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OZET

Amac: Alkalen fosfatazlar (ALP) tanimlanmis pek c¢ok isleve sahip glikoprotein yapida metalofosfataz-
lardir ALP, kemik, karaciger, badirsak ve plasenta gibi dokularda ytliksek konsantrasyonlarda bulunur
ve bu dokulara ait patolojilerde serum diizeyleri artar. ALP artisinin hangi dokudan kaynaklandiginin
anlasilmasi icin ALP spesifik doku izoenzimlerinin belirlenmesi gerekir. Saghkl insanlarda plazma
ALP’sini kemik ve Karacidger izoenzimleri olusturur. Bu calismada ALP diizeyi yiiksek olabilen siroz
hastalarinda, ALP izoenzim ve dlizeylerinin belirlenmesinde 1s1 inaktivasyonu ve agaroz jel elektro-
forez yontemlerinin karsilastirllmasi amaglandi.

Gerec ve Yontem: 50 kontrol ve 50 siroz hastasi olmak tizere 100 bireyin serum Orneklerinde agaroz
jel elektroforezi yontemi ile elde edilen ALP Kkaraciger izoenzimi (Jel LALP) ile 1s1 inaktivasyonu
yontemi ile elde edilen ALP Kkaraciger izoenzimi (Isi LALP) degerleri, U/L ve toplam ALP'In ylizde
aktivitesi olarak karsilastirildi.

Bulgular: Is1 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 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml (p<0.05) idi. Is1 LALP ytlizde aktivite olarak, kontrol grubu icin; 38.93+7.83,
hasta grubu icin 40.56+9.38 idi. Jel LALP yilizde aktivite olarak, kontrol grubunda; 59.81+14.20, hasta
grubunda; 58.19+16.80 idi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05).

Sonu¢: Serum ALP izoenzimlerin belirlenmesinde 56°C’de 10 dakika uygulanan 1s1 inaktivasyonu
yontemi agaroz jel elektroforezine gére duyarli degildir.

Anahtar Sozciikler: Alkalen fosfataz, siroz, izoenzim, agaroz jel elektroforezi, 1s1 inaktivasyonu

ABSTRACT

Objective: Alkaline phosphatases are glycoprotein structued 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 nof
to be sensitive enough in determination of isoenzymes than agarose gel electrophoresis method.

Key Words: Alkaline phosphatase, cirrhosis, isoenzymes, agarose gel electrophoresis, heat inactivation

GIRi$

Kronik karaciger hastaliklari, hepatoselliler
hasar ile karakterize olup, genellikle Kara-
ciger fibrozu ve Kkaraciger sirozu ile sonug-
lanmaktadir. Karaciger sirozu diinyanin pek
¢ok tuilkesinde oldugu gibi tilkemizde de 6nemli
bir mortalite ve morbidite nedenidir. Hasta-
hidin nedeni 6zellikle Bati Avrupa ve Kuzey
Amerika’ da daha cok alkolik hepatit iken
ulkemizde viral hepatitlerdir ve bunu biliyer
nedenler izlemektedir (1-3). Siroz, etiyolojisi
ne olursa olsun prekanserdz bir lezyondur.
Sirozlu hastalarda yillik hepatoselliiler karsi-
noma (HCC) gelisme insidansi %3.4 tiir (4,5).
HCC Kkaracigerin en sik gorilen primer malign
timoridiir. Prevelanst 4/100.000'dir (6).
Semptomatik HCC’da 5 yillik sagkalim %0-10
iken, rezeksiyon veya karaciger transplan-
tasyonu yapilan grupta bu oran %50’ye yuk-
selmektedir. Bu nedenle erken evrede hasta-
hid1 yakalamak ¢ok 6nemlidir (7). Enzimlerin
timor belirteci olarak Kkullanimi onkofetal
antijenlerin bulunmasi ve monoklonal anti-
Korlarin ortaya cikisindan oOncedir. Artmis
enzim duizeyleri malignite konusunda uyari
olabilir. Enzimlerin izoenzimleri ek bir organ
ozgullugi saglayabilir.

