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ANKARA KECILERININ KONJUNKTIVA ILE ILISKILI
LENFOID DOKUSU (CALT) UZERINDE ISIK
MIKROSKOBIK CALISMALAR

Regsat Nuri ASTI Nevin KURTDEDE?
Hikmet ALTUNAY? Asuman OZEN?

Light microscopic studies on the conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT)
of Angora goats

Summary: The purpose of this study was to investigate the light microscopic
structure of conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT) of Angora goats.

The samples tissue taken from lower and upper eyelids of 10 healthy, 5-6
month-old Angora goats were used in this study.

The conjunctiva-associated lymphoid tissue of Angora goats was formed by
solitary and aggregated lymphoid follicles and follicle-associated epithelium
(FAE) which cover this follicles.

Alpha-nuphthyl uasetate esterase (ANAE) positive T lymphocytes were seen in
the peripheral region surrounded of germinal center, subepithelial area und FAE.
Immunoglobulin (Ig) containing B lymphocytes were found in the germinal center
and subepithelial area. Very few T lymphocytes were seen in the B cells region and
very few B lymphocytes were seen in the T cells regions.
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Ozet: Bu ¢alisma, Ankara kegilerinin konjunktiva ile iliskili lenfoid do-
kusunun (CALT) w5tk mikroskobik yapisint incelemek amaciyla yapildi.

Calismada 10 adet saglikli, 5-6 aylik Ankara kegisinin alt ve st goz ka-
paklarindan alinan doku drnekleri materyal olarak kullanild:.

Ankara kegilerinin konjunktiva ile iligkili lenfoid dokusunun, soliter ya da ag-
regat lenf follikiilleri ile bu follikiillerin iizerini Orten follikiille iliskili epitelden
(FAE) olustugu gozlendi.

Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) pozitif T lenfositler germinal merkezi ¢ev-
releyen bolgede, subepiteliyal alanda ve FAE'de gorildii. Immunglobulin (Ig) ta-
stvan B lenfositlere ise germinal merkezde ve subepiteliyal alanda rastlandi. T len-
fosit bolgelerinde az savida B, B lenfosit bolgelerinde de az sayida T lenfositler
gozlendi.

Anahtar kelimeler: Ankara kegisi, CALT, Konjunktiva
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Giris

Antijenleri alan ve bunlan antikor yapimi
icin sunan hiicreleri i¢eren mukozal lenfoid
doku, mukozal yiizeylerin savunmasinda 6nem-
li rol oynar (6). Barsaklarla iligkili lenfoid doku
(GALT) (11, 13, 30-32) vec bronglarla iligkili
lenfoid doku (BALT) (2, &, 9, 12, 17) me-
meliler ile kanathilarda incclenmigtir. Kon-
junktiva ile iliskili lenfoid doku (CALT) mor-
folojik olarak GALT ve BALT'da bildirilen (7,
20) o6zelliklere benzerlik gostermektedir. Lo-
kalizasyonu, cpitel yapisi, hiicre kompozisyonu
ve vaskiiler goriiniimii ile CALT mukozal im-
munitede onemli role sahiptir (18). CALT, an-
lijenlerlc  temas bolgesi olusturarak bu an-
tijenlerc kars1 antikor yapiminda rol oynar (20).

CALT soliter ya da agrcgat lenf follikiilleri
ile bu follikiillerin iizerini 6rten Hzellesmis epi-
telden olusur. Bu epitcel, follikiille iligkili epitel
(FAE) ya da lenfoepitel olarak isimlendirilir
(18-20, 36).

FAE, kadeh hiicresi igermeyen yassilagmig
epitelden meydana gelir (18-20, 34). Non-
lenfoid konjunktiva cpiteli ise kadeh hiicreleri
iceren (34) cok katlh yassidir (22, 34).

FAE altinda soliter ya da agregat lenf fol-
likiilleri bulunmaktadir (18-20, 26). Lenf fol-
likiillerinin germinal merkezinde B lenfositler
(26), blast formunda hiicreler, mitotik figiirler
(18, 19) ve az sayida T lenfosit (37) bu-
lunmaktadir. Germinal merkezin ¢evresi ise T
lenfositlerce  simrlandindmisur - (26).  Fol-
likiillerin ¢evresindeki bagdoku iginde plazma
hiicreleri gézlenmekticdir (20, 26, 37).

Bu arastirma, Ankara kecilerinin kon-
junktiva ile iliskili lenfoid dokusunun (CALT)
1s1k mikroskobik yapisint incclemck amaciyla
yapildi.

