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I-6 I R I s
Iolo Lenfositler

Kanin gekilli elemanlarandan lokositler kapsaminda
bulunan lenfositier vucut savunmasinda rol alan hiicreler-
dir, Lenfositler morfolojik olarak genellikle oval, 8-12
mikron arasinda gaplari olan, yofun bir niikleer krométin
ve ince bir sitoplazma iceren hﬁcrele’rdir° Sitoplazmala-~
rinda glikojen, mitokondrisel enzimler ve lizozomal hidro-

lazlar yer alar.

Kemik iligindeki stem hdcrelerlnden kaynaklanan len-
-f051tlerin bir kisma timus yolu ile programlanarak geligim-
lerini tamamlarlarive periferal dokulara gegerler, Bu hﬁc—_
relere T-lenfositleri adi verilir; viicutta hiicresel bagi-
gikliktan sorumludurlar. Kemik ilifinden ayrilan diger bir
grup stem hilicreleri isé periferal lenfoid dokulara geger

.~ ve insanda, kuglardaki Bursa Fabricius'a egdefer bir len-
foid dokuda (8rnegin: kemik ilizi) farklilagma gostererek
B-lenf051t1er1ne dbniigiirler, B-lenfositleri, hlimoral immii-
niteden sorumlu hiicrelerdir, Lenfositler kapsamina giren

ligtincli hiiere grubu da "Null® lenfositler adini almaktadir (1).
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Son gzamanlarda yapilan galigmalarda , Null lenfosit-
lerin membranlarlhﬂaki paralel tﬁbuler_dﬁzenlerin morfo-
lor;j'ik.belirleyici olarak kullanilabilecegi ve difer iki -
lenfosit grubundan ayird etmede yararlanllabilecegi tne

stirtilmektedir (2).

Boylelikle, T, B ve Null lenfosit olmak izere ﬁ§.a1t
siniftan olugan lenfositlerin sayisal deferlendirilmesin-
de ylizey belirleyicileri esas alinir, T-lenfositleri igin
yﬁzej belirleyicileri-

1, Koyun eritrosit reseptorleri, ve

2. Yiizey ant13en1er1'dir°

Bunlardan bagka T-lenfositleri zarsal ATPaz enzimi
igerirler,. 7

| B-lenfositleri i¢in yizey belirleyicileri:

ls Ylizey immiinoglobiilinleri |

2. Kompleman reseptdrleri

3e Fd-reseptﬁrleri, ve _ _

4. Eritrosit reseptsrleri'dir, (Sensitize edilmig ko-
yun eritrositleri vé fare, maymun eritrositleri).

'B—lenfositleri, ayrica, zarzal 5'niikleotidaz enzimi

igerirler,

Null lenfositler ise yilizey Hzelliklerl acisindan gok
tiirellilik (heterogenity) gbstermektedir ve ©zellikleri

halen tam bir agiklik kazanmamigtir (1).
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P-lenfositleris Timusta iglem giren ve bu iglem si-
'rasinda yﬁzeyrﬁzellikleri've etkinlikleri deéisgn T-lenfo-
gitleri périféral lenfoid dokularda yer alirlar, Bliyiik |
oranda lenf bezlerinin paraskortikal bdlgesinde ve da}aéin
beyaz pulpas;nda_peria;teriblar kegiminde yerlegirler.
T41enf§sit1eri, fakﬁltatifiorganizmalara ’ doku.ve organ
graftlarlna ve geﬁitli viral enféksiyonlara karél olusan
bagigik etkinliklerde (gecikmig hipersensitivite gibi)osnem-
1i rol oynarlaf (3). Radyoaktif belirleyiciler, kromozom
ve yﬁzey antijenik belirleyicileri kullanarak, lenfositle-

rin, T-lenfosit dl% grubunun olugturmak Uzere timustan

periferal dokulara gid¢ ettigi saptanmistir, Timus lenfosit
lerinin goZu bagigiklik agisindan tam olgunlaémamlgtlr ve
antijene cevap olugturaméz. Bu farklilik da timustaki len-
fositten periferal dolagimdaki T-lenfositlerine gegigte

bir difer farklilagma adiminin oldufunu digiindiirmektedir

(4).

. Balenfoéitlerié Yiizey immiinoglobiilinine sahip olmasi
‘ile diger iki lenfosit alt grubundan kolaylikla ayird edi-
len B-lenfositleri, antijenik uyarim kargisanda farklilas-
maya uZrar ve immunoglobﬁlin_salabilen plazma hiicrelerine
doniigiirler, Antijen ile uyaraim sonucu B-lenfositinin plaz-

ma hiicresine farklilagmasini zarda bulunan ve bir cegit
immunoglobiilin yapisinda olan bir resepttr yénlendirir, Bu

immunoglobiilin, 180 000 dalton molekiil agirliginda bir Igh
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monomeridiro'B;lenfositinin zarinda, daha sonra, dalakta-

ki farklilagma olaylari sairasinda IgD belirmektedir (5).

B-lenfositlerinin tim ylizeylne dagilmis olan bu im-

munoglobiilin molekiilleri, hiicre 37%C1aa tutuldugunda hiic-
renin bir kutbuna toplanmekta ve kutuplagma (capping) ada

verilen olay gergeklesmektedir. Kutuplasmanin hiicre yiize-

y1i resepturlerinin yeniden dagilimina olanak veren konfor
masyon deéigimlerinde etkili olmasi yaninda lenfositin
plazma hiicresine Tarklilagmasi sirecindeki iglemlerin bir

pargasini olugturmasi da sdz konusudur (3). Kutup olusum

hiicre zarainin akigkanliZa (fluidity) ile ilgili bir olay-

'dlr,
T.2, Bagigiklik Sisteminin fgleyisi:

Béélglk yanit, bir canlinin viicuduna antijen niteli-
gi olan yabanci bir maddenin girmesi halinde'organizmanln
olugturdugu 8zgiil bir yanittar (1). Iki tip baZisik yanit
saptanmigtar, Birinde antikor olusturﬁlurken {hiimoral ba-
f1g1k yanit) digerinde (hiicresel baélslk‘yanlt) antikor
olusumu gﬁzlenmez.‘ﬂﬁmoral baélglkllktan'sorumlu B-lenfo-
sitlerinin antikor salan plazma hiicrelerine dﬁnﬁéﬁmﬁnde

yardimel ve baskilayici T-lenfositleri etki gosterirler,



“Yardime! Baskiloyior -

A _ . -hucresi ~hiicrasi
i . ;
Monosit @
Ang Hicre %

25 ANTIKORLAR

N7 IgM 1gG

Kareog j9g a0
§

Organlgr Igk

Sekil 1: Hiicresel ve Himoral Bagrgiklaik Sistemleri

Timsa bagimli éntijenlare cevap olarak T-lenfositle-
ri yardameci veya baskilayici T-lenfositleri olarsk geligim
gbsterirler, Yardimecy T-lenfositleri ile zaranda IgM tagi-
yan B-lenfositleri arasindaki igbirligi sonucu IgG olug-
turan B-lenfositlerinin yéplml gerceklegir. BaZigiklak sis-
- teminde T ve B 1énfositlerine ek 6larék, makrofajlafa da
gerek duyulmaktadlr.-Antijehin makrofajla etkilesiminin 7
yardimel T-lenfositlerinin uyarimi ig¢in de gerekli oldugu
dilglinlilmektedir. Monositler ile lenfositlerin etkilegimi-
nin lenfosit proliferasyonunda tnemli bir adaim oldugu, lek-

tinlerle yapilan etkinlegtirme g¢aligmalariyla da saptanmig-

tir (6). Hlicresel ve hilmoral bagigiklik sistemleri Sekil

1'de sematize edilmigtir,
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I.3. Lektinler Hakkinda Genel Bilgi:

Lektinler yaklagik 90 yi1l dnce, kirmizi kiireleri kii-
melegtirme &zelliklerinin gtzlenmesi nedeniyle_"hemaglu-
tinler" olarak adlandirilms olan bir grup bitkisel pro-
teinlerdir, Daha sonraki galigmalar ise, lektinlerin sa-
dece kairmiza kiireleri degil, lenfositleri, fibroblastlar:,
spermatozoa'yi, bakteri ve mantarlari da kiimelegtirme 6#e1—

ligine sahip olduklarini gdstermistir (7).

Lektinler kimyasal yapilari acgisindan bﬁyuk farklilik-
lar gbsteren molekiillerdir, Amino asit bilegimi, molekiil
agirligl ve ﬁOIekﬁlei zellikleri agisindan biribirinden
gok degigik olan bu bilegiklerin oriak ytnleri protein ol-
malari ve biolojik etkinlik éﬁstermeleridir (8), Lektinleb
ayrica glikoproteinierin affinite kromatografisi ile saf-
lagtirilmasinda, kan hlicresi ayiriminda, kan grubu tayinin-
de kullanilmaktadir (9)., Bazi bitkisel lektinlerin kanser
hﬁcrelerihi agliitine ettikleri ancak onlarin neoplastik
olmayan ana hiicrelerine ayni etkiyi g@stermediklerl sap-
tanmigtar (10)s Bu lektinler plazma zarindaki farklilag-
ﬁalarxn caligilmasinda siklikla kullanalmaktadar (10,11,
12) . Farkli hiicrelerin lektinler ile agliitinasyonunun lek-
tine ozgl gekerlercé inhibe edilebildiginin gisterilmesi,
lektinlerin hiicre ylizeyinde ©zgil gekerlere baglandigi so-

- nucunu ¢ikarmigtir (8).
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Hiicrenin mitojenik lektinler ile tranformasyonu car-
pici deéisikliklere-yol a¢gmaktadir, Bu deéisimler-arasln—
da Snemle protein, RNA ve DNA sentezinde artmay: sayabi-
liriz, Ayrica yaZ asiti sentezi, karbohidrat metabolizma-
81 ve kﬁgﬁk_mdlekﬁllerin aliminda da artma oldugu bildi-
rilmektedir, Ozgiil inhibitbrler ile lektinin yizeyden
uzaklagtirilmasz gallgﬁalarlndan,‘tﬁm bu olaylérln lekti-
nin hﬁcre ylizeyine baglanmasi ile kisa bir siirede: gercek-
legtizi saptanmigtir (8). Bramwell ve Harrisiin yaptiél
gallsmada'malign hiicrelerin zarindaki lektin reseptérleri-
ning olagan digsi olarak dimerik formda oldufu normal hiic-
‘renin glikoprotein yapidaki resepttriiniin ige monomerik ya-

pida oldugu dne siriilmigttir (10).

