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OZET
Bu ¢alismada insan perifer kanindaki T, B-

lenfositleri ile null hiicrelerinin oranlart immiino-
enzimatik ve sitokimyasal tekniklerle belirlendi.

NBE enzimi boyamasina kargi lenfositlerin
bityiik ¢ogunlugunun (%82) pozitif sonug verdigi
halde, daha az orandaki lenfositin (%17) negatif
sonug verdigi-gézlendi. NBE poziltif lenfositlerde iki
tip graniiler pozitivite tespit edildi. Bu lenfositlerin
¢ofunda (%69) lokalize yerlesimli, sayilar: 1-4
arasinda olan, kirmizi-kahverengi graniiller goz-
lenirken (lokalize graniiler pozitivite), daha az oran-
daki lenfositte (%13) ise diffiiz yerlesimli kiigiik
graniiller gozlendi. Lokalize graniiler pozitivite veren
lenfositler T-lenfositleri, diffiiz graniiler pozitivite
verenler null hiicreleri, negatif sonug veren lenfosit-
ler ise B-lenfositleri olarak degerlendirildi.

B-lenfositlerinin yiizey immiinoglobiilinlerinin
(STg) immiinoenzimatik yolla boyanmastyla perifer
kan lenfositlerinin %15'inin B-lenfositleri oldugu
tesbit edildi.

Anahtar Kelimeler: Lenfositler, yiizey immii-
noglobiilinleri, esteraz.

SUMMARY

Discrimination of B, T and null
Lymphocytes of Human Peripheral Blood by
Esterase Cytochemistry and Immunoenzymatic

Staining of Surface Immunoglobulins

In this study, T, B and null cell proportions of
human peripheral blood lymphocytes were deter-
mined by using immunoenzymatic and cytochemical
Staining techniques.

Alpha-naphthyl butyrate esterase (NBE) staining
revealed that large majority of the peripheral blood
lymphocytes (82%) were positive, whereas smaller
proportion (17%) were negative. Positive lymphocy-
tes showed two distinct granular positivity. Most of
the NBE positive cells (69%) had 1-4 large (dot-
like),, reddish-brown granules (localised granular
positivity), 13% of the positive cells had large quan-
tity of diffusely arranged small granules (diffuse
granular positivity).

Localised granular, diffuse granular positive and
negative cells were evaluated as T-lymphocytes, null
cells and B-lymphocytes respectively.

By means of immunoenzymatic staining of the
surface immunoglobulins (Slg), 15% of the peri-
pheral blood lymphocytes were found to be B-
lymphocytes.

Key Words: Lymphocytes, surface immunoglob-
ulins, esterase.

GIRIS

Perifer kanda T ve B-lenfositleri ile null
hiicrelerinin bulundugu bilinmektedir (1,2). Primer
lenfoid organlarda olgunlasgan lenfositler, kan yoluyla
sckonder lenfoid organlara giderek kendilerine ait
olan spesifik bolgelere yerlesmektedirler (3,4).

Perifer kandaki lenfosit tipleri, hiicre zarindaki
spesifik molekiillerin immiinoenzimatik, immiino-
floresans veya otoradyografi teknikleri ile belirlen-
mesi ile ayirdedilebilmektedir (1,4,5,6,7). Ayrnica T-
lenfositleri, heterojenik alyuvarlarla spontan rozet (E

rozeti) olusturmalan (3,8) ve Scanning elektron mik-
roskobunda (SEM) daha diizgiin bir yiizeye sahip ol-
malar ile de B-lenfositlerinden aynlabilmektedir.

