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SIGIR FOTAL PERIFER KAN LENFQSiTI:ERiNiN ALFA-NAFTIL
ASETAT ESTERAZ AKTIVITESI UZERINDE
ISIK MIKROSKOPIK CALISMALAR
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Light microscopic studies on the alpha-naphthyl acetate esterase activity of the
fetal bovine peripheral blood lymphocytes

Summary : In this study, first appearance time of the
alpha-naphthyl acetate esterase positive lymphocytes in
the fetal peripheral blood were determined by demonstrating
of the alpha-naphthyl acetate esterase. Positively stained
lymphocytes were first seen in the peripheral blood smears
of the fetuses in 60 days old.

Large majority of the alpha-naphthy! acetate esterase
pozitive lymphocytes showed localised granular positivity,
whereas, in the smaller numbers of positive cells, a diffuse
granular staining pattern was observed.

Neutrophyls were negative. Monocytes displayed a diffuse
granular staining pattern.

The frequency of the alpha-naphthy! acetate esterase
positive lymphocytes increased with the fetal age and the
highest levels were determined in the 240 th day of the
gestation. .

Ozet : Bu galismada sigirlann ftal perifer kanindaki
alfa-naftil asetat esteraz pozitif lenfositlerin ilk ortaya ¢iktigi
dénem bu enzimin sitokimyasal yolla demonstrasyonuyla
belirlendi. Pozitif lenfositlere ilk olarak 60 ginliik fétislerin
perifer kaninda rastlandi.

Pozitif lenfositlerin biyik g¢ogunlugu lokalize graniler
pozitivite gbsterirken, daha az orandaki lenfositte diffiiz
graniler pozitivite gézlendi.

Nétrofillerin negatif reaksiyon verdikleri tespit edildi.
Monositler diffiiz graniler pozitivite géstermekteydi.

Gebeligin ilerlemesiyle birlikte, alfa-naftil asetat esteraz
pozitif lenfositlerin oranlarinda da artislar tespit edildi ve
240 glinlik fétuslerde bu hicrelerin oranlari en yiksek
seviyedeydi.

Girig
T-lenfositleri hemopoetik organlardan timusa gelen
lenfositierin timik faktérlerin  etkisi altinda ol-
- gunlagmalariyla meydana gelirler (5). Perifer kana
gecen T-lenfositleri lenf yumrularindaki lenf folliktllerinin
sinuslara bakan yuzlerinde, dalakta ise periarteriyoler

kilif icinde (Timusa bagimli bdlgeler) lokalize olurlar
(5,6,18). '

Timus, karnivorlarda gebeligin kirkinct, atlarda
altmiginci, koyunlarda ise otuzaltinci gininde
fonksiyona baglamaktadir (23). Insanlarda ise gebeligin
sekiz ile dokuzuncu haftalarinda timus dokusunda
kiiguk tip lenfositlere rastlanmaktadir. Bu dénemde

perifer kanda da kuglk lenfositlere rastlandigi bil-

dirilmigtir (5). Gebeligin onikinci ve onaltinci haftalarinda
dalak, lenf yumrular ve kemik iligindeki lenfosit sa-
yilarinda énemli artiglarin olugtugu, gebeligin dérdlinci
ayinda ise bu organlardaki lenfosit sayilarinin en yliksek
seviyeye ulasti§i tespit edilmigtir (5).

Fétal hayatta timusun korteks bdlgesine gelen
fenfositler burada siratle gogalirlar ve bunlarin gok
azl medullaya gegerek olgun T-lenfosit karakterlerini
kazanirlar (5). Basso ve ark. (2), insan fétal timositlerinin
olgunlasma asamalarina bagh olarak dért farkli en-
zimatik profil g&sterdigini tespit etmiglerdir. Bu
arastiricilara (2) gére, dérdincu fenotipte yer alan
olgun T-lenfositleri asit fosfataz (AcP), beta-
glukuronidaz (BG), asit alfa-naftil asetat asteraz (ANAE),
N-asetil beta glukuronidaz (NABG) ve alfa-naftil bitirat
esteraz (NBE) enzimlerine sahiptir. ANAE ve NBE
enzimleri digindaki diger enzimler erken ddnem ti-
mositlerinde de bulundugundan, bu iki enzimin, perifer
kandaki T-lenfositlerinin belilenmesinde kullanabilecegi
gesitli aragtincilar (3,8,9,11,12,14,16,20,24,25) ta-
rafindan bildirilmigtir. Mueller ve ark. (16) fare lenf
yumrusu kesitleri Uzerinde yaptiklan bir galigmada
timusa bagimli bolgelerde lokalize olan lenfositlerin
% 94'tinin ANAE pozitif sonug verdigini tespit et-
miglerdir. Knowles ve Halper (13) ise ANAE pozitif
timositlerin timusun medullasinda lokalize oldugunu,
kortikal timositlerin ise ANAE boyamasinda negatif
sonug verdigini bildirmiglerdir.
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Bu ¢alismada fétal ddsnemde si§ir perifer kaninda
ANAE pozitivitesi gésteren lenfositlerin ortaya giktigi
dénemin saptanmasi ve bu dénem boyunca ANAE
pozitivitesine sahip lenfositlerin oranlarindaki de-
gisikliklerin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Gebeligin farkli dénemlerdeki toplam 50 adet si§ir
fétisiinden alinan perifer kan 6rnedi materyal olarak
kullanlldl

