SICAN MEZENTER LENF DUGUMU VE MAKROFAJLARININ
DEGISIK SARTLAR ALTINDA ISIK MiKROSKOBU
SEVIYESINDE INCELENMESI

Refik SOYLU (%)

Son yillarda, Makrofajlar hakkinda ve ézellikle onlarin bagisiklikta-
ki (Immunute) rolleri iizerinde sayisiz arastirmalar yapilmis, makale ve
kitaplar yazilmaistir. Ozellikle hiicresel (Cellular) bagisikliktaki rolii bii-
yiik bir tartisma konusudur.

In recent years, there are extensive investigations, written books and
papers on macrophages and especially their roles on immunity. Espe-
cially their role on cellular immunity is a large subject to be discussed.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada 30 adet ortalama agirhigi 200 - 225 gr. olan Isvigre tipi
beyaz sicanlar kullanildi. Antijen olarak at serumu, yabanci materyal
olarak Cin miirekkebi kullanild1 (Tablo 1).

Kontrol gurubu sicanlar ve deney gurubu sicanlar ayni sartlar al-
tinda gozetim ve bakima alindilar.

1. Deney gurubundaki siganlara Intraperitonal olarak tek enjeksi-
yonla 1cc at serumu verildi. 24 saat sonra agilip mezenter lenf diigiimii
181k mikroskobu icin hazirlandi. Degisik boya metodlar: kullamilarak His-
tokimyasal incelemeler yapildi.

2. Deney gurubu siganlara, birer hafta ara ile iki defa, tek enjeksi-
yonla lerce. antijen Intraperitonal olarak verildi, son enjeksiyondan
24 saat sonra sicanlarin baslar: kesilerek oldiiriiliip mezenter lenf dugii-
miu incelendi.

3. Deney gurubu 1 er hafta ara ile 3 defa ve her seferinde 1 er cc. at se-
rumu Intraperitonal verildi ve 24 saat sonra acilip incelemeye alindi.

4. Deney gurubu sicanlari once 0,5cc Cin miirekkebi, 0,5 cc serum
fizyolojik ile sulandirilmis olarak bir enjeksiyonla 1cc Intraperitonal ola-

(1) Seleuk Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Bolim Baskani Mor-
foloji (Histoloji-Embriyoloji) Anabilim Dal Ogretim Uyesi.
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rak verildi. Bu enjeksiyondan bir hafta sonra 1cc at serumu tek enjek-
siyonla Intraperitonal olarak verildi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra
sicanlar acilarak mezenter lenf dugiimleri Histokimyasal olarak incelen-
mek tzere hazirlandi.

5. Deney gurubu sicanlara 0,5 cc Cin miirekkebi ile 0,5 cc serum fiz-
yolojik karigtirilarak Intraperitonal verildi. Bundan bir hafta sonra 1cc
At serumu bir defada Intraperitonal verildi. Bu iglemden 24 saat sonra
sicanlar agildi ve lenf digtumleri 1g1k mikroskobu seviyesinde Histokim-
yasal clarak incelenmek tzere hazirlandi.

6. Deney gurubu sicanlara yar1 yariya Cin miirekkebi serum fizyo-
lojik karigimi 1ercc ve birer hafta ara ile ig defa Intraperitonal olarak
verildi. Bunlardan sonra yine birer hafta ara ile 3 defa 1ercc At serumu
Intraperitonal olarak verildi. Bu islemlerden 24 saat sonra sicanlar acildi
ve diger deney hayvanlarindaki gibi islemler yapildi.

7. Deney gurubu sicanlara 6. deneyde yapilan islem bu defa 6 kere
yapildi. Son iglemden 24 saat sonra siganlar acildi ayni iglemler yapildi.

8. Deney gurubu sicanlara yalniz esit miktarda serum fizyolojik Cin
miirekkebi karigimi 6 defa birer hafta ara ile verildi. Ayni islemlerde in-
celemeye hazirlandi.

9. Deney gurubu sicanlara yalniz At serumu birer hafta ara ile 6 de-
fa yine Intraperitonal olarak verildi ve deney gurublarindaki hazirhiklar
yapild: (Tablo 1).

