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ANKARA KECILERININ PERIFER KAN T VE B

LENFOSITLERININ ALFA NAFTIL ASETAT ESTERAZ VE

YUZEY IMMUNGLOBULIN BOYAMA YONTEMI ILE
BELIRLENMESI

Nevin Kurtdede! Regat Nuri Agti?
Hikmet Altunay! Cevdet Akdeniz3

Use of alpha-naphtyl acetate esterase and surfase immunoglobulin staining
to identify T and B lymphocytes in Angora goats.

Summary: The purpose of this study was to determine the percentage of the
peripheral blood T lymphocytes and the localization of ANAE enzyme at the elec-
tron microscopic level in various ages of Angora goats by using alpha-naphtyl ace-
tate esterase procedure and o establish the percentage of the B lymphocytes by
using Slg staining.

Blood samples were obtained from 10 Angora goats on the day of birth and
subsequently on days 7, 14, 21, 28 and 60 days postnatally and from twenty adult
Angora goats.

The percentage of the ANAE and SIg positive lymphocytes in various ages of
Angora goats were 59,3-63, 9% and 35,2-41,0% respectively. The percentage of the
ANAE negative and SIg positive lymphocytes were similiar each other.

It has been demonstrated that monocytes, platelets, neutrophils and eosinophil
granulocytes showed a diffuse granuler positivity.

In the electron microscopic examination, ANAE positive reaction were seen in
lizozomal granules found in lymphocytes, monocytes, platelets, neutrophils and eo-
sinophil granulocytes.

Ozet: Bu calisma, ANAE enzim boyamas: ile degisik yaglardaki Ankara kegi-
lerinin perifer kan T lenfosit oranlarinin saptanmasi, enzimin ince yap: diizeyindeki
lokalizasyonunun tesbiti ve Slg boyamast ile B lenfosit oranimin belirlenmesi ama-
ciyla yapildi.

Calismada, 20 adet erigkin, 10 adet yeni dogmus Ankara kegisinden alinan kan
ornekleri materyal olarak kullamildi. Yeni dogmug hayvanlardan dogduklari giin, 7,
14,21, 28. ve 60. giinlerde perifer kan ornekleri alindi.

Degisik yag gruplarinda ANAE pozitif lenfosit oraninin %59.3-63.9; Slg pozitif
lenfosit oraninin ise %35.2-41.0 arasinda degistigi saptandi. ANAE negatif lenfosit
oraminin, Slg pozitif lenfosit oranina yakin oldugu gézlendi.

Monosit, kan pulcuklari, eozinofil ve notrofil granulositlerin diffuz graniiler
pozitif reaksiyon gosterdikleri tesbit edildi.

Elektron mikroskopu ile yapilan incelemelerde, ANAE enzim boyamasina kargi
pozitif reaksiyona lenfosit, monosit, kan pulcuklari, eozinofil ve notrofil granulosit-
lerde bulunan lizozomal graniillerin iginde rastlandi.
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oranlarda 6nemli sapmalar sekillenmektedir (1,
6, 9, 16). Immun yetmezlik hastahklannin
teshisi, lenfositik 16semilerde orijinin ortaya
¢ikanlabilmesi, kanser olgulannda seluler im-
munitede meydana gelen degisikliklerin sapta-
nabilmesi igin perifer kan T ve B lenfosit orani-
nin belirlenmesi gerekir (6).

Lenfosit tiplerinin ayirdedilmesi amaciyla
kullanilmakta olan yontemler hem olduk¢a pa-
hali, hem uzun zaman almakta ve pekgogu da
doku kesitlerine uygulanamamaktadir. Bu ne-
denle, gerek frotilerde ve gerekse doku kesitle-
rinde uygulanabilecek pratik bir yontemin
gelistirilmesi amaciyla gesitli aragtirmalar (2, 8,
9, 11) yapilmigtir. Son yillarda, nonspesifik es-
terazlardan olan alfa naftil esatat esterazin
(ANAE) T lenfositlerinde bulundugu, B lenfo-
sitlerinde ise bulunmadif ¢esitli aragtincilar (2,
8, 11, 19, 26) tarafindan bildirilmistir. ANAE
pozitif reaksiyonun T hiicrelerinde 1-2 adet lo-
kalize graniil seklinde gozlendigi, B lenfositle-
rinin ANAE boyamasina karg1 negatif reaksi-
yon verdigi aragtincilar (2, 8, 9, 11, 18)
tarafindan ileri sirlilmiigtir. ANAE boyama
metodu ile perifer kan T lenfosit orani insanda
%60 (19), sifirda %64.2 (26), kanatlida %60
(15) olarak bulunmustur.

