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Ozet: Bu calismada Turkiye'deki tg farkll yarasa tiriiniin perifer kan lenfosit oranlar
ile alfa naftil asetat esteraz (ANAE) ve asit fosfataz (ACP-az) pozitif lenfosit oranlarinin
1sik mikroskobik diizeyde belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla dért Rhinolophus
ferrumequinum (Biiyiik nal burunlu yarasa; 29, 2, Kilis), dort Pipistrellus kuhlii (Beyaz
yakall yarasa; 29, 23, Mersin) ve bes Tadarida ieniotis (Kuyruklu yarasa; 49, 143,
Sanliurfa) érneginden usuliine uygun olarak kan alinmis ve her 6rnekten alti adet froti
hazirlanarak havada kurutulmustur. Rutin May-Griinwald Giemsa yontemiyle boyanan
iki frotide lenfosit oranlari belirlenmistir. Diger frotiler fosfat tamponlu gluteraldehit-
asetonda (-10°C) 3 dakika tespit edilmisti. Bu frotilerden ikisine ANAE
demonstrasyonu, son ikisine de ACP-az demonstrasyonu uygulanmigtir. ANAE
demonstrasyonu sonucunda lenfositler 1-3 arasinda degisen sayida kiremit kirmizisi-
kahverengi graniilden ibaret nokta tarzinda pozitivite gOstermistir. Monositler
sitoplazmalarinda giiglii ve yaygin tarzda pozitivite gosterirken, nétrofiller ise zayif bir
reaksiyon vermistir. ACP-az demonstrasyonu sonucunda ise bu calismada incelenen
her Gg¢ yarasa tirinin lenfositlerinde ACP-az pozitivitesine 6zgli graniiliere
rastlanmamistir. R. ferrumequinum, P. kuhlii ve T. teniotis icin ortalama lenfosit oranlari
siraslyla %68.94+6.53, %61.58+7.14 ve %72.80+3.18, ortalama ANAE pozitif lenfosit
oranlari ise %52.61+2.55, %44.76+9.07 ve %46.29+3.48 olarak belirlenmistir. Lenfosit
orani bakimindan P. kuhlii ve T. teniotis arasindaki fark ile ANAE pozitif lenfosit orani
bakimindan R. ferrumequinum ve T. teniotis arasindaki fark istatistiksel olarak énemli
dizeyde bulunmustur (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Rhinolophus ferrumequinum, Pipistrellus kuhlii, Tadarida teniotis,
lenfosit, alfa-naftil asetat esteraz, asit fosfataz.

An Enzyme Histochemical Study on the Peripheral Blood
Lymphocytes of Three Different Bat Species

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 three bat species (Rhinolophus ferrumequinum 29, 23, Kilis;
Pipistrellus kuhlii 22, 23, Mersin; and Tadarida teniotis 42, 18, Sanliurfa) in Turkey.
For this purpose, six smears were prepared and air dried from each animal. Two of
them were stained with May Grinwald-Giemsa for the determination of PBL
percentages. 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 positive
lymphocytes displayed a dot like positivity pattern characterized with 1-3 reddishbrown
cytoplasmic granules. Monocytes gave a diffuse and strong reaction while neutrophils
displayed a weak positive reaction in their cytoplasms for ANAE. However,
lymphocytes were not displayed ACP-ase positivity in all bat species investigated.
Mean PBL ratios were 68.94+6.53%, 61.58+7.14% and 72.80+3.18%, and mean
ANAE positivity ratios of PBL were 52.61+2.55%, 44.76+9.07% and 46.29+3.48% for
R. ferrumequinum, P. kuhlii and T. teniotis, respectively. The differences in PBL ratios
between P. kuhlii and T. teniotis and in ANAE positivity ratios of PBL between R.
ferrumequinum and T. teniotis were statistically significant (p<0.05).

