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ÖZET

Amaç:  Alkalen fosfatazlar (ALP) tan›mlanm›fl pek çok iflleve sahip glikoprotein yap›da metalofosfataz-
lard›r ALP, kemik, karaci¤er, ba¤›rsak ve plasenta gibi dokularda yüksek konsantrasyonlarda bulunur
ve bu dokulara ait patolojilerde serum düzeyleri artar. ALP art›fl›n›n hangi dokudan kaynakland›¤›n›n

anlafl›lmas› için ALP spesifik doku izoenzimlerinin belirlenmesi gerekir. Sa¤l›kl› insanlarda plazma
ALP’sini kemik ve karaci¤er izoenzimleri oluflturur. Bu çal›flmada ALP düzeyi yüksek olabilen siroz
hastalar›nda, ALP izoenzim ve düzeylerinin belirlenmesinde ›s› inaktivasyonu ve agaroz jel elektro-

forez yöntemlerinin karfl›laflt›r›lmas› amaçland›.

Gereç ve Yöntem:  50 kontrol ve 50 siroz hastas› olmak üzere 100 bireyin serum örneklerinde agaroz

jel elektroforezi yöntemi ile elde edilen ALP karaci¤er izoenzimi (Jel LALP) ile ›s› inaktivasyonu
yöntemi ile elde edilen ALP karaci¤er izoenzimi (Is› LALP) de¤erleri, U/L ve toplam ALP’›n yüzde
aktivitesi olarak karfl›laflt›r›ld›.

Bulgular:  Is› LALP kontrol grubunda; 25.08±7.75 U/L, hasta grubunda; 37.00±14.58 U/L idi. Jel LALP
kontrol grubunda; 39.24±15.67 U/L, hasta grubunda ise; 51.83±21.18 U/L idi. Gruplar aras›ndaki fark

istatistiksel olarak anlaml› (p<0.05) idi. Is› LALP yüzde aktivite olarak, kontrol grubu için; 38.93±7.83,
hasta grubu için 40.56±9.38 idi. Jel LALP yüzde aktivite olarak, kontrol grubunda; 59.81±14.20, hasta
grubunda; 58.19±16.80 idi. Gruplar aras›ndaki fark istatistiksel olarak anlaml›yd› (p<0.05). 

Sonuç:  Serum ALP izoenzimlerin belirlenmesinde 56°C’de 10 dakika uygulanan ›s› inaktivasyonu
yöntemi agaroz jel elektroforezine göre duyarl› de¤ildir. 

Anahtar Sözcükler:  Alkalen fosfataz, siroz, izoenzim, agaroz jel elektroforezi, ›s› inaktivasyonu

ABSTRACT

Objective:  Alkaline phosphatases are glycoprotein structured metalophosphatases with several defined

functions. The high concentrations of ALP are found in bone, liver, intestine, and the placenta and 
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ALP serum levels increases in the pathology of these tissues. To understand which tissue caused the

ALP increase specific tissue isoenzymes of ALP must be defined. Plasma total ALP consists isoenzymes of

bone and liver in healthy people. The aim of this study was; to compare the heat inactivation and

agarose gel electrophoresis methods in cirrhosis patients. 

Materials and Methods:  Values of ALP liver isoenzyme obtained by Agarose gel electrophoresis

method (Gel LALP) and heat inactivation method (Heat LALP) were compared with each other either as

U/L value or as a percentage of total ALP value in 50 control cases and 50 cirrhosis patients, and the

results were evaluated.

Results:  Heat LALP values (U/L) were 25.08±7.75 for control group, 37.00±14.58 for patient group.

Gel LALP values were 39.24±15.67 for control group, 51.83±21.18 for patient group. Difference

between mean values were found to be statistically significant (p<0.05). Heat LALP values (percentage

for activity) were 38.93±7.83 for control group, 40.56±9.38 for patient group. Gel LALP values were

59.81±14.20 for control group, 58.19±16.80 for patient group. Difference between mean values were

found to be statistically significant (p<0.05).

Conclusion: As a result, heat inactivation method performed at 56°C’ for 10 minutes was found not

to be sensitive enough in determination of isoenzymes than agarose gel electrophoresis method.

