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ANKARA KECILERININ BRONSLARLA ILISKILI LENFOID
DOKUSU (BALT) UZERINDE ISIK VE ELEKTRON
MIKROSKOBIK CALISMALAR

Nevin KURTDEDE' Resat N. ASTF?
Levent ERGUN? Emel ERGUN?

Light and electron microscopic studies on the bronchus-associated lymphoid
tissue (BALT) in Angora goats

Summary: The purpose of this study was to investigate bronchus-associated
lymphoid tissue (BALT) in Angora goats at the light and electron microscopic
level.

In this study, the sumples tissue taken from lung of 10 healthy, 5-6 month-old
Angora gouts were used us a material.

It has been observed that the bronchus-associated lymphoid tissue of Angora
goats was formed by solitary lymphoid follicles and follicle-associated epithelium
(FAE) which covered these follicles. It has been seen that FAE was formed by ci-
liated cells and cuboidal lymphoepithelial cells but no goblet cells. Lympho-
epithelial cells were closely arranged lymphocytes, macrophages and polymorph
nuclear leukocytes.
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Ozet: Bu ¢alisma, Ankara kegilerinin bronglarla iligkili lenfoid dokusunun
(BALT) 151k ve elektron mikroskobik yapisint incelemek amaciyla yapildu.

Calismada 10 adet saglikli, 5-6 aylik Ankara kegisinin akcigerlerinden alinan
doku érnekleri materyal olarak kullanild.

Ankara kegilerinin bronglarla iliskili lenfoid dokusunun, soliter lenf fol-
likiilleri ile bu follikiillerin tizerini drten follikiille iliskill epitelden (FAE) olustugu
gozlendi. FAE'nin kadeh hiicresi icermeyen, silyalt hiicreler ve kiibik sekilli len-
foepiteliyal hiicrelerden olustugu gozlendi. Lenfoepiteliyval hiicrelerin lenfosit,
makrofaj ve polimorf nukleuslu lokositlerle yakin iligkide oldugu gorildii.
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Giris

Antijenleri alan ve bunlan antikor yapimi
icin sunan hiicreleri igeren mukozal lenfoid
doku mukozal yiizeylerin savunmasinda dnemli
rol oynar (6). Bronslar, barsaklar ve diger
mukoz membranlarla iliskili lenfoid dokular,
yaygin mukozal lenfoid sistemin liyesidirler
(29). Bronslarla iliskili lenfoid doku (BALT)
ile barsaklarla iliskili lenfoid doku (GALT)
morfolojik ve fonksiyonel olarak benzerlik gos-
terirler (7, 9).

BALT'da brons ile brongcuklann du-
varinda soliter ya da agrcgat lenf follikiiileri
gizlenir (13). Lumene dogru kubbe (17) ya da
parmak (9) seklinde ¢ikintt yapan lenfoid do-
kunun tizerini follikiille iliskili epitel (FAE)
(10) veya lenfocpitel (8, 12, 17, 18, 29) olarak
adlandirilan kadch hiicresi igermeyen (8, 27,
29) zcllesmis bir epitel orter. Lenfoepiteliyal
hiicreler, apikal yiizlerinde diizensiz  mik-
rovilluslara sahip olan silyasiz, yasst (18, 29) ya
da kiibik (30) hiicrelerdir (8, 12, 27, 29, 32).
Lenfoepiteliyal hiicrelerin aralarinda lenfositler,
makrofajlar (12, 18, 29, 30), plazma hiicreleri
(9) ve granulositler (8, 31) yerlesmiglerdir.
Bazal membran ycr yer kopuntuya ugramigtir
(2,12,17,18).

