Sumuk iliyinda B va T-limfositlorin yetismasi.
Bu prosesin  pozgunlugu zamanm Yyaranan
patologiyalar.

1.Immun sistemin organlari

2. B-limfositlorin ontogenezi

3. B-limfositlorin xarakteristikasi
4. T-limfositlarin ontogenezi

5. T-limfositlorin xarakteristikasi

6. B vo T-limfositlorin ¢atismazlig1 ilo bagl
patologiyalar




» Immun sistemin strukturu

> Immun sistemi —bu butin
limfoid organlarin comidir vo limfoid
hiiceyralorda, timus vozids, dalaqda,
limfatik diiytlindo, Peyer
yastigciglarinda  vo  S.  yigilan,
Immunitetin osas orqani1 olan sumuk
Hiyi \2 periferik qanin
limfositlorindon ibaratdir.

» Immun sistemin  orqanlan
moarkozi vo periferik organlara
bolindr.

» Morkozi orqanlari - antigenin tosiri
olmadan limfositlorin ~ yarandigi

limfopoez  orqanlari(siimiik iliyi,
timus)
» Periferik organlarn1 - limfatik

diiytinlar va dalag.
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Postnatal dovrds qaraciyar
hemopoez vo eloco dd
limfopoez  funksiyalarindan
tamamilo mohrum olur. Bu
dovrdon baslayaraq
ganyaradicl toxumanin
polipotent kok hiiceyralori va
limfositlorin saloflori ancaq
siimiik iliyinds amolo golir.

Eritrosit,trombosit
Scanning electron







Limfositlor organizmdd
spesifik immun reaksiyalarin
formalasmasinda asas rol
oynayan hiiceyralordir. Onlar
makrofaqlarla birlikda
orqanizmds  genetik yad
maddalorin  tammmast  vd
eleminasiyasi iiciin vacib olan
immun cavabin asas
fenomenlorini - akscisimlorin
sintezini vo sensibilizasiya
olunmus limfositlorin
formalasmasim tomin edirlor.

Limfosit.Scanning electr



Qanyaradici sutun hiiceyro limfositlorin
yetismosindo  vo  onlarin  periferik  gana
Otiirilmasinde  asas  rol  oynayiwr.  Yetismis
limfositlorin 50-60%-1 timusda differenso olub T-
limfosita ¢cevrilir, galan limfositlor isa ganla sumuk
iliyina daxil olur vo burada 3 nov hiiceyralor yetisir:
1)B-limfosit
2)NK-normal killerlor
3)DH-dendrit hiiceyralor
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Sumuk thyinin stromal hiiceyralari




B hiiceyralarinin inkisafi
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B-limfositin ontogenezi

DOlUn  botin _daxili inkisafinin  8-9 hoftosindo qaraciyarin  hemopatik
toxumasinda B-limfositlorin inkisaf edocoyi hiiceyralor miioyyon olunur.
Sonrada davamu simuk iliyinds baslayir. B-hiiceyralarin burada’inkisafi sona
catir va

@)

ki formaya bolinir:

B-limfositlaorin antigendanasili differensasiyasi (sumuk iliyi) simuak
iliyindon ¢ixdiqdan sonra B-hiiceyralor limfoid organlarin follikullarinda:
dalag, udlag hoalgesi vo S. toplanir. Limfa duydndntn follikullarinda, B-
limfositlordon alava dendrit hiiceyralor, makrofaglar vo T-helperlor olur.

B-limfositlaorin  antigendsonasili  olmayan differensasiyast (immun
sistemin periferik orqanlari) 1.Antigen stimulyasiyasinin tasirindan, bu
antigena hossas B-limfositlor riiseym follikulunun daxilinde va ya
follikulyar morkozdo formalasir. Blast tipli irli hiiceyrodon ibaratdir-
sentroblastlar vo genis niivali Kicik hiiceyroa-sentrositlor. Antigenin
follikulyar morkazina diison geyri-hassas limfositlor iso apoptoza ugrayar.




B limfositlorin differensasiyasi

B-limfositlor blast soklindo qirmizi sUmuk iliyinds yaranur,
differensasiyas1 iso limfa diyiinlorindo vo butin B-
limfositlordon asili  zonalarda (B zonalarda) gedir.
Differensasiya bir neco morholods bas verir:
«Immunoqlobulinlerin biosintezini tomin edon molekulyar
genetik aparatin inkisafi.

*Gen molekullarinin  ekspressiyasi hiiceyro  daxilino
Immunglobulin reseptorlarindan signallarin ¢atdirilmasi.
*Genlorin  membran molekullarina ekspressiyast - B-
limfositlorin digor hiiceyralorlo, xiisuson do T-limfositlor vo
follikulyar dendrit hiiceyralorlo qarsilighh olagesi. Bu
molekullara CD40, ©HK Il, CD45 vo boy amillori olan IL-4,
IL-2 aiddir.

