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Bu calismada, kegilerde preimplantasyonun 6. giiniinde (Deneme grubu) ve andstrusde (Kontrol
grubu) disi genital kanal organlarinda plazma hiicreleri ile alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) (+)
lenfositlerin dagiliminin belirlenmesi amaglandi. Calismada 2-4 yaslarinda, 12 adet renkli tiftik kegisi
kullanildi ve 2 esit gruba ayrildi. Kegilerden alinan doku érneklerinden bir kismindan kriyostat kesitler
hazirlanarak ANAE (+) lenfositleri belirlemek icin ANAE enzim demostrasyonu yapildi. Doku
orneklerinin diger yaris1 formol-alkol ile tespit edilerek plazma hiicrelerinin belirlenmesi icin rutin
parafin kesitler hazirlandi. Kontrol grubuna gore preimplantasyon (deneme) grubunda hem ANAE (+)
lenfositlerin hem de plazma hiicrelerinin sayisinin azaldigl belirlendi. Bununla birlikte, plazma
hiicrelerinin sayisinin deneme grubunda korpus uteri, kornu uteri ve tuba uterinada, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 belirlendi (p<0.05). ANAE (+) lenfositlerin deneme
grubunda en yogun olarak kornu uteride, en az olarak da serviks uteri ve tuba uterinalarda tespit
edildi. Sonuc olarak, preimplantasyon siirecinde ke¢i genital kanal organlarinda, plazma hiicreleri ile

This study was carried out to determine distribution of plasma cells and alpha-naphthyl acetate
esterase (ANAE) positive lymphocytes in the female reproductive tract organs at 6t day of the
preimplantation phase (Experimental group) and anoestrus (Control group) in goats. Twelve 2-4 years
old Coloured Mohair goats were used, and they divided into two groups of 6 goats each. The cryostat
sections were stained with the ANAE in order to observed ANAE (+) lymphocytes. One piece of tissues
fixed in formol - alcohol (for plasma cells) and cross-sections were processed routinely the paraffin
technique. ANAE (+) lymphocytes and plasma cells were decreases in the 6% day of preimplantation
(Experimental group) compared to control group. However, in the corpus uteri, cornu uteri and tuba
uterine, numbers of plasma cells were significantly decreased in the 6th day of preimplantation group
compared to control group. The numbers of ANAE (+) lymphocytes in the cornu uteri were highest in
the experimental group, and these cells were observed minimum in the cervix uteri and tuba uterina,
respectively. It was concluded that distribution of plasma cells and ANAE (+) lymphocytes can vary

OZET
ANAE (+) lenfositlerin sayisal dagilimlarinin fizyolojik degisimlere baglh olarak degistigi belirlendi.
Anahtar Kelimeler Preimplantasyon, Plazma hiicresi, Lenfosit, Ke¢i
Distribution of Plasma Cells and Alpha-Naphthyl Acetate Esterase (ANAE)
Positive Lymphocytes in the Reproductive Tract of Female Goats in the
Preimplantation Phase
SUMMARY
depending on some physiological alterations the preimplantation phase in goat female tract organs.
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gorilmektedir. Hormonal degisime bagh olarak, gebelik
stiresince 16kositler endometriyum ve serviks dokusunda

Disi genital sistemin Miiller kanalindan gelisen bosluklu
organlarinin duvar yapisi farkli o6zellikler gosteren alt
birimlerden meydana gelmistir (Bank 1984). Disi genital
kanal, bronsial ve intestinal mukoza gibi ¢evresel etkilere
maruz kalan mukozal sistemin bir parc¢asidir (Parr ve Parr
1994). Disi genital kanal organlarinin immiinolojik
tepkileri diger lokal mukozal immiinolojik sistemlerle
(solunum sistemi, sindirim sistemi vb) karsilastirildiginda
spesifiktir ve 0Ostriis siklusunun evrelerine gore
degismektedir (Yalgin 2001). Ostriis siklusu siiresince
biitin memelilerin disi genital organlarinda seks
hormonlarinin degisimine bagh olarak proliferasyon

yogunlasmakta, uterus ve serviks lumenine ge¢mektedir
(Engelhard ve ark. 2002; Milo ve ark. 2004). Genital
kanaldaki luminal sivilarda bulunan spesifik antikorlar,
enfeksiyonlara Kkarsi gorev yaparlar. Bu antikorlar,
mukozal yiizeylerde enfeksiyonlarin baslamasi i¢cin 6n
kosullardan olan mikroorganizmalarin epitele tutunmasin
inhibe edebilmektedir (Hawk ve ark. 1964).

