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ÖZET 

Bu deneysel çalışmada, öncelikle lenf düğümlerinin bir antijenik uyarıma verdiği cevabın, korteksdeki germi-nal merkezlere özel bir önem verilerek incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada 20 adet Wistar tipi erişkin rat kullanıldı. Bunların 12 tanesi deney grubu olarak ayrıldı ve servikal bölgeden deri altına 0,1 ml Salmonella paratyphi B-H antijeni  verildi. Geri kalanı kontrol grubu olarak kullanıldı ve benzer şekilde 0.1 ml serum fizyolojik uygulandı. Uyarımı izleyen 1,2,3,4,5 ve 8. günlerde her iki grubun yüzeyel servikal lenf düğümleri çıkarıldı. Lenf düğümlerine rutin ışık ve elektron mikroskobu için tespit ve takip prosedürü tatbik edilerek, elde edilen parafin ve yarı ince kesitlere çeşitli boyama teknikleri uygulandı. Antijen uyarımı sonrası 3. gün-de primer foliküllerde lenfoblast artışı ile birlikte germinal merkez reaksiyonlarının başladığı gözlendi. Anti-jen uyarımı sonrası 5. günde germinal merkezler daha genişti ve çok sayıda mitoz  aşamasında ve apoptotik hücreler gözlendi. Ayrıca ışık mikroskobu düzeyinde demirli hematoksilen boyamasında ilk kez zıt boya ola-rak pikrofuksin kullanılmış ve bu yöntemin germinal merkezlerdeki apoptotik hücrelerin belirlenmesinde oldukca başarılı olduğu ortaya çıkarılmıştır. Uyarımın 8. günü sekonder folikül ve germinal merkezlerindeki boyanabilen cisim makrofajı sayısı en yüksek düzeydeydi.
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THE INVESTIGATION OF GERMINAL CENTERS AND APOPTOTIC CELLS IN RAT CERVICAL LYMPH NODES AFTER ANTIGENIC STIMULATION

ABSTRACT
This experimental research has been done to detect the response of lymphoid tissue of lymph nodes to a given antigen. In this detection, it has been given a private priority to germinal centers in cortex. Twenty Wistar rats were used. Twelve of them selected as stimulated group and received Salmonella paratyphi B-H antigen (0.1 ml) subcutaneously through the cervical region. The rest used as control group and given saline (0.1ml).  In both control and stimulated rats, the superficial servical lymph nodes were removed on 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th and 8th day. The lymph nodes from both groups were processed for routine paraffin and electron microscopy tecniques and several staining methods were applied on paraffin and semi-thin sections. On day 3 after the antigenic stimulation, lymphoblasts were increased and germinal center reactions began. On day 5 after the antigenic stimulation, germinal centers were found wider and a lot of mitotic and apoptotic cells were observed. Moreover, picrofuchsin was used as counterstain in iron haematoxylin staining for the light microscopic examination and it was demonstrated as a succesfull procedure in detection of apoptotic cells in the germinal centers. On day 8 after the antigenic stimulation, the number of seconder lymphatic follicles and tingible body macrophages in their germinal centres were reached the highest level.
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1. GİRİŞ

Lenf düğümleri, lenf damarları boyunca di-zilmiş yuvarlak, oval veya böbrek biçiminde olabi-len kapsüllü küçük lenfoid organlardır (1). İmmuno-lojik uyaranlara cevap verme yeteneği esas olarak lenfoid hücrelere dayalıdır (2). Lenf düğümleri his-tolojik açıdan incelendiğinde büyük ölçüde kom-partmantalizasyon gösterir (3). 

Lenf düğümü parenkimasında ışık mikrosko-bu küçük büyütmelerinde dışta koyu boyanan kor-teks ve içte soluk boyanan medulla ayırt edilmekte-dir. Korteksin en önemli hücre yapısı folikül olarak adlandırılan lenfoid hücre topluluklarıdır. Primer lenf folikülleri küçük lenfositlerin homojen yoğun-lukta yuvarlak veya oval topluluklar oluşturduğu alanlardır. Sekonder lenf folikülleri ise ortalarında büyük tip lenfositlerden zengin Germinal merkez (GM) (Centrum germinativum) denilen daha soluk boyanmış bir bölge ve bunun periferinde küçük tip lenfositlerin sık ve yoğun olduğu manto tabakası de-nilen koyu boyanan bir bölge içerir (4). 