Materyal ve Metot

Calismada, Ankara Lalahan Zootckni
Arastirma Enstitiisii'nden saglanan 10 adet sag-
likhh 5-6 aylik Ankara kegisinin alt ve list goz
kapaklarindan alinan doku ornekleri materyal
olarak kullanildy.
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Alinan doku pargalarimin bir kismi gencl
goriiniimii incelemek igin %10 formol'de tespit
edildikten sonra paraplastia bloklandi ve bu
bloklardan ahnan 7 mikronluk kesitlerc triple
boya yontemi uygulandi (14). Ahinan doku par-
calannin diger kism T lenfositlerin - be-
lilenmesi icin, onceden sogutulmug formol-
sukroz soliisyonunda (pH 6,8) +4°C'dc 22 saat
tespit edildikten sonra, +4°C'deki Holt so-
liisyonunda 22 saat tutuldu ve kriyostatta alinan
8 mikronluk kesitlerc alfa-naftil asetat csleraz
(ANAE) boyama yontemi (pH 6,4) uygulandi
27).

Alinan doku pargalarinin diger kismina ise,
IgG igercn hiicrclerin belirlenmesi igin dirckt
immunperoksidaz yontemi uygulandi (14). Par-
calar siv1 azotta donduruldu ve bunlardan kri-
yostatta 8 mikronluk kesitler alindi. Bu kesitler
iyice kuruduktan sonra, dnceden sogutulmug
asetonda 10 dakika tespit edildiler. Kesitlere en-
dojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi igin
metanolde hazirlanmis % 0,5 H,O; 20 dakika
uygulandi. Daha sonra kesitler fosfat buffer
salin (PBS, pH 7.4) ilc yikandilar ve uygun
oranda sulandinilmus anti goat IgG peroksidaz
konjugati (Sigma, A 5420) ile 1 saat inkiibe
edildiler. Siire sonunda PBS ilc 1yice yikanan
kesitlere pecroksidaz aktivasyonu i1¢in, substrat
olarak tris buffer salin (pH 7,6) 'de hazirlanan
3, 3' diaminobenzidin (DAB) tetramdroklorid
(Sigma, D 5905) 20 dakika uygulandi. PBS ilc
iyice yikanan kesitlerin bazilarina 10 saniyc
Mayer's hematoksilen (14) ile ¢ekirdck boyas
yapihirken, diger kesitlere ¢ekirdek boyasi uy-
gulanmadi.

Alinan doku pargalarinin diger bir kismu
isc plazma hiicrelerinin belirlenmesi igin, alkol-
formol soliisyonunda 48 saat tespit cdildikien
sonra dereceli alkollerden, metilbenzoat ve ben-
zollerden gcginlerek paraplastta bloklandilar.
Bu bloklardan alinan 7 mikronluk kesitlere
plazma hiicresi boyamasi olan methylgreen-
pyronin uygulandi (10).

Bulgular

Hazirlanan preparatlarda konjunktivanin
lenfoid (Sekil 1 a) ve nonlenfoid bolgeler (b)
icerdigi gézlendi. Nonlenfoid bolgenin kadeh
hiicreleri igeren ¢ok katl yassi epitelden (Sekil
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1, 2 ok basi) olustugu dikkati ¢ekti. Lenfoid
bolge isc soliter ya da agregat lenf follikiilleri
ile bu follikiillerin iizerini 6rten ve kadch hiic-
resi icermeyen yassilagmig cpitelden (Sekil 1, 2
oklar) olustugu gorildii.

ANAE boyama yontemi uygulanan kesitler
incelendiginde T lenfositlerin ¢ogunda bir iki
adet kirrmizt grantil scklinde (Sekil 3 oklar, ok-
baslar1), retikulum hiicrelcerinde ise diffuz re-
aksiyon (R) gozlendi. Lenf follikiillerinin ger-
minal merkezinde (G) ANAE negatif, bunu
¢evreleyen bolgelerde ise ANAE pozitif len-
fositler (oklar) saptandi. Germinal merkezin pe-
riferinde az sayida ANAE poritif hiicrcye de
rastland1 (ok baslan). Ayrica, ANAE pozitif
lenfositler FAE vc subepiteliyal bolgede de go-
rilldii (Sckil 4 oklar).