B limfositlorin effektiv foaliyyot géstormalori Uglin membran
reseptorlar1 olan CD19, CD20 vo CD21 ekspressiyasi.




B-hiiceyralorin tiplori

» Bl-limfositlor - T-asili olmayan antigenloro cavab verir,
okscisimlorin sintezindo T-limfositlorin kodmoyino ehtiyaci olmur,
IgM sinif okscisimlor sintez. B- hiiceyrs yaddasi omalo golmir.

» B2-limfositlor - iso yalniz T-asili olan antigenlors cavab verir, T-
limfositlorin komaoyi ilo miixtalif sinif okscismlar sintez olunur.
B- hiiceyro yaddasi amolo golir.

» B-supressorlar -  bu okscisimlorin sintezini, effektiv T-
limfositlorin funksiyasim1 tormozlayan yetismomis limfositlor
kateqoriyasidir(pre- B). Osas rast golmo yeri —sumuk iliyidir.

» B helperlor — onlarin mitogenlorini aktivlosdiron, T-limfositlors
komok edir.



B-1 limfositlar

Immun sistemin filo ve ontogenezinda ilkin yaranan Bl-limfositlardir.
Onlar doari vo selikli gisalarda yerlasir, asason IgM akscisimloari sintez
edirlar.

B-1 limfositlor son zamanlar leykozlarin diagnostikasinda mihum
rol oynadigina gora daha yaxsi Oyronilmays baslamisdir. B-1
limfositlorin sathinde B-2 limfositlorde olmayan membran
CD5+markeri yerlasir. Bu marker homcinin T-limfositlar tarafindan da
ekspressiya olunur.

B-1 limfositlor ganyaradici toxumadan ayrildigdan sonra hals
embrional dovrdon 0z anatomik zonalar1 hesab olunan qarin ve
plevral bosluglara yigilirlar. B-1 limfositlor B-2 limfositlorden antigen
tanitma qgabiliyyatine gora daha ustiin sayilir, ciinki onlarin akscisim
sintez etmasi daha intensiv olur.




B-2 limfositlar

» B-2 limfositlorin sintez etdiklori immunglobulinlor, sothindo c¢oxlu sayda
antigen tanidan molekullar1 olduguna goro B-1 limfositlordon forqlonirlor.
Onlar embriogenezin erkon dovrlorinds 1lk avval garaciyardo, sonra iso simuk
iliyinda, yetismo prosesini iso konkret olaraq periferik limfoid organlarin
follikullarinda hoyata kecirirlar.

d-cell
T receptor (sig)




B2-limfositlor plazmatik hiiceyrolora c¢evrilorak, miixtalif sinif
okscisimlor Ssintez edo bilirlor. Onlar torofindon sintez olunan
immunglobulinlorin spesifikliyl organizmo daxil olmus AG-iIn
saciyyavi reseptorlarma mavafiq olur. Plazmatik hiiceyralor IgM,
[gA, IgE vo IgG sintez edirlor. IgD okscisimciklor adoton B-
limfositlorin ~ sathi  reseptoru  kimi  faaliyyot  g0starirlor.

Beloalikla, B-limfositlor simak iliyi va limfoid organlarda yetismo
vo differensiasiya prosesindon sonra immun solahiyyatli hiiceyra
funksiyasini gazanir.

Yetism
amas-
B




B-2 limfositlarin limfopoezi

ﬁmumiiolipotent limfoid salof hiiceyra

Erkon pro B-hiiceyrs

4

Son pro B-hiiceyra

Boyuk pro B-hiiceyra
Kicik pro B-hiiceyra
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Yetismomis B- hiiceyrd

4

Yetismis geyri immun B hiiceyrd




B-limfopoezi-1

» Antigendanasih diffrensasiya marhalosi:

1. Antigen stimulyasiyasmin tasirindon(antigen follikula gan axini,
limfadan diisiir vo makrofaga catir) bu antigens hossas B-hiiceyra
follikulun moarkazinds formalasir.

Blast tipli iri hiiceyralordon-sentroblastlardan va genislonmis niivoyo
malik Kicik hiiceyra-sentrositlordon ibaratdir. Follikulyar morkaza
diison antigens hossas olmayan limfositlar apoptoza ugrayir.




B-limfopoez-2

» Antigendon asili differensasiya moarhalasi:

2. Sonra follikulyar morkazdon sentrisitlor, aktiv proliferasiya edon
immunoblastlarin yarandig1 ortafdaki follikulyar morkozin mantin
zonasina migrasiya edir.