Concanavalin A: Concanavalin A (Con A) molekiil aZair-

1:g1 27 000 olan iki 0zdeg alt birimden olugan bir protein-

dir. pH 7'de tetramer, pH 4.5'da ise dimer haldedir ve iki

sakkarit baZlama ba}gesi vardir (7, 13). Saflastlrllan'
diger pek gok lektinin aksine kovalent bagla karbohidrat
igermez ve dolayisiyla bir glikoprotein deéildir; Con A
 o¢&-D-mannopiranoczu, o4~D-glukopiranezu, D-fruktofuranoz
ve glikozidlerini ve sterik olarak benzer yapilarai baglar
ve bu sakkaritlerl igeren diger maddeler ile bileéke olug-

+2

turur. Con A gekerlere ek olarak (a’® ve Mn*2 baglar. Yapi-

da Ca*? baglama bolgesi Mn*2 baglams bolgesine 5.3 A° uzak-



liktadir, Kristal haldeki Con A tek polypeptid zincirinden
olugan alt birimler igerir ve bu alt birimler pH'ya bagla
agsosiasyon gtstermektedir. Alt birimler 42x40x29 A° boyut-
larinda globular proteinlerdir ve 238 aminc asitien 6lusur-
lar. Dort alt birim bir ps6ﬁdotetrahedral elu§turmak fizere
bir araya gelir. Hakim yapisal tzellik B-yapisinda diizen-
1enen polypeptid zihciridiro'pmyaplslna girmeyen bilgeler
gerbest kivrimlanma gasteriro.Her bir alt birimé bir sak-
karit baglanmaktadir (8). Con A'min Ca*?, Mn*2, gecis metal
ionlari ve sakkarit baglama bdBlgelerinin dqldurulm331nda
bir etkilegim oldugu gbize Qarpmlgtlro Ca ionu ancak gecis
metal ionu bdlgesi kaplandiktan sonra baglanabilmekte ve
sakkaritin baglanabilmesi igin her iki bolgenin doldurul-
musg olmasy gerekmektedir, Con A'nin indirgenmeyen ucunda
ot-D-glukopiranozil, ot~D-mannopiranozil, PB-D-fruktofurano-
zil veya ¢{-D-arabinofuranozil birimleri igeren bir gok
polypeptidi g¢tktiirme vzglilliigi oldugu saptanmigtir.Con Atdan
bivalent metal ionlérlnin uzaklagtirilmasa hiicreyl agliiti-

| ne etme yeteneéini yok etmektedir (7,14). Sekil 2'de

Con A'nlh tetramerik yapisi ve gecig metal elementleri,

Ca ve sakkaritlerin baglanma bidlgeleri gdsterilmigtir,



Sekil 2: Concanavalin A'nin tetrametrik yapisi., Mn: gegig
metal elementleri Ca: Kaleiyum C:Sakkarit Baglanma

Bolgelerini Ifade Etmektedir.

I.4. Hilere Zari:

Genelde hiicre zafl, vzelde ise lenfosit zari icin sa-

vl mozalk model gegerliligini korumaktadir. Bu modele go-
re, 1lipid ve protein karagimndan olugan zarda lipid bi-

rimlerinin hidrofobik kisimlari biribirine bakacak gekil-
de ¢ift tabaka olugturmekta.yapidaki integral ve globu-

lar proteinler ise bazi biolgelerde glikoproteinleri olug-

turacak gekilde lipid tabakaya gomiilii olarak yer almakta-

dair (15 §ekil 3'de hiicre zari drneklenmigtir,
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Sekil 3: Hilicre zaranin temeili gekli. GP: Glikoproteinler,
GAG:Glukozaminoglikanlar, MT:mikrotiibiil,MF:mikrofi-
laman.

Zar kiitlesinin yariya yakaninin olugturan lipidler 3 teQ
mel sanifi ka samaktadir, Bu 3 temel sinaf fosfoiipidler, nst-
ral lipidler (©zellikle kolesterol) ve glikolipidlerdir, Hep-
gi amfipatik olan bu molekiiller, hidrofobik (polar) ve hidfo-
filik (polar olmayan) uglar igermektedir, Bir-gift tabakanin
belirli bir sicakliktaki akiskanlifini bilesimi saptar. Bu
gicaklik da, fosfolipid grubunun dofasi ve uzunlupu ile hidro-

korbon yan gzincirlerinin doyﬁugluk_derecesina bagladar (16).

Zar kiitlesinin yaraidan fazlasini olusturan proteinler
ise,periferik ve integral proteinler olarak iki grupta top-

lanabilir (16). Zarin i¢ yiizeyine yakin yer &lan proteinler
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hilcre ici olayiarda gorev alir, hiicre ylizeyi ise savunma
ile 1lgili proteinleri kapsamaktadlfo Zarl_boydan boya
gegen proteinleriﬁ ise belirli bir yerlegimi vardir., Bu
proteinle#in bir kismi hiicre ylizeyinden dlsa_doéru uzaniy
ve genellikle geker birimleri igerir, Baglica apolar ami-
no asitlerden olugan kii¢lik bir kismi ise lipid ¢ift taba-
kayo boydan boya agarken, polar_klslmlarrhﬁcre i¢ine bak-

maktadir (17).

Plazﬁa zaranin % io'ﬁunu gecmeyen bir bilegkesi de
karbohidratlardir. Zarda karbohidratlar baglica protein-
lere bagli olarak bulunurlar, Doéada bulunan yiizii askin
monosakkaritten yaklasik on tanesine zar glikoprotein ve
glikolipidlerinde siklikla rastlanmaktadir. Bu temel se-
‘kerler, galaktoz, manncz,fukoz, glaktozamin, glukozamin,
glukoz ve sgialik asittir. Sialik asit, hiicrenin net nega-

tif yiikiinden sorumlu temel bilegkedir (16).

Zarda yer alan proteinlerin hem yatay hem de zara
dik bir eksen etrafinda hareket yeteneéi vardir, Lenfoéit
zarinda Qiftrdeéerlikli antikdrun reseptiriine baglanmasi
ile antijen-antikor kompleksinin yeniden dlizenlenmeye
(redistribution) ugramasa buna bir Srnektir (16). Bu ye-
niden diizenlenme sonucu, kutup olugum: gibi yatay hareke-
te bagli olaylar ve endositoz gibi dikey harekete bafla
olaylar gerc¢eklegir (18).
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Fare dalak lenfositleri ile yapllan-bir gallgmada;
lenfositlere dis kaynakli kolesteroliin eklenmesi ile mi-
tbjenik uyarimn 2 katina arttarilabilecegi saptanmigtar 7
(19). Bu bilgi 1g1Zinda Pozzan ve arkadaglarl, B-lenfogit-

1efinde optimal Con A derisimi'ile clu§an kutuplasmanln
hlZlnlrkolesterolﬁn azaltabllecefini ®nermiglerdir. Bilyik
olasalikla ¢ift tébakanln akigkanlagini etkiieyerek géli—
gecek kutuplaéma hizindaki bu azalmanan, mitojenik uyarai-
ma olanak saflayacak diizeye inebilecegini one siirmiigler-

dir (20) . .

Igaretli lektinler ile yapilan c¢alismalardan, lenfo-
sit transformasyonunda hiicre ylizeyindeki ilk baglanmaya

izleyerek endositozun gergeklegtigi saptanmistar (18),.

Mitojenlerin lenfositie:e etkisi de zarda yer slan
karbohidrat bilegkeler araciliZi ile olmaktadar, Con A'nin
zarda karbohidrat bilegkeler ile etkilegime girdii bag-
lanmanin tx-metilmannopiranozidr(ct-MM) ile inhibe edile-
bilmesiyle kesinlik kazanmigtair (21,22,23). Lektinler i1e 
etkilegimdé gﬁrev alan karbohidratlar zarda glikoprotein-
ler halinde bulunmakta ve tim mitojenler ig¢in ortak resep-
torler olarak kabul edilmektedir, Bugiine kadar hiicre yii-
zeyi karbohidratinin hangi bioclojik etkinlik nedeniyle oz-
gl bir zar glikoproteini ile bagintili oldugu saptanamé—

migtir. Bu belirsizliéin nedeninin glikolipid ve gliko-
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- proteinlerin kérbohidrat belirleyicilerinin terminal oli-
gosakkarit dizilerindeki yakin benzerlik oldugu diigliniil-
‘mektedir (24).

Normal lenfositlerin Con A ile kutuplagmasinin zar
mikrotibiil yapisi ile yakindan ilgili olduZu diiglinlilmek-
tedir. Yép;lan gélmgmada, normal T ve B-lenfositlerinin
-§ok”az bir kismi kendilifinden Con A ile kutup olugturmak-
tadir, Yine aynl.gailgmada_ienfositlerin 10_dakika”Con A
ile inklibasyonunun milkrotiibiil yapisinda anemli bir farkla-
lik yaratmadifl saptanmigtir, Con A ile kutup olusumunun
zardaki mikrotiiblil yofFunlugu ile ters oréntill oldugu ve .
mikrotﬁbUllerin-daéilm331 (disassembly) ile kutuplagman;nA
baélntlli oldugu Yne siiriilmektedir., Normal lenfositlerin
¢ogunda zara bagli Con A zar boyunca dlizgiin araliklarla
dagilmgtir, Yapl nemli miktarda sitoplazmik mikrotbiblil-
ler gtsterirken ortama GSH—oksitleyici bir a)an clan dia-
mide kat1lmass mikrotiibillerin diizenini bozmakta (disas-
sémﬁly) ve kutuplaémaya yol agmaktadir, Mikrotiiblil diizeni-
nin bozulmasi ile arfan "Con A ile kutuplasma"-ara51nda

bir baginti oldugu diigiiniilmektedir (23).

Con A ile kutuplagma ile mitojenik uyarim arasindaki
bagintinin aragtirildigs bir galigmada en fazla mitojenik
uyarimin gergeklegebilmesi igin kutup olusumunun baglanma-

dan bir siire sonra meydana gelmesi gerektiZi saptanmistir(20).
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I.5« Tranaformasyon ile Geligen Defigikliklers

Tranaforme hﬁcre gabit kalltlmsal bir degigiklige
ugrayarak alici canlida tiimér olugturma bzelligi kazanmis
hijeredir, Fibroblastlar ile yapllan_gallsmalardan, hilcre-
nin transforme olmasi ile morfolojik bir.deéisime ugradi-
g1 gozlennmigtir, Eﬁ gekilsel defigim hilcre zarindaki de-
gigim ile elele gitmektedir (25). Bu tiir depigimlere ek
olarak hiicrelerin kiiltiirde onkojenik ajanlar ile transfor-
masyonu biiyiime denetiminin kaybolmasana, yuéey lektin re-
geptorlerinin artan hareketlilifine ve hiicre i¢i yapisal du-
zenlenigte (cytoskeletal organization) degigime yol agar.
Fluorescamine araciligi ile yapilan bir Qallamada degigi-
min hﬁcré transfofmasyonunun erken safhasinda oldugu ve bu
deéigimin normal ve transforme hiicrelerin bliyiime hizlari
arasindaki farklliléa bagla olmadigl saptanmigtir (26).
Malign transformaéyon ile bazi temel degigimlerin meydana
geldigi yerin hiicre zari oldufuna dair deliller goZalmak-
tadir, Bir karsinojenin DNA'da gok kiiglik bir bslgede depi-
giklik yaparak, farkllla§m1$ zar proteinlerinin séntezine
neden olabilecegi diislinlilmektedir, Bu proteinlerin sonug
olarak, azalan yapisma (adhesivness) denetimsiz coZalma
veya beginlerin fazla alimi gibi bir dizi hiicresel farkli-
lasmaya:yol agabilecegi diiglinlilmektedir., Dolayisiyla, ge-

