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OZET

Amac: Bu caligma, siganlarda yasa bagli olarak timus ve periferal kan dokusunda bulunan lenfositlerin
histokimyasal ve histometrik incelenmesi amactyla yapildi.

Gere¢ ve Yontem: Caligmada 60 Wistar Albino sigan kullanildi. Farkli yas grubundaki siganlar dekapite
edilerek timus ve kan dokulari uzaklastirildi. Timus dokular1 sirastyla formol-sukroz ve Holtz soliisyonunda
tespit edildi. Kan dokular1 ise heparinli tiiplere alindi. Alfa naftil asetat esteraz (ANAE) pozitif lenfositleri
belirlemek amaciyla kriyostatta timus dokusundan alinan kesitler, pH 5,8’de 5 dakika, kan dokusundan yapilan
frotiler ise pH 5,8 'de 3 saat siire ile inkiibasyon soliisyonunda boyandi.

Bulgular: Timusta her dénem i¢in korteks ve medullada bulunan toplam ANAE (+) lenfosit dagilimu istatistiksel
olarak degerlendirildiginde en fazla puberte, en az ergin dénemde bulundugu; prepuberte déneminde ise ergin
doneme gore bu sayinin anlamli bir sekilde fazla oldugu saptandi. Kan dokusunda ise ANAE pozitif lenfosit
sayilarinin prepuberte doneminde oldukga az, puberte donerninde en fazla, ergin donemde ise puberteye gore az
ancak prepuberte donemine gore fazla oldugu saptandi. Kan dokusunda ANAE negatif lenfositler B lenfosit
olarak degerlendirildi.

Sonuc: Kan dmeklerinde ANAE (+) lenfositlerin orani prepuberte ve puberte donemlerinde timustaki dagilimla
paralellik gosterirken, sadece ergin dénemde periferal kandaki pozitiflik oraninin timusa goére oldukga yiiksek
¢ikmasi timustaki involusyona baglanabilecegi gibi, periferdeki bellek T hiicrelerinin siirekli olarak

proliferasyonu sonucu da bu artigin olabilecegi kanaatindeyiz
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Investigation of Histochemical and Histometric Distribution of Lyphocytes in Thymus

and Blood Tissues Due to Rats Age

ABSTRACT

Objective: This study was performed to investigate the histochemical and histometric
distribution of lymphocytes in thymus and blood tissues of the rats depending on their

different age stages

Material and Method: In the study, 60 Wistar albino rats were used. Thymus and blood
tissue samples were taken following decapitation. Thymus tissues were firstly placed in
formal-sucrose and then Holtz solutions for fixation. Blood samples were put into the
heparinized tubes. To determine the alpha naptyhl acetate esterase (ANAE) positive
lymphocytes from the both tissues, thymus tissue sections cut into 10 u thickness by cryostat
microtome and smears made from blood samples were stained in the incubation solutions for

5 minutes and 3 hours at pH 5.8 respectively.

.Results: When the ANAE (+) positive lymphocytes existence in cortical and medullar parts
of the thymic tissue were evaluated for each stage statistically; the most numbers in puberty
and the least in adult stage were found respectively whereas the pre-puberty stage were found
to have much more positive lymphocytes compared with the adult stage. In the blood tissue
samples, the numbers of ANAE positive lymphocytes were found to be very few in pre-
puberty stage, the most in the puberty stage; however, the numbers of the cells in the adult
stage were fewer than puberty but more than pre-puberty stages. The ANAE negative

lymphocytes in the blood tissue samples were regarded as B lymphocytes

Conclusion: While the rate of lymphocytes in pre-puberty and puberty stages in blood
samples paralleled with their distribution in the thymic tissue, the rate of positive lymphocytes
in peripheral blood was much more higher than thymus tissue only in the adult stage, which it
could be postulated that abundant numbers might have been because of thymus involution or

constant proliferation of the memory T cells in periphery.

Key Words: Age, ANAE, histochemistry, lymphocytes, rat.
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GIRIS

Memelilerde bagisiklik sisteminin ana gérevi doku hemostazini izlemek, viicudu invazyonlara
ve enfeksiydz patojenlere karst korunak ve zarar gormiis hiicreleri ortadan kaldirmaktir (1).
Immun sistem, yabanci antijenlere kars1 hizl1 ve etkili bir sekilde hiicresel proliferasyonla
cevap verir (2) .