. Kan orneklerinin alinmasi ve frotilerin ha-
2|rlaﬁma3|:

Kan drnekleri, kesimden hemen sonra uterustan
¢ikarilan fétislerin vena jugularislerinden alindi. Fétis
yaglar Fraser'a gbre (4) belirlendi. Antikoagtlan olarak
heparin (10 1U/ml. kan) kullanildi.

Alinan kan érneklerinden hazirlanan frotiler havada
kurutuldu ve soguk (-10°C) glutaraldehid-aseton
sollisyonunda 3 dakika tespit edildi. Tespit sonunda
frotiler distile suda yikandi ve havada kurutuldu.

2. Frotilerin boyanmasi: '

Bu amagla gesitli aragtiricilarin (11,12,16) bildirdigi
sekilde 0.067 M'lik 40 ml. fosfat tamponuna (pH 5.0),
2.4 ml. hekzazotize edilmis pararozanilin (Sigma)
sollisyonu ve 0.4 ml. asetonda eritiimis 10 mg.
alfa-naftil asetat (Sigma) eklenerek hazirlanan in-
kiibasyon sollisyonu kullanildi. Hazirlanan sollisyonun
pH'si 2N NaOH ile 5.8'e ayarlandi. Oda sicakhginda
dért saatlik inklibasyondan sonra boya sollisyonu
dékulerek, frotiler distile suyla yikandi ve metilen mavisi
ile 10 dakika gekirdek boyamasi yapildi. Distile suyla
yikanan frotiler, dereceli alkollerden ve ksilolden
gegirilerek entellanla kapatildi.

Isik mikroskopik incelemede tipik kahverengi-kirmizi
granullere sahip olan hucreler pozitif olarak de-
gerlendirildi. Monositler tipik gekirdek morfolojileri ve
diffiiz lokalizasyonlu ince grantler pozitivite vermeleri
ile lenfositlerden aynidi. Her frotide 200 lenfosit sayilarak
pozitif lenfositlerin orani asadidaki formille he-
saplandi:.

Pozitif lenfositlerin sayisi
X100=Pozitif lenfositlerin

ylzdesi.

Sayilan toplam lenfosit
Bulgular

~ Yapilan incelemelerde, alfa-naftil asetat pozitivitesi
gosteren lenfositlere en erken altmig gunlik fétislerin
perifer kanlarinda rastlandi (Tablo 1). Bu dénemde
oldukga dtisik (5%) olan pozitivite oraninin, gebeligin
iferlemesiyle birlikte arttigi ve 240 glnluk fétislerde
en ylksek seviyeye (%42; ulastigl saptandi (Tablo
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1).
Pozitif lenfositlerde iki farkh pozitivite tespit edildi.
Hdcrelerin gogunda sayilar 1-3 arasinda degisen, iri

ve htcrenin bir kutbunda toplanmig, kahverengi-kirmizi -

grandller gbzlenirken (Resim 1 ok), daha az sayidaki

lenfositte ise diffliz lokalizasyonlu ¢ok sayida grandl <

gbzlendi (Resim 2L).
iri ve tipik gekirdek morfolojisine sahip olan mo-

nositlerin diffiz grantler pozitivite gésterdikleri tespit f'
edildi (Resim 3). Nétrofillerde ise negatif reaksiyon *

g6ruldd (Resim 2N).