Lenfosit tiplerinin ayirdedilmesi amaciyla kul-
lanilmakta olan yéntemler oldukga pahali olup, uzun
zaman almakta ve pek¢ogu da doku kesitlerine uygu-
lanamamaktadir. Bu nedenle, hem frotilerde ve hem
de doku kesitlerinde uygulanabilecek pratik bir
yontemin gelistirilmesi amaciyla son yillarda gesitli
aragtrmalar yapilmigur (2,9,10,11,12).
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Basso ve arkadaslari (9) timositlerin, olgun T-
lenfositlerine doniisiinceye kadar asit fosfataz (AcP),
beta-glukuronidaz (BG), alfanaflil asetat esteraz
(NAE) ve alfa-naftil biitirat esteraz (NBE) enzimleri
pozitivitesi yoniinden 4 farkh fenotip gosterdiklerini
bildirmislerdir. Dordiincii fenotipi olusturan olgun T-
lenfositleri, hem NAE ve hem de NBE enzimlerine
sahiptir (9). Olgun T-lenfositlerinin bu 6zellifinden
yararlanarak insanlarda T ve B-lenfositlerinin ayrila-

bilecei gesitli aragtiricilar (2,10,11,13,14) tarafindan
ortaya konmusgtur. Kajikawa ve arkadaslari (10)
sipirlarda, Maiti ve arkadaglan (15) kanathlarda,
Mueller ve arkadaglan (13) ise farelerde NAE enzimi
demonstrasyonu ile olgun T-lenfositlerinin hem kan
frotilerinde ve hem de doku kesitlerinde spesifik ola-
rak belirlencbilecegini bildirmiglerdir.

Knowles ve arkadaglan (11), lenfositlerde lokalize
graniiler ve diffiiz graniiler olmak iizere iki tip poziti-
vite bulundugunu tespit etmiglerdir. Higgy ve arka-
daglan (2) ise NBE enzimini demonstre ettikleri bir
caligmalarinda, lokalize graniiler pozitivitenin T-
lenfositlerinde, diffiiz graniiler pozitivitenin de null
hiicrelerinde gozlendigini; B-lenfositlerinin ise nega-
tif sonug verdigini bildirmiglerdir.

Bu ¢alismada NBE enzimi ve yiizey immiino-
globiilinlerinin demonstrasyonuyla insan perifer
kamindaki T ve B-lenfositleri ile null hiicrelerinin
oranlarmnin belirlenmesi amaglandi.

MATERYAL ve METOD

Bu galigmada yaglar1 18-35 arasindaki 15 sagliklt
insandan alinan heparinize (Liquemine-Roche) kan
ornegi materyal olarak kullanildi.

Alinan kan orneklerinden, énce alfa-naftil biitirat
esteraz enzimi (NBE) demonstrasyonu igin frotiler
hazirlanarak havada kurutuldu. Kalan kan omeklerin-
den lenfosit izolasyonu yapilarak yiizey immiinoglo-
biilinleri (SIg) boyandi.

NBE enziminin demonstrasyonu i¢n lenfosit en-
.imleri kiti (Research Kit No: 180-BS), B-

cnfositlerinin yiizey immiinoglobiilinlerinin (SIg)
»oyanmast igin de B-lenfosit kiti (Research Kit No:
26-AS) kullanildi.

NBE pozitif sonu'g: veren lcnfosnierden 1-4
arasinda iri, lokalize, kirmizi-kahverengi graniile sa-
hip olan hiicreler T-lenfositleri, ¢ok sayida, kii¢ik ve
diffiiz yerlesimli graniile sahip olanlar ise null
hiicreleri; negatif sonu¢ veren lenfositler de B-
lenfositleri olarak kabul edildi.

SIg'leri boyandiktan sonra, lenfositlerin izolasyo-
nu sirasinda kontamine olabilen monositlerin B-
lenfositlerinden ayrilabilmesi igin peroksidaz reak-
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siyonu uygulandi. SIg boyamasi uygulanan preparat-
larda kirmizi-mor graniiler pozitivite gosteren
hiicreler B-lenfositleri, kahverengi-siyah graniillere
sahip olan hiicreler isc monosit olarak kabul edildi.
B-lenfositlerinin sayimi yapilirken kahverengi-siyah
graniillii monositler sayima dahil edilmedi.