ALP alkali ortamda farkl tilirlerdeki fosfat
esterlerinin hidrolizini katalizleyen glikozil-
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fosfotidilinozitol ile hiicre membranina bagl
glikoprotein 0Ozellikli bir enzimdir. ALP’yi
magnezyum, kobalt ve mangan gibi iyonlar
aktive ederken kalsiyum ve inorganik fosfat
inhibe eder, cinko ise yapisal rol oynar.
ALP'nin baglica Kkaynaklari; osteoblastlar,
hepatositlerin kanalikiiler ytizii, biliyer epi-
telin limene bakan yuizii, ince barsaklarin
fircamsi kenari, bobrekte proksimal tubulus,
plasenta ve lokositlerdir. Normal sartlarda
insan serumu doért farkli kaynaktan ALP izo-
enzimi icermektedir. Bunlar; kemik, Karaciger,
ince barsak ve gebelikte plasenta dokular-
dir. izoenzimleri arasindaki farki, yapisinda
degisik oranda bulunan siyalik asit olusturur
ayrica plasental izoenzimin protein miktan
da farkhdir (8,9).

ALP duzeyleri bircok Karaciger hastaliginda
ylikselmekle birlikte en sik safra akiminin
engellendigdi intra ve ekstrahepatik kolestaz-
da veya primer metastatik Karaciger timor-
lerinde yukselmektedir ayrica primer kara-
ciger kanserlerinde, graniilomatdz hepatit:
lerde ve infeksiydz mononiikleoz gibi hasta-
liklarda da yuksek bulunur (10,11). Serum
ALP Konsantrasyonu artisinin hangi dokuya
ait izoenzime bagh oldugunun belirlenmesi
son derece O6nemlidir. Bu amagla ALP spe-
sifik doku izoenzimlerinin Sl¢iilmesi gerek-

Turk Klinik Biyokimya Dergisi



lidir. ALP izoenzimlerinin ayriminda, elektro-
foretik goclerindeki farkhliklar, sicaklik veya
ure ile denatirasyona dayanikhlik farklari,
secilmis inhibitérlere yanit farkliliklar, ¢esit- li
substratlarla reaksiyon hizlarindaki farklilik-
lar ve immunokimyasal karakteristik farkli-
liklarina dayanan yontemler Kullanilir.

Karaciger, kemik, bagdirsak ve plasental ko-
kenli ALP’'nin ayriminda agaroz jel elektro-
forezi ve poliakrilamid jel elektroforezi en
guvenilir yontemlerdir. Plasental ALP ve bazi
Kkanserlerde goruilen germ hiicresi ALP izo-
enzimleri 65°C sicaklikta stabildir. Bagirsak,
Kemik, karaciger ve bdbrek ALP 65°C 1sida
inaktif olur (11,12,13). Bu calismada; ALP
izoenzim ayriminda Kkullanilan ve guvenilir-
ligi kanitlanmis olan agaroz jel elektroforezi
yontemi ve rutin kullanim icin uygun, mali-
yeti dustik 1s1 inaktivasyonu yontemi ile siroz
hastalarinda total ALP ve izoenzimlerinin
belirlenmesi ve iki yontem arasindaki ilis-
Kinin arastirilmasi1 amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Arastirmaya Cumbhuriyet Universitesi Tip
Fakiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Gastroenteroloji Ana Bilim Dalina basvuran
ve Karaciger sirozu tanisi alan, 50 siroz
hastas! ve kontrol grubu olarak herhangi bir
kronik hastalik tanisi olmayan 50 saghkh
birey alindi. Hastalara cinsiyet ve yas yoniin-
den bir kisitlama getirilmedi. Calisma icin
Tip Fakiiltemizin insan Arastirmalart Etik
Komitesinden 02.10.2007 tarih ve 2007-8/
5 sayil etik kurul olur karar1 alindi.

