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FARKLI HAYVAN TURLERININ PERIFER KAN
LOKOSITLERINDE ALFA NAFTIL ASETAT ESTERAZ
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Resat Nuri ASTI* Belma ALABAY** .. Nevin KURTDEDE**
Hikmet ALTUNAY*** Levent ERGUN***

Determination of alpha-naphthyl acetate esterase activity in peripheral
blood leukocytes in the different animal species

Summary: This study was carried out to determine the alpha-napthyl ace-
tate esterase (ANAE) activity of peripheral blood leukocytes in various animal
species. Heparinized blood samples collected from rat, chicken, cat, dog, sheep,
goat, cattle and horse consisting of three each animals were used.

ANAE stainings were applied at different pH and durations for the determi-
nation of ANAE activity.

The best reactions against ANAE were obtained from three hours stainings
in chicken, dog, sheep and goat at pH 5, 8, in catile and horse at pH 6, 2, in rat
and cat at pH 6, 4.

There was a positive reaction against ANAE in T lymphocytes, monocytes
and eosinophil granulocytes in examined animals. On the contrary positive re-
actions were observed in neutrophil granulocytes of cattle, sheep, goat and rats
and in pseudoeosinophil granulocytes of chicken and in blood platelets of rat
and dogs.
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Ozet: Bu ¢alisma, farkly hayvan tiirlerinde perifer kan likositlerinin alfa
naftil asetat esteraz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapild.

Calismada, materyal olarak 3'er adet erigkin rat, tavuk, kedi, képek, koyun,
keci, sigir ve attan alinan heparinize kan érnekleri kullanildi. ANAE aktivitesi-
nin belirlenmesi icin degisik pH ve siirelerde ANAE bovamast uyguland.

ANAE boyamasina karst en iyi reaksiyon tavuk, kipek, koyun ve kegide pH
5,8, at, sifirda pH 6, 2, rat ve kedide pH 6, 4'de yapian 3 saatlik bovamalardan
elde edildi.

Incelenen hayvan tiirlerinde T lenfosit, monosit ve eozinofil granulositlerde
ANAE’ye karg: pozitif reaksiyona rastlandi. Buna karsilik, sadece rat, koyvun,
kegi ve sigurlarin notrofil granulositleri ile tavuklarin pseudoeozinofil granulo-
sitlerinde, rat ve képeklerin kan pulcuklarinda pozitif reaksiyon gézlendi.

Anahtar kelimeler: Lokosit, ANAE aktivitesi
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Giris

Perifer kan lenfositleri, immunolojik ozel-
liklerine gore T ve B lenfositler olarak simflan-
dinlir (1,4). Bu lenfosit tipleri, saglikli bir can-
limn  perifer kaninda  belirli  oranlarda
bulunurken, bazi proliferatif hastahiklarda bu
oranlarda onemli sapmalar sekillenmektedir (1,
4,6,11).

Lenfosit tiplerinin ayirdedilmesi amaciyla
kullamilmakta olan yontemler oldukga pahali
olup, uzun zaman almakta ve doku kesitlerine
uygulanamamaktadir (4). Bu nedenler, aragtiri-
cilan enzimler lizerinde ¢aligmaya yoneltmigtir
(5, 6, 7, 12). Baslangigta, lizozomal enzimler-
den olan asit fosfataz iizerinde durulmus;
ancak, bu enzimin hem T hem de B lenfositler-
de bulundugunun saptanmasindan sonra lenfo-
sit tiplerini aymt etmede kullamlamayacag: an-
lagilmiguir (3). Son zamanlarda, nonspesifik
esterazlardan olan alfa naftil asetat esterazin
(ANAE) T lenfositlerde bulundugu, B lenfosit-
lerde ise bulunmadi§: gesitli aragtincilar tarafin-
dan bildirilmigtir (2, 5, 7, 13, 16).

Insanlarda ve degisik tiir hayvanlarda peri-
fer kan 1okositlerinin ANAE boyamasina kars
gosterdikleri boyanma ozellikleri, uygulanan
boyama pH’s1 ve siiresine bagh olarak degisik-
likler gostermektedir. Knowles ve ark. (7), Ku-
lenkampff ve ark. (9), Miiller ve ark. (13) insan
perifer kaninda yaptiklan ANAE boyamasina
karsi en iyi sonucu pH 5, 8'de 3 saatlik. Higgy
ve ark. (3) ise pH 8.0'de 30 dakikalik boyamada
gozlediklerini bildirmiglerdir. Ramos ve ark.
(15) domuzlarda pH 6.4'de 2 saat, Mueller ve
ark. (12) farelerde pH 5.0'de 21 saat. Osbaldis-
ton ve ark. (14) kopeklerde pH 6.5'da 90 duki-
kada, Maiti ve ark. (10) ise tavuklarda pH 7.
2'de 16 saatte en iyi sonucu aldiklarna dikkati
¢ckmiglerdir.

