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RETIKULER HUCRELERIN METALOFILIK BIR YONTEMLE (CIO)
INCELEMESI : _
ISIK VE ELEKTRON MIKROSKGBU DUZEYINDE CALISMA

Atilla Dagdeviren™™ Uiken Grs*®

Dalak, lent diigiunii gibi periferik lenfoid organlar histolojik ola-
rak bilyik 8lgiide bolmelenme (kompartmantalizasyon) gosterirler
(4,16,22). Her bélmenin kendine 6zgi bir lenfoid ve nonlenfoid hiicre
igerigi vardir. Son yillarda tamimlanan nonlenfcid yardimcl hiicre
grubunun bagisiklik sisteminde énemli rolleri dstlendiklerine dair pek
cok bulgu elde edilmisiir (28,31,36). Lenfoid dokularda bugune kadar
tanimlanan bashca yardimer (nonienfoid) hiicreler sunlardir :

* Fibroblastik retikiiler hiicreler,

* Follikiuler dentritik hiicreler (dentritik retikiiler h.ler)
* Interdigitating hicreler ve

* Makrofajlar.

Makrofajlar da kendi icinde doku makrofajlar1 (histiyositik reti-
kiiler hiicreler), sinus makrofajlar: (subkapsuler ve trabekiler sints-
lerde yerlesik makrofajlar), medulla makrofajlan, marginal bolge
makrofajlary gibi alt gruplara ayrilmislardir (12). Histiyositik retiki-
ler hicreler olarak da adlandirilan doku makrofajlarmin, lenf folli-
killerinde yerlesmis olanlar: ise 6zel olarak «tingible body» (boyanabi-
len csiim) makrofajlar: olarak adlandirilmiglardir.

Bu hiicrelerin enzim histokimyasal, immunohistokimyasal 6zellik-
lerini ve ince yapilarini belirlemek amaciyla sayisiz arastirma yapil-
mis ve yapilmaktadir (2,12,17,29,33,34,38,42). Follikller dendritik hiicre
(FDH) ve interdigitating hiicrelerin (IDH) tammlanmasi i¢in 181k ve
elektron mikroskobu 6zel bulgularmin g¢ok simirli olmasi, aragtirici-
larin cabalarini bu hiicreleri 6zel olarak isaretleyen immunohistokim-

* Hacettepe U. Tip Fakiltesi Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali Profeséri.
** Hacettepe U, Tip Faklltesi Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali Yardimer Dogenti.
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yasal yontemle gelistirmeye yoéneltmistir (29,34,38). Bugiin bu hiicre-
leri tanimlayan bir ka¢ monoklonal antikor elde edilmis bulunmakta-
dir (34,38). Ancak bu yoéntemler gerek teknik uygulamadaki guiglikler
gerekse laboratuvar ve parasal kosullarin saglanma zorlugu ve yeter-
sizligi nedeniyle bir gok laboratuvarda uygulanmaktan heniiz uzalktir.

Bu nedenle daha 6nce benzer bir amacla Crocker ve Hopkins
(1984) tarafindan parafin teknigiyle uygulanmis olan ¢inko iyodit
osmiyum tetroksit (CIO) yéntemiyle ilgili kaynak taramas: yaptik
(7). Gerek 151k mikroskobu diizeyinde daha ayrintili tanimlama ola-
nagl verecegini, gerekse elektron mikroskobu incelemelerine olanak
taniyacagini gozdnine alarak bu metalofilik yontemin plastik goém-
me maddesi kullanilarak uygulanan bir varyasyonunu (Niebauer
1969) gesitli lenfoid dokular ilk olarak incelemek amaciyla uygun bir
teknik olarak sectik (32,35).

MATERYAL VE METOD

Cahismada gesitli insan ve sican lenfoid doku érnekleri kullanil-
mastir.,

Insan lenf diigimii ve tonsilla palatina doku drnekieri, Hacetteps
Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun-Bogaz ve Genel Cerrahi Ana-
bilim Dallari’'nca gergeklestirilen ameliyatlardan elde edilen ameliyat
materyalleri arasinda patoloji gostermeyen dokulardan izin verilen
dlctlerde saglanmigtir. Hayvan doku érnekleri icin Hacettepe Univer-
sitesi Tip Faktitesi Deney Hayvanlar:1 laboratuvarmnda yetistirilen
Swiss albino sicanlar cins ayrilmadan kullanilmigtir.

