ilenfosit aktivasyonuna
cevap olarak yeniden nasil yapilandirdi§i tam olarak bilinmemektedir.
Bagisiklik yaniti sirasinda retikiller agda gergeklesen dinamik degisiklikler,
hicrelerarasi madde retimi, hiicre adezyon aktivasyonu ve apopitoza karsi
koruma gibi htcre igi ve digl aktiviteleri olan protein olarak tanimlanan
transglutaminazin (TG) immiun boyanmasi ile arastirimistir. Reaktif lenf
digiminde YEV'in gevresindeki tek tabakali hiicre kilifini da igeren
parakortikal FRH aginda ve hiperplastik follikillerin ¢evresindeki damar
endotelinde TG ekspresyonunun arttigi saptanmistir. TG ekspresyonunun
artmasinin iglevsel parakortikal aktivasyona isaret ettigi ve endotel
hicrelerindeki fazla TG ekspresyonunun aktive YEV morfolojisi ile iligkili
oldugu bildirilmigtir. IL-4’0n, koltire edilmis lenf diigumi fibroblastik retikiiler
hiicrelerinde TG ekspresyonuna neden oldudu, retikliler lif aginin
olusumunda ve dinamik yeniden yapilanmasinda rol oynadigi yani stromal
hicre fonksiyonunu dlzenledigi saptanmistir. Reaktif lenf diigimlerinde
parakortikal degisikliklerin, folliklilerin olgunlasma agamalarina eslik ettigi
belirlenmigtir. Germinal merkez olusumu stromal hiicreler tarafindan Uretilen
sitokinlere, 6zellikle de lenfotoksin-f’ya bagdli bulunmustur. Germinal merkez
olusumunun baslangic agsamalarinda sitokinlerin parakortikal FRH-kan
damarn aginin reorganizasyonuna sebep oldugu ve boylece germinal
merkezin geniglemesine yardimci olduju sonucuna variimigtir (70). Bu
bulgular, FRH’lerin ve bunlarin sentezledigi hilicrelerarasi madde
bilesenlerinin lenf diigimierinde énemili iglevleri olduguna diger bir kanittir.

Katakai ve arkadaglari tarafindan vyapilan diger bir c¢aligmada
ERTR7(+), gp38(+), VCAM-1(+) FRH’ler ve ER-TR7 antijeninin {retimi
incelenmistir. FRH'ler tarafindan Gretilen bir gok kemokinin, T hicrelerin ve
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dendritik hicrelerin kemotaksisine ve FRH yﬁzeyjne adezyonuna neden
oldugu ve FRH’lerin ER-TR7 antijenini lenfositlerle temasa cevap olarak
retikiler ag olusturmak {izere hiicrelerarasi madde bileseni olarak
salgilayabildigi belirlenmigtir. TNFo ya da lenfotoksina tarafindan,
lenfotoksinB reseptdrll agonist antikoruyla birlikte uyariimanin retikller agin
olusumuna neden oldugu ve bu bulgulara dayanilarak lenfosit kaynakl
sinyallerin, FRH’lerin lenf digumi igindeki imman hicrelerin etkilesimi ve
hareketini destekleyen agi olusturmasini sagladigi géristi savunulmustur
(37). Bu calismada yukarida belirtilen antijenleri eksprese eden bir FRH
hicre dizisi kullaniimigtir. Calismamizda ise bu FRH hicre dizisinde
bulunudugu bildirilen CD106 (VCAM-1) ekspresyonu yalnizca FDH’lerde
gicli olarak belirlenmis, FRH'lerde belirgin bir reaksiyon olmadigi
gorulmastir. Bulgularimiz in vivo kosullarda FRH'lerin bu antijeni eksprese
etmediklerini ortaya koymaktadir.

Calismamizda g¢ekirdek yapisal 6zellikleri ve ince sitoplazmik uzantilan
ve yerlesimleriyle FRH'ler rutin isik mikroskobu ve elektron mikroskobu
preparatlarlnda ayirt edilmislerdir. CIO ydénteminin bu hiicrelerde degisen
oranlarda reaksiyon vermis olmasi FRH’lerin igik ve elektron mikroskobu
diizeyinde daha kolay ayirt edilmelerine olanak saglamistir. Bu hicrelerin
tan|m|anrf1aS| daha yogun olarak bulunduklari interfollikliler ve parakortikal
alanlarda daha kolay gerceklestiriimigtir. Ozellikle ClO ile hazirlanmis
preparatlarda uzantilarin da boyanmig olmasi bu hiicrelere ait uzantilarin
olusturdugu retikiiler hiicre agim1 daha belirgin olarak ortaya koymustur.
Subkapsiler sinls ve yuksek endotelli venil duvarina komsu benzer yapida
hiicrelerin varligi saptanmistir. Ancak subkapsiler sinlsiin i¢ yapraginda
endotel ortist gok dizenli gérinmediginden bu bélgeye komsu FRH'lerin
gézlenmesi de goreceli olarak giic olmustur. Ince yapi dizeyindeki
incelemelerde parakortikal, perisiniizoidal ve periveniler FRH’lerin
birbirleriyle ve komsu olduklari yapilarla iligkileri daha ayrintih olarak
secilmistir. Yaptiimiz incelemeler sonucunda FRH uzantilarinin yer yer
birbirleriyle desmozomlar araciliiyla tutunduklar gordlmistir. Yiksek
endotelli veniillerin gevresinde yerlesik hiicreler genel olarak perisit ve perisit
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kiliflari olarak adlandirtimiglardir. Gé¢ eden lenfosit sayisina paralel olarak
yiksek endotelli vendllerin duvarini gevreleyen sitoplazmik uzantilarin
degisen oranlarda birbirlerinden uzaklagtiklari gézlenmistir. Bu hiicrelerden
damara daha yakin olanlar ile ¢gevre katmanlari olusturanlar arasinda ince
yap! duzeyinde bir farklilik saptanmamigtir. Ozellikle dis katlari olusturan
hiicrelerin uzantilarinin yer yer parakortikal FRH uzantilari ile yapisal iligkide
olduklari gérllmugtir. ClO ile hazirlanmig preparatlarin incelenmesinde bu
periventler kilif hticrelerinin de bazilarinin ClO (+) reaksiyon verdikleri ve bu
sayede daha kolay ayirt edildikleri gértimustar.