Bu sistemin primer lenfoid organlarindan birisi olan timus immun sistemin gelisim ve
devamliliginda o6nemli rol oynar. Timus ayni zamanda T hiicre farklilagmasinin
gerceklestigi bir organdir (3). Immun komponentlerden birinin kayb1 ya da azalmasi, immun
cevapta gorevli olan biitiin basamaklar1 da etkiler. Bu nedenle kanser ya da enfeksiyoz
etkenleri gibi yabanci uyaricilara karsi cevap verme yetenegi azalir. Bazi durumlarda, kendi
antijenlerini yabanci kabul ederek, otoimmun reaksiyonlarda artisa sebep olabilir (2).

Insan ve hayvan modellerinde immun fonksiyonlarin yasla beraber azaldigi bilinmektedir
(4,5). Yasa iligkin immun yetenek kaybi hem hiicresel ve hem de humoral bagisiklikta ortaya
¢ikmaktadir. Bu durum, hayatin erken asamalarinda ortaya ¢ikan timusun involusyonu ile
ilgilidir (6). Timus olgun lenfositlerin devamindan sorumlu en 6nemli organ oldugu igin,
ilerleyen yasla beraber erken involusyonunun goriilmesi, immun sistemin gerilemesinin ana
nedeni olarak kabul edilmektedir (7). Insanlarda involiisyon olgusunda lenfoid doku adipoz
doku ile yer degistirir. Bu degisime bagli olarak timusun biiyiikliigiinde belirgin degisim
olmamasina ragmen lenfosit oraninda belirgin degisimler ortaya ¢ikmaktadir (8).

Involiisyona bagl olarak yardimci T lenfositlerinin, baskilayici T lenfosit alt tiplerine gore
oranlarinin degistigi, immun sistemin hiicresel ve sivisal tepkilerinin azaldig1r ve oto immun
aktivitenin arttig1 bildirilmistir. Normal T hiicre fonksiyonlarinin yasa bagli olarak
azalmasinin, timik lenfatik dokunun, 6zellikle korteks atrofisinin bir sonucu oldugu kabul

edilmektedir (9). Timusun T hiicrelerini tiretme isleminin, yeni doganlarda olduk¢a smirli ve
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timusun involiisyonundan dolay1 eriskinlerde ise azalan oranlarda olmasi, T hiicrelerinin
yaglanmaya karsi hassas oldugunu gosteren bir bulgu olarak degerlendirilmektedir (10).
Antikor iireten immunkompeten birimlerin sayisinin yasla azaldigi ve bu durumun T ve B
hiicre proliferasyonlarindaki azalma, hiicreler arasi etkilesmenin bozulmasi ve/veya uygun
olmayan T/B lenfosit oranindan dolay1 oldugu bildirilmistir (8).

Bu baglamda, yasa bagli immun yetersizlik sonucu, enfeksiyon ve kanser vakalarinda,
ozellikle 65 yas tstii (11) insidans ve prevalans artmaktadir (12).

Lenfositleri ayirt etmek igin enzimler iizerinde calisan arastirmacilar ANAE adi verilen
enzimin T lenfositlerde bulundugunu, B lenfositlerde ise bulunmadigini bildirmislerdir
(13,14,15). Elektron mikroskopik incelemelerde ANAE' nin lizozomal bir enzim oldugu ve
tek bir zar tarafindan sarilan vezikiil benzeri organellerin igerisinde bulundugu bildirilmistir
(16). Memeli dokularindaki esteraz aktivitesinin, jel elektroforesiz teknigi ile ayrt edilebilen
izoenzimler dolayisiyla oldugu rapor edilmistir (17) ANAE boyama tekniginde, enzim
reaksiyonu, enzimin, inkiibasyon soliisyonundaki substrati olan alfa naftil asetat1 hidrolize
ederek, alfa naftili serbest birakmasi esasina dayanmaktadir. ANAE boyama teknigi, gerek
smear ve gerekse doku kesitlerine uygulanabilmektedir. Bu boyama tekniginin O6nemli
avantajlarindan birisinin, ayn1 dokunun immunofloresan boyama metodundan daha iyi bir
sekilde ve detayli olarak incelenebilmesine imkan vermesidir (18). Enzim reaksiyonu basit
151k mikroskobunda kolaylikla gozlenebilmektedir (19). Metotta kullanilan kimyasallar
ucuzdur, reaksiyon {irlinii olduk¢a kromojeniktir, preperatlar uzun siireli olarak
korunabilmekte ve defalarca incelenebilmektedir (20).