' kirdekfeki-bir deéigimin hiicre yiizeyl araciligiyla malign

transformasyonu uyarabilecegi diiglinlilmektedir (27).
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| insan periferik kan lenfositlerinin morfolojisi ve 3
mikrofilament organizasyonuna iligkin bir gallémada,-len-
fositlerin baglica iki tipte degigime uéray&bileceéi sa-
vunulmaktadir, Lenfositlerin godyum azidle mamele ver
eritrosit ile rozet olugmﬁu girasinda oldufu gibi, mito-
jen ile kargilagtifinda da mikrovilliler olugturduéﬁ sap-
tanmigtir, Con A ve PHA ile yaprlan galigmada, lenfosit-
ler kabin ylizeyi ilertemasa geger gegmez, yassillasgma, uza-
ma, cidarln_dﬁzgﬁnlﬁéﬁnﬁn bozulmasa ve mikro uzantilarin
olugtugu gﬁzlenmigtir. Ayni ¢aligmada, Concanavalin A
(Con A) ve Phytohemaglutinin (PHA)'nin insan lenfositle-
rinde sekilsel deéisime'yol acti¥l ve yiizeydeki aktinin
yeniden diizenlenmesine neden oldufu saptanmigtar (28).
Dolayisiyla, gekirdekte gergeklegen Dbir ﬁodifikaéyon hilc-
re zari araciligil ile malign transformasyona neden olabi-
lir; Transformasyon sdnucu hilere ylizeyinin Bnemli bilesg-
kelerinden olan glikolipid, glikoprotein ve karbohidrat-
larda ¢egitli degZigiklikler olduZu gﬁélenmigtir. Glikoli-
pidler! lizerinde en fazla ¢aligma yapilmrg olan bilegke- |
lerdir, Genel olarak: | '

a) Kompleks glikolipidlerin miktaranda genel_bir azél—_
ma veya ug¢ sakkarit birimlerinde kopma A

b) Hiicresel dokunmalara glikolipid sentezindeki ye-
tersizlik nedeniyle gerekli cevabin oclugturalamamasi ve

bunun sonucu olarak ek u¢ sakkarit dizilerinin eklenmesi,
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c¢) Glikolipidlerin enzim, antikor ve lektinleri baj-
lama @zelliginde artaig, transformasyon sonucu gdzlenen

glikolipid farklilagmalaridar (30).

Malign trasformasyonda glikopeptidlerin uéradléi de-
gigimleri irdelemek amaciyla ise Leonard Warren ve arka-
daglarinin yaptiklari éallgmalarda hiicre zaranan tripsin
ile muamelesl sonucunda glikopeptidlerin zardan ayril-

' dlél ve hilcrelerin yapisma ﬁzelliéini yitirdigs gbzlenmig-
tir. Bu triptik glikopeptidlerin-pronage 1le miamelesi sgo-
nucunda da_karbohidrat bilegkenin glukozaminglikaﬁ yapida
olduéu éaptanmlgtlr. Yine ayni grubun normal ve maligﬁ
transforme bebek hampster bSbregi ile yaptiklar:i deneyler-
de, hiicre ylizeyindeki glikopeptidler kolondan gegirilmig-
tir. Ilk gelen bileske glukozaminglikanlar, daha sonra
ise glalik asit igeren glikopepfidlerdir, Malign
transformasyonda glikopeptid deéigimilerine'iiigkin'ma
galigmada, siglik asit lceren glikopeptidlerin malign hijc-
relerde arttaiga g&zlehmistiro Bu artig hiicre kdkeninden
ve tranaforme edici ajandan baé1m51z olarak malign trans-
formasyonda genel olarék giriilmektedir, Bu hilegkelefé
normal=hﬁcre zarinda g¢ok az, malign transforme hiicrelerde
ise oldukga yliksek miktarda rastlanmaktadir, Kromatogra-
fik gallsmalarla,'bu glikopeptidlerin L-fukoz, D-mannoz,
D-galaktog, D-glukozamin ve sialik asit igerdikleri, ayra-

ca degigik amino asitler igeren peptid kisimlarinin oldufu
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 g8zlenmigtir, Oligosakkarit yan zincirler ile polypeptid

zincir arasinda ise ﬁnglukozamin'baél vardir (29).'

Hicre ﬁarlnda transformasyon ile geligen degigiklik-
ler en fazla lektinler araciligy ile gallgllmaktadzr (19,
20, 21). Bazl lektinlerin transforme hilcreleri daha fazla
agliitine ettikleri’gﬁzlenmigtir.'Bu gﬁilem de transforme
hiicre ile normai hilcrenin zarssal Bzellikleri arasy farkli-
11k olduguna igaret etmektedir (7)., Transforme ve normal
hiicrelerin, lektin resepttrlerinin dagilim. ve g¥reli ha-
reketliligini kiyaslamak amaca ile fluoresan ve elektron
mikroskopi galigmalaras yapilmigtir. Bu caligmalarda, lek-
tin baglama bSlgelerinin transforme hiicrelerde devamlilik
gistermedigl (discontinious) gdzlenmigtir o Zarda lek-
tin reseptdr kompleksinin diffitzyonu sonucu lektin baéla;
ma bblgelerinin kilmelegtiZi ve polivalent lektin molekiil-
lerinin birden fazla lektin baglama bslgesini gapraz baj-
ladagr sanilmaktadir, Hlicreler, tnceden formaidehit veya
glutaraldehit ile fikse edildiZinde hﬁcz}e_yuzeyi lektin

resepiorlerinin kﬁmslegtiéi gorilmigtiir (30).

Burger ve arkadaglarinca ise, neoplastik transformas-
yon sonucu lektin resepttrlerinde artma gbzlendigi ancak,
gergekte, normal hﬁcrelerin de ayni sayida reseptdre sahip
oldufu Yne siiriilmektedir, Lektin reseptirlerinin transfor-

me hiicrelerde fazla gibi gﬁrﬁnmesinin nedeni, normal hiic-
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relerde reseptirlerin kapali bilgelerde (eryptic sites)
bulunmasidir. Bu dﬂgﬁnce normal hiicrelerin protaoiitik
enzimler ile'muamélesi gonucu transforme hiicreler ile

ayni sayida lektin reseptorii gdstermesine dayanmaktadar

GL.

Normal ve transforme hiicrelerin zarlarr arasinda g8-

‘rllen diger bir farklalik ise ylksek molekiil agirlikla

bir glikoprotein olan LETS (Large External Transformation

Sensitive) proteinin'malign tranasformasyon ile zardan kay-

brdar (30,32,33).

Lenfositlerin ﬁitojenik lektinlér'ile.uYarlmlyla ge-
ligen diger bir olay fosforilasyondur. Fare lenfositleri-
nin Con A ile uyarilmasinin protein fosforilasyonuna et-
kisinin aragtiraldiga bir 9a11$mada, danll hiicrenin Con A
ile_uyarlm'sonucu-135 000 ve 150 000 molekiil agirliginda
iki proteinin fosforilasyonunda aritma oldugu saptanmigtir.
Ancak, fosforilasyonun ortama Con A eklenmesinden hayli.
zaman sonré gergeklegmesi‘sﬁz konusu proteinlerin uyaram
sinyalinin alimi ile ilgili olmadifani dligiindlirmektedir.,
135 000 molekiil agirlifindaki bu proteine difer proliferasyon
gisteren sistemlefde.de rastlanmasl_fosforilasyonun hiicre |
proliferasyonun dnemli bir par¢as: oldugunu diiglindiirmektow

dir (34).
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I.6. Lenfoproliferatif Hastaliklar:

‘Lenfoproliferatif hastaliklar genellikle lenfoid ve
retikuloendotelial dokudan kken alan, gogu malign gidig-
li, bir bHlimli benign olmakla befaber malign transformas-
yon gdsterebilen éeéigik hastaliklar grubunu kapsar. Leh—
fopreliferatif hastaliklarin 6nemii bir bsliimli, bagta len-
.foaitler olmaek izere retikulum hiicreleri ve monoéit-mak—

rofaj'lardan kidken alir.

Lenfoproliferatif hastaliklar kavram» igine Kronik
Lenfositik Losemi, Akut Lenfoblastik L&semi, Hairy Cell
Lﬁsemi ve plazma hiicresi tiimdrleri (Multiple Myelom, Wal-
denstrom makroglobulinemisi gfbi) olarak nitelenen bir
grup hastalik girmektedir, |

S8z konusu hastaliklaran gogu lenfosit kvkenli ol-
dugundan klinik yonden ¢ogu kez lenfoid sistemdeki degi-
giklikler ile kendini gtsterir, Multiple myelom ve Hairy |
Cell digainda kalan malign lenfoproliferatif hastaliklar-
da lenfodenopati, karaciger ve dalak bliytimesi goriilir.
Lenfoproliferatif hastaliklaran diZer bir ortak yinii im-
miin sistemdeki bozukluklardir., Lenfoproliferatif hastalik-
lar kapsamina gifen kronik lenfositik losemide (KLL) hil-

moral immiin bozukluk on planda giriilmektedir (35).
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T.6.1. Kronik Lenfositik Losemi (KLL):

GoZzu kez B—ienfositlerin malign proliferasyonu sonu-
cu olugtugu dliglinilen kronik lenfositik l¥semide hiicre
Zarlndar gokryﬂnlﬁ degigimler gergeklegmektedir, Ca-
ligmalar her hastanan KLL hiicrelerinin ayna immiinoglobii-
1in idiotipik determinanti tasidifini gtstermistir. Bu
homojenite KLL lenfositlerinde zar dééisimini'incelemek

i¢in egsiz bir kaynak olugturmaktadir (36).

