Tavuk Perifer Kan Monocytlerinin Yapisal,
Histokimyasal ve Farkiilasma Ozellikleri
Uzerinde Arastirmalar

Aytekin OZER*
OZET

Tavuk perifer kan monocyt'leri, pseudopod i¢eren euchromatik ve 6zel bi-
¢imli g¢ekirdege sahip olan hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda graniilli endoplazma
retikiilumu ve mitokondrion'lar cok sayida buna karsilik azurofil graniiller ise
az saywda bulunur. Bu graniiller asit fosfataz pozitif reaksiyon verir.

Stapylococ enfeksiyonuyla hastalanmig tavugun perifer kaninda mono-
cyt'lerden bagka bol lysosomal graniillere, mitokondrionlara ve iyi gelismis
Golgi complex'ine sahip, doku macrophage'larina benzeyen hiicreler de bulunur.
E. coli ile yapilan deneysel fagositoz galismalarinda da, tavuklarin perifer kaninda
bakterileri fagosite eden heterophyl granulositler yaninda, normal monocytler ile,
bunlardan diferensiye olan ve sitoplazmalarinda eksositoz vakuolleri ile lysosomal
graniiller i¢ eren macrophage 'lara rastlanr.

SUMMARY

Investigations on the Ultrastructural, Histochemical and Differentiation
Properties of Chicken Peripheral Blood Monocytes

In the peripheral blood of normal chicken, monocytes display pseudopods
and euchromatic, special shaped nuclei. Their cytoplasms contain granular endo-
plasmic reticulum and mitochondria abundantly but, azurophyl granules in little
amount. Acid phosphatase activity are observed in azurophyl granules. In the peri-
pheral blood of the chickens infected with staphylococci, some cells with abundant
spherical, membrane-bounded cytoplasmic granules, mitochondria and well deve-
loped Golgi complex are observed. These cells are similar to the tissue macrophages.
In order to determine the phagocytic activity of these cells chickens were experi-
mentally infected with E.coli. Phagocytic activity was seen clearly in heterophyl
granulocyt only. In macrophages found in the peripheral blood there were some
exocytic vacuols containing membranacous residues.

* Dog.Dr.; U.U. Vet. Fak. Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali, Bursa/TURKEY.



GIRIS

Memeli hayvanlann ve kanatlilarin perifer kan hiicreleri ile calisan aragtirma-
cilar, ¢ok eski tarihlerden beri yapiya iligkin bilgi birikimine katkida bulunmuglar-
drr.

Aragtirmalann boyutlan, mikroskobun evrimi ile genislik kazanms, histokim-
yasal ¢aligmalara girilmek suretiyle de, kan hiicrelerinin yapisal 6zellikleri fonksiyo-
nel ozellikleri ile biitiinlik kazanmaya baglamistir. :

1950l yillarda Elektron Mikroskobunun bilim alanina girmesiyle, kan hiicre-
lerinin ince yapisinda bulunan, 151k mikroskobik diizeydeki aragtirmalarla yorum
yapilamayan, histokimyasal ¢alismalarla da desteklenemeyen bazi Gzellikler aydin-
lanmaya baglamis, fonksiyonel ozelliklerle korrelasyonlar yapabilmek miimkiin ol-
mustur. i

Memeli ve Kanath hayvanlann perifer kaninda bulunan Monocyt'lerin 151k ve
elekiron mikroskobik diizeylerdeki yapisal 6zellikleri klasik kitaplarda kesinlik ka-
zanmgtir+4+6.7.10.11.12.19.20 By, hjicrelerin cytoplasmalarinda histokimyasal
yollarla hydrolitik enzimlerden peroxidase'in varlig1 ortaya konularak®+4-6.10.11.
12,14,19.20,21 yendilerine 151k mikroskopik diizeyde benzeyen ve teshiste kans-
tirilabilen biiyiik tip Lenfocyt'lerden farkhhig: belirtilmigtir.

Monocyt'lerin yapisal ozellikleri iizerindeki caligmalar, onlarin fonksiyonlari-
nin aydinlatilmasma biiyiik dl¢iide yardime1 olmus, bu hiicrelerin damar digina ¢ika-
bilme giiciine sahip olduklan (diapedesis) ve perifer kan disinda gevsek bag dokuda
ve viicut ici bogluklarda biriken exudatlarda da yasayabildikleri ortaya konmus-
tur3'6'11-2°-21.