Yukarida bahsedilen bilgiler 1s1ginda, lenfositlerin yasa bagli olarak timus ve kan
dokusundaki varliginin belirlenmesi ile, memelilerde timus ve kan dokusunun yasa bagl

olarak lenfositlerle iligkisini gosteren bilgilere yeni bir 151k tutulacagi diisiiniilmektedir.
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Bundan dolayi, bu calismada, sicanlarda, yasa bagli olarak timus ve kan dokusunda
dokusunda bulunan lenfositlerin histokimyasal ve histometrik yontemlerle belirlenmesi
amaglanmstir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismada, agirliklar1 75-250 gr arasinda degisen toplam 60 adet disi Wistar Albino sigan
kullanildi. Hayvanlar 20’serli 3 gruba ayrildi. Gruplar prepuberte (1 ay), puberte (2,5 ay) ve
ergin (12 ay) olacak sekilde diizenlendi. Ayr1 kafeslerde gruplar halinde barindirilan
hayvanlar, standart pelet sigan yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Biyolojik ritimlerinin
diizenliligini saglamak i¢in 12 saat yapay 151k ve 12 saat karanlik uygulandi.

Calisma grubunu olusturan hayvanlar, eter inhalasyonu ile anesteziye alindi ve dekapite
edildi. Hayvanlarin timus dokular1 alinarak alfa naftil asetat esteraz (ANAE) pozitif hiicreleri
belirlemek igin, pH' s1 6.8 olan 6nceden sogutulmus tamponlu formol-sukroz soliisyonunda
+4 °C'de 22 saat siireyle tespit edildi. Daha sonra +4 °C'de Holtz soliisyonunda 22 saat
tutularak (18) 10 mikron kalinliginda kriyostat (Shandon AS 620, London) kesitleri alind1 ve
onceden formol jelatin ile kaplanmis lamlara transfer edildi. Preperatlar oda sicakliginda bir
saat kurumaya birakildi. ANAE pozitif hiicrelerin belirlenmesi i¢in kesitler, Mueller ve
arkadagslar1 (18)'na gore hazirlanan inkiibasyon soliisyonunda 5 dakika siireyle boyandi.
ANAE enzim boyamasi yapildiktan sonra yikanan kesitlere, pH's1 4.2 alan asetat tamponunda
cozdiiriilen % 1'lik metil-green ile 5 dakika cekirdek boyamasi uygulandi. Hazirlanan
preparatlar, dereceli alkollerden gecirilerek suyu uzaklastirildi ve ksilolle parlatildiktan sonra
entellanla kapatildi. Boyama sonunda hiicre zarina yakin veya bitisik olan bir veya birden

fazla kirmiz1 kahverengi graniile sahip hiicreler, ANAE pozitif T lenfosit olarak kabul edildi.
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Timus dokusundaki ANAE pozitif lenfositlerin degerlendirilmesi

Timustan hazirlanan preparatlar, Nikon Optiphot-2 model arastirma mikroskobunda incelendi
ve fotograflari ¢ekildi. Timositlerin korteks ve medulladaki sayisal dagilimini saptamak icin
yapilan hiicre sayimlarinda 100 kare okiiler mikrometre (eyepiece graticule) kullanildi. Her
bir kesit i¢in korteks ve medulla bolgelerinden rastgele secilen 5 bolgede 40k objektif
biiyiitmesinde 100 kare igerisine diisen birim alandaki hiicrelerin toplam sayilar1 belirlendi.
Daha sonra belirlenen pozitif hiicrelerin sayisi toplam hiicre sayisina orantilanarak pozitif
hiicrelerin yiizde degerleri bulundu (21).

Kan dokusundaki ANAE pozitif lenfositlerin degerlendirilmesi

Biitiin donemlerdeki siganlarin, periferik kan numuneleri, histokimyasal olarak alfa naftil
asetat esteraz boyamasi igin heparinli tiiplere alindi. Bu 6rneklerden hazirlanan preparatlar
doku kesitlerine uygulanan inkiibasyon soliisyonunda ANEA enzim boyama yontemine gore,
3 saat siireyle bekletildi.

Kan dokusunun ANAE enzim boyanmasiyla pozitif hiicrelerinin, hiicre zarina yakin veya
bitisik olan kirmizi renkli bir veya birden c¢ok sayida graniil tasidigr gozlenirken;
sitoplazmasinda bu tiir pozitif reaksiyon vermeyen karakteristik iri ¢ekirdekli hiicreler ise B
lenfosit olarak kabul edildi.