ANAE enziminin lizozomal enzim oldugu
cesitli aragtiricilar (8, 18, 27) tarafindan ileri si-

rilmiigtiir. Bozdech ve Bainton (4) elektron

mikroskobu ile yapilan ¢alismalannda alfa naf-
til butirat esteraz (ANBE) aktivitesinin, mono-
sit ve lenfositlerin lizozomlan iginde oldufunu
gostermiglerdir.

Yiizey immunglobulin (surface Ig-SIg) bo-
yama metodu ile perifer kan B lenfosit orant in-
sanda %26-40 (8), sifirda %32 (16), kanathda
%17 (15) olarak bulunmugtur.

Bu ¢aligmada, ANAE enzimi ve yiizey im-
munglobulinlerinin demonstrasyonuyla, Ankara
kecilerinin perifer kan T ve B lenfosit oranlan-
nin belirlenmesi ve ANAE enziminin ince yapi
diizeyindeki yerlegiminin saptanmas: amaglan-
di

Materyal ve Metot

Caligmada, degisik yaslardaki 30 sagliklhi
Ankara kegisinden alinan heparinize kan mek-
leri materyal olarak kullanildi. Bu hayvanlardan
20'si erigkin, 10'u ise yeni dogmug olanlardan
secildi. Yeni dogmusg hayvanlardan dogduklan
glin, 7, 14, 21, 28. ve 60. giinlerde perifer kan
Omekleri alindi.

Alinan kan 6meklerinden, alfa naftil asetat
esteraz enzimi (ANAE) demonstrasyonu igin
frotiler  hazirlanarak havada kurutuldu ve

ANAE enzim boyamasi (18) uygulanarak, bun-
lar 151k mikroskopta incelendiler.

ince yapiya yonelik aragtirmalar igin, her
hayvandan alinan heparinize kan omeklerinin
yansi, lenfosit izolasyonu yapildiktan sonra
Kamovsky (10) yontemine gore glutaraldchid
paraformaldehid tesbit sivisi ile tesbit edildi.
1200 dev/dak.'da 10 dakika santrifiije edildikten
sonra ¢okelti tizerine 50°C'de erimig %2'lik
agar'dan 1-2 damla damlanlarak tiip igeri§i te-
miz bir lam iizerine dokiildi. Agar donduktan
sonra kiigiik pargaciklar halinde kesilerek
%1'lik ozmik asitte iki saat siireyle tesbit edildi.
Pargalar Araldit M'de bloklandi. Ince kesitler
Reynold's (23) y6ntemiyle boyanarak Carl Ze-
iss EM 9S-2 model mikroskopta incelendi.

Heparinize kan 6meklerinin diger yanst ise
elektron mikroskopta alfa naftil asetat esteraz
enzimini demonstre etmek (27) igin.kullamld:.
Lenfosit izolasyonundan sonra glutaraldehid-
aseton ile tesbit yapild1 ve siispansiyon iginde
alfa naftil asetat esteraz enzim boyamasi 45
dakika siireyle uygulandi; yukanda anlatilan
teknige gore elektron mikroskop'a hazirlandi.
Ancak, bu 6meklere ozmik asit tesbiti uygulan-
madif gibi, ince kesitlere kurgun sitrat boya-
masi da yapilmadi.

B lenfositlerdeki ylizey immunglobulinle-
rinin (SIg) demonstrasyonu B lenfosit kiti (Sig-
ma diagnostic kit) kullamlarak yapildi.

ANAE ve SIg boyama metodlanyla hazir-
lanan her preperattaki 3 degisik alanda yiizer-
den iigyiiz lenfosit sayilarak pozitif lenfosit
oranlan saptand.

Bulgular

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde,
ANAE enzim. boyamasina kars: pozitif lenfosit-
lerin biyiik ¢ogunlugunda sayiarn 1-2 arasinda
degisen spesifik kirmizi grantiller gézlendi (Se-
kil 1 ok). Nétrofil granulositlerde granuler pozi-
tiviteye rastland: (Sekil 2 oklar). Eozinofil gra-
nulosit ve monositlerde kuvvetli, diffuz
granuler pozitivite tesbit edildi.

SIg boyamasi uygulanan preperatlarda, B
lenfositlerde SIg'lerinin hiicre membraninda ho-
mojen dagilim gosterdikleri (Sekil. 3 ok) ya da
hiicrenin bir kutpunda toplandiklan gézlendi
(Sekil 4 ok).