Key Words:  Alkaline phosphatase, cirrhosis, isoenzymes, agarose gel electrophoresis, heat inactivation
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fosfotidilinozitol ile hücre membran›na ba¤l›

glikoprotein özellikli bir enzimdir. ALP’yi

magnezyum, kobalt ve mangan gibi iyonlar

aktive ederken kalsiyum ve inorganik fosfat

inhibe eder, çinko ise yap›sal rol oynar.

ALP’nin bafll›ca kaynaklar›; osteoblastlar,

hepatositlerin kanaliküler yüzü, biliyer epi-

telin lümene bakan yüzü, ince barsaklar›n

f›rçams› kenar›, böbrekte proksimal tubulus,

plasenta ve lökositlerdir. Normal flartlarda

insan serumu dört farkl› kaynaktan ALP izo-

enzimi içermektedir. Bunlar; kemik, karaci¤er,

ince barsak ve gebelikte plasenta dokular›-

d›r. ‹zoenzimleri aras›ndaki fark›, yap›s›nda

de¤iflik oranda bulunan siyalik asit oluflturur

ayr›ca plasental izoenzimin protein miktar›

da farkl›d›r (8,9).

ALP düzeyleri birçok karaci¤er hastal›¤›nda

yükselmekle birlikte en s›k safra ak›m›n›n

engellendi¤i intra ve ekstrahepatik kolestaz-

da veya primer metastatik karaci¤er tümör-

lerinde yükselmektedir ayr›ca primer kara-

ci¤er kanserlerinde, granülomatöz hepatit-

lerde ve infeksiyöz mononükleoz gibi hasta-

l›klarda da yüksek bulunur (10,11). Serum

ALP konsantrasyonu art›fl›n›n hangi dokuya

ait izoenzime ba¤l› oldu¤unun belirlenmesi

son derece önemlidir. Bu amaçla ALP spe-

sifik doku izoenzimlerinin ölçülmesi gerek-

G‹R‹fi

Kronik karaci¤er hastal›klar›, hepatosellüler

hasar ile karakterize olup, genellikle kara-

ci¤er fibrozu ve karaci¤er sirozu ile sonuç-

lanmaktad›r. Karaci¤er sirozu dünyan›n pek

çok ülkesinde oldu¤u gibi ülkemizde de önemli

bir mortalite ve morbidite nedenidir. Hasta-

l›¤›n nedeni özellikle Bat› Avrupa ve Kuzey

Amerika’ da daha çok alkolik hepatit iken

ülkemizde viral hepatitlerdir ve bunu biliyer

nedenler izlemektedir (1-3). Siroz, etiyolojisi

ne olursa olsun prekanseröz bir lezyondur.

Sirozlu hastalarda y›ll›k hepatosellüler karsi-

noma (HCC) geliflme insidans› %3.4’tür (4,5).

HCC karaci¤erin en s›k görülen primer malign

tümörüdür. Prevelans› 4/100.000'dir (6).

Semptomatik HCC’da 5 y›ll›k sa¤kal›m %0-10

iken, rezeksiyon veya karaci¤er transplan-

tasyonu yap›lan grupta bu oran %50’ye yük-

selmektedir. Bu nedenle erken evrede hasta-

l›¤› yakalamak çok önemlidir (7). Enzimlerin

tümör belirteci olarak kullan›m› onkofetal

antijenlerin bulunmas› ve monoklonal anti-

korlar›n ortaya ç›k›fl›ndan öncedir. Artm›fl

enzim düzeyleri malignite konusunda uyar›

olabilir. Enzimlerin izoenzimleri ek bir organ

özgüllü¤ü sa¤layabilir. 

ALP alkali ortamda farkl› türlerdeki fosfat

esterlerinin hidrolizini katalizleyen glikozil-
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serum uyguland›. Çal›flmam›zda bu süre bir

haftay› geçmedi.