Enfeksiyon ve antijenik uyarım, lenf düğü-münün büyümesine ve aktif hücre çoğalması götse-ren pek çok germinal merkezin oluşmasına neden olur(1). Antijenik uyarım altında germinal merkez-lerin sayıları yanında boyutları da artmaktadır(5). 

Germinal merkezlerde aktif yeni hücre oluşu-mu ve hızlı mitoz bölünme sırasında yüksek oranda apoptozisde gözlenmektedir(6). Programlanmış hüc-re ölümü olarak tanımlanman apoptozis, bilindiği gibi bir hücrenin tek başına çevre doku ve hücreleri etkilemeden yaşamına son vermesidir. Hücre, özgül gelişimi sırasında veya çevresel uyaranlara yanıt olarak ölçülü ve genetik kontrolü olan bir süreç so-nunda yok olur(7). Apoptozisle ölen hücreler, fago-sitoz yapan hücreler tarafından herhangi bir infla-masyona neden olmaksızın yok edilirler(8). Lenf düğümlerinde ise bu fagositoz olayını bölge makro-fajları olan boyanabilen cisim makrofajları (Tingible Body Macrophage, TBM) gerçekleştirir (6). 

Bu calışmanın amacı, sıçan servikal lenf dü-ğümlerinde Salmonella Paratyphi B-H antijeni ile uyarım sonrası korteks bölgesinde meydana gelen değişiklikleri sekonder lenf foliküllerinin germinal merkezlerini inceleyerek ortaya koymaktır. Ayrıca ışık mikroskobu düzeyinde demirli hematoksilen boyamasında ilk kez zıt boya olarak pikrofuksin kullanılmış ve bu yöntemin apoptotik hücrelerin be-lirlenmesinde oldukça başarılı olduğu ortaya çıkarıl-mıştır. 

2. MATERYAL VE METOT

Bu çalışmada 200-250g ağırlığında 20 adet Wistar albino tipi erişkin sıçan kullanılmıştır. Hay-vanların 8 tanesi kontrol grubu olarak ayrılmış ve servikal bölgeden deri altına 0,1 ml %0,9 NaCl en-jeksiyonu yapılmıştır. Deney grubunda bulunan 12 hayvana ise aynı bölgeden deri altına 0,1 ml  Sal-monella paratyphi B-H zerk antijeni (Refik Saydam Hıfzıssıha Enstitüsü, Ankara) enjekte edilmiştir. De-nekler standart pelet yem ve su ile beslenmişlerdir. Enjeksiyonu takip eden 1,2,3,4,5 ve 8. günlerde eter anestezisi altında sakrifiye edilen sıçanların yüzeyel servikal lenf düğümleri çıkarılmıştır. Alınan doku örnekleri rutin ışık mikroskobu doku takibi yöntem-lerinden geçirilmiştir. Takip sonrası 5 ve 6 µm ka-lınlığında alınan seri parafin kesitlere H-E, Metil yeşili pironin ve Demirli hematoksilen boyaması uygulanmıştır. Demirli hematoksilen boyaması; He-idenhain (9)’ın Demirli hematoksilen metoduna gö-re yapılmış ancak ilk kez zıt boya olarak pikrofuksin kullanılmıştır. Zıt boya pikrofuksin; 100 ml sulu doymuş pikrik asit içerisine 100 mg asit fuksin ila-vesi ve karışımı ile elde edilmiş, uygun boyama sü-resi 3 dakika olarak belirlenmiştir. Elektron mikros-kobu incelemeleri için alınan dokular ise fosfat tamponlu %2,5 Gluteraldehit ile tespit edilip 1 µm’ lik yarı ince kesitleri Toluidin mavisi-Azur II ile bo-yanmıştır. Işık mikroskobu incelemeleri Zeiss Axi-oskop fotomikroskobunda yapılarak fotoğrafları çe-kilmiştir.