Key words: Rhinolophus ferrumequinum, Pipistrellus kuhlii, Tadarida teniotis,
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Giris

Alfa naftil asetat esteraz (ANAE) lizozomal bir enzimdir [1, 2]. Pratikte pek ¢ok turiin gerek doku
ve gerekse perifer kan frotilerinde T-lenfosit, B-lenfosit ve monositlerin birbirlerinden ayirt
edilmelerinde bu enzimden yararlaniimaktadir [3-10]. ANAE, T-lenfosit olgunlasmasinin ileri
asamalarinda kazanilan bir enzimdir [11]. Celik ve ark. [12]'da sigir fétuslerinde yaptiklari bir.
calismada, fétlslerin perifer kanlarinda ANAE pozitif lenfositlere gebeligin 60. giiniinde
rastlamig, 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
gésterdigine inanilmaktadir [3]. ANAE &zellikle basta insan olmak tzere [13, 14], sigir [15, 16],
tavuk [17], kdpek [18] ve farede [3] T-lenfositlerin ayiriminda yararlanilan bir enzimdir.

Asit fosfataz (ACP-az) asit hidrolazlar grubundan olup, miyelositler, polimorf niikleer I6kositler,
lenfositler, plazma hicreleri, megakaryositler, kan pulcuklari ve mononiikleer fagositik sistem
hicrelerinde bulunan lizozomal bir enzimdir [19]. Ozellikle makrofajlar gok giiclii ACP-az
aktivitesi gosterirler [13]. ACP-az enzimi de &zellikle insanda T-lenfositlerin ayiriminda
yararlanilan bir enzimdir [11, 20].

Bazi yarasa tlrlerinin kanlarinda hematolojik parametreler belirlenmis ve histokimyasal
calismalar yapilmis olmakla birlikte [21-23], perifer kan lenfositlerinde ANAE ve ACP-az
pozitivitesine ait literatlir bilgisine rastanmamistir. Bu galismada Turkiye'deki lg farkli yarasa
tlrantn 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 galismada dort Rhinolophus ferrumequinum (Blyik nal burunlu yarasa; 22, 23, Kilis), dért
Pipistrellus kuhlii (Beyaz yakali yarasa; 29, 28, Mersin) ve bes Tadarida teniotis (Kuyruklu
yarasa; 49, 138, Sanlurfa) 6rnedi kullaniimistir. Canli olarak laboratuara getirilen saglikli
hayvanlarin 6n Uyelerindeki toplardamarlardan usuliine uygun olarak kan 6rnekleri alinmis ve
her 6rnekten alti adet froti hazirlanarak havada kurutulmustur. Bu frotilerden ikisi rutin May-
Grinwald Giemsa boyama yontemiyle [24] boyanarak, etanol serisinde dehidrasyon ve ksilolde
seffaflastirma basamaklarindan sonra entellan (Merck) ile kapatilmistir. Bu preparatlarda
lenfosit oranlari (%) 1sik mikroskobunda immersiyon objektif yardimiyla her birey igin 200
akyuvar degerlendirilerek belirlenmistir.

- Diger dort froti enzim demonstrasyonu igin -10°C'deki fosfat tamponlu glutaraldehit-aseton tespit
soliisyonunda (pH=4.8) 3 dakika tespit edilmis ve distile su ile ¢ kez yikanarak oda
sicakliginda kurutulmustur. Bu frotilerden ikisine ANAE demonstrasyonu diger ikisine ACP-az
demonstrasyonu uygulanmistir. ANAE demonstrasyonu igin inkiibasyon iglemi su sira ile
gerceklestirilmistir. pH’si 5.0 olan tamponlu fosfat sollisyonunun 80 ml'sine 0.8 ml aseton
icerisinde eritlen 20 mg substrat (alpha-naphthyl acetate-Sigma-N-8505) yavas yavas
damlatiimistir. Daha sonra 2.4 ml %4'luk sodyum nitrit (Merck-1.06544) soliisyonu ile 2.4 ml
pararozanilin (Sigma-P-3750) (1 g pararozanilin, 20 ml distile su, 5 ml konsantre HCI)
solisyonunun 2 dakika sireyle bekletimesiyle elde edilen 4.8 ml hekzazotize edilmis
pararozanilin karigimi, substrat iceren tamponlu fosfat sollisyonuna eklenmistir. Hazirlanan
solisyonun pH'si, 1 N NaOH solisyonu ile 5.8'e ayarlandiktan sonra siiziilmistir. Bu
inkiibasyon sollisyonu igerisinde frotiler 37°C'de en az 2 saat siireyle kontrollii bir sekilde
bekletilmis, kirmizi-kahverengi grandllerin sekillenmesinden sonra inkiibasyon islemi sona
erdirilmistir.