Lenfoepiteliyal hiicrelerin sitoplazmalarin-
da ¢ok sayida vezikiil ve vakuol gdzlenir (18,
29. 32). Ayrica, bu hiicrelerin sitoplazmalarinda
6zcllikle apikalde yerlesmis ¢ok sayida mi-
tokondriyon (8, 32) ve nadiren primer lizozom
(29) gozlenir. Lenfoepiteliyal hiicreler, bol mik-
tarda polizom igcrmeleri ncdeniyle elektron
mikroskobik incelemelerde silyali hiicrelerden
daha koyu goriiniirler (32). Bu hiicrelerin ¢e-
kirdekleri yuvarlak ya da uzamug olarak goz-
lenir. Bazen ¢ekirdekgik de goriilebilir  (29).
BALT1n cpitel hiicreleri  arasinda  dez-
mozomlara raslanir (32).

GALT'da oldugu gibi BALT'taki lenf fol-
likiillerinin iizerini orten epitel, lumenden an-
tijen orneklerini alarak i¢ kisimlara tagima yc-
tenegindedir (30); boylece solunan havada
bulunan infcksiydz virus ve bakterilere kargi
pulmoner mukozal immunitede rol oynar (13).
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Subepiteliyal soliter ya da agregat lenf fol-
likiillerinin germinal merkezinde blast kiicreler
(8), lenfositler, makrofajlar, retikulum hiicrcleri
ve mitoz figiirleri (2, 26, 27) bulunur. Germinal
merkezin perifer kisimlarinda lenfosit, makrofaj
ve rctikulum hiicreleri gozlenir (12). Bu bol-
genin ozellikle lateral ve luminal kisimlan (2,
8, 26, 27) ilc subepiteliyal bagdokuda (9, 13)
plazma hiicreleri gozlenirken, germinal mer-
kezde bu hiicrelere rastlanmaz (12). T len-
fositler daha ¢ok follikiillerin bazolateraline
yerlesirken (7), lamina propriya‘da bulunan len-
fositlerin cogu B lenfositlerdir (13).

Lenf follikiilleri lateral ve antiluminal ki-
simlarindan  bagdoku ile gevsck olarak  sa-
nlmislardir (30). Bu bolgede yiiksck endotelli
veniiller (HEV) bulunur (2, 26, 27). HEV'de
lenfositlerle endotel hiicrelerinin yakin iliskide
oldugu goriiliir. Lenfositler, cndotel  hiic-
relerinin arasinda (12) ya da damar lumeninde
endotel hiicrelerinin luminal yiizcyine tutunmusg
olarak gozlencbilirler (17).

Bu arastirma, Ankara kegilerinin bronglarla
iligkili lenfoid dokusu ile follikiille iligkih cpi-
teli'nin 151k ve elektron mikroskobik yapisini in-
celemek amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot

Caligmada, Ankara Lalahan Zootekni
Aragtirma Enstitiisii'nden saglanan 10 adet sag-
likli 5-6 aylik Ankara kegisinin akcigerlerinden
aliman doku ornekleri materyal olarak Kul-
lamldi.

A) Isik mikroskobik incelemeler igin

Alinan doku pargalarinin bir kismu T len-
fositlerin belirlenmesi i¢in, 6nceden sogutulmus
formol-sukroz soliisyonunda (pH 6.8) +4°C'de
22 saat tespit edildikten sonra, +4°C'deki Holt
soliisyonunda 22 saat tutuldu ve kriyostatta ali-
nan 8 mikronluk kesitlere alfa-naftil asetat cs-
teraz (ANAE) boyama yontemi (pH 6,4) uy-
gulandi (23).

Alinan doku pargalarinin diger kismina isc,
IgG igeren hiicrelerin belirlenmesi i¢in direkt
immunperoksidaz yontemi uygulandi (14). Par-
calar sivi azotta donduruldu ve bunlardan 8
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mikronluk kesitler alindi. Bu kesitler iyice ku-
ruduktan sonra, onceden sogutulmus asetonda
10 dakika tespit edildiler. Kesitlere cndojen pe-
roksidaz aktivilcsinin  giderilmesi igin me-
tanolde hazirlanrms % 0,5 H,O 20 dakika uy-
gulandi. Daha sonra kesitler fosfat buffer salin
(PBS, pH 7,4) ilc yikandilar ve uygun oranda
sulandinlmig anti goat IgG peroksidaz kon-
jugatl (Sigma, A 5420) ile 1 saat inkiibe cdil-
diler. Siire sonunda PBS ilc bolca yikanan ke-
sitlere  peroksidaz aktivasyonu igin, substrat
olarak tris buffer salin (pH 7,6)'de hazirlanan 3,
3' diaminobenzidin (DAB) tetrahidroklorid
(Sigma, D 5905) 20 dakika uygulandi. PBS ile
bolca yikanan kesitlerin bazilarma 10 saniyc
Mayer's hematoksilen (14) ile ¢ckirdek boyasi
yapilirken, diger kesitlere ¢ekirdck boyasi uy-
gulanmadi.