3. BULGULAR 

Kontrol grubuna ait servikal lenf düğümle-rinde %0,9’luk NaCl enjeksiyonunu takiben germi-nal merkez ve plazma hücresel reaksiyon gözlenme-di. Dış korteks daha önceden mevcut bir iki sekon-der folikül ile primer foliküllerden oluşuyordu (Şekil 1). Antijen uyarımı sonrası 3. günde primer foliküllerde lenfoblast artışı ile birlikte germinal merkez reaksiyonlarının başladığı gözlendi. Ancak germinal merkezler sekonder foliküller içerisinde belirgin olmasına rağmen, ilerleyen günlerdeki ger-minal merkez boyutları ile karşılaştırıldığında kü-çüktü (Şekil 2). Dördüncü günde sekonder folikül sayısı 3. güne oranla artmıştı ancak uyarımın 5. gü-nündeki kadar yoğun değildi. Antijen uyarımı sonra-sı 5. günde germinal merkezler daha genişti (Şekil 3). Germinal merkezlerde çok sayıda mitoz  aşama-sında ve apoptotik hücreler gözlendi (Şekil 4). Işık mikroskobu düzeyinde zıt boya olarak pikrofuksinin kullanıldığı demirli hematoksilen boyama yöntemi özellikle bu hücreleri daha ayrıntılı belirleyebilmek amacıyla uygulanmıştır. Metil yeşili pironin boyama yöntemi ile ise germinal merkezlerdeki immunob-lastların (Folikül merkezi hücresi, FCC) farklanma evrelerine ve RNA içeriklerine bağlı olarak, pembe-den kırmızıya kadar farklı tonlarda boyandıkları görüldü (Şekil 5).

Antijen uyarımının 8. gününde lenf düğümü sekonder foliküllerinde germinal merkezlerin olduk-ça geniş ve boyanabilen cisim makrofajlarının sayı-ca çok artmış olduğu tespit edildi (Şekil 6-7-8). Aynı günde TBM sayısının belirgin artışı germinal merkezlerde yıldızlı gökyüzü “starry sky” görünü-münü ortaya çıkardı (Şekil 7). TBM’larının sitoplaz-malarında apoptotik lenfositlere ait çok sayıda kro-matin artıkları içerdikleri gözlendi. Demirli hema-toksilen (zıt boya pikrofuksin) ile boyanmış kesitler ve Toluidin mavisi-Azur II ile boyanmış yarı ince kesitler karşılaştırıldı (Şekil 9-10). TBM ve apopto-tik hücrelerin ışık mikroskobu düzeyinde ayrıntıları-nın belirlenmesinde zıt boya olarak pikrofuksinin kullanıldığı demirli hematoksilen boyama yöntemi-nin lenf düğümlerinde oldukca başarılı sonuç ver-diği belirlendi. Ayrıca antijen uyarımının 8. günün-de Metil yeşili pironin ile boyanan kesitlerdeki ger-minal merkez hücrelerinin daha pironinofilik ve daha az sayıda olduğu dikkati çekti (Şekil 11). Aynı günde lenf düğümlerinde sekonder folikül sayısının kontrol grubu ile karşılaştırıldığında belirgin bir şekilde arttığı ve tüm lenf düğümüne hakim olduğu tespit edildi (Şekil 12).

