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TAVUKLARIN PERIFER KAN T LENFOSITLERI
UZERINDE HISTOKIMYASAL CALISMALAR
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Histochemical studies on chicken peripheral blood T lymphocytes

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
electron microscopic level in adult hens by using alpha-naphtyl acetate esterase

procedure.

Blood samples were obtained from 30 adult Leghorn breed hens.

The percentage of the ANAE positive lymphocytes were 56,4 %. It has been
demonstrated that pseudoeosinophil and eosinophil granulocytes showed a gra-

nuler positivity.

In the electron microscopic examination, ANAE positive reaction were seen
in lisosomal granules found in lymphocytes, pseudoeosinophil and eosinophil

granulocytes.

Ozet: Bu calisma, ANAE enzim boyamast ile erigkin tavuklarin perifer kan
T lenfosit oranlarinin saptanmasi ve enzimin ince yap: diizeyindeki lokalizasyo-

nunun tespiti amaciyla yapild.

Calismada, Leghorn irkindan 30 adet eriskin tavugun kan ornekleri mater-

yal olarak kullanild:.

ANAE boyamasinda lenfositlerin %56.4 ‘tliniin pozitif reaksiyon verdigi sap-

tandi. Psddoeozinofil ve
gosterdikleri tespit edildi.

eozinofil

granulositlerin  graniiler  pozitivite

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde, ANAE enzim boyamasina
karst pozitif reaksiyona lenfosit, psédoeozinofil ve eozinofil granulositlerde bu-
lunan lizozomal graniillerin iginde rastland..

Giris
Perifer kan lenfositleri, immunolojik 6zel-
liklerine gore T ve B lenfositleri olarak siniflan-
dinlir (1,4). Bu lenfosit tipleri, saghikli bir can-
limin  perifer kaminda belirli  oranlarda
bulunurken, baz: proliferatif hastaliklarda bu

oranlarda 6énemli sapmalar sekillenmektedir (1,
4,6,12).

T lenfositlerini E rozet, B lenfositlerini
EAC rozet teknigi ile ayirdetmek miimkiinse
de, bu yontemler pahali olup, uzun zaman al-
makta ve doku kesitlerine uygulanamamaktadir
(4). Bu nedenlerle, arastincilar (5, 6, 8, 13) en-
zimler iizerinde ¢aligmaya yonelmislerdir. Bag-

langigta, lizozomal enzimlerden olan asit fosfa-
taz iizerinde durulmus; ancak, bu enzimin T ve
B lenfositlerinde bulundugunun saptanmasin-
dan sonra lenfosit tiplerini ayirt etmede kullani-
lamayaca@ anlagilmistir (3). Son yillarda, alfa
naftil asetat esteraz (ANAE)'tn T lenfositlerinde
bulundugu, B lenfositlerinde ise buulunmadig:
cesitli arasgtiricilar (2, 5, 8, 14, 19) tarafindan
bildirilmigtir. ANAE pozitif reaksiyonun T hiic-
relerinde 1-2 adet lokalize graniiler, makrofaj-
larda ise diffuz boyanma seklinde gozlendigi, B
lenfositlerinin ANAE boyamasina kars1 negatif
reaksiyon verdigi arastiricilar (2, 5, 6, 8, 13) ta-
rafindan ileri siiriilmiistir. ANAE boyama me-
todu ile perifer kan T lenfosit orant insanda
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%60 (14), sigirda %64.2 (19), kanathida %56
(11) olarak bulunmustur.

ANAE enziminin ince yapt diizeyindeki
yerlesimi iizerinde memelilerde yapilan ¢aligma
(20) oldukga azdir, kanatlilarda ise bu konuda
yapilan aragtirmaya rastlanilamamustir. Zicca ve
ark. (20) insan T lenfositleri lizerinde yaptiklari
elektron mikroskopik ¢aligmada ANAE enzimi-
nin lizozomlarin membraninda bulundugundan,
lizozomlann iginde ise rastlanilmadigindan
bahsetmektedirler.

Bu caligmada, ANAE enzimi demonstras-
yonuyla, tavuklarin perifer kan T lenfosit orani-
nin belirlenmesi ve ANAE enziminin. ince yapi
diizeyindeki yerlesiminin saptanmasi amaglan-
du.

Materyal ve Metot

Calismada materyal olarak Leghorn irkin-
dan 30 adet erigkin tavuktan alinan heparinize
kan Ornekleri kullanildi.

Alinan kan orneklerinden, alfa naftil asetat
esteraz enzimi (ANAE) demonstrasyonu igin
frotiler hazirlanarak havada kurutuldu ve
ANAE enzim boyamasi (11) uygulanarak 1sik
mikroskobunda incelendi.

ANAE boyama metoduyla hazirlanan her
15tk mikroskobik preparattaki ii¢ degisik alanda
yiizerden ii¢ yiiz lenfosit sayilarak pozitif lenfo-
sit oranlar saptandi.