Insanlar ve hayvanlar ile yapilan galigmalar dolagim-
daki lenfositierin gofunun (proliférasyon) farklilasma
gbstermedifini ve uzun sire yasadigini gﬁstermigfir. Dola-
gamda ¢ok az sayida kisa yagaml olan lenfositler varsa da,
bliylk ¢ofunlugu aylarca veya yillarca kan; lenf nodu, pe-
yer plaklari ve dalak araciligil ile torasik kanala gege-
rek dolagimini siirdliirmektedir, Kronik lenfositik l8semide
de hekim hﬁcfe grubu uzun yagaml;dlr ve farklalaém& (prb— '
liferasyon) poténsiyeli azdir, KLL'de dolagimdaki bu uzun
‘yagamli lenfositlerin lenfoid orgénlarda birikerek zamanla
organ biiylimesine neden oldugu tne siiriilmigtiir. Radyoaktif
igaretli ¥imidin ile yapilan bir deneyde, KLL'de de uzun
yagamli lenfosit grubupun hakim oldugu ama daha hizll pro-
liferasyon gtsteren lenfogitlerinde bulundufu saptanmigtar,
Organ bﬁyﬁmesi olan hasta grubunda, lenfosit popﬁlasybnﬁnu
Euyﬁk oranda, uzun yagamlaz lenfogitlerin olugturdugu sap-

tanmigtir (37).
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| KLL'de ylizey immlinoglobiilinine sahip lenfositler go-~
gunlugu olugturmaktadar (36 ).Ymminofloresan ¢aligmalari

KLL'de hakim lenfosit grubunun IgM ve IgD tagidifany be-
‘lirlemigtir (38).'Normal lenfositlerin yaklasik % 15'nih

IgG; % 6'sainin IgA ve % 8'nin IgM tipi ylizey immiinoglobli-
lin igerdigi, buna kargin KLL lenfositlerinin monoklonal

tipte‘immﬁnoglobﬁlin igerdikleri saptanmigtir (30 ). Ay-

rica, normal lenfositler anti-immiinoglobiilin ile inkiibae-
yon sonucu kolaylikla kutup olugumu gdsterirken, XKLL len-
fositleri ayni gekilde kutuplasmamaktadlr (3% ).

Yapalan ¢aligmalar KLL lenfositlerinin normale gire,
bazi antijegik belirleyicilerin ifade edilmesinde, lipid
igeriginde, zar mikrovizkozitesinde degisme olduZunu ve
sialik asit miktarinda azalma oldugunu gistermigtir (36).
Zardaki kolesterol fosfolipid oranainin KLL Lenfositle-
rinde normale gbre azaldiZy saptanmgtir. Ayrica, ya$ asi-
di icerikleride farklilik géstermektedir., KLL lenfositle-
rinde doymamig yag ééitlerinin hakimiyéti gtze c¢arparken,
normal lenfositlerde doymug yaZ asitlefi goéalmlétlr.KLL'de
doymamig yag asitlerinin goéalma51 ile zar kolesteroliin-
deki yetmezlifin bu zarlaran fizyolojik siecakliklarda nor-
male gore daha akiskan olmasina yol agtigina diigiindiirmek-
tedir, Zar lipidlérinde akigkanligy iki fakttr etkilemekte-
dir, Bu fakt®rler kolesterol: fosfolipid molar orani ve

fdsfolipid yag asidi zincirlerinin uzunluk ve doymamislik
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derecesidir (39)« Yapailan caligmalar l8semik hﬁcrelerde.
zar lipidlerinin akigkanligZinda belirgin b;r artiga kar-
gln'Con'A regepttr mobilitesinde azalma oldugum gister-
migtir (39, 40). Ayni y®nde Mintz ve Sachs'in galigmala-
rinda, normal lenfositlerin Con A ile wuyarilmig kutup 7
olugturma yetenefi % 25-34 iken, KLL ienfositlefinde

% 5-3'a digtlizil saptanmigtair (41);

Zara iligkin difer bir ¢aligmada ise XIL lenfoaitlé-
rinin zarlarinda, normal lenfositlerde ve difer neoplas-
tik olmayan tranéformasyon gﬁstermié hiicrelerde rastlan-
mayan, leukemia associated ahtijenler tagadigs saptanmig-
tir. Bu antijene karsi olugturan antiéerum ar30111é1'ilg
88z konusu antijenlerin KLL'ye bzgli oldugu gdsterilmistir
(42), |

Yakan zamapda monoklonal antikorlar ile yapilan bir
¢aligma ile de B-KLL'de sitoplazmik immunoglobiilini olup,
ylizey immﬁnoglobﬁligirgﬁzlenmeyen ve ylizey iImmunogloblili-
ni bulunan-lenfositler monoklonal antikor ilerkargllagtl-
rilmigtire Her 1ki grubunda ayni monoklonal antikor ile
boyanmasi nedeniyle, ylizey immunoglobiilini goriilmeyen gru-
bun gergekte, ¢ok hafif boyanma g@sterdifi diigiiniilmigtiir.
Ayni ¢aligmada, tUm B-hileresi orijinli kronik losemilerin
ayni antijenik fenotipte ocldugu gdsterilmigtir (43).
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I.6.2. Hairy Cell Losemi (HCL)

"Hairy Cell" l8semi (HCL), klinik ve histopatolojik
yandenrﬁzeliikleri olan bir lenfoproliferatif hastalaktar,
.iiteratﬂrde histioleukemia, rétuculum cell leukemia, leu-
kemic reticuloendotheliosis gibi bagka isimlerle de anil-

mrgtir (35).

"Hairy Cell" lgsemi kan, kemik ilii, dalak ve diger
dokularda anormal mononiikleer sagakll‘uzantlll hiicrelerin
bulundugu yavag ilerleyen proliferatif bir bozukluktur, Bu
hiicreler genellikle tartarata direngli asit fosfataz izo-

enzimi ve mikrovilluslar igerirler (44 ).

Hastaligin en bnemli &zellifini simgeleyen gok ince
sitoplazmik'uzantllarl'olan ve bu nedenle "hairy cell" adzi
verilen monon{ikleer hiicrelerin ktkeni heniiz belirlenmemisg-
tir, Bu hlicrelerin geperinde IgM ve/veya IgD'nin gtsteril-
mig olmasi, gofu aragtiraiciya bu hilerelerin B-lenfosit ké-
kenli oldugunu dligiindiirmiigtiir. Ancak, hairy hiicreler latex
paftikﬁllerini fagosite etmek gibi monocsit Bzellikleri de
gostermektedir, Bu hiicrelerin T-lenfositi kokenli oldugunu
Bne sirenler de olﬁugtﬁro Ancak, bazi arastlrlcllarsgoéu
hairy hilicrelerin B;lenfositi, monosit veya iki tip hiicre
bzellifini de gdsteren "hibrid hiicre" kokenli oldugunu ile-

ri surmektedir (35, 44).
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“Hai:w'Cell“rlﬁsemi seyrek gorilen ve biitiin l¥semile~
rin yalnizca % 2-5'ini olusturan bir hastalilktar, En sik
rastlanan fizik bulgu.splenomegali olup karaciger vakala-
rin yaklagik yarisinda bilylimekte, lenf bezlerinde bliylime

ise belirgin olmemsktadair,

"Hairy Cell" ldsemi siklikla, kronik lenfositik 15-
geml, malign lenfoma ve Waldenstrim makroglobiilinemisi
gibl diger lenfoproliferatif hastaliklarla karigtirilabi-
1ir. KLL ve malign lenfomalardan ayirici ianinin yapilma-
sinda HCL'de lenfodenopatininrbelirgiﬁ olmém551, hiicrele~
rin ¢ok az mitotik aktivite gtstermelerinin yanisira ke-
mik iligi ve lenf bezlerinin histopatolojik “zellikleri
ile hiicre morfolojlileri genig ¢apta yardimeci olmaktadir

(35).

Hairy Cell hiicrelerinin belirgin bir dzelligi Con A
reseptiri VQ.yﬁzey'immunoglobﬁlinlerinde kutuplagma ozel-
ligi gtostermesidir, Hairy Cellte karglh KLL veya lenfoms
hiicrelerinde kutaplagmaya nadiren réstlanlro Lenfogit ve-
y& monogitlerin hiicre zarinda kutuplagma veya yeniden 4ii-
Zenlénme mikrofilaman ve mikrotiiblillerce ytnlendirilmek-
tedir, Mikrofilamanlar aktin igeren kasilabilen bilegke-
lerdir. Mikrotiibliller ise; globular protein alt birimleri
igeren.silindirik yapllafdlr ve tim Skaryot hiicrelerde bu-
Iundugu sanilmaktadar, Mikrotﬁbﬁlierin ligand—reseptﬁr

komplekainin kutuplagmasaini sinirladiga dﬁgﬁnﬁlmektedir(44f.
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Filamentlerin fizgiksel dilzenini, hticre hareketini
ve kutuplagmayl Snleyen sitckalasin B'nin ayny etkiyi
thairy cellt hucreierinde de_gastermesi bu plazma zari re-
septrlerinin integral makromolekiiller oldufunu ve hareket

ve yeniden dagiliminin mikrofilaman ve mikrotiiblillerce dti-
zenlendigini gdstermigtir (44).
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I.Te A.n'mgz .

~ Bu caligmada, normal insan B-lenfositleri ile kronik
lenfositik 1¥semili hastalarda B-lenfositlerinin yiizey

- Bzellikleri agisindan kargilagtirilmasi amaglandi, Bu hiic-
reler tzel bir lisemi tilril olan “Hairy Cell" 1lsemi hiicre-
leri ile de kargllastlrlldlo Bu amac¢la hilcre zari Con A
regseptirleri sayas ve affinite agisindan, baglanma deney-
leri ile ve zar hidrofobisitesi ANS aracilifi ile kargi-
lagtirildi. Ayrica, ANS'nin zarda.tripfofan birimlerine
yakin bblgelere baglanmasi SzelliZinden yararlanilarak
triptofan birimleri ile ANS reseptorleri arasi uzaklik

gaptandi.
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II-.ARAG, GERE¢ ve YUNTEMLER
II.l., Arag ve Geregler:

Concanavalin A, o{-MM ve Ficoll (type 400) Sigma fir-
masindan (ABD), PPO, POPOP, naftalen, metanol BDH firma-
sindan (Ingiltere), dioksan ve etilen glikol Merck firma-
sindan (F,. Almanya),'hyamin hidroksit Packard Instmyment
firmas;hdan (ABD), RPMI-1640 Gibeco firmasindan (ABD),Fe-
tal Calf Serum Flow laboratories firmasindan (Ingiltere),
metil selliloz Fisher Scientific Company firm351ndan (ABD),
s1g1r serumu alblimini Armour Pharmasceutical Company fir-
maszndan'(ABD), hypaque (Urografin) Schering firmasindan
(P, Almanya) saglandi..

Caligmamizda, Slv; gintilasyon ciha21(Pa¢kard Tri-
carb Model 3004(ABD)) Spektrofotometre(Beckman (R) (Model-
25) ¢ SantrifﬁjlerfInternational Equipment Co, Model K-2
(ABﬁ)),Ialk mikroskobu(Olympus (Japon))ve sallaman su ban-
yosu(Nilve (Tlrk))kullanilmigtar,

I, 2, Yontemler:

IIOEalo Lenfosit Ayramai:

Galigmaya beyaz kiiresi yliksek olan kronik lenfositik

lgsemi (KLL) tanili hastalardan 20 cc periferik kan alina-
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rak baglandi. 1/19 oraninda EDTA (disodyum etilen-diamin

tetraasetikasit, % 0.9 NaCL iginde % 2'1ik olarak hazir-
landly ve pH:iT.4'e ayarlandy ) {izerine toplénan.periferik
kan eéit miktgrda RPMI-1640 ile sulandirilarak Ficoll-Hypa-
que tizerine yayildi ve 1350 rpm'de (850 g) 35 dakika oda
1s1s1nda santrifiijlendi. Elde edilen Ficoll-Hypaque inter-
faz1 dikkatle toplanarak 3 kez 4°C'da RPMI-1640 ile ylkan--

d1 ve hiicre sayim yapilda (45)

Lenf bezlerinden galigma yapildiginda ise lenf bezi
tel siizge¢ aracilifa ile slispansiyon. haline getirlldikten
sonra 3 kez RPMI-1640 ile yikandi ve sayim yapildi.