ACP-az demonstrasyonu igin inkiibasyon islemi su sira ile gergeklestiriimistir. pH'si 5 olan
tamponlu Michael'in Veronal-asetat soltisyonu ile substrat olarak 1 ml N,N-dimetilformamide
icerisinde ¢dzdirllmis 10 mg naphthol AS-Bl phosphate (Sigma-N-2125) kullaniimistir.
Tampon solisyonunun 5 ml'sine ilave edilen 1 ml substrat soliisyonu, 13 ml distile su ile
karistirildiktan sonra 1.6 ml hekzazotize edilmis (0.8 ml pararozanilin, 0.8 ml %4'lik sodyum
nitrit) pararozanilin soliisyonu eklenmistir. Karigimin son pH’si 1 N NaOH soliisyonu ile 5.0'e
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ayarlandiktan sonra sliziilmistir. Hazirlanan bu inkilbasyon soliisyonu igerisinde kan frotileri
37°C'de kontrollii bir sekilde kirmizi grantiller sekilleninceye kadar (maksimum 6 saat) inklibe
edilmistir.

inkiibasyon sonunda (ger defa distile suyla yikanan preparatlara 20 dakika siireyle 0.1 M asetat
tamponunda (pH=4.2) hazirlanan %1'lik methyl-green (Merck C.I.N. 2585) gekirdek boyasi
uygulanmig, preparatlar etanol serisinde dehidrasyon ve ksilolde seffaflastirma
basamaklarindan sonra entellan (Merck) ile kapatiimistir. ANAE demonstrasyonunda lenfosit
morfolojisine sahip 1-3 arasinda degisen sayida kiremit kirmizisi-kahverengi graniile sahip olan
hticreler ANAE(+) lenfositler olarak kabul edilirken, ACP-az demonstrasyonunda 1-3 arasindaki
sayida kirmizi graniile sahip hticreler ACP-az(+) lenfositler olarak kabul edilmistir. Isik
mikroskobik incelemelerde immersiyon objektifiyle her birey igin 200 adet lenfosit
degerlendirilerek ANAE(+) lenfosit oranlari (%) belirlenmistir. ACP-az demonstrasyonu
sonucunda uzun sireli inkiibasyona ragmen bu galismada incelenen her (i¢ yarasa tirinin
lenfositlerinde ACP-az pozitivitesine 6zgii graniillere rastlanmamis ve ACP-az(+) lenfosit
oranlari belirlenememigtir. Enzim demonstrasyonlari ve degerlendirmeler Sur ve ark. [25]'na
gobre gerceklestirilmistir.

Ug yarasa tiriiniin lenfosit ve enzim pozitif lenfosit oranlari arasindaki farklarin belirlenmesi igin
t-testi uygulanmig ve SPSS (9.0.0 versiyonu) paket programindan faydalaniimistir.

Sonuglar

R. ferrumequinum, P. kuhlii ve T. teniotis'in perifer kan 6rneklerinden hazirlanmis ve May-
Grlinwald Giemsa ile boyanmis preparatlarindaki lenfositler Sekil 1 (a)da gorilmektedir. Bu tg
tdre ait ortalama lenfosit oranlari Tablo 1'de verilmis ve lenfosit orani bakimindan P. kuhlii ve T.
teniotis arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05).