Tablo-1 Gebeligin degisik dénemlerindeki fétiislerin perifer
kanlarinda tespit edilen alfa-naftil asetat esteraz pozitif
lenfosit oranlari.

e

Fotiis boyu Gebelik donemi Pozitif lenfosit Negatif lenfosit ¥

orani orant ;

(cm.) (giin) (%) (%) ;

3.5-5.0 50 gdzlenmedi 100 i

6-8 60 5 95 #

7-10 70 14 86 R
8-13 80 15 85
13-17 90 18 82
22-32 120 20 80
30-45 150 23 77
40-60 180 28 72
55-75 210 34 66
60-85 240 42 58

Re5|m-1 Lokalize graniiler pozitivite gosteren lenfosit. Ok)*
Pozitif graniil. Alfa-naftil asetat esteraz boyamasi.,;
X1400.

1 Localised granular positive lymphocyte. Arrow) Posmve
granule. Alfha-napthyl acetate esterase staining. o
X1400.

Fig-

3
%



S.U. Vet. Fak. Derg. (1992), 8, 2, 41-44

Resim-2 Diffiiz graniiler pozitivite gésteren lenfosit ve negatif
reaksiyon veren nétrofil. L) Lenfosit, N) Nétrofil.
Alfa-naftil asetat esteraz boyamast., X1200.

Fig- 2 Adiffuse granular positive lymphocyte and a negative
neutrophyl. L) Lymphocyte, N) Neutrophyl. Alpha-
naphthyl acetate esterase staining., X1200.

Resim-3 Diffiiz grantiler pozitivite gésteren monosit. Alfa-naftil
- asetat esteraz boyamasi., X1200.
3 A monocyte showing diffuse granular positivity.
Alpha-naphtyl acetate esterase staining., X1200.

Fig-

Tartisma ve Sonug

Knowles ve Halper (13), immdn yanit olugturma
yetenedi bulunmayan fare kortikal ' timositlerinin,
alfa-naftil asetat esteraz enzimine de sahip olmadigini,
medullada lokalize olantimositlerin Snemli bir kisminin
ise bu enzime sahip olduklarint bildirmiglerdir. Ayni
aragtiricilar (13), erken gebelikte medulladaki pozitif
hiicrelerin oraninin oldukga diistik oldugunu ve gebeligin
ilerlemesiyle birlikte bu bélgedeki pozitif Hicrelerin
sayisinin da arttigini tespit etmiglerdir. Mueller ve ark.
(16) ise alfa-naftil asetat enziminin, timositlerinin
medulladan kortekse gegisleri sirasinda kazanidigini
ileri strmektedir. Basso ve ark. (2) insan erken fotal
dénem timositlerinin gok kiiglk bir oraninin alfa-nattil
asetat esteraz pozitif oldugu halde, dogum sonunda

" buoranin % 4.1'e ulastigini, perifer kan lenfositlerinin
is_e % 46'sinin pozitif reaksiyon verdigini tespit et-
mislerdir.

Perifer kan lenfositlerinde iki farkli tip alfa-naftil

asetat esteraz pozitivitesi gézlendigi gesitli aragtircilar
(3,7,12,16,20,25) tarafindan bildirilmektedir. Higgy
ve ark. (7), lokalize graniler pozitivitenin T-
lenfositlerinin, diffliz grantler pozitivitenin null hic-
relerinin, negatif reaksiyonun da B-lenfositlerinin spesifik
reaksiyonlari oldugunu bildirmektedir. Zicca ve ark.
(25), lokalize grandler pozitivitenin ig M(T),), diffiz
grantler pozitivitenin ise 1g G ylzey reseptorlerine
sahip olan T-lenfositlerinin (T) spesifik reaksiyonlar
oldugunu ileri sirmektedir. Knowles ve ark. (12), diffiz
grandler pozitiviteyi zayif pozitif reaksiyon olarak
degerlendirmektedir. Armitage ve ark. (1) ise bu enzimin
B-lenfositlerin ¢ok kiigUk bir oraninda da bulunmakla
birlikte, T-lenfositlerinin spesifik bir reaksiyonu olarak
degerlendirilebilecegdini, ancak T-lenfosit alt tiplerinin
bu yéntemle belirlenemiyecegini ileri sirmiglerdir.