3. Immunoblastlarin béliinmasi naticesindoa mantin zonada saxlanan
plazmatik hiiceyro vo yaddas hiiceyrosi omolo golir. Plazmatik
hiiceyralorin ¢OX hissasi okscismlorin omolo golmosini  yerino
yetirdiyl simuk iliyinda yerlosir.
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Yetismomis B huceyralorinin inaktivasiya
vd delesiyasi

Yetismomis B hiiceyralor (sumik iliyind?)
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Yetkin B limfosit morholosinda oalava
olarag  hiiceyro  sothindo  IgD
molekullart  ekspressiya  olunurlar.
Sonuncu hiiceyralarin sothindo 50000-
don  100000-0 qodor IgM vo IgD
molekullar1 askar edilirlor. Qeyd etmok
lazzimdir ki, B limfosit reseptoru(BCR)
dedikdo asason IgM molekulu nozords
tutulur.  Bununla da B Ilimfosit
reseptorunun immunoglobulin olmasi
ilo digor limfositlordon forglonir. Ancaq
sOhbot gedon reseptor vasitosilo gobul
olunmus signallar igM molekulu ilo six
olagodo olan Igo\lgp vasitasi ilo hoyata
kecirildiyindon gostorilon
heterodimerlor BCR kompleksino daxil
edilirlor.




Qirmiz1 sUmuk iliyindon gan dévranina
daxil olan yetkin B limfositlor hoals
geyri-aktiv voaziyyatda olurlar. Onlarin
aktivlosmasi U¢ln vacib sartlordon birt,
digor antigen-togdim edon hiiceyralordo
oldugu kimi, ko-stimulyator rolunu
oynayan CD40 molekullarimin hiiceyra
sothindo ekspressiya olunmasidir —
IKinci signalin Th-ra ¢atdirilmasi Ggan.
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B huceyralori hoyat tsikli

Sumik iliyinda B hiiceyralorin generasiyasi

Sumiik iliyindd 0z-6ziind reaktivloson B hiiceyralarin

eleminasiyasi

Ikincili limfoid toxumada B hiiceyralorin xarici antigenlor

torafindon aktivlasmosi

Ikincili limfoid toxumada antitel sekresiya edon plazma va

yaddas B hiiceyraloring differensasiya




Y V
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B-limfositlarin fenotiplari

BCR
CD19 - IgM vyaranmasindan ovval ekspressiya edon B-
hiiceyralarin erkon markeridir.

CD20 — differensasiyanin gecikmis zamani ilo xarakterizo olunan
B-hiiceyro markeri.

CD21 — Komplementin C3 komponenti va Episteyn-Barr virusu
ucun reseptor.

CD22 — Yetismis B-hiiceyra markert.

CD23 — IgE Ucln reseptor

CD40 —plazmatik hiiceyronin aktivlosmosi va differensasiyasi
noticasinda.  B-hiiceyronin  T-limfositlorlo  olage  yaradan
reseptoru(CD40L ligandsi vasitasila).
MHC 11 sinif antigenlor



B-hiiceyra tanyict reseptor (BCR)

CD19 vo CD20 kompleksinda IgD vo IgM membran formasindan
1ibarotdir.

BCR funksiyalar:

v ATH-lo B-limfositlorin yetismosi vo proliferasiyasi, aktivlosmosi
antigenlo olaqgosi.

v Hiiceyra daxilinda antigenin endositozu, antigenin tokrarlanmasi,
B-hiiceyronin sohtino MHC Il sinif molekulunun ovozino
tokrarlanan antigen ziilalinin qayitmasi.



Sumuk iliyi

B hiiceyralar yigimi a¢ihir. Toleranthq induksiya edir.

Qan va ikincili limfoid toxuma

Olavs toleranthiq induksiyasi. Oziins tolerant yetismomis B hiiceyralar va

geziva etmis B hiiceyralar.

Positiv secki: B hiiceyralorinin limfoid

Qeyri-positiv secki: B

Uzun miiddat yasamis yetismis tokrar dovriyya

hﬁceyralarinin limfoid follikullara edon saf B hiiceyralor ( yarim hayatlari 3-8 hoftodir

Antigenlar torafindon
stimulyasivasi
B hiiceyralorin 3 giinliik miiddatli Uzun miiddat yasamis yetismis
yaddas B hiiceyralari. Yiiksok

affinlikli IgG, igA vo ya IgE -3
ekspressiya edir.

daxil olmasi bas tutmur.

yarim hayatlar1 galr.