4. TARTIŞMA
Lenf düğümleri başlıca mikroorganizmalara ve tümör hücrelerinin yayılmasına karşı organizma-yı savunan ardarda dizilmiş bir seri filtre gibi fonk-siyon gören organlardır. Lenf sıvısı sinüslerden ge-çerek lenf düğümleri içerisinden süzülürken içeri-sindeki antijenin %99’u makrofajların fagositik aktivitesi ile ortadan kaldırılır. Enfeksiyon ve antije-nik uyarımın lenf düğümü büyümesi ve aktif hücre çoğalması gösteren pek çok germinal merkezin oluş-masına neden olduğu yıllardan beri bilinmektedir (1). Antijen ya da bakteri ile temas edince lenf dü-ğümü lenfositleri hızı çoğalır, mikroskobik olarak korteks büyür, yeni sekonder lenf folikülleri gelişir (4). Antijen uygulamasından kısa süre sonra immun kompleksler lenf düğümlerinin lenf foliküllerinde tutulurlar (10). Antijen ile uyarılmış bir lenf düğü-mündeki en önemli hücresel alan sekonder lenf foli-külleri içerisinde tanımlanmış olan ve uyarım son-rası yardımcı T lenfositlerine bağımlı olarak B len-fositlerinin çoğaldığı germinal merkezlerdir (11). B lenfositlerinin aktif üretim alanı olan GM’ler ilk kez 1884 yılında Flemming (12) tarafından periferik lenf düğümlerinin foliküllerindeki yüksek mitotik aktivi-telere odaklanılarak ayırt edilmiştir. Daha sonraki yıllarda Nossal ve arkadaşları (13) da antijenin, antijene duyarlı lenfositin yüzeyindeki doğal anti-korlarla primer foliküllerde karşılaştığını ve böyle-likle bir blast hücre dönüşümünün başladığını, bu-nun da GM reaksiyonu ile sonuçlandığını belirtmiş-lerdir. Aynı araştırıcılar ilk kez, germinal merkezler-de bulunan foliküler dentritik hücre (FDH)’nin tanımını da yapmışlardır. Bu hücrelerin gelişimleri sürecinde GM B hücrelerine antiapoptotik yaşamsal sinyaller sağladıkları bilinmektedir (14)

Neiuwenhius ve arkadaşları(11) ile Opstelten ve arkadaşları(15), otoradyografi yöntemleri kulla-narak yaptıkları çalışmalarda apendiksdeki GM’ler ile, dalak ve lenf düğümlerindeki GM’lerin işlevle-rinin aynı olduğu sonucuna varmışlardır. Ek olarak GM’ler apoptotik hücreleri fagosite edebilme yete-neğine sahip TBM’ları içerirler. Klasik olarak GM’ ler bir karanlık ve bir de aydınlık iki zona ayrılmış-lardır. TBM’lar genel olarak apikal aydınlık zon ve karanlık zona yerleşmişlerdir(12). Bu çalışmada, kontrol grubunda hücreleri bu alanlarda gözlem-lerken ilerleyen günlerde aydınlık zonda belirgin olarak sayılarının arttığı gözlemlenmiştir. 

Günümüzde GM hücre reaksiyonlarında FDH’ler, lenfositler ve TBM’larının tam bir işbirliği yaptıkları  bilinmektedir(3). İn vitro ve in vivo bir-çok gözlem GM’lerde hem T hücreleri ve hem de FDH’lerin güçlü B hücre çoğalması için hayati öne-mi olduğunu ortaya çıkarmıştır. Bir GM oluşumu primer folikülün FDH ağı içerisinde bir veya beş kurucu hücrenin kolonizasyonu tarafından başlatılır. Bir kurucu hücre hızla çoğalmaya başlayarak iki üç gün içerisinde yaklaşık 5000 hücre oluşur. Bu evre-de GM’de sentroblastlar (B blast hücreleri) çoğalır ve bu hücreler bölünmeyen sentrositlere dönüşürler ve aydınlık zondadırlar. Tek bir immunizasyondan yaklaşık 3 hafta sonra tipik bir GM reaksiyonu sona erer (12).

Van Eijk ve arkadaşları (14)’nın ortaya koy-duğu modele göre ise parakorteksin bölgesel hücresi olan interdijitasyon yapan hücreler (IDH) tarafından antijen spesifik T hücreleri aktive olur. IDH’ler foli-küler sınıra göç ederek antijen spesifik B hücrelerini aktive eder. Bu aktivasyon sonucu bazı B hücreleri antikor üreten plazma hücrelerine dönüşürken bazı-ları da GM reaksiyonunu başlatmak üzere primer foliküllere göç ederler. Karanlık zonda B lenfositleri hızla çoğalır ve onların Ig değişken V-bölge genleri-nin somatik hipermutasyonları gerçekleşir. Bu an-lamda bir çeşit zengin B hücre reseptör kaynağı üretilir. 