Total ALP Analizi

Çal›flmam›zda total ALP düzeyleri "Beckman

Coulter Synchron LX-20" otoanalizörü kulla-

n›larak ölçüldü. Substrat olarak p-nitrofenil

fosfat ve pH 10.5 devaml›l›¤›n›n sa¤lanmas›

için 2-amino-2- metil-1- propanol (AMP) tam-

ponu kullan›lan Bowers- Mc Comb’un pren-

sibi yöntem olarak kullan›ld›. 

Is› ‹naktivasyonu

Total ALP ölçümleri yap›ld›ktan sonra ter-

mostatl› su banyosunda her örnek 56°C’de

10 dakika ve 65°C’de 30 dakika ›s›ya tabi

tutulmak üzere haz›rland›. ‹ki ayr› s›cakl›kta

çal›fl›laca¤› için örnekler 2’fler adet haz›r-

land›. ‹lk örnekler ›s› kontrolü olan ve ›s›s›

56°C’ye getirilen su banyosunda 10 dakika

bekletildi sonra buzlu suya konularak Beckman

Coulter Synchron LX-20 otoanalizöründe ALP

ölçümü yap›ld›. ‹kinci örnekler 65°C’de 30

dakika bekletildi ve sonra buzlu suya konu-

larak otoanalizörde ALP ölçümü yap›ld›. So-

nuçlar kalan aktivite olarak kaydedildi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ticari ALP izoenzim

kiti kullan›larak Helena SAS-1ve SAS-2 elek-

troforez cihaz›nda yap›ld›. 

‹statistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS) program›,

13.0 versiyonu kullan›larak yap›ld›. Kontrol

ve hasta grubunda ›s› inaktivasyonu ve aga-

roz jel elektroforez yöntemleri ile elde edi-

len verilerin istatistiksel de¤erlendirilmesin-

de ba¤›ml› gruplarda efller aras› fark›n önem-

lilik testi olan Paired Sample T testi uygulan-

d› ve yan›lma düzeyi α= 0.05 olarak al›nd›. 

BULGULAR

Kontrol grubunun 28’i (%56) erkek, 22’si (%44)

kad›n, h asta grubunun 20’si (%40) erkek, 
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lidir. ALP izoenzimlerinin ayr›m›nda, elektro-

foretik göçlerindeki farkl›l›klar, s›cakl›k veya

üre ile denatürasyona dayan›kl›l›k farklar›,

seçilmifl inhibitörlere yan›t farkl›l›klar›, çeflit- li

substratlarla reaksiyon h›zlar›ndaki farkl›l›k-

lar ve immünokimyasal karakteristik farkl›-

l›klar›na dayanan yöntemler kullan›l›r. 

Karaci¤er, kemik, ba¤›rsak ve plasental kö-

kenli ALP’nin ayr›m›nda agaroz jel elektro-

forezi ve poliakrilamid jel elektroforezi en

güvenilir yöntemlerdir. Plasental ALP ve baz›

kanserlerde görülen germ hücresi ALP izo-

enzimleri 65°C s›cakl›kta stabildir. Ba¤›rsak,

kemik, karaciger ve böbrek ALP 65°C ›s›da

inaktif olur (11,12,13). Bu çal›flmada; ALP

izoenzim ayr›m›nda kullan›lan ve güvenilir-

li¤i kan›tlanm›fl olan agaroz jel elektroforezi

yöntemi ve rutin kullan›m için uygun, mali-

yeti düflük ›s› inaktivasyonu yöntemi ile siroz

hastalar›nda total ALP ve izoenzimlerinin

belirlenmesi ve iki yöntem aras›ndaki ilifl-

kinin araflt›r›lmas› amaçland›.

GEREÇ VE YÖNTEM

Araflt›rmaya Cumhuriyet Üniversitesi T›p

Fakültesi Araflt›rma ve Uygulama Hastanesi

Gastroenteroloji Ana Bilim Dal›na baflvuran

ve karaci¤er sirozu tan›s› alan, 50 siroz

hastas› ve kontrol grubu olarak herhangi bir

kronik hastal›k tan›s› olmayan 50 sa¤l›kl›

birey al›nd›. Hastalara cinsiyet ve yafl yönün-

den bir k›s›tlama getirilmedi. Çal›flma için

T›p Fakültemizin ‹nsan Araflt›rmalar› Etik

Komitesinden 02.10.2007 tarih ve 2007-8/

5 say›l› etik kurul olur karar› al›nd›. 