Kan Omeklerinin Alinmasi

Karaciger sirozu tanisi konulmus hastalar-
dan ve kontrol grubundan sabah a¢ karnina
10 ml kan Ornedi kuru tliplere alind1 ve
4000 rpm’de 10 dakika santrifigasyona tabi
tutularak serumlarn aynistirildi ve 2-6°C’de
saklandi. Agaroz jel elektroforezi icin kulla-
nilan her bir jel 12 6rnek kapasiteli oldugu
icin, serumlar 11 adet olana kadar muha-
faza edildi. Her jelde ilk sira icin standart
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serum uygulandi. Calismamizda bu siire bir
haftay1 ge¢medi.

Total ALP Analizi

Calismamizda total ALP duizeyleri "Beckman
Coulter Synchron LX-20" otoanalizéri kulla-
nilarak olculdii. Substrat olarak p-nitrofenil
fosfat ve pH 10.5 devamlihdginin saglanmasi
icin 2-amino-2- metil-1- propanol (AMP) tam-
ponu kullanilan Bowers- Mc Comb‘un pren-
sibi yontem olarak kullanildi.

Is1 inaktivasyonu

Total ALP oOlgciimleri yapildiktan sonra ter-
mostath su banyosunda her 6rnek 56°C’de
10 dakika ve 65°C’de 30 dakika 1siya tabi
tutulmak tizere hazirlandi. iki ayn sicaklikta
calisilacadl icin oOrnekler 2’ser adet hazir-
landi. ilk 6érnekler 1s1 kontrolii olan ve 1sisi
56°C’ye getirilen su banyosunda 10 dakika
bekletildi sonra buzlu suya konularak Beckman
Coulter Synchron LX-20 otoanalizériinde ALP
olciimii yapildi. ikinci érnekler 65°C’de 30
dakika bekletildi ve sonra buzlu suya konu-
larak otoanalizoérde ALP Ol¢ciimu yapildil. So-
nugclar kalan aktivite olarak kaydedildi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ticari ALP izoenzim
Kiti Kullanilarak Helena SAS-1ve SAS-2 elek-
troforez cihazinda yapildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) programi,
13.0 versiyonu kullanilarak yapildi. Kontrol
ve hasta grubunda 1s1 inaktivasyonu ve aga-
roz jel elektroforez yontemleri ile elde edi-
len verilerin istatistiksel degerlendirilmesin-
de bagimlh gruplarda esler arasi farkin 6nem-

lilik testi olan Paired Sample T testi uygulan-
d1 ve yanilma duzeyi a= 0.05 olarak alind1.

BULGULAR

Kontrol grubunun 28'i (%56) erkek, 22'si (%44)
kadin, hasta grubunun 20’si (%40) erkek,
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30u (%60) kadin idi. Hasta ve kontrol grup-
larinin yas orta lamalarn sirasiyla 62.3+8.58
yil ve 42.0+12.66 yil idi.

Agaroz jel elektroforezi ile belirlenen kara-
ciger bandi; jel LALP olarak, 1s1 inaktivasyonu
sonucu kalan ALP aktivitesi; 1s1 LALP olarak
adlandinldi. Toplam ALP degeri kontrol gru-
bunda; 64.98+17.70 U/L, hasta grubunda
ise; 95.60+34.36 U/L saptandi. Kontrol gru-
bunda 56 oC 1s1 LALP degeri; 25.08 +7.75
U/L, hasta grubunda ise; 37.00+14.58 U/L
idi. Kontrol grubunda 56°C 1s1 kemik ALP
degeri; 39.90+12.68 U/L, hasta grubunda
ise; 55.59+25.67 U/L idi. Jel LALP degeri
kontrol grubunda; 39.24+15.67 U/L, hasta
dgrubunda ise; 51.83+21.18 U/L olarak sap-
tandi. Jel kemik ALP degeri kontrol grubun-
da; 25.74 +10.92 U/L, 39.46+27.87 U/L
saptandi. Yuzde aktivite olarak (%) 56°C is1
LALP degeri kontrol grubu icin; 38.94+7.83,
hasta grubu icin; 40.56+9.38 idi. Yiizde
aktivite olarak (%) Jel LALP degeri kontrol
grubu icin; 59.82+14.20, hasta grubu igin;
58.19+16.80 idi. Sadece hasta grubunda
saptanabilen jel bagirsak ALP degeri; 1.30+
4.23 U/L ve hasta grubundan sadece 5
bireyde saptanabilen 65°C derece 1siya
dayanikli izoenzim ALP dederi ortalamasi
0.15+0.42 U/L olarak saptandi (Tablo 1).