Lenfositler, antijen taninmasi ve bunlara karsi hiicresel ve
humoral immun cevabin olusmasi, hiicreler arasi iliskilerin
diizenlenmesi, otoimmunite, transplantasyon vb.
reaksiyonlarda islev goren immunokompetan 6zelliklere

Sorumlu arastirmaci (Corresponding author): Turan KARACA,

Yiiziincii Y1l Univ., Veteriner Fak., Histoloji ve Embriyoloji AD. Kampus, Van, Tiirkiye.

e-mail: turankaraca@yyu.edu.tr



[Turan KARACA ve ark.]

sahip hicrelerdir. Lenfositler orijinleri, hiicre yiizey
reseptorii, lenfoid organlarda yerlesimleri ve yasam
stireleri agisindan farkliliklar gosteren hiicrelerdir.
Lenfositler, lokositlerin agraniiler alt sinifindan olup T-
lenfositler (T- hiicreleri) ve B-lenfositler (B-hiicreler) diye
ikiye ayrilirlar. Plazma hiicresi B-lenfositlerin farklilasmasi
ile olusan, tek bir immunoglobulin sinifi sentezleyen ve
salgilayan bag dokusu hiicresidir (Engelhard ve ark. 2002).
Kemik iliginde sekillenip, olgunlasan B-lenfositler kana
gecerek sekunder lenfoid organlara yerlesirler. Bu
organlarda plazma hiicresine ve bellek hiicrelere
dontsiirler. Bu doniisiimiin olabilmesi i¢cin B-lenfositlerin,
T-lenfositler ve makrofajlar tarafindan salinan interlékin
ve interferon gibi farklilasma faktorleri ile etkilesmesi
gerekir (Bonatz ve ark. 1992).

Alfa naftil asetat esterase (ANAE) lokositlerin farkl
tiplerinde ayirici olarak kullanilan yaygin, aktif, lizozomal
bir enzimdir (Inoue ve ark.191). ANAE demostrasyonu ile
kegi (Ast1 ve ark. 1996; 1997; Karaca ve ark. 2007), sigir,
koépek, koyun, at, tavuk, ratlarda, kedi (Ast1 ve ark. 1997)
ve ordek (Karaca ve ark. 2006) T-lenfositler pozitif olarak
belirlenebilmektedir. ANAE demonstrasyonunda pozitif T
lenfositler sitoplazmalarinda lokalize olan 1-4 adet,
kirmizimsi-kahverengi graniile sahip olarak goérilirler
(Ast1 ve ark. 1996; 1997; Karaca ve ark. 2006; Karaca ve
ark. 2007).

implantasyon ve gebelik, uterus ve gelismekte olan fotiis
arasindaki hiicresel etkilesmelerden dolay1 oldukca
karmasik bir stirectir. Yapilan literatiir taramalarinda
kegilerin genital kanal organlarinda preimplantasyon
siirecinde plazma hiicreleri ve T-lenfositlerin dagilimiyla
ilgili ¢cok az calismaya rastlandi. Sunulan bu c¢alisma,
kegilerin preimplantasyon fazinda ve ostriis sikliistiniin
anostriis evresinde uterus, tuba uterina ve servikste
plazma hiicreleri ile ANAE pozitif lenfositlerin
dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla planlandi.