Kan Örneklerinin Al›nmas›

Karaci¤er sirozu tan›s› konulmufl hastalar-

dan ve kontrol grubundan sabah aç karn›na

10 ml kan örne¤i kuru tüplere al›nd› ve

4000 rpm’de 10 dakika santrifigasyona tabi

tutularak serumlar› ayr›flt›r›ld› ve 2-6°C’de

sakland›. Agaroz jel elektroforezi için kulla-

n›lan her bir jel 12 örnek kapasiteli oldu¤u

için, serumlar 11 adet olana kadar muha-

faza edildi. Her jelde ilk s›ra için standart 
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Ta blo 2.  Kontrol ve hasta gruplar›nda. ›s› LALP ile agaroz

jel LALP de¤erlerinin (U/L) karfl›laflt›r›lmas›.

Gruplar Is› LALP (U/L) Jel LALP (U/L) p de¤eri*

X±SD X±SD

Hasta 37.00 ± 14.58   51.83 ± 21.18 p=0.001

Kontrol 25.08 ± 7.75    39.24 ± 15.67 p=0.001 

*Paired Samples T Testi

Ta blo 1.  Hasta ve kontrol gruplar›n›n laboratuvar verileri.

Parametre Kontrol grubu (n=50) Hasta grubu (n=50)

X±SD X±SD

Total ALP. (U/L) 64.98 ± 17.69 95.59 ± 34.36

56°C ›s› LALP. (U/L) 25.08 ± 7.75  37.00 ± 14.58

56°C ›s› Kemik izoenzim. (U/L) 39.90 ± 12.68 55.59 ± 25.67

Jel LALP. (U/L) 39.24 ± 15.67 51.83 ± 21.18

Jel Kemik izoenzim. (U/L) 25.74 ± 10.92 39.46 ± 27.87

JEL Ba¤›rsak izoenzim. (U/L)   0.00 ± 0.000 1.30 ± 4.23

65°C ›s› varyant izoenzim. (U/L)   0.00 ± 0.000 0.15 ± 0.42

Jel LALP. (% aktivite) 59.82 ± 14.20 58.19 ± 16.80

56°C ›s› LALP. (% aktivite) 38.94 ± 7.83  40.56 ± 9.38 

30’u (%60) kad›n idi. Hasta ve kontrol grup-

lar›n›n yafl orta lamalar› s›ras›yla 62.3±8.58

y›l ve 42.0±12.66 y›l idi. 

Agaroz jel elektroforezi ile belirlenen kara-

ci¤er band›; jel LALP olarak, ›s› inaktivasyonu

sonucu kalan ALP aktivitesi; ›s› LALP olarak

adland›r›ld›. Toplam ALP de¤eri kontrol gru-

bunda; 64.98±17.70 U/L, hasta grubunda

ise; 95.60±34.36 U/L saptand›. Kontrol gru-

bunda 56 oC ›s› LALP de¤eri; 25.08 ±7.75

U/L, hasta grubunda ise; 37.00±14.58 U/L

idi. Kontrol grubunda 56°C ›s› kemik ALP

de¤eri; 39.90±12.68 U/L, hasta grubunda

ise; 55.59±25.67 U/L idi. Jel LALP de¤eri

kontrol grubunda; 39.24±15.67 U/L, hasta

grubunda ise; 51.83±21.18 U/L olarak sap-

tand›. Jel kemik ALP de¤eri kontrol grubun-

da; 25.74 ±10.92 U/L, 39.46±27.87 U/L

saptand›. Yüzde aktivite olarak (%) 56°C ›s›

LALP de¤eri kontrol grubu için; 38.94±7.83,

hasta grubu için; 40.56±9.38 idi. Yüzde

aktivite olarak (%) Jel LALP de¤eri kontrol

grubu için; 59.82±14.20, hasta grubu için;

58.19±16.80 idi. Sadece hasta grubunda

saptanabilen jel ba¤›rsak ALP de¤eri; 1.30±

4.23 U/L ve hasta grubundan sadece 5

bireyde saptanabilen 65°C derece ›s›ya

dayan›kl› izoenzim ALP de¤eri ortalamas›

0.15±0.42 U/L olarak saptand› (Tablo 1). 