Kan preparatlarindan her grup i¢in toplam 1000 adet lenfosit sayilarak pozitif hiicrelerin orani
belirlendi. Timus ve kan dokusundan hazirlanan preparatlar, Nikon Optiphot-2 model
arastirma mikroskobunda incelendi ve gerekli goriilen bolgelerin fotograflar ¢ekildi.
Istatiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS (12.0) paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki

farkliliklar1 ortaya koymak i¢in nonparametrik test olan Kruskal Wallis testi, her gruba ait
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korteks ve medulla karsilastirmasinda ise Student t testi kullanildi. Sonuglar; ortalama ve
standart sapma olarak ifade edildi. Ayrica p<0.05 degeri anlamli olarak degerlendirildi (22).
BULGULAR

Timus Bulgulan

Prepuberte donemi: Hayvanlarin timuslarinda histolojik olarak korteks medulla ayriminin
kolaylikla belirlendigi, korteksin medullaya gore daha yogun hiicre igerdigi ve buna bagh
olarak daha koyu boyandigi gozlendi. Pozitif lenfositlerin sitoplazmalarinin bir tarafinda
kirmizidan kahverengiye kadar degisen renklerde, hiicre zarina bitisik, tek ya da ¢ift nokta
tarzinda boyama gozlendi. Yapilan incelemede ANAE pozitif lenfositlerin korteks ve
medullada esit bir dagilim gostermedigi belirlendi. ANAE pozitif lenfositlerin dis korteks
bolgesinde seyrek goriildiigli, ancak korteksin kortikomedullar kesisim bdlgesine yakin
kisimlarinda ise bu saymin arttigi gozlendi. Medullada ise ANAE pozitif lenfosit sayisi
kortekse gore fazla Idugu bulundu. Timusun ANAE enzim boyamasinda, korteks ve
medulladaki ANAE pozitif lenfositler heterokromatik gekirdekli olup az bir sitoplazmaya
sahip oldugu bulundu. Makrofaj benzeri hiicreler ise daha ¢ok kortikomedullar kesigim
bolgesinde oldugu belirlendi. irili ufakli graniillere sahip olan ve olduk¢a koyu boyanan bu
hiicreler, kortekste diizensiz dagilim gosterirken, kortiko-medullar kesisim bolgesinde diizenli
bir dizilim gostermekteydiler (Sekil 1). Prepuberte donemindeki hayvanlardan hazirlanan
timus doku kesitlerinde ANAE pozitif lenfosit sayimlarinda korteksteki hiicrelerin orani

%7.11+0.78 iken, medullada ise bu oran %26.47+2.89 olarak saptand.
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Sekil 1. a) Prepuberte donemindeki timusun genel goriintiisii., ANAE X 90. b) ANAE X

240, ¢) ANAE X 420. K: Korteks, M: Medulla, T: Pozitif lenfositler, Mk: Makrofaj
benzeri hiicre.
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Puberte donemi: Timus dokusunun loblanmasi ve korteks medulla ayrimi prepuberte
donemine benzer oldugu gozlemlendi. Korteks, timosit sayisindaki yogunluk sebebiyle
medullaya gore daha koyu olarak boyandi. Makrofaj benzeri hiicrelerin lokalizasyonu
prepuberte doneminde oldugu gibiydi. Bu donemde korteks ve medulladaki ANAE pozitif
lenfosit sayisinda prepuberte donemine kiyasla belirgin bir artis vardi. ANAE pozitif
lenfositlerin yerlesim bdolgelerinin prepuberte donemi ile benzerlik gosterdigi bulundu (Sekil
2). Puberte donemindeki hayvanlardan hazirlanan timus dokusu kesitlerinde ANAE pozitif
lenfosit sayimlarinda korteksteki hiicrelerin oran1 %20.77+2.06 iken, medullada ise bu oran
%65.16+5.57 olarak belirlendi.

Ergin donem: Hem korteks hem de medullada hiicre yogunlugunun 6nemli derecede azaldigi
belirlendi. Bu donemde kortiko-medullar simirdaki makrofaj benzeri hiicrelerin oldukca
azaldiklar1 gozlendi (Sekil 3). Ergin donemdeki hayvanlardan hazirlanan timus dokusu
kesitlerinde ANAE pozitif lenfosit sayimlarinda korteksteki hiicrelerin oran1 %5.14+0.44 iken,

medullada %12.5+1.33 oraninda oldugu bulundu.
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b) ANAE X 220, ¢) ANAE X 420.

K: Korteks, M: Medulla, T: Pozitif lenfositler, Mk: Makrofaj benzeri hiicre.

Sekil 2. a) Puberte donemindeki timusun genel goriiniimii, ANAE X 90

909



Yalgin ve ark. AU Saglik Bil. Derg.