Alinan doku parc¢alarinin diger bir kismi
ise plazma hiicrelerinin belirlenmesi igin, alkol-
formol soliisyonunda 48 saat tespit edildikten
sonra dereccli alkollerden, metilbenzoat ve ben-
zollerden gegirilerek paraplastta bloklandilar.
Bu bloklardan alinan 7 mikronluk kesitlerc
plazma hiicresi boyamasi olan methylgreen-
pyronin uyguland: (11).

B) Elektron mikroskobik incelemeler icin

Alinan pargalar, glutaraldehid-paraformal-
dchid'de on tespitleri yapildiktan sonra ozmik
asitte ikinci kez tespit edildiler; daha sonra de-
receli alkoller ve propilen oksitten gegirilerek
araldit M'de bloklandilar. Bu bloklardan alinan
| mikronluk yar incc kesitlere toluidin blue-
pyronin boyama yontcmi uygulandr. Incelenen
yar ince kesitlerde istenilen bdlgenin isa-
retlenmesi  yapildiktan sonra, bu bloklardan
300-400 angstrom kalinhiginda ince kesitler
alind1. Bu kesitler uranil asctat ve kursun sitrat
ile boyandiktan (33) sonra Carl Zeis EM 952
model elektron mikroskopta incelendiler.

Bulgular

I[s1k mikroskobik incclemcler icin ha-
zirlanan preparatlarda brong ve brongcuklarda
soliter lenf follikiilleri (Sckil 1) ile bu fol-

likiillerin iizerini orten kadeh hiicresi igermeyen
kiibik hiicrelerden olusan follikiille iliskili epi-
tel gizlendi.

ANAE boyama yontemi uygulanan kesitler
incelendiginde T lenfositlerin ¢ogunda bir iki
adet kirmiz1 graniil seklinde (Sekil 2 oklar, ok-
baslar1), retikulum hiicrclerinde ise ditfuz re-
aksiyon (R) gozlendi. Lenf follikillerinin ger-
minal merkezinde (Sekil 1, 2 G) ANAE negatif,
bunu ¢evrelcyen bolgelerde ise ANAE pozitf
lenfositler (Sekil 1 C, 2 oklar) saptandi. Ger-
minal merkezin periferinde az sayida ANAE
pozitif hiicreye de rastland1 (Sekil 2 okbaslar).

Sekil 1. Bronslarla iliskili lenfoid doku (bronscuk).
G : germinal merkez, C : germinal merkezin gevresi,
S : subepiteliyal bolge. ANAE. x 120.

Figure 1. Bronchus-associated lymphoid tissue
(bronchulus). G : germinal center, C : peripheral area
surrounded of germinal center, S : subepithelial arca.

ANAE staining. x 120).
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Ayrica ANAE pozitif lenfositler FAE ve su-
bepiteliyal bolgede (Sekil 1 S) de goriildii.

Immunpecroksidaz boyama yontemi uy-
gulanan  preparatlar  incelendifinde  im-
munglobulin (Ig) tasiyan hiicreler (Sekil 3
oklar), germinal mecrkezde (G) ¢ok, germinal
merkezin etrafi (C) ve subepiteliyal bolgede
(S) az sayida gozlendi.