Kontrol ve hasta gruplar›nda, 56°C ›s› LALP

ile agaroz jel LALP de¤erleri U/L olarak ve

toplam ALP’nin yüzdesi fleklinde yüzde akti-

vite olarak karfl›laflt›r›ld›¤›nda her iki durum-

Ta blo 3.  Kontrol ve hasta gruplar›nda. ›s› LALP ile agaroz

jel LALP yüzde aktivite de¤erlerinin karfl›laflt›r›l-

mas›.

Gruplar Is› LALP (U/L) Jel LALP (U/L) p de¤eri*

X±SD X±SD

Hasta 40.56 ± 9.38  58.19 ± 16.80 p=0.001

Kontrol 38.93 ± 7.83  59.81 ± 14.20 p=0.001 

*Paired Samples T Testi

da da hasta grubunda daha yüksek saptan-

d› ve bu farkl›l›k istatistiksel olarak ileri dere-

cede anlaml› idi (söylenen s›rayla p=0.00,

p=0.00) (Tablo 2, 3).

Kontrol ve hasta grubunda 56°C ›s› LALP ile

jel LALP de¤erlerinin do¤rusal regresyon

analizi sonucu güvenilirlik (R2) s›ras›yla %

67 ve % 69 olarak saptand› (Grafik 1, 2). 

Jel LALP de¤erinin bireylerin gerçek LALP’›n›

gösterdi¤inden yola ç›karak, bu de¤erden ›s›

LALP ve jel ba¤›rsak izoenzim de¤erlerinin

ç›kar›lmas› ile elde edilen sonuç total ALP’nin

yüzdesi olarak saptand› ve ›s› ile inaktif olan

LALP olarak  adland›r›ld›.  Buna göre hasta 

Akça S. ve ark.
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Grafik 2.  Hasta grubunda verilerin do¤rusal regresyon

analizi. 

Jel Karaci¤er: Jel LALP. Is› Karaci¤er: Is› LALP. R2: güvenilirlik

Grafik 1.  Kontrol grubunda verilerin do¤rusal regresyon

analizi.

Jel Karaci¤er: Jel LALP. Is› Karaci¤er: Is› LALP. R2: güvenilirlik

grubunda ›s› ile LALP’ nin inaktif olma oran›

%10 ile %30 aras›nda, kontrol grubunda ise

bu oran %30 ile %40 aras›nda da¤›l›m gös-

terdi.

TARTIfiMA

ALP k›smen genetik faktörler k›smen ile de

post-translasyonel modifikasyonlardan dolay›

dolafl›mda çeflitli izoenzim formlar›nda bu-

lunurlar. Sa¤l›kl› insanlarda plazma ALP’sini

kemik ve karaci¤er izoenzimleri oluflturur.

Bu nedenle serum ALP ölçümlerinin kemik

ve karaci¤er hastal›klar›nda tan›sal de¤eri

fazlad›r. Bu dokulardaki patolojilerde serum

ALP de¤eri kemik ya da karaci¤er izoenzimi-

ne ba¤l› olarak yükselir. Toplam ALP de¤eri-

nin artmas› aktivitenin yükselmesine neden

olan izoenzim ya da izoenzimlerin belirlen-

mesini gerektirir (8,11). ALP izoenzimlerini

belirlemek için birçok yöntem gelifltirilmifltir.