Ince yaprya yonmelik aragtirmalar igin 10
hayvandan alinan heparinize kan orneklerinin
yarisi, lenfosit izolasyonu yapildiktan sonra
Karnovsky (7) yontemine gore glutaraldehid
paraformaldehid tespit sivist ile tespit edildi.
Pargalar, %1'lik ozmik asitte iki saat siireyle
tespit edildikten sonra, Araldit M’de blokland.
Ince kesitler Reynolds (18) yontemiyle boyana-
rak Carl Zeiss EM 9 S-2 model elektron mik-
roskobunda incelendi.

Heparinize kan omeklerinin diger yarisi
ise, alfa naftil asetat esteraz enzimini (20) elek-
tron mikroskobunda gostermek igin kullanildi.
Lenfosit izolasyonundan sonra glutaraldehid-
aseton ile tespit yapildi ve siispansiyon icinde
alfa naftil asetat esteraz enzim boyamasi 21 saat
siireyle uygulandi; yukarida anlatilan teknige
gore elektron mikroskoba hazirlandi. Ancak, bu
omeklere ozmik asit tespiti uygulanmadigr gibi
ince kesitlere kursun sitrat boyamasi da yapil-
madi.

Bulgular

Istk mikroskobu ile yapilan incelemelerde,
ANAE enzim boyamasina kars1 pozitif lenfosit-
lerin biiyiik ¢ogunlugunda sayilan 1-2 arasinda
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spesifik graniiller gozlendi (Sekil 1 ok). Baz
lenfositlerde graniil sayisinin daha fazla (1-8
adet) oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 2 ok). Psodo-
eozinofil ve eozinofil granulositlerde de poziti-
vite tespit edildi. Trombositlerde ise pozitif re-
aksiyon gozlenmedi.
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Sekil 1. Erigkin tavukta ANAE boyamasi. Ok: T
lenfositinde ANAE pozitif graniil. ANAE.x 1500.
Figure 1. ANAE staining in adult hen. Arrow: ANAE
positive granule in T lymphocyte. ANAE.x1500.

Sekil 2. Erigkin tavukta ANAE boyamasi. Ok: T
lenfositinde ANAE pozitif graniiller. ANAE.x1100.
Figure 2. ANAE staining in adult hen. Arrow: ANAE
positive granules in T lymphocyte. ANAE.x1100.

ANAE boyamasi sonuglan tablo 1'de veril-
migtir. ANAE pozitif lenfosit oraninin %56.4,
ANAE negatif lenfosit oraninin ise %43.6 oldu-
gu saptandi.

Tablo 1. Tavuklarin Perifer Kan Lenfositlerinde ANAE
Boyamasi

Table 1. ANAE Staining in Peripheral Blood
Lymphocytes in Hens

Lenfosit (%)
Hayvan

say1si ANAE* ANAE

|\ 30 56.4 L 43.6
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Elektron mikroskobu ile yapilan inceleme-
lerde, ANAE enzim boyamasina karsi lenfosit-
ler (Sekil 3 L) ile psodoeozinofil (Sekil 4P) ve
eozinofil (Sekil 4E) granulositlerde bulunan li-
zozomal graniillerin pozitif reaksiyon verdigi
saptandi. Reaksiyonun, lizozomal graniillerin
icinde diffuz olarak yerlestigi dikkati ¢ekti
(Sekil 3 ok, 4 oklar).

Sekil 3: Elektron mikroskopta ANAE boyamasi. Ok:
lenfositte ANAE pozitif graniil, L: Lenfosit,
ANAE.x12.000.

Figure 3. ANAE staining in Electron microscope. Arrow:
ANAE positive granule in lymphocyte, L: lymphocyte.
ANAE x 12.000.

Sekil 4: Elektron mikroskopta ANAE boyamasi. Oklar:
psodoeozinofil ve eozinofil granulositte ANAE pozitif
graniiller, P: psddoeozinofil granulosit, E: eozinofil
granulosit. ANAE.x 7900.

Figure 4. ANAE staining in Electron microscope. Arrows:
ANAE positive granules in pseudoeosinophil and
eosinophil granulocyte, P: pseudoeosinophil granulocyte,
E: eosinophil granulocyte. ANAE.x7900.

Tartigma ve Sonug

Perifer kan T lenfositlerini belirlemek igin
cesitli aragtiricilar (3, 5, 6, 9, 13) tarafindan li-
zozomal enzimlerden yararlanilmugtir. Son za-
manlarda, alfa naftil asetat esteraz’in T lenfosit-
lerinde bulunup, B lenfositlerinde bulunmadigi

birgok aragtinici (5, 8, 10, 14) tarafindan bildi-
rilmigtir.