5‘&?"-3"3"‘@"- S - At :
¥

D
: (8433 TS, >
by e P s 1 M b Y
g*kﬁhnﬂ:l‘i‘i '-ﬁ.t;" FAS e i s R i R s e

) .' '."-tl ,"“; _:",_ ". ,’ ‘g 7,. _‘
LA KR RS 4
pah BB LI et g
L e *“ p 6 4 S & ;..’ 'i‘
X Tl RS RS

“ 2 - - ' '_' g -:. =1 - -
AL i T
Al T i S PR £
¥ ‘.' ..-l'(":A-\ e o
R WiaT Ve %

,_;'; < --p’-?‘k-,‘.- %

Sekil 3. a) Ergin déonemindeki timusun genel goriiniimii, ANAE X 90. b) ANAE X 240, ¢c) ANAE X 420. K:
Korteks, M: Medulla, T: Pozitif lenfositler, Mk: Makrofaj benzeri hiicre.
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Timusta korteks ve medullada bulunan toplam ANAE pozitif lenfosit dagilimi prepuberte
doneminde %33.58+3.67, puberte doneminde %85.9347.63 ve ergin donemde %17.60+ 1.77
olarak belirlendi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde ANAE pozitif lenfositlerin en fazla
puberte, en az ergin déonemde bulundugu; prepuberte doneminde ise ergin doneme gore bu
saymin anlamli bir sekilde fazla oldugu saptandi. Bu dagilim medulla i¢cin de benzerdi.
Yapilan hiicre sayimlarinda, timus dokusunda korteks ve medullada ANAE pozitif reaksiyon
vermeyen toplam lenfositlerin dagilimi prepuberte, puberte ve ergin dénem igin sirasi ile %
66.5+5.34, % 14.03+ 1.12 ve % 82.63+5.57 olarak belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Prepuberte, puberte ve ergin donemlere ait timus dokusundaki korteks ve
medullada bulunan ANAE pozitif lenfositlerin dagilimi

DONEMLER KORTEKS (ANAE+) MEDULLA (ANAE+) KORTEKS+MEDULLA(ANAE+)
(n=20)  (Student  t-test,|(n=20) (Student t-test,((n=20) (Kruskal-Wallis test, ortalama =+
ortalama =+ SD olarakjortalama + SD olarak|SD olarak degerlendirildi)
degerlendirildi) degerlendirildi)

Prepuberte % 7.11 £0.78 2 % 26.47+2.89° % 33.58 £3.67 ¢

Puberte % 20.77 +2.06 © % 65.16 £5.57 ° % 85.93£7.63"

Ergin % 5.1+ 0.44 ° % 12.5+1.33 ' % 17.60 + 1.77

2 p<0,01 prepubertal korteks ile medulla ANAE ( + ) lenfositler ile karsilastirildiginda

¢ p<0,01 pubertal medulla ANAE ( + ) lenfositler ile karsilastirildiginda

¢ p<0,05 ergin medulla ANAE ( + ) lenfositler ile kargilastirildiginda

9p<0,01 prepubertal korteks ile prepubertal korteks + medulla ANAE (+)lenfositler ile karsilagtirildiginda
h p<0,001 puberte korteks ile puberte korteks + medulla ANAE (+ ) lenfositler ile karsilagtirildiginda
'p<0,05 ergin korteks ile ergin korteks+medulla ANAE (+)lenfositler ile karsilagtirildiginda

Kan Froti Bulgular

Kan dokusunda yapilan sayimlarda ANAE pozitif lenfositlerin prepubertedeki orani
%29+3.23 bulunurken, pubertedeki bu oran %73+5.67 idi. Ancak ergin dénemde bu oran
%352+3.78'e gerilemisti. ANAE pozitif lenfosit sayilarinin prepuberte déoneminde oldukga az,
puberte doneminde en fazla, ergin donemde ise puberteye gore az ancak prepuberte donemine

gore fazla oldugu saptandi. ANAE negatif lenfositlerin prepubertedeki orani %71+4.77
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bulunurken, pubertedeki bu oran %2742.78 idi. Ergin donemde ise bu oran %48+3.44'e
yiikselmisti. ANAE negatif lenfosit sayilarinin puberte doneminde olduk¢a az, prepuberte
doneminde en fazla, ergin donemde ise prepuberteye gore az ancak puberteye gore fazla
oldugu saptand1 (Tablo 2).

