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KANGAL BAlıKLARlNIN (GARRA RUFA) PERiFER KAN LÖKOsiTLERiNDE

ALFA-NAFTiL ASETAT ESTERAZ AKTiviTESiNiN BELiRLENMESi

Hasan Hüseyin Dönmez 1@ Emrah Sur1 Murat Boydakl

Determination of alpha naphthyl acctate esterasc activity in pcripheral blood
leueoeytes of Kangal fish (Gar ra rufa)

Özet: Bu çalışmada Kangal bal ıklarında perifer kan ANAE pozitif lenfosit oranlarının belirlenmesi amaçlandı . Materyal
olarak; 12 adet Kangal balığından alınan perifer kan örnekleri kullanıldı . Enzim aktivitesinin belirlenmesi için Ireti lere
ANAE demonstrasyon metodu uygulandı. ANAE pozitif lenfosit oranı % 62,06 olarak tespit edildi. Monosillerle. gra­
nülosillerin diffuz granüler pozitivite gösterdikleri; eritrosillerle trombosillerin ise negatif reaksiyon verdikleri gözlendi.

Anahtar Kelimeler: Kangal balığı, ANAE, lenfosit

Summary : The aim of the study was to deterrnine the pereentage of peripheral blood ANAE (+) Iymphoeytes in Kan­
gal fishs by using an alpha-naphtyl aeetate esterase proeedure. Peripheral blood samples taken from 12 Kangal fishs
were used. The pereentage of ANAE positive Iymphoeytes was 62.06%. There was a diffuse granular positivity aga­
inst ANAE demonstration in monoeytes and granuloeytes; however negative reaetion were observed in erythrocytes
and thrombocytes.
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Giriş

Memelilerde (Kurtdede ve ark., 1995) ve ka­
natlılarda (Dönmez ve ark ., 2002: Ergün ve ark.,
2004) yapılan enz im histokimyasal çalışmalar bu
can l ı l arda peri fer kan T lenfositlerinin alfa naftil
asetat esteraz (AN AE) enzimi taşıdığını ortaya koy ­
maktad ır. Bu enzimin B len fositlerde b ulunmadığı ,

bu nedenle de ANAE enziminin de­
monstrasyonuyla T lenfositlerin ayrımında kul­
l anılab ileceği kabul ed ilmektedir (Mueller ve ark.,
1981; Pruth i ve ark. , 1987). Bu tekniğin ayrıca kötü
huylu lenfoid olmayan tümörlerde T lenfositlerin
tespitinde de ku llan ılab ileceğ i bildirilmektedir
(Svennevig, 1980). T lenfositlerin bu enzimi timus
madulas ında olgunlaşmaları esnasında ka­
zandı kları (Basso ve ark., 1980) ve enzimin T len­
fositl er ile granülositlerin sitoplazmasındaki li­
zozo mlarda lokalize olduğu elektron mikroskopik
düzeyde yapılan çalışmalarda ortaya konmuştur

(Yörük ve ark., 1998; Aşt ı ve ark ., 1999).

ANAE enzim demonstras yon u koyun (Beya ve
ark. , 1986), sığır (Çelik ve ark., 1994), köpek (Aştı

ve ark., 1993), tav uk (Dönmez ve ark., 2002),
sülün (Sur ve ark., 2004) gibi çok farklı hayvan tür-

leri ile insanlarda (Pinkus ve ark. , 1979; Basso ve
ark., 1980) yapılmış ve bu türlerde ANA E (+) lerı­

fosit oranları belirlenmiştir. Blaxhall ve Hood
(1985), alabalıklarda T lenfositlerin asit esteraz ve
asit fos fataz enzim aktivitesi gösterdiğin i bil­
d i rm i ş le rd i r . Bu çalışmada Sivas-Kangal ter­
mallerinde yaşayan ve proteinden fakir beslenmeye
bağlı olarak da kolayca insanların derilerine yak­
laşarak cilt üzerindeki ölü deri parçalarını koparan
yaklaşık 8-10 cm uzunluğundaki Kangal ba ­
tı kla rı nda (Garra rufa) ANAE (+) lenfosit oranın ın

belirlenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Çalışmada 12 ade t 8-10 cm uzunluktaki sağlıklı