ANAE pozitif reaksiyonun insan ve hay-
vanlanin perifer kan T lenfositlerinde 1-2 adet
lokalize graniil seklinde gozlendigi, B lenfosit-
lerin ANAE boyamasina kargi negatif reaksiyon
verdigi, monositlerin ise diffuz boyandigi. aray-
tiricilar tarafindan ileri sirulmistiir (2. 5. 6, 7,
12.15).

ANAE boyamasina kars1 notrofil granulo-
sitlerin insan (35, 8. 14, 16), domuz (14). sigir
(16) ve kedide (14) negatif, rat, kobay, koyun
ve kecide (14) ise pozitif reaksiyon verdigi bil-
dirilmektedir.

Eozinofil granulositlerde de ANAE boya-
masina karst insan (5, 7. 8. 16), s18ir (16), rat
kedi, koyun ve kecide (14) negatif, tavsan ve
kopeklerde (14) isc pozitif reaksiyonun goriil-
digil saptanmgtir.
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Bu calisma, farkli tiir hayvanlarda perifer
kan lokositlerinin, alfa naftil asetat estcraz’a
karst boyanma oOzelliklerini ortaya koymak
amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot

Caligmada materyal olarak, 3'cr adet erg-
kin ve saghkli rat, tavuk. kedi, kopek, koyun,
kegi, s1g1r ve attan alinan heparinize kan ornek-
leri kullanildi. Her hayvandan alinan heparinize
kan orneklerinden frotiler hazirlanarak oda 1s1-
sinda kurutuldu ve -10 C’deki glutaraldehid-
aseton tesbit sivisinda 3 dakika tesbit edildi.
Siire sonunda frotiler 3 defa distile su ile yika-
narak oda 1sisinda kurutuldu ve -10 C’de 3-7
giin saklandi.

Alfa naftil asetat esteraz (ANAE) aktivite-
sinin belirlenmesi i¢in, 0.067 M fosfat tampo-
nunun (pH 5,0) 40 ml’sine 2,4 ml hekzazotize
edilen pararozanilin solusyonu ve 0.4 ml ase-
tonda eritilen 10 mg alfa naftil asctat eklenerek
hazirlanan inkubasyon solusyonu kullanildi
(12). Inkubasyon solusyonlari 2N NaOH ile
5,0, 5,4. 5.8, 6.2, 6,4, 6,8 ve 7,2 olmak iizere 7
degisik pH'ya ayarlandi. Her pH icin 3 ve 6 sa-
atlik boyamalar uygulandi. Cekirdek boyasi
olarak metilen mavisi kullanildi.

Bulgular

Perifer kan lokositlerinde alfa naftil asetat
csteraza karst en 1yi reaksiyon tavuk, kopek,
koyun ve kegide pH 5.8, at. sigirda pH 6.2, rat
ve kedide pH 6.4'de yapilan 3 saatlik boyama-
lardan clde edildi.

Incelenen hayvan tiirlerinde, ANAE enzim
boyamasina kars1 pozitif lenfositlerin biiyiik ¢o-
gunlugunda sayilan 1-2 arasinda degisen spesi-
fik kirmizi graniiller gozlenirken (Sekil 1, 4
oklar), kedi ve koyundaki graniil sayisinin diger
tirlerc gore daha fazla oldugu dikkati ¢ekti
(Sekil 2 oklar).

Monositlerin pozitif reaksiyon verdigi, bu
rcaksiyonun rat, koyun ve képekte diffuz (Sckil
3. 6 M), kedi, sigir ve kegide kuvvetli, graniiler
(Sekil 4 M), at ve tavukta ise daha az sayida
graniiler boyanma seklinde oldugu saptand.

Kedi, kopek ve atlarda nétrofil granulosit-
lerin ANAE boyamasina kargl negatif reaksiyon
verdigi gozlendi (Sekil 1, 6 N), Rat, koyun.
kegi ve sigirlanin notrofil granulositleri ile ta-
vuklarin pseudocozinofil granulositierinde ise
graniiler positivite tesbit edildi (Sekil 5 N,
oklar); reaksiyonun koyun ve kegilerde daha
kuvvetli oldugu dikkati ¢ekti.
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Sckil I: Erigkin kipckic ANAE boyamasi. oklar: T lenfositle

ANAE pozitif grantiller, N: notrofil granulosit. ANAE.x1200.