B-limfositlorin immun sistemda rolu

B-limfositlor orqanizmo diismiis yad antigenlorin tosiri naticosindo
differensasiya edir ki, bu da onun béliinmasina sabab olur. O avvalco 6z
avvalki sayini barpa edir, yaranan digar B-limfositlor iso antigen asasinda
yaddas hiiceyralorino cevrilir (B-yaddas hiiceyralori) ki, bu da eyni
antigenlo novboti garsilasma zamanmi daha tez cavab reaksiyasmin
toronmosine komok edir. Bir grup hiiceyralor isa plazmatik hiiceyralara
cevrilirlor Ki, bu plazmatik hiiceyralor antigeno qgarsi okscism Sintez
edirlar.

Homin okscismlorin say1 kifayot qodor oldugda plazmatik hiiceyralor
okscism sintez etmoa prosesini dayandirir, bir miiddotdon sonra iso mahv
olurlar. Yaranan okscismlor antigenlorlo birlosorok antigen-okscism
kompleksinin  yaranmasina sobab  olurlar.  B-limfositlorin  belo
aktivlosmosino sobob makrofaqin antigeni prezentasiya etmosi vo
interleykin-1 adlanan sitokini sintez etmasidir. Eyni zamanda B-
limfositlorin proliferasiyasinanT-helper hiiceyralorinin tosiri do vardir Ki,
bu da T-helper hiiceyrosinin interleykin (IL-4, IL-5 vo IL-6) ifraz
etmosidir.




B-limfosit sisteminin patologiyasi

B-limfositlorin anadangalmo c¢atmamazligi-Birincili  immun
catismazliglar (Bruton sindromu, IgA-nin selektiv defisiti,
yenidogulmuslarin hipogammagqglobunemiyasi vo S.)

Leykoz vo limfomanin yaranmasi ilo B-hiiceyronin nozarotsiz
proliferasiyast vo bodxassoli transformasiyasi(simiik 1liyndo
plazmatik hiiceyro klonunun proliferasiyasi, monoklonal Ig
sekresiyasi).

B-hiiceyro infeksiyalasmasi (Episteyin-Barr virusu).
B-limfositlorin aktivlogmosi (autoimmun xastoaliklor).

IgE sintez edon B-limfosit klonlarinin aktivlosmosi(allergik
xostoliklor).

Humoral tipli ikincili immun catismazlhig.



Bruton xastaliyi

Bu xostolik yalniz oglanlarda rast golinir. Xostolik anadan
ovladina X defektli xromosom dasiyan genlo resessiv
yolla kecir. Bu Xg22 gen B-limfositlorin yetismoasindo
istirak edir. Ik yaslardan usaqlarda qram(+) vo gram(-)
Infeksiyalar, irinli dori infeksiyalari, tonaffiis vo bagirsaq
infeksiyalari, sepsis, meningit vo parazitar xastaliklorino
tutulma hallar1 tokrarlanir. Aktiv vaksinasiya aparildiqda,
usaqlarda uzun middot selikli qisa ifrazatlarinda
virulentliyini qorumus téradici miiayyan edilir.




Limfoid toxumanin boyiimasi miioyyan edilmir, limfa
diiytlinlorinin histoloji miiayinasinda riiseym moarkozlorinin
va plazmatik hiiceyralarin azlig1 geyd olunur.
Immunoqrammada: periferik ganda B-limfositlor
tapilmur, simuk iliyindos iso IgM-reseptorlu yetismomis B-
limfositlor olur. Qan zordabinda IgM vo IgA
okscisimciklori olmur, IgG-nin miqdarn 5-10 dofs
azalir(40-100q/l). T-limfositlorin say1 va funksiyasi adaton
normal olur. Diagnoz 3-4 yaslarinda goyulur vo xastolor
20-25 il yasayir, yanasi infeksiyadan talof olurlar.




Yenidogulmuslarda tranzitor Immun
catismazhgi

Usaqglarda hoyatlarmnin 1lk illorinde Immun sistemin natamam
inkisafi erkon yaslarda fizioloji immundefisit voziyyot yaradir.
Yenidogulmuslarda gan zordabinda anadan plasenta vasitasilo kecon
IgG okscisimlori 90% taskil edir, 6z immun sistemi isa yalmiz 10%
IgG sintez edir. Beloliklo, yenidogulmus usaglarm immun miidafiasi
ananin zordabda dovr edon IgG vo batndaxili dovriin 6-7-ci aymdan
sintezi baslayan IgM okscisimlori ilo yerino yetirilir. Hoyatin ilk 3
ay1 orzindo anadan kecon IgG okscisimlori tobii pargalanma
prosesing ugrayir, postnatal dévrde IgG sintezi iso todricon baslayar.
Bu sobobdon mohz 3-4 ayliq usaqlarda IgG soviyyesi koskin
azalmis olur vo usaglarin Infeksiyaya miigavimati olmur.