S Deney durumu Ll Isik mikroskobu
Deney sayist
Kontrol | Kontrol HE | PAS |MGP, GUM
1. Deney | 1xS 3
2. Deney | 2xS 3
3. Deney | 3xS 3
4. Deney | 1xM+1xS5 3
5. Deney | 2xM+42xS 3
6. Deney | 3xM+43xS 3
7. Deney | 6xM+4-6x5S 3
8. Deney | 6xM 3
9. Deney | 6xS 3
3

Tablo 1— (S: At serumu, M: Cin miirekkebi, H.E: Hematoksilen-Eozin,
P.A.S: Periodic - Acid - Schilf M.G.P: Metyl Green Pyronin,
Giim: Giimigleme).
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Sicanlar herhangi bir anestezik maddenin etkisinden kacinmak icin
boyunlarindan kesilerek &ldiiriildii. '

Ayn1 bolgeden elde edilmeye itina gosterilen mezenter lenf digim-
leri alindi. Her bir sicandan elde edilen lenf diglimlerinin bir kismi %10
Formaldehyde - Salin cozeltisinde, digerleri 6zel boyamalar icin %95
Alkolde tesbit edildiler. Elde edilen Parafin bloklardan 4 -6 mikron ka-
linliginda kesitler alindi. Genel incelemeler icin Hematoksilen - Eozin,
6zel incelemeler igin Periodic - Acid - Schilf (PAS) reaksiyonu, Methyl
Green Pyronin ve Gilimligleme metodlar1 uygulandi °, 2. Ayrica elektron
mikroskop icin hazirlanan bloklardan da kalin kesitler alinip Metilen ma-
visi- Azur II ile boyandi. Renkli mikrofotografiler Leitz fotomikroskobu
ile DIN 100 ASA kodak filmleri kullanilarak resimler elde edildi. Bu ca-
lismalar Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Béliimiinde yapilda.

BULGULAR
I- Makroskopik gériiniim :

Deney hayvanlariin deneye sokulduklar: ilk giinlerde saghk du-
rumlarinm bir hayli bozulmus oldugu gézlendi. Hareketleri yavas ve kil-
lar1 dikilmis durumdayd:. Deneyden birkac giin sonra ise, genel durum-
lar1 oldukga diizeldi.

Kontrol guruplarinda, mezerter lenf diigiimleri, pirin¢ tanesinden
mercimek biiylikliigline kadar degisen farklar gosterdi. Kirli sar1 renkte
olup, yag ve bag dokusu icinde kolayca bulunabiliyordu.

Kabaca biitiin organlarin durumlar: gozden gecirilerek herhangi bir
patolojik durum olup, olmadig gézlendi. Ozellikle parazit y6niinden sin-
dirim sistemi kontrol edildi. Herhangi bir parazite rastlanmadi.

Antijen verilmis guruplarda, antijenin verilis birim ve siireleri ile
bagimli olarak Mezenter lenf diigiimlerinin belirgin bir gekilde biiyii-
diikleri gozlendi. 6 kez at serumu verilmis mezenter lenf diigiimleri cok
bliylimiistii. Yiizeyinde, ici sivi dolu vezikiiller ¢ok belirgindi. Takipler
icin kesilirken vezikiiller patlad: ve igerdikleri sivilar akti. Saglam doku
kismi olduk¢a gevsek ve azdi.

Yalniz Cin miirekkebi verilmis mezenter lenf diigiimleri boyanma
nedeni ile daha kolay bulundu. Biiyiime fark: saptanamadi.

Hem Cin miirekkebi ve hemde antijen verilmis gruplarda birim ve
slirelerine bagimlh olarak mezenter lenf diigtiimlerinin kontrollere kiyas-
la giderek daha biiyiidiikleri saptandi.
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Cin miirekkebinin mezenter lenf diigiimleri tarafindan alinmasi fark-
hliklar gosteriyordu. Karmn igi, gevsek bag dokusundan zengin yerlerde
siyahlik giderek artiyordu. 3-6 kez Cin miirekkebi verilmis deney hay-
vanlarinin omentum ve Mezenteriumlari siyahlagmigti. Karaciger ve da-
lak normal renklerine gore daha koyu kirmizi goriiniiyordu. Pelvis Ici
bolgesindeki gevsek bag dokusunun siyah oldugu gozlendi.

IT — Istk mikroskop diizeyindeki bulgular :

Kontrol gurubu mezenter lenf diigtimlerinin yapisi, lent digimunin
genel yapisinda tariflenen tiim ozellikleri gosterdi. H.E. boyamalarinda
bag dokusundan yapili kapsulanin seyrek trabekiilalarda devam ettigi
gozlendi. Kapsula cevresinde yag hiicreleri pek cok yerde gorulebiliyor-

du. Dis ve i¢ korteks oldukca siki tertiplenmis cogunlugunu lenfositlerin
olugturdugu hiicrelerle dolu idi (Sekil 1).

