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

Summary: The purpose (J{ this study was to investiKate the liKht mieroscopic
structure o{conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT) q/'AnKora goats.

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

The eonjunctiva-associated lymphoid tissue of Angora goats was formed by
solilary and aKgregated lymphoid folliC!es and follic!e-associated elJithelium
(FAE) which ('over this follic!es.

Alpha-naphthyl asetate esterase (ANAE) positive T lymphocytes were seen in
the peripheral region surrounded o{ germinal center, subepithelial area and FA£.
Immunoglobulin (It;) ('ontaining B lymphocytes were found in the Kerminal center
and subepithelial area. Veryfew T lymphocytes were seen in the B eells reKion and
veryfew B lymphocytes were seen in the T cells regions.

Key words: AnKora goats, CALT. Conjunctiva

Özet: Bu çalı~çma. Ankara keçilerinin konjunktiva ile ili~çkili lenfoid do-
kusunun (CALT) ışık mikroskobik yapısını incelemek amacıyla yapıldı.

Çalışmada 10 adet sağlıklı, 5-6 aylık Ankara keçisinin alt ve üst KÖZka-
paklarından altnan doku örnekleri materyalolarak kullanıldı.

Ankara keçilerinin konjunktiva ile ili,,'kili len{oid dokusunun. soliter ya da aK-
reKat lenffollikülleri ile bu folliküllerin üzerini örten ./lJllikülle ilişkili epitelden
(FAE) olu",tuğu Közlendi.

Alfa-na/iiI asetat esteraz (ANA E) pozitif T lenfositler Kerminal merkez.i ~'ev-
releyen bii/Kede. subepiteliyal alanda ve FAE'de Körüldü. lmmunKlobulin (Lg) ta-
,çıyan B len{ositlere ise Kerminal merkezde ve suhepiteliya! alanda rastlandı. T len-
j(Hit biilgelerinde az sayıda B. B len{osit bÖlKelerinde de az sayıda T lenj(Hitler
göz.lendi,

Anahtar kelimeler: Ankara keçisi. CALT, Konjunktiva
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Giriş

Antijenleri alan ve bunları antikor yapımı
içın sunan hücreleri içeren mukozal lenfoid
doku, mukozal yüzeylerin savunmasında önem-
li roloynar (6). Barsaklarla ilişkili lenfoid doku
(GALT) (1 I, 13, 30-32) ve bronşlarla ilişkili
lenfoid doku (BALT) (2, 8, 9, 12, 17) me-
melilcr ilc kanatlılarda incelenmiştir. Kon-
junktiva ile ilişkili lenfoid doku (CALT) mor-
folojik olarak GALT ve BALT'da bildirilen (7,
20) özelliklere benzerlik göstermektedir. Lo-
kalizasyonu, epitel yapısı, hücre kompozisyonu
ve vasküler görünümü ile CAL T mukozal im-
munitede önemli role sahiptir (18). CALT, an-
tijenlerle temas bölgesi oluşturarak bu an-
tijenlcre karşı antikor yapımında roloynar (20).

CAL T soliter ya da agregat lenf follikülleri
ile hu folliküllerin üzerini örten özellqmiş epi-
telden olu~ur. Bu epitel, follikülle ilişkili epitel
(FAE) ya da lenfoepitel olarak isimlendirilir
(IS-20,36).

FAF, kadeh hücresi içermeyen yassıla~mış
epitelden meydana gelir (1 S-20, 34). Non-
lenfoid konjunktiva epiteli ise kadeh hücreleri
içeren (34) çok katlı yassıdır (22, 34).

FAE altında soliter ya da agregat lenf fol-
likülleri bulunmaktadır (18-20, 26). Lenf 1'01-
liküllerinin germinal merkezinde B lenfositler
(26), blast formunda hücreler, mitotik figürler
(I 8, 19) ve az sayıda T lenfosit (37) bu-
lunmaktadır. Germinal merkezin çevresi ise T
lenfositlerce sınırlandırılmıştır (26). Fol-
Iiküllerin çevresindeki bağdoku içinde plazma
hücreleri gözlenmektedir (20, 26, 37).

Bu ara~tırma, Ankara keçilerinin kon-
junktiva ile ilişkili lenfoid dokusunun (CALT)
ı~ık mikroskobik yapısını incelemek amacıyla
yapıldı.

Materyal ve Metot

Çalışmada, Ankara Lalahan Zootekni
Araştırma Enstitüsü'nden sağlanan LO adet sağ-
lıklı 5-6 aylık Ankara keçisinin alt ve üst göz
kapaklarından alınan doku örnekleri materyal
olarak kullanıldı.

