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KANGAL BALIKLARININ (GARRA RUFA) PERIFER KAN LOKOSITLERINDE

ALFA-NAFTIL ASETAT ESTERAZ AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Hasan Huseyin Dénmez'@ Emrah Sur?

Murat Boydak!

Determination of alpha naphthyl acetate esterase activity in peripheral blood
leucocytes of Kangal fish (Garra rufa)

Ozet: Bu galismada Kangal baliklarinda perifer kan ANAE poxzitif lenfosit oranlarinin belirlenmesi amagland:. Materyal
olarak; 12 adet Kangal baligindan alinan perifer kan érnekleri kullanildi. Enzim aktivitesinin belilenmesi igin frotilere
ANAE demonstrasyon metodu uygulandi. ANAE pozitif lenfosit orani % 62,06 olarak tespit edildi. Monositlerle, gra-
nilositlerin diffuz granuler pozitivite gdsterdikleri; eritrositlerle trombositlerin ise negatif reaksiyon verdikleri gdzlendi.

Anahtar Kelimeler: Kangal baligi, ANAE, lenfosit

Summary: The aim of the study was to determine the percentage of peripheral blood ANAE (+) lymphocytes in Kan-
gal fishs by using an alpha-naphtyl acetate esterase procedure. Peripheral blood samples taken from 12 Kangal fishs
were used. The percentage of ANAE positive lymphocytes was 62.06%. There was a diffuse granular positivity aga-
inst ANAE demonstration in monocytes and granulocytes; however negative reaction were observed in erythrocytes

and thrombocytes.
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Memelilerde (Kurtdede ve ark., 1995) ve ka-
nathlarda (Dénmez ve ark., 2002; Erglin ve ark.,
2004) yapilan enzim histokimyasal ¢alismalar bu
canlilarda perifer kan T lenfositlerinin alfa naftil
asetat esteraz (ANAE) enzimi tasidigini ortaya koy-
maktadir. Bu enzimin B lenfositlerde bulunmadiu,
bu nedenle de ANAE enziminin de-
monstrasyonuyla T lenfositlerin aynminda kul-
lanilabilecedi kabul edilmektedir (Mueller ve ark.,
1981; Pruthi ve ark., 1987). Bu teknigin ayrica koti
huylu lenfoid olmayan tumérlerde T lenfositierin
tespitinde de kullanilabilecegi bildiriimektedir
(Svennevig, 1980). T lenfositlerin bu enzimi timus
madulasinda  olgunlagmalan  esnasinda  ka-
zandiklan (Basso ve ark., 1980) ve enzimin T len-
fositler ile granulositlerin sitoplazmasindaki Ili-
zozomlarda lokalize oldugu elektron mikroskopik
dizeyde yapilan galigmalarda ortaya konmusgtur
(Yoruk ve ark., 1998; Asti ve ark., 1999).

ANAE enzim demonstrasyonu koyun (Beya ve
ark., 1986), sigir (Celik ve ark., 1994), kdpek (Asti
ve ark., 1993), tavuk (Donmez ve ark., 2002),
sultin (Sur ve ark., 2004) gibi ¢ok farkli hayvan tur-

leri ile insanlarda (Pinkus ve ark., 1979; Basso ve
ark., 1980) yapiimig ve bu turlerde ANAE (+) len-
fosit oranlan belirlenmistir. Blaxhall ve Hood
(1985), alabaliklarda T lenfositlerin asit esteraz ve
asit fosfataz enzim aktivitesi gdsterdigini bil-
dirmiglerdir. Bu g¢alismada Sivas-Kangal ter-
mallerinde yasayan ve proteinden fakir beslenmeye
bagl olarak da kolayca insanlarin derilerine yak-
lagarak cilt Uzerindeki 6lG deri pargalarini koparan
yaklagik 8-10 cm wuzunlugundaki Kangal ba-
liklarinda (Garra rufa) ANAE (+) lenfosit oraninin
belirlenmesi amaglanmisgtir.