Kontrol ve hasta gruplarinda, 56°C 1s1 LALP
ile agaroz jel LALP degerleri U/L olarak ve
toplam ALP'nin ytlizdesi seklinde ytizde akti-
vite olarak karsilastirildiginda her iki durum-

da da hasta grubunda daha ytliksek saptan-
d1 ve bu farkhlik istatistiksel olarak ileri dere-
cede anlamh idi (sdylenen sirayla p=0.00,
p=0.00) (Tablo 2, 3).

Kontrol ve hasta grubunda 56°C 1s1 LALP ile
jel LALP degerlerinin dogrusal regresyon
analizi sonucu guivenilirlik (R2) sirasiyla %
67 ve % 69 olarak saptandi (Grafik 1, 2).

Jel LALP degerinin bireylerin gercek LALP'1m1
gosterdiginden yola ¢ikarak, bu degerden 1si
LALP ve jel badirsak izoenzim degerlerinin
cikarilmasi ile elde edilen sonug total ALP’'nin
yuzdesi olarak saptandi ve 1s1 ile inaktif olan
LALP olarak adlandirildi. Buna goére hasta

Tablo 2. Kontrol ve hasta gruplarinda. 1s1 LALP ile agaroz
jel LALP degerlerinin (U/L) karsilastiriimasi.

Gruplar Is1 LALP (U/L) Jel LALP (U/L) p degeri*
X+SD X+SD

Hasta 37.00 = 14.58 51.853 +21.18 p=0.001
Kontrol 25.08 = 7.75 39.24 = 15.67 p=0.001

*Paired Samples T Testi

Tablo 3. Kontrol ve hasta gruplarinda. 1s1 LALP ile agaroz
jel LALP ylizde aktivite degerlerinin karsilastiril-
masl.

QGruplar Is1 LALP (U/L) Jel LALP (U/L) p degeri*
X+SD X+SD

Hasta 40.56 £ 9.38
Kontrol 38.93 + 7.83

58.19 = 16.80 p=0.001
59.81 = 14.20 p=0.001

*Paired Samples T Testi

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarnnin 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 1s1 LALP. (U/L) 25.08 +7.75 37.00 =+ 14.58
56°C 1s1 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 Badirsak izoenzim. (U/L) 0.00 = 0.000 1.30 = 4.23
65°C 1s1 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 1s1 LALP. (% aktivite) 38.94 + 7.83 40.56 + 9.38
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Grafik 1. Kontrol grubunda verilerin dogrusal regresyon
analizi.

Jel Karaciger: Jel LALP. Is1 Karaciger: Is1 LALP. R2: giivenilirlik

grubunda 1s1 ile LALP’ nin inaktif olma orani
%10 ile %30 arasinda, kontrol grubunda ise
bu oran %30 ile %40 arasinda dadilim gos-
terdi.

TARTISMA

ALP kismen denetik faktorler kismen ile de
post-translasyonel modifikasyonlardan dolayi
dolasimda c¢esitli izoenzim formlarinda bu-
lunurlar. Saghkh insanlarda plazma ALP’sini
kemik ve Kkaraciger izoenzimleri olusturur.
Bu nedenle serum ALP Ol¢iimlerinin kemik
ve Kkaraciger hastaliklarinda tanisal degeri
fazladir. Bu dokulardaki patolojilerde serum
ALP degeri kemik ya da karaciger izoenzimi-
ne bagh olarak ytikselir. Toplam ALP degeri-
nin artmasi aktivitenin ytikselmesine neden
olan izoenzim ya da izoenzimlerin belirlen-
mesini gerektirir (8,11). ALP izoenzimlerini
belirlemek icin bircok yontem gelistirilmistir.
Bunlar; elektroforez, kolon kromotografisi,
HPLC (yuksek performansh sivi kromatogra-
fisi), immiinoassay, lre denatiirasyonu, amino-
asit inhibisyonu ve 1s1 inaktivasyonu yontem-
leridir (14). Karacidger hastaliklarinda Klinik
ve laboratuvar bulgulan bir¢ok durumda
Korelasyon gostermeyebilmektedir. Tek bir
biyokimyasal test sonucuna bakilarak kara-