Ameliyatlardan ve siganlardan alinan taze doku érnekleri, daha
once Niebauer tarafindan epidermisi incelemek amaciyla kullanilmis
olan yontemle tespit edilmistir (35). Buna gore dokular metalik ivot,
metalik ¢inko ve % 2'lik osmiyum tetroksit iceren solusyonda 24 saat
karanhkta bekletilerek hem tespit edilmis hem de metalofilik boyan-
malar1 saglanmistir. Daha sonra drnekler rutin elektron mikroskobu
yontemleriyle takip edilmis ve araldit (CY 212)e gémiilerek bloklan-
mistir,

Piramitomla alinan yari ince kesitler, metilen mavisi-azur II bo-
yastyla ikinci kez boyanmis ve 1s1ik mikroskobunda incelenmistir (30).
Aym bloklardan ultra mikrotomla alinan 600 A’'luk ince kesitler bo-
vasiz ya da Sato'nun tanimladigi yonteme gére kontrastlanarak Karl
Zeiss 952 elektron mikroskobunda incelenmis ve resimleri gekilmistir
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(40). Yar: ince kesitlerin resimlerini elde etmek igin Zeiss fotomikros-
kop III kullanilmagtir.

Kontrol grubu olarak, ayni doku érnekleri yalmzca osmiyum tet-
roksit ile 24 saat karanlikta bekletilerek tespit edilmis ve yukarida
belirtilen rutin yontemlerle izlenerek, kesitleri ahmmis ve incelenmis-
tir.

BULGULAR

Calismamizda cinko iyodit-osmiyum tetroksit (CIO) yéntemiyle
jizlenen tim doku orneklerinde CIO (4) reaksiyon veren hicrelerin
varlign saptanmistir. Kontrol grubunun incelenmelerinde ise pozitif
reaksiyvona rastlanmamisgtir.

Insan tonsilla palatinasmdan alinan yar ince kesitler kiigiik bi-
yutmelerde incelendiginde, organ i¢indeki dagilimlari degismekle bir-
likte genel olarak organm tum boéltimlerinde izlenen CIO (4) hiicre
uzatist ag dikkati gekmistir. CIO (4) huicrelerin yapilarmni daha ay-
rintili gdzleyebilmek i¢in Kesitler metilen mavisi-azur II zit boyasiy-
la boyandiktan sonra daha buyiik buylutmelerde incelendiginde, cio
(+) boyanan bashca iki grup hiicre oldugu anlagiimigtir. Bunlardan
birincisi, bir ya da iki cekirdekgikli, yuvarlak-oval ince sitoplazmik
uzantilariyla tanman dendritik retikiler hiicrelerdir. Zit boya ile bo-
yvanan lenfositler, bu hiicrelerin CIO (+) ince sitoplazmik uzantilar
arasinda tek tek ya da gruplar halinde yuvalanmis olarak izlenmis-
lerdir. ikinci grup CIiO (4-) hiicreleri ise tingible body makrofajlar:

(TBM) ve diger makrofajlar olugturmaktadir. Sitoplazmalari genis ve
heterofajik vakuollerle dolu olarak gozlenen ve yine sitoplazmik uzan-
tilari olan TBM,ler kolaylikla ayirt edilmislerdir. Fagosite edilmis len-
fositlere ait kromatin artiklarmm zit boya ile boyanmis olmasi bu
hiicrelerin diger makrofajlardan ayrumalarim saglamistir.

Insan ve sican lenf digiimii kesitlerinin incelenmesinde, bu iki
hiicre grubunun yine CiO (4) boyandiklar: belirlenmistir. Tim pe-
riferik lenfoid doku érneklerinde izlenen DRH ve TBM'ler aym yapl-
sal ozellikleri gostermektedirler. Ek olarak sigan lenf digtimlerinde,
DRH uzantilarinin olusturdugu ags1 ¢at1 ve merkezde yerlesik TBM'le-
rin varhg! sekonder follikillerin gok kolay tammmlanmasini saglamig-
tir.
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Lenf digimlerinde derin kortekste (parakorteks) izlenen ylksek
endotelli veniil (YEV) duvarlarinda ya da bu damarlara komsu CIO
(+) hiicreler ve uzantilar dikkati ¢ekmistir. Medulla makrofajlari, si-
niis makrofajlar1 ve subkapsiller bdlge (marjinal zon) makrofajlar
da yine (CIO pozitif olarak boyanmaktadir. Bu makrofajlarin bazi-
larinin sitoplazmalarinda TBM'larinda oldugu gibi boyanmis kroma-
tin artiklar iceren heterofajik vakuollerin bulundugu goériilmiistiir.