Materyal ve Metot

Calismada 12 adet 8-10 cm uzunluktaki saghkli
Kangal balklarindan alinan kan érnekleri materyal
olarak kullanildi. Hazirlanan frotiler (her baliktan 2
adet) oda sicakhginda Kurutulduktan sonra glu-
taraldehit-aseton tespit sivisinda -10 °C'de 3 dakika
sureyle tespit edildi. Tespit edilen frotilere, 0,067 M
fosfat tamponunun (pH 5.0) 40 ml'sine 0.4 mi ase-
tonda eritlen 10 mg alpha naphthyl acetate
(Sigma) ve 2,4 ml esit oranda karigtirlarak hek-
zazotize edilmis sodium nitrit (% 4) ve pa-
rarosaniline (% 5) (Sigma) solusyonu ilave edildi.
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Sekil 1. Kangal baliginin perifer kaninda ANAE bo-
yamasi. Ok: tek granile sahip ANAE (+) lenfosit. Bar:
15 um.

Sekil 3. Kangal bahginin perifer kaninda ANAE bo-
yamasi. Okbagi: ANAE (-) lenfositler. Bar: 15 um.

Sekil 5. Kangal baliginin perifer kaninda ANAE bo-
yamasi. G: difuz graniler boyanma gbsteren gra-
nllositler. Bar: 15 um.

yamasi. Olc t;ok saylda graniile sahip ANAE (+} Ientosrl
Bar: 15 um.

Sekil 4. Kangal bahginin perifer kaninda ANAE bo-
yamasi. M: zayif difuz granller boyanma gdsteren mo-
nosit. Bar: 15 um.

15 ym

Sekil 6. Kangal baliginin perifer kaninda ANAE bo-
yamasi. *: trombositlerin ANAE (-) olduklarn g&rilmekte.
Bar: 15 um.




Kangal Bahklarinin (Garra Rufa) Perifer...

Daha sonra solusyonun pH'st 1 N NaOH ile 5,8'e
ayarlandi. Frotiler oda sicaklijinda saat baglarinda
kontroller yapilarak 4 saat sureyle inkUbasyon so-
lusyonuna birakildi. Inkibasyonun ardindan fro-
tilere % 1'lik methyl green ile gekirdek boyamasi
yapidi. Preparatiardan her birinde 200 lenfosit
olmak Uzere toplam 400 lenfosit sayilarak ANAE
pozitif lenfosit oram belirlendi (Maiti ve ark., 1990)
ve Leica DFC-320 dijital kamera ile resimleri ¢e-
kildi.
Bulgular

ANAE pozitivitesi lenfositlerin gogunlugunda 1-
2 adet kahverengi, iri grantler tarzda iken (Sekil 1),
bazi lenfositlerde 3 ile 8 arasinda degigsen kuglk
granuller (Sekil 2) seklinde oldugu gézlendi. Enzim
aktivitesi gbstermeyen lenfositler negatif olarak de-
gerlendirildi (Sekil 3). ANAE pozitif lenfosit orani %
62,06 + 4,18 olarak tespit edildi (Tablo 1). Mo-
nositler ($ekil 4) ile grandlositlerin ($ekil 5) difuz
granuler pozitivite gosterdikleri, eritrositlerle trom-
bositlerin ($ekil 6) ise negatif reaksiyon verdikleri
dikkati gekti.
Tablo 1. Kangal baliklannin perifer kan ANAE (+) ve (-)
lenfosit oranlar,

Hayvan sayisi Lenfosit (%)
ANAE pozitifi  ANAE negatil X+SD
12 62.06 37,93 4.18

Tartisma ve Sonug

Lenfositlerin  lizozomlarinda yerlesen en-
zimlerin demonstrasyonu yontemleri ile yapilan ¢a-
lismalar (Pruthi ve ark., 1987; Kuridede ve ark.,
1995; Asgti ve ark., 1996; Asti ve ark., 1999), ANAE
enziminin T lenfositlerde bulunurken B lenfositlerde
bulunmadi@imi gbstermektedir. Agti ve ark. (1993,
1999) ile Kurtdede ve ark. (1995), bu enzimin T
lenfositlerin  lizozomlarinda  yerlestigini  bil-
dirmiglerdir. ANAE enziminin demonstrasyonu tek-
nigiyle farkl hayvan torlerinde perifer kan T len-
fositlerinin oranlannin belirlenebilecedi sonucuna
varmiglardir (Basso ve ark., 1980; Wulf ve ark.,
1981; Pruthi ve ark., 1987; Asti ve ark., 1999; San-
dikgi ve ark., 2005). T lenlositier yaninda mo-
nositlerin de ANAE enzim aktivitesi gosterdidi; len-
fositlerde enzim pozitivitesinin godunlukla 1-2 adet
kirmizi-kahverengi renkte lokalize grandl tarzinda
gbzlendigi, monositlerde ise diffuz boyanma gbz-
lendigi bildirilmektedir (Pruthi ve ark., 1987; Asti ve
ark., 1993; Sandik¢i ve ark., 2005). Osbaldiston ve
ark. (1978) domuzda, Yoruk ve ark, (1998) kedide,