Normal kigilerin kanindan B-lenfosit izolagyonu i¢in
150 cc. periferik kan 15 oc. EDTA izerine toplandi, Uzeri;
ne 1/4 oraninda metil seliiloz (% 0.9'luk NaCL iginde) ek-
Jenerek kerigtirildi ve 1 saat 37°Ct'da §ameye barekildi.
Inkiibasyon sonunda siipernatan kirmizi kiire tabakasina ka-
dar slinip, santrifiijlendi ve hilcreler 20 cc. RPMI-1640'da
¢bziildti, Sligpansiyon haline getirilen hitcrelerden lenfosit-
leri ayirmak ig¢in Ficoll-Hypaque Uzerine yayildl ve 1350
rpm'de (850 g) 35 dakika oda isisinda santrifiijlendi. El-
de'edilen Ficoll-Hypaque interfazi dikkatle toplanarak 3
kez 4°C'da RPMI-1640 ile yikandi ve hiicre gayiml yapxldi(46).
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IT.202. Lenfosit Altgruplarinin Sayisal Degerlen-
dirilmesis '

Ficoll-Hypaque yoZunluk gradienti ile ayrilan hasta
periférik kan lenfositleri E* rozet, BAC rozet olugumu ve
SIg'nin ag¢isindan degerlendirildi,

a)ET rozet oluéumu: T-lenfositlerinin sayisal de-
gerlendirilmesinde koyun eritrositleri ile kendiliéinden'
rozet olugturma “zelliZinden yararlann.l‘c_h.° Bu amag¢la he-
parinize koyun kani 3 kez PBS ile yikanarak, RPMI-1640
i¢inde 005 %*'1lik sulandirim hazirlandi, Hasta lenfosit-
leri ise 2x10° hiicre/ml olacak gekilde yine RPMI-1640
iginde suléndlrlldlo'%-O,S'llk koyun eritrositlerinden 0.5 cc,

6 hiicre/ml periferik lenfositler ile karagta-

0,5 cc 2x10
rildy ve karislma 100 A Petal Calf Serum (FCS) eklenerek
37%da 15 dk, inkube edildi, Daha sonra karigim oda is1-
51ndé hafifge santrifﬁjlenerek 18 saat 4°C'da bekletildi.
Ertesi giin hafifce eZerek siispansiyon haline‘getirilen
lenfosit;-koyun eritrositi karagiminda rozet sayimi yapil-
di1, Toplam 200 hiicre sayilarak rozet %'si sapfandl (47,48),
_ b) EAC rozetroluéumuz B-lenfositlerin sayisal deger-
1endiriimesinde gensitize koyun eritrositleri ile rozet
olugturma Gzelliginden yararlanildi, Bu amagla PBS ile
3 ez yikanan heparinize koyun kanandan yine PBS iginde -
% 5'1ik sﬁSpansiyon yaplidlo 1l cco % 5'12k koyun eritro-
sitlerl ilizerine 1 cc. Hemolitik Serum (evett iginde;
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Biomeriux) eklenerek 30 dk. 37°C'da bekletildi, Inkiibas-
yon sonunda 3 kez PBS ile §1kan1n koyun eritrositleri 1 ml
GVB iginde siispansiyon haline getirildi ve Uzerine 100 & |
fare komplemani eklendi. 37°C'da 30 dk. inkiibasyon .sonun-
da komplemanin fazlasindan kurtulmak amaci ile karaigim

3 kez GVE'™ ile oda 1sisinda yikandiktan sonra 2 ml RPMI-
1640 i¢inde siispansiyon haline gétirildi. Bu karigimdan
100 A 1x106 hilcre/ml lenfosit ile karigstirilarak 37°C sal-
lanan su banyosunda 30 dk'a inkiibe edildi ve hemen toplam

200 hiicre sayilarak % EAC-rozet saptandil (47,48).

¢) Ylizey Immiinoglobiilinlerinin Fluoresan anti-Ig
(polyvalent) ile igaretlenmesi:

2x106
getifilen lenfositler, TC Medium 199 (IX) (% 20 FCS, % 0.l
% Na Azide iceren) ile 4°C'da li¢ kez yikandi, 100 )\ TC

hilcre/ml olarak RPMI-ig¢inde siispansiyon haline

Medium 199 (IX) icinde siispansiyon naline getirilen hﬁcré—
1efe 100 hrpolyvaléntrFITC-a—human Ig'nin (Behring) 1l:8
diliisyonu eklenerek 30 dakika 4°C'da inkiibe edildi. Inkii-
basyon sonunda, hiicre stigpansiyomu, artiserumn fazlasin-
dan kurtulmak amaciyla 3 kez TC Medium 199 (IX) ile 4%¢
yilksek hizda yikandi, Uglincll yakama sonunda hﬁcreler

100 A ortam iginde siispansiyon haline getirilerek lam lize-
rine dikkatle yayildi ve oda 1sisinda kurumaya birakildi.
‘Yayma iyice kuruduktan sonra, 5 dakika absolu ethanol'de

bekletilip tekrar kurumaya birakildi. Ardindan 3 kez PBS
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_ile yikanda ve kuruduktan sonra Ustiine bir damla gljcerol—
PBS (1:9) kaimglml damiatlllp lamel iié kapatlldi._A
Lamelin kenarlari oje ile yapigtiraldiktan sonra imﬁﬁno_
flucresan mikroskopta-saylm yapilana kadar 4°C‘da bekletil-

di., Sayimlar en ge¢ 24 saat ig¢inde yapilda,
II,2030 B-lenfositlerinin Saflagtirilmasi:

'Ficoll-Hypaque yoéuhluk grédientinden elde edilen
periferik kan lenfositleri (PBL) lelO6 hiiere/ml olarak -
RPMI-1640 ile sulandarildiktan sonra egit hacimde % 5 ko-
yun eritrositi (RPMI-1640 i¢indeki stispansiyonu) ve % 0.1
FCS ile karlstirllarak 30 dakika 37°G su banyosunda Beklé—
tildi, Bu siire sonunda 10 dakika oda 13181nda hafifge
 santriflijlendi ve 60 dakika 4°C'da bekletildi. 60 dakika
gonunda olugan aktif rozet p0pﬁlasyonunu‘aylrmak amaciyla
karigam 1/1 oraninda soguk RPMI-1640 ile sulandlflldlktan'
gsonra tekrar Ficoll-Hypaqus yoéunluk gradienti ﬁzefine ya-
y1ldi, 35 dakika 1350 rpm'de (850 g) oda aisisinda santri-
fiijlenen rozet siispansiyonundan elde edilen interfaz top-
lanarak yine 3 kez RPMI-1640 ile 4°C'da yikand:x ve hiicre

6 hiicre/ml olarak sulandirilan T-len-

sayimi yapildi., 15x10
fositge fakir hiicreler, bir kez daha 4°C'da sensitize edilme-
mig koyun eritrositleri ile kendiliginden rozet olugturmaya
birakildirktan sonra Ficoll—Hypaque'araclllél ile B-ienfo;

sitge zengin interfaz toplanarak 3 kez sofuk RPMI-1640 ile
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yakandl ve soguk PBS iginde-0,5x106

‘hilere/ml olacak gekil-
de 3H-Con A ile baglanma deneyinde kullanilmak lizere su-

landaralda (46).

Fluorimetrik tayinlerde kullanilacak B-lenfositler
ise 200-400x10° hilcre/ 10\ olarak sulandirilda,

II.2.4. Protein Tayinleri:

Con A ve tlrevleri igin protein tayinleri 280 nm'de
absorbans 8le¢timil ile yapildi, Con A i¢in molar ekstinksi-
yon katsayisi olarak l.14 kullanilda (50 ).

IT.2.5. Radyoaktivite Saylmlarls

Radyoaktlvite sayimlari 5 ml. Bray gozeltiainde Pac-
kard Tri-Carb sava sintillasyon cihazinda yapildie. Aletin
okuma verimi trityum ig¢in % 49 olarak bulundu,

Dioksan'in Percksitlerden Arandirilmasi;

Bray ¢Uzeltisinde kullanilan dioksan'i sayam sonugla-
raini yﬁkselten peroksitlerden arindirmak igin dioksan 2
saat sodyum ﬁﬁerinden geri soéutucﬁda kaynatildiktan sonra
yine sodyum lzerinden distillendi (s51),

Bray Sayim Cdzeltisinin Hazairlanmasi.

4 gm PPO, 200 mg, POPOP, 60 gm naftalen, 100 ml meta-
nol, 20 ml eullen gllkol karlgtlrlldl ve dioksan ile bir
litreye tamamlands (52),



- 33 -

II.2.66 >H_gon A'nin Hazairlanmasz,

100 mg Con A (BDH Biochemicals) 10 ml. 10 mM fosfat
tamponu ig¢eren serum fizyolojikte ¢ozlildil, 10 mg/ml olan
bu Con A gbzeltisine, son derigimleri, 60 mﬁ/ml olacak
gekilde oA-Metilmannopiranozid (SIGMA M-6882) ve 1 mM
olacak gekilde Ca*® Mn*Z eklendi ve 0°C'da 60 dk bekletil-
di, inkﬁbésyon sirasinda, Ozgil etkinlizi 500 uCi/mol olan
3H-asetik anhidrit sodyum Uzerinden distillénmié dioksan-
da g¢uzlildli, Con A'nin cx:Metilmannbpiranozid ile inkilbas-
yonu bitiminde pH'sa kafl Na2003 ile 8,85%e¢ getirildikten
hemen sonra, 5 pCi 3H/mg Con A olacak gekilde “H-asetik :
anhidrit ortama kataldy ve 90 dakika 0°C'da inkibe edildi.
Inkiibasyon sonunda karigim 90x1.5 cm boyutlarainda PBS ile
dengelenmig Sephadex G-25 kolonuna uygulandi ve 2,5 ml/3
dakika akig hizi ile 50 fraksiyon toplanda, Tim ffaksiyon-
larda protein tayini ve radyocaktivite sayimi yapildiktan
gonra akbtif fraksiyonlar birlegtirilerek radyoaktivitenin
fazlasaindan kurtulmak amaci ile 24 saat 4°C'da PBS'ye kar-
51 dializ'edildio Héz1rlanan 3H-Con A'nin biolojik etkin-
lizini koruyup korumadigini saptamak amaciyla hemagluti-

nasyon etkinlifine bakildi (53 ).

