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Use of alpha-naphlyl acetale eslerase and surfase immunoglobulin staining
lo idenlify Tand 8 lymphocyles in Angora goal".

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 goaıs by using alpha-naphtyl ace-
tate esterase procedure and to establish the percentage of the B lymphocytes by
using Slg stainingo

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 andfrom twenty adult
Angora goats.

The percentage of the ANAE and Slg 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 S/g positive lymphocytes were similiar each other.

lt 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.

Özel: Bu çalışma, ANAE enzim boyaması ile değişik yaşlardaki Ankara keçi-
lerinin perifer kan T lenfasit oranlarının saptanması, enzimin ince yapı düzeyindeki
lokalizasyonunun tesbiti ve S/g boyaması ile B lenfasit oranının belirlenmesi ama-
cıyla yapıldı.

Çalışmada, 20 adet erişkin, 10 adet yeni doğmuş Ankara keçisinden alınan kan
örnekleri materyalolarak kullanıldı. Yeni doğmuş hayvanlardan doğdukları gün, 7,
14,21,28. ve 60. günlerde perifer kan örnekleri alındı.

Değişik yaş gruplarında ANAE pozitif lenfosit oranının %59.3-63.9; Slg pozitif
lenfosit oranının ise %35.2-41.0 arasında değiştiği saptandı. ANAE negatif lenfosit
oranının, SIg pozitif lenfosit oranına yakın olduğu gözlendi.

Monosit, kan pulcukları, eozinofil ve nötrofil granulosit/erin diffuz granüler
pozitif reaksiyon gösterdikleri tesbit edildi.

Elektron mikroskop u ile yapılan inceleme/erde, ANAE enzim boyamasına karşı
pozitif reaksiyona lenfosil, monosit, kan pulcukları, eozinofil ve nötrofil granulosil-
lerde bulunan lizozomal granüllerin içinde rastlandı.
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Giriş

Perifcr kan lenfasitleri, immunolojik özel-
liklerine göre T ve B lenfasitleri olarak sınıflan-
dınlır (l, 6). Bu lenfasit tipleri, sağlıklı bir can-
lının peri fer kanında belirli oranlarda
bulunurken, bazı proliferatif hastalıklarda bu
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oranlarda önemli sapmalar şekillenmektedir (1.
6. 9. 16). İmmun yetmezlik hastalıklannın
teşhisi. lenfositik lösemilerde orijinin ortaya
çıkanlabilmesi. kanser olgulannda seluler im-
munitede meydana gelen de~işikliklerin sapta-
nabilmesi için perifer kan T ve B 1enfosit oranı-
nın belirlenmesi gerekir (6).

Lenfosit tiplerinin ayırdedilmesi amacıyla
kullanılmakta olan yöntemler hem oldukça pa-
halı. hem uzun zaman almakta ve pekço~u da
doku kesitlerine uygulanamamaktadır. Bu ne-
denle. gerek frotilerde ve gerekse doku kesitle-
rinde uygulanabilecek pratik bir yöntemin
geliştirilmesi amacıyla çeşitli araştırmalar (2. 8,
9, 11) yapılmıştır. Son yıllarda, nonspesifik es-
terazıardan olan alfa naftil esatat esterazın
(ANAE) T lenfositlerinde bulundu~u, B lenfo-
sitlerinde ise bulunmadı~ı çeşitli araştıncılar (2.
8, 11. 19. 26) tarafından bildirilmiştir. ANAE
pozitif reaksiyonun T hücrelerinde 1-2 adet 10-
kalize granül şeklinde gözlendi~i. B lenfositle-
rinin ANAE boyamasına karşı negatif reaksi-
yon verdi~i araştıncılar (2. 8. 9. 1ı. 18)
tarafından ileri sürülmüştür. ANAE boyama
metodu ile perifer kan T lenfosit oranı insanda
%60 (19), sı~rda %64.2 (26), kanatlıda %60
(15) olarak bulunmuştur.

ANAE enziminin lizozomal enzim olduğu
çeşitli araştıncılar (8. 18. 27) tarafından ileri sü-
rülmüştür. Bozdech ve Bainton (4) elektron
mikroskobu ile yapılan çalışmalannda alfa naf- .
til butirat esteraz (ANBE) aktivitesinin, mono-
sit ve lenfositlerin lizozomlan içinde olduğunu
göstermişlerdir.