Ergin ve ark. (2004) deve kugunda, Sandik¢i ve
ark. (2005) devede granulositlerin ANAE enzim ak-
tivitesi gostermedigini; Osbaldiston ve ark. (1978)
rat ve koyunlarda, Asti ve ark. (1999) tavuklarda,
Ergln ve ark. (2004) hindilerde, bu hicrelerin difuz
granGler pozitivite gdsterdiklerini bildirmiglerdir. Bu
¢alismada lenfositlerin goguniugunda 1-2 adet spe-
sifik grandller gbzlenirken bazi lenfositlerin 3-8 adet
grandle sahip oldugu gdziendi. Monositlerle gra-
nilositler difuz grandler tarzda pozitivite gds-
lerirken; eritrositler ile trombositlerin negatif re-
aksiyon gdsterdidi tespit edildi.

Perifer kan ANAE (+) lenfosit oranlari hayvan
tirlerinde farkliliklar gostermektedir. Bu oran tav-
sanlarda % 68,2 (Ozcan 2005), ergin Ankara ke-
gilerinde % 59,3 (Kurtdede ve ark., 1995), kangal
képeklerinde yasa bagl olarak degismek Uzere %
76 ile % 89 arasinda (Asti ve ark, 1993), develerde
% 81,3 (Sandikg! ve ark., 2005), deve kugunda %
59,3 (Erglin ve ark., 2004), tavuklarda % 54,4
(Dénmez ve ark., 2002), stlinlerde % 33,7 (Sur ve
ark., 2004), hindilerde 51,8 (Ergin ve ark., 2004),
olarak bulunmustur. Blaxhall ve Hood (1985), kah-
verengi alabaliklarda (Salmo trutta L) yapudi ¢a-
lismada lenfositlerin yaklagik % 70 oraninda enzim
aktivitesi gdsterdigini tespit etmiglerdir. Bu ca-
ligmada ANAE pozitif lenfosit orani % 62,06 olarak
tespit edilmigtir. Aradaki farkin tir ve cografi bolge
farkhihgindan kaynaklanabilecedi kanisindayiz.

Ellis (1977), balklarda perifer kan lenfositleri,
grandlositleri ve monositlerinin fonksiyonel ve mor-
folojik olarak memelilerinkine benzer oldugunu;
Blaxhall ve Hood (1985) da lenfositlerin gosterdigi
enzim aktivitesinin T ve B lenfositlerin varliginin
gobstergesi oldugunu ileri sGrmektedirler. Bu ¢a-
ligmada da lenfositlerde pozitif ve negatif enzim ak-
tivitesi ile monositler ile grandlositlerde gorilen
enzim aktivitesi bu tezleri desteklemektedir.

Insanlarda, memeli hayvanlarda ve Ka-
natlilarda oldugu gibi son yillarda yetistiriciligi artan
baliklarda da kan dokusu, hastaliklann teghisi, ayi-
rici tanisi tedavi ve prognozun belirlenmesinde
onemli veriler saglayan; elde edilmesi, islenmesi ve
sonuglarinin yorumlanmasi nispeten kolay olan bir
materyaldir. Bu anlamda kan hicrelerinin say ve
oranlan ile dzellikle badisiklik sisteminde kritik bir
rol oynayan lenfositlerin enzimatik profillerinin be-
lirenmesi oldukga pratik yararlar saglamaktadir.
Enzim sitokimyasal teknikler son yillardaki diger ge-
ligen ileri teknikler kadar kesin sonuglar vermese
de ucuz ve kolay oldugu kadar givenilir olmalarn
sebebiyle pratik bir 6neme sahiptir. Sonug olarak,
dlkemizde lokal olarak yetisen ve yerli ve yabanci
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turistler tarafindan g¢esitli cilt hastaliklaninin te-
davisinde yaygin bir gekilde kullanilan Kangal ba-
liklarimin perifer kan hicrelerinde enzim profillerinin
belirlenmesi, sbz konusu balik tdrindn ye-
tigtiriciliginin yaninda saglik durumlarinin takip edi-
lebilmesi agisindan dnemli katkilar saglayacaktir,
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