Daha o©nce deginildigi gibi Gretz ve arkadaslar, retikiiler agin
iglevlerini agiklamaya yoénelik calismalar gercgeklestirmigler, FRH uzantilar
tarafindan sarilan kanalctk adimi  verdikleri retikiiler mikroyapilar
tanimlamuglardir (25, 26). Kanalcik sisteminin lenf sivisindaki ¢dzlinmiis
molekdlleri sinUslerden dogrudan YEV’in abliiminal ylizeyine iletimini
saglayan 6zellesmisg bir sistem oldugunu géstermek amaciyla isaretgi izleme
(tracer) calismalari gergeklestiren bu arastirici grubu peroksidaz gibi
molekiler igaretleyiciler lenf damari igine verildiginde lenf dugimindeki
retikller agin hizlica isaretlendigini bildirmiglerdir (26). Yine ayni grup
tarafindan fléresan isaretleyici kullanilarak yapilan deneyler lenf sivisindaki
kemokinler gibi dusik molekil agirlikli (gapi 7.2 - 10.7 nm’nin altinda olan)
¢bziinebilen molekdllerin kanalcik araciligiyla hizla lenf digiim( korteksinden
gecerek YEV'lere ulastiklarim géstermislerdir (10, 25). Kandan YEV yoluyla
lenf digimine giren lenfositlerr YEV gevreéindeki alanda subkapsiler
sintsten kanalciklar araciligiyla gelen sitokinlerle ve ¢éziinebilen antijenlerle
karsilagirlar. Arastirmacilara gére bir gok g¢oziinebilen mediyatér T ve B
lenfositleri etkiledigi icin lenf dugumine girdigi anda kanalcik yoluyla ulasan
ve kemokinler ile cesitli mediyatérler iceren bir sivi ile karsilasmak bu
hiicrelerin sonraki gog, uyarilma ve farklanmalarini etkilemektedir (12, 25).
Dider bir aragtirmada ¢6zinebilen antijenlerin antijen sunucu hiicrelere de
retikiler ag araciligiyla ulasgtidi bildirilmigtir (73). Diger arastirmacilarin
calismalanyla da desteklenen bu bulgular retikiiler ag ve kanalcik sisteminin

lenfosit dolaniminda ve immin vyanitta 6nemli rol oynadigini



117

distndurmektedir (35, 54). FRH uzantilari tarafindan sarilan ve retiktler
lifleri iceren kanalcik sisteminin kapali bir sistem olusturup olusturmadigina
ait veriler gesitli hipotezlerde 6ngérilen islevleri yerine getirip getirmedigi
konusuna 6nemli kanit olusturacak ve agiklik kazandiracak nitelikte
bulgulardir. Retikiiler adin kapali bir sistem oldugu ydnindeki ilk goris
parakorteksteki liflerin tamamiyle sarli oldugunu gézleyen Hayakawa (30)
tarafindan bildiriimistir. Kaldjian ve arkadaglari tarafindan kanalcik igindeki
sivinin koridor bosluguna sizmasini FRH’ler ve FRH'lerin lifi sarmadigdi nadir
yerlerde bazal membranin 6nledigi savunulmustur (35). Hayakawa,
parakorteksteki liflerin ylzey alaninin %10’unun IDH, makrofaj ve lenfositler
gibi FRH disindaki hicreler ile kapli oldugunu belirtmistir. Hayakawa’'nin
sonuglarinin tersine parakorteksteki retikiler liflerin sarilmasinda kesintiler
oldugu bildirilmistir (74). Liflerin FRH ile sarilmasinin postnatal gelismenin ilk
bir kag giinll igcinde parakortekse 6zgll bir- adaptasyon olarak gergeklestigi,
medullada da FRH'lerin liflerle etkilestigi ancak onlan nadiren sardiklari
gdzlenmistir (25, 74). Retikiler liflerin kortekste ¢ogunlukla sarili oldugu ve
medullada godunlukla sarili olmadigi yéniinde géris birligi vardir (26). Sinis
déseyen hicrelerin de sinis limenine uzanarak retiktler lifleri sarip ag
olusturduklari belirtilmigtir (18). Sinusleri gaprazlayan lifler sinlis déseyici/
caprazlayan hiicreler tarafindan tamamiyle sarilidir (26). Korteksteki kanalcik
icindeki lifleri saran FRH kilifindaki agiklik ya da kesintilerin boyutu ve orani
ile ilgili farkli gorusler ileri sUrGlmastir. Yaptiklari deneysel isaretleme
galigsmalari sonucunda kanalcik boslugunun iglevi agisindan ikna oldukiari
icin, Gretz ve arkadaslan gibi Hayakawa ve arkadaslan da hiicre bariyerinde
bazi elektron mikroskop caligmalarinda gézlenen deliklerin gegici oldugu ve
IDH, makrofaj, lenfosit gibi yerlesik hicrelerce kapatildigi goérisiani
savunmuslardir (26, 30). Sivi ve sitokinlerin kanalcik icine nasil girdigi
konusunda da cesitli goérusler ileri strilmektedir; bunlardan ilkine gore
transsitoz mekanizmasinin ¢alistigi; materyalin sinlis duvarindaki fibroblastik
retikler hucreler tarafindan endositoz yolu ile alindi§i savunulmaktadir.
Kanalciklara pencereli kapillerler araciligiyla transudasyon yoluyla sivi girisi