Figure 1: ANAE staining in adult dog. arrows: ANAE positive

granules in T lymphocyte, N: ncutrophil granulocyte. ANAE.x
1200

I o

Sckil 3: Erigkin kopckte ANAE boyamasi. M: monositie ditfuz
boyanma, t: kan pulcugu. ANAE.x480.
Figure 3: ANAE staining in adult dog. M: diffusc ANAE positive
reaction in monocyte. t: platelcts. ANAE.x:480.

Sckil 5: Erigkin si2irda ANAE boyamasi. N: notrofit granulositie
ANAE pozitif granuller (oklar). ANAE.x670.
Figure 5: ANAE staining in adult cattle. N:ANAE positive granu-
les in neutrophil granulocyte (arrows). ANAE.x670.

Eozinofil granulositlerde ANAE boyama-
sina karg1 at, kedi ve tavukta zayif, rat, kopek,
s1gir, koyun ve kecide ise kuvvetli grantiler po-
sitivite saptandi (Sekil 6E).
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Sekil 2: Erigkin koyunda ANAE boyamast. oklar: T lenfositte
ANAE pozitif grantiller. ANAE.x 1040.
Figure 2: ANAE staining in adult sheep. arrows: ANAE positive
granules in T tymphocyte. ANAE.x 1040.
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Sckil 4:Erigkin sidirda ANAE boyamasi. M: monositie granuler
boyanma, oklar: T lenfosittc ANAE poziuif graniiller. ANAE.x
910.

Figurc 4: ANAE staining in adult cattle. M: granular AN AE posi-
live reaction in monocyte, arrows: ANAE positive granules in T
lymphocyte. ANAE.x910

Sckil 6: Ergkin kdpekic ANAE bovamasi. E: cozinotil granulo-
sitte diftuz. granular ANAE pozitit reaksiyon, N: notrofil granulo-
sit. M: monosit, t: kan pulcugu. ANAE.x 670
Figure 6: ANAE staining in adult dog. E: diffuse granuler ANAE
pozitive reaction in eosinophil granulocyte, N: ncutrophil granu-
locyte, t: platelet. ANAE.x670).

Kedi, at, sigir. koyun ve kegilerin kan pul-
cuklan ile tavuklarin trombositlerinde ANAE
boyamasina karg1 negatif, rat ve kopeklerde ise
kuvvetli, graniiler pozitif reaksiyona rastlandi
(Sekil 3, 6 t, sekil 7 oklar).
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Sckil 7: Erigkin kiopckte ANAE boyamast. oklar: kan pulcuklarn-
da ANAE pozitif rcaksiyon. ANAE.x640).
Figure 7: ANAE staining in adult dog. arrows: ANAE pozitive re-
action in platelets. ANAE.x640.

Tartigma ve Sonug

Perifer kan T lenfositlerini belirlemek igin
cesitli aragtiricilar tarafindan lizozomal enzim-
lerden yararlamlmistir (3, 5, 6, 8, 12). Baslan-
gicta, lizozomal enzimlerden olan asit fosfataz-
dan yararlanilmis, ancak Edwin ve ark (3)'min
insan perifer kan T lenfositlerinde yaptiklan ¢a-
lismada asit fosfatazin sadece T lenfositlerde
degil, B lenfositlerde de bulundugunu bildirme-
siyle bu enzimin kullamlmasindan vazgegilmis-
tir. Son zamanlarda, non spesifik esterazlardan
olan alfa naftil asetat esteraz’in T lenfositlerde
bulunup B lenfositlerde bulunmadig: ¢esitli
aragtiricilar tarafindan bildirilmigtir (5, 7, 9,
13).