Yenidogulmusun immun sisteminin normal inkisafinda torkibindo
gida elementlari, kininlor vo hormonlar olan ana sudundn rolu ¢ox
boyukdur. Bu komponentlora prolaktin do daxildir. DOlUn bir ¢ox
Immunokompetent hiiceyralorinda prolaktino qgarsi reseptor var.
Prolaktinin bu reseptorla qarsiligh tosiri effektor hiiceyralorin
aktivlosmoasino, limfositlorin  yetismosino vo  funksiyasinin
giiclonmasino sabab olur. Bu dovrdo ananin (ida rasionunda
vitaminlorin, mineral  maddolorin,  mikroelementlorin  va
antioksidantlarin ¢atismamasi yenidogulmusun Immun sisteminin
inkisafinin pozulmasi 1lo naticolons bilor.







B limfositlarin ganda tayi

Rozet amalagatirmo, axin sitometriya vo
immunofluoressensiya usullari




B limfositlorin toyini

B limfositlor1 askarlamaq moagsadilo asagidaki metodlardan
istifada edilir:

» okscisim vo komplementlo 1slonmis eritrositlorlo rozet
omologatirmo (EAC)

» sican eritrositlori 1lo spontan rozet omologotirmo

» monoklonal okscisimlorlo axin sitometriya,

» monoklonal akscisimlorlo fluoressensiya




Qanin goturulmo texnika

» Periferik gan xostodon sohor, ac qarina gotiirilmi
Prosedurun avvalinds allor yumulmus vo antiseptik moh
islonmisdir. Punksiya olunacag nahiyys sterillosdirilo
xastadon 2 ml gan alinir.

» Qanin laxtalanmamasi vo formali elementlorinin toyini UgU
antikoaqulyant torkibli (EDTA torkibli) sinaq siisesine 2 ml
venoz gan alava olunur. Bu gandan ganin dmumi

miiayinasi, limfositlorin
fenotiplosmoasi Ugun
istifado edilir.




AKktiv limfositlorin tayini

» Heparinli gan plazmanin ayrilmasina godor otaq temperaturunda saxlanilir.

Gotiiriilmis gan 1 glin orzindo 1slonilmalidir.
» 1:2 nisbotindo (2ml:4 ml) uroqgrafinin tizorino plazma ehmalca, qat soklindo

olava olunur.

v

20-25 dog. 1500 dovr/daqiqo siiretinde sentrifuqada firladilar.

v

omolo golmis ag rongli limfosit halqas1 pipetlo gotiiriiliib digor sinaq siisosine
tokuldr.

» Uzorino 5 ml 0,9% NaCl olava edilib 10 doq. 1500 dévr/daq. siiratindo
sentrifugada firladilir.

» Ust hissa pipet vasitosilo 2 ml maye saxlanilmaq sorti ilo gotiiriiliir.
Proses 3 dofo tokrarlanr.
Axirinc1 yumadan sonra sinaq stisosindo togribon 0,5 ml (500 mkl) maye

saxlanilir.
Pipet 1lo qarisdirilib Qoryayev
kamerasinda leykositlorin

sayllma gaydasi ilo sayilir.



okscisim v komplementld yuklonmis e
rozet omalaogatirmd (EAC)

» B limfositlorin sothindo onu T limfositdon forglondiron
[gM reseptoru, komplementin C3 komponentino v
[gG-nin Fc fragmentino qars1 reseptorlar var. bu
xassodon 1stifado etmoklo Adoton okscisim  vo
komplementlo 1slonmis qoyun eritrositlorilo  rozet
omologatirma (EAC) metodundan istifado olunur. Bu
zaman eritrositlor B limfositin C3 vo Fc reseptorunu
toyin edlr.




Antizardabin alinmasi

» Torkibindo eritrositlora garsi okscisim olan antizordab
dovsanin buzov vo ya qoyun eritrositlorilo
immunizasiyasindan aliir. Bu magsadlo 3-5 M 50 % -li
eritrosit kiitlosi dovsanin qulaq venasindan yeridilir. 4-6-c1
giin dovsandan gan alinir, zordab oldo edilir. Ciinki, bu zama
osason IgM-in yiiksok titri olan immun cavab formalasir.
» Antizordab inaktivlosdirilir vo onun hemolitik va
agliitinasiya titr1 toyin edilir.

» Dovsanin hazir olan belo hemolitik zordabini 1stifad
olar.



Hemolitik sistemin hazirlanmasi

» Komplement kimi si¢can zordabindan 1stifado edilir.
Damazliq sicanlarin baslar1 kosilorok ganini sinaq
stisosing (s/s) tokiib, zordab alde edilir. Sonra insan
eritrositlori 1l qarisdiraraq hemolitik sistemdao
komplementin aktivliy1 toyin edilir.