MATERYAL ve METOT

Van Yiiziincii Yil Universitesi giftliginden elde edilen 12
adet yetiskin saglkl disi ke¢i 6’sarli 2 esit gruba (Deneme
ve Kontrol Gruplari) ayrildi. Deneme grubundaki kegilere 7
giin stire ile intravaginal siinger (CIDR-G) uygulandi. Bu
siirenin sonunda siingerler c¢ikarilarak siiper ovulasyon
amaciyla intramuskuler 1000 IU PMSG (eCG) uygulandi.
Ostriisii belirlenen kegilerin yanina saglikl fertil 2 yetiskin
oglak birakildi. Dogal yolla asimlar1 yapilan Kkegiler
ciftlesmenin 6. giinii (Deneme grubu) ve kontrol grubunu
olusturan andstriisteki (plazma progesteron seviyesi
2ng/ml'nin altinda) kegiler kesime gonderildi. Deneme
grubunu olusturan deneklerin kesim sonrasi uteruslari,
%10 kegi serumu ilave edilmis fosfat tamponu ile yikandu.
Yikama sonucu embriyo tespit edilenlerin ovaryumlarinda
korpus luteumlar kontrol edildi. Deneme (gebelik tespit
edilen) ve andstriis grubundaki Kkegilerin tuba
uterinalarinin degisik boliimlerinden (ampulla, isthmus ve
infundibulum), korpus ve kornu uterileri ile
servikslerinden histolojik incelemeler i¢in doku érnekleri
alindi. Alinan doku érneklerinin bir kismi formol-alkolde
24 saat slireyle tespit edildi. Tespit soliisyonundaki doku
orneklerine bilinen histolojik doku takipleri uygulandi.
Doku takibi sonrasinda 6rnekler paraplast ile bloklandi.
Hazirlanan bloklardan rotary mikrotomda 6 um’lik kesitler
alind ve kesitlere plazma hiicrelerini belirlemek i¢in metil
green-pironin boyama ydntemi uygulandi (Bankroft ve
Cook 1984). Metil green-pironin ile boyanan plazma
hiicrelerinin sayisal dagilimlarini belirlemek icin yapilan
hiicre sayiminda 100 kare okiiler mikrometre kullanildi.
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Belirlenen bolgelerde 40’lik objektifte 100 kare icerisine
diisen birim alandaki hiicre sayimlari yapildi. Elde edilen
rakamlarin aritmetik ortalamas: alindi. 100 kare okiiler
mikrometrenin kapsadigi alandaki ortalama plazma hiicre
sayist belirlendi. Mikrometrik lam yardimiyla 40’lik
objektifte 100 kare okiiler mikrometrenin alani saptandi
(Bock 1989). Daha sonra tiim sayisal veriler 1mm?’lik
birim alandaki plazma hiicre sayisina dontistiirtldii.

Alinan dokulardan bir kismi ise ANAE pozitif hiicreleri
belirlemek icin formol-sukroz soliisyonuna alindi ve 22
saat silireyle +4°C tespit edildi. Bunu takiben ikinci tespit
icin doku 6rnekleri +4°C de Holt soliisyonunda 22 saat
daha tutuldu (Asti ve ark. 1997). Kriyostat ile 8-10pm
kalinhginda kesitler alindi. ANAE pozitif hiicreleri
belirlemek icin literatiire gore hazirlanan inkiibasyon
soliisyonunda pH 6.4 de 30 dakika siire ile inkiibe edildi
(Ast1 ve ark 1996; 1997). Enzim demostrasyonundan
sonra ise metil green ile 10 dakika cekirdek boyamasi
yapildl. Dereceli alkollerden gecirilerek suyu giderilen
preparatlar, ksilolde parlatildi ve entellan ile kapatilarak
incelendi. ANAE (+) lenfositlerin farkli dokulardaki dagilim
yogunlugunu belirlemek icin 1'den 4’e skorlama; az (+),
orta (++), ¢cok (+++) ve ¢ok fazla (++++) seklinde yapildi
(Wight 1970).