Tablo 2. Kan dokusunda prepuberte, puberte ve ergin donemlerde ANAE pozitif ve ANAE
negatif lenfositlerin dagilimi

ANAE(+):  (Kruskal-Wallis  test/ANAE  (-):(Kruskal-Wallis  test,
DONEMLER ortalama + SD olarak degerlendirildi) |ortalama + SD olarak degerlendirildi)
Prepuberte %29+3.23 32 %7 14.77°
Puberte %73 +£5.67° ©627+2. 78°
Ergin 652+3.78° 48 + 3.447

Bu istatistiksel analiz icin Kruskal -Wallis testi uygulandi. Bulgular ortalama +
SD olarak degerlendirildi. n = Her grup icin 20 adet sican icermektedir.

4p < 0,01 pubertal ANAE ( +) lenfositler ile karsilastirildiginda

b p < 0,05 ergin ANAE ( +) lenfositler ile karsilastirildiginda

p < 0,05 prepubertal ANAE ( +) lenfositler ile karsilastirildiginda

p < 0,01 pubertal ANAE (-) lenfositler ile karsilastirildiginda

p < 0,05 ergin ANAE (-) lenfositler ile karsilastirildiginda

C
d
e
"p < 0,05 prepubertal ANAE (-) lenfositler ile karsilastirildiginda

ANAE pozitif lenfositlerin hiicre zarina yakin veya bitisik, kirmizi renkli, bir veya birden ¢ok
sayida graniil tasidigi gozlendi. Pozitif reaksiyon vermeyen karakteristik iri ¢ekirdekli

lenfositler de B lenfosit olarak degerlendirildi (Sekil 4).
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Sekil 4. Kan dokusundaki lenfositler. T: Pozitif lenfositler , B:Negatif lenfosit.

TARTISMA

Bu ¢alisma, Siganlarda yasa bagli olarak timus ve perifer kan dokusunda bulunan lenfositlerin
histokimyasal ve histometrik yontemlerle belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

ANAE ile yapilan boyamalarda insan (21,23) ve farelerde (18) timus lenfositlerinin
sitoplazmalarinda kirmizidan kahverengiye kadar degisen renkte, graniiler goriiniimdeki
pozitifreaksiyon, bu ¢alismada elde edilen sonuglarla paralellik sergilemektedir.

Prepuberte ve puberte donemindeki farelerde yapilan bir ¢aligmada, timus
medullasindaki yogun boyanmalarin korteks medulla sinirina dogru giderek azaldigi, dis
kortekste ise boyanma olmadig1 verdigi rapor edilmistir (18). Insanlarda yapilan bir ¢alismada
medullada pozitif kortekste ise negatif ANAE reaksiyonu bildirilmistir  (24).
Immunohistokimyasal olarak incelenen domuz ve sigir timuslarinda, medullada yogunlasan

immunpozitifligin korteks bolgesinde daha az oldugu rapor edilmistir (25, 26). insanlarda
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fetal donemden ergin doneme kadar devam eden bir ¢aligmada (21), timusta ANAE pozitif
lenfositlerin, kortiko-medullar kesisim bolgesi ve medullada dagilim gosterdigini ortaya
koymuslardir. Knowles ve ark ergin insan timusunda, kortikal yerlesimli olgunlagsmamis
timositlerin ¢cogunlukla ANAE negatif, medulladaki olgun timositlerin ise ANAE pozitif
reaksiyon verdigini ortaya koymuslar ve olgun olmayan insan timositlerinin ANAE
aktivitesini olgunlagma sirasinda kazanildigini ileri stirmiislerdir (27). Basso ve ark. ise
insanlarda, T lenfositlerin enzim aktivitesinde olgunlagmalar1 sirasinda kademeli bir artis
oldugunu saptamislar ve olgun olmayan timositlerdeki ANAE ile negatif, olgunlagsma
ilerledikce ANAE ile pozitif reaksiyon verdigini belirlemislerdir (14). Insanlarda neoplastik
lenfoid dokulardaki olgunlasmamis lenfositlerin ANAE aktivitesini olgunlagsma sirasinda
kazandiklari, blast transformasyon sirada ise bu aktivitelerini kaybettikleri bildirilmistir (27) .
Bu c¢alismada prepuberte, puberte ve ergin donemlerin tamaminda timustaki ANAE
reaksiyonlariin korteksin dis kisminda cogunlukla negatif, kortikomedullar smira yakin
korteks bolgesinde ve medullada ise ¢ogunlukla pozitif oldugu gézlendi. Bu calismada elde
ettigimiz bulgular, mevcut tim literatiir bulgular1 ile ortiismektedir. Ancak, korteksin dis
kisminda saptadigimiz nadir ANAE pozitif reaksiyonlar sadece Knowles ve Halper’in
insanlarda bu bolgelerde negatif olarak bildirdikleri sonuglar ile uyusmamaktadir (24).
Bulgularimizin literatiir bulgular1 ile benzerligi, korteksteki ANAE negatif hiicrelerin
olgunlagsmamis olduklari, ancak diger bolgelerdeki ANAE pozitif lenfositlerin ise olgunlagsmis
hiicreler olduklar goriisiinii desteklemektedir.