» becnopoHbIX MbIlLEN AEKAMUTMPYIOT, KPOBb C/IMBAKOT B NMPOBMPKY, NOy4YaloT
CbIBOPOTKY, KOTOPYIO 3aTEM COPOUPYIOT MY/IOM Y€/I0BEYECKMX SPUTPOLMTOB U
onpeAensitoT aKTMBHOCTb KOMIMJIEMEHTA B FEMOJIMTUYECKOM CUCTEME.




Eritrositlorin sensibilizasiyasi

» Borabor miqdarda qoyun eritrositlori (1%) ilo subagqliitinasiya
durulagsmasinda istifado edilon antizordab (vo ya dovsanin hemolitik
zordabi) qarisdirilir.

» Qarisiq 40 doq. 37°C temperaturda inkubasiya edilir. Hor 10 doqg.-don
bir ehmalca qarisdirilir.

» 3 dofo fosfat buferi ilo yuyulur, bels ki, 1500 dovr/daq. 10 dag. firlat.

» Ust hisso atilir, qalan hissoys avvalki m1qdarda fosfat buferi vo 1:10

nas_lla_tlnde durulasmls, torkibindo komplement olan si¢an zordabi alava
edilir.

» Qarisiq 30 doq. 37°C temperaturda inkubasiya edilir.

» Eritrositlor yenidon 3 dofa yuyulur. Eritrositlorin agliitinasiyasi
olmasin deys 1000 dovr/daq.da 5 dag. firladilir.

» 0,5%-1 er1tros1t suspenziyast hazirlayib mikroskopda baxilir.
(Gger aqliitinasiya bas veribso istifadoyo yararsizdir.)

» Okscisim vo komplementls yiiklonmis
eritrositlori (EAC) 4-5 glin soyuducuda
(4 °C) saxlamaq olar. /(




EAC limfositlorin tdyin edilmasi

» 0,1 ml limfosit kiitlosina 0,1 ml sensibilizo olunmus eritros
olavo edilir. Bu nisbotin on uygun varianti 20:1 dir.

» Qarisiq 30 dog. 37°C temperaturda inkubasiya edilir.
» Inkubasiyadan sonra s/s dorhal buzun i¢ino qoyulur.

» B limfositlor hesablanir.



Spontan rozet amalogatirmod usulu

» Limfosit populyasiyasinin todqiqi zamani kifayat | qo
Informativ hesab edilon, klinik olarag genis istifado olunan
daha ucuz basa golon metod rozet amologatirma Usuludur.

» Bu zaman B limfositlorin sathi antigenlorinin sican eritrositlori
ilo olagoyo girorok rozet omologotirmo xiisusiyyaotindon
istifado edilir.



L.azim olan reaktivlor:

1. Teofilin mahlulu

» 10 mq quru teofilin+5,55 ml fizioloji mohlulla qarigdirib, 20 daqg. 37°C-do
termostatda saxlayiriq.

2.Qliitar aldehid (g.a.) mdhlulu

» 0,1 ml g.a.+4,1 ml fizioloj1 mohlul

3. Veroqrafin mohlulu 36%-li

» 76%-1i verografindon 20 ml + 21 ml dist.suyu

» 60%-11 verografindon 20 ml + 16,57 ml dist.suyu
4. Fekol+Veroqrafin mahlulu

» 6300 mq quru fekol (ogor daslasibsa 6500 mq) + 70ml qizdirilmis distillo suy
2,9 ml (36%-1i) verografin
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Moarhalbdlar:

Sican eritrositi asilqaninin hazirlanmasi
Insanin limfosit kiitlasinin alinmasi
Rozetin omolalo golmasi

osya susosindo yaxmanin hazirlanmasi

B limfositlorin mikroskopda hesablanmasi



Sican eritrositi asilganinin hazirlanma

» Ag sicandan alinmis gan 2,7%-li E.D.T.A vo ya 3,8%:-Ii
sitrat mohlulu ilo garigdirilir ki, gan laxtalanmasin.

» Sican eritrositlori reaksiyada islomok mogsadilo fiziolo
mohlulla yuyulur. Bunun U¢ln 0,5 ml sican ganimin {izorina 1
ml fizioloji mohlul slavs edilir, 5-10 doq. miiddstindo 1500-
2000 dovr/daq siirotilo sentrifugada firladilir. Ust hisso astth.
Sinaq siisesindo galan ganin iizorino fizioloji mohlul ol

edilorak yenidon yuyulur. Proses 3 dofs tokrarlanir.

Vo



Insanin limfosit kiitlosinin alinmasi

2 odad sinaq stisos1 gotiirtilir:

» | s/s-1 ml fiz.moh.+1 ml heparinli gan

» 1l s/s- 0,5 ml fekol+0,5 ml I s/s-don gan (stisonin divari 1l
tobogolosdirilir).