Calismanin plazma hiicreleri ile ilgili istatistiksel analizleri,
SPSS 12.0 paket programi (SPPS for Windows) ile yapildi.
Deneme ve kontrol grubu degerleri arasindaki
farkliliklarin tespitinde Student - t testi kullanildi.

BULGULAR

Plazma hiicresi ve ANAE (+) lenfositlerin genital kanal
organlarindaki dagilimlari Tablo 1 ve 2’'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Plazma hiicrelerinin disi genital kanal organlarindaki
dagilimi. (n=6)

Table 1. Plasma cell distribution in female reproductive tract
organs (n=6)

Uterus Tul?a
Gruplar Serviks uterina
Korpus Kornu
Kontrol 01111370 647+4115: 54.3+8.9° 48.16+10.4%
(Anostriis)
Deneme ) o 1310 551441270 50.8£9.7:  39.448.7b
Grubu

a, b: Ayni siitunda yer alan farkl harfler arasinda istatistiksel olarak fark
onemlidir (p<0.05)

Tablo 2. ANAE (+)T-lenfositlerin ke¢i disi genital kanal
organlarindaki dagilimlari.

Table 2. Distribution of ANAE-positive T-lymphocytes in female
reproductive tract organs

Uterus Tul?a
Gruplar —— Serviks uterina
Korpus  Kornu
Kontrol (Andstriis) ++4+ +H++ +44+ +4+
Deneme Grubu ++ +++ + +

Az: (+), orta: (++), ¢ok: (+++), olduk¢a fazla sayida: (++++)
ANAE (+) lenfosit n= 6.

Plazma hiicre sayisi, hem preimplantasyon hem de
anostriis grubu kegilerin endometriyumda
miyometriyuma gore daha fazla oldugu belirlendi. Benzer
sekilde plazma hiicresi sayis1 preimplantasyonun 6.
gliniinde (deneme grubu) kontrol grubuna gore anlaml
olarak daha azdi ( p<0.05; Sekil 1, 2, 3).
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Sekil 1. Korpus uteride plazma hiicrelerinin gériinimii. E:
Lamina epitelyalis, Oklar: Plazma hiicreleri, (Deneme gr.).
Metil green-pironin, 360X.

Figure 1. Plasma cells in the corpus uteri. E: Lamina
epithelialis mucosae, Arrows: Plasma cells, (Experimental
group). Methyl green-pyronine, 360X.

Sekil 2. Kornu uteride plazma hiicreleri. E: Lamina
epitelyalis, OKlar: Plazma hiicresi, (Kontrol gr.). Metil
green-pironin, 360X.

Figure 2. Plasma cells in the corni uterine. E: Lamina
epithelialis mucosae, Arrows: Plasma cells, (Control
group). Methyl green-pyronine, 360X.
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Sekil 3. Korpus uteride plazma hiicrelerinin dagilimi.
OKklar: Plazma hiicresi, (Deneme gr.), Metil green-pironin,
720X.

Figure 3. Plasma cells in the corpus uteri. Arrows: Plasma
cells, (Experimental group). Methyl green-pyronine, 720X.
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Sekil 4. Endometriyumda ANAE (+) lenfositlerin
goriiniimii. K: Kan damari, B: Uterus bezi, Oklar: ANAE (+)
lenfositler. Alfa naftil asetat esteraz, (Deneme gr.), 360X.
Figure 4. ANAE (+) lymphocyte staining in the
endometrium. K: Blood vessel, B: Uterine gland, Arrows:
ANAE-positive T lymphocytes, ANAE, (Experimental
group), 360X.
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Sekil 5. Miyometriyumda ANAE (+) lenfositlerin
goriinimii. K: Kan damari, Oklar: ANAE (+) lenfositler.
Alfa naftil asetat esteraz, (Deneme gr.), 360X.

Figure 5. ANAE (+) Ilymphocyte staining in the
myometrium. K: Blood vessel, Arrows: ANAE-positive T
lymphocytes, ANAE, (Experimental group), 360X.