Bu ¢alismada perifer kan lenfositlerinin lokalize
ve difiiz granller olmak Uzere iki belirgin ve farkh
reaksiyon verdikleri tespit edildi. Lokalize grantlér
pozitif reaksiyon veren lenfositler gogunluktaydi. Bu
bulgu, insanlarda (2,3,7,11,12,13,20,25) ve farelerde
(16) bildirilen reaksiyon tipleriyle benzerlik gos-
termektedir. Maiti ve ark. (14) kanatllarda, Nakase
ve Kobayashi (17) gesitli hayvan tirlerinde ve Kajikawa
ve ark. (8), normal ve enzootik I8ykozlu sidirlarin perifer
kanlan izerinde yaptiklar bir calismada 45 dakikalik
inklibasyon suresi nermektedir. Bu ¢alismada yapilan
gbzlemlerde bu stirede oldukga zayif boyanmig grandlier
gozlendiginden, inklibasyon stiresi dért saate gikanidt.
Sekiz saati agan inklbasyon stresinde ise frotilerde
tortular olustugu ve bu durumun, de@erlendirmeyi
zorlagtirdigi gézlendi. Bu nedenle sigirlarda en uygun
inklbasyon suresinin dort ile sekiz saat arasi oldugu
sonucuna varildi.

Mezodermden kdken alan kan hicrelerinin, erken
embriyonal dénemde vitelliis kesesi mezoderminde
sekillendigi, daha sonra bu iglemin sirasiyla pirimitif
endotel, dalak ve karaciger tarafindan yerine getirildigi,
dogumdan sonra kan yaptminin kemik iliginde ger-
geklestigi bilinmektedir (22,23).

T-lenfositlerin olgunlastidi timusta, lenfositler fétal
hayatin ikinci haftasinda gézlenmektedir (5,10). Yutak
endoderminden kdken alan epitel hticrelerinin retikulum
hiicrelerine farklilasmasi da bu dénemde baglamaktadir
(10). Perifer lenfoid organlara lenfosit gb¢u ise kar-
nivorlarda gebeligin kirk-kirksekizinci, atlarda ylz-
yirminci giininden énce bagladigi ve doguma yakin
evrede lenf yumrularinda germinatif merkezlerin
sekillenmis oldugdu bilinmektedir (23). Koyunlarda ise
bu olay gebeligin ellidérdinct gininden énce ger-
ceklesmektedir. Gunku, gebelidin altmigikinci gliniinden
sonra yapilan timektominin, humoral ve selller yanitta
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dnemli bir kayip olusturmadig: bildirilmigtir (15). Su
tirde gebeligin ellidort ile altmiginci giinleri arasinda
timositlerin % 2'sinin, dalaktaki lenfositlerin ise % 5'inin
T-lenfositleri igin spesifik olan T-80 monoklonal an-
tikoruna karsi pozitif yanit verdigi tespit edilmistir. Bu
calismada ise sigir fotislerinin perifer kanlarinda
gebeligin altmisinci gininde T-lenfositlere spesifik
oldugu bildirilen alfa-naftil asetat esteraz (8,12,16)
enzimi pozitivitesi tespit edildi. Bu bulgu Miyasaka

ve ark. (15) nin, T-80 monoklonal antikoru ile koyunlarda

yaptiklan galigmada bildirdikleri gebelik evresine yakin
oimakla birlikte, altt ginlik bir fark bulunmaktadir.
Bu farklitgin koyunlarin gebelik slresinin si-
girlarinkinden daha kisa olmasina bagl olabilecegi
kanaatine varildi. '

Reeves ve Renshaw (21), rozet olusturma tek-
nikleriyle yaptiklar bir ¢caligmada sigir perifer kan
lenfositlerinin % 45'inin T, % 26 sinin da B-
lenfositlerinden olustugunu bildirmiglerdir. Kajikawa
ve ark. (8) ise sigir perifer kan lenfositlerinin % 47'sinin
alfa-naftil asetat esteraz pozitif, % 26'sinin da B-
lenfositlerine spesifik ylizey immiinoglobdlinlerine sahip
olduklarini tespit etmiglerdir. Bu ¢alismada ikiytzkirk
gunlik fotaslerin perifer kanindaki alfa-naftil asetat
esteraz pozitif lenfosit orani % 42 olarak tespit edilmigtir.
Bu bulgu, ergin dénemde T-lenfosit oranlannin Kajikawa
ve ark. (8) ile Reeves ve ark. (21)'larinin bildirdigi
oranlardan biraz daha ylksek olabilecegini akla ge-
tirmektedir. Nitekim, Paul ve ark. (19), ergin sigiriarin
perifer kanindaki T-lenfositlerin oraninin % 63, B-lenfosit
oraninin da % 11 oldudunu bildirmiglerdir.

Bu ¢alismadan elde edilen bulgulara dayanilarak
sigirlarda timusda T-lenfositierin gebeligin altmiginci
gtninde olgunlasarak, perifer lenfoid organlara gé¢
etmeye basladiklan, perifer kandaki T-lenfosit
oranlarinin gebeligin ilerlemesiyle birlikte arttid1 so-
nucuna varildi.
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