ANAE ve Slg boyamasi sonuglan tablo 1
ve 2'de verilmisgtir.

Degisik yas gruplarinda ANAE pozitif len-
fosit oranin %59.3-63.9, ANAE negatif lenfosit
oranimin %36.4-40.7 arasinda; Slg pozitif lenfo-
sit orammin %35.2-41.0, Slg negatif lenfosit
oraninin ise %59.0-64.8 arasinda degistiBi sap-
tandi. Aym yag gruplari, ANAE ve Slg boya-
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Sekil 1: Erigkin Ankara kegisinde ANAE boyamasi. Ok: T
lenfositinde ANAE pozitif graniil. ANAE.x990.

Figure 1: ANAE staining in adult Angora goat. Arrow:

ANAE positive granule in T lymphocyte. ANAE.x 990.

Oklar: notrofil granulositte ANAE pozitif granuller.
ANAE.x1250.
Figure 2: ANAE staining in adult Angora goat. Arrows:
ANAE positive granules in neutrophil granulocyte.
ANAE x 1250.

Sekil 3: Erigkin Ankara kegisinde Slg boyamasi. Ok:
yiizey immunglobulinlerinin B lenfosit membraninda
diffuz dagihmi. SIg.x96().

Figure 3: Slg staining in adult Angora goat. Arrow:
diffuse distribution of surface immunoglobulins in B
lymphocyte membrane. Slg.x960.
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Sekil 4: Erigskin Ankara kegisinde SIg boyamasi. Ok:
yiizey immunglobulinlerinin B lenfositin bir kutpunda
toplanmasi. SIg.x870.

Figure 4: Slg staining in adult Angora goat. Arrow:
localization of surface immunoglobulins at one pole of the
B lymphocyte. SIg.x870.

masina kars1 kendi aralarinda kargilagtinldikla-
rninda ANAE negatif lenfosit oraninin, SIg pozi-
tif lenfosit oranina ¢ok yakin oldugu dikkati
¢ekti. Bu bulgulara gore ANAE pozitif lenfosit
oranimin gen¢ hayvanlarda biraz daha yiiksek
ve Slg pozitif lenfosit oraminin ise diigiik oldu-
gu, yasin ilerlemesi ile birlikte ANAE pozitif
lenfosit oraninda bir diismenin ve Slg pozitif
lenfosit oranin da isc bir ylikselmenin sekillen-
digi saptand: (Tablo 1 ve 2).

Tablo 1: Ankara Kegilerinin Perifer Kan Lenfositlerinde
ANAE Boyamas:
Table 1: ANAE Staining in Peripheral Blood lymphocytes
in Angora Goats

Hayvanin Hayvan Lenfosit (%)
Yasi Sayisi ANAE*  ANAE-
O-1gin | 10 63.6 36.4
7 giin 10 62.9 37.1
14 giin 10 63.3 36.7
21 giin 10 609 | 391
28 giin 10 60.7 39.3
60 giin 10 61.8 38.2
13yas | 20 59.3 40.7

Tablo 2: Ankara Kegilerinin Perifer Kan Lenfositlerinde
Slg Boyamasi
Table 2: SIg Staining in Peripheral Blood Lymphocytes in
Angora Goats

Hayvanmn Hayvan Lenfosit (%)

Yasi Sayis Sig* Sig-
"O-1 giin 5 35.2 64.8
14 giin 5 36.4 63.6
28 gin s 41.0 590

1-3 yag 5 39.0 61.0
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Elektron mikroskobu ile yapilan inceleme-
lerde, ANAE enzim boyamasina kars1 lenfosit
(Sekil 5 L), monosit (Sekil 6 M), kan pulcuklan
(Sekil 5,8 t), notrofil (Sekil 7 N) ve eozinofil
(Sekil 8 E) granulositlerde bulunan lizozomal
graniilllerin pozitif reaksiyon verdigi saptand.
Reaksiyonun, lizozomal graniillerin iginde dif-
fiiz olarak yerlestigi dikkati gekti (Sekil 5, 6, 7,
8 oklar).

Tartigma ve Sonug

Perifer kan T lenfositlerini belirlemek igin
cesitli aragtincilar (S, 8,9, 12, 18) tarafindan li-

Sekil 7: Elektron mikroskopta ANAE boyamasi. Oklar:
nétrofil granulositte ANAE pozitif grantiler, N:nstofil.
ANAE. x 10 125,

Figure 7: ANAE staining in Electron microscope.
Arrows: ANAE positive granules in neutrophil
granulocyte, N:neutrophil. ANAE. x 10 125.