de ikinci bir gérus olarak ortaya konmustur zira subkapsiler sintisin hemen
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altinda bu tir kapillerler izlenmektedir. ligi gekici olarak yiizeyel kortekste
subkapsduler sintsten YEV'e uzanan bazi lifler bu kapillerlerle kesigmektedir.
Intralenfatik olarak verilen molekiiler igaretleyicilerin sadece sinislerde ve
kanalcik icinde degil, periventler kanallarda, yilksek endotel hicreleri
arasinda ve YEV lumeninde de bulunmasi ancak parankim igine sizintinin
minimal bir dizeyde kalmasi kanalciklarin YEV’e kadar tamamiyle FRH’ler ile
sarili  oldugunu dustindurmistir. YEV ¢evresinde kanalcik liflerinin
periveniiler kanalin igindeki liflerle karistiklari ve periveniler kanalin spiral bir
sekilde iriterendoteliyal baglantilara kadar uzandigi bildirilmigtir. Bu gézlemler
periveniler kanali da igine alan kanalcik sistemi igindeki materyalin
parankimden tamamiyle izole edildigi géruginiin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur (26). Kanalcik sivisi ve igindeki ¢oziinmis sitokinlerin kanalcikdan
esas c¢ikis yeri yukarida tanimlandidi gibi YEV’lerdir. C6ziinebilen maddelerin
YEV'in limenine gegisinin endotel transitozu ile ya da YEV'deki endotelarasi
baglantilarin tek yénli gegis saglayan kapaklari araciligiyla gergeklestigi ileri
sUrulmustar (25).

FRH'ler tarafindan c¢evrelenmis kanalciklar yapisal olarak ancak
elektron mikroskobu diizeyinde belirlenebilmektedir. Bu c¢aligmada
kullandigimiz CIO yéntemi ile ince yapi diizeyinde yaptigimiz gézlemler
hiicrelerdeki (+) reaksiyon sayesinde kanalciklarin gok daha kolay ve ayrintili
tanimlamalarinin  yapilmasina olanak vermistir. Bdylece 6zellikle
parakortekste daha yodun olmak {izere FRH uzantilan tarafindan
cevrelenmis ¢ok sayida kanalcigin varligi belirlenmistir. FRH uzantilari gok
ince ve kanallarin ¢aplari da genelliikle gok kiiglik oldugundan ¢ogunlukia bu
kanalciklarin enine ve oblik kesitlerine rastlanmis, uzunlamasina kesitler ise
daha az siklikta izlenmistir. Bu gézlem FRH uzantilarinin tg¢ boyutlu yapisinin
ince hiicre uzantilarindan olugsmus niteligini de yansitmaktadir. Bu ¢aligmanin
hedeflerinden biri, daha énceki ¢alismalardan bazilarinda ileri strtldiga gibi
kanalcik sisteminin kesintisiz bir kapali sistem olup olmadigini belirlemeye
yonelik veriler elde etmek olmustur. Ozellikle uzunlamasina kesitlerin buyik
bliyitmede yapilan incelemelerinde kanalciklarin retikdler lif ve homojen

goérinimde diger hiicre digl matriks bilesenlerini igcerdigi ve gogu durumda
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kesintisiz olarak FRH uzantilari ile sarildigi gézlenmistir. Hatta bazi kesitlerde
kanalcik duvarini olugturan komsu FRH uzantilarinin birbirleriyle yapisal
iligkileri de gézlenmistir. Enine ve egik kesitlerde c¢ok biylk oranda
kanalcigin FRH'lerce c¢epegevre sarildigi gozlenmigtir, ancak duvarda
herhangi bir kesinti olup olmadidina yénelik yapilan ayrintili incelemelerde
kanalcik igindeki retikuler liflerin yer yer FRH'lerce sarilmamis oldugu diger
tim alanlarda lenfositlerin FRH’lerle temasta bulunmasina kargin bu
tanimlanan bolgelerde lenfositlerin dogrudan hicre digi matriks ve retikller
liflerle temasta bulunduklan goriilmastir. Yukarida deginildigi gibi daha
onceki galigmalarda 6zellikle medullaya komsu bdlgelerde ya da medullada
FRH’lerin kanalciklari tumiyle sarmadidi bildirilmigti. Ancak bizim
gozledigimiz kesinti alanlari parakortekste yerlesmisti ve boyutlar
mikrometrelerle Olgllebilecek diizeydeydi. Bu g&zlemierimiz kanalciklarin
mutlak kesintisiz bir sistem olusturmadiklarini géstermektedir. Ek olarak,
kanalcik duvarinin bazi bélgelerde makrofaj uzantilan tarafindan da sarildigi;
dolayisiyla kanalciklarin sadece FRH'ler tarafindan sarilan kapali bir sistem
olmadiklari gérilmistir. Ancak kanalciklara iligkin diger ince yapi
bulgularimiz &énceki arastincilarin bildirdiklerine paralellik géstermektedir.
FRH uzantilarinin arasina yerlesik, icinde lenfositlerin bulundugu koridorlarda:
daha 6nce bagka aragtirmacilarin da bildirdigi gibi fibriler bir ara madde
bilesenine rastlanmamistir.

Lenfositlerin lenf diguma igindeki gé¢ yollarinin belirlenmesi lenf
diguma islevinin daha iyi anlasilmasini saglayacagindan bazi aragtirmacilar
ilgilerini organin kan ve lenf damarlari Gzerinde yogunlagtirmiglardir. Okada
ve arkadaslarinin elektron mikroskop ve konfokal lazer tarama mikroskobu ile
yaptiklari bir calismada lenf diagimindeki lenfatikler, kan damarlari ve
aralarindaki iliski gésterilmeye galisiimistir. YEV'lerin follikGilerin arasinda ve
perifollikiiler alanda bulunduklari, korteks kapillerlerinin dogrudan YEV'ler ile
birlestikleri ve kortikomedadiller bileskede YEV’lerin aniden medulla venllerine
déndstikleri gdzlenmistir.  YEV'lerin  oldugu bdlgede kapillerlerin  bol
bulunmasi gé¢ eden ve yerlesik lenfositlerin metabolik ihtiyaclan i¢in gerekli

maddeleri sagladi§ini distndurmistir (53). Isik mikroskobu ile yaptigimiz
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incelemeler sirasinda postkapiller ventiller ve YEV'ler arasi gegis boélgelerine
ait kesitler izledik. Bu gegis bélgelerinde yiiksek endotelli veniilden klasik
yassi endotel hiicrelerine gegisin ya da tersinin yukarida deginilen
arastiricilarin belirttigi gibi gok ani olarak gergeklestigini gézlemledik. Diger
bir deyisle bu tip gecis bdlgelerinde yassi endotel &ritistiniin aniden yiiksek
boylu endotel hiicrelerine déniigtigtni gordik.