FDH’ler sadece yüksek affiniteli B hücre re-septörlerini taşıyan B lenfositlerini seçer ve onlara apopitozisten koruyucu yaşam sinyalleri gönderir. Düşük affiniteli B hücre mutantları bu aşamada apoptozis ile yok edilirler. Bu seleksiyondan sonra B lenfositlerinin antijen spesifikliği T lenfositleri ta-rafından aydınlık zonda tekrar kontrol edilir. Sadece T lenfositlerine uygun antijenik peptitleri sunan B lenfositleri yaşamsal sinyaller alabilirler. Böylelikle plazma hücreleri ya da hafıza B lenfositlerine fark-lanabilirler. Kendi öz proteinleri için antijen almaç-ları taşıyan oto reaktif B hücreleri  apoptozis ile bu aşamada yok edilirler. GM B lenfosit apoptozisinde birçok hücrenin yüzeyinde bulunan bir protein olan Fas’ın en önemli fonksiyona sahip olduğu vurgulan-maktadır (14).

In vivo yüksek doz çözünebilen antijenin GM’lerde antijen spesifik B hücrelerinin apoptozi-sini indüklediği bilinmektedir(16). Bu çalışmada an-tijen uyarımı sonrası 5. günde GM’lerde çok sayıda mitoz aşamasında ve apoptotik hücreler gözlendi. Çok sayıda mitozlar hücrelerin hızla ve aktif olarak çoğaldığının göstergesidir ve mutlaka bu hücreler arasında uygun yüksek affiniteli B hücre reseptör-lerini taşımayan hücreler bulunacaktır. Çalışmada görülen yoğun apoptotik hücreler Van Eijk ve arka-daşları(14)’nın belirttiği gibi ya düşük affiniteli B hücre mutantları ya da oto reaktif B hücre kolonları olabilir. Antijen uyarımı sonucu oluşan bu piknotik lenfosit ve apoptotik cisimcikleri fagosite edenTBM sayısıda ilerleyen günlerde artmaktadır (17,18).

Kamperdijk ve arkadaşları(17) sıçan poplite-al lenf düğümlerini S. paratyphi antijeni ile uyararak makrofaj ve retikulum hücrelerini incelemişlerdir. Uyarımın 8. gününde lenf düğümlerinde sekonder folikül sayısında artış ve çok sayıda TBM içeren GM’lerin gözlenmesi bu çalışmanın bulguları ile benzerlik göstermektedir. Szakal ve arkadaşları (18) da antijen ile uyarılmış fare popliteal lenf düğüm-lerinde TBM ve FDH’leri incelemişler, uyarımın 5. gününden sonra TBM sayısının artarak en büyük yoğunluğa 8. günde ulaştığını tespit etmişlerdir. Bu çalışmada da benzer bir şekilde TBM sayısının 8. günde en yüksek düzeye ulaştığı tespit edilmiştir. TBM’ların geniş sitoplazmalarında lenfositlere ait kromatin artıkları içerdikleri bilinmektedir(6). Anti-jen uyarımından belli bir süre sonra GM’lerde TBM sayısı arttığında yıldızlı gökyüzü görünümü ortaya çıkmaktadır(19). Bu çalışmada da uyarımın 8. gü-nünde sitoplazmaları apoptotik cisimciklerle dolu çok sayıda TBM vardı. Bu TBM artışı yıldızlı gökyüzü görünümünü ortaya çıkardı.

Apoptozis aslında immun yanıtın düzenlen-mesinde hayati önem taşıyan ve tüm basamaklarda denetimden sorumlu faktörlerden biridir(20,21). Sa-dece B lenfositlerinin gelişimi ve self reaktif B len-fositlerinin yok edilmesinde değil, T lenfositlerinin antijene bağımlı regülasyonunda da en önemli kont-rol mekanizmasıdır.  