R. N. AŞTı' N. KURTDEDE. H. ALTUNA Y. A. ÖZEN

Alınan doku parçalarının bir kısmı genci
görünümü incelemek için % 1O formol'de tespit
edildikten sonra paraplastta bloklandı ve bu
bloklardan alınan 7 mikronluk kesitlere tripk
boya yöntemi uygulandı (14). Alınan doku par-
çalarının diğer kısmı T lenfositlerin be-
lirlenmesi için, önceden soğutulmuş formol-
sukroz soli.isyonunda (pH 6,8) +4°Cde 22 saat
tespit edildikten sonra, +4°Cdeki Holt so-
li.isyonunda 22 saat tutuldu ve kriyostatta alınan
8 mikronluk kesitlere alfa-naftil asetat esteraz
(ANAE) boyama yöntemi (pH 6,4) uygulandı
(27).

Alınan doku parçalarının diğer kısmına ise,
IgG içeren hücrelerin belirlenmesi için direkt
immunperoksidaz yöntemi uygulandı (14). Par-
çalar sıvı azotla donduruldu ve bunlardan kri-
yostatta 8 mikronluk kesitler alındı. Bu kesitler
iyice kuruduktan sonra, önceden soğutulımı~
asetonda 10 dakika tespit edildiler. Kesitlere en-
dojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi için
metanolde hazırlanmış % 0,5 H202 20 dakika
uygulandı. Daha sonra kesitler fosfat buffer
salin (PBS, pH 7,4) ile yıkandılar ve uygun
oranda sulandırılmı~ anti goat IgG peroksidaı
konjugatı (Sigma, A 5420) ile i saat inhibe
edildiler. Süre sonunda PBS ile iyice yıkanan
kesitlere peroksidaz aktivasyonu için, substrat
olarak tris bu ffer salin (pH 7,6) 'de hazırlanan
3, 3' diaminobenzidin (DAB) tetrahidroklorid
(Sigma, D 5905) 20 dakika uygulandı. PBS ilc
iyice yıkanan kesitlerin bazılarına iO saniye
Mayer's hematoksilen (14) ile çekirdek boyası
yapılırken, diğer kesitlere çekirdek boyası uy-
gulanmadı.

Alınan doku parçalarının diğer bir kısmı
ise plazma hücrelerinin belirlenmesi için, alkol-
formol soli.isyonunda 48 saat tespit edildikten
sonra dereceli alkollerden, metilbenzoat ve ben-
zollerden geçirilerek paraplastta bloklandılar.
Bu bloklardan alınan 7 mikronluk kesitlere
plazma hücresi boyaması olan methylgreen-
pyronin uygulandı (10).

Bulgular

Hazırlanan preparatlarda konjunktivanın
lenfoid (Şekilla) ve nonlenfoid bölgeler (b)
içerdiği gözlendi. Nonlenfoid bölgenin kadeh
hücreleri içeren çok katlı yassı epitelden (Şekil
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Şekil i. Konjıınktıva'nın lenfoid (a) ve nonlenfoid (b)
bölgeleri. ok : lenfoid bölge epiteli. ok ba~ı: nonlenfoid

bölge epiteli. Triple. x i ın.
Figure i. Lymphoid (a) and nonlymphoid (b) arca of
conjıınctiva. arrow : Iymphoid epitheliıım. arrow head ,

nonlymphoid epitheliıım. Triple. x i ın,

ğişik gelişme aşamalarında olan pironinolilik
hücre ile mitoz figürlerine rastlandı. Germinal
merkezin çevresinde ve subepiteliyal bölgede
az sayıda pironinofilik hücre gözlendi. Fol-
liküllerin çevresindeki bağdoku içerisinde tipik
plazma hücreleri görüldü.

'b

A/'\Ki\RA KEÇILERININ KONJUNKTIVA ILE ILIŞKILI LENFOlD DOKUSU (CALT) ÜZERI/'\DE
ışıK MIKROSKOBIK ÇALIŞMALAR

ı. 2 ok başı) oluştuğu dikkati çekti. Lenfoid
bölge ise soliter ya da agregat lenf follikülleri
ile bu folliküllerin üzerini örten ve kadeh hüc-
resi içermeyen yassılaşmış epitelden (Şekili, 2
oklar) oluştuğu görüldü.