Sekil 5: Elektron mikroskopta ANAE boyamas:. Oklar:
lenfosit ve kan pulcuklarinda ANAE pozitif graniiller,
L:lenfosit, t: kan pulcugu. ANAE. x 6185.

Figure 5: ANAE staining in Electron microscope. Arrows:
ANAE positive granules in lymhocyte and platelet,
L: lymhocyte, t: platelet. ANAE. x 6185.

Sekil 8: Elektron mikroskopta ANAE boyamasi. Oklar:
eozinofil granulosit ve kan pulcugunda ANAE pozitif
- graniiller, E: eozinofil granulosit, t:kan pulcugu.
ANAE.x9215.
Figure 8: ANAE staining in Electron microscope.
Arrows: ANAE positive granules in eosinophil
granulocyte and platelets, E: eosinophil granulocyte,
t:platelet. ANAE.x 9215.

zozomal enzimlerden yararlamlmigtir. Son za-
manlarda, nonspesifik esterazlardan olan alfa
naftil asctat esteraz'in T lenfositlerinde bulunup
B lenfositlerinde bulunmadigi birgok arastinici
(8, 11, 14, 19) tarafindan bildirilmistir.

Higgy ve ark. (8) T ve B lenfositleri ile
Null hiicrelerinden zenginlestirilmis hiicre siis-

yekil 6: Elektron mikroskopta ANAE boyamas:. pansiyonlan lizerinde yaptiklar bir ¢alismada,

Oklar: monositte ANAE pozitif graniiller, M: monosit.

ANAE.x 12 395, ANBE enzimini demonstre ederek lokalize gra-
Figure 6: ANAE staining in Electron microscope. niiler pozitivitenin T lenfositleri i¢in spesifik
Arrows: ANAE positive granules in monocyte, pozitif rcaksiyon oldugunu tesbit etmislerdir.

M: Monocyte. ANAE.x12 375. Kajikawa ve ark. (9), sigirlarda yaptiklan galis-
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mada, ANAE uygulamastyla perifer kan T len-
fositlerinde graniiler, monositlerde ise diffuz re-
aksiyonun gorildigini bildirmiglerdir. Ramos
ve ark. (22) domuzlarda ANAE enzim boyama-
sinda perifer kan T lenfositlerinde graniiler, mo-
nosit ve eozinofil granulositlerde ise diffuz re-
aksiyonun goriildigiinden bahsetmcktedirler.
Knowles ve Susan (12), Kulenkampff ve ark.
(14) ile Miilter ve ark (19) insan perifer kan T
lenfositleri iizerinde yaptiklan ¢ahigmalarda,
ANAE enzimi boyamasiyla T lenfositerinin si-
toplazmasinda genclde tek bir kirmiz1 graniil,
monositlerde diffuz sekilde pozitif reaksiyonun
goriildiigiini, notrofil granulositlerin ise negatif
reaksiyon verdigini bildirmiglerdir. Osbaldiston
ve ark. (21) farkh tirler iizerinde yaptikian
ANAE ¢ahigmasinda, rat, kobay, koyun ve kegi-
lerin notrofil granulositlerinde pozitif reaksiyo-
na rastladiklanni, kedi ve domuzlarda ise bunu
gozlemediklerini, ayrica kopek ve tavsanlarda
eozinofil granulositlerde ANAE'ye karg1 pozitif
reaksiyonu gozledikleri halde kobay, kedi, ko-
yun, kegi ve insaniarda bu durumu géremedik-
lerini bildirmektedirler.

Ankara kegilerinin perifer kan T lenfositle-
ri lizerinde yaptlan bu ¢aligmada ANAE boya-
masiyla erigkin hayvanlann lenfositlerinin ¢o-
gunda genelde bir, bazen daha fazla sayida
kirmizi graniil scklinde reaksiyon gozlendi.
Monosit ve eozinofil granulositlcrde kimi arag-
uncilann (12, 18, 22) bildirdikleri gibi diffuz
reaksiyon gozlendi, nétrofillerde de pozitif re-
aksiyon tesbit edildi. Notrofil granulositlerden
clde edilen bulgular, Osbaldiston ve ark.
(21)'nin bulgularnna uyum saglamakia, Knowles
ve Susan (12), Miiller ve ark. (19)'min bulgulari-
na isc uymamaktadir. Aynca kan pulcuklarinda
da ANAE boyamasina karg elcktron mikroskop
ile yapilan incelemelerde pozitif reaksiyon be-
lirflendi. Cahsmadaki bu bulgu difer aragunci-
lar tarafindan bildirilmemigtir.