Kangal balıklarından alınan kan örnekleri mate ryal
olarak kullanıldı. Hazırlanan fratiler (he r bal ıktan 2
adet) oda sıcaklığında kurutulduktan sonra glu­
taraldehit-aseton tesp it s ıvıs ında -10 °C'de 3 dakika
süreyle tespit edild i. Tespit ed ilen frotilere, 0,067 M
fosfat tamponunun (pH 5.0) 40 ml 'sine 0.4 ml ase­
ton da eri ti len 10 mg alpha naphthyl acetate
(Sigma) ve 2,4 ml eşi t oranda karıştırılarak hek ­
zazot ize edi lmiş sodium nitrit (% 4) ve pa ­
rarosaniline (% 5) (Sigma) so lusyonu ilave edildi.
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Şekır 1. Kangal balığının periter kanında ANAE bo­
yamas ı . Ok: tek granüle sahip ANAE (+) lenlosil. Bar:
ts um.
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e i anga i ın ın pen er anı a
yeması . Ok: çok sayıda granüle sahip ANAE (+) lentosü.
Bar: 15 1.lm.
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Şeki l 3. Kangal balığının periter kanında ANAE bo­
yaması . Okbaşı: ANAE (-) lenrosıtrer. Bar: ts pm.

Şekil 5. Kangal balığının periter kanında ANAE bo­
yaması . G: diluz granüler boyanma gösteren çra­
nöıcsmer . Bar: t s um.
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Şeki l 4. Kangal balığının periler kanında ANAE bo­
yeması. M; zeyd difuz granü ler boyanma gösteren mo­
rıosit. Bar: 1S Ilm.

•
•

Şekil 6. Kangal balığının perlter kanında ANAE bo­
yamas ı . ": trombositlerin ANAE (-) olduklan görülmekte.
Bar: t s um.



Ka nı:a l Halıkla rının (Garra Kura ) t'c rı rcr",

Ergün ve ark. (2004) deve kuşunda. Sandıkçı ve
ark . (2005) devede qranuıosittenn ANAE enz im ak­
uvıtesl göstermed iOini: Osbald iston ve ark . (1978)
rat ve koyunlarda, Aştı ve ark . (1999) tavuklarda.
ErgCın ve ark . (2004) hindilerde, bu hücrelerin diluz
granOler pczmvite gOslerdilder ini bildirmişlerd ir. Bu
çahşmada lenlositlerin çoOunlul)unda 1·2 adet spe­
sif ik granOller gözlenirken bazı lentosülenn 3-8 adet
granCıle sahip olduQu gözıend i. Monosrtterte gra­
nülositler diluz granüler tarzda pontfvite gös­
terirken; er itros itler ile trcmbosittenn negatif re­
aks iyon gösterdiOi tespit ed ildi.

Penter kan ANAE (+) len losit oranları hayvan
türlerinde farklıhklar göstermektedir . Bu oran tav­
şanlarda % 68.2 (Özcan 2005), erg in Ankara ke­
çilerinde % 59 ,3 (Kundede ve ark .• 1995), kangal
köpeklerinde yaşa baOh olarak deQişmek üzere %
76 ile % 89 arası nda (Aştı ve ark, 1993), develerde
% 81,3 (Sandıkçı ve ark ., 2005). deve kuşunda %
59,3 (Ergün ve ark., 2004) , tavuklarda % 54,4
(DOnme z ve ark .• 2002). sülünlerde % 33 .7 (Sur ve
ark., 2004), hindilerde 51.8 (Ergün ve ark .• 2004),
ola rak bulunmuştur. Blaxhau ve Hood (1985), kah­
verengi alabalıklarda (Salma truna L) yaptlQ ı ça­
lı şmada ıentcsinenn yaklaşık % 70 oranı nda enzim
akt ivitesi gOsterdiQini tespit elmiş le rdir. Bu ça­
lı şmada ANAE pozitif lentosit oranı % 62.06 o larak
tespit edilrmşur. Aradaki larkın tür ve coQrafi bölge
tarkhhOından kaynaklanabileceOi kanıs ındayız .

Ellis (1977). balıklarda pe rder kan ıentosıuen .

granülasilleri ve man asitler inin fonksiyonel ve mor­
folo jik olarak memelilerinkine benzer olduğunu;

Blaxhall ve Hood (1985) da lentosiuenn gösterd iğ i

enzim aktivites inin T ve B lenlosillerin var110 ın ı n

göstergesi olduQunu ileri sü rmektedirler. Bu ça­
lışmada da lenlos itlerde pozitif ve negatil enzim ak­
tivitesi ile monosiUer ile granül ositle rde görülen
enz im aktivitesi bu tezleri desteklemektedir.

Insanlarda. memel i hayvanlarda ve ka­
nathlarda olduQu gibi son y ı lla rda yetiştiri ciriQ i ar1an
balık l arda da kan dokusu , hasta lıkla rın teşhis i , ayı­

ncı tan ı s ı tedavi ve prognozun belirlenmesinde
önemli veriler sağlayan ; elde edilmesi, işlenmes i ve
sonuçla rı nın yorumlanması nispeten kolayolan bir
materyaldir. Bu anlamda kan hücrelerin in sayı ve
oranları ile öze llikle baOı ş ıkhk sisteminde kritik bir
roloynayan lenfos illerin enz imat ik profil lerinin be­
lirlenme si o ldukça pratik yararla r saQ lamaktadır.