Yuksek endotelli vendllerin gevresinde damarlari gevreleyen fibrilden
zengin matriks ultrastriikttrel olarak FRH'lerden ayrilamayan perisitler ile
sarilmistir (35). YEV'leri saran fibriler kiliftaki pencerelerin bu bélgedeki hiicre
trafigini ydnlendirdigi dtigtiniimektedir (53). | |

YEV endoteli ile perisit arasinda yer alan dar kanal “periveniiler kanal
(PVK)" olarak tanimlanmigtir. PVK ve FRHler birlikte periventler kilifi
olustururlar. Elektron mikroskop ile periveniler kanal ince kollajen lif ve
hiicrelerarasi madde tabakasi olarak gérilir. Lenfositler spiral bigimde
FRH’yi takip ederek periveniler kanaldan g¢ikarlar. Periveniler kanal
lenfositlerie kanalcik ile iletilen materyalin kargilastiklari bélgedir. Periveniiler
kanal icindeki kanalcik sivisi ve hiicrelerarasi maddeden zengin gevre
lenfosit gogli ve hatta farklanmasini etkilemekiedir (26). Gretz ve
arkadaglarinin siganlarda yaptigi bir caligmada florofor ile isaretli cdziinebilen
molekillerin deri altina enjeksiyonuyla bu molekiillerin bélgeyi direne eden
lenf digimlerindeki dagilimi arastinilmigtir (27). Distk molekdl agirlikli lenf
kaynakli materyalin, perivenller kanali ve ylksek endotel hicreleri
arasindaki alani doldurdugu, lenfositlerin YEV limeninden parankime bu
bosluklarin iginden géc¢ ettikleri gdzlenmigtir. Dusilk molektil agdirlikh
molekillerin ylksek endotel hicrelerinin arasindan limene gegisleri
izlenmistir (27).

YEV'den lenfosit gé¢l igcin endotel hiicresi icinden ya da hlicreler
arasindan olmak Uzere iki yol o6nerilmistir. Lenfositler YEV limeninden
sinuslere hareket ederken periveniler kanallardan ve koridorlardan gecerler.
Bu gecis YEV endoteli, periveniiler kanal, FRH ve sinlis déseyen hiicrelerden
gé¢ ile mimkin olur. YEV'deki interendoteliyal baglantilar flep benzeri

kapaklar icerir ve lenfosit ve sivinin ters yonde gegisine izin verdigi ileri
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strtimistar (26). YEV endoteli arasinda sitokinlerin damar igine ve
lenfositlerin de lenf dugiimiine gecisine olanak saglayan bu tir bir kapak
yapisi (flap-valve junction) tanimlanmistir (1). Normal sigan lenf diigiimtnde
lenfositlerin YEV duvarindan ve bazal membrandan perivaskller alana
diapedez yoluyla gég¢inin incelendigi bir calismada bu gégiin endotel
hiicreleri arasi baglantilar yoluyla gergeklestigi bildiriimistir. Lenfositlerin gé¢
ederken YEV endoteli hiicresi ile bazal membrani arasindaki subendoteliyal
alanda birikip hiicrelerarasi etkilesimden sonra bazal membrani gegtigi
dusunllmektedir. Subendoteliyal olarak biriken bu lenfositlerin YEV
hticresinin limene dogru ¢ikinti yapmasina neden oldugu belirtilmistir (64).
Afferent lenfte bulunan ¢6zinmis ya da hiicresel faktérlerin, YEV
morfolojisinin ve iglevinin surdirlilmesi i¢in gerekli olduu cok ©nceden |
bilinmektedir. Literatiirde derialti lenf diigiimiine gelen lenf akiminin kesilmeéi
ile YEV endotelinin yassilagtigi ve vaskiler adressinlerin ekspresyonunun
kayboldugu bildirilmistir. YEV endotelinin yassilagmasi iglevini kaybetmesi ile
sonuglanir ya da onun bir sonucudur. Céztnir maddelerin yaninda afferent
lenf ile gelen sinlis makrofajlarinin da YEV iglevini dlzenliyor olabilecegi
disindlmastur (81).

Isik mikroskobu diizeyinde yaptigimiz incelemelerde yiiksek endotelli
venlller, endotel hiicrelerinin tipik goériinimi ve duvarlarinda yerlesen
lenfositlerin varligiyla kolaylikla tanimlandilar. Klasik olarak bu damarlarin
parakortekste yerlestikleri bilinmektedir, ancak biz ¢ok sayida lenf digumi
Gzerinde yaptidimiz incelemelerde korteksin yiizeyel interfolliktiler
béliumlerinde  hatta subkapsiler sinise ¢ok yakin  komgulukta
bulunabildiklerini gézlemledik. Cogu follikiiliin koronasina yakin komgulukta
folliktili neredeyse kusatir tarzda YEV kesitlerinin bulunmasi da dikkatimizi
cekti. Bu bulgularimiz Okada tarafindan daha énce bildirilenlerte uyumiudur.
ClO yoéntemiyle ve imminohistokimya isaretlemeleriyle yaptigimiz
incelemelerde bu damarlarin tanimlanmasi ve dagilimlarinin incelenmesi gok
daha kolay olarak gergeklestiriidi. CD105, CD54 gibi bazi antijenlerin
YEV'lerdeki glgcli ekspresyonu ve ozellikle CD54'tn YEV endotel