» 5 doqg. 1500 dovr/daq stiratilo sentrifugada firladiriq. Ag halga
(limfosit kiitlasi) omolo golir.

» Ust hisso atilir. Ag halqa ehmalca digar s/s-na tokiiliir + 2 ml
» 5 doqg. 1500 dovr/daq siiratilo sentrifugada firladiriq (yuyu
» Ust tobago atilir. Qalan 2 ml limfosit kiitlosini 1 sutka s



Isin gedisi:

0,1 ml Iimfosit kiitlosi + 0,1 ml sican gami (eritrositi)
5 doq 1500 dovr/daq. sentrifuqada firladiriq

15 doq soyuducuda saxlayiriq

1-2 damci glutar aldehidi damciladiriq

5 dog. soyuducuda saxlayiriq

Uzorinoa 3 dofa cox (3 ml) fiz.moh. olava edirik

5 dog 1500 dovr/daqg. sentrifugada firladiriq
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Ust hisso atilir. s/s-do qalan hissodon yaxma hazirlanir




Yaxmanin hazirlanmasi

» Osya siisosinin uistiine tokiilmiis limfosit qat1 quruyur.
» Uzorino spirt alavo edilib fiksasiya olunur.

» 1:9 nisbotindo hazirlanmis Romanovski-Ginza boyagi
ilo 3-2 dog. ronglanir.




Hesablama

» Hazirlanmis yaxma 1s1q mikroskopunda immersiya yagi
vasitosilo toqdiq edilir. Gormo sahasindo B limfosit vo otrafin
eritrositlor olan rozetlor hesablanar.

» Ogor B limfositin otrafinda 3 vo daha artiq eritrosit varsa, bu
limfosit aktiv (reseptora malik) hesab edilir.

» Mikroskopda 100-dok aktiv va g/aktiv B limfosit sayilir.

» Aktiv B limfositlorin say1 gostorici hesab edilir.
» Norma 25-35% -dir.



Leykositar huiceyralorin fenotiy

= Leykositlor morfoloji, fenotipik vo funksional xtisusiyyotld
gora bir-birindon forglonirlor. Fenotipik cohotdon hor bir
sothinda yerloson vo ona xas olan reseptorlarla-markerlor
secilir.

= Miiayino zamani 9sas rol xiisusi markerloro-CD markerlora
maxsusdur (Cluster of differentation or Cluster of designatic

= Bu markerlor tli¢lin sistemlosdirilmis xiisusi tosnifat 1slonib
hazirlansmigdir. CD-yo aid tosnifat 1lk dofo 1982-c1 1ldo Parisc
[nsan Leykositinin Differensasiya Antigeni haqqinda kegiri
c1 Beynolxalq Konfransda toklif olunmusdur




Fenotiplosmonin asas maqsadi

Hiiceyrolorin fenotiplosmosi hiiceyra Immunitetini tayi
etmok Ucln son dovrlords istifado olunan an muasi
Usullardan biridir. Bu zaman hiiceyra sothindoki markerlori
(CD+) toyin etmoklo hiiceyralori
subpopulyasiyaya aid olmasini asanligla miioyyan etmak
olar. Periferik ganda eritrositlorin lizisini hoyata kegirara
leykosit hiiceyralarin sothi reseptorlar toyin edilir.



Axin sitomertiya tisulu

» Monoklonal okscisimlorin  kémoyi ilo periferik ' g
hiiceyrolorinin miuxtolif subpopulyasiyasini ayird etmo
mumkundudr. Periferik gan hiiceyralorinin fenotiplogsmasini
axin sitometriya Usulu ils hoyata ke¢irmak olar.

» Bu moqgsadlo miiayinalor Becton Dickinson firmasinin
reaktivlorindon istifade etmoklo FaxScan aparatinda aparilir.






Prinsipi:

» Proses  antigen-anticisim  reaksiyasina  asasla
Hiiceyralorin spesifik antigenino gars: istifado ol
okscisimlor XUsusi fliiorosentlo nisanlanir va
sitometriya Usulu 1ilo toyin olununr. Belo xUsusi
fllrosensiya edon okscisimlorlo vo ya fllrosent
rongloyicilorlo nisanlanmis hiiceyro suspenziyasi maye
aximi soklindo, tok-tok fokuslasmis argon torkibli is1
topasi-lazer siiasindan novbo ilo kegir.




