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Ozet: Bu calismada Konya bdlgesindeki kor farelerin (Nannospalax nehringi, 2n=60
kromozomal formu) perifer kan lenfosit oranlari ile alfa-naftil asetat esteraz (ANAE)
ve asit fosfataz (ACP-az) pozitif lenfosit oranlarinin 1sik mikroskobik dizeyde
belilenmesi amaclanmistir. Bu amagla bes ergin N. nehringi (29, Meram ve
Selguklu; 373, Selguklu, Cumra ve ligin) 6rnedinden usuline uygun olarak kan
alinmis ve her érnekten alti adet froti hazirlanarak havada kurutulmustur. Frotilerden
ikisi lenfosit oraninin tespit edilmesi igin rutin May-Griinwald Giemsa ydntemiyle
boyanmis ve lenfosit orani %68.00+5.43 olarak belirlenmigtir. Diger frotiler fosfat
tamponlu gluteraldehit-asetonda (-10°C) 3 dakika tespit edilmistir. Bu frotilerden
ikisine ANAE demonstrasyonu, son ikisine de ACP-az demonstrasyonu
uygulanmistir. ANAE demonstrasyonu sonucunda lenfositlerin ¢ogunlugu pozitif
sonug verdigi halde, daha az orandaki lenfositlerin (%22.29+5.79) negatif sonug
verdigi gbzlenmistir. ANAE pozitif lenfositlerde iki tip grandler pozitivite tespit
edilmistir. Bu lenfositlerin ¢gogunda (%73.4516.87) sayilari 1-5 arasinda degisen
kirmizi-kahverengi iri granlller (nokta tarzinda pozitivite) gbzlenirken, daha az
orandaki lenfositlerde (%4.26+2.36) ise diffiz ¢ok sayida kiglk grandller (ince
granller pozitivite) gbzlenmistir.  Bunun yani  sira monositler genellikle
sitoplazmalarinda gUglU ve yaygin tarzda pozitivite gésterirken, nétrofiller ise zayif bir
reaksiyon vermistir. ACP-az demonstrasyonu sonucunda ise lenfositler ¢ogunlukla
(%83.401£5.90) negatif reaksiyon verirken, daha az orandaki lenfositler
(%16.60£5.90) sayilari 1-3 arasinda degisen pembe-kirmizi granller tarzda pozitivite
gOstermistir.

Anahtar Kelimeler: Nanospalax nehringi, kér fare, lenfosit, alfa-naftil asetat esteraz,
asit fosfataz

An Enzyme Histochemical Study on the Peripheral Blood
Lymphocytes of Mole Rats in Konya Region

Abstract: The aim of this study was to determine peripheral blood lymphocyte (PBL),
alpha-naphthyl acetate esterase (ANAE) and acid phosphatase (ACP-ase) positive
PBL percentages of mole rats (Nannospalax nehringi (2n=60 chromosomal form);
29, Meram and Selguklu; 373, Selguklu, Gumra and ligin) in Konya region. For this
purpose, six smears were prepared and air dried from each animal. Two of them
were stained with May Griinwald-Giemsa for the determination of PBL percentages.
The PBL percentage was 68.00+5.43%. Four smears were fixed in glutaraldehyde-
acetone solutions (pH 4.8) at -10°C for 3 minutes. Two of the smears were used for
ANAE demonstration. The remaining two smears were used for ACP-ase
demonstration. ANAE staining revealed that large majority of the PBLs were positive,
whereas smaller proportion (22.2915.79%) were negative. Positive PBLs showed two
distinct granular positivity. While most of the ANAE positive cells (73.45+6.87%) had
1-5 large reddish-brown granules (dot-like granular positivity), 4.26+2.36% of positive
cells had large quantity of diffusely arranged small granules (fine granular positivity).
Besides, monocytes generally gave a diffuse and strong reaction while neutrophils
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displayed a weak positive reaction in their cytoplasms for ANAE. ACP-ase staining
revealed that large majority of the PBLs (83.40+5.90%) were negative, whereas
smaller proportion (16.60+5.90%) were positive. ACP-ase positive cells had 1-3 large
pinkish-red granules.