hicrelerinin lenfositlere bakan apikal yilizlerinde daha glicli eksprese
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edilmesi, s6z konusu antijenlerin lenfosit gég¢iinde rol oynayabileceklerinin bir
kaniti olarak degerlendiriidi. Gerek YEV endoteli gerekse g¢evreleyen
perisitlerdeki (+) reaksiyon bu damarlarin ince vyapi dizeyindeki
incelemelerinde ClO ydntemiyle hazirlanan preparatlarin daha ayrintili bilgi
vermesini sagladi. Yukarida tanimlanan perivendler kilifta yerlesik perisit ya
da FRH’lerin bazilarinda kanalciklarin bulundugu géraldii. Bu bulgu diger
arastiricilar tarafindan ileri striilen kanalcik ve periventler kanal iligkisini
destekleyen gigli bir bulgu olarak degerlendirildi. Endotel hiicrelerinden
lenfosit gbgline ydnelik olarak yaptiimiz incelemeler hiicre gé¢iiniin endotel
hiicresi sitoplazmasi iginden gergeklestijine yoénelik kanitlar icermekteydi.
Codu yayinda diapedezin interselller araliktan gergeklestigi savunulmustur,
ancak bizim goézlemlerimiz hlicre goég¢iniin en azindan her iki yol ile de
gergeklestigini dustndiren gigli kanitlar icermektedir. Incelemelerimiz
sirasinda endotel ©6rtlisinl asan lenfositlerin bazal kompartmanda
gorulmesiyle birlikte gcevreleyen perisit uzantilarinin arasinda da géc¢lni yeni
tamamlamis lenfositlerin varligi da dikkati ¢ekti. Bu tir aktif go¢ strecinin
gerceklestigi bélgelere ait kesitlerde duvarda ve bazal kompartmanda ¢ok
sayida g6¢ eden lenfositle birlikte perisit ya da fibroblastik retikller hiicre
uzantilarinin arasinda ¢ok sayida diziler halinde lenfositin bulundugu izlendi.
Yogun go¢ slreci yagsanan YEV'lerin gevresini kusatan perisitler arasindaki
lenfositlerden bazilarinin gég ettiklerini diisindurir yapi kazanmig olmalari ve
bu uzanti tabakalarini agiyor gérinimindeki bigimleri lenfositlerin YEV
duvarindan goé¢ ettikten sonra hareketlerinin perisit-FRH uzantilarinin
sinirladigi  kompartmanlarla sinirli  kalmayip belli alanlarda daha dis
kompartmanlara dogru gergeklestiginin de bir kaniti olarak degerlendirildi.
Daha sinirli sayida hiicrenin gég ettigi diger bazi YEV'lere ait kesitlerde ise
periveniler kompartmanda perisit uzantilari ile birlikte belirgin oranda ara
madde bilesenlerinin oldugu géruldi. Bu bélgeye 6zgi ilging bir gdézlemimiz
bazi perisit uzantilarinin ¢epecgevre eksternal laminayla g¢evrelenmis
olmalarina karsin digerlerinin yalnizca bir ylziinde bazal lamina oldugunun
gorulmesiydi. Baz arastirmacilar FRH’lerin sadece kanalciga bakan yiizinde

bazal lamina oldugunu bildirmis ve bunun bu hiicre grubunun epiteliyal
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niteligini yansittigini ileri strmislerdir (35). Goézlemlerimiz, periveniler
kompartmanda yerlesik perisit ya da FRH’lerin en az bir yiizlerinin bazal ya
da eksternal laminayla g¢evrelendigini ortaya koymaktadir. Bu iki veri birlikte
degerlendirildiginde ¢epegevre dis lamina ile sarilmig hiicrelerin klasik perisit
tanimina uyduklari ancak bir ylziinde bazal lamina bulunan hicrelerin
FRH’ler olabilecekleri; gok biyiik benzerlik gésteren bu iki hiicre grubunun bu
nitelikleriyle ayrilabilecekleri savunulabilir. Kanalcik tanimint  yapan
aragtincilarin goérisleri dogrultusunda bir degerlendirme yapildijinda s6z
konusu bazal laminanin kanalciklarin igindeki bazal laminanin bir devami
oldugu dusundlebilir. Ancak yaptidimiz incelemelerde periveniler kanala
agllan bir kanalcik agzi gézlemlememis oldugumuzdan bunu kesin olarak
sOylemek oldukga gigtar.

Okada ve arkadaslar elekiron mikroskop ve konfokal lazer tarama
mikroskobu ile damarlara yoénelik yaptiklari yukarida da deginilen
calismalarinda lenf sinislerinin [imene giren ve limeni ¢aprazlayan bir ¢ok
retikiler hiicre ve retikiiler lif igerdiklerini gézlemlemislerdir. Subkapsiiler
sintGst kapsllin i¢ tabakalarindan dis kortekse uzanan retikiler liflerin
olusturdugu ince agin gaprazladigini bildiren aragtirmacilar, bu liflerin
subkapsiiler siniis i¢ duvarinda bulunan deliklerden gegctigini gézlemiglerdir.
Icinden retikller liflerin gectigi bu deliklerin perifollikiller alan (zerinde
follikller alan (zerinde olduundan daha dar oldugu g&rulmistar.
Arastirmacilar germinal merkez ile perifollikiiler sinlsler arasinda gegis
oldugunu; bazi germinal merkezlerin ise direkt olarak subkapstiler sinis ile
baglantt kurdugunu; korteksteki kapillerlerin lenf sintslerini gegebildiklerini ve
YEV'lerin lenfatik bosluklarla baglantisi oldugunu bildirmislerdir (53). Diger bir
calismada sinis doéseyen hicrelerin sinlis endotelini olusturduklari, asit
fosfataz ve non-spesifik esteraz aktivitesi gosterirken, kan damarn
endotelinden. farkli olarak alkalen fosfataz aktivitesi g&stermedikleri
belirtiimigtir (18).