Perifer kan hiicrelerinden monocyt'lerin yapisal ozellikleri ve fonksiyonlarina
iligkin bilgiler, bu hiicrelerin damar i¢inde iken inaktif olduklan, damar digina ¢ikip
da organizmada bir yang ile karsilastiklarinda ise aktifleserek macrophage'lara do-
niistiikleri iizerinde yogunlagmaktadr®+#-6.7.9.11.12.19,20.21.22

Calismamizin amaci, yukandaki goriiglerin kanathlar i¢in de gegerli olup ol-
madifini incelemek; aynca, kanathlarda bakteriyel bir enfeksiyon s6z konusu oldu-
gunda, kanda bulunan monocyt'lerin damar digmna ¢ikmadan macrophage'lara dif-
ferensiye olup olmayacaklanni saptamaktir.

MATERYAL ve METOD

Caligmamizda Tanm Orman ve Koy Isleri Bakanhg: Cifteler haras: orijinli
beyaz '"Babcock' tavuklar kullamldi.

Monocyt'lerin ince yapilarim gozlemek, bu hiicrelerde elektron histosimi
yoluyla enzim aragtirmasi yapmak ve deneysel yolla perifer kana bakteri kiiltiirii
verildiginde kanda macrophage'larm olugup olugsmadigimi incelemek iizere 5'erlik
gruplar halinde 15 adet tavuk kullanildi.

Monocyt'lerin ince yapilarni inceleyebilmek amaciyla hayvanlarin kalbinden
punksiyon yoluyla heparinize 6'sar ml. kan alindi. Anderson' 'un yontemine gore
1000 devir/dakika santrifugasyon'la elde edilen '"buffy coat'' — Lékositleri ve trom-



bositleri iceren tabaka — Karnovsky' ® yontemine gore glutaraldehyd-paraformalde-
hyd tesbit sivis1 ile 60 dakika tesbit edilerek jilet yardimiyla peletlere ayrildi. Bu
peletler bir gece 0,1 M. fosfat tamponunda (Sakkarozlu) bekletildikten sonra, %
1,3'liik Ozmik asitte bir saat siire ile ikinci kez tesbit edildiler. Ikinci tesbitten sonra
peletler, % 1'lik Uranil asetat solusyonunda bir saat boyandilar. Dehydrasyon ve
parlatmay: takiben Araldit M'de bloga alindilar. Boylece 5 hayvandan 50 adet elek-
tron mikroskobik blok hazirlandi.

Bu bloklardan elde edilen kesitlere Reynolds'® yontemine gore kontrast bo-
yamasi uygulandi.

Histokimyasal ¢aligmalar icin aynlan 5 hayvanin perifer kaninda yine Ander-
son''un yontemine gore peletler elde edildi. Bu peletler Barka ve Anderson®'un
Sodium betaglycreophosphat ve Novikoff ve arkadaglanmin' 6 cytidin-5-Monophos-
phoric asit (CMP) inkubasyon medyumlarindan gecirilerek, 50 adet elektron mik-
roskobik blok hazirland.

Perifer kandaki monocyt'lerin, kana experimental yolla bakteri kiiltiirii veril-
dikten sonra macrophage'lara differensiye olup olmadiklannin incelenmesi i¢in ay-
nlan 3. grup hayvanlara, 1 ml'sinde yaklagik 10x10° Escherichia Coli bulunan kiil-
tiir, kalp yoluyla 0,5 ml. olarak verildi. Bu hayvanlarin kalplerinden 30 ve 60 daki-
kalik, 6 ve 24 saat'lik aralarla punksiyonla alinan kan 6meklerinden, birinci grupda
kullamlan yontemlerle 50 adet elektron mikroskobik blok hazrlandi.

"Coc'' infeksiyonu ile hastalandif tesbit edilen bir tavugun kalbinden punk-
siyonla alinan heparinize kandan da 10 adet elektron mikroskobik blok hazirlandi.

Calisma siiresince morfolojik ve histokimyasal incelemeler icin hazirlanan
toplam 160 bloktan LKB Ultratome III ile alinan ince kesitler Carl Zeiss 9S-2 Elek-
tron mikroskobuyla incelendiler.

BULGULAR

Elektron mikroskobunda monocyt'ler, graniil yoniinden ¢ok fakir olmalan
(Resim 1,2,3), cekirdeklerinin az loplu olup bir kenanndan igeriye dogru ¢okiintii
yapmalan (Resim 2) ve ¢ekirdek igcinde ¢ok az olan heterochromatinin gekirdegin
perifer kisimlaninda toplanmasi (Resim1,2,3) ile, diger lokositlerden kolayca ayrila-
bildi.