Grafik 2. Hasta grubunda verilerin dogrusal regresyon
analizi.

Jel Karaciger: Jel LALP. Is1 Karaciger: Is1 LALP. R2: giivenilirlik

ciger fonksiyonlan hakkinda genel bir deger-
lendirme yapmak giictiir. Guiinimiizde say1-
lar1 her gecen gin artan, 6zgiin olmayan
pahali ve invaziv laboratuvar yéntemlerinin
bilingsiz Kullanimlar ile tanisal sorunlar daha
da artmaktadir. Gelismis ulkelerde bile bircok
yontemin bilin¢gsizce denenmesi yerine bazi
pratik ve ekonomik yéntemlerin iyi yorum-
lanmalar1 6nerilmektedir.

Total ALP aktivitesinin ytiksek ya da dusuk
olmasi vucuttaki bir patolojinin tek belirtisi
olabilmektedir. Ancak bu aktivitenin sorum-
lusu olan izoenzimlerin yuzdeleri ve hangi
dokudan kaynaklandigi hakkinda bilgi edini-
lemez ise tanida bu farkhlik fayda saglamaz.
Bazen de total ALP aktivitesi normal aralik-
larda olmasina ragmen bir organ veya doku-
daki izoenzim anormalliginden dolay: izoen-
zimlerin orani degisebilir. Bu ytizden patolo-
jik durumlarin teshis edilmesinde total ALP
Olctimii yeterli olmaz. Total ALP’'nin ytliksek
oldugu durumlarda ya da Klinik semptomlar
dgeredi izoenzim analizi ¢ok yararl olacaktir.

Calismamizda hem 1s1 inaktivasyonu hem de
agaroz jel yontemiyle bakilan, total ALP ve
LALP hasta grubunda Kontrol grubuna gore
yuksek saptanmistir. Ayrica kontrol grubun-
da saptanamaya n ve bir dizi malignitede
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yuksek diizeylerde saptanabilen 1s1 varyant
izoenzim, 65°C 1s1 inaktivasyon yontemiyle
ve sirozda yuksek duizeylerde saptanabilen
badirsak izoenzimi, agaroz jel yontemiyle
hasta grubunda saptanmistir. Posen ve arka-
daslan farkl hasta gruplarinin serumlarinda
ALP'nin sicaklk inaktivasyon oranlarindaki
farklan tanimlamislardir. Bu calismada kemik
hastaligi olan bireylerin serum ALP’sinin
hepatobiliyer hastaliklan olanlardan daha fazla
inaktive oldugunu gdstermislerdir. Sonraki
yillarda bu yontem bir¢ok laboratuvarda ALP
izoenzimlerinin ayriminda Kullanilmistir (12).
Johnson ve arkadaslan agaroz jel elektro-
forezi ile inaktivasyon yontemlerini kiyasla-
diklar bir ¢calismada her iki yontemin birlik-
te ALP izoenzimi ayriminda Kkullanilabilece-
dini belirtmislerdir (15). Agaroz jel elektro-
forezi ile ALP’'nin karaciger, kemik, badirsak
ve makro Kkaraciger izoenzimleri kantitatif
olarak belirlenebilmektedir. Onica ve arkadas-
lart néraminidaz veya lektin uygulamasi ile
Karaciger, kemik ve sialik asit icermedigin-
den dolay1 badirsak izoenzimlerinin birbirin-
den aynldigim gostermiglerdir (16). Badirsak
izoenziminin sirozda arttiqi ve Kkaraciger
izoenziminin ise Kkolestaziste ¢ok yuikseldigi
bilinmektedir (17, 18). Calismamizda da
badirsak izoenzimi sadece hasta grubunda
saptanmistir.Bu izoenzim Kronik Kkaraciger
hastalarinda siroz degerlendirmesinde kulla-
nilabilir ancak daha genis kapsamli ve detay-
It calismalara gereksinim vardir.