Gomorinin giimiigleme yontemi uygulanmig preparatlarinda da reti-
kulum lifleri oldukea sikti, hiicreler aralarina sikigmis durumda idi (Se-
kil 2). '

Antijen (at serumu) ile bir kez (IXS) uyarilmig lent diiglimleri, bel-
ki hayvansal farklilik nedeniyle de cok daha iyi yapisal farklilik goster-
di. Kapsula, marginal sinus, dis korteks H.E., M.G.P. boyalar1 ve PAS
reaksiyonu ile belirgin bir sekilde gozlendi. M.G.P. boyasi ile plasma hiic-
releri belirgin bir sekilde lenfositlerden ayirt edildi. Korteks ve medul-
lanin retikulum hiicrelerini, sinus endotelleri ve makrofajlar1 ayirmak
hemen hemen olanaksizdi. Seyrek olarak soluk biiyiik sitoplazmali soluk
oval cekirdekli hiicreler, bu boya ile zorlukla gozleniyordu.

PAS reaksiyonu ile kapsulanin bag dokusu, trabekiilalar damar cev-
releri iyi boyand.

PAS reaksiyonu ile genel olarak plasma hiicrelerinin stoplazmalari
boyanmadig1 halde ¢ok olgun plasma hiicreleri (Rusell body) iyl boyan-
di. PAS reaksiyonu ile retikulum hicreleri makrofajlar, sinus endotelle-
ri stoplazmalar: ve uzantilari pembe - kirmiz1 renkte belirgin bir gekilde
boyandilar. Aralarinda lenfositler ayirt edilebildi (Sekil 3).

Gomori'nin giimiigleme yontemi ile retikulum liflerinin daha gevsek
tertiplendigi gozlendi (Sekil 4).

iki ve ii¢ kez serum verilmis deney guruplari, makrofajlar i¢in bir
degisiklik getirmedi. Genel lenf digumdu, ozellikle plasma hiicreleri ya-
p1 farkliliklar1 konumuz diginda oldugundan bu gurup resimlenmedi.

5. Deney (2XM+-2X5) guruplarinda intraperitonal verilmig Cin
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miirekkebi lenf diiglimleri kapsulasina ancak ulasabilmisti. Plazma hiic-
releri artmisti (Sekil 5).

6. Deney (3XM+3XS) grubunda Cin miirekkebinin kapsula ve dig
korteks makrofajlarinda toplanmaga bagladig1 gozlendi. Bu grubda da
tim boya yontemleri uygulandi. Makrofajlar bazen tek tek, bazen kiime-
ler halinde, siyah, kahverengi goriintimleri ile kolayca gozlenebildi (Se-
kil 6).

7. Deney (6XM-}6XS) grubunda tim 1sik mikroskobu boyama yon-
temleri uygulandi. Cin miirekkebini almis makrofaj kiimeleri kapsula-
dan medullaya kadar yayilmakta idi. M.G.P. boyamalarinda plasma hiic-
relerinin pironinofilisi belirgindi.

Elektron mikroskob bloklarindan elde edilen kalin kesitler metilen
mavisi - azur II ile boyandiginda, Cin miirekkebini almis makrofajlar iyi
bir sekilde gozlendi. E.M. incelemeleri icin yapilacak ince kesitlere uyum
sagladig1 kadar, Kapsula ve dig kortekse dagilmig mast hiicreleri iginde
iyi bir ayiric1 yontem oldu. Mast hiicresi graniilleri mavi boyanmigt: (Se-
kil 7).

8. Deney (6XM) grubunda sadece alti kez Cin miurekkebi verildi.
Kapsuladan medullaya kadar Cin miirekkebi almig makrofajlar tek tek
veya kiumeler halinde ¢ok belirgindi, ancak M.G.P. boyamalarinda piro-
ninofilinin azhg: dikkati ¢ekti (Sekil 8).

9. Deney (6XS) grubunda sadece sicanlara 6 kez serum verilmisti.
Lenf diiglimlerinin ¢ok biiylidiigti mikroskopik goriinimde belirlenmis-
ti. Histolojik kesitlerde mezenter lenf diigiimlerinin en kiiciik buytitme-
lerle dahi mikroskop alanina sigmayacak kadar biyudugi gozlendi.

Llenf dugliimuniin normal yapi diizeni ¢ok bozulmustu. Sinuslar 6zel-
likle ¢ok genislemisti. M.G.P. boyamalarinda yer yer ozellikle medulla
kordonlarinda pironinofilik kiimeler dikkati cekiyordu (Sekil 9).