IT.2.7¢ Mikrohemaglutinasyon;'

Defibrine kandan ayralmig ve serum fizyolojik ile 3
kez 1/10 oraninda ylkanmls erkek tavgan eritrositlerinden

% 1,551uk slispansiyon hazlrland1,3H—Con A 10O mM foafat
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" tamponu igeren serum fizyolojik ile seyreltildi ve erit-
rositlerle U tipi hemaglutinasybn plaklarinda 1 saat siire
ile oda sicakliginda inkiibe edildi. DoZal Con A'ya karsi

sinanan 3H—con A;nln hemaglutinasyon etkinligi gusteren |

en diisilk derigimi 2x sulandirimlarlas saptand: (54).

I1.2,8. Mikroflij tekni¥i ile baglanma deneyis

6

Saflagtirilmig B-lenfositler (0.5x10 hﬁcre/iOO?\)

3H-con A, PBS've Ca+2; Mn™2 ile son hacim 1 ml. olacak sge-
kilde karagtiraldar, Flkse edilmig hiicreler ile baglanma
gallslldlélnda, hiicreler % 0,25'1ik glutaraldehid ile
0°C'da 30 dakika inkilibe edildi ve 3 kez PBS ile y1kanarak
O.5x106 hiicre /100 A olacak gekilde sulandirildi, PFikse
edilmig ve edilmemis hilereler, ardigik olafak 20 veya 60
dakika_4°0'da JH-Con A ile bekletildikten sonra 4°C'da |
yiitksek doﬁda gantrifiijlendi ve 150‘p1-'3BS ile kaldarila-
~ rak 00,35 ml % 5'lik BSA lizerine yayaldi. 4°C'de yliksek hiz- .
‘da santrifiij sonrasi, hiicre gtkelegi 100 A Hyamin ile gd-

+2’ Mn+2

ziildii, o(-Metilmanopiranozid Ca ‘PB3 ve 0.5x106 hiic-
re igeren kontrol tiipleri Con A ile dnceden 45 dakika 0°C
da bekletildi, Radyoaktivite sayimlari Packard Tri-carb
gavisl sintillasyon cihazinda Bray sayim ¢bzeltisi ile ya-

p1ldy (12 ).
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II.2.9. Asscsiasyon sabi#i (Ka) ve regeptdr sayisi

(N)*nan hesaplanmasi:

Reseptor-ligand iligkisi:
R.-L:RL '0.’0‘.’.‘00...'°I.‘......'....O..........‘.. (1)

olarak ifade edilecek oclursa

(RL)
| Kaé'm Sobeecsesssscescsececeessnsessssnses (2)
burada : _
' K, : Asoslasyon sabiti
(R) : Serbest resepttr derigimi
(L) : Serbest ligand derigimi

(RL): Reseptior-ligand kompleksi
Scatchard'in ( 55) ifadesine gbre,

(L)Y,
(L),

= Ka(L)h - Ka(R)oooooocoooeoooonooe.ooototo (3)

burada:.
(L)b: bagli ligand derigimi
(L)fs gerbest ligand derigimi
(R) : toplam reseptdr dériéimi

K, @ aso@iasyon sabiti

eger,

B bagli Con A

H serﬁest Con A

Con A reséptﬁrlerinin sayisa denilecek olursa
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(3) numaralildenklem

B : o
_=KaB - KaN .oloe1000007000009nocooocoooc-cco. (4)

F .
~haline gelecektir,

(4) numsrali ifadeden faydalanarak B/F'ye kargi B
g¢izilecek olursa, elde edilecek doZrunun egimi (-Ka),-

x-eksenini kestigi nokta da N olacaktir.

_ Radydaktivite sayimlari ile ¢izilmig Ornek bir gra-
fikte, |

Sbd

" , = uM Con A (baZlai)
Ozglil etkinlik X Mol. agarlik _

(Sbd/pg Con A) (Con A)

pM Con A (bagli)x 6002x1023 (Avagadro sayisi)

: =(reseptor/
Deneyde kullanilan hiicre sayisa ; hiicre sayisi)
Ayni gekilde radyoaktivite sayimlari ile ¢izilmig bir gra-
fikte;
Egim = . = = -K
X, - X, x
Yzgll etkinlik (sbd/pg Con A)

K = Y x10=3

a
x, lO"'6

Mol, aémrllk(cOn A)
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Kq b=

x 103 b4 Mbla_aélrllk Con A olarak
x _ ' s

hesaplanir.
I1.2.10, Fluorometrik Tayinler:

2,4 ml PBS igeren fluorometre kiivetine 5 pl, 5 mM
ANS (l—énilinonaftalene—B—sulfonaf Mg+2 tuzu) katalda,
emisyon dalga boyu 500 nm'yé ayarlanarak eksftasyon gpek-
trumu sapténdlo'BSO_na de bulunan mgksimum,eksitasyona
ayarlanan alette bu kez maksimum emisyon dalga boyu Slshm
olarak bulundu. Ayni iglemler hiicreler varliginda da tek-

rarlanarak emisyon maksimumunda sapma olmadigir saptanda,

ANS baglama bdlgelerinin polaritesi iging

04 X F paxs

Q.ﬁ
etanol

bagintisandan yararlanildi. Burada Q kﬁantum verimi,

" F paks (PBS deki maksimum fluoresans), Fetgnol (mutlak
etanoldeki fiuoreéans), Oc4 ANS'nin etanoldeki kuantum
verimidir, Buna bagli olarak 0.4 deferinde diigsme, ortam
polaritesinin azalma derecesi ile orantilidir, F maka P
saptanmasi i¢in 2.4 ml PBS igeren fluorometre kiivetine
511 5 mM ANS varliginda ve yoklugunda, yaklasik 5x105
hiicre/10 A 11k hiicre siiISpansiycnlarl katildil ve fluoresans

saptandi, Dlizeltilmig fluoresans ANS varliZinda elde edi-

len degerlerden ANS yoklugunda elde edilen ve i1sik sagi-
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limina ait degerlerin g¢ikarilmasi ile elde edildi (Fd).
- 1/Py degerleri ‘1/nticre deferlerine karga grafiklenerék-

s1fira ekstrapcle edildi ve F saptandi. ANS baZlanma

maks
bilgelerinin sayr ve affinitelérininrsaptanma81 igin yak-
lagak 4x106 hiicre ige:en 2.5 ml PBS {izerine deéigik deri-
simlerde ANS katildi ve fluoresans degerleri saptanda (F).
Ayn: iglem hiicre yoklugunda yalniz ANS ile tekrarlanarak
elde edilen degerler (Fy) dilzeltme igin kullanildi. Baéll-

ANS miktarl

(F—FO) xl

Fmaks

ANS bagliy =

bagintisa kullanilarak hesaplandi° Bu degerler ortama ko-
nulan toplam ANS derigiminden ¢ikarilarak serbest ANS mik-

tarlari bulundu,

Bagli/serbest ANS degerleri baéll ANS degerlerine
kargl grafiklenerek elde edilen Scatchard dogrularindan
K-affinite sabitirve N reseptor sayilari hesaplandi. Bagla
ANS ile zardaki triptofanlar arasindaki enerji transferi
araclilél ile zardaki triptofanlar ve ANS arasi uzaklik-
lar hesaplandi, Yaklagik 5x106 hﬁcré igeren 2.5 mltlik
slispansiyonun tnce 290 nm'de absorbsiyonu 8lciildii (Al),
ayni brnegin fluoresansa 290 nm ile eksite edilerek 335 nm

emisyon dalga boyunda 6lglildi (Fl)o Bundan sonra ANS
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(10 nly 5 hM) katilarak tekrar fluoresans(Fz) ve absorb-
siyon (Aa) Olglildlis Enerji transferinin verimi F1/F2 ola-
rak alindi. F; ve F, "ig¢ filtre etkileri® igin diizeltil-
die Bu diizeltme igin:. |

2.37 A Ay
K (A):.

i o2

bagintisz ile elde edilen degerler kullanildi, Burada A
absorbsiyon, T transmittans, ¥ kiivet ile emisyon sliti
arasindaki uzaklik, Ay emisyon slit agiklaifrdar

(Qy = Yo = 'yl), Enerji transferinin verimi;

R = Ro -‘6 /—-é—- - 1 Dbagintisi ile triptofan ve ANS

arasi uzaklik (R) hesaplanabilir, Burada Ro ANS igin
233 A°tatir. Defigik ANS derisimlerinde hesaplanan
K deferleri ANS derisimine kargy grafiklenerek sifira

ekstrapolasyonu ile limit deZeri elde edildi (56),
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III- B U L G U L A R

IIT.1. Hasta gruplarinda T ve B-lenfositlerinin Sa-
yisal DeZerlendirilmesi:.

Galigma kapsamna H.lU, Tip Fakiiltesi Onkoloji Bilim
Dalandan klinik olarak KLL-fan181 almig ve E ve EAC rozet
aracillél ile B-lenfosit hakimiyetli KLL oldugu sa?tanmlg
& hasta allnmlgtlr. E ve EAC-rozet éonuglarl Tablo Itde

goriilmektedir,

Holle Tap Pakiiltesi Patoloji Bilim Dalandan lenfoma
tanisi almrs 4 hastanin lenf nodu biopsisi E, EAC rozet ve
ylizey immilnoglobulini (5Ig) ag¢isindan deferlendirilmistir. -
Lenf nodu biopsilerigin E, EAC rozet ve ylizey immunoglo-

bulin sonuglar; Tablo II'de gb‘:biilmektedir°

.Ayrlca, Onkoloji Bilim Dalindan ﬁHairy Cell" ltgemi
tanisi almg ve yine E, EAC rozet ve SIg ile tiplendiril-
mesi yapilmg 2 "Hairy Cell" vakasy: c¢aligma kapsamina ka- .
talmgtirs "Hairy Cell"™ vakalarimn E, EAC rozet ve SIg
deZerleri Tablo III'de goriilmektedir,
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TABLO I

KLL Tanili Hastalarin Periferik Lenfositlerinin T ve B

Lenfositler Ac¢isandan Incelenmesi

HASTA TfLenfosit. B-Lenfosit
(% E) (% BACT)
1) so7. 3 32
- 2) B.E. 5 . | 75
'3) BoG. | 14 ' 45
4) 1., 5 - 70
5) HoB, 10 ' 50
6) G.0, 25 43
TABLO II

Lenfoma Tanili Hastalarin Lenf Nodu Lenfosit Popiilasyonu-

- nun T ve B-Lenfositler Ag¢isindan Incelenmesi

HASTA  T-Lenfosit  B-Lenfosit B-Lenfosit
(% V) (% EACY) (% SIg")
2) F.K, 7 49 T

3) Awhs 5 75 55



_'42__
‘TABLO TIII

"Hairy Cell" Tanili Hastalarin Periferik Lenfositlerinin

T ve B Lenfosit Acisindan Incelenmesi

HASTA  T-Lenfosit  B-Lenfosit ' B-Lenfosit

- (®E) (% EACY) (% s1g")
1) HoY, 20 2 25
2) U.A. 75 5 16

"Héiry Cell” losemi tanisi konmug hastalarin perife-
rikrlenfositleri T ve B+null olarak ayrildiktan sonra her
iki grup "hairy cell" goriintimlii hiicrelerin sayisal oranl-.
n1 saptamak amaciyla faz kontrast mikroskopta inceienmig-_

tir. Sonuglar Tablo IV'de verilmigtir,

TABIO IV

"Hairy Cell" Losemi Tanili Hastalarin T ve B+Null olarak
ayrilmig Periferik lLenfositlerinde "Hairy Celln goriniimli