Key words: Nannospalax nehringi, mole rat, lymphocyte, alpha-naphthyl acetate
esterase, acid phosphatase.

Giris

Lizozomal bir enzim olan alfa naftil asetat esteraz (ANAE) pratikte pek ¢ok hayvanin gerek
doku ve gerekse perifer kan frotilerinde T-lenfosit, B-lenfosit ve monositlerin birbirlerinden ayirt
edilmelerinde kullaniimaktadir [1-10]. ANAE, T-lenfosit olgunlagmasinin ileri asamalarinda
kazanilan bir enzimdir [11]. Celik ve ark. [12]'da sidir fétlslerinde yaptiklari bir ¢alismada,
fétlslerin periferal kanlarinda ANAE pozitif lenfositlere gebeligin 60. gunlinde rastlamisg,
gebeligin ilerlemesi ile birlikte pozitif lenfosit oranlarinin da arttigini tespit etmislerdir. Diger
esteraz grubu enzimler gibi ANAE enziminin de aktive olan T-lenfositlerin sitotoksik fonksiyonlari
ile  makrofajlarin  fagosite ettikleri materyalleri pargalamalarinda etkinlik gdsterdigine
inaniimaktadir [1]. ANAE enzimi dzellikle basta insan olmak Gzere [13,14], sigir [15,16], tavuk
[17], kOpek [18] ve farede [1] T-lenfositlerin ayiriminda yararlanilan bir enzimdir.

Asit hidrolazlar grubundan olan asit fosfataz (ACP-az), miyelositler, polimorf nikleer
I6kositler, lenfositler, plazma hicreleri, megakaryositler, kan pulcuklari ve monontkleer fagositik
sistem hiicrelerinde bulunan lizozomal bir enzimdir [19]. Ozellikle makrofajlar ¢gok gugli ACP-az
aktivitesi gOsterirler [13]. ACP-az enzimi de o6zellikle insanda T-lenfositlerin ayiriminda
yararlanilan bir enzimdir [11,20].

Koér fareler, memeliler sinifindan kemirgenler ordosuna aittir ve Turkiye’de Wilson ve
Reeder [21]'a gbre g tlrle temsil edilmektedir. Bunlardan Nannospalax leucodon Trakya’'da, N.
ehrenbergi Gineydogu Anadolu’da ve N. nehringi ise Gineydogu Anadolu digindaki diger
yerlerde yayihs géstermektedir. Konya bdlgesinde yapilan en son ¢alismada N. nehringihin Ug
kromozomal formu (2n=40, 58 ve 60) tespit edilmistir [22].

Kor fareler Gzerinde cesitli histolojik ¢calismalar yapiimis olmakla birlikte [23-28], perifer
kan lenfositlerinde ANAE ve ACP-az pozitivitesine ait literatir bilgisine rastlanmamistir. Bu
¢alismada Konya bdlgesinden elde edilen kér farelerin (N. nehringi, 2n=60 kromozomal formu)
perifer kan lenfosit oranlari ile ANAE pozitif (ANAE(+)) ve ACP-az pozitif (ACP-az(+)) lenfosit
oranlarinin 1sik mikroskobik diizeyde belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calismada Konya bdélgesinden sistematik amaglh bir baska ¢alisma igin yakalanan bes
ergin kor fare (Nannospalax nehringi (2n=60 kromozomal formu); 29, Meram ve Selguklu; 373,
Selguklu, Cumra ve ligin) 6rnedi kullaniimistir. Canh olarak laboratuara getirilen saghkli
hayvanlardan kisa slre igerisinde usuline uygun olarak kan érnekleri alinmis ve her érnekten
alti adet froti hazirlanarak havada kurutulmustur. Bu frotilerden ikisi rutin May-Grinwald Giemsa
boyama ydntemiyle [29] boyanarak, etanol serisinde dehidrasyon ve ksilolde seffaflastirma
basamaklarindan sonra entellan (Merck) ile kapatiimistir. Bu preparatlarda lenfosit oranlari (%)
1Isik mikroskobunda immersiyon objektif yardimiyla her birey i¢cin 200 akyuvar degerlendirilerek
belirlenmistir.