TARTISMA

Yapilan bu calismada, degisik deney kosullarinda makrofajlarin ya-
pisal nitelikleri gesitli histokimyasal reaksiyonlarda isik mikroskobu se-
viyesinde incelendi. Makrofajlar: tanimada en gecerli metod onun fagesi-
tik ¢zelligine dayanmaktadir. Makrofajlar viicuda giren yabanci madde-
leri fagosit’e ederler. Bu hiicreler deneysel olarak verilen tripan mavisi
Hint - Cin miirekkebi ve lityum karmin gibi boyalar1 fagosite ettiklerin-
den 151k mikroskobu diizeyinde ayirt edilmeleri kolaydir. Bunlarin sabit
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ve gezgin olanlar1 olup, Retikuloendotelyal sistemin hiicrelerindendir.
Hucreyi ilk defa tanimlayan Metchnikolf’dur. Makrofaj terimi bu aragti-
ric1 tarafindan kullanilmistir. Bu hiicreye deneysel islemlere gére ve bu-
lunduklar1 yerlere gére degisik isimler verilmistir. Pyrrhol blue hiicre-
leri, adventisya hiicreleri, clasmatosit, rhagiocrine cell, Wandering cell
histiocyte, polyblart, mekalocyte Ana hiicre, promonosit, monosit, mak-
rofaj, Alveolar fagositik hiicre, retikiiler hiicre, Kuppler hiicreleri, mik-
rogliya gibi isimler ayni fonksiyonu yapan hiicrelerdir?, ?, »°.

Makrofajlar lizozomlardan oldukca zengin. Lizozomlarda bol ve ce-
sitli sindirici enzimler bulunur. Histokimyasal metodlarla pek cok enzim
ayrilabilmistir. Hidrolazlar grubunda, asit fosfataz, adenozin trifosfataz
(A T P), niikleaz, niikleotidaz, asit riboniikleaz, asit dezoksiriboniikleaz,
esteraz, lipaz, kolin esteraz, alkali fosfataz bulunur. Ayrica karbonhidraz
grubundan, polisakkaridaz, okside rediiktaz ve peroksitazlar bulunur.
Peptidazlar grubundan, dipepditaz, tripeptidaz hidraz, glikooksalaz, alfa
glukoronidaz, beta -glukoronidaz vardir. Proteinazlar; Peptik, triptik,
kateptik fosfotilazlardir. Lipazlarin etrafinda zar yoktur. Bunlara ayni
zamanda nonspesifik esterazlarda denir. Diger enzimlerin cevreleri ise
bir zarla sarilmistir. Eger enzimlerin gevreleri zarla sarilmis olmasalar-
di makrofajlar kendi kendilerini sindirmis olacaklardi .

Yabanci maddeler, antijenik maddeler bir 6zellik gostermeksizin
makrofajlar tarafindan alinirlar izolog ferritin, heterolog ferritin, bakte-
riel protein flageli makrofajlara pinositoz, mikropinositoz yolu ile veya
kesin olmamakla birlikte hiicre zarindan dogrudan gectigi yeri striiliir *.

Farkl iki antijen ayni makrofaj tarafindan alinabilir ve bu iki anti-
jen ayni pinositotik vezikiilde bulunabilir *.

Antijen makrofajlar tarafindan alindiktan sonra biylk bir kismi yi-
kilir, Fakat bir miktar: ya lizozomlar iginde veya serbest olarak kalir. Bu
antijen belirli bir siire immunogenetik olarak gorev yapar.

Makrofajlar alinan antijenin az bir miktarmni hiicre ylizeyinde tu-
tar. Bu antijen immun olaylardan sorumludur .

Bazi arastiricilar antijenle karsi karsiya gelen makrofajlardan
RN A'nin elde edilebilecegine inanirlar. Bu R N A’nminda, lenfoid hiicre-
lerinin Gzel antikor sekillendirmesine neden oldugu iizerinde durur-
lare®,

Yapilan pek cok calismada makrofajlarin normal lenforetiikiiler sis-
temin olgunlagsmasinda Oonemli bir gorev yaptig1 gosterilmigtir ®.

Son yillarda immiinoloji bilimi ¢ok dikkat cekici olmugtur. T ve B
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lenfositlerinin roliiniin anlasilmasi ve plazma hiicrelerinin antikor yapi-
mindaki rollerinin kesinlik kazanmasina ragmen fagositoz yapan ve an-
tijenleri alan onlarla ilk kargilasan makrofajlarin immiinolojideki rolii

hala tartisma konusudur?3, ™.