Insanlarla signlar arasindaki yasam siiresi ve yasam donemleri farkindan dolay1 prebuberte,
puberte ve ergin donemlerin insan ve siganlar arasinda yorumlanmasi gerekir. Insanlar icin
prepuberte donemi 0-12 yas, puberte donemi 13-19 ve ergin donem ise 20-60 yas arasi kabul

edildiginden (28) gelisim devreleri ile ilgili yapilan kiyaslamalarda buna dikkat edilmistir.
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Insanlarda prepubertal dénemde yapilan calismalarda, Basso ve ark.(14) timus hiicre
slispansiyonlarinda toplam ANAE pozitif lenfosit oranini korteks ve medulla toplami seklinde
% 34,5 Knowlwes ve Halper (24) ise % 9.5 olarak bildirmistir.

Bu caligmada ise prepuberte doneminde sican timus dokusu kesitlerinde ANAE pozitif
lenfositlerin orani kortekste % 7.11+0.78, medullada % 26.47+2.89 iken, toplam olarak
degerlendirildiginde ise % 33.58+3.67 olarak bulunmustur. Calisma sonuglarimiz Basso ve
ark (14). ile uyumlu iken, Knowlwes ve Halper’e gore diisiiktiir (24).

Insanlarda puberte déneminde kortekste ANAE pozitif hiicre oranim1 % 10, medullada ise
%29 olarak bildirilmistir (21). Geng maymunlarda ise hiicre siispansiyonlarinda toplam
ANAE pozitif lenfosit oranini % 91 olarak bildirilmistir (29). Bizim ¢alismamizda puberte
donemindeki hayvanlarda ANAE pozitif T lenfositler kortekste % 20.77+2.06, medullada ise
% 65.16+5.57 ve toplam olarak da % 85.934+7.63 oraninda bulunmustur. Sonuglarimiz
maymunlarda bildirilen degerlere (29) yakin iken, insanlar i¢in bildirilen degerlere (21) gore
ise yiiksektir. Bu durum biiyiik bir olasilikla insan ve hayvanlarin farkli devrelerde savunma
mekanizmalarinin da farkli olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Insanlarda ergen dénemde Pinkus ve ark. (30) Kortekste % 4, medullada % 16 oraninda
ANAE pozitiflik bildirirken, hiicre stispansiyonu seklinde yapilan ¢alismalarda toplam ANAE
pozitiflik oranlari, Knowles ve Halper (24) ve Knowles ve ark. (27) tarafindan sirasiyla %
2222 ve % 25 olarak kaydedilmistir. Ranki ve ark. (31) ergin farelerin hiicre
stispansiyonlarda toplam ANAE pozitiflik oranint % 35 olarak saptamiglardir. Bizim
calismamizdaki ergin doneme iliskin ANAE pozitiflik oran1 kortekste %5,1+0,44, medullada
% 12.5+1.33 ve toplamda da % 17.6+ 1.77 olarak bulundu. Bu oranlar Pinkus ve ark. (30)
'min verdigi oranlara ¢ok yakin olarak bulunurken, siispansiyonlar ile kiyaslanacak olursa

toplam oranlarimizin Knowles ve Halper (24) 'in verilerine yakin, Knowles ve ark. (27) nin
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ve Ranki ve ark. (31)'nin bulgularina gore ise diisiik oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin olast
nedenleri yas, tiir ve siganlarin farkli evrelerde olmasi olabilir.

Kan dokusu
Insanlarda (13,20) ve sigirlarda (32) perifer kan dokusuna iliskin ANAE boyamalarda pozitif
T lenfositlerin 1-2 adet, kedilerde (33) ise ¢ogunlukla 1-3 adet arasi kirmizi renkli graniil
tasidigr bildirilmektedir. Baz1 ¢alismalarda (20,23) insanlarda kirmizi kahverengi renkte tek
bir graniilden de bahsedilmektedir. Bizim c¢alismamizdaki graniillerle ilgili bulgular
yukaridaki literatiir verileriyle uyumludur.

Insanlarda, yeni doganlarda periferal kan drneklerinde ANAE pozitif lenfositlerin oran1 %
27.8+ 10.5, 2-12 aylik donemdeki bebeklerde ise % 48.4+ 12.1 olarak bildirilmistir (34). Yeni
dogan sigirlarda periferal kan 6rneklerinde bu oran % 60 olarak bildirilirken, 7 giinliik
yavrularda % 38 gibi diisiik bir rakam ifade edilmistir (35).