Elektron mikroskobu diizeyinde yaptigimiz ince yapt incelemele-
rinde, sekonder follikiillerde lenfosit halkasim olusturan kiligik len-
fositlerin arasmda CIO (+) sitoplazmik uzantilariyla taninan DRH'le-
rin varhg saptanmistir. Bu hiicrelerin retikiiler liflerle komsulugu
dikkati ¢ekmistir. Tipik makrofaj ince yap1 ozelliklerini gdsteren ge-
nis sitoplazmal hiicrelerin de yine komsu lenfositlerden ¢arpici bigim-
de CIO (+) olmalanyla ayrildiklar: belirlenmistir. Biyiik buyttme-
lerdeki ince yapr goézlemlerimiz GIO (+) boyanmanin hiicrenin tiim
zar yapilarinda gergeklestigini ortaya koymustur.

TARTISMA

1968’de follikiiler dendritik hiicrelerin (Nossal ve ark.),1970'te in-
terdigitating hiicrelerin (Veldman) tanimlanmasiyla, son yirmi yilda
lenfoid doku retikiiler hilcreleri yogun olarak arastirma alanina gir-
mistir (37,43). Baslangigta ¢ok simirh olan bu hiicrelerle ilgili bilgiler
giderek cogalmis, enzim histokimyas1 tekniklerinin yaninda immu-
nohistokimyasal yéntemler de kullanmilarak bu hiicrelerin antijenik
yvapilan belirlenmis ve islevlerine ait pek ¢ok ipucu elde edilmistir
(4,5,15,18,19,23,27,40,42). Gerek 151k gerekse elektron mikroskobu dii--
zeyinde bu hiicreleri tanimlamaya yardima: kriterler ¢ok smmirh oldu-
gundan, bu hiicreleri tanimlamak igin 6zel yéntemler gelistirilmeye
cahsilmistir (3,6,20,21,44). Retikiiler hiicre tiplerini ayirt etmek igin ilk
bagvurulan otoradyografik yéntemlerden sonra bir grup arastirici bu
hiicrelerin enzim histokimyasal o6zelliklerini bhildirmislerdir (2,33).
Diger bir grup arastiric: ise ¢abalarini immunohistokimyasal alanda
yogunlastirmus ve FDH ile IDH'leri tanimlayan monoklonal antikor-
lar elde etmislerdir (34,38). Son bes yilda FDH'lerin izolasyonu da ger-
ceklestirilerek konuyla ilgili daha ayrintili bilgiler elde edilmesi sag-
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lanmistir (29). Retikiiler hiicrelerin tanimlanmasinin yaninda iglev-
leri ve kékenlerinin belirlenebilmesi amaciyla da kullanilan tiim bu

yontemler teknik ve parasal gugliikkleri beraberinde gotirdiginden
calismalar yalnizca bir kag¢ merkezde ylruatilebilmektedir (4,11,12,17,
23,29,34,38,42), Aym amagla uygulamada daha, kolay ve ucuz olan me-
talofilik yoéntemlerin de ¢esitli arastiricilar tarafindan kullanildig
dikkati ¢ekmistir (7,9,32). Daha once Crocker ve Hopkins (1984) tara-
findan gesitli lenfoid dokular: incelemek amaciyia kullamilan CIO
{Cinko iyodit-osmiyum tetroksit) yonteminin bu hiicrelerin 151k mik-
roskobu diizeyinde tanimlanmasina yardimac olabilecegi gorildugin-
den, yontemin degisik varyasyonlan aragtirilmig ve Niebauer ve ar-
kadarlarinin (1969) epidermisteli Langerhans hiicrelerini incelemek
igin uyguladiklar: bir tanesi cesitli lenfoid dokular incelemek ama-
aiyla segilmistir (7,35).