Ayrica bu hiicreler, irilikleri ile de dikkati ¢ekti (Resim 1). Saglikh tavuklarin
perifer kan monocyt'lerinin cytoplasmalan, graniilden fakir olmalanna karsm, diger
membransel organeller yoniinden olduk¢a zengin bulundu. incelenen preparatlann
¢ogunda monocyt'lerin ¢ok bol miktarda serbest ribozomlara, graniillii endoplasma
reticulum'u keseciklerine ve mitochondrion'lara sahip olduklan gozlendi (Resim 2,3).
Bunlann yaninda incelenen monocyt'lerin cogunda iyi geligmis bol vezikiil, vakuol
ve kesecikleriyle her hiicrede 1-2 adet Golgi complex'i dikkati cekti (Resim 3). Mo-
nocyt'lerin hemen hepsinde cytoplasmada yaygin sekilde irili ufakh, cogunun icleri
bos, bazilannmn ise iclerinde metabolik artiklar bulunan vakuollere rastland: (Re-
sim 2).

Azurophyl ya da oxyphyl graniiller olarak isimlendirilen homojen igerikli gra-
niiller seyrek ve az sayida bulundu (Resim 3). Bu graniillerin hepsinde asit fosfataz
aktivitesi gozlendi. Bu aktiviteyi belirleyen kursun presipitat, graniillerin tamamma
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yayllmig olarak goriilmedi; bazilarinda graniiliin yarisina yakin kisminda diger bazi-
lannda ise graniilin tamamin gevrelemis olarak goze carpti (Resim 4 oklar). Bu
hiicrelerin gekirdeklerinde de kiiciik noktalar halinde olduk¢a homojen sekilde bir
enzim reaksiyonu gozlendi (Resim 4 N).

"Coc" infeksiyonunda perifer kan monocyt'lerinin bol pseudopod'lu bigimle-
rini kaybederek yuvarlaklagmaya yiiz tuttuklan gozlendi (Resim 5,6). Cytoplasma-
da, miktarlan bollasan mitochondria, graniilli endoplasma reticulumu ve serbest ri-
bosomlann yaninda en dikkat ¢ekici yapisal degisim, vakuollerin say1 ve hacimlerin-
de bir artig (Resim 5 V), az sayidaki graniillerin ise, bazi vakuollerle birlegerek (Re-
sim 6 M) multivesiculer body'ler olugturmalanyl. Vakuoller icinde degisik sekiller-
de membransel artiklar gozlendi (Resim 5 oklar). Endoplasma reticulumunda da bir
gesitlenme, graniilli endoplasma reticulumu yaninda graniilsiizlerin de varhg goze
carpt1 (Resim 6 ok.).

Aym tavukta, biiyiiklik bakimindan monocyt'lere benzeyen, pseudopod'lu,
cekirdekleri bir kenarlanindan iceriye dogiru ¢okiik ve kromatinden oldukca fakir
hiicreler de goze carpti (Resim 7). Monocyt'lerde oldugu gibi bu hiicrelerde de
kromatin, ¢ekirdegin periferine dagilmis, cekirdek¢ik belirginlesmis (Resim 7 n)
olarak gozlendi. Bu hiicrelerin en ¢ok gbze carpan yanlan cytoplasmalannm tika
basa graniillerle dolu olmasiydi. Graniiller homojendi ve iinit membranla geviili idi
(Resim 8).

Bazi graniillerin vakuollerle birlestikleri ve vakuollerle temas noktalarinda iinit
membranla cgevrilmis olan sinrlaninda bir erime oldugu saptand: (Resim 8 oklar).
Cytoplasma'da lizozomlar disinda oldukca fazla sayida mitochondrion'lara az sayi-
da graniilli endoplasma reticulumu keseciklerine, gelismis bol vezikiilleriyle Golgi
complexine (Resim 8) ve iclerinde membransel artiklar bulunan vakuollere rastlandi.

Deneysel olarak perifer kana kalp yoluyla bakteri kiiltiirii verilen tavuklardan
inkubasyonun 30 uncu, 60 inc1 dakikalan ile 6. ve 24 iincii saatlerinde alinan kan or-
neklerinden yapilan preparatlarda her dort evrede de bakterileri fagosite etmis olan
heterophyl granulositlerle (Resim 9 F), pseudopod'lu, cytoplasmalar1 homojen goxi-
niiste graniillerle dolu, irili ufakl vakuoller ve mitochondrion'lara sahip macropha-
ge'lar gorildii (Resim 10).

