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Deterrnination of alpha-naphthyl acetate esterase activity in peripheral
blood leukocytes in the different anirnal species

Summary: This study was earried out to detennine the a/pha-napthy/ aee-
tate esterase (ANAE) aetivity of periphera/ b/ood /eukocytes in various animal
speeies. Heparinized h/ood samp/es colleetedfrom rat, chieken, cat, dog, sheep,
goat, ca tt/e and horse eonsisting of three each animals were used.

ANAE stainings were applied at different pH and durations for the detenni-
nation of ANAE aetivity.

The best reaetions against ANAE were obtained from three hours stainings
in ehieken, dog, sheep and goat at pH 5, 8, in catt/e and horse at pH 6, 2, in rat
and eat at pH 6,4.

There was a positive reaetion against ANAE in T /ymphocytes, monoeytes
and eosinophi/ granu/ocytes in examined anima/s. On the contrary positive re-
actions were observed in neutrophi/ granu/oeytes (~reatt/e, sheep, goat and rats
and in pseudoeosinophi/ granu/oeytes of chieken and in b/ood p/ate/ets of rat
and dogs.

Key wo rd: Leuckocyte, ANA E activity.

Özet: Bu çalışma, farklı hayvaıı türlerinde per~ler kan lökosit/erinin alfa
naftil asetat esteraz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla yapddı.

Çalışmada, materyal olarak 3'er adet eri~\'kinrat, tavuk, kedi, köpek, koyun,
keçi, sığır ve attan alınan heparinize kan örnek/eri kullanıldı. ANAE aktivitesi-
nin belirlenmesi için değişik pH ve sürelerde ANAE boyaması uJ'gulandı.

ANAE boyamasına karşı en iyi reaksiyon tavuk, köpek, koyun ve keçide pH
5,8, at, sığırda pH 6, 2, rat ve kedide pH 6, 4 'de yapılan 3 saatlik boyama/ardan
e/de edi/di.

Inee/enen hayvan türlerinde T /enfosit, monosit ve eozinoji/ granu/ositlerde
ANAE'ye karşı pozitif reaksiyoııa rast/andı. Buna karşılık, sadece rat, koyun,
keçi ve sığırlarm nötroji/ granulosit/eri ile tavuklarm pseudoeozinoji/ granu/o-
sitleriilde, rat ve köpek/erin kan puleuklannda pozitif reaksiyon gözlendi.

Anahtar kelimeler: Lökosit, ANAE aktivitesi
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Giriş

Perifer kan lenfositleri, immunolojik özel-
liklerine göre T ve B lenfositler olarak sınıflan-
dınlır (1,4). Bu lenfosit tipleri, sağlıklı bir can-
lının perifer kanında belirli oranlarda
bulunurken, bazı proliferatif hastalıklarda bu
oranlarda önemli sapmalar şekillenmektedir (1,
4,6, ll).

Lenfosit tiplerinin ayırdedilmesi amacıyla
kullanılmakta olan yöntemler oldukça pahalı
olup, uzun zaman almakta ve doku kesitlerine
uygulanarnamaktadır (4). Bu nedenler, araştın-
cılan enzimler üzerinde çalışmaya yöneltmiştir
(5, 6, 7, 12). Başlangıçta, lizozomal enzimler-
den olan asit fosfataz üzerinde durulmuş;
ancak, bu enzimin hem T hem de B lenfositler-
de bulunduğunun saptanmasından sonra lenfo-
sit tiplerini ayırt etmede kullanılamayacağı an-
laşılmıştır (3). Son zamanlarda, nonspesifik
esterazlardan olan alfa naftil asetat esterazın
(ANAE) T lenfositlerde bulunduğu, B lenfosit-
lerde ise bulunmadığı çeşitli araştıncılar tarafın-
dan bildirilmiştir (2, 5, 7, 13, 16).

İnsanlarda ve değişik tür hayvanlarda peri-
fer kan lökositlerinin ANAE boyamasına karşı
gösterdikleri boyanma özellikleri, uygulanan
boyama pH'sl ve süresine bağlı olarak değişik-
likler göstermektedir. Knowles ve ark. (7), Ku-
lenkampff ve ark. (9), Müller ve ark. (13) insan
perifer kanında yaptıklan ANAE boyamasına
karşı en iyi sonucu pH 5, 8'de 3 saatlik. Higgy
ve ark. (5) ise pH 8,0'de 30 dakikalık boyamada
gözlediklerini bildirmişlerdir. Ramos ve ark.
(15) domuzlarda pH 6A'de 2 saat, Mueller ve
ark. (12) farelerde pH 5.0'de 21 saaı. Osbaldis-
ton ve ark. (14) köpeklerde pH 6Sda 90 daki-
kada, Maiti ve ark. (10) ise tavuklarda pH 7.
2'de i6 saatte en iyi sonucu aldıklarına dikkati
çekmişlerdir.