insanlarda yaptlan g¢ahismalarda, ANAE
pozitif perifer kan T lenfosit oramm Miiller ve
ark. (19) %85, Knowles ve ark. (11) %70, Ku-
lenkampff ve ark. (14) %68 olarak bildirmigler-
dir. Bu oran tavuklarda %60 olarak bulunmus-
tur (15). Sigarlann perifer kanindaki B ve T
lenfosit oranlanmin belirlendigfi  ¢aligmalarda
farkhi sonuglar ecldc cdilmigtir. Thurmond ve
ark. (24) sigarlarda T lenfosit orammin %37-50,
B Ienfosit oranimin ise %27-33 arasinda dcgisti-
gini bildirmiglerdir. Yapilan bagka bir ¢ahsma-
da (20) ise T lenfosit oram %64.4, B lenfosit
oram da %?25.4 olarak tespit cdilmigtir. Yang
(25) T lenfosit oranin1 %79.2, B Ienfosit oranim
da %?26.9 olarak bildimmistir. Yukandaki aragti-
ricilann (20, 24, 25) yapuklan cahigmalarda
farkh yaslardaki siirlarnin perifer kanlarindaki
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T lenfosit oranlan hakkinda bilgi verilmemekte-
dir. Caligmada, dcgisik yas gruplarinda ANAE
pozitif lenfosit oram %59.3-63.6, Slg pozitif
lenfosit oram ise %35.2-41.0 aras1 bulunmug-
tur. Aynica aymi yas gruplanindaki Slg pozitif
lenfosit oraninin, ANAE negatif lenfosit orani-
na ¢ok yakin oldugu dikkau g¢ekmistir. Erigkin
hayvanlarda tesbit cdilen T ve B lenfosit oram
insan ve sigirlarda bildirilene yakindir. Bugiine
kadar yapilan ¢ahigmalar erigkin insan ve hay-
vanlarda oldugu igin genclerdeki T lenfosit ora-
nimin erigkinlere gore yiiksek, B lenfosit orani-
nin ise disik olusunu tartigacak literatir
bulunamamigtir. Miyasaka ve ark. (17) koyun
fotusunda gebeligin 54. giinlinde timositlerin
%90'dan fazlasimn T lenfosit oldugunu, Bianc-
hi ve ark. (3) domuzlarda T lenfositlerin do-
gumdan 6nce tam gcligtiini bildirmiglerdir. In-
san ve farcler izcrinde yapilan ¢aligmalarda
yaglanmayla birlikte perifer kandaki T lenfosit
sayilarimin azaldiffi, bu azalmalann timusun in-
volusyonuyla ilgili olabilecegi ileri stirlilmiigtir
(6). Kroese ve ark. (13) ratlann dalaginda ilk
sentrum germinativum'larin dofumdan sonraki
3-4, haftada gelistigine dikkati ¢ekmiglerdir.
Geng hayvanlardaki ANAE poritif lenfosit ora-
ninin eriskinlere gore yiiksek, B lenfosit orani-
nin ise diisiik olusunun, ilk bir aylik donemde
seliiler immunitenin, humural immunitcye gore
daha iyi gelismis olmasindan ileri geldigi kani-
sina vanldt.

Grossi ve ark. (7) ANAE aktivitesinin pri-
mer lizozomlarda gozlendigini, Bozdech ve Ba-
inton (4) ANBE aktivitesinin monosit ve lenfo-
sitlerde graniillerin i¢inde, Zicca ve ark. (27) ise
ANAE aktivitesinin lizozomlann membraminda
bulundugunu bildirmiglerdir. Elektron mikros-
kop ilc yapilan incclemclerde ANAE ile boya-
mada pozitif rcaksiyonu lenfosit, monosit, kan
pulcuklart, cozinofil ve notrofil granulositlerde-
ki lizozomlann icerisinde tesbit edildifinden,
Zicca ve ark. 27)'nin lizozomlarin membranin-
da bulundugu goriisiine katilmamaktayiz.

Bu ¢alismadan clde cdilen bulgulara daya-
narak Ankara kcgilcrinde ANAE demostrasyo-
nu ile perifer kandaki T lenfositlerin spesifik
olarak belirlenebilecegi ve ANAE cnziminin T
lenfositlerdeki lizozomlann iginde bulundugu
sonucuna vanldi.
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