Cahsmada uyguladigmmiz plastik gémmelj metalofilik yéntem bir-
kag¢ avantaiji beraberinde getirmistir. Bunlardan ilki, yar1 ince kesit-
lerin daha ayrinti histolojik incelemelere olanak tamimasidir. Tespit
sirasinda CIO (4) boyanan retikiiler hicreler ile metilen mavisi-azur
II boyasiyla boyanan lenfositlerin birbirleriyle olan yapisal iliskileri
~ ve doku igindeki diizenlenmeleri kolayca ve carpici olarak gbzlenebil-
_ mistir. Enzim histokimyasi1 ve immunohistokimyasal yontemlerin 6zel-
ligine bagl olarak isaretlenen hiicrelerin kolaylikla tanimlanabilme-
sine kargin 6teki normal doku elemanlar: ayni ayrintiyla belirleneme-
mektedir. Calismamizda incelemelerde ise normal lenfoid doku his-
tolojik yapisi korundugundan, organlarin gesitli kompartmanlarindaki
sitoarkitektiirel yap: lenfoid ve nenlenfoid hiicreler agisindan birlikte
degerlendirilebilmistir. Insan ve sican lenfoid doku drneklerinin tii-
miinde CIO (+) hiicre agmin yardimiyvla lenf follikiilleri kolayca ta-
nimlanmis, korteks, derin korteks ve medulla ayrimi yapilmigtir. Len-
foid dokulara 0zgl damar yapilarimin (yiksek endotelli post kapiller
ventller vs.) tanmimlanmag: CIO (4) hiicrelerin de yardimiyla kolay-
Iikla yapilabilmistir. Orneklerde CIO (+) olarak izlenen baslica reti-
kiiler hicreler, FDH'ler, tingible body makrofajlan ile diger makrofaj
gruplar ve yiiksek endotelli venillerin duvarina komsu yerlesik pe-
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risitler olarak belirlenmistir. Sinus makrofajlar1 disinda yaygin ve
nodiiler lenfoid dokuda verlesik olarak izlenen bu retikiiler hiicre-
lerin hepsi ince, uzun sitoplazmik uzantilarimin bulunmasiyla karak-
terizedir. Komsu hitcrelerin uzantilar: ti¢ boyutlu bir ag olusturacak
bigimde birbirleriyie baglant1 géstermektedir. Lenfositler bu uzanti-
larmn arasina yuvalanmig olarak gorilmiislerdir. Bu gortinim daha
onceki arastiricilar tarafindan bildirilen FDH’lerin B lenfositlerin fark-
lanmast igin uygun bir hiicresel ortam olusturduklan gértigini des-
teklemektedir (16,21,27,31,36). Sitoplazmalarindaki fagosite edilmis
lenfositlere ait kromatin artiklarmin boyanmalari ve kendilerinin de
ClO (+) olmalariyla gok kolay ayirt edilen lenf diiglimlerinin &teki
bohimierinde de izlenmis olmasi ¢alismamiz sonuglaring ait 6zgtn
bir bulgudur.

Plastik gémme maddesi kullanilmis olmasi aym bloklardan ince
‘kesit almarak elektron mikroskobu incelemelerinin yapilmasina ola-
nak vermistir. Yontemin diger bir avantaji olan bu 6zellik sayesin-

sekil 1 : Sigan submandibiiler lenf duguma Sekil 2 : Insan tonsilla palatinasindan bir
kesiti. Ginko iyodit-osmiyum tetroksit (GIO) kesit. Dendritik retikiiler hiicrelerin uzanti-

pozitif boyanmus dendritik retikiler hiicre- lari (tek ok) ile bunlarin lenfositlerle olan
ler (DRH) wve tingible body makrofajlari iliskileri daha biiyitk biiyiitmede izlenmek-
{TBM) ve her iki hiicrenin sitoplazmik uzan-  tedir. Ayni alanda GIO (—) retikiiler hiicre-
tilari izlenmektedir. Boya : Metilen mavisi-  jerin (kalin ok) de bulundugu dikkati cek-
azur LI, X 640. mektedir. Boya : Metilen mavisi-azur 1l. X

1000.
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sekil 3 : Sigan lenf dugimit korteksinden Sekil 4 : Sigan lenf dugumil derin kortek-

gegen bir kesitte, subkapsiiler sinils (S8} ve sinden gegen bir kesitte bir yiksek endotelii

bir sekonder follikiil (SF) izlenmektedir. Bo- veniil (YEV) goriilmektedir. P : Perisit. L :

ya : Metilen mavisi-azur 11, X 160 lenfosit. Boya : Metilen mavisi-azur I, X
1000.

de, FDH'lerin ve TMB'lerin ince yapi diizeyinde de CIO (+) boyan-
diklar: belirlenmistir. Bu, uygulanan metalofilik yontemin elektron
mikroskobu duzeyinde de ayirt edict bir teknik olarak kullanilabilece-
gini gostermistir. Rutin elektron mikroskobu yontemleriyle yalnizca
ince zar katlantilarindan olusan sitoplazmik uzantilari ve bunlarin
{izerine ¢okmiis elektron yogun madde varhgiyla tanmimlanan FDH'ler,
CIO yoéntemiyle gerek hiicre govdelerinin gerekse uzanfilarmimn agk
bir bicimde pozitif boyanmig olmas1 ayirt edilmelerini gok kolaylagtir-
migtir.