ANAE pozitif reaksiyonun insan ve hay-
vanların perifer kan T lenfositlerinde 1-2 adet
lokalize granül şeklinde gözlendiği, B lenfosit-
lerin ANAE boyamasına karşı negatif reaksiyon
verdiği, monositlerin ise diffuz boyandığı, araş-
tıncılar tarafından ileri sürülmüştür (2. 5. 6, 7,
12. 15).

ANA E boyamasına karşı nötrofil granulo-
sitIerin insan (5, 8, 14, 16), domuz (14). sığır
(16) ve kedide (14) negatif, rat, kobay, koyun
ve keçide (\4) ise pozitif reaksiyon verdiği bil-
dirilmektedir.

Eozinofil granulositlcrde de ANAE boya-
masına karşı insan (5. 7, 8, 16), sığır (\6), rat
kedi, koyun vc keçide (14) negatif, tavşan ve
köpeklerde (I 4) ise pozitif reaksiyonun göri.il-
düğü saptanmıştır.
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Bu çalışma, farklı tür hayvanlarda perifer
kan lökositlerinin, alfa naftil asetat esteraz'a
karşı boyanma özelliklerini ortaya koymak
amacıyla yapıldı,

Materyal ve Metot

Çalışmada materyalolarak, 3'er adet eriş-
kin ve sağlıklı rat, tavuk, kedi, köpek, koyun,
keçi, sığır ve attan alınan heparinize kan örnek-
leri kullanıldı, Her hayvandan alınan heparinize
kan örneklerinden frotiler hazırlanarak oda isl-
sında kurutuldu ve -10 c'deki glutaraldehid-
aseton tesbit sıvısında 3 dakika tesbit edildi.
Süre sonunda frotiler 3 defa distile su ile yıka-
narak oda ısısında kurutuldu ve -1° c' de 3-7
gün saklandı.

Alfa naftil asetat esteraz (ANAE) aktivite-
sinin belirlenmesi için, 0.067 M fosfat tam po-
nunun (pH 5,0) 40 ml'sine 2,4 ml hekzazotize
edilen pararozanilin solusyonu ve 0.4 ml ase-
tonda eritilen i°mg alfa naftil asetat eklenerek
hazırlanan inkubasyon solusyonu kullanıldı
(I 2). İnkubasyon solusyonlan 2N NaOH ile
5,0,5,4.5,8,6,2,6,4,6,8 ve 7,2 olmak üzere 7
değişik pH'ya ayarlandı, Her pH için 3 ve 6 sa-
atlik boyamalar uygulandı, Çekirdek boyası
olarak metilen mavisi kullanıldı.

Bulgular

Perifer kan lökositlerinde alfa naftil asetat
esteraza karşı en iyi reaksiyon tavuk, köpek,
koyun ve kcçide pH 5,8, aı. sığırda pH 6,2, rat
ve kedi de pH 6,4'de yapılan 3 saatlik boyama-
\ardan elde edildi.

İncelenen hayvan türlerinde, ANAE enzim
boyamasına karşı pozitif lenfositlerin büyük ço-
ğunluğunda sayılan 1-2 arasında değişen spesi-
fik kırmızı granüller gözlenirken (ŞekiII, 4
oklar), kedi ve koyundaki granül sayısının diğer
türlere göre daha fazla olduğu dikkati çekti
(Şekil 2 oklar).

Monositlerin pozitif reaksiyon verdiği, bu
reaksiyonun rat. koyun ve köpekte diffuz (Şekil
3, 6 M). kedi, sığır ve keçide kuvvetli, granül er
(Şekil 4 M), at ve tavukta ise daha az sayıda
granüler boyanma şeklinde olduğu saptandı,

Kedi, köpek ve atlarda nötrofil granulosit-
lcrin ANAE boyamasına karşı negatif reaksiyon
verdiği gözlendi (ŞekilI, 6 N), Rat, koyun.
keçi ve sığırların nötrofil granulositleri ile ta-
vukların pseudoeozinofil granulositlerinde ise
granüler positivite tesbit edildi (Şekil 5 N,
oklar); reaksiyonun koyun ve keçilerde daha
kuvvetli olduğu dikkati çekti.
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Şekil i: Erişkin köpekıe ANAE boyama~\. oklar: T Icnfosilte
A:>lAE poziıif granüller, N: nötrofil granulosit. ANAE.x1200.
Figurc 1: ANAE sıaining in adulı dog. arrows: ANAE posiliye
granules in T lymphoeyte, N: neuırophil granuloeyıe. ANAE.x

1200.