Yüzey immunglobulin (surface Ig-SIg) bo-
yama metodu ile perifer kan B lenfosit oranı in-
sanda %26-40 (8). sığırda %32 (16), kanatlıda
% 17 (15) olarak bulunmuştur.

Bu çalışmada, ANAE enzimi ve yüzey im-
munglobulinlerinin demonstrasyonuyla. Ankara
keçilerinin perifer kan T ve B lenfosit oranlan-
nın belirlenmesi ve ANAE enziminin ince yapı
düzeyindeki yerleşiminin saptanması amaçlan-
dı.

Materyal ve Metot

Çalışmada, değişik yaşlardaki 30 sa~lıklı
Ankara keçisinden alınan heparinize kan örnek-
leri materyal olarak kullanıldı. Bu hayvanlardan
20'si erişkin. lO'u ise yeni do~uş olanlardan
seçildi. Yeni do~muş hayvanlardan doğduklan
gün, 7. 14.21,28. ve 60. günlerde perifer kan
örnekleri alındı.

Alınan kan örneklerinden, alfa naftil asetat
esteraz enzimi (ANAE) demonstrasyonu için
frotller hazırlanarak havada kurutuldu ve

ANAE enzim boyaması (18) uygulanarak. bun-
lar ışık mikroskopta incelendiler.

İnce yapıya yönelik araştırmalar için. her
hayvandan alınan heparinize kan örneklerinin
yansı. lenfosit izolasyonu yapıldıktan sonra
Karnovsky (10) yöntemine göre glutaraldehid
paraformaldehid tesbit sıvısı ile tesbit edildi.
1200 dev/dak.'da 10 dakika santrifüje edildikten
sonra çökelti üzerine 50°C'de erimiş %2'lik
agar'dan 1-2 damla damlatılarak tüp içeri~i te-
miz bir lam üzerine döküldü. Agar donduktan
sonra küçük parçacıklar halinde kesilerek
%1Ilik ozmik asitte iki saat süreyle .tesbit edildi.
Parçalar Araldit MIde bloklandı. Ince kesitler
Reynold's (23) yöntemiyle boyanarak CarI Ze-
iss EM 9S-2 model mikroskopta incelendi.

Heparinize kan örneklerinin diğer yansı ise
elektron mikroskopta alfa naftil asetat esteraz
enzimini demonstre etmek (27) için. kullanıldı.
Lenfosit izolasyonundan sonra glutaraldehid-
aseton ile tesbit yapıldı ve süspansiyon içinde
alfa naftil asetat esteraz enzim boyaması 45
dakika süreyle uygulandı; yukanda anlatılan
tekniğe göre elektron mikroskop'a hazırlandı.
Ancak. bu örneklere ozmik asit tesbiti uygulan-
madığı gibi, ince kesitlere kurşun sitrat boya-
ması da yapılmadı.

B lenfositlerdeki yüzey immunglobulinle-
rinin (SIg) demonstrasyonu B lenfosit kiti (Sig-
ma diagnostic kit) kullanılarak yapıldı.

ANAE ve SIg boyama metodlanyla hazır-
lanan her preperattaki 3 değişik alanda yüzer-
den üçyüz lenfosit sayılarak pozitif lenfosit
oranlan saptandı.

Bulgular
Işık mikroskobu ile yapılan incelemelerde.

ANAE enzim. boyamasına karşı pozitif lenfosit-
lerin büyük çoğunluğunda sayılan 1-2 arasında
değişen spesifik kırmızı granüller gözlendi (Şe-
kil 1 ok). Nötrofil granulositlerde granuler pozi-
tiviteye rastlandı (Şekil 2 oklar). Eozinofil gra-
nulosit ve monositlerde kuvvetli. diffuz
granuler pozitivite tesbit edildi.

SIg boyaması uygulanan preperatlarda. B
lenfositlerde SIgIlerinin hücre membranında ho-
mojen dağılım gösterdikleri (ŞekiL. 3 ok) ya da
hücrenin bir kutpunda toplandıklan gözlendi
(Şekil 4 ok).

ANAE ve SIg boyaması sonuçlan tablo 1
ve 21de verilmiştir.