Diger dort froti enzim demonstrasyonu icin -10°C’deki fosfat tamponlu glutaraldehit-aseton
tespit solisyonunda (pH=4.8) 3 dakika tespit edilmis ve distile su ile U¢ kez yikanarak oda
sicakhginda kurutulmustur. Bu frotilerden ikisine ANAE demonstrasyonu diger ikisine ACP-az
demonstrasyonu uygulanmistir.
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ANAE demonstrasyonu;

pH’sI 5.0 olan tamponlu fosfat solisyonunun 80 mI’sine 0.8 ml aseton igerisinde eritilen 20
mg substrat (alpha-naphthyl acetate- Sigma-N-8505) yavas yavas damlatiimistir. Ardindan 2.4 ml
%410k sodyum nitrit (Merck-1.06544) sollsyonu ile 2.4 ml pararozanilin (Sigma-P-3750) (1 g
pararozanilin, 20 ml distle su, 5 ml konsantre HCI) solisyonunun 2 dakika slreyle
bekletiimesiyle elde edilen 4.8 ml hekzazotize edilmis pararozanilin karigimi, substrat iceren
tamponlu fosfat soliisyonuna eklenmistir. Hazirlanan sollisyonun pH’si, 1 N NaOH solisyonu ile
5.8’e ayarlandiktan sonra sGzUImustar. Bu inkibasyon solisyonu igerisinde frotiler 37°C’de en
az 2 saat sureyle kontrollli bir sekilde bekletilmis, kirmizi-kahverengi grandllerin sekillenmesinin
ardindan inklibasyon iglemi sona erdirilmistir.

ACP-az demonstrasyonu;

Tampon sollsyonu olarak pH’si 5 olan tamponlu Michael'i'n Veronal-asetat sollsyonu,
substrat solisyonu olarak 1 ml N,N-dimetilformamide igerisinde ¢6zdiriimis 10 mg naphthol
AS-BIl phosphate (Sigma-N-2125) kullaniimistir. Tampon soliisyonunun 5 ml’sine ilave edilen 1
ml substrat solisyonu, 13 ml distile su ile karistirildiktan sonra 1.6 ml hekzazotize edilmis (0.8 ml
pararozanilin, 0.8 ml %4’lik sodyum nitrit) pararozanilin solisyonu eklenmistir. Karisimin son
pH’si 1 N NaOH soliisyonu ile 5.0’e ayarlandiktan sonra stiziilmistdr. Hazirlanan bu inkibasyon
solisyonu igerisinde kan frotileri 37°C’de kontrolli bir sekilde kirmizi graniller sekilleninceye
kadar en az 2 saat sireyle inkibe edilmigtir.

inklibasyon sonunda Ucer defa distile suyla yikanan preparatlara 20 dakika siireyle 0.1 M
asetat tamponunda (pH=4.2) hazirlanan %71’lik methyl-green (Merck C.I.N. 2585) cekirdek
boyas!i uygulanmig, preparatlar etanol serisinde dehidrasyon ve ksilolde seffaflastirma
basamaklarindan sonra entellan (Merck) ile kapatilmistir. ANAE demonstrasyonunda lenfosit
morfolojisine sahip 1-5 arasinda degisen sayida kirmizi-kahverengi granule sahip olan hlcreler
ANAE(+ )1 lenfositler, farkl tipte reaksiyon gosterenler ANAE(+)" lenfositler ve reaksiyon
vermeyenler ANAE(-) lenfositler olarak kabul edilmistir. ACP-az demonstrasyonunda ise 1-3
arasindaki sayida pembe-kirmizi granile sahip hicreler ACP-az(+) lenfositler ve reaksiyon
vermeyenler ACP-az(-) lenfositler olarak kabul edilmistir. Isik mikroskobik mcelemelerde
immersiyon objektifiyle her birey i¢cin 200 adet lenfosit degerlendirilerek ANAE(+ ) ANAE (+ )
ANAE(-), ACP-az(+) ve ACP-az(-) lenfosit oranlari (%) belirlenmistir. Enzim demonstrasyonlari
ve degerlendirmeler Sur ve ark. [30]'na gbre gergeklestiriimistir.