Mecthylgrecn-pyronin  ile boyanan pre-
paratlarda germinal merkezde ¢ok sayida ve de-

Sekil 2. Bronslarla iligkih lenfoid doku. G : germinal
merkez. oklar : germinal merkezin ¢evresindeki bolgede
ANAE poazitif lenfositler, ok bagi : germinal merkezin
penferindeki ANAE pozitif lenfositler, R : ANAE pozitif
retikulum hiicrest. ANAE. x 340).

Figure 2. Bronchus-associated lymphoid tissue.

G : germinal center. arrows ¢ ANAE positive tymphocytes
in peripheral area surrounded of germinal center, arrow
heads : ANAE positive lymphocytes in peripheral zone of
germinal center. R : ANAE positive reticulum ccli.
ANAE staining. x 340.
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gisik gelisme asamalarindaki  pironinofilik
hiicre ile mitoz figiirlerine rastlandi. Germinal
merkezin ¢cvresinde ve subepiteliyal bolgede
az sayida pironinofilik hiicre gozlendi. Fol-
likiillerin ¢evresindeki bagdoku igerisinde tipik
plazma hiicrcleri goriildii.

Incelenen elektron mikroskobik  pre-
paratlarda FAE'nin, kadeh hiicreleri icermeyen,
silyali hiicreler (Sekil 4, 5 S) ve kiibik sekilli
lenfocpiteliyal hiicreler (M) ile lenfoepiteliyal
hiicrelerle yakin iliskide olan lenfosit (Sekil 4

Sekil 3. Bronslaria iligkili lenfoid doku (brongcuk).
G : germinal merkez,
C : germinal merkezi ¢evreleyen bilge,
S : subepiteliyal bolge. oklar : 1g pozitit lenfositler.
lmmunperoksidaz. x 260.
Figure 3. Bronchus-associated lymphoid tissue
(bronchulus). G : germinal center,
C : peripheral area surrounded of germinal center.
S : subcpithelial area.
arrows : Ig positive lymphocytes.
Immunoperoxidase staining. x 26().
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L), makrofaj ve polimorf nuklcuslu Iokositler- rek mikrovilluslar (Sekil 5 oklar) ile apikal si-

toplazmalarinda pinositoz vezikiillerine  (v)

den olustugu gézlendi.
sahip olduklar dikkati ¢ekti.

Lenfoepiteliyal — hiicrelerin+ silya  iger-

medikleri, apikal yiizlerinde kisa, kalin ve scy- Follikiillerin ¢evresindeki bagdoku iginde

yliksek endotelli veniillere (HEV)  rastlandi
(Sekil 6). HEV'lerin iginde ve ¢evresinde len-
fositler (L) gozlendi.

Sckil 5. Follikiille iliskili epitel (FAE). § : silyah hiicre. M
- lenfoepiteliyal hiicre, v : vezikiiller, oklar :
mikrovilluslar. x 84().

Figure 5. Follicle-associated epithelium (FAE). S : ciliated
cell, M : lymphocpithelial cell, v: vesicles, arrows :
microvilli. x 8400,

Sckil 4. Follikuille 1higkih epitel (FAE): S : silyal hiicre, M
- lenfoepiteliyal hiicre. L @ lenfosit. x 2860).
Figurc 4. Follicle-associated epithelium (FAE). S : ciliated
cell. M 2 lymphoepithelial cell. L. : lymphocyte. x 286().

Sekil 6. Yiiksek endotelli ventil (HEV). L : lenfosit. x 31(().
Figurc 6. High cndothelial venule (HEV). L : lymphocyte. x 3100



Tartisma ve Sonug

BALT'da brons ilc bronscuklann du-
varinda soliter ya da agregat lenf follikiilleri
gozlendigi bildirilmistir (13). Lenfoid dokunun
{izerini follikiille iliskili cpitel (10) veya len-
foepitel (8, 12, 17, 18, 29) olarak adlandirilan
kadeh hiicresi icermeyen (8, 27, 29) 6zellegmis
bir epitelin  orttiigi  belirtilmigtir.  Len-
foepiteliyal hiicrelerin, apikal yiizlerinde di-
zensiz mikrovilluslara sahip silyasiz, yasst (18,
29) ya da kiibik (30) hiicreler oldugundan bah-
sedilmistir (8, 12, 27, 29, 32). Calismada brong
ve brongcuklarda soliter lenf follikiilleri ile bu
{ollikiillerin lizerini orten kadeh hiicresi iger-
meyen kiibik hiicrelerden olusan follikiille ilig-
kili epitel gozlendi.