Değişik yaş gruplannda ANAE pozitif len-
fosit oranın %59.3-63.9. ANAE negatif lenfosit
oranının %36.4-40.7 arasında; SIg pozitiflenfo-
sit oranının %35.2-41.0. SIg negatif lenfosit
oranının ise %59.0-64.8 arasında de~işti~i sap-
tandı. Aynı yaş gruplan, ANAE ve SIg boya-
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ŞekiII: Erişkin Ankara keçisinde ANAE boyaması. Ok: T
lenfositinde ANAE pozitif granül. ANAE.x990.

Figure ı: ANAE staining in adult Angora goal. Arrow:
ANAE positive granule in T Iymphoeyte. ANAE.x 990.

Şekil 2: Erişkin Ankara keçisinde ANAE boyaması.
Oklar: nötrofil granulositte ANAE pozitif granuller.

ANAE.x i250.
Figure 2: ANAE staining in adult Angora goal. Arrows:
ANAE positive granules in neutrophil granuloeyte.

ANAE.x 1250.
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Şekil 4: Erişkin Ankara keçisinde SIg boyaması. Ok:
yüzey immunglobulinlerinin B lenfositin bir kulpunda

toplanması. SIg.x870.
Figure 4: SIg staining in adult Angora goal. Arrow:

loealization of surfaee immunoglobulins at one pole of the
B Iymphoeyte. SIg.x870.

masına karşı kendi aralannda karşılaşnnldtkla-
nnda ANAE negatif lenfosit oranının, SIg pozi-
tif lenfosit oranına çok yakın olduğu dikkati
çekti. Bu bulgulara göre ANAE pozitif lenfosit
oranının genç hayvanlarda biraz daha yüksek
ve SIg pozitif lenfosit oranının ise düşük oldu-
ğu, yaşın ilerlemesi ile birlikte ANAE pozitif
lenfosit oranında bir düşmenin ve SIg pozitif
lenfosit oranın da ise bir yükselmenin şekillen-
diği saptandı (Tablo 1 ve 2).

Tablo i: Ankara Keçilerinin Perifer Kan Lenfositlerinde
ANAE Boyaması

Tahle i: ANAE Staining in Peripheral Blood Iymphoeytes
in Angora Goats

Hayvanın Hayvan Lenfosit (%)

Yaşı Sayısı ANAE+ ANAE-
----- -------

36.4O-I gün 10 63.6

7 gün LO 62.9 37.1

14 gün LO 63.3 36.7
-------- .'-- --

i21 gün LO 60.9 , 39.1

28 gün 10 60.7 39.3

60 gün 10 61.8 38.2
- ----- --

20 59.3 ! 40.71-3 yaş

Tablo 2: Ankara Keçilerinin Perifer Kan Lenfositlerinde
Slg Boyaması

Table 2: Slg Staining in Peripheral Rlood Lymphoeytes in
Angora Goats

Lenfosit (%)

Şekil 3: Erişkin Ankara keçisinde Slg boyaması. Ok:
yüzey immınıglobulinlerinin B lenfosit membranında

diffuz dağılımı. Slg.x960.
Figure 3: Slg staining in adult Angora goal. Arrow:
diffuse distribution or surfaee immunoglohu\ins in R

Iymphoeyıc mcmhrane. Slg.x960.

Hayvanın
Yaşı SIg+

35.2
36:4
41.0
39.0

Slg-

64.8
63.6_. __ ... _- .__ .

59.0
61.0
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Elektron mikroskobu ile yapılan inceleme-
lerde, ANAE enzim boyamasına karşı lenfosit
(Şekil 5 L), monosit (Şekil 6 M), kan pulcuklan
(Şekil 5,8 t), nötrofil (Şekil 7 N) ve eozinofil
(Şekil 8 E) granulositlerde bulunan lizozomal
granülllerin pozitif reaksiyon verdi~i saptandı.
Reaksiyonun, lizozomal granüllerin içinde dif-
füz olarak yerleşti~i dikkati çekti (Şekil 5, 6, 7,
8oklar).

Tartışma ve Sonuç

Perifer kan T lenfositlerini belirlemek için
çeşitli araştıncılar (5,8,9, 12, 18) tarafından li-

",:;"ii..li". ....:, .L- ".,r' .,~.~( .. ~-_. "'..• .- .

••

Şekil 5: Elektron mikroskopta ANAE boyaması. Oklar:
lenfosit ye kan pulcuklarında ANAE pozitif granüller,

L:lenfosit, t: kan pulcuğu. ANAE. x 6185.
Figure 5: ANAE staining in Electron microscope. Arrows:
ANAE pasiliye granules in Iymhocyte and platelet,

L: Iymhocyte, t: platelet. ANAE. x 6185.