Knowles ve Susan (9), Kulenkampff ve
ark. (10) ile Miiller ve ark. (14) insan, perifer
kan T lenfositleri iizerinde yaptiklan ¢aligma-
larda ANAE enzimi boyamasiyla T lenfositleri-
nin sitoplazmasinda genelde tek bir kirmuzi gra-
niil geklinde pozitif reaksiyonun goriildiigiinii,
notrofil granulositlerin ise negatif reaksiyon
verdigini bildirmislerdir. Ramos ve ark. (17)
domuzlarda ANAE enzim boyamasinda perifer
kan T lenfositlerinde graniiler, monosit ve eozi-
nofil granulositlerde ise diffuz reaksiyonun go-
riildiigiinden bahsetmektedirler. Osbaldiston ve
ark. (15) farkl: tiirler iizerinde yaptiklan ANAE
¢aligmasinda, rat, kobay, koyun ve kegilerin
notrofil granulositlerinde pozitif reaksiyona
rastladiklanni, kedi ve domuzlarda ise bunu
gozleyemediklerini, ayrica kopek ve tavsanlar-
da eozinofil granulositlerde ANAE’ye kars1 po-
zitif reaksiyon gozlediklerini bildirmektedirler.

Tavuklarin perifer kan T lenfositleri iize-
rinde yapilan bu ¢calismada ANAE boyamasiyla
erigkin hayvanlann lenfositlerinin ¢ogunda ge-
nelde bir, bazen daha fazla sayida kirmizi gra-
niil seklinde reaksiyon gozlendi. Eozinofil gra-
nulositlerde kimi aragtirrcilanin (9, 13, 17)
bildirdikleri gibi pozitif reaksiyon saptandi;
ancak, reaksiyonun aragtiricilarin bildirdikleri
gibi diffuz olmayip, graniiler goriiniiste oldugu
dikkati ¢ekti. Psodoeozinofil granulositlerde de
pozitif reaksiyon tesbit edildi. Psddoeozinofil
granulositlerden elde edilen bulgular, Osbaldis-
ton ve ark. (15)'min notrofil granulositlerden
elde ettikleri bulgulara uyum saglamakta,
Knowles ve Susan (9), Miiller ve ark. (14)'min
bulgularina ise uymamaktadur.

Osbaldison ve ark. (15) insan, kedi, kopek
ve kegilerde yaptiklan ANAE boyamalarinda,
en iyi boyama siiresinin 60-90 dakika (pH 6.0-
6.5'da) oldugunu bildirmiglerdir. Buna kargilik
Maiti ve ark. (11) tavuklarda yaptiklan ANAE
boyamasinda, yukaridaki arastiricilarin (15) bil-
dirdikleri pH’da ve boyama siiresinde pozitif
reaksiyon gozleyemediklerine, tavuklarda en iyi
reaksiyonu pH 5.8'de, 21 saatlik boyama siire-
sinde elde ettiklerine deginmektedirler. Bu ca-
ligmada da, memeliler igin bildirilen (15) pH’da
ve siirede herhangi bir pozitif reaksiyona rast-
lanmadi. En iyi sonug, Maiti ve ark. (11)'mn
bildirdikleri gibi pH 5.8'de 21 saatlik boyama
siiresi sonunda elde edildi.

Insanlarda yapilan g¢aligmalarda, ANAE
pozitif perifer kan T lenfosit oranin1 Miiller ve
ark. (14) %85, Knowles ve ark. (8), %70, Ku-
lenkampff ve ark. (10) %63 olarak bildirmigler-
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dir. S6z konusu oran, sigirlarda %68 (16), ta-
vuklarda %56 (11) olarak belirtilmistir. Bu ¢a-
lismada, erigkin tavuklarda ANAE pozitif len-
fosit oram1 %56.4 bulunmustur. Bu oran, insan
(8, 10, 14) ve memeli hayvanlarin (16, 19) peri-
fer kan T lenfosit oranlarina gore diigiiktiir.
Ancak, Maiti ve ark. (11)'nin tavuklarda elde et-
tikleri T lenfosit oranina ise benzerlik goster-
mektedir.

Zicca ve ark. (20) insan T lenfositleriyle
yaptiklan elektron mikroskopik ¢aligmada asit
fosfataz aktivitesini lizozomlarin icinde, ANAE
aktivitesini ise lizozomlarin membraninda goéz-
lediklerini bildirmislerdir. Elektron mikroskop
ile yapilan bu incelemede ANAE ile boyamada
pozitif reaksiyonun lenfosit, psddoeozinofil ve
eozinofil granulositlerdeki lizozomlarin igeri-
sinde saptanmasi, Zicca ve ark. (20)'nin, bu re-
aksiyonun, lizozomlarin membraninda bulundu-
gu yoniindeki goriislerine uymamaktadir.

Bu ¢aligmada elde edilen bulgulara daya-
narak tavuklarda ANAE demonstrasyonu ile pe-
rifer kandaki T lenfositlerin spesifik olarak be-
lirlenebilecegi . ve ANAE enziminin T
lenfositlerdeki lizozomlarin iginde bulundugu
sonucuna varildu.
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