Subepiteliyal olarak yerlestigi bildirilen (2)
soliter ya da agregat lenf follikiillerinin ger-
minal merkezinde blast hiicreler (8), lenfositler,
makrofajlar, rctikulum hiicreleri ve mitoz fi-
giirleri (2, 26, 27) bulundugu belirtilmigtir. Ger-
minal merkezin perifer kisimlaninda da lenfosit,
makrofaj vc retikulum  hiicrelerinin - g6z-
lendiginden stz edilmektedir (12). Bu bolgenin
latcral ve luminal kisimlan (2, 8, 26, 27) ile su-
bepiteliyal bagdokuda (9, 13) plazma hiic-
relerinin bulundugu bildirilmigtir. Plazma hiic-
relerine germinal merkezde rastlanmadifindan
séz edilmektedir (12). T lenfositlerin daha ¢ok
follikiillerin bazolateraline (7), B lenfositlerin
cogunun da lamina propriya'ya yerlestigi (13)
belirtilmigtir.

Son yillarda, nonspesifik esterazlardan
olan alfa-naftil asctat cstcrazin T lenfositlerinde
bulundugu, B lenfositlerde isc bulunmadig: ¢c-
sitli aragtunicilar (3, 21, 22, 25) tarafindan be-
lirtilmistir. ANAE pozitif reaksiyonun T hiic-
relerinde 1-2 adet lokalize graniiller seklinde
oldugundan, B lcnfositlerin isc ANAE bo-
yanmasina kars1 negatif reaksiyon verdiginden
sz edilmektedir (1, 3, 16, 24). ANAE boyama
yontemi uygulanan kesitler incelendiginde lenf
follikiillerinin germinal merkczinde ANAE ne-
catif, bunu ¢cvreleyen bolgelerde ise ANAE
pozitif lenfositler gozlendi. Germinal merkezin
periferinde daha az sayida ANAE pozitif hiic-
reye rastlandi. Ayrica, ANAE pozitif lenfositler
FAE ve subepitcliyal bolgede de goriildi. Im-
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munperoksidaz boyama yontemi uygulanan
preparatlar incelendiginde immunglobulin ta-
siyan hiicrcler germinal merkezde cok, ger-
minal merkezin ctrafi ve subepiteliyal bolgede
az sayida gozlendi. Methylgreen-pyronin ilc bo-
yanan preparatlarda germinal merkezde ¢ok sa-
yida ve degisik gelisme asamalarinda olan pi-
roninofilik hiicre ile mitoz figiirlerine rastlandi.
Germinal merkezin cevresinde ve subepiteliyal
bolgede az sayida pironinofilik hiicre gdzlendi.
Follikiillerin ¢evresindeki bagdoku igerisinde
tipik plazma hiicrcleri goriildii. Calismadan
clde cdilen veriler yukandaki aragtiricilarin bul-
gular ile uyum igerisindedir.