Daha 6nce FRH’ler ile yapisal ve iglevsel iligkilerine deginilmis olan
sinls doéseyen hicrelerin klasik endotel hiicreleri mi yoksa modifiye FRH'ler

mi oldugu yéniinde farkli gérisler vardir (26). Fare lenf digimiinde ClO ile
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fiksasyondan sonra isik ve elektron mikroskobu ile sinlis endotel hticreleri
incelenmigtir. Bu ydntem ayrica organin iskelet gatisini olusturan ve lenf
digumindeki temel stromal hiicre olan FRH'leri de isaretlemektedir.
Arastirmacilar dendritik sinlis endotel hticreleri gézlendigi gibi sinis endotel
hicreleri ile FRH arasi formlar da gézlendigini belirtmiglerdir. Bu
arastirmacilar sintis endotel hcrelerinin FRH’lerle ortak yakin yapisal
ozelliklerinin olmasi ve ara yapisal ozellikler gésteren gegis hicrelerinin
varligl nedeniyle sints endotel hlcrelerinin sinis adventisyasinda yerlesmis
olan FRH’lerden kdken aldiklarini distinmuslerdir (9). Fare lenf dugimlerinde
sinUslerin kesintili tek tabakali bir siniis endotel hiicresi ortlst ile doseli
oldugunu bildiren bu arastirmacilar komsu parankimdeki FRH’lerin sinis
endotelinin kesintiye ugradigi alanlarda limen igerigi ile dogrudan iligkide
olduklarini belirtmiglerdir (9).

Sinus duvarinin yapisi ve FRHlerle iliskisi lenf sivisinin lenf dugimu
icindeki dolanimi igin belirleyici énem tagimaktadir. Lenf sivisi igindeki
antijenler ve hicrelerin kortikal parankime girip girmedidi ile ilgili de gesitli
gorusgler ileri strtlmistur. Son yillarda Gretz ve arkadaslarinin siganlarda
yaptigi yukarida so6zii edilen bir calismalarinda, florofor ile igaretli
¢6zlinebilen molekillerin deri altina enjeksiyonuyla bu molekdllerin bolgeyi
direne eden lenf dugumlerindeki dagihmi arastinimistir (27). Lenf kaynakli
¢6zilinebilen molekdllerin lenf digumi parankiminin her yerinde yaygin
dolanimindan ¢ok, lenf diguminin T-badimh alani iginde yefle§tigi
gosterilmistir. Céziinebilen molekdllerin subkapsiler sintisten kortekse girigi
molekiiler blytkliklerine bagh bulunmus, yiiksek molekdl agtrlikli molekiiller
kortekste belirlenemezken disik molekil agirlikli molekller retikiler agda
ve YEV'lerde gozlenmigtir. Duisiik molekil agirlikii molekiillere ait floresansa
T-bagimli  korteks alanlarindaki lenfositlerin arasinda sinirli  olarak
rasttanmistir. Bu bulgular dogrultusunda arastiricilar, protein ve
polisakkaritlerin lenf sivisindan lenf dugimu parankiminin igine sizmasini
sinirlandiran iglevsel bir bariyerin varliina dikkat ¢ekmiglerdir. Florofor
isaretli lektinler, lenf kaynakli materyalin hareketinin subkapsiler sinisten

YEV’e dogru oldugunu gostermistir. Florofor igaretli kemokinlerin (6rn. MIP-
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1a-FITC) de sinislerden retikller ag (kanalcik) araciligiyla YEV'lere ulastigi
izlenmistir. Bu bulgulara bagli olarak aragtirmacilar lenf kaynakl ¢ézinebilen
molekillerin lenf dugumi korteks parankimine (T-bagimli alan) giriginin sinirli
oldugunu ve disik molektdl agirlikh lenf kaynakli ¢éziinebilen molekdilerin
kanalcik aracihdiyla hizla lenf diagimia korteksinden gegerek YEV'e
ulastiklarini savunmuslardir. Bu bariyerin lenf kaynakli materyalin korteks
parankimine girigini sinirlamasinin lenfosit mikrogevresini koruyarak, korteksi
bagisiklik yanitini bozan, zayiflatan maddelerden izole ettigini, bunun da lenf
dagumi islevleri agisindan olduk¢a é6nemli oldugunu belirtmiglerdir (27)..

Subkapsiiler siniisin parankime komsu duvarinda yuvarlak
pencerelerin varligint gézleyen Ohtani ve arkadaslari bu pencerelerin antijen
velveya serbest hiicrelerin afferent lenfatiklerden parankim igine gegislerini
sagladigini géstermeye calismiglardir. Arastirmacilar bu amagla periton
bosluguna enjekte edildikten sonra hizla lenf dugimuine giren TRITC+jelatinin
lenf yollarindaki seyrini konfokal mikroskop ile incelemiglerdir (52).
Arastirnicilar TRITC-jelatini subkapsiller siniisde izledikleri gibi, korteksin
intersitisyumunda lenfositler arasinda da goézlemislerdir. Bu gézlemlerine
dayanarak antijenlerin, 'antijen sunucu hicrelerin, sivi ve makromolekllerin
immiin yaniti baglatmak {izere pencereli sinlis duvarindan kortikal parankime
serbest olarak girebilecegini savunan arastirmacilar, SEM ile yaptikian
incelemelerde kollajen liflerin sinls retikiler hicreleri ile sarilh olarak
subkapsiler sintisi caprazladidini da bildirmiglerdir.