Somani ve arkadaslan agaroz jel ve poli-
akrilamid jel elektroforez yéntemlerinin ALP
izoenzimlerini ayirmada diger elektroforez
yontemlerine gdére daha basit, kullanish ve
guivenilir oldugunu bildirmiglerdir (19). Ancak
agaroz jel elektroforezi yonteminde plasen-
tal ALP (PALP) ya da Regan (isiya dayanikli)
izoenziminin, kemik ALP (BALP) ile ayni
bant icinde kalmasi nedeniyle 65°C’de 10
dakika 1s1 inaktivasyonuna tabi tutulduktan
sonra bu izoenzimler belirlenebilmektedir.
Is1 ile inaktivasyon geri donuisumstiz Kinetik
bir reaksiyondur. Cesitli doku alkalen fosfa-
tazlarinin sicakhiga karsi stabiliteleri farkli-
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dir. ALP'nin 56 °C ve 65°C sicaklik denatit
rasyonunda sinir derecelerdir. Plasental ve
Regan izoenzimleri 65°C 1sida 30 dakika
stabilitelerini korurlar (20). 56°C’de 10 daki
ka inkiibasyondan sonra kalan enzim aktivi-
tesi total ALP aktivitesinin %20’sinden daha
az ise kemik ALP baskin olandir. Kalan akti-
vite %25-55 arasinda ise baskin olan izoen-
zim Karaciger ve bagdirsak ALP’dir (14). Isit-
ma zamani ve standart sicaklik ile ilgili bir fikir

birligi yoktur. Bir¢cok arastirmaci 56°C’yi ter-
cih eder ancak siire 10-30 dakika arasinda
degismektedir. Calismamizda 56°C’de 10-15
ve 20 dakikalik araliklarla yapilan deneme-
ler sonucu 10 dakikadan sonra inaktivas-
yondaki ani artis nedeniyle 56°C’de 10 daki
ka inaktivasyon ve 65°C icin 30 dakika
inaktivasyon Kkullanildi.

Posen ve arkadaslan ile Johnson ve arka
daslan sicakh@in enzim aktivitesi uUzerine
etkisini inceledikleri calismalarinda ALP'nin
56°C’de aktivitesinin azaldidgini, bu aktivite
Kaybinin saglikli erigkin bireylerde 10 daki
kada %40 ila %70 arasinda oldugunu bil
dirmislerdir (12, 15). Calismamizda, 56°C’de
10 dakika 1s1ya tabi tutulan hasta ve kontrol
serumlarinda kalan ALP aktivitesinin total

ALP’ye oranlanmasi sonucu elde ettigimiz
veriler siroz hastalarinda %20 ile %58 ara-
sinda, kontrol grubunda ise %24 ile %57
arasinda bulunmustur. Kontrol grubunda ve
hasta grubunda karaciger izoenzimi genel
olarak baskin olandi. Total ALP'de Kkara-
ciger izoenziminin baskin olmasinin nedeni
hasta ve kontrol grubu i¢in erigkin ve her-
hangi bir kemik hastaligi olmayan bireylerin
secilmis olmasindan kaynaklandigini dtistiin-
mekteyiz. Saglikli ve her hangi bir kemik
hastali@i olmayan eriskinlerde total ALP'In
%60 1in1n karaciger, %40’ 1nin kemik izoenzi-
mine ait oldugu bildirilmistir (14). Domar ve
arkadaslan bagirsak hastali@ bulunan birey-
lerin serumunda badirsak izoenzimine rast
lamazken, primer biliyer siroz ve Kkaraciger
sirozu bulunan hastalarin serumlarinda énemli
derecede ytliksek badirsak izoenzimine rast-
lamiglardir (21). Calismamizda siroz hasta-
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larinda bagdirsak ALP izoenzimi (IALP ) tespit
ettik. Ancak 1s1 inaktivasyonu yodnteminde
1s1lya direnci karaciger izoenzimi (LALP) ile
benzer oldugu icin LALP ve IALP Kkalan
aktivite olarak birlikte yer aldi. Is1 inaktivas-
yonu ydntemi ile IALP saptanamamaktadir.
Bununla beraber her hangi bir hastalik du-
rumu olmaksizin B ve 0 kan grubu olan Kisi-
lerin serumunda bu izoenzimin bulunuyor
olabilmesi [ALP’'nin Klinik énemini sinirla-
maktadir. Bu durum iki yontemin kiyaslan-
masinda bir farkliik olusturmaktadir. Bu
nedenle bireylerin kan grubu ve achk du-
rumlart mutlaka g6z 6niinde tutulmahdir.