Insanlarda (8, 13) ve degisik tiir hayvanlar-
da (14) perifer kan lokositlerinin ANAE boya-
masina karg1 gosterdikleri boyanma o6zelliklen-
nin, uygulanan boyama pH’s1 ve siiresine bagh
olarak degisiklikler gosterdigi ileri sirilmiis-
tir. Knowles ve ark (7), Kulenkampff ve ark.
(9), Miiller ve ark. (13) insan perifer kanin-
da ANAE boyamasina karsi en iyl sonucu
pH 5.8'de 3 saatlik boyamadan elde ettiklerini,
Higgy ve ark. (5) ise pH 8,0'de 30 dakikalik bo-
yamada gozlediklerini bildirmiglerdir. Ramos
ve ark. (15) domuzlarnda pH 6, 4'de 2 saat, Os-
baldiston ve ark. (14) kopeklerde pH 6.5'da 90
dakika, Maiti ve ark. (10) ise tavuklarda pH
7.,2'de 16 saatte en iyi sonucu aldiklanna dikka-
ti cekmislerdir. Bu ¢alismada ANAE boyamasi-
na karg1 en iyi reaksiyon tavuk, kopek, koyun
ve kegide pH 5,8, at ve sigirda pH 6,2, rat ve
kedide pH 6,4'de yapilan 3 saatlik boyamalar-
dan elde edildi. Tavuk, kopek, koyun ve kegide
elde edilen boyama pH’s1 ve siiresi, gesitli arag-
tirictlann (7, 9, 13) insanlarda bildirdiklen ile
uyum igindedir; ancak, Higgy ve ark. (5)'min in-
sanlarda Osbaldiston ve ark. (14)'nin képekler-
de, Maiti ve ark. (10)'min tavuklardaki bulgulan
ile farkhlik gostermektedir.

R.N. ASTI-B. ALABAY-N. KURTDEDE-H. ALTUNAY-L. ERGUN

ANAE pozitif reaksiyonun insan ve hay-
vanlarin perifer kan T lenfositlerinde 1-2 adet
lokalize graniil seklinde gozlendigi, B lenfosit-
lerin ANAE boyamasina karg1 negatif reaksiyon
verdigi, monositlerde ise diffuz boyanma goz-
lendigi aragtincilar tarafindan ileri siiriilmiigtir
(2, 5, 6,7, 12, 15). Bu ¢aligmada da incelenen
hayvan tiirlerinde ANAE pozitif lenfositlerin
biiyiik ¢ogunlugunda sayilart 1-2 arasinda degi-
sen spesifik kirmiz1 graniiller gozlendi. Kedi ve
koyundaki graniil sayisinin ise diger tiirlere
gore daha fazla oldugu saptandi. Monositlerde
de diffuz veya graniiler boyanma gozlendi. Len-
fosit ve monositlerden elde edilen bulgular,
aragtirmacilann (2, 5, 6, 7, 12, 15) bulgularina
benzerlik gostermektedir.

ANAE boyamasina karg1 notrofil granulo-
sitlerde insan (5, 8, 14, 16). domuz (14), s18ir
(16) ve kedide (14) negatif, rat, kobay, koyun
ve kecide (14) ise pozitif reaksiyonun goriildi-
giinii bildiren aragtirmalar bulunmaktadir. Ca-
lismada, kedi, kopek ve atlarda nétrofil granu-
lositlerde  ANAE boyamasina kars1 negatif
reaksiyon, rat, koyun, ke¢i ve sigirlann notrofil
granulositleri ile tavuklanin pseudoeozinofil
granulositlerinde ise graniiler pozitivite saptan-
di. Koyun ve kegilerden elde edilen bulgular,
aragtirmacilann bulgulanni desteklemekte, s1-
girlardan elde ettigimiz bulgular ise zithk gos-
termektedir.

Eozinofil granulositlerde de insan (5, 7, 8,
16), sigir (16)., rat, kedi, koyun ve kegide (14)
ANAE’ye karg1 negatif, tavsan ve kopeklerde
(14) ise pozitif reaksiyonunun goriildigii bildi-
rilmigtir. Rat, tavuk, kedi, kopek, at, sigir,
koyun ve keginin eozinofil granulositlerinde
ANAE'ye karg1 pozitivite goriildiigiinden dola-
y1, Osbaldiston ve ark. (14)'nin rat, kedi, koyun
ve kegide, Yang ve ark. (16)'min sigirlarda eozi-
nofil granulositlerde pozitif reaksiyonunun go-
rillmedigini bildiren goriiglerine katilmiyoruz.
Ayrica, kedi ve kopeklerin kan pulcuklarinda
da ANAE boyamasina kars1 pozitif reaksiyon
belirlendi. Caligmadaki bu bulgu, diger arastr-
macilar tarafindan bildirilmemistir.

Bu caligmadan elde edilen bulgulara da-
yanarak perifer kan lokositlerinde ANAE bo-
yamasina kargl en iyl reaksiyonun tavuk,
kopek, koyun ve kegide pH 5, 8, at ve si8irda
pH 6, 2, rat ve kedide pH 6. 4'de yapilan 3 saat-
lik boyamalardan elde edilebilecegi ve ANAE
demonstrasyonu ile farkh hayvan tirlerinde pe-
rifer kan T lenfositlerin spesifik olarak belirle-
nebilecegi sonucuna vanldi.
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