Sican mezenterik lenf diigiminin hem konvansiyonel yéntem ile hem
de maserasyon sonrasi tarama elektron mikroskobu (SEM) ile incelendigi bir
calismada masere ediimemis oérneklerde subkapsiiler siniisiin ig yiizeyinin
siniis déseyen hiicreler ile doéseli oldugu ve ince kilfin kapsul tarafinda
devamli iken parankim tarafinda kesintili oldugu gézlenmigtir. Subkapsiler
siniisiin parankime komsu duvarindaki izlenen yuvarlak pencerelerin
hiicrelerin ve/veya antijenlerin sinlisten parankim igine gegisine olanak
verdigi dUsUnllmistar. Subkapsiler sinlis liimenini g¢aprazlayan retikiler
liflerin tamamiyle retikliler hiicrelerin uzantilan ve hiicre gévdeleri ile sarili

oldugunu bildiren aragtirmacilar sints retikiller hicrelerinin sinlis dégeyen
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hucrelerden kaynaklandiklarini savunmuslardir. Arastirmacilara gére dig
korteksteki retikiler lifler tamamiyle retikiiler hiicre uzantilari ile sarili degildir;
damarlar da retikiler lif agi ile devamli kollajen liflerden olugan dantel benzeri
kiliflar ile sarilidir. I¢ kortekste ise retikiler liflerin hemen hemen tamamiyle
retikliler hiicre uzantilan ile sanli oldugunu belirten aragtirmacilar retikiler
lifleri agiga cikaran az sayida kiiglik delik gézlediklerini bildirmiglerdir (74).
Arastirmacilarin bu son gézlemleri, yukarida degindigimiz gibi ¢calismamizda
kanalcik duvarinda izledigimiz kesinti bélgelerinin varligina bir destektir.

Bu calismada gerek isik, gerek elektron mikroskop gerekse siniis
endotelini igsaretleyen antikorlarla yapilan imm{nochistokimya incelemelerinde
subkapstiler siniis dis yaprak endotel értisiinin kesintisiz oldugu dis ve i¢
yaprak arasinda sinlis gaprazlayan hicre uzantilarinin oldugu, ancak i¢
yaprak endotel ortlistiniin kesintisiz ve diizenli bir yapi géstermedigi géraldi.
Subkapstiler siniistintin digtan paralel diizenlenmis birka¢ sira fibroblast ve
kollajen demetierce desteklendigi belirlendi. Subkapsiler sinise yonelik
yapilan ayrintili incelemelerde gaprazlayan hiicrelerin bir bdliminin dis
yapragi déseyen endotel hicreleriyle bir bélumunin de i¢ yapradi déseyen
endotel hicreleriyle yapisal devamlilik gésterdikleri gézlendi. Limende
yerlesik caprazlayan hiicre kesitlerinin ortasinda retikiler liflerin bulundugu
bu lif demetlerini tamamen hiicrelerce sarildi§i belirlendi. Diizensiz yapisi
nedeniyle i¢ duvan ddseyen endotel hiicreleri gogunlukla giglikle segildi.
Elektron mikroskopta az sayida incelenen bu tir hiicrelere ait incelemelerde
sinls gaprazlayan hiicrelere benzer bicimde bunlardan bazilarinin retiktler
lifleri cevreledikleri saptandi. Imminohistokimyasal incelemeler de i¢ duvari
doseyen hicrelerin kesintili bir 6rti olusturduklari izlenimini destekler
nitelikteydi.

Caligmamizda lenf digiminin ana elemani olan lenfositlerle birlikte
diger ©6zel hiicre gruplan ve vyapilara ybnelik imminohistokimyasal
incelemelerimiz bu hiicre gruplarinin antijenik profilini belirlememizi de
sagladi. Kullandigimiz genis panele ait antikorlardan bazilarinin bu hiicre
gruplari igin 6zgul isaretleme gésterdikleri, diger bir grubunun ise farkli hicre

gruplarinda bulunduklari belirlendi.
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Klasik T lenfosit antijenlerinden CD2, CD3, CD4, CD7 ve CD8'in T-
bagimli alanda yerlesik lenfositlerde isaretleme yaptig: géruldi. Bunlardan en
yaygin CD3 olmak lzere CD2 ve CD7’nin parakorteks ve interfollikiler
alandaki hemen hemen tiim lenfositleri igaretledigi belirlendi. CD4 ve CD8’in
ise T-bagimli alandaki lenfositlerden bir bélimind isaretledigi saptandi.
Folliktillerde de az sayida CD4 (+) lenfositin yerlestigi gérlldi. CD43 ve
CD50 molekilleri ise germinal merkezdeki ¢ogu hiicre hari¢ organdaki
hemen hemen tim lenfositlerde mevcuttu. CD43 koronada daha az sayida
hicreyi isaretlerken, CD50 6zellikle germinal merkezin koyu kutbundaki
hiicrelerde mevcut degildi. Bu dagilim s6z konusu antijenlerin ézellikle bazi B
lenfosit alt gruplarinda bulunmadigini géstermekteydi.

Makrofajlara yoénelik incelemelerimizde bu hiicrelerde bulundugu
daha o6nce bildirilen CD7, CD11c, CD13, CD54, CD68, CD71 ve CD99
antijenlerinin bazilarinin tim makrofaj alt gruplari, dierlerinin ise bir kisim
makrofaj tarafindan eksprese edildigi saptanmistir. Henliz &6zgullugu
tanimlanmamig 2D7, HI272, HI277 ve E63-880 monoklonal antikorlarinin da
makrofajlarda bulunan antijenleri isaretledigi gérilmustir. Bunlardan E63-880
makrofajlarin yanisira FDH, FRH ve siniis endotelini de isaretlemistir. Bu
antijenin FDH, FRH ve sinlis endotelinde bulunmasi bu hicre gruplari
arasindaki iliskiyi gésteren diger bir kanit olarak degerlendirilebilir.

Calismada imminelektron mikroskobu yéntemi kullanmadigimiz igin
IDH'lerin kesin olarak tanimlanmasi miumkin olmamigtir. Ancak, CD11c ve
CD68'le yapilan isaretlemelerde parakortekste yerlesik, dar sitoplazmalar ve
derin gentikli ¢ekirdekleri ile makrofajlardan ayirt edilen bir grup hiicrenin
reaktif olduklari gortildu. Bu huicreler IDH'ler olarak degerlendirildi.