Sonucg olarak; 1s1 inaktivasyonu yonteminde
IALP ve LALP birlikte tesbit edilirken, agaroz
Jel Elektroforezi yonteminde PALP ve BALP
ayni bant icinde goérulmektedir. Bu durum
her iki yontemin de dezavantajlan oldugu-
nu gostermistir. Her iki yontem bir arada
Kullanildiginda ALP izoenzimi ayrimim sagdla-
maktadirlar. IALP ve PALP izoenzimlerinin
total ALP icindeki paylarinin az olmasindan
dolay1 g6z ardi1 edilebilir. Calismamizda,
65°C 1s1 inaktivasyonu uygulanan kontrol ve
hasta grubundan yalnizca 5 hastada kalan
ALP aktivitesi tespit edilmistir. Tumor doku-
larinda bulunabilen 1siya direngli bu varyant
(regan) izoenzimin varld ile ilgili literattiirde
¢esitli calismalar bulunmaktadir. Portugal ve
arkadaslann HCC olan hastalarda yaptiklar
bir calismada hastalarin %10’unda, Higashino
ve arkadaslan %30’unda 1siya direngli bu
enzimin var oldugunu ve hepatomada taniyi
dogrulamak icin alfa fetoprotein ile birlikte
Kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Yapilan
¢esitli calismalarda HCC’da redgan izoenzimi
varlid@i ortaya konulmustur (22-26). Sirozun
HCC icgin 6nemli bir risk faktoérii olmasi ne-
deniyle 65°C 1s1 inaktivasyonu sonrasi kalan
aktivite, bir tiimorin varhd nedeniyle ola-
bilecegi gibi farkh patolojilerin gdstergesi de
olabilir. Ancak varyant izoenzimlerin saghkh
bireylerde de az da olsa gorulebilecegi
bildirilmistir (21). Bu izoenzimin saptandidi
hastalarin géruntiileme teknikleri ve biyopsi

Siroz Hastalarinda Alkalen Fosfataz [zoenzimleri

sonuglar ile desteklenerek daha kapsamli
olarak arastirilmasi gerektigi diistincesindeyiz.

Bu calismada agaroz jel elektroforezi ve 1si
inaktivasyonu yontemleri hasta ve kontrol
gruplarinda ayrt ayrt uygulanmistir. Elde
edilen degerler arasinda anlamh fark oldugu
gorilmustiir. Is1 inaktivasyonu yoénteminde
LALP'nin bir Kismi BALP ile birlikte inaktive
olmaktadir. LALP'In inaktivasyon orani hasta
ve kontrol grubu arasinda farkhihk goster-
mektedir. Bu veriler 56°C’de 10 dakika ola-
rak uygulanan 1s1 inaktivasyonu ydnteminin
ALP izoenzimlerin belirlenmesinde agaroz
jel elektroforezi gore duyarliigini azaltmak-
tadir. Bu durum izoenzimlerin 1s1 direncinin
bazi patolojilerde cesitli etkilesimlerle degis-
tigini dustundiirmektedir.
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