Plazma hiicreleri tuba uterina ve serviks bolgelerinde daha
¢ok lamina propriyanin lamina epitelyalise yakin {ist
bolgelerinde yerlestikleri gozlendi. ANAE (+) lenfositlerin
sitoplazmasinda, 1-3 arasinda degisen sayida kirmizimsi-
kahverengi tonlarinda boyanan graniiller izlendi. ANAE (+)
lenfositlerin sayisal dagilimi uterusun endometriyum ve
miyometriyumunda, preimplantasyonun 6. giliniinde
(Deneme grubu) kontrol grubuna gére daha az oldugu
saptandi. ANAE (+) lenfositlerin, endometriyumda daha
yogun olarak uterinal bezler cevresinde ve subepitel
olarak yerlestikleri belirlendi (Sekil 4, 5). Tuba uterinanin
boliimlerinde ve servikste gozlenen ANAE (+) lenfositlerin,
kontrol grubuna gore deneme grubunda daha az oldugu
saptandi.

TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada, preimplantasyonda ve andstriisdeki
kecilerin disi genital kanal organlarinda plazma hiicreleri
ve ANAE (+) lenfositlerin dagilimlar1 incelenmistir.
Arastirma bulgularinda, plazma hiicresi ve ANAE (+)
lenfositlerin  sayisal dagilimlarinin  preimplantasyon
evresinde disi genital organlarinda andstriis grubuna gore
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degistigi  saptanmustir.  Farkhi  tlirlerde  yapilan
arastirmalarda, plazma hiicrelerinin 0Ostriis stliresince
domuzda arttig1, kisraklarda ise degismedigi bildirilmistir
(Hussein ve ark. 1983; Watson ve Thomson 1996). Yapilan
baska bir ¢alismada (Ko¢ 1999), implantasyonun 1.
gliniinde endometriyumda plazma hiicrelerine ¢ok
miktarda rastlanmis ama takip eden 2. ve 3. giinlerde
sayisal olarak azaldig: bildirilmistir. Ayni calismada (Kog
1999), implantasyonun 5 ve 6. glinlerinde plazma
hiicrelerinin sayisinin yiikseldigi belirlenmistir. Farelerde
yapilan bir ¢alismada, implantasyonun 1. ve 2. giinlerinde
plazma hiicrelerin sayisal olarak arttigi belirlenmistir
(Parr ve Parr 1985). Sunulan bu ¢alismada,
preimplantasyonda plazma hiicrelerinin kontrol grubuna
gore azaldig1 yine de, bu hiicrelerin endometriyumdaki
varligi kanal organlarina immunoglobulinlerin
salgilandigini gostermektedir.

Sunulan bu arastirmada, plazma hiicreleri kontrol grubu
kornu uteri, korpus uteri ve tuba uterinalarinda sirasiyla
58.11+13.7; 64.7+11.5 ve 48.16+10.4 olarak belirlenirken,
deneme grubunda ise, sirasiyla 41%5; 55.14+12.7 ve
39.4+8.7 olduklar belirlendi ve bu degerler arasindaki
fark istatistiki olarak énemlidir (p<0.05). Serviks uteride
ise kontrol grubunda 54.3+8.9, deneme grubunda ise
plazma hiicrelerinin sayis1 50.8+9.7 oldugu belirlendi ve
degerler arasindaki anlamlilik istatistiksel olarak 6nemli
degildi (P>0.05).

Martinez ve ark. (Martinez ve ark. 2005) gebe olmayan
kegilerde yaptiklar1 bir arastirmada, intraepitelyal
lenfositlerin (IEL) kariinkullar arasi epitel iginde ve
ozellikle de bu  epitelin  bazal kisimlarinda
yogunlastiklarin1  bildirmislerdir. Ratlarda yapilan bir
calismada, IEL hem yiizey epitelinde hem de salg epiteli
icinde diostriis evresinde proostriis evresine gore oldukga
yiksek oldugu saptanmistir. Implantasyon 6ncesi
(gebeligin 5. giinlinde) IEL’lerin luminal epitelde azaldigy,
bununla birlikte gebeligin 7 ve 9. giinlerinde implantasyon
alanlarinda daha da distiigii bildirilmistir (Sawick ve ark.
1988).