Sonuclar

N. nehringi perifer kan érneklerinden hazirlanmis ve May-Griinwald Giemsa ile boyanmis
preparatlardaki lenfositlerden biri Sekil 1.a’da gdérilmektedir. Bu tlre ait ortalama lenfosit orani
ise Tablo 1’de verilmigtir.

ANAE demonstrasyonu sonucunda lenfositlerin cogunlugu pozitif sonug¢ verdigi halde, daha
az orandaki lenfositin (%22.29) negatif sonug verdigi gézlenmistir (Sekil 1.b, Tablo 1). ANAE(+)
lenfositlerde iki tip graniler pozitivite tespit edilmigtir. Lenfosnlerln %73.45’inde sayilan 1-5
arasinda degisen kirmizi-kahverengi iri granuller (ANAE(+ ) , hokta tarzinda p02|t|V|te)
gbzlenirken, lenfositlerin %4.26+2.36’sinda ise diffuz ¢ok sayida klglUk graniller (ANAE(+ )
diffz ince graniler pozitivite) gdzlenmistir (Sekil 1.c-e, Tablo 1). Nokta tarzinda pozitivite
gbsteren hicrelerde grandller ¢ogunlukla hiicre zarinin hemen altinda lokalize olmakla birlikte
sitoplazmanin degisik yerlerinde de gdzlenmistir. Diffiiz graniler pozitivite gésteren hiicrelerde
ise grandllerin sitoplazmanin her tarafina dagiimis oldugu dikkat ¢ekmistir. Bunun yani sira
monositler genellikle sitoplazmalarinda gl ve yaygin tarzda pozitivite gésterirken, nétrofiller
ise ¢ok zayif bir reaksiyon vermistir (Sekil 1.f ve g).

ACP-az demonstrasyonu sonucunda ise lenfositler cogunlukla (%83.40) negatif reaksiyon
verirken, daha az orandaki lenfositler (%16.60) sayilari 1-3 arasinda degisen pembe-kirmizi
graniler tarzda pozitivite gostermistir (Sekil 1.h-j, Tablo 1). ACP-az pozitif lenfositlerde graniller
cogunlukla hiicre zarinin hemen altinda lokalize olmakla birlikte sitoplazmanin degisik yerlerinde
de gbézlenmistir.
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Tablo 1. Nannospalax nehring/nin (n=5) periferal kan lenfosit orani ile ANAE ve ACP-az pozitivite oranlari
(X +SS)

Lenfositlerin ACP-az

Lenfosit Lenfositlerin ANAE Pozitivite Orani (%) Pozitivite Orani (%)
Orani (%) ANAE(+)1 ANAE(+)2 ANAE(-) ACP-az(+) ACP-az(-)
68.00+5.43 73.4516.87 4.26+2.36 22.29+5.79 16.60+5.90  83.40%5.90

f — 9 —h — | el A

Sekil 1. a) May-Griinwald Giemsa ile boyanmis lenfosit b) Pozitivite gdstermeyen ANAE(-) lenfosit ¢) Tek
grandllt ANAE(+)1 lenfosit d) Ug grandll ANAE(+)1 lenfosit e) Diffuz, ¢cok sayida ve ince graniler
pozitivite gdsteren ANAE(+)2 lenfosit f) Sitoplazmasinda yaygin ve gugli tarzda ANAE pozitivitesi
gosteren monosit g) Sitoplazmasinda ¢ok zayif ANAE pozitivitesi gosteren nétrofil  h) Pozitivite
gdstermeyen ACP-az(-) lenfosit i) Tek granillii ACP-az(+) lenfosit j) Iki graniillii ACP-az(+) lenfosit (Bar=
5 pum).