Her Ug yarasa tiriinde de ANAE demonstrasyonu sonucunda lenfositler bir ya da birkag¢ adet
kiremit kirmizisi-kahverengi graniilden ibaret nokta tarzinda pozitivite go6sterirken, monositler
sitoplazmalarinda yaygin ve giglii tarzda pozitivite gostermis, nétrofiller ise zayif reaksiyon
vermigtir (Sekil 1 (b-f)). ACP-az demonstrasyonu sonucunda ise bu calismada incelenen her (g
yarasa turinin lenfositlerinde ACP-az pozitivitesine 6zgii graniillere rastlanmamistir. Her lg
yarasa tlrintn ortalama ANAE(+) lenfosit oranlari Tablo 1'de verilmistir. ANAE(+) lenfosit orani
bakimindan R. ferrumequinum ve T. teniotis arasindeki fark istatistiksel olarak &nemli
bulunmustur (p<0.05).

Tablo 1. Calismada incelenen (g farkll yarasa tiriiniin perifer kan lenfosit oranlari ile ANAE(+) lenfosit ve
ACP-az(+) lenfosit oranlar

Lenfosit ANAE(+) lenfosit ACP-az(+)
orani (%) orani (%) lenfosit orani (%)
X +SS X SS X SS
Rhinolophus ferrumequinum (n=4)  68.94+6.53% 52.61+2.55° Pozitivite tespit ediimedi
Pipistrellus kuhlii (n=4) 61.58+7.14° 44.76£9.07% Pozitivite tespit edilmedi
Tadarida teniotis (n=5) 72.80£3.18° . 46.29+3.48° Pozitivite tespit edilmedi

aﬁAym stitunda farkl harf bulunduran ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak énemlidir (t testi,
p<0.05)
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Sekil 1. a) May-Griinwald Giemsa ile boyanmis perifer kan érneginde bir lenfosit b) Perifer kanda ANAE
enzim demonstrasyonu sonunda pozitivite gostermeyen lenfosit ¢) Tek graniillii ANAE(+) lenfosit d) Iki
granull ANAE(+) lenfosit e) Sitoplazmasinda yaygin ve glclu tarzda pozitivite gosteren monosit f)
Sitoplazmasinda zayif reaksiyon gésteren nétrofil (Bar=5 um).

Tartisma

Lenfosit orani memeli hayvanlardan tavsaniar icin %54.2-62.5, kobay icin %71.4, ratlar icin
%68.3-71.1 ve fareler igin %74.3-76.9 olarak bildirilmistir [26]. Bu galismada yarasalar igin tespit
ettigimiz %61.58-72.80'lik lenfosit oranlari, yukarida bahsedilen diger bazi memeli hayvanlarin
lenfosit oranlarina yakin gériinmektedir. Bununla birlikte farkl yarasa turleri arasinda lenfosit
orani bakimindan istatistiksel olarak énemli diizeyde farklilik olabilecegi tespit edilmistir.

ANAE pozitivitesi, lenfosit, monosit ve makrofajlarda farkli sekillerde gézlenmektedir. insan
perifer kan lenfositlerinde iki farkli pozitivite tipi tespit edilmistir [2, 4, 14]. Bunlardan birincisi, bir
veya birkag adet kirmizi-kahverengi grantilden ibaret olan nokta tipindeki pozitivite (Dot Like
Positivity Pattern) T-lenfositlere ézgtdir [1, 2, 4, 5, 9, 14, 16, 18]. ikinci tip pozitivite ise ince-
graniler boyanmadir (Fine Granuler Positivity Pattern). Bu tarz boyanmanin “Null Cells” olarak
adlandirilan hiicrelere 6zgii oldugu ifade edilmektedir [4]. B-lenfositlerin ise ANAE negatif
reaksiyon verdigi bildiriimektedir [3, 4, 6, 7, 14]. Monosit ve makrofajlarda ise sitoplazmada
yaygin ve glglu bir pozitivite g6zlendigi bildirilmistir [4, 14, 16, 27]. Bu calismada da benzer
sekilde her U¢ yarasa turlinde ANAE demonstrasyonu sonucu lenfositler nokta tipinde,
monositler ise yaygin ve giiclii bir pozitivite g6stermistir.