Şekil 6: Elektron mikroskopta ANAE boyaması.
Oklar: monosİue ANAE pozitif granüller, M: monosiı.

ANAE.x 12375.
Figure 6: ANAE staİning in Electron microscopc.
Arrows: ANAE positiye granuJes in monocyte,

M: Monocyte. ANAE.x 12375.

Şekil 7: Elektron mikroskopta ANAE boyaması. Oklar:
nötrofil granulosiue ANAE pozitif grantiller, N:nötrofil.

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

Şekil 8: Elektron mikroskopta ANAE boyaması. Oklar:
eozinofil granulosit ye kan pulcuğunda ANAE pozitif

granülIer, E: eozinofil granulosit, t:kan pulcuğu.
ANAE.x9215.

Figure 8: ANA E staining in Electron microscopc.
Arrows: ANAE posiliye granules in eosinophil

granulocyte and platelets, E: eosinophil granu1ocyte,
t:plateleı. ANAE.x 9215.

zozomal enzimlerden yararlanılmıştır. Son za-
manlarda, nonspesifik estcrazlardan olan alfa
naftil asetat esteraz'ın T lenfositlerinde bulunup
B lenfositlerinde bulunmadığı birçok araştıncı
(8, 11, 14, 19) tarafından bildirilmiştir.

Higgy ve ark. (8) T ve B lenfositleri ilc
NuH hücrelerinden zenginleştirilmiş hücre süs-
pansiyonlan üzerinde yaptıklan bir çalışmada,
ANBE enzimini demonstre ederek 10kalize gra-
nüler p<)Zitiviıenin T lenfositleri için spesifik
pozitif reaksiyon oJduğunu tesbit etmişlerdir.
Kajikawa ve ark. (9), sığırlarda yaptıklan Ça1IŞ-
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mada, ANAE uygulamasıyla perifer kan T len-
fositlerinde granüler, monositlerde ise diffuz re-
aksiyonun görüldüğünü bildirmişlerdir. Ramos
ve ark. (22) domuzlarda ANAE enzim boyama-
sında perifer kan T lenfositlerinde granüler, mo-
nosit ve eozinofil granulositlerde ise diffuz re-
aksiyonun görüldüğünden bahsetmektedirler.
Knowles ve Susan (12), Kulenkampff ve ark.
(14) ile Milller ve ark (19) insan pcrifer kan T
lenfositleri üzerinde yaptıklan çalışmalarda,
ANAE enzimi boyamasıyla T lenfositlerinin si-
toplazmasında genelde tek bir kırmızı granül,
monositlerde diffuz şekilde pozitif reaksiyonun
görüldüğünü. nötrofil granulositlerin ise negatif
reaksiyon verdiğini bildirmişlerdir. Osbaldiston
ve ark. (2L) farklı türler üzerinde yaptıklan
ANAE çalışmasında, rat, kobay, koyun ve keçi-
lerin nötrofil granulositlerinde pozitif reaksiyo-
na rastladıklannı, kedi ve domuzlarda ise bunu
gözlemediklerini. aynca köpek ve tavşanlarda
eozinofil granulositlerde ANAE'ye karşı pozitif
reaksiyonu gözledikleri halde kobay, kedi, ko-
yun, keçi ve insanlarda bu durumu göremedik-
lerini bildirmektedirier.

Ankara keçilerinin perifer kan T lenfositle-
ri üzerinde yapılan bu çalışmada ANAE boya-
masıyla erişkin hayvanlann lenfasitlerinin ço-
ğunda genelde bir, bazen daha fazla sayıda
kırmızı granül şeklinde reaksiyon gözlendi.
Monosit ve eozinofil granulositlerde kimi araş-
tıncılann (12, 18, 22) bildirdikleri gibi diffuz
reaksiyon gözlendi, nötrofil'lerde de pozitif re-
aksiyon tesbit edildi. Nötrofil granulositlerdcn
elde edilen bulgular, Osbaldiston ve ark.
(21)'nın bulgulanna uyum sağlamakıa, Knowles
ve Susan (12), Müller ve ark. (19)'nın bulguları-
na ise uymamaktadır. Aynca kan pulcuklarında
da ANAE boyamasına karşı elektron mikroskop
ile yapılan incelemelerde poziti f reaksiyon be-
lirlendi. Çalışmadaki bu bulgu diğer araştırıcı-
lar tarafından bildirilmemiştir.