Sunulan bu ¢alismada, siganlarda prepuberte dénemine iligkin olarak %29 +3,23 olarak
bulunan ANAE pozitif lenfosit oraninin, yukarida bahsedilen Wado ve ark.(34)’nin yeni
dogan bebeklerde ve Asti ve ark.(35)’nmin 7 giinliik buzagilarda bulmus olduklar1 sonugclar ile
uyumlu oldugu; 2-12 aylik insan (34) ve yeni dogan buzagilarda (35) belirtilen oranlara gore
ise oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda puberte donemindeki siganlarda %73+5.67 olarak bulunan oran, kedilerde
%834+4.93 olarak bildirilen oranlar ile uyum gosteritken (33), sigirlarda %1.75 olarak
bildirilen oran ile uyumlu olmadig: tespit edilmistir (35). Bu uyumsuzlugun olast nedeni
olarak hayvan cinsleri ve yas donemlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegini akla
getirmektedir.

Perifer kan dokusunda ANAE pozitif lenfosit oranlar1 ergin insanlarda %54.2 + 10.5 (34),

0652.7+6.2 (36) ve %80 (37); ergin sigirlarda ise %47.7 (38), %68 (39), %64.2+4.9 (40),
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%351£2.8 (41), %65.47 (35); ergin kurbagalarda %61.77 (42) olarak saptanmistir. Bizim
calismamizda ergin siganlarda %524+4.78 olarak saptanan oranlar Wado ve ark. (34) ile Otis
ve ark. (36)'nin insanlarda, Celik ve ark.(41)'nin ise sigirlarda yaptiklar1 ¢alismalarda elde
ettikleri bulgular ile uyumlu iken, Bergroth ve ark.(37) 'nin insanlarda, Paul ve ark. (39), Yang
ve ark. (40) ve Ast1 ve ark. (35)'nin sigirlarda ve Klempou ve Cooper (42)'nin kurbagalardaki
bulgulari ile farklilik géstermektedir.

Sonug olarak; bu ¢alismada timusta prepuberte, puberte ve ergen donem i¢in korteks ve
medullada bulunan toplam ANAE pozitif lenfosit dagilimi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde en fazla puberte, daha sonra prepuberte ve en az da ergin donemde
bulundugu tespit edilmistir. Kan 6rneklerinde ise puberte doneminde en fazla olan ANAE
pozitif lenfosit sayisinin ergen donemde azaldigi ve en az da prepuberte doneminde oldugu
saptanmigtir.

Timus olgun lenfositlerin devamindan sorumlu en 6nemli organ oldugu igin, ilerleyen yasla
beraber erken involusyonunun goriilmesi, immun sistemin gerilemesinin ana nedeni olarak
kabul edilmektedir (7). Timusun T hiicrelerini tiretme igleminin, yeni doganlarda oldukca
simirlt ve timusun involiisyonundan dolayr eriskinlerde ise azalan oranlarda olmasi, T
hiicrelerinin ~ yaslanmaya kars1  hassas oldugunu gosteren bir bulgu olarak
degerlendirilmektedir (10). Bu ¢alisma sonunda elde ettigimiz bulgulara gore, bu T hiicre
popiilasyonlarinda yaslanma sonucu belirgin bir azalma oldugu dikkati ¢ekmistir. immun
komponentlerden birinin kaybi ya da azalmasi, immun cevapta gorevli olan biitiin
basamaklar1 da etkiler. Bu nedenle kanser ya da enfeksiyoz etkenleri gibi yabanci uyaricilara
kars1 cevap verme yetenegi azalir. Baz1 durumlarda, kendi antijenlerini yabanci kabul ederek,

otoimmun reaksiyonlarda artiga sebep olabilir (2).
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Bu konuda yapilacak ¢alismalarin timus dokusunun involusyon mekanizmalarina ve 6zellikle
de bu siirecin tersine c¢evrilmesine yogunlasmasi, elde edilecek basarilar dogrultusunda kan
dolasgimina olgun lenfosit verilme doneminin uzatilabilmesi, potansiyel yasli bireylerde
bagisiklik fonksiyonunu artirmak icin etkin tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikabilecegi yoniinde

kanaat olusmustur.

Bu ¢alisma Yiiziincii Yil Universitesi (2005) Saghk Bilimleri Enstitiisii’nde Doktora tezi

olarak yapilan calismanin verilerinden elde edilmistir.
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