Hiicreler
HASTA _ . % Hairy Hiicresi
1) HoY.
B+Null Lenfositleri | 88
T-Lenfositleri 6
2) O.A.
B+Null Lenfositleri ' 60

T=Lenfositleri -5



~ %3,7

. KLL ve "Hairy Cell" lteemili hastalarin periferik
kanlarandan Ficoll-Hypéque yogunluk gradianti ile ayrilan
lenfositlerden 2x E' rozet aracilifi ile B+Null lenfosit
popiilasyonu . ayrllmlg ve SH-Con A ile baglanma dgneylerin;
de kullanmlmgtir. Pikse edilmig lenfositlerin lullanilda-
Z1 deneylerde ise 2x EY rozet araciligi ilg ayrilan B-Null
lenfosit popiilasyonu glutaréldehid,aréc;llél*ile fikse
edildikten sonra 3H-—cqn'A ile baglanma deneylerinde kul-

lanalmigtar,

ITI.2. “H-Concanavalin A ile Hiicrelerde Con A Resep-

$6r Sayilarinin ve Affinitelerinin Incelenmesis

Saglikli kigilerin ve KLL'li hastalaran B+Nu11.lenfo—
gitleri ile yapalan baglanma deneylerinin sonuglari Tablo
V'de tzetlenmigtir, Sekil 4'de fikme edilmis normal B-len-
fositler ve KLL'1i hastalarin fikse edilmig ve edilmemig
B-lenfositleri ig¢in baglanma egrileri goriilmektedir, "Hairy
Cell" 1dsemili hastalarlnrbaéianma egrisi Sekil 5'de gbriil-
mektedir, Normal ve KLL B-lenfositlerinin aksine, "Hairy
Cell" l¢semili hastalarda, baglanma eériﬁi "sigmoidvdir,
bu nedenle, Hairy hiicreleri icin Sdatchard dogrulary ¢izi-
lemediginden Con A reseptdr sayisi ve éssosiasyon gabitle-

ri saptanamamigtir,
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, ' " . g .. 3 :
- 8t HAIRY * Huacrelerinin “H -ConA  Bajlamasi _ HY.
Sbd'x 10 —

150
L 3H-Con A (ugiml)

§ekil 5: Hairy Cell Hiicrelerinin Baplanma Egrisi,
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KLﬁ'ii hastalarin lenfositleri ve "Hairy Cell" lYse-
mili hastalarin periferik hiicreleri ile yapilan tiim baZ-
lanma deneylerinde Bzellikle yilksek Con A derigimlerinde
o-Metilmannopironozid'li kontrol deéerleri.QOk yliksek bu-
lundugundan baglanma efrilerinde gﬁsterilmemigtir'(ﬁakl—

niz tartisma).

Fikse edilmig normal ve KLL B-lenfositlerinin Scatc-
hard ‘dogrulari ardigak olarak Sekil 6 ve T'de gboriilmekte=
dir, Scatchard analizi sonucu hem normasl hem de lSsemik
B-lenfositlerde farkli affinitede iki resepttr olduZu sap-
tanmigtar, Baglanma ¢aligmalarinda fikse edilmemig lenfo-
sitler kullanildiginda, l&semik B-lenfositler igin ytiksek
affiniteli reseptdriin normale gire yaklasik 3 misli daha
yilksek affinitede oldugu gozlenmigtir., Normal ve ldsemik
grubun B-lenfogitleri glutaraldehid araciligi ile fikse
edildiginde ise, normal lenfositler ic¢in hesaplanan affi-
nite deferinde farklilik olmazken lidsemik grupta bu deger

on kez azalmaktadlfo

Diiglik affinitell ikinci reseptdr ise normal, ldsemik,
fikse edilmig veya edilmemis lenfositlerde yaklagik ayna

degeri vermektedir,
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Reseptor éayllarlnda ise, fiksasyon 1ile her iki
grﬁpfa da farklilik olugsmugtur, Fiksasyon ile normal len-
fositlerin yilksek affiniteli resepttrlerinde Baylsalrazal-
- ma gazlénirken, ltsemik grupta artma gazlenmektedir. Dliglik
affiniteli reseptdrlerin sayisi ise fiksasyon sonunda her

iki grupta da azalmigtir,

'IIIoB. Hiierelerde ANS Baglanma Yerlerinin Sayi-ve -

Affinitelerinin Incelenmesi:

KLL, lenf bezi ve "Hairy Cell" lsemi hiicrelerinin
gireli hidrofobisitesini saptamakAamaclyla ANS baglanma
bdlgelerinin sayi ve affiniteleri hesaplanmigtir, Sonug-~
lar normal ve hastalar igin Tablo VI'da dzetlenmigstir,

KLL B-lenfositlerinin hidrofobik bdlgelerinin saylsllnor—_
male gore olduk¢a azalmigtir, Buna karsin bu bblgelerin
hidrofobisitesi normale gore yilikselmigtir. Lenf nodu B-len-
fositleri hidrpfobik bolgelerin sayisa agisandan KLL B-len-
fositlerine yakin benzerlik gastermektedir. Buna kargin
lenf nodunda, bu bblgelerin hidrofobisitesi normal B-len-
fositler igin elde edilen degerin altana dﬁgﬁﬁﬁtﬁr.“ﬂairy"
hiicrelerinde ise hidrofobik bolgelerin sayisi normalin ya-
risina karglt-gelmektediro Hidrofobisite agisindan ise
Hairy hilicreleri lenf nodu lenfositlerine benzerlik goster-

mektedir,
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III.4, Hiicrelerde ANS Baglanma Yerleri ile Tripiotan
Molekiilleri Arasindaki Uzaklifin (r) Incelen-

nesi:

Tablo VI'da ayrica zardaki ANS baélénma blgeleri
ile en yakan Triptofan birimlerl arasi uzakliklar dzetlen-
‘migtir. Triptofan birimlerinin ANS bazlanma bdlgesine uzak-
111 normal B-lenfositlerinde 32,6 A° iken, KILL vé_lenf
nodu B—lenfositlerinde azalmig gﬁrﬁnmektedir, KLL ve lenf
nodu B-lenfositleri baglanma bélgelerinin Tripfbfan birim-
lerine uzakligi agisaindan birbiriﬁe benzerlik gistermek-
tedir, Hairy'hﬁcrelerinde ise bu uzaklik oldukc¢a azalmig

goriinmektedir,
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IV-TARTIGSMA

Normal insah-kanlndan periferal lénfositlerin’ayrll—
m351've-daha sonra bu lenfositlerden B-lenfositlerinin
saflagtirilmasi amacayla kullanilan yéntem Boyumtun (45 )
yoéunluk santrifiigasyonu prensibine dayanan yénteminin
bir modifikasyonudur (46 ). Bu.modifikasyonun bnemi gok
aé Ficoll-Hypaque kullanarak (diZer yﬁntemierin 1/10"nu
kadar) ayirim yapmasi ve eritrosit bulagiginin en dtigitk

diizeyde tutulabilmesidiro

B-lenfositlerin saflagtirilmasinda rozet olusumunun
30 dk. 37°C'da iki kez gergeklegtirilmesi ve dzellikle
' ikinci rozetlemede yaklagik 18 saat beklenmesi T-lenfosit-
lerinin biyilk tlgilde giderilmesini saglamigtir. Bu yontem
ile ilk rozetlemede aktif T-lenfositleri, ikinci rozetle-
mede ise gerl kalan lenfositler uzaklagtirilmisg olmakfa-
dir., Bu‘gallgmada B-lenfositi denildiginde T-lenfositle-
rinden fakir B%Null lenfosit poplilasyonu ifade olunmakta-~

dl—lr'o

Bu ¢aligmada, kronik lenfositik losemili (KLL) hasta-

lara tani konulmasinda klinik ve hematolojik yontemlerin
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yanisira B—lenfositlerinin tanimy ig¢in ylizey immunogldbu-
1in ve EAC-rozet yﬁntemlefi imminolojik kriterler olarak _

‘kabul edilmigtir,

Con A hiicre yﬁzeyinih yaplsluaglslndan normal ve
trahsforme hiicrelerin kargllasflrllmaSLnda pek onraraétl—
rici tarafindan tzgil bir ligand olarék kullanilmigtar
(20,30)Bu amagla gok defisik y®ntemlerle igaretlenmis
Con A kullanllmaktadn.r.Deneylerimizde kullanilan
SH-asetil tUrevinin, hemagliitinasyon deneyi ile dogal lek- -
tine egdeger biolojik etkinliZe sahip oldﬁéu gosterilmig~
tir, Yanlsira, yiiksek 6zgﬁl etkinlikte ve dayanikli olma-
81 nedeniyle diger lektin isaretleme yontemlerine tercih
“edilmigtir , Bu hitelikler,tzellikle hiicre ylizeyindeki az
gayida ve yilkksek affiniteli reseptdriin saptanmasinda Snem

kazanmaktadlr (57) e

Bu galigmada kullanilan baglanma ydntemi ve sonuglarin
Scatchard yontemi ile analizi dzglil olmayan baglanmayi
minimale indirmekte ve endositozu duyarli bir gekildé_alq?
mektedir., Ayrica, yontemin yeglenmesinin bir diger nedeni,
hilcreleri yikama ve pipetleﬁe gibi mekanik etkilerle fézla
oranda kargl kargiya birakmamasidir, Baglanma deneylerinin
0-4°¢ arallélhda yapllmasi zar aklskanlzélni azaltarak re-
geptr gevresini etkilemektedir. Zar akiskanligindaki bu

azalma ise, deney sonug¢larinin hatali yorumina neden
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olabilecek endosifozun oniine gegilmesine glanak verﬁekte-
dir, Virus ile transforme doku kiilttirll hitcreleri kullani-
larak yaﬁllan bir ¢aligmada OOC'daki'deneylerin 22%1da

yapilan deneylere klyasla,.hﬁcre igine alinan lektin mik-
tarinda (internalized) Bnemli azalma saglandifis saptanmg
tir. Yine ayni c¢aligmada 22°Gt'da yapilan baglanma deneyin
de Con A'nin Yzgul reseptorler diginda da hiiere ylizeyine
baglandlgl ve hiicre igine allndlgl bellrtllmektedlr. O C

baglanmanln azaligi 22° C'da kiyasla bu sicaklikta 11p1d

fazinain flzlksel durumindaki farklilaga baglanmigtir (58
Ancak, KLL'li hastalarda B-lenfositleri ile yapilan de-

- neyler O°-4°C arallélnln endogitozun Oniine gegmek -igin
yeterli olmadigini gostermigtir, Normal (fikse edilmig ve
edilmemig) B-lenfositleri ile yapilan deneyler ise 0-4°C
araliginin endositozu yetefli dﬁzeyde engelledigini orta-

ya koymektadir,

Reseptdrlerin sayi, affinite ve heterojenliZinin &1~

ciilmesinde en gok kullanilan yontem Scatchard ydntemidir

L]