Tartisma

Lenfosit orani memeli hayvanlardan tavsanlar igin %54.2-%73.25, kobay i¢in %71.4, ratlar
icin %68.00-71.1 ve fareler i¢in %74.3-76.9 olarak bildirilmistir [31,32]. Bu ¢alismada kor fare (N.
nehringi) i¢in tespit ettigimiz %68.00’lik lenfosit orani, memelilerden kemirgen olan ratlara,
kobaylara ve farelere ayrica kemirgen olmamakla birlikte tavsanlara ¢ok yakindir. Bununla
birlikte Candan [23]'in Ankara bdlgesinden elde ettigi kor farelerle (Spalax leucudon) yaptig bir
calismada, kontrol grubu drneklerinde akyuvarlar iginde en yiiksek oranda nétrofiller belirlenmis,
ikinci sirada %33 oranla lenfositlerin  bulundugu bildirilmistir. Bizim sonuglarimizla
karsilastinldiginda lenfosit oranlari arasindaki farkin hayvanlarin yasam kosullari, yaslari,
cinsiyetleri, strese maruz kalmalari ve drneklerin farkh bdlgelere ait olmasindan kaynaklanmis
olabilecegi distinlilmektedir.

ANAE pozitivitesi, lenfosit, monosit ve makrofajlarda farkli sekillerde gézlenmektedir. insan
periferal kan lenfositlerinde iki farkli pozitivite tipi tespit edilmistir [2,8,14]. Bunlardan birincisi, bir
veya birkag adet kirmizi-kahverengi granidlden ibaret olan nokta tipindeki pozitivite (Dot-Like
Positivity Pattern) T-lenfositlere 6zgidir [2-4,8,9,16,18]. Ikinci tip pozitivite ise ince graniiler
boyanmadir (Fine Granular Positivity Pattern). Bu tarz boyanmanin “Null Cells” olarak
adlandirilan hiicrelere 6zgi oldugu ifade edilmektedir [2,14]. B-lenfositlerin ise ANAE negatif
reaksiyon verdigi bildiriimektedir [1,2,5,6,14,33]. Monosit ve makrofajlarda sitoplazmada yaygin
ve gUglu bir pozitivite gbzlendigi bildirilmistir [2,14,16,33,34]. Nétrofillerin ise memelilerde
cogunlukla zayif pozitivite verdigi belirtiimistir [34]. Bu ¢alismada da benzer sekilde kér farelerde
ANAE demonstrasyonu sonucu lenfositler nokta tipinde ve ince graniler pozitivite, monositler
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yaygin ve gucli bir pozitivite, nétrofiller ise ¢ok zayif bir pozitivite géstermistir. Nokta tipinde
pozitivite gbsteren lenfositler ANAE(+)1 kabul edilmistir. Bununla birlikte ANAE enziminin kor
farelerde T-lenfositlere 6zgl oldugu konusunda bir literatiir bilgisi olmadigi igin 151k mikroskobik
dizeydeki bu ¢alisma ile ANAE(+)1 lenfositlerin T-lenfositler, ANAE(-) lenfositlerin B-lenfositler
oldugu sdylenemez. ince graniiler pozitivite gosteren lenfositler ise ANAE(+)? kabul edilmistir.
Dustik orandaki bu hiicrelerin ise Null hiicresi olmasi muhtemeldir.