Calismada ANAE boyamasiyla T len-
fositlerin ¢ogunda bir iki adet kumzi granil
seklinde, rctikulum hiicrelerinde ise diffuz re-
aksiyon gozlendi. Ig boyama yontemi uy-
gulanan preparatlann  incelcnmesinde  isc
ANAE negatif alanlarin, Ig pozitif bolgeler ol-
dugu dikkati gckti. Ast ve ark. (4) ile Bianchi
ve ark. (5) B lenfosit bolgesinde T, T lenfosit
bolgesinde isc B lenfositlerin az sayida bu-
lundugunu  bildirmektedirler. Caligmada  da,
yogun olarak T lenfosit igcren bolgelerde B, B
lenfosit igeren bolgelerde de T hiicreleri az sa-
yida gozlendi. Germinal merkezde T len-
fositlere rastlamilmasi, sentrum germinativum
reaksiyonunun sekillenmesi i¢in T lenfositlerin
isbirligine gereksinim olmasindan dolayidir
(19, 20). Timusu ¢ikanlan veya T hiicreleri bas-
kilanan hayvanlarda, sentrum gcrminativum  re-
aksiyonu sckillenmemcktedir (19, 28). Bu rc-
aksiyonun  sekillenmesi  i¢in germinal
merkezde T lenfositlerin, 6zellikle de yardimel
T lenfositlerin bulunmasi gereklidir. Aynica, T
lenfositlerin yogun olarak bulundugu bol-
gelerde az sayida B lenfosite rastlanilmasy, T
ve B hiicrelerinin karsilikh iliski kurarak , B
hiicrelerinin plazma hiicrelcrine doniigiimiiniin
bu bolgede olmasindan ileri gelmektedir (15,
34).

BALT iizerinde yapilan clektron mik-
roskobik ¢alismalarda, FAE'de lcenfoepitcliyal
hiicrelerin  aralannda lenfositler, makrotajlar
(12, 18, 29, 30, ), plazma hiicreleni (9) ve gra-
nulositlerin (8, 31) yerlestigi bildirilmistir. Len-
foepiteliyal hiicrelerin  sitoplazmalarinda  ¢ok
sayida vezikiil ve vakuol gozlendifinden soz
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edilmektedir (18, 29, 32). Ayrica, bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda ozellikle apikalde yerlcsmis
¢ok sayida mitokondriyon (8,32) ve nadiren pri-
mer lizozom (29) bulundugu belirtilmektedir.
Lenfoepiteliyal  hiicrelerin bol miktarda po-
lizom icermcleri nedeniyle, elektron mik-
roskopik incelemelerde silyal hiicrclerden daha
koyu goriindiikleri bildirilmektedir (32). Len-
focpiteliyal hiicrelerin ¢ckirdeklerinin yuvarlak
ya da uzamis olarak gozlendigi ve bazen ge-
kirdekgiklerinin de goriilebildidinden soz edil-
mektedir (29).

Incelcnen  elektron  mikroskobik  pre-
paratlarda FAE'nin kadeh hiicreleri igermedigi,
silyah hiicreler ile kiibik sekilli lenfoepiteliyal
hiicreler ve bu hiicrelerle yakin iligkide olan
lenfosit, makrofaj ve polimor{ nukleuslu 16-
kositlerden olustugu goézlendi. Lenfocpiteliyal
hiicrelerin silya icermedikleri, apikal yiizlerinde
kisa, kalin ve seyrck mikrovilluslar ile apikal si-
toplazmalarinda pinositoz vezikiillerine sahip
olduklan dikkati ¢ekti. Calismadan eldc edilen
bu bulgular yukaridaki aragtiricilarin bulgular
ile paralellik gostermektedir.

Lenf follikiillerinin lateral ve antiluminal
kisimlarindan bagdoku ile gevsek olarak sa-
nldigindan (30) ve bu bolgede yiiksck endotelli
veniiller bulundugundan (2, 26, 27), aynca
HEV'dc lenfositlerle cndotel hiicrelcrinin yakin
iliskide oldugundan (17) s6z cdilmektedir. Len-
fositlerin, damar lumeninde endotel hiic-
relerinin luminal yiizeyinc tutunmusg olarak ya
da endotel hiicrclerinin arasinda (12) goz-
lenebildigi bildirilmcktedir  (17). Caligmada
follikiilleri saran bagdoku icindc yiiksek en-
dotelli veniillere rastlandi. HEV'lerin i¢inde ve
cevresinde Ienfositler gozlendi.

Ankara kegilerinin bronslarla iligkili len-
foid dokusunun, soliter lenf follikiilleri ile bu
follikiillerin iizerini orten follikiille iligkili cpi-
tel (FAE)'den olustugu sonucuna vanldi.
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