(55). Scatchard analizi ile deZerlendirmede, ortama konan

ligandain % 10'nu veya daha fazlasi baglandigi takdirde,

sonsuz reseptﬁr oldugu anlamanda yatay bir dogru elde edi-

lire Deneylerimizde baglanma daima ortama konan toplam

serbest lektinin % 5'inden az olmustur. Bu da Scatchard

-

analizi sonuglarinin gecerlilifiine igaret etmektedir.
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Hilere zarinan yapls;hda hidrofilik bélgeleri protein
vé glikoproteinler olugfurmaktadlro Fosfolipidler ise bil-
yiik slclide hidrofobik bir matriks olggturur; Bu galigmada,
zar hidréfobisitesi,hakklnda fikir edinmek amaciyla ANS'den -
yararlanilmigtir, ANS hidrofilik ve hidrofobik ortamlarda
farkli fluoresans versn bir bilesiktir, Herhangi bir zaran
ANS baglayan bﬁlgeleriniﬁ goklugu, zarin hidrofoﬁisitesi—
nin yilksekligi ile dogru orantrlzdir (56)., ANS ile yapa-~
~ lan deney sonuglarinln yine Scatchard ydntemi ile-analiz
edilmesi, zardaki hidrofobik bdlgelerin sayisi ve hidrofo-
bisitesi hakkinda fikir edinilmesine olanak saglamigtir,

ANS, ayrica, zar proteinlerinin triptofanlari ile enerji
l'allg verigine girdiéinden (56), baéianma bblgesi ile trip-
tofan birimleri arasa uzakllélnlhesaplanma81 mﬁmkﬁﬁ olmig-

tur,

Sekil 4'deki baglanma egrisinde fikse edilmemig,KLL
1enfositlerinin normal B-lenfositlerine oranla iki kez da-
ha fazla Con A bagladify gorilmekbedirs KLL lenfositlerindeki
yﬁksek baglanmanin o{~MM kontrollarinin galigmamasina bag- |
11 oldugu diigliniilebilirse de Sekil 4 'de goriildigl gibi
normal lenfositler igin baglanmada da o4-MM kontrollara
rheséba-katllmamlgtlr. Bu nedenle iki lenfosit +iirii arasin-
' daki baglanma farki dzellikle diigiik derigimler igin Bzgiil
olmayan baglanmadan ileri geimeﬁektédiroDiéer taraftan fik-

gse edilmig KLL lenfositlerinde de  o&MM kontrollaranin
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'_gallsmam551na_kargln toplam baglanma ysklasik olarak nor-

mal diizeyine diigmektedir,

Bu galigmada kullanilan hiicrelerin gofunda oX{-MM kont-
rollarinin g¢aligmiyor olmasyr dzellikle yiiksek derigimlerde
 6zglil olmayan baplanmanin denetim altinda tutulamadigini
ortaya koymugtur. Bu nedenle dusﬁk affiniteli ¢ok sayidaki
reseptﬁrlerin sayl ve affinitelerinin kargilagtirilmasi
kanimizca fazla tnem tagimamaktadar, Diéer'taraftan yiiksek
affinitéli‘az sayidaki reseptoriin kargilagtirilmasa bﬁyﬁk-

onem tagimaktadir,

Szellikle fikse edilmis KLL lenfositlerinde toplam
baglanmanin diigmesi bu tiir lenfositlerin biiyilk Slglide re-
septir aracili endositoz yaptaiginma dﬁgﬁndﬁrmektedir (59).
Daha tnce yapilan g¢aligmalar normal biiylime ve farklilasma-
nin hiicre zarinin dinamik defigikligi ile el ele gittigini
ortaya koymigtur (60) bu deéisikiikler nikrotiibiil ve mik-
rofilaman sistemindeki degigimlere bagly olabiléceéi gibi
lipid bilegimindeki deZigimlere de bagli olabilir (38).
XLL lenfoéitleri ile daha tnce yapilmig ¢alismalarda li-
pid tabakada kolesterol miktarlarinin azaldigi ve buha_,
baglaz olarak zaran akigkanlifinda artma gbzlendigi be-
1irtilmektedir-(61,62)o Zar akiskanligindaki artmaya kar—
gin bu tlr 1losemiii hiicrelerin kutup olugturma ye-

teneginin ¢ok azaldigi da saptanmigtir (39). Zarda yatay
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(lateral) harekete bgagli bir olay-olan kutup.olu$turma
KLL'de azalirken, fikse edilmemis normal ve KIL lenfosit-
‘leri ile japtlélmlzideneylerde KLL lenfositlerinin ¢ok da-
ha_yﬁksek Con A baglamasi endoéitozun-bu'hﬁcrelerde farkli

bir,mekanizma-ile olugtugunu diéglindlirebilir,

"Hairy Cell" losemili hastalarda morfolojik olarék
zarda uzantilar ve sagaklar gisteren "Hairy" hiicrelerinde
ise baglanmanin sigmoid karakterli oldupu gbézlenmigtir.
Fikéasyon ile sigmoid baglanmanin oniine gegilememektedir.By
da reseptirler arasi etkilegimin zar akigkanliZi nedeniy-
le ortaya gikmadigini gistermektedir, Sigmoid ba®lanmanin

'dlmer-tetramer Con A arasinda seg¢im yapan farkli tiir resep—

torlere bagli oldugu kanisina varilmigtair,

Hairy Cell l8semili iki hastadan elde edilen sonug-
lar splenektomi sonrasi deZigik zamanlarda tekrarlandigin-.
da gigmodisitenin periferdeki toplam hairy hiicre yiizdesi
ile dogru orantili olarak arttiZa gozlenmmigtir, Bu bulguda
gigmoid baglanma davraniginin tiimiiyle hairy hiicre karakte-
ristigi olduguna isaret etmektedir. Yapilan bir diger ca-
lismada yine “Hairyﬁ hiicrelerinin tzellifi olarak bu hiic-
relerin spontan kutup (capping) olugturmasinin higbir ge-

kilde tnlenemedigi ileri slirlilmiigtir (63).

ANS araciligy ile yapilan deneylerde KLL, lenf bezi

ve hairy hilerelerinin zar hidrofobisiteleri normalden ¢ok
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farklay bulunmugtur. KLL B-lenfositlerinin yiiksek hidrofo-
bisitede, daha az sayida hidrofobik bdlge igermesi kutup-
lagmaya kadar gitﬁeyen'gruplasma (patching) ile agiklana-
bilir (64 ). Bu da yukarida syzii edilen edositozu hizlan-
dirici bir etken olabilir, - |

Vﬁzetle, baz; malignllenfoproliferatif hastallklarda
transforme hiicrelerin Gon-A baglema Bzellikleri normal-
den farkliliklar gistermektedir. KLL lenfositlerinin nor- -
 male gire daha fazla Con A baglamasi Hairy hiicrelerinin
ige sigmoid baglanma gidstermesi en belirgin &zellikleri-
dir. Fikse edilmémis hilcreler ile yapilan deneylerin so-
nuglari fikse edilmig hiicreler ile yapilan deney sonug-
lara ile kargilagtairildiginda, KLL lenfositlerinde endo~
sitoz kapasitesinin biyiik olelide arttify gozlenmigbir.
Bulgularamiz, fiksasyon ile endositozun durdurulmasinin
daha gegcerlli baglanma sonuglari verdigini gbstermektedir,
Diger taraftan Hairy hijcreleri fiksasyondan etkilenmemek-

te ve sigmoid baglanma 8zelliklerini korumaktadir.

KLL lenfositlerinde kutuplasmaya kadar gitmeyen bir
gruplagmanin oldugu da bir diger tnemli ©zellik olarak dii-
giinlilebilir. S6zii gdiien bu galigmada zar defigiklikleri-
nin normal farklllagmé mekanizmalarinda meydana gelebile-
cek bir hata ile ortaya ¢ikmasi clasilidir, Bu olaszligin
farklilagmanin hangl evresinde ortaya glktlélnin aragti- |

railmasa: transformasyon mekanizmalarina 131k tutacaktar

‘kanisindayaiz.
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2 E T

Lenfoproliferatif hastaliklarda hiicre zarinin ¥zel-
liklerini agakliga kovugturmak amaci ile yapilan bu g¢alig-
'ﬁada. 3E-Con A reseptdrleri sayil ve affinite acisindan
kargilagtirilmigtir, Normal ve KLL B-lenfositlerinde fark-
11 affinitede iki reseptor oldugu saptanmigtir. Yiiksek
affiniteli reseptdrin affinitesi KLL B-lenfositlerinde
" normale kiyasla 10 kez daha diigliktiir, Dlgiik affiniteli re-
geptdr ise ikl grup arasinda bliyiik férkllllk godstermemek-
tedir, Reseptor sayilari agisindan kargilagtirma yapildi-
ginda ise normal lenfositlerde yliksek affiniteli'reseptar

daha fazla goriinmektedir., Buna kargain ltsemik B-lenfosit-

‘lerde diigiik affiniteli resepttr sayica artmigtar,

ANS. aracaligy ile zar hidrofobisitesi agisindan kar-
galagflrma' yaprldiginda KLL B-lenfositlerinin hidrofo-
bik bOlgelerinin normale gtre olduk¢a azaldigi saptanmig-
tir, Buna kargin bu bdlgelerin hidrofobisitesi KLL'de nor-
male gore ylikselmigtir,

Lenf nodundan izole edilen B-lenfositleri ise peri-

ferik lenfositlere benzerlik gdstermektedir.
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Diger bir grubumuzu olugturan Hairy Cell losemi hiic-
relerinde ise hidrofobik bGlgelerin sayisi normalin yari-
sina kargat gélmektedir. Hidrofobisite agisindan Hairy hiic-

releri lenf nodu lenfositlerine benzerlik goatermektedir,

Bulgular transformasyon farklllagma-mekanizmalar1”g6z'

oniine alinarak tartigalmagtar,
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KISALTMATLAR

ANS: l-Anilino-8-naphtalene sulfonat

Con A: Concanavalin A,

E*rozet: Koyun eritrositi ile kendiliginden rozet olugumu.

EACTrozet: Eriﬁrosit—antikorﬂkompleman ara0111é1 ile rogzet

| olugumi,.

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit.

PCS: Fetal Calf Serum.

FITC~a~human Ig: Fluorescaine iscthioccyanate ile igaretli
antl insan immunoglcbulini,

avBtt: Gelatin Veronal Tampon,

HCL: Hairy Cell Losemi.

KLL: Kronik Lenfositik Lbsemi,

o =MM: {~Metilmannopironozid.

PBS: Fosfat Tamponlu Serum Flzyolojik

PHA: Phytohemaglutinin,

POPOP: p-bis- [2~(5—phenyloxazolyi] benzene .

PPO: (2,5-Diphenyloxazole)

SIg: Yiizey Immiinoglobulin,