Şekil 3: Erişkin köpekıe ANAE boyamas\. M: monosiııe diffuz
boyanma. ı: kan pukuğu. ANAE.x480.

Figure 3: ANAE staining in adult dog. M: diffuse ANAE posilive
reacıion in monııcyıe. i: plaıeleıs. ANAE.x:480.
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Şekil 5: Eri~kin sığırda ANAE boyamas\. N: noınıril granulosiııe
ANAE poziıif granüller (oklar). ANAE.x670.

Figure 5: ANAE sıaining in adulı eaııle. N:ANAE pasilive granu-
les in neuımphil granulocyıe (arrows). ANAE.x670.

Eozinofil granulositlerde ANAE boyama-
sına karşı at, kedi ve tavukta zayıf, rat, köpek,
sığır, koyun ve keçide ise kuvvetli granüler po-
sitivite saptandı (Şekil 6E).

Şekil 2: Eri~kin koyunda ANAE boyama~\. oklac: T lenfosiııe
AN AE poziıif granüııer. ANAE.x 1040.

Figure 2: ANAE sıaining in adulı sheep. arrows: ANAE posiliye
granules in T Iymphocyıe. ANAE.x 1040.
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Şckil 4:Eri~kin sığırda ANAE b<ıyanıası. M: nl<ıll<ısiııegranuler
boyanına, oklac: T lenfosilte ANAE poziıif granüller. ANAE.x

910.
Figure 4: ANAE slaining in adult caıılc. M: granular ANAE posi-
liye reaclinn in nıonncyıe. arrııws: ANAE posiıive granules in T

lymph<ıeyıc. ANAE.slJlO
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Şekil 6: Eri~k.in k<ıpekıe A:-JAE "ııy~ıııası. E: co/jnııiil granuln-
,iııe difluz granular ANAE pozitif rcaksiyon, N: nötrofil granulo-

siı. M: monosit, i: kan pulcuğu. ANAE.x 670
Figure 6: ANA E staining in adult dog. E: diffuse granulcr ANAE
pozitiye reaelion in eosinophil granulocyte, N: ncuırophil granu-

locyte, t: platelet. ANAE.x670.

Kedi, at, sığır, koyun ve keçilerin kan pul-
cuklan ile tavukların trombositlerinde ANAE
boyamasına karşı negatif, rat ve köpeklerde ise
kuvvetli. granüler pozitif reaksiyona rastlandı
(Şekil 3, 6 t, şekil 7 oklar).
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Şekil 7: Erişkin köpekte ANAE hoyaması. oklar: kan pulcukların-
da ANAE pozitif reaksiyon. ANAE.x640.

Figure 7: ANAE staining in adult dog. arrows: ANAE pozitiye re-
aetion in platelets. ANAE.x640.

Tartışma ve Sonuç
Perifer kan T lenfositlerini belirlemek için

çeşitli araştıncılar tarafından lizozomal enzim-
lerden yararlanılmıştır (3, 5, 6, 8, 12). Başlan-
gıçta, lizozomal enzimlerden olan asit fosfataz-
dan yararlanılmış, ancak Edwin ve ark (3)'nın
insan perifer kan T lenfositlerinde yaptıkları ça-
lışmada asit fosfatazın sadece T lenfositlerde
değil, B lenfositlerde de bulunduğunu bildirme-
siyle bu enzimin kullanılmasından vazgeçilmiş-
tir. Son zamanlarda, non spesifik esterazlardan
olan alfa naftil asetat esteraz'ın T lenfositlerde
bulunup B lenfositlerde bulunmadığı çeşitli
araştırıcılar tarafından bildirilmiştir (5, 7, 9,
13).