Yéntemin ticlinci bir avantaji enzim ya da immunohistokimyasal
tekniklerin ayni kesit tizerinde birlikte uygulanabilecegine dair baz1
ipuglarmin bildirilmig olmasidir (2,7). Gesitli arastiricilar plastik ke-
sitler tuzerinde enzim histokimyast ya da immunohistokimyasal tek-
niklerin kullamlabildigini bildirmislerdir (2,14,29). Baska bir calisma-
da metalofilik yontemlerle enzim histokimyasal yontemlerin birlikte
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uygulanabilecegi gosterilmistir (14). Calismamizda yaptigimiz hiicre
tanimlamalar: bashca bu hucrelerin yerlesimine bagh olarak yapildi-
gmdan, ileride birlesik yontemler kullamilarak yapilacak ¢ahismalar

degerli bilgiler verebilecektir.

Rutin histoloji laboratuvarlarinda uygulanmasi oldukga kolay ve
goreceli olarak ucuz olan uyguladigimiz yontem, konuyla ilgili olarak
gerceklestirilecek ontogenetik galismalar ve ©zellikle histopatolojik
degerlendirmeler i¢in yaygin olarak kullamilmaya aday olabilir (1,2,
10,13,14,39,42,45) .

Sekil 5 : Sigan lenf digimii kesitinde, me-
dullada GIO (+), genis sitoplazmall ve uzan-
1ili bir makrofajin ince yapisi. Cesitli bilytik-
lilkte ve i¢ yapida heterofajik vakuoller (HV)
ve fagosite edilmek izere sitoplazma igine
alinmakta olan bir plazma hicresi (*) gb-
rilmektedir. C : Cekirdek, PH : Plazma hiec-
resi. X 6500.

. .

Sekil 6 - Ergin sigan lenf digliminde, sekon-
der foliikil koronasindan gegen Kkesitte,
CiO (+) DRH sitoplazma uzantilan (--SU)
arasinda lenfositier (L) grilmektedir. (*) .
DRH zar katlantisi, X 12000.
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Sekil 7 : Sigan lenf dﬁgﬂmi}ndé sekonder follikule yerlesik blr DRH s:toplazmik‘ oy
uzantlsmda (Su), zar katlantlSl ve arada retlkuler I:fler [RL] izlenmekted:r
. Lenfosit, x 20000. ‘

OZET

Yeni tanimlanan lenfoid retikiiler hicre tipleri bagigiklik siste-
mindeki islevsel rolleri hedeniyle biyiilk énem kazanmislardir. Lén-
foid dokularin normal sitoarkitektiirii icinde retikiiler hiicre tiplerini
_ayirt eden bir metalofilik (CIO = (;mko iyodit-osmiyum tetroksit)
“plastik gomme teknigi sunulmuqtur ‘Bu teknik 151k ve elektron mik-

roskobu diizeyinde lenfositler ve ‘retikiiler hiicreler arasmdaki yapisal
_111$k1y1 aciga gikarmakta; folhkular dendritik huicreler (FDH), tingible
body makrofailam (TBM) ve dlger makr’ofa; gmplarmm tanimlanma-
sin1 saglamaktadlr Bulgularimiz FDH ve TBM’lerin ince yap: 6zellik-
lerini ortaya koymaktadir. Ek olarak retikiiler hicrelerin tanimlan-
- mast amactiyla kullanilan enzim histokimyas1 ve immunohistokimya-
sal yontemlerin ayni kesitler tizerinde birlikte uygulanabilecggine dair
ipuclar1 vardir. Sunulan teknik bu ozellikleriyle ontogenetik ve his-
topatolojik ¢alhismalarda yaygin olarak kullamlmaya ada,y olup go-
receli olarak kolay ve ucuz bir yontemdir.
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SUMMARY
(Study of Reticular Cells By the Ald of A Metallophic Technique)

Recently identified lymphoid reticulum cell types are of special
interest because of their functional role in the immune system. A plas-
tic embedding metallophilic technique (ZIO = zinc iodide-osmium tet-
roxide) identifying different types of reticulum cells in the normal
cytoarchitecture of the lymphoid organs is presented. This technique
enables revealing the morphological relationship between the lymp-

hocytes and specific reticulum cells in both light and electron micros-
copic levels and also differentiates follicular dendritic cells (FDC),
tingible body macrophages (TBM) and some other macrophage gro-
ups. Our findings clearly reveal the fine structure of FDCs and TBMs.
In addition there are some clues that this technique can be applied
on the same section together with enzyme or immuno-histochemical
methods. We hope that the presented technigue will be used in many
laboratories, being relatively easier and cheaper, in ontogenetic and
histopathological studies.
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