Enz im sitekimyasat teknikler son y ıllardaki diOer qe ­
üşen ileri tekn ikle r kadar kes in sonuçlar ve rmese
de ucuz ve kolay olduOu kadar güvenilir olmaları

sebebiyle pratik bir öneme sahiptir. Son uç olarak.
ülkemizde Iokal olarak yetişen ve yerl i ve yabancı

4.1837.93

lenlosit (%)

ANAE negaııf x-so
62.0612

Hayvan sayısı
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Daha sonra solusvonun pl-i'sr 1 N NaOH ile 5,8'e
ayarland ı . Frot iler oda sıcaktığmda saat başlarında

kon trolle r yapılarak 4 saat sü reyle inkObasyon so­
lusyonuna b ı ra k ıldı. Inkübasyonu n ard ından fro­
taere % 1'lik methyl green ile çekirdek boyaması

yaptkıı. Preparatlardan her birinde 200 lentosıt

olmak üzere toplam 400 lentosit sayılarak ANAE
pozmt lenlosit oranı belirlendi (Maiti ve ark ., 1990)
ve Leica DFC·320 dijital kamera ile resimleri çe­
kikji.

Bulgular

ANAE pozinvitesi lentcsinerm çoOunluOunda 1·
2 adet kahvereng i, iri qranüter tarzda iken (Şekil 1),
bazı tentosnıerde 3 ile 8 arasında deQlşen kOçük
granüller (Şekil 2) şeklinde olduOu gözlend i. Enzim
aktivite si göstermeyen ıentosiüer negatif olarak de­
Oerlendirildi (Şekil 3). ANAE pcziütlenfosltcraru %
62,06 ± 4,18 olarak tespit edildi (Tablo 1). Mo­
nositler (Şekil 4) ile granülosillerin (Şekil 5) difuz
gran Oler poz itivite gösterd ikleri, eritrositlerle trom­
bosiuenn (Şekil 6) ise negatif reaks iyon verdikleri
dikkati çekIL

TabıO 1. Kangal balıklarının pereer kan ANAE (+) ve (-)
!enloslC oranl arı .

Tartışma ve Sonuç

Lentositlerin üzozomlannda yerleşen en ­
zimle rin derronstsasyonu yöntemleri ile yapı lan ça­
lı şmalar (Pruthi ve ark ., 1987; Kurtdede ve ark .,
1995; Aşt ı ve ark ., 1996; Aşt ı ve ark. , 1999) , ANAE
enziminin T lenlo sillerde bulunurken B lentosftle rde
bulunrnadıquu göstermektedir. Aştı ve ark . (1993,
1999) ile Kurtdede ve ark . (1995), bu enzimin T
ıentositıerin lizozomtannda yerleştiQ ini bil ­
dirm iş lerdir . ANAE enz iminin demonstrasyonu tek­
niQiyle l arklı hayvan tür ler inde periter kan T len ­
tosüıerinin oranlarının beluleneb üeceqi sonucuna
vamuşlardrr (Basso ve ark .. 1980: Wult ve ark .,
1981; Pru thi ve ark ., 1987: AŞil ve arx., 1999 ; San­
d ıkç ı ve ark., 2005) . T lenlosıller yanında mo­
rositıerm de ANAE enzim aktivitesi gösterd iOi: len­
losillerde enzim pczüıvttestnm çoOunlukla 1·2 adet
krrmrzı -katwerenqi renkte foka lize granül tarz ında

gözlendiOi, rrcoosüıe roe ise d illuz boyanma çöz­
lendiOi bildirilmektedi r (Prulhi ve ark ., 1987 : Aşt ı ve
ark.• 1993: Sand ıkçı ve ark., 200 5). Osbaldiston ve
ark. (1978) domuzda, Yôrük ve ark . (1998) kodide.

83



DÖNMEZ. SUR. BOYDAK

turistler tarafından çeş i t l l cilt has ta l ı kl arı nın te­
davisinde yayg ın bir şek i l de k ullanılan Kangal ba­
lık la rı n ı n perifer kan hücrelerinde enzim profillerinin
belirlenmesi, söz konusu ba l ık türünün ye­
tişti riciliği ni n yanında sağ l ık durumla rın ın takip edi­
lebilmesi açısından önemli katkı lar sağlayacakt ı r.
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