Makrofajlarin antijenleri alisi ve immiinolojideki rolii hakkinda pek
- ¢ok galisma yapilmistir. '

Yapilan calismamizda antijen (At serumu) verilmis sican mezenter
lenf digumleri, antijenin verilis birimi ve siireleri ile orantili olarak
kontrol gruba oranla giderek oldukc¢a buyudiler, 6 defa antijen verilen
grup lenf diigtimleri cok biiylimiis ve yiizeylerinde i¢i sivi dolu vezikil-
ler olusmustur. Islemler yapilirken sivilar bosaldi. Saglam doku gevsek
ve azdi Yalniz Cin miirekkebi verilmis grup lenf diugumlerinde biiyume
gozlenmedi. Ancak, siyah boyanma nedeni ile daha kolay segildiler. Hem
Cin miirekkebi ve hemde antijen verilmis gruplarda biiyiime kontrol
gruba oranla daha biiyiik ve boyali idiler.

Isik mikroskobu seviyede yapilan calismada deney gruplarinda blast
hiicrelerde ve plazma hiicrelerinde artiglar gozlendi. Yapilan degisik
Histokimyasal iglemler neticesinde makrofajlarin o6zellikle Morfolojik
olarak immun sistemdeki rolii degerlendirildi. Amacimiz makrofajlarin
gorevlerini deneyler sonucu bloke edildikten sonra olacak degisiklikleri
gozlemek icindi. Deneylerin sonunda 0zellikle pironinofilinin azalmasi
sistemin zincirinin 6nemli bir halkasidir.

Makrofajlarin immun sistemle birlikte caligtigi acikca goriliiyordu.
Deneyler neticesinde makrofajlar biiyiimiis c¢ok sitoplazmik uzantilar
cikmigtir.
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SEK}L 1 — Kcntrolgrup Kapsula’ Sinus marginalis ve dis korteks gozlenmek-

te. Kapsulada bir kac yag hucre51 ayirtedileibimekte. Boya :
H.E. X 40.

SEKIL 2 — Kontrolgrup. Mezenter lenf diigiimii korteksinde genel bir gori-

niim. Retikulum 1if ag; aylrtedﬂebllmekte. Boya : Gomori’nin reti-
kulum boyasi. X 40.
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SEKIL 3 — Densy 1 (LXS). Sekil 16’nin sinusiar béigesinden daha biiyiik bi-

yiutmed:ki gériiniim. Sekiin ortacmda soluk, biiyiik, oval cek rdekli,
pembe-kirmiz1 biiyiik yildiz sekilli uzantih steplazmah  hiicreler
ayirtedilebilmekte. Tanimlanan bu hiicreler retikuliim hiicreleri, si-
nuslar1 déseyen endotzl hiicreleri ve makrofajlar clabilir. Aralarin-
da lenfositler ve plasma hiicreleri
PAS. X 40.

de ayirtedilebilmekte. Boya :

SEKIL 4 — Deney 1 (1XS). Medulla bolgesinden bir kesit. Boya : Gomgcri'nn
retikulum yontemi. X 40.
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SEKIL 5 — D2ney 5 (RXM2Xs). Lenf diigiimiiniin medullar bélgesi. Pricnino-

fili gésteren bol miktarda plasma hiicreleri ve plamaolastizr. Bo-
ya : M.G.P. X 40.

SEKIL 6 — Denzy 6 (3XM-1-3XS). Ba.g.’ka bir lenf diigiimiinden kesit. Cin mii-
rekkebi ile dolu makrofajlar gozlenmekte. Beya : M.G.P. X 40.
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SEKIL 7 — Deney 7 (6XM--6XS). EM. Bloklarindan kalm kesit. Cin miirekkebi-
ni almis makrofajlar kahvercngi sivah renkte gozlendigi halde, masct
hiicreleri graniilleri mavi renkte boyanmistir. Mk, makrofaj ; Mh, mast

hiicresi; Yh, yag hiicres. Boya : Metilen maﬁi_azur L _ 40.

SEKIL 8 — Deney 8 (6XM). Cin miirekkebini almis makrofajlar kiimesi gozlen-
mekte. Pirenofil pozitif hiicrelerin son derece azalmis cldugu dik-
kati cekmekte. Boya : M.G.P. X 10. :
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STKIL 9 — Deney 9 (6XS). Sekil 9un daha biyiik biiyiitmede bir goriniimi.
e Boya : M.G.P. X 25. : e _