Bunlar; elektroforez, kolon kromotografisi,

HPLC (yüksek performansl› s›v› kromatogra-

fisi), immünoassay, üre denatürasyonu, amino-

asit inhibisyonu ve ›s› inaktivasyonu yöntem-

leridir (14). Karaci¤er hastal›klar›nda klinik

ve laboratuvar bulgular› birçok durumda

korelasyon göstermeyebilmektedir. Tek bir

biyokimyasal test sonucuna bak›larak kara-

ci¤er fonksiyonlar› hakk›nda genel bir de¤er-

lendirme yapmak güçtür. Günümüzde say›-

lar› her geçen gün artan, özgün olmayan

pahal› ve invaziv laboratuvar yöntemlerinin

bilinçsiz kullan›mlar› ile tan›sal sorunlar daha

da artmaktad›r. Geliflmifl ülkelerde bile birçok

yöntemin bilinçsizce denenmesi yerine baz›

pratik ve ekonomik yöntemlerin iyi yorum-

lanmalar› önerilmektedir.

Total ALP aktivitesinin yüksek ya da düflük

olmas› vücuttaki bir patolojinin tek belirtisi

olabilmektedir. Ancak bu aktivitenin sorum-

lusu olan izoenzimlerin yüzdeleri ve hangi

dokudan kaynakland›¤› hakk›nda bilgi edini-

lemez ise tan›da bu farkl›l›k fayda sa¤lamaz.

Bazen de total ALP aktivitesi normal aral›k-

larda olmas›na ra¤men bir organ veya doku-

daki izoenzim anormalli¤inden dolay› izoen-

zimlerin oran› de¤iflebilir. Bu yüzden patolo-

jik durumlar›n teflhis edilmesinde total ALP

ölçümü yeterli olmaz. Total ALP’nin yüksek

oldu¤u durumlarda ya da klinik semptomlar

gere¤i izoenzim analizi çok yararl› olacakt›r.

Çal›flmam›zda hem ›s› inaktivasyonu hem de

agaroz jel yöntemiyle bak›lan, total ALP ve

LALP hasta grubunda kontrol grubuna göre

yüksek saptanm›flt›r. Ayr›ca kontrol grubun-

da saptanamaya n ve bir dizi malignitede 

Siroz Hastalar›nda Alkalen Fosfataz ‹zoenzimleri
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yüksek düzeylerde saptanabilen ›s› varyant

izoenzim, 65°C ›s› inaktivasyon yöntemiyle

ve sirozda yüksek düzeylerde saptanabilen

ba¤›rsak izoenzimi, agaroz jel yöntemiyle

hasta grubunda saptanm›flt›r. Posen ve arka-

dafllar› farkl› hasta gruplar›n›n serumlar›nda

ALP’nin s›cakl›k inaktivasyon oranlar›ndaki

farklar› tan›mlam›fllard›r. Bu çal›flmada kemik

hastal›¤› olan bireylerin serum ALP’sinin

hepatobiliyer hastal›klar› olanlardan daha fazla

inaktive oldu¤unu göstermifllerdir. Sonraki

y›llarda bu yöntem birçok laboratuvarda ALP

izoenzimlerinin ayr›m›nda kullan›lm›flt›r (12).

Johnson ve arkadafllar› agaroz jel elektro-

forezi ile inaktivasyon yöntemlerini k›yasla-

d›klar› bir çal›flmada her iki yöntemin birlik-

te ALP izoenzimi ayr›m›nda kullan›labilece-

¤ini belirtmifllerdir (15). Agaroz jel elektro-

forezi ile ALP’nin karaci¤er, kemik, ba¤›rsak

ve makro karaci¤er izoenzimleri kantitatif

olarak belirlenebilmektedir. Onica ve arkadafl-

lar› nöraminidaz veya lektin uygulamas› ile

karaci¤er, kemik ve sialik asit içermedi¤in-

den dolay› ba¤›rsak izoenzimlerinin birbirin-

den ayr›ld›¤›n› göstermifllerdir (16). Ba¤›rsak

izoenziminin sirozda artt›¤› ve karaci¤er

izoenziminin ise kolestaziste çok yükseldi¤i

bilinmektedir (17, 18). Çal›flmam›zda da

ba¤›rsak izoenzimi sadece hasta grubunda

saptanm›flt›r.Bu izoenzim kronik karaci¤er

hastalar›nda siroz de¤erlendirmesinde kulla-

n›labilir ancak daha genifl kapsaml› ve detay-

l› çal›flmalara gereksinim vard›r.