Hücrelerin morfolojik değişikliklerinin izle-nerek ışık mikroskobu düzeyinde apoptozisin sap-tanması aslında duyarlılığı ve özgüllüğü az bir yön-temdir(21). Ancak lenf düğümlerinde demirli hema-toksilen boyamasında ilk kez zıt boya olarak pikro-fuksinin kullanılmasıyla oldukça başarılı bir şekilde apoptotik hücreler ve TBM’ların ortaya konulabildi-ği gözlenmiştir. Bu çalışmada olduğu gibi, bu yön-tem ile boyanan kesitler ile yarı ince kesitler karşı-laştırıldığında değerlendirme net olarak yapılabil-mektedir. Sonuç olarak şu söylenebilir ki; Zıt boya olarak pikrofuksinin kullanıldığı demirli hematoksi-len boyaması ışık mikroskobu düzeyinde lenf dü-ğümlerinde hızlı bir şekilde apoptotik hücreleri ortaya koyabilecek son derece basit ve pratik bir boyama yöntemi olarak önerilebilir. 

Bu çalışmaya benzer veya daha farklı immu-nizasyon metodlarını takiben çeşitli hayvan model-lerinde GM reaksiyonlarının kinetiği ile ilgili çalış-malar yapılmıştır. Ancak bugün tüm bilinenlere rağ-men, GM’lerde B hücre proliferasyonun moleküler mekanizmasının kontrolü hala büyük ölçüde gizemi-ni korumaktadır.
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Şekil 1: Kontrol grubunun servikal lenf düğümlerinin korteksinde herhangi bir germinal merkez reaksiyonu izlenmemektedir. Subkapsüler sinus (S), Korteks (K), Medulla (M) H-E ( 25
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Şekil 2: Uyarımın 3. gününde bir lenf düğümünde korteksde (K) bir  germinal merkez (Gm) görülüyor (oklar). Subkapsüler sinus (S),  Medulla (M) H-E ( 25
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Şekil 3: Uyarımın 5. gününde lenf düğümü korteksinde 3. güne oranla daha büyük bir germinal merkez (Gm) görülüyor. Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 12,5
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Şekil 4: Uyarımın 5. gününde aynı germinal merkezde daha büyük büyütmede mitoz aşamasındaki hücreler (M) ve apoptotik hücreler (oklar) oldukça belirgindir. Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 100
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Şekil 5: Uyarımın 5. gününde lenf düğümü germinal merkezindeki (Gm) pironinofilik hücreler (oklar) görülüyor. İmmunoblast (FCC)  Metil Yeşili Pironin ( 100
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Şekil 6: Uyarımın 8. gününde 5. güne oranla daha geniş bir germinal merkez (Gm) ve artmış TBM’lar (oklar) görülüyor. Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 12,5
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Şekil 7: Uyarımın 8. gününde daha büyük büyütmede bir germinal merkezde (Gm) artmış TBM’lar (oklar) ve apoptotik hücreler gözlenmektedir.Yıldızlı gökyüzü manzarası belirgindir. Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 50
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Şekil 8: Uyarımın 8. gününde bir lenf düğümünde korteks ve parakorteks bölgesi görülmektedir. Korteksde germinal merkezlerde (Gm) TBM’lar (oklar) belirgindir. Parakorteksde yüksek endotelli venüller (YEV). Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 50
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Şekil 9: Uyarımın 8. gününde bir germinal merkezde (Gm) bir TBM (ok) incelendiğinde sitoplazmasındaki apoptotik cisimcikler belirgin gözlenmektedir. Demirli hematoksilen (Zıt boya pikrofuksin) ( 100
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Şekil 10: Uyarımın 8. gününde yarı ince kesitte bir germinal merkezde (Gm) iki TBM (oklar) görülmektedir. Hücrelerin sitoplazmalarında apoptotik lenfositlere ait kromatin artıkları belirgindir. Toluidin mavisi- Azur II ( 100
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Şekil 11: Uyarımın 8. gününde lenf düğümünde bir germinal merkezindeki  (Gm) hücrelerin  (oklar)  daha  pironinofilik ancak daha az sayıda olduğu gözlenmiştir. Metil Yeşili Pironin ( 100
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Şekil 12: Uyarımın 8. gününde bir servikal lenf düğümünde etkin bir immun yanıtı işaret eden, içlerinde germinal merkezleri belirgin olan çok sayıda sekonder lenf folikülü gözlenmektedir (oklar). Metil Yeşili Pironin ( 5
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