TARTISMA ve SONUC

Tavuk perifer kan monocyt'leri 15-20 mikron biiyiikliikte, tiim leucocyt'lerin
yaklagik % 3-9'unu tegkil eden ve onlarin i¢inde en iri olan hiicrelerdir’.

Genellikle klasik kitaplarda®-*4+6.7.10.11.12.14.19.20 ' ,onfer kan mono-
cyt'leri memeli hayvanlarda ve insanlarda; at nah, fasulya ya da bibrek biciminde
cekirdekleriyle karakterize, cekirdefi 1-3 cekirdekcige sahip, cytoplasmalarinda az
sayida membransel organelleri olan, bir miktar azurophyl (oxyphil) graniile sahip
pseudopod'lu hiicreler olarak tammlanmgtir.

Kanath hayvanlar iizerinde ince yap: diizeyindeki cahgmalarda da®+%+'5 mo-
nocyt'ler, perifer kanin en biiyiik hiicreleri olarak gosterilmigler; ¢ogunun pseudo-
pod tasidii, cekirdeklerinin yuvarlak, oval, centikli ya da bobrek biciminde ve
euchromatik yapida oldugu, cytoplasmalarinda az miktarda oxyphil graniil, buna
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karsihk bol miktarda mitochondrion, graniilli endoplasma reticulumu ve serbest
ribozom bulundugu, ¢ok iyi geligmis bir Golgi complex'ine sahip hiicreler olarak
bildirilmigtir.

Nirmalan' *, bildircin perifer kan 6mekleriyle yaptig1 calismasinda monocyt-
lerin cytoplasmasinda bulunan oxyphil graniilleri lisosom olarak kabul etmigtir.

Constantinidies®, Erkocak'®, Saglam'®, monocyt'lerin cytoplasmalarinda az
sayida goriilen azurophyl graniillerin proteolitik ve hydrolytic enzimler igerdiklerini
belirtmigler, Bloom* bu enzimlerin asit fosfataz ve aryl sulfatase, Ham' ' peroxida-
se, Schalm ve arkadaglan?? ise, asit fosfataz ve peroxidase olduklanni bildirmigler-
dir.

Biz, saghkh tavuk perifer kaninda monocyt'leri literatiirde belirtildigi gibi leu-
cocyt'lerin en iri hiicreleri olarak gordiik. Pseudopodlar, oval bigcimdeki hiicrede go-
ze carpan bir belirginlikte idi. Bir kenanndan ¢okiintiiye ugramis olan euchromatik
cekirdekte heterokromatin kiimeleri cekirdek periferine arahklarla yerlesmis du-
rumda idi. Cytoplasma, graniillii endoplasma retikiiliimii kesecikleri, serbest ribozom-
lar ve mitochondria yoniinden olduk¢a zengin, homojen goriiniisteki azurofil gra-
niiller yoniinden ise fakir idi. Bu azurofil graniillerin asit fosfataz enzimi yoniinden
pozitif reaksiyon verdigini gozledik. Cekirdekte gordiiiimiiz noktalar halinde ve
homojen yayilistaki pozitif reaksiyona diger aragtirmacilar tarafindan deginilmemis-
tir. Her hiicrede bir ya da birkac adet ve iyi gelismis Golgi complexi vardu.

Kaynaklarin arastirilmasi sirasinda herhangi bir enfeksiyonla hastalanmis ka-
nathlarin kan hiicreleriyle yapilmis bir ¢aligmaya rastlayamadik. Coc enfeksiyonuna
yakalanmig tavuga ait kan omeklerinde, monocytlerin yukanda tartisilan yapisal
ozelliklerinde bazi degisikliklerin olugtugunu gordiik. Hiicreler pseudopod'lanm
kaybederek yuvarlak bir bicim almiglar, cytoplasmalarinda bulunan irili ufakh va-
kuollerin sayisi artmis ve asit fosfataz pozitif reaksiyon gosteren lisosomal graniille-
rin bir kisim vezikiillerle birleserek, bir takim yeni olusumlar — multivesiculer body'-
ler — olusturmustu. Aynca cytoplasmalannda ¢ok bol olarak bulunan graniillii en-
doplasma reticulumu keseciklerinin yaninda, graniilsiiz olanlar da goze ¢arpmakta idi.