Somani ve arkadafllar› agaroz jel ve poli-

akrilamid jel elektroforez yöntemlerinin ALP

izoenzimlerini ay›rmada di¤er elektroforez

yöntemlerine göre daha basit, kullan›fll› ve

güvenilir oldu¤unu bildirmifllerdir (19). Ancak

agaroz jel elektroforezi yönteminde plasen-

tal ALP (PALP) ya da Regan (›s›ya dayan›kl›)

izoenziminin, kemik ALP (BALP) ile ayn›

bant içinde kalmas› nedeniyle 65°C’de 10

dakika ›s› inaktivasyonuna tabi tutulduktan

sonra bu izoenzimler belirlenebilmektedir.

Is› ile inaktivasyon geri dönüflümsüz kinetik

bir reaksiyondur. Çeflitli doku alkalen fosfa-

tazlar›n›n s›cakl›¤a karfl› stabiliteleri farkl›-

d›r. ALP’nin 56 °C ve 65°C s›cakl›k denatü-

rasyonunda s›n›r derecelerdir. Plasental ve

Regan izoenzimleri 65°C ›s›da 30 dakika

stabilitelerini korurlar (20). 56°C’de 10 daki-

ka inkübasyondan sonra kalan enzim aktivi-

tesi total ALP aktivitesinin %20’sinden daha

az ise kemik ALP bask›n oland›r. Kalan akti-

vite %25-55 aras›nda ise bask›n olan izoen-

zim karaci¤er ve ba¤›rsak ALP’dir (14). Is›t-

ma zaman› ve standart s›cakl›k ile ilgili bir fikir

birli¤i yoktur. Birçok araflt›rmac› 56°C’yi ter-

cih eder ancak süre 10-30 dakika aras›nda

de¤iflmektedir. Çal›flmam›zda 56°C’de 10-15

ve 20 dakikal›k aral›klarla yap›lan deneme-

ler sonucu 10 dakikadan sonra inaktivas-

yondaki ani art›fl nedeniyle 56°C’de 10 daki-

ka inaktivasyon ve 65°C için 30 dakika

inaktivasyon kullan›ld›. 

Posen ve arkadafllar› ile Johnson ve arka-

dafllar› s›cakl›¤›n enzim aktivitesi üzerine

etkisini inceledikleri çal›flmalar›nda ALP’nin

56°C’de aktivitesinin azald›¤›n›, bu aktivite

kayb›n›n sa¤l›kl› eriflkin bireylerde 10 daki-

kada %40 ila %70 aras›nda oldu¤unu bil-

dirmifllerdir (12, 15). Çal›flmam›zda, 56°C’de

10 dakika ›s›ya tabi tutulan hasta ve kontrol

serumlar›nda kalan ALP aktivitesinin total

ALP’ye oranlanmas› sonucu elde etti¤imiz

veriler siroz hastalar›nda %20 ile %58 ara-

s›nda, kontrol grubunda ise %24 ile %57

aras›nda bulunmufltur. Kontrol grubunda ve

hasta grubunda karaci¤er izoenzimi genel

olarak bask›n oland›. Total ALP’de kara-

ci¤er izoenziminin bask›n olmas›n›n nedeni

hasta ve kontrol grubu için eriflkin ve her-

hangi bir kemik hastal›¤› olmayan bireylerin

seçilmifl olmas›ndan kaynakland›¤›n› düflün-

mekteyiz. Sa¤l›kl› ve her hangi bir kemik

hastal›¤› olmayan eriflkinlerde total ALP’›n

%60’›n›n karaci¤er, %40’›n›n kemik izoenzi-

mine ait oldu¤u bildirilmifltir (14). Domar ve

arkadafllar› ba¤›rsak hastal›¤› bulunan birey-

lerin serumunda ba¤›rsak izoenzimine rast-

lamazken, primer biliyer siroz ve karaci¤er

sirozu bulunan hastalar›n serumlar›nda önemli

derecede yüksek ba¤›rsak izoenzimine rast-

lam›fllard›r (21). Çal›flmam›zda siroz hasta-
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lar›nda ba¤›rsak ALP izoenzimi (‹ALP ) tespit

ettik. Ancak ›s› inaktivasyonu yönteminde

›s›ya direnci karaci¤er izoenzimi (LALP) ile

benzer oldu¤u için LALP ve ‹ALP kalan

aktivite olarak birlikte yer ald›. Is› inaktivas-

yonu yöntemi ile ‹ALP saptanamamaktad›r.