İnsanlarda (8, 13) ve değişik tür hayvanlar-
da (14) perifer kan lökositlerinin ANAE boya-
masına karşı gösterdikleri boyanma özellikleri-
nin, uygulanan boyama pH'sı ve süresine bağlı
olarak değişiklikler gösterdiği ileri sürülmüş-
tür. Knowles ve ark (7), Kulenkampff ve ark.
(9), Müller ve ark. (13) insan perifer kanın-
da ANAE boyamasına karşı en iyi sonucu
pH 5,8'de 3 saatlik boyamadan elde ettiklerini,
Higgy ve ark. (5) ise pH 8,0'de 30 dakikalık bo-
yamada gözlediklerini bildirmişlerdir. Ramos
ve ark. (15) domuzlarnda pH 6, 4'de 2 saat, Os-
baldiston ve ark. (14) köpeklerde pH 6Sda 90
dakika, Maiti ve ark. (I O) ise tavuklarda pH
7,2'de 16 saatte en iyi sonucu aldıklarına dikka-
ti çekmişlerdir. Bu çalışmada ANAE boyaması-
na karşı en iyi reaksiyon tavuk, köpek, koyun
ve keçide pH 5,8, at ve sığırda pH 6,2, rat ve
kedide pH 6,4'de yapılan 3 saatlik boyamalar-
dan elde edildi. Tavuk, köpek, koyun ve keçide
elde edilen boyama pH'sl ve süresi, çeşitli araş-
tırıcıların (7, 9, 13) insanlarda bildirdikleri ile
uyum içindedir; ancak, Higgy ve ark. (5)'nın in-
sanlarda Osbaldiston ve ark. (14)'nın köpekler-
de, Maiti ve ark. (lO)'nın tavuklardaki bulguları
ile farklılık göstermektedir.

R. N. AŞTı-B. ALABAY-N. KURTDEDE-H. ALTUNAY.L. ERGÜN

ANAE pozitif reaksiyonun insan ve hay-
vanların perifer kan T lenfositlerinde 1-2 adet
lokalize granül şeklinde gözlendiği, B lenfosit-
lerin ANAE boyamasına karşı negatif reaksiyon
verdiği, monositlerde ise diffuz boyanma göz-
lendiği araştıncılar tarafından ileri sürülmüştür
(2,5,6,7, 12, 15). Bu çalışmada da incelenen
hayvan türlerinde ANAE pozitif lenfositlerin
büyük çoğunluğunda sayıları 1-2 arasında deği-
şen spesifik kırmızı granüller gözlendi. Kedi ve
koyundaki granül sayısının ise diğer türlere
göre daha fazla olduğu saptandı. Monositlerde
de diffuz veya granüler boyanma gözlendi. Len-
fosit ve monositlerden elde edilen bulgular,
araştırmacıların (2, 5, 6, 7, 12, 15) bulgularına
benzerlik göstermektedir.

ANAE boyamasına karşı nötrofil granulo-
sitlerde insan (5, 8, 14, 16). domuz (14), sığır
(16) ve kedi de (14) negatif, rat, kobay, koyun
ve keçide (14) ise pozitif reaksiyonun görüldü-
ğünü bildiren araştırmalar bulunmaktadır. Ça-
lışmada, kedi, köpek ve atlarda nötrofil granu-
lositlerde ANAE boyamasına karşı negatif
reaksiyon, rat, koyun, keçi ve sığırların nötrofil
granulositleri ile tavukların pseudoeozinofil
granulositlerinde ise granüler pozitivite saptan-
dı. Koyun ve keçilerden elde edilen bulgular,
araştırmacıların bulgularını desteklemekte, sı-
ğırlardan elde ettiğimiz bulgular ise zıtlık gös-
termektedir.

Eozinofil granulositlerde de insan (5, 7, 8,
16), sığır (16)., rat, kedi, koyun ve keçide (14)
ANAE'ye karşı negatif, tavşan ve köpeklerde
(14) ise pozitif reaksiyonunun görüldüğü bildi-
rilmiştir. Rat, tavuk, kedi, köpek, at, sığır,
koyun ve keçinin eozinofil granulositlerinde
ANAE'ye karşı pozitivite görüldüğünden dola-
yı, Osbaldiston ve ark. (14)'nın rat, kedi, koyun
ve keçide, Yang ve ark. (16)'nın sığırlarda eozi-
nofil granulositlerde pozitif reaksiyonunun gö-
rülmediğini bildiren görüşlerine katılmıyoruz.
Ayrıca, kedi ve köpekleri n kan pulcuklarında
da ANAE boyamasına karşı pozitif reaksiyon
belirlendi. Çalışmadaki bu bulgu, diğer araştır-
macılar tarafından bildirilmemiştir.

Bu çalışmadan elde edilen bulgulara da-
yanarak perifer kan lökositlerinde ANAE bo-
yamasına karşı en iyi reaksiyonun tavuk,
köpek, koyun ve keçide pH 5, 8, at ve sığırda
pH 6, 2, rat ve kedide pH 6, 4'de yapılan 3 saat-
lik boyamalardan elde edilebileceği ve ANAE
demonstrasyonu ile farklı hayvan türlerinde pe-
rifer kan T lenfositlerin spesifik olarak belirle-
nebileceği sonucuna varıldı.
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