Goldberg ve Barka [35] insan perifer kan frotilerinde, en gugli ACP-az aktivitesine monosit
ve eozinofillerde rastlamislar, bazofillerin ise negatif reaksiyon verdiklerini tespit etmislerdir. Bir
baska calismada [36] ise insan perifer kanindaki lenfositlerin birkag adet iri granilden olusan
graniler enzim pozitivitesi gbsterdikleri, monositlerin ise soluk ve sitoplazmaya dagiimis haldeki
ince granulllerden olugan yaygin pozitivite gosterdikleri belirlenmistir. Yang ve ark. [20]nin
neoplastik ve non-neoplastik insan lenf yumrularinda yapmis olduklari bir galismada, ACP-az
icin biri hem lenf yumrusu hem de kan frotilerindeki T-lenfositlerinde gb&zlenen globuler
pozitiviteyle, sadece lenf yumrularindaki T-lenfositlerinde tespit edilen graniler pozitivite tiplerini
gbdzlemiglerdir. Kobay, fare ve ratlarin timositlerinde, bir ya da birka¢ iri grandl halinde veya
sitoplazmanin bir kutbunda toplanmig kiiclk graniler tarzdaki ACP-az pozitivitesi gbzlenirken;
dalak ve lenf yumrularindaki lenfositlerde ise yaygin non-granller pozitivite gdzlenmektedir
[37,38]. Basso ve ark. [11] insanlarda timositlerde erken fétal donemde kazanilan ACP-az
pozitivitesinin dogumdan sonra da perifer kan T-lenfositlerinde gug¢li bir sekilde gbzlendigini
bildirmiglerdir. Bununla birlikte tavuklarin T-lenfositlerinde ACP-az pozitiviteleri konusunda farkli
gorusler vardir. Glick [39] ile Moriya ve Ichikawa [40], bursa Fabricii’deki lenf foliklllerinin korteks
ve medullalan ile timusun hem korteks ve hem de medullasinda ACP-az igeren lenfositlerin
bulundugunu; bu nedenle de ACP-az'in tavuk T-lenfositlerine 6zgl olmadigini bildirmiglerdir.
Bazi arastiricilar ise ACP-az enziminin tavuklarda B-lenfositlere 6zgl oldugunu ileri stirmektedir
[41,42]. Bu calismada ACP-az demonstrasyonu sonucu lenfositlerde iri graniiler pozitivite
gdzlenmistir. Bununla birlikte bazi memeli tirlerinde ve tavukta iyi sonug veren ve bu ¢alismada
da uygulanan ACP-az demonstrasyon ydntemiyle koér farelerde lenfositlerdeki ACP-az
pozitivitesi diisik oranda tespit edilmistir. Bu durum enzim histokimyasal ¢calismalarda dnemli bir
etken olan inkibasyon solisyonunun pH’sina bagli olabilir ve ilerde yapilacak ¢alismalarda pH
degisikliklerine gidilerek ydntem kor fareler igin modifiye edilebilir. Ayrica ACP-az’in kér farelerde
T-lenfositlere 6zgi oldugu konusunda bir literatir bilgisi olmadigi i¢in isik mikroskobik diizeydeki
bu calisma ile ACP-az(+) lenfositlerin T-lenfositler oldugu sonucuna varilamaz.

Farkli memeli tdrlerinin periferal kanlarindaki ANAE(+)1 ve ACP-az(+) lenfosit oranlari
oldukca degisiklik gostermektedir. insanlarda %69-75 [6,14], kopeklerde %56-78 [18,34],
kedilerde %64 [34], domuzlarda %59 [34], sigirlarda %47.7-%56.1 [16,34], develerde %81.33
[43], tavsanlarda %34 [32] ve yarasalarda %44.76-52.61 [44] oraninda ANAE(+)1 lenfosit
bulundugu bildirilmistir. Sen ve ark. [45] melez kdpeklerin periferal kan lenfositlerinde %62.64
oraninda ANAE(+)1 lenfosit, %46.74 oraninda ACP-az(+) lenfosit belirlerken, Sur ve ark. [30] ise
erkek ve disi Kangal kopeklerinde sirasiyla %63.13 ve %60.75 oraninda ANAE(+)' lenfosit,
%39.40 ve %39.13 oraninda ACP-az(+) lenfosit belirlemislerdir. Sur [46] koyunlarda yaptig
calismada ise %66.37-83.54 oraninda ANAE(+)1 ve %21.12-42.62 oraninda ACP-az(+) lenfosit
belirlemistir. Goldberg ve ark. [47] ratlarda ACP-az(+) lenfosit oranini yaklasik %60 olarak
belirlemis ve farelerde bu oranin daha disik oldugunu vurgulamistir. Yukarida bahsedilen
memeli tlrlerine kiyasla bu c¢alismada kér fareden elde ettigimiz %73.45'lik ANAE(+)1 lenfosit
orani genel olarak yiiksek, %16.60’lik ACP-az(+) lenfosit orani ise disik goriilmektedir.

Sonug olarak Konya bélgesinden elde edilen kér farelerin perifer kan lenfosit oranlari ile
ANAE(+) ve ACP-az(+) lenfosit oranlarinin belirlendigi bu calismada, elde edilen verilerin
bundan sonra yapilacak olan benzer calismalara katki saglayacadl ve alanindaki literatir
boslugunu kismen de olsa dolduracagi disiniimektedir.
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