Bununla beraber her hangi bir hastal›k du-

rumu olmaks›z›n B ve 0 kan grubu olan kifli-

lerin serumunda bu izoenzimin bulunuyor

olabilmesi ‹ALP’nin klinik önemini s›n›rla-

maktad›r. Bu durum iki yöntemin k›yaslan-

mas›nda bir farkl›l›k oluflturmaktad›r. Bu

nedenle bireylerin kan grubu ve açl›k du-

rumlar› mutlaka göz önünde tutulmal›d›r. 

Sonuç olarak; ›s› inaktivasyonu yönteminde

‹ALP ve LALP birlikte tesbit edilirken, agaroz

Jel Elektroforezi yönteminde PALP ve BALP

ayn› bant içinde görülmektedir. Bu durum

her iki yöntemin de dezavantajlar› oldu¤u-

nu göstermifltir. Her iki yöntem bir arada

kullan›ld›¤›nda ALP izoenzimi ayr›m›n› sa¤la-

maktad›rlar. ‹ALP ve PALP izoenzimlerinin

total ALP içindeki paylar›n›n az olmas›ndan

dolay›  göz  ard›  edilebilir.  Çal›flmam›zda,

65°C ›s› inaktivasyonu uygulanan kontrol ve

hasta grubundan yaln›zca 5 hastada kalan

ALP aktivitesi tespit edilmifltir. Tümör doku-

lar›nda bulunabilen ›s›ya dirençli bu varyant

(regan) izoenzimin varl›¤› ile ilgili literatürde

çeflitli çal›flmalar bulunmaktad›r. Portugal ve

arkadafllar› HCC olan hastalarda yapt›klar›

bir çal›flmada hastalar›n %10’unda, Higashino

ve arkadafllar› %30’unda ›s›ya dirençli bu

enzimin var oldu¤unu ve hepatomada tan›y›

do¤rulamak için alfa fetoprotein ile birlikte

kullan›labilece¤ini belirtmifllerdir. Yap›lan

çeflitli çal›flmalarda HCC’da regan izoenzimi

varl›¤› ortaya konulmufltur (22-26). Sirozun

HCC için önemli bir risk faktörü olmas› ne-

deniyle 65°C ›s› inaktivasyonu sonras› kalan

aktivite, bir tümörün varl›¤› nedeniyle ola-

bilece¤i gibi farkl› patolojilerin göstergesi de

olabilir. Ancak varyant izoenzimlerin sa¤l›kl›

bireylerde de az da olsa görülebilece¤i

bildirilmifltir (21). Bu izoenzimin saptand›¤›

hastalar›n görüntüleme teknikleri ve biyopsi

sonuçlar› ile  desteklenerek daha kapsaml›

olarak araflt›r›lmas› gerekti¤i düflüncesindeyiz.

Bu çal›flmada agaroz jel elektroforezi ve ›s›

inaktivasyonu yöntemleri hasta ve kontrol

gruplar›nda ayr› ayr› uygulanm›flt›r. Elde

edilen de¤erler aras›nda anlaml› fark oldu¤u

görülmüfltür. Is› inaktivasyonu yönteminde

LALP’nin bir k›sm› BALP ile birlikte inaktive

olmaktad›r. LALP’›n inaktivasyon oran› hasta

ve kontrol grubu aras›nda farkl›l›k göster-

mektedir. Bu veriler 56°C’de 10 dakika ola-

rak uygulanan ›s› inaktivasyonu yönteminin

ALP izoenzimlerin belirlenmesinde agaroz

jel elektroforezi göre duyarl›l›¤›n› azaltmak-

tad›r. Bu durum izoenzimlerin ›s› direncinin

baz› patolojilerde çeflitli etkileflimlerle de¤ifl-

ti¤ini düflündürmektedir.
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