Kog (1999) ratlarda yaptig1 arastirmada, implantasyonun
1. glinlinde ANAE (+) T-lenfositlere sekillenmekte olan
desidual alanda seyrek olarak rastlandigi ama 2. ve 3.
glinlerinde desidual alanlarda bu hiicrelerin sayisinda bir
artis oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte ayni ¢calismada,
implantasyonun 4, 5 ve 6. glinlerinde ANAE (+) T-
lenfositlerin sayisinda desidual alanda bir azalma olmakla
beraber,  miyometriyal alanda artisin  slirdiigi
saptanmistir. Ankara kecilerinde yapilan bir arastirmada
(Karaca ve ark. 2007), uterusda ANAE (+) T-lenfositlerin
Ostristin 10 ve 16. giinlerinde 5. giine gére daha yiiksek
sayida olduklar1 bildirilmistir. Sunulan bu ¢alisma, ANAE
(+) lenfositlerin preimplantasyon grubunda kontrol gruba
gore daha az olmasi1 ve uterinal bezlerin yakinlarinda
yerlesmesi bakimindan Ko¢'un (1999) calismas: ile
benzerlik gostermektedir.

Yapilan ¢alismalarda, implantasyon siirecinde
endometriyum lokositlerinin % 20’si T-lenfositlerden
olustugu belirlenmistir (Bulmer ve ark. 1991). De ve ark.
(1991) yaptiklar1 ¢alismada, lenfositlerin implantasyonun
2. gilinlinde 1. gliniine gore desidual alanda ve
endometriyumda artis gosterdigini saptamislardir. Bu
arastirmada ise, preimplantasyondaki kecilerin uterus,
serviks ve tuba uterinalarinda kontrol gruplarina gore
ANAE (+) lenfositlerin sayisinda bir azalmanin oldugu
gozlenmistir (Tablo 1).

Yapilan bir arastirmada (Hawk ve ark. 1964), koyun ve
sigirlarin uterusunda immun fonksiyonunun sekretorik
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evrede zayifladifi bildirilmistir. Insanlarda yapilan
calismalarda (Bonatz ve 1992; King ve ark. 1989), sekstiel
siklusun ovulasyonun oldugu 14. ve 15. giinlerinden 28.
gliniine kadarki donemi kapsayan sekretorik evresinde, T-
lenfositler, makrofajlar ve dogal oldiiriicii hiicrelerin
sayisal olarak arttiklari belirlenmistir. De ve ark. (De ve
ark. 1993), uterusta ciftelesme, implantasyon ve plasental
gelisim ile iligkili olarak makrofajlarin sayisinin artis
gosterdigini bildirmislerdir. Martinez ve ark.’nin (2002)
gebe kecilerde yaptiklar: calismada, IEL’ler plasentomlar
arasindaki epitel i¢cinde yerlestikleri saptanmistir. Sunulan
bu c¢alismada, ANAE (+) lenfositlerin kontrol grubu
kecilerde endometriyum epitelinde, endometriyum
stromasinda ve uterus bezleri yakinlarinda yerlestikleri
saptandi. Deney grubun da ise bu hiicrelerin daha ¢ok
epitel alt1 bagdokuda ve bezler cevresinde yogunlastiklar
belirlendi.

Sonug olarak, kecilerin disi genital kanal organlarinda,
endometriyum gibi bagdoku alanlari ile kas katmanlarinda
preimplantasyonun 6. giiniinde hiicresel ve sivisal immun
sistem hiicrelerinde sayisal ve yogunluk degisimlerinin
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, uterus ve diger
disi genital kanal organlarinin duvar yapisinda,
preimplantasyon ve implantasyon siireclerinde immun
sistem hiicrelerinin yogunluk degisimlerinin belirlenmesi
icin daha ileri ¢alismalara gereksinimin oldugu sonucuna
varildr.
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