ANAE boyama yöntemi uygulanan kesitler
incelendiğinde T lenfositlerin çoğunda bir iki
adet kırmızı granül şeklinde (Şekil 3 oklar, ok-
başları), retikulum hücrelerinde ise diffuz re-
aksiyon (R) gözlendi. Lenf folliküllerinin ger-
minal merkezinde (G) ANAE negatif, bunu
çevreleyen bölgelerde ise ANAE pozitif len-
rosİtler (oklar) saptandı. Germinal merkezin pe-
rikrinde az sayıda ANAE pozitif hücreye de
rastlandı (ok başları). Ayrıca, ANAE pozitif
lenfositler FAE ve subepiteliyal bölgede de gö-
rüldü (Şekil 4oklar).

Methylgreen-pyronin ilc boyanan pre-
paratiarda germinal merkezde çok sayıda ve de-

İmmunperoksidaz boyama yöntemi uy-
gulanan preparatlar incelendiğinde im-
munglobulin (Lg) taşıyan hücreler (Şekil 5
oklar) germinal merkezde (G) çok, gerıTIİnal
merkezin etrafı ve subepiteliyal bölgede (S) az
sayıda gözlendi.

Şekıl ~. KOIlJunktıva'nııı lenfoıd (ok) ve nonlenfoıd (ok ba~ı) bölge epıteli. Tnpk. x 285.
Figııre 2. Conjıınctival epitheliıım from a Iymphoid (arrow) and a nonlyınphoid (arrow head) area.Triple. x 285
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Şekıl 3. Konjunktiva ile ili~kili lenfoid doku. G : germina! merkez, oklar: germinal merkezin çevresındeki bölgede ANAE
pOLitif lenfositler, ok ba~ları : germina! merkezin periferindeki ANAE pozitif lenfositler, R : ANAE pozitif retikuluın

hücresi. ANAE. x 350.
Figure 3. Conjunctiva-associated lyınphoid tissue. G : germinal center, arrows : ANAE positive lymphocytes in pcripheral
area surrounded of germinal center, arrow heads : ANAE positive lymphocytes in peripheral zone of gerıninal center, R :

ANA E posilive reticulum ceıı. ANAE staining. x 350.

Şekil 4. FI\E ve subepiteliya! hölgede ANI\E pozitif lenfositler (aklar). I\NAE. x 265.
Figurc 4. ANAE posilive Iymphocytes (arrows) in FAE and subepithelia1 area. ANAE slaİnİng. x 265
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Şckıl 5. Konjuııktiva ilc i11~kiliIcııfoid doku. G : gcrmiııal
merkez. S : subepiteliyal bölge. oklar: 19 pozitif

Icnfositler. Immuııperoksidaz. x 260.
Figure 5. Coııjuııctiva-associated Iymphoid lissue. G :

genniııal center. S : subepithelial area. arrows : 19 positive
Iynıphoeytes. lınımıııoperoxidase staiııing. x 260.

Tartışma ve Sonuç

CALTın soliter veya agregat lenf fol-
likülleri ile folliküllerin üzel'ini örten özelleşmiş
epitelden oluştuğu ve bu epitelin follikülle iliş-
kili epitel ya da lenfoepitel olarak isim-
lendirildiği bildirilmiştir (18-20, 36). FAE'nin
kadeh hücresi içermeyen yassılaşmış epitelden
meydana geldiği belirtilmektedir (18-20, 34).
Nonlenfoid konjunktiva epitelinin ise aralarında
kadeh hücreleri bulunan (34) çok katlı yassı
epitel (22, 34) karakterinde olduğundan söz
edilmektedir. Çalışmada incelenen pre-
paratlarda korijunktivanın lenfoid ve nonlenfoid
hölgeler içerdiği gözlendi. Nonlenfoid bölgenin
kadeh hücreleri içeren çok katlı yassı epitelden
oluştuğu dikkati çekti. Lenfoid bölge ise soliter
ya da agregat lenf follikülleri ile bu failiküllerin
üzel'ini örten ve kadeh hücresi içermeyen yas-
sılaşmış epitelden oluştuğu görüldü. Ça-

lışmadan elde edilen bulgular araştırıcıların bul-
guları ile paralellik göstermektedir.