Goldberg ve Barka [28] insan perifer kan frotilerinde, en giigli ACP-az aktivitesine monosit ve
eozinofillerde rastlamislar, bazofillerin ise negatif reaksiyon verdiklerini tespit etmislerdir. Bir
baska calismada [29] ise insan perifer kanindaki lenfositlerin birkag adet iri graniilden olusan
grantler enzim pozitivitesi gésterdikleri, monositlerin ise soluk ve sitoplazmaya dagilmis haldeki
ince grandllerden olusan yaygin pozitivite gosterdikleri belirlenmistir. Yang ve ark. [20]nin
neoplastik ve non-neoplastik insan lenf yumrularinda yapmis olduklari bir ¢alismada, ACP-az
icin biri hem lenf yumrusu hem de kan frotilerindeki T-lenfositlerinde gézlenen globuler
pozitiviteyle, sadece lenf yumrularindaki T-lenfositlerinde tespit edilen grantiler pozitivite tiplerini
gozlemislerdir. Kobay, fare ve ratlarin timositlerinde, bir ya da birkag iri graniil halinde veya
sitoplazmanin bir kutbunda toplanmis kiglk graniiler tarzdaki ACP-az pozitivitesi gézlenirken;
dalak ve lenf yumrularindaki lenfositlerde ise yaygin non-granller pozitivite gézlenmektedir [30,
31]. Basso ve ark. [11] insanlarda timositlerde erken fétal dénemde kazanilan ACP-az
pozitivitesinin dogumdan sonra da perifer kan T-lenfositlerinde de glgcli bir sekilde g6zlendigini
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bildirmiglerdir. Bununla birlikte tavuklarin T-lenfositlerinde ACP-az pozitiviteleri konusunda farkli
gorusler vardir. Glick [32] ile Moriya ve Ichikawa [33], bursa Fabriciideki lenf folikillerinin
korteks ve medullalari ile timusun hem korteks ve hem de medullasinda ACP-az iceren
lenfositlerin bulundugunu; bu nedenle de ACP-az'in tavuk T-lenfositlerine 6zgt olmadigini
bildirmislerdir. Bazi arastiricilar ise ACP-az enziminin tavuklarda B-lenfositlere 6zgl oldugunu
ileri slirmektedir [34, 35]. Bazi memeli tiirlerde ve tavukta iyi sonug veren ve bu calismada da
uygulanan ACP-az demonstrasyon yéntemiyle inkiibasyon siiresi maksimum tutulmasina
ragmen, U¢ yarasa tiriinde de lenfositlerde pozitiviteye Ozgi graniller gbzlenememistir. Bu
durum enzim histokimyasal c¢alismalarda énemli bir etken olan inklibasyon sollsyonunun
pH’sina bagli olabilir ve yapilacak degisikliklerle yéntem yarasalar icin modifiye edilebilir.

Farkli memeli turlerinin perifer kanlarindaki ANAE(+) ve ACP-az(+) lenfosit oranlar oldukga
degisiklik gostermektedir. insanlarda %69-75 [7, 14], kopeklerde %56-78 [18], sidirlarda %47.70
[16], develerde %81.33 [36] ve tavsanlarda %34 [37] oraninda ANAE(+) lenfosit bulundugu
bildirilmistir. Sen ve ark. [38] melez képeklerin perifer kan lenfositlerinde %62.64 oraninda
ANAE, %46.74 oraninda ACP-az pozitivitesi belirlerken, Sur ve ark. [25] ise erkek ve disi
Kangal képeklerinde sirasiyla %63.13-%60.75 oraninda ANAE, %39.40-%39.13 oraninda ACP-
az pozitivitesi belirlemislerdir. Bu ¢alismada yarasalarda elde ettigimiz  %44.76-52.61'lik
ANAE(+) lenfosit oranlari yukarida bahsedilen memeli tiirlere gbre genel olarak dusiik
goralmektedir. Ayrica farkli yarasa tirleri arasinda da ANAE(+) lenfosit orani bakimindan
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik olabilecegi tespit edilmigtir.
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