Aym tavugun perifer kan preparatlarinda rastladigimiz, cytoplasmalar homo-
jen yapili graniillerle ve irili ufakli vakuollerle dolu macrophage'larin perifer kanda
bulunabilecei iizerinde yayin ¢ok azdir. Aragtirmacilar genellikle macrophage'lar,
gevsek bag dokularda ve viicut i¢i bogluklarda biriken exudatlarda monocyt'lerin
damar duvanndan digan ¢ikarak buralarda differensiye olmalanyla olustuklarini
helirtmektedirlerl.‘.6_7_9_10_11 .12,19,20,2 l_

Van Furth?!, in vitro olarak insan perifer kan monocyt'leriyle yaptigi ¢ahs-
masinda, monocyt'lerin mononuclear fagosit sistemin hiicreleri oldugunu belirtmis,
in vitro fagositoz'un extracellular serum faktoriiniin saglanmasiyla miimkiin oldugu-
nu bildirmistir.

Weiss??, perifer kanda sirkiile olan monocyt'lerin, sirkiilasyonun durgun oldu-
gu yerlerde (Kulak memesinde, bazi damar sinus'larinda ve gegici olarak tikanmis
damarlarda) kolaylhikla macrophage'lara differensiye olabileceklerini bildirmektedir.
Bizim bulgularimiz da bu durumu dogrular niteliktedir.

Gergektende bir enfeksiyon sonucu hastalanmig ya da kalpten punction yo-
luyla bakteri verilen tavuklarin perifer kaninda, cytoplasmalarinda ¢ok sayida lyso-
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somal graniil ile, bu granillerle temas halinde ya da cytoplasmaya yayillmis olarak
goze carpan, i¢lerinde yer yer membransel artiklar bulunan vakuoller i¢eren mac-
rophage'lar gozledik.

Bu da gostermektedir ki, tavuklarda monositlerden macrophage olusumu sa-
dece gevsek bag dokularda, exudatlarda ya da yangih bdlgelerde degil, herhangi
bir enfeksiyon sonunda direkt olarak perifer kanda da gerceklesmektedir.

Ancak bu macrophagelann dolasim sisteminde fonksiyon yapip yapmadiklari-
na karar verilemedi. Kandaki heterophyl graniilositlerde bol miktarda fagosite edil-
mis bakteri bulundugu halde, macrophage'larda bulunmayisi, imacrophage'larin acil
durumlarda dolasim sisteminde farkhlagtiklarini ancak yine de islevlerini damar disi
ortamda yaptiklarni akla getirmektedir.

Resim: 1
Perifer kan hiicreleri. Monocyt (M), Heterophyl granulocyt (H), Trom-
bocyt (T), Basophyl granulocyt (B). X 5500



Resim: 2
Monocyt. Cekirdek (N), Pseudop'lar (P), Azurophyl graniiller (g), Gra-
niillii endoplasma reticulumu kesecikleri (r), Mitochondrion'lar (M),
Vacuoller (V). X 11400

Resim: 3
Monocyt. Cekirdekte heterochromatin (h), Golgi Complex'i (G) X 11400
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Resim: 4
Monocyt'te asit fosfataz demonstrasyonu. Graniillerde enzim reaksiyo-
nu (oklar), ¢ekirdekte enzim reaksiyonu (N). X 15000

Resim: 5
Enfekte tavuk perifer kan monoceyt'i.Vakuoller (V), Vakuollerde memb-
ransel artiklar (oklar). X 23750



Resim: 6
Enfekte tavuk perifer kan monocyt'i. Multivesiculer body 'ler (M), Gra-
niilsiiz endoplasma reticulum'u kesecikleri (oklar). X 22000

Resim: 7
Enfekte tavuk perifer kan Macrophage". Cytoplasmic graniiller (G), Ce-
kirdekgik (n), Exocytic vacuol (E). X 19500



Resim: 8
Perifer kan macrophage tnda membransel organeller. Golgi complex'i (G)
Cytoplasmic graniiller (g), Graniillerde membran erimesi (ok.) X 55000

Resim: 9
Bakteri verilmig tavuk perifer kaninda heterophyl granulosit'te fagosi-
toz (F). Fagosite edilmig bakteriler (oklar). X 19500
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10.

Resim: 10
Bakteri verilmig tavuk perifer kaninda Macrophage. Cytoplasmic graniil-
ler (g), Vakuoller (V), Mitochondrion'lar (m).
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