İnsanlarda yapılan çalışmalarda, ANAE
pozitif perifer kan T lenfosit oranını Mül\er ve
ark. (19) %85, Knowles ve ark. (11) %70, Ku-
lenkampff ve ark. (14) %68 olarak bildirmişler-
dir. Bu oran tavuklarda %60 olarak bulunmuş-
tur (15). Sığırlann perifer kanındaki B ve T
lenfasit oranlarının belirlendiği çalışmalarda
farklı sonuçlar elde edilmiştir. Thurmond ve
ark. (24) sığırlarda T lenfasit oranının %37-50,
B lenfasit oranının ise %27-33 arasında değişti-
ğini bildirmişlerdir. Yapılan başka bir çalışma-
da (20) ise T lenfasit oranı %64.4, B lenfosit
oranı da %25.4 olarak tespit edilmiştir. Yang
(25) T lenfasit oranını %79.2, B lenfasit oranını
da %26.9 olarak bildirmiştir. Yukandaki araştı-
rıcılann (20, 24, 25) yaptıklan çalışmalarda
farklı yaşlardaki sığırların perifcr kanlanndaki
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T lenfasit oranlan hakkında bilgi verilmemekte-
dir. Çalışmada, değişik yaş gruplarında ANAE
pozitif lenfosit oranı %59.3-63.6, SIg pozitif
lenfasit oranı ise %35.2-41.0 arası bulunmuş:
tur. Ayrıca aynı yaş gruplarındaki SIg pozitif
lenfasit oranının, ANAE negatif lenfasit oranı-
na çok yakın olduğu dikkati çekmiştir. Erişkin
hayvanlarda tesbit edilen T ve B lenfosit oranı
insan ve sığırlarda bildirilene yakındır. Bugüne
kadar yapılan çalışmalar erişkin insan ve hay-
vanlarda olduğu için gençlerdeki T lenfosit ora-
nının erişkinlere göre yüksek, B lenfosit oranı-
nın ise düşük oluşunu tartışacak literatür
bulunamamıştır. Miyasaka ve ark. (17) koyun
fötusunda gebeliğin 54. gününde timositlerin
%90'dan fazlasının T lenfasit olduğunu, Bianc-
hi ve ark. (3) domuzlarda T lenfasitlerin do-
ğumdan önce tam geliştiğini bildirmişlerdir. İn-
san ve fareler üzerinde yapılan çalışmalarda
yaşlanmayla birlikte perifer kandaki T lenfosit
sayılarının azaldığı, bu azalmalann timusun in-
volusyonuyla ilgili olabileceği ileri sürülmüştür
(6). Kroesc ve ark. (I 3) ratlann dalağında ilk
sentrum germinativum'lann doğumdan sonraki
3-4. haftada geliştiğine dikkati çekmişlerdir.
Genç hayvanlardaki ANAE pozitif lenfosit ora-
nının erişkiniere göre yüksek, B lenfasit oranı-
nın ise düşük oluşunun, ilk bir aylık dönemde
selüler immunitenin, humural immuniteye göre
daha iyi gelişmiş olmasından ileri geldiği kanı-
sına van ldı.

Grossi ve ark. (7) ANAE aktivitesinin pri-
mer lizozomlarda gözlendiğini, Bozdech ve Ba-
inton (4) ANBE aktivitesinin monosit ve lenfo-
sitierde granül\erin içinde, Zicca ve ark. (27) ise
ANAE aktivitesinin lizozomların membranında
bulunduğunu bildirmişlerdir. Elektron mikros-
kop ile yapılan incelemelerde ANAE ile boya-
mada pozitif reaksiyonu lenfasit, monosit, kan
pulcuklan, eozinolil ve nötrofil granulositlerde-
ki lizozomların içerisinde tesbit edildiğinden,
Zicca ve ark. (27)'nin lizozomların membranın-
da bulunduğu görüşüne katılmamaktayız.

Bu çalışmadan elde edilen bulgulara daya-
narak Ankara keçilerinde ANA E demostrasyo-
nu ile perifer kandaki T lenfasitlerin spesifik
olarak belirlenebileceği ve ANAE enziminin T
lenfositlerdeki lizozomlann içinde bulunduğu
sonucuna vanldı.
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