FAE altında solitcr ya da agregat lenf 1'01-
liküllerinin ycrleştiği belirtilmektedir (18-20,
26). Lenf folliküllerinin germinal merkezinde B
lenfositler (26), blast hücreler, mitotik figürler
(18, 19) ve az sayıda T .lenfosit (37) bulunduğu
bildirilmektedir. Germinal merkezin çevresinin
ise T lenfositlerce sınırlandırıldığından söz edil-
mektedir (26). Folliküllerin çevresindeki bağ-
doku içinde plazma hücrelerinin gözlendi ği be-
lirtilmektedir (20, 26, 37). Çalışmada ANA E
boyama yöntemi uygulanan kesitler in-
celendiğinde lenf folliküllerinin germinal mer-
kezinde ANAE negatif, bunu çevreleyen böl-
gelerde ise ANA E pozitif lenfositler gözlendi.
Germinal merkezin periferinde az sayıda
ANA E pozitif hücreye rastlandı. Ayrıca, ANAE
pozitif lenfositler FAE ve subepiteliyal bölgede
de görüldü. İmmunperoksidaz boyama yöntemi
uygulanan preparatlar incelendiğinde im-
munglobulin taşıyan hücreler germinal mer-
kezde çok, germinal merkezin çevresinde ve su-
bepiteliyal bölgede az sayıda gözlendi.
Methylgreen-pyronin ile boyanan preparatlarda
germinal merkezde çok sayıda ve değişik ge-
lişme aşamalarında olan pironinofilik hücre ile
mitoz figürlerine rastlandı. Germinal merkezin
çevresinde ve subepiteliyal bölgede az sayıda
pironinofilik hücre gözlendi. Folliküllerin çev-
resindeki bağdoku içinde tipik plazma hücreleri
görüldü. Çalışmadan elde edilen bu veriler, yu-
karıdaki araştırıcıların bulguları ile uyum içe-
risindedir.

Son yıllarda, nonspesifik esterazlardan
olan alfa-naftil asetat esterazın T lenfositlerinde
bulunduğu, B lenfositlerde ise bulunmadığı çe-
şitli araştırıcılar tarafından belirtilmiştir (3, 24,
25, 29). ANAE pozitif reaksiyonun T hüc-
relerinde 1-2 adet lokalize granüller şeklinde ol-
duğundan, B lenfasitlerin ise ANA E bo-
yanmasına karşı negatif reaksiyon verdiğinden
söz edilmektedir (1, 3, 16, 28). Çalışmada
ANAE boyamasıyla T lenfositlerin çoğunda bir
iki adet kırmızı granül şeklinde, retikulum hüc-
relerinde ise diffuz reaksiyon gözlendi. 19 bo-
yama yöntemi uygulanan preparatların in-
celenmesinde ise ANAE negatif alanların 19
pozitif bölgeler olduğu dikkati çekti. Aştı ve
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ark. (4) ilc Bianchi ve ark. (S) B lenfasit böl-
gesinde T, T !enfosit bölgesinde ise B lcn-
rositlerin az sayıda bulunduğunu bil-
dirmektedirler. Çalı~mada da, yoğun olarak T
lenfasit içeren bölgelerde B, B lenfasit içeren
bölgelerde T hücreleri az sayıda gözlendi. Ger-
minal merkezde T lenfositlere rastlanılması,
sentrum germinativum reaksiyonunun şe-
killenmesi için T lenfasitlerin işbirliğine ge-
reksinim olmasından dolayıdır (21,23). Timusu
çıkarılan veya T hücreleri baskılanan hay-
vanlarda, sentrum germinativum reaksiyonu
şekillenmemektedir (2 I, 33). Bu reaksiyonun
şekillenmesi için germinal merkezde T len-
fositlerin, özellikle de yardımcı T lenfositlerin
bulunması gereklidir. Ayrıca, T lenfositlerin
yoğun olarak hulunduğu bölgelerde az sayıda
B lenfosite rastlanılması, T ve B hücrelerinin
karşılıklı ilişki kurarak, B hücrelerinin plazma
hücrelerine dönüşümünün bu bölgede ol-
masından ileri geldiği bildirilmektedir (1 S, 35).

Sonuç olarak, Ankara keçilerinin kon-
junktiva ile ilişkili lenfoid dokusunun soliter ya
da agregat lenf failikülleri ile bu folliküllerin
üzerini örten FAE'den oluştuğu saptandı. Alfa-
naftil asetat esteraz pozitif T !enfositler ger-
minal merkezi çevreleyen bölgede, su-
bepiteliyal alanda ve FAE'de göri.ildü. İm-
munglobulin ta~ıyan B lenfasitIere ise germinal
merkezde ve subepiteliyal alanda rastlandı. T
!enfosit bölgelerinde az sayıda B, B lenfasit
bölgelerinde de az sayıda T lenfasitler göz-
!endi.
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