Miioyyon dalga uzunluguna malik olan isiq (d.u.-4
nm) flloroxrom ilo roglonmis hiiceyralori aktivlesdiri
oyadir. Axin Ssitimetriya dsulu zamani IKI rongli
fllotoxromdan istifado olunur. Fluoresein izotiosiyana
ilo ronglonmis limfositlor 515 nm dalga uzunluguna
malik sari-yasil is1q, fikoeritrin ilo ronglonmis limfositlor
iso 580 nm d.u.-lu is1q sopeloyir. Hiiceyralorin maye
soklinda lazer siiasindan ke¢mosi zamani 1s181n sapilmasi
bas verir. Belo isiq sopilmosinin toyini Usulun osas
prinsipidir.






Lazer siiasinin hiiceyralordon sopilasini Xususi dete
qeydo alir. Ronglayicilorin sapaladiyi isiq linza va guzg
komoyi ilo yigilir. Isiq signallart geyde alinib, el
impulslarmma cevrilir. Bu impulslar komputer torofi
islonib saxlanilir. Isiq dispersiyasmim doracasi hiiceyralori
Olclsu vo qurulusu haqqinda fikir yiirtitmoya asas Verir.




Isin gedisi
1. 100 mkl heparinli gan+10 mkl monoklonal akscisimlor
2. 15 dog. otaq temperaturunda, qaranligda inkubasiya

3. Entrositlar liziss ugratmagq tigiin 2000 mkl mahlul slava olunu
vortex-qarisdirmaq)

10 doqigo otaq temperaturunda, qaranligda inkubasiya
5 doqige 1500 dovr/doqigads sentrifuga
Ust maye bosaldilir
2000 mkl yuyucu mohlul alava edilir
5 doqige 1500 dovr/doqigads sentrifuga
Ust maye bosaldilir
- 500 mkl fiksasiyaedici mohlul alava edilir (3 saniys vortex-qarisdi
- 20 doqigo soyuducuda saxlamaq
. FaxScan aparatinda hiiceyralorin fenotiplosmasi




Axian sitometriya usulu ilo alinan naticonin tas

Azerbaijan Medical University Patiect 1D: 153 yiali (G ootintad)
SimulSET Lab Report oo e = o
epo Haciverdiyev Polad01.04 CD3/CD4 Conv
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Patient Name: Haciverdiyev Polad Q8 CD3-CDa- 46
e 3
Date Acquired: Wed, Mar 16,2011 11:46 ERCEE 22
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| > e Mean 127 25
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Gated Events:2497 Q1 CDG- CD8+ 16
Q2 CD3+ COB+ 33
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L Whole 04 CD3+ The 21
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Gate Composition (%): 95 1 1 3 99% of all lymphocytes are in the gate i Fl2 Total T (CD3+) Lymphocytes 54
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Percent Lymph Conversion On
Haclverdiyev Polad01.02 Control I1gG1/1gG2 Conv
Events acquired:6000 Data set:[1] Q_ Ceil Type oL
Gated Events:2618 Q1 NSSPE 1
Q2 NSS ++ o Haciverdiyev Polad01.08 CD3/CD16+56 Conv
aa Unstained 28 Events acquired:6000 Deta set:[1) Q _CellType %l
Q4 NSSFITC 1 Gated Events:2739 Qt CO3- CD16+/CO86+ a4
o~ Q2 CD3+ CD18+/CD58+ 5
Escssc Q3 CD3- CD16-/C086- 0
Means: 129 25 . 8 Q4 CD3+ CD18-CDES- 51
EL1 FL2 2 > Conv
Marker 80 64 P -t | | ESG $8C § Subset Name %L
= Means: 132 24 & Total T (CDS3+) Lymphocytes 56
- ELL FL2 Total NK (CD16+/CD56+)L) hocytes a4
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Haciverdiyev Poled01.03 CcD3/CD19 Conv
Events acquired:6000 Data set: (1] Q CeliType 2l
Gated Events:2635 Q1 CD3-CD18+ 2
~ Tube Neme/ ubsel Name/ Conv.
Q2 CDa+ CD18s+ 2
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as CD3 CD1s 44 14 i
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ik Naine oy Sum of Cells T+B+NK 99 oK
Means: 131 26 otal T (CDG+) Lymphocytes 51 & Ratio T Lymph H/S CD3,CD4/CD3,CD8 Ratio 0.1 <<
EL1 FL2 Total B (CD19+) Lymphocytes 2 <«
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Usulun tstunliyd

Muasir axin sitometriya dsulu ilo hiiceyralorin
immunfenotiplosmaosi sliratino vo doqiqliyine gora digor
Usullardan daha olverislidir. Bu Usulun komayi ilo
hiiceyra sothindo olan bir ne¢o antigeni eyni vaxtda
toyin etmok olar. Miiayino materiali Kimi gan, sumuk
iy, limfa toxumasi vo digor toxumalardan istifads
oluna bilar.