NBE ve SIg boyama metodlariyla hazirlanan pre-
paratlarda pozitif lenfositlerin sayimlari yapilarak,
porzitif lenfositlerin yiizdeleri agafidaki formiile gore
hesaplandt:

Pozitif lenfositlerin sayisi _
x 100 = Pozitif lenfositlerin ylizdesi

Sayilan toplam hiicre sayisl

BULGULAR

NBE boyamalarinda lenfositlerin biyiik
¢ogunlugunda spesifik kirmizi-kahverengi graniiller
gbzlendi. Pozitif reaksiyon veren lenfositlerin biiyiik
bir kisminda sayilann 1-4 arasinda defisen iri
graniiller gozlenirken (lokalize graniiler tip poziti-
vite), daha az orandaki Ienfositlerde ise ¢ok sayida,
kiigiik ve diffiiz lokalizasyonlu graniiller (diffiiz
graniiler tip pozitivite) gozlendi (Resim 1,2). Loka-
lize graniiler tipte graniiller genellikle hiicre zarinin
hemen alunda lokalize olurken (Resim 1), diffiiz
graniiler tipte ise sitoplazmanin her tarafina dagilmig
oldugu dikkati ¢ekti (Resim 2). Notrofillerde pozitif
reaksiyon gozlenmedi (Resim 3). Monositlerde kuv-
vetli, diffiiz graniiler pozitivite tesbit edildi (Resim 4).

SIg boyamasi uygulanan preparatlarda, SIg'lerinin
hiicre zan yiizeyinde homojen bir dafihm goster-
dikleri, ya da hiicrenin bir kutbunda toplanmig olduk-
lar1 gozlendi (Resim 5,6).

Yapilan sayim sonuglarinda perifer kan lenfosit-
lerinin %82'sinin NBE pozitif, %17'sinin de negatif
sonug verdigi tesbit edildi. Pozitif sonug veren lenfo-
sitlerin %69'unda lokalize graniiler pozitivite (T-
lenfositleri) gozlenirken, %13'tinde diffiiz graniiler
pozitivite (Null hiicreleri) gozlendi. SIg boyama-
larinda ise, perifer kan lenfositlerinin %15nin B-
lenfositlerin SIg'lerine sahip olduklar: behrlendl

(Tablo I).

Tablo I. NBE ve Slg‘lerinin boyanmastyla nor-
mal perifer kanda tesbit edilen B, T-lenfosit ve null
hiicresi oranlart.

Ormek sapst NBE(3 NBE(+) Sigi+)

(] % % %o %

1 1788552  %60.06:53 1306:032  15.50:042 4
(35822 (483752 (126158 (112:208)




Cilt: 7 Insan Perifer Kamndaki B, T ve Null Lenfositlerinin Esteraz Sitokimyas: ve Yiizey [mmiinoglobiilinlerinin
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Resim 1: Negatif reaksiyon gosteren B-lenfositi ilc lokalize graniiler pozitivite gosteren
T-lenfositleri, B) B-lenfosit, T) T-lenfositleri, oklar) graniiller. NBE., X 1450.

Resim 2: Diffiiz graniiler pozitivite gosteren null hiicresi, NBE., X1450.
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Resim 3: Negatif rcaksiyon veren nortofil ile lokalize graniiler pozitivite gosteren T-lenfositleri.
N) Nétrofil, T) T-lenfositler. NBE., X1450.

Resim 4: Diffiiz graniiler pozitivite gosteren monosit ile lokalize graniiler pozitivite gosteren T-
' lenfosit. T) T-lenfosit, M) Monosit. NBE., X1450.
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Resim 5: Yirzey immiinoglobiilinleri zar yiizeyinde homojen dagilim gosteren B-lenfositi.
Immiinoenzimatik yontemle yiizey immiinoglobiilinleri boyamasi., X1400.

Resim 6: Yiizey immiinoglobiilinlerinin hiicrenin bir kutbunda toplanmig oldugu (oklar). B-
lenfositleri. Immiinoenzimatik yontemle yiizey immiinoglobiilinleri boyamast.,X1400.
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TARTISMA ve SONUC

Basso ve arkadaslar (9), fotal timositlerin olgun
T-lenfositlerine doniisiinceye kadar kazandiklari en-
zimleri goz Oniine alarak, T-lenfositleri i¢in dort
farkli enzimatik fcnotip tamimlamiglardir. Bu
arastiricilara gore perifer kandaki olgun T-lenfositleri
dordiincii fenotipi  olugturmakta ve asit fosfataz
(AcP), beta-glukuronidaz (BG), asit alfa-naftil asctat
esteraz (ANAE), N-asetil beta-glukuronidaz (NABG),
alfa-naftil asetat esteraz (NAE), alfa-naftil biitirat
esteraz (NBA) cnzimlerine sahiptir (9). Cesitli
arastiricilar (2,9,10,11,12,13,14,15,16,17) ANAE,
NAE ve NBE enzimleri olgunlagmamig T-
lenfositlerinde bulunmadigindan, olgun T-
lenfositlerinin spesifik olarak belirlenmesinde bu ii¢
enzimin kullanilabilccegini bildirmiglerdir.