Immunperoksidaz boyama yontemi uy-
gulanan  preparatlar  incclendiginde  im-
munglobulin (Ig) tasiyan hiicreler (Sekil 5
oklar) germinal mecrkezde (G) ¢ok, germinal
merkezin etrafl ve subepiteliyal bolgede (S) az
sayida gozlendi.

gisik gelisme asamalannda olan pironinofilik
hiicre ile mitoz figiirlerine rastlandi. Germinal
merkezin ¢evresinde ve subepiteliyal bolgede
az sayida pironinofilik hiicre gézlendi. Fol-
likiillerin ¢cvresindeki bagdoku igerisinde tipik
plazma hiicreleri goriildii.

Sekil 1. Konjunkuva'nin lenfoid (a) ve nonlentoid (b)
bolgeleri. ok : lenfoid bolge cpiteli, ok bagi: nonlenfoid
bolge epiteli. Triple. x 110.

Figure 1. Lymphoid (a) and nonlymphoid (b) area of
conjunctiva. arrow : lymphoid epithelium. arrow head :
nonlymphoid epithelium. Triplc. x 1110).

Methylgreen-pyronin  ilc  boyanan pre-
paratlarda germinal merkezde ¢ok sayida ve de-
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Sckil 2. Konjunktiva'min lenfoid (ok) ve nonlenfoid (ok bayi) bolge epiteli. Triple. x 283.
Figurc 2. Conjunctival epithelium from a lymphoid (arrow) and a nonlymphoid (arrow head) area. Triple. x 285.
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Sekil 3. Konjunktiva ile iliskili lenfoid doku. G : germinal merkez, oklar : germinal merkezin cevresindeki bolgede ANAE
pozitif lenfositler, ok baglart : germinal merkezin periferindeki ANAE pozitif lenfositler, R : ANAE pozitif retikubum
hiicresi. ANAE. x 350.

Figure 3. Conjunctiva-associated lymphoid tissue. G : germinal center, arrows : ANAE positive lymphocytes in peripheral
area surrounded of germinal center, arrow heads : ANAE positive lymphocytes in peripheral zone of germinal center, R:
ANAE positive reticulum cell. ANAE staining. x 350.

Sckil 4. FAE ve subepiteliyal bolgede ANAE pozitif lenfositler (oklar). ANAE. x 265.
Figure 4. ANAE positive lymphocytes (arrows) in FAE and subcpithelial area. ANAE staining. x 265.
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Sckil 5. Konjunktiva ile iligkili lentoid doku. G : germinal
merkez, S : subepiteliyal bolge, oklar : Ig pozitif
lenfositler. Immunperoksidaz. x 26().

Figure 5. Conjunctiva-associated lymphoid tissue. G :
germinal center, S : subepithelial area, arrows : Ig positive
lymphocytes. Inmunoperoxidase staining. x 26().

Tartisma ve Sonug

CALTn soliter veya agregat lenf fol-
likiillen: 1le follikiillerin iizerini orten 6zellcgmis
epttelden olustugu ve bu epitelin follikiille ilig-
kili epitel ya da lenfocpitel olarak isim-
lendirildigi bildirilmigtir (18-20, 36). FAE'nin
kadeh hiicresi icermeyen yassilasmug epitelden
mcydana geldigi belirtilmektedir (18-20, 34).
Nonlenfoid konjunktiva epitelinin ise aralarinda
kadeh hiicreleri bulunan (34) ¢ok kath yassi
cpitel (22, 34) karakterinde oldugundan sbz
edilmektedir.  Calismada  incclenen  pre-
paratlarda konjunktivanin lenfoid ve nonlenfoid
bolgeler icerdigi gbzlendi. Nonlenfoid bodlgenin
kadeh hiicreleri igeren ¢ok katli yass: epitelden
olustugu dikkati ¢ekti. Lenfoid bolge ise soliter
ya da agregat lenf follikiilleri ile bu follikiillerin
tizerinl orten ve kadeh hiicresi igermeyen yas-
silagmis  epitelden  olustugu  goriildii. Ca-

lismadan elde edilen bulgular arastinctlarin bul-
gular ile paralcllik gostermektedir.