Daha oénce deginildigi gibi FDH ve FRH'lerin bazi antijenleri
paylastiklari, digerlerinin ise sadece bu hiicre gruplarindan birinde bulundugu
belirlendi. Ancak, FDH’lerin pansitokeratin, FRH’lerin ise vimentin
bulundurmalar ilging bir bulgu olarak dikkatimizi ¢ekti. Benzer sekilde B-D46
ile isaretlemede sadece FRH’lerin (+) reaksiyon vermeleriyle bu iki hiicre

grubu net olarak ayirt edildi.
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Calismamizda sinis endoteli ve sinls g¢aprazlayan hiicrelerin reaktif
olduklan antijenleri saptamaya galistik. Sints endoteli ile reaksiyon g&steren
antijenler CD31, CD49a, CD49c, CD49e, CD49f, CD63, E63-880 ve 80373
olarak belirlendi. Bunlardan 6zellikle CD31, CD49a, CD49c ve 80373’tin hem
sinls ddéseyen hem sinls ¢aprazlayan hiicrelerde glglii olarak bulunduklari
goruldi. Bu antijenlerden bazilarinin yukarida deginilen FRH'lerde bulunan
antijenler oldugu; diger bir deyisle her iki hicre grubunun ortak antijenler
barindirdiklari saptandi. En gok igaretlenme gdésteren hiicre grubunu damar
endotel hucreleri olusturmaktaydi. Bu hiicrelerde bulunan antijenlerin CD31,
CD36, CD49a, CD49c, CD49%e, CD49f, CD54, CD62P, CD63, CD90, CD99,
CD105, CD109, CD143, CD146, B-D46 ve 80373 oldukiarn belirlendi.
CD143’'tn lenf dugimu damar endotelinde varligi ilging bir bulgu olarak
degerlendirildi. CD31 ve CD36 antijenleri igin yapilan immin isaretleme de
organda yerlesik kiigiik damarlarin dagiliminin ayrintili olarak izlenmesini
sagladi. FRH-sinlis endoteli antijenik profilinde oldugu gibi; damar ve sinis
endotelinin de ortak bazi antijenleri barindiran iki htcre grubu olduklari
goruldu. Séz konusu antijenierin iglevlerine bagl oldugu distnilen bu durum
her iki hicre grubunun bazi yodnleriyle benzer iglevleri yerine getirdigini
distindiirdii. Diger bir deyigle, sinlis endotel hiicreleri hem FRH'ler, hem de
endotel hicreleriyle ortak yanlari olan bir hiicre grubu olarak saptandi.

YEV endotel hucrelerinin de endotel hiicrelerinde bulundugu belirtilen
antijenlerin hemen tamamini eksprese ettikleri gérldii. Bu antijenlerden
CD54 (ICAM-1), CD105 (endoglin) gibi bazilari guglii olarak eksprese

edildikleri YEV’lerin tanimlanmasina oldukg¢a yardimci oldu.
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SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak yaptigimiz incelemeler,

Lenf dagimiindeki FRH aginin (refiki]ler ag) incelenmesi i¢in CiO
ybntemi ve belli antijenler igin yabllan immin isaretlemelerin oldukca
yardimc! oldugunu, o

Retikiiler agin subkapsiiler siniisiin hemen altindan baglayarak follikiiller
arasindan daha yaygin olarak bulundugu T-bagimh bélgeye kadar
uzandigini, | o

FRH uzantilari iginde daha &nce kanalcik olarak tanimlanan retikiiler
lifleri barlndl.ran béliimlerin oldugunu,

Biyik oranda FRH'ler tarafindan sarilan kanalcik sisteminin lenfoid
parankimden kesintisiz bir duvarla ayrilmamis oldugunu ve lenfositlerin
yer yer retikuler liflerle temasta bulundugunu,

Bu kanalcik sisteminin sintsler ve yilksek endotelli veniillerle yapisal
iliskide oldugunu, ‘

Kapiller-YEV gegcisinin ¢ok keskin bir yapisal degisiklikle gergeklestigini,
YEV duvarindan gégiin transseliler olarak da gergeklestigini,

Parankime gé¢ eden lenfositlerin periventler kanalda diziler
olusturdugunu ve bir kag sira perisit—FRH'tarafmdan cevrelenmis bu

bolgede tabakalar arasi gé¢lin de gergeklestigini,

‘Subkapsiiler sinls dig yapraginin késintisiz, ic yapraginin kesintili

endotel 6rtiisii tarafindan sarildigini ve siniis. limeninde retikiiler lifleri
saran sinlis ¢aprazlayan hicrelerin bulundugunu,

Organda vyerlesik hiicre gruplarinin antijenik profillerinde 6nemli
farkhiliklarin oldugunu, ancak bazi hiicre gruplarinin ortak antijenler
icerdigini, :

YEV endotel hicrelerinin liminal zarinda yd@u,n CD50 ekspresyonu
oldugunu, molekiliin YEV duvanndaﬁ hiicre Qégﬂnde rol oynayan dnemili

bir molekiil olabilecegini,
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12. CIO yéntemi ve secilmis antijenleri kullanarak yapilacak immiin
isaretlemelerin organin  farkh bilegenlerinin  tanimlanmasini
kolaylagtirdigini ortaya koymustur.

Bu bulgularimiz, ileride yapilacak galismalar igin organin heniiz
tumiyle anlagilamamis yonlerine 11k tutacak niteliktedir.

Retiktler agi ayrintili olarak ortaya koydugunu belirttigimiz yéntemler
ileride yapilacak U¢ boyutlu rekonstriksiyon caligmalarina 6nemli katki
saglayacaktir. YEV duvarindan gécin transseliiler ya da interselliiler olarak
gerceklestigine yonelik gbzlemler yine seri kesitlerde gergeklestirilecek ¢
boyutlu analiz caligmalarinda kesin sonug¢ elde edilmesini saglayacaktir.
Kapsill ya da kapsil digina uzanan retikiiler lifler aracilijiyla bir madde
taginip taginmadiginin saptanmasi ve bu yolla da lenf digimi parankimine
girig olup olmadiginin belirlenmesi igin bu bdlgeye verilecek isaretlerin
izlendigi deneysel calismalar yararli olacaktir. Kanalciklar ancak ince yapi
diizeyinde gosterilebildigi icin bu yapilarin islevlerini agiklamaya yo&nelik
calismalarin immunoelektronmikroskopi isaretlemeleriyle gercgeklestiriimesi

uygun olacaktir.
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