Knowlcs ve arkadaglan (11), ANAE enzimi bo-
yamalarinda lenfositlerde lokalize ve diffiiz graniiler
olmak iizere iki tip pozitivite gozlendigini bildir-
mislerdir. Higgy ve arkadaglan (2), T ve B-
lenfositleri ile null hiicrelerinden zenginlestirilmig
olan hiicre siispansiyonlar: iizerinde yapuklari bir
calismada, NBE enzimini demonstre ederck, lokalize
graniiler pozitivitenin T-lenfositlerine, diffiiz
graniiler pozitivitenin null hiicrclerine spesilik olan
pozitif rcaksiyonlar oldugunu tespit etmiglerdir. B-
Ienfositleri ise ncgatif reaksiyon vermektedir (2).

Basso ve arkadaslar (9) perifer kandaki lenfositle-
rin %56'sinin NAE ile %57'sinin de NBE boyama-
laninda pozitif reaksiyon verdigini bildirmcktedir.
Ranki (13), NAE pozitif lenfositlerin oraninin %73,
Lake (16) ise %87 oldugunu tespit ctmiglerdir. An-
cak yukardaki arasuricilar (9, 14, 16), graniil tipleri
ile lokalize ve graniiler pozitivite veren leplositlerin
yiizdeleri hakkinda ise bilgi vermemekiedirler. Higgy

" peroksidaz
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ve arkadaglar (2) ise, lenfositlerin %67'sinde lokalize
graniiler, %13'iinde de diffiiz graniiler pozitivite tespit
ctmiglerdir. arastiricilarin bulgular: arasinda gozlenen
bu farklilik, graniil tiplerinin farkli degerlendiril-
mcsinden kaynaklanmig olabilir.

Bu ¢aligmada perifer kan lenfositlerinin %82'sinde
NBE pozitivitesi godzlendi. Bu oran difer
aragtiricilarin bildirdigi oranlara yakindir. Ozellikle
lokalize graniiler ve diffiiz graniiler lenfositlerin
yiizdeleri (sirastyla %69 ve %13), Higgy ve arka-
daglarinin (2) bildirdigi yiizdelere oldukga yakin bu-
lundu.

Lobo ve arkadaglan (6), immiinofloresans y&n-
temle yapuklar: bir ¢aligmada saglikli insan perifer
kanindaki lenfositlerin %18'inde yiizey immii-
noglobiilinlerin bulundu@unu bildirmislerdir. Immii-
nocnzimatik yoniemin kullanildif1 bu ¢alismada ise
%15 oranndaki lenfositte B-lenfositlerinin yiizey
immiinoglobiilinlerinin bulundugu tespit cdildi.
Immiinoenzimatik yontemde incclemeler 151k mik-
roskobuyla yapilabilmektedir. Ayrica lenfositlerin
izolasyonu sirasinda kontamine olabilen monositler
spesifik olarak

rcaksiyonu ile

aynlabilmcktedir.

Bu ¢alismadan clde edilen bulgulara dayanilarak
NBE cnzimi demonstrasyonu ile perifer kandaki ol-
gun T-lenfositlerinin spesifik olarak belirlenebilecedi
sonucuna vanldi. Zaman kazandirmas: ve degerlen-
dirmenin 151k mikroskobunda yapilabilmesi yaninda
doku kesitlerine de uygulanabilmesi gibi avantajlan
olan bu yontemin, g¢esitli lenfosit bozukluklarimin
belirlenmesi ve tiplendirilmesi ile bagisiklik sistemi
tizerindec yapilacak olan ¢aligmalarda yararli bir
yontem olabilecegi goriigiindeyiz.
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