FAE alunda solitcr ya da agregat len{ fol-
likiillerinin yerlestifi  behirtilmektedir (18-20,
26). Lenf follikiillerinin germinal merkezinde B
lenfositler (26), blast hiicreler, mitotik figiirler
(18, 19) ve az sayida T-lenfosit (37) bulundugu
bildiritmektedir. Germinal merkezin ¢evresinin
ise T lenfositlcrce sinirlandinldigindan séz edil-
mektedir (26). Follikiillerin ¢evresindeki bag-
doku i¢indc plazma hiicrelerinin gzlendig: be-
lirtilmektedir (20, 26, 37). Calismada ANAE
boyama yontemi uygulanan kesitler in-
celendigindc lenf follikiillerinin germinal mer-
kezinde ANAE ncgatif, bunu ¢evreleyen bil-
gelerde isc ANAE pozitif lenfositler gézlendi.
Germinal merkezin periferinde  az  sayida
ANAE pozitif hiicreye rastlandi. Ayrica, ANAE
pozitif lenfositler FAE ve subepiteliyal bélgede
de goriildii. Immunperoksidaz boyama yontemi
uygulanan preparatlar incelendiginde im-
munglobulin tasiyan hiicreler germinal mer-
kezde ¢ok, germinal merkezin ¢evresinde ve su-
bepiteliyal bolgede az sayida gozlendi.
Methylgreen-pyronin ile boyanan preparatlarda
germinal merkezde ¢ok sayida ve degisik ge-
ligme agsamalarinda olan pironinofilik hiicre ile
mitoz figiirlerine rastlandi. Germinal merkezin
¢evresinde ve subepiteliyal bolgede az sayida
pironinofilik hiicre gozlendi. Follikiillerin ¢cv-
resindeki bagdoku i¢inde tipik plazma hiicreleri
goriildii. Calismadan elde edilen bu veriler, yu-
kanidaki arasuincilanin bulgulan ile uyum ige-
risindedir.

Son yillarda, nonspesifik esteraziardan
olan alfa-naftil asctat cstcrazin T lenfositlerinde
bulundugu, B lenfositlerde ise bulunmadig ¢e-
sitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir (3, 24,
25, 29). ANAE pozitif reaksiyonun T hiic-
relerinde 1-2 adet lokalize graniiller seklindc ol-
dugundan, B lenfositlerin ise ANAE bo-
yanmasina kargi negatif reaksiyon verdiginden
soz edilmektedir (1, 3, 16, 28). Calismada
ANAE boyamasiyla T lenfositlerin ¢ogunda bir
iki adet kirmiz1 graniil gscklinde, retikulum hiic-
relerindc isc diffuz reaksiyon gozlendi. Ig bo-
yama yOntemi uygulanan preparatlarin in-
celenmesinde ise ANAE negatif alanlarin Ig
pozitif bolgeler oldugu dikkati ¢ekti. Asti ve
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ark. (4) ile Bianchi ve ark. (5) B lenfosit bol-
gesinde T, T lenfosit bolgesinde isc B len-
fositlerin  az  sayida  bulundugunu  bil-
dirmektedirler. Calismada da, yogun olarak T
lcnfosit iceren bolgelerde B, B lenfosit igercn
bolgelerde T hiicreleri az sayida gozlendi. Ger-
minal merkezde T lenfositlere rastlaniimasi,
sentrum germinativum  reaksiyonunun = $c-
killenmesi i¢in T lenfositlerin igbirlifinc ge-
reksinim olmasindan dolayidir (21, 23). Timusu
cikarilan veya T hiicreleri baskilanan hay-
vanlarda, sentrum germinativum reaksiyonu
sekillenmemektedir (21, 33). Bu reaksiyonun
sekillenmesi i¢in  germinal merkezde T len-
fositlerin, 6zellikle de yardimer T lenfositlerin
bulunmast gercklidir. Ayrica, T lenfositlerin
yogun olarak bulundugu bolgelerde az sayida
B lenfosite rastlaniimasi, T ve B hiicrelerinin
karsilikli iligki kurarak , B hiicrelerinin plazma
hiicrclerine  doniisiimiiniin - bu  bolgede  ol-
masindan ileri geldigi bildirilmektedir (15, 35).

Sonu¢ olarak, Ankara kegilerinin kon-
junktiva ile iliskili lenfoid dokusunun soliter ya
da agrcgat lenf follikiilleri ile bu follikiillerin
iizerini 6rten FAE'den olustugu saptandi. Alfa-
naftil asetat csteraz pozitif T lenfositler ger-
minal merkezi ¢evreleyen bolgede,  su-
bepiteliyal alanda ve FAEde goriildii. Im-
munglobulin tasiyan B lenfositlere isc germinal
merkezde ve subepiteliyal alanda rastlandi. T
lenfosit bolgelerinde az sayida B, B lenfosit
bolgelerinde de az sayida T lenfositler goz-
lendi.
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