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OZET

SIROZ HASTALARINDA ALKALEN FOSFATAZ IZOENZIMLERININ iK1
FARKLI YONTEMLE BELIRLENMESI

Serhat AKCA
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. V. Kenan CELIK
2008, 61 sayfa

Alkalen fosfatazlar (ALP) tamimlanmis pek c¢ok isleve sahip glikoprotein yapida
metalofosfatazlardir. Enzim alkali pH’da cesitli monofosfat esterlerinin hidrolizini
katalizler. Bakterilerden memelilere kadar tiim canlilarda bircok dokuda mevcuttur.
Kemik, karaciger, bagirsak ve plasentada yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. ALP
artistnin  hangi dokudan kaynaklandigimin anlagilmasi icin ALP spesifik doku
izoenzimlerinin belirlenmesi gerekir.

Bu calismada 50 kontrol ve 50 siroz hastast olmak iizere 100 bireyin serum
orneklerinde ALP izoenzimlerinin 1s1 inaktivasyonu ve agaroz jel elektroforez
yontemleri ile belirlenmesi amaglanmaistir.

Agaroz Jel Elektroforezi yontemi ile elde edilen ALP karaciger izoenzimi (Jel
LALP) ile Ist inaktivasyonu yontemi ile elde edilen ALP karaciger izoenzimi (Is1
LALP) degerleri U/L. ve Total ALP’ 1n yiizde aktivitesi olarak hasta ve kontrol
grubunda istatistiksel olarak karsilastirildi.

Is1 LALP degeri (U/L) kontrol grubu icin; 25.08 + 7.75, hasta grubu icin; 37.00
14.58"dir. Jel LALP degeri kontrol grubu i¢in; 39.24 + 15.67, hasta grubu i¢in ise; 51.83
+ 21.18’dir. Ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Is1 LALP degeri (yiizde aktivite) kontrol grubu i¢in; 38.93 + 7.83, hasta grubu i¢in
40.56 + 9.38’dir. Jel LALP degeri kontrol grubu icin; 59.81 + 14.20, hasta grubu icin;
58.19 £ 16.80°dir. Ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05).

Sonug olarak, 56 °C’ de 10 dakika uygulanan 1s1 inaktivasyonu yonteminin serum
total ALP aktivitesine sebep olan izoenzimlerin belirlenmesinde cok duyarli olmadigi

saptanmugtir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ALKALINE PHOSPHATASE ISOENZYMES IN
CIRRHOSIS PATIENT BY TWO DIFFERENT METHODS

AKCA, Serhat
Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Asist. Prof. Dr. V. Kenan CELIK
2008, 61 pages

Alkaline phosphatases is glycoprotein structured metalophosphatase with several
defined functions. The enzyme may catalyse the hydrolysis of various monophosphate
esters at alkaline pH. It is present in many tissues of all living beings from bacteria to
mammals. The greatest concentrations of ALP are found in bone, liver, intestine, and
the placenta. To understand which tissue caused the ALP increase specific tissue
isoenzymes of ALP must be defined.

The aim of this study is; to determine the ALP isoenzymes in 100 serum
samples, which are obtained from 50 controls and 50 cirrhosis patients, via heat
inactivation and agarose gel electrophoresis methods.

Values of ALP liver isoenzyme abtained by Agarose gel electrophoresis method
(Gel LALP) and values of ALP liver isoenzyme obtained by Heat inaktivation method
(Heat LALP) were compared with each other either as U/L value or as a percentage of
total ALP value in both control and patient group and the results were evaluated
statistically.

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).



As a result, heat inactivation method performed at 56 °C’ for 10 minutes was
found not to be sensitive enough in determination of isoenzymes which causes increase
in serum total ALP activity.

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

heat inactivation
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik karaciger hastaliklari, hepatoselliiler hasar ile karakterize olup, genellikle
karaciger fibrozu ve karaciger sirozu ile sonuglanmaktadir. Siroz, karacigerin anatomik
yapisinin fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasi olarak tanimlanan kronik ve ¢ogu
kez ilerleyici bir hastaliktir. Karaciger sirozu diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi
iilkemizde de onemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Hastaligin nedeni 6zellikle
Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’ da daha ¢ok asir alkol kullanimi iken iilkemizde viral
hepatitlerdir ve bunu biliyer nedenler izlemektedir [1-3].

Karaciger sirozu morfolojik 6zelliklerine, fonksiyonel durumuna, klinik evresine
ve etiyolojisine gore siniflandirilabilir. Siroz etiyolojisi ne olursa olsun bir prekanserdz
lezyondur. Sirozlu hastalarda yillik Hepatoselliiler karsinoma (HCC) gelisim insidansi
% 3,4 bulunmustur [4,5]. HCC karacigerin en sik goriilen primer malign tiimoriidiir.
Kronik karaciger hastaligi zemininde gelisir. Hepatositlerden kdken alan HCC’ nin tim
maligniteler i¢inde goriilme siklig1 % 2’dir. Prevelans1 100,000’de 4 olarak bildirilmistir
[6]. Tiirkiye’de timoriin siklikla ileri yaslarda ve sirotik karaciger zemininde meydana
geldigi rapor edilmistir. 207 HCC’ 11 hasta lizerinde yapilan bir ¢alismada sirozla
birliktelik %87 olarak bulunmustur [7]. Semptomatik HCC’ da 5 yillik sag kalim %0-10
iken rezeksiyon veya karaciger transplantasyonu yapilan grupta bu oran %50
civarindadir. Bu nedenle erken evrede hastalig1 yakalamak 6nem arz eder [8].

Enzimlerin tiimor belirteci olarak kullanimi onkofetal antijenlerin bulunmasi ve
monoklonal antikorlarin ortaya ¢ikisindan oncedir. Artmig enzim diizeyleri malignite
konusunda uyar olabilir. Enzimlerin izoenzimleri ek bir organ 6zgiilliigii saglayabilir.
Alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri bir¢cok karaciger hastaliginda yiikselmekle birlikte en
sik safra akiminin engellendigi intra ve ekstrahepatik kolestazda veya primer metastatik
karaciger tiimorlerinde yiikselmektedir. ALP; karaciger kanserlerinde, graniilomatoz
hepatitlerde ve infeksiy6z mononiikleoz gibi hastaliklarda fazlasiyla yiiksek bulunur
[9,10].

ALP alkali ortamda farkli tiirlerdeki fosfat esterlerinin hidrolizini katalizleyen
glikozilfosfotidilinozitol ile hiicre membranina bagli glikoprotein 6zellikli bir enzimdir.
Enzimi magnezyum kobalt ve mangan gibi iyonlar aktive ederken kalsiyum ve
inorganik fosfat inhibe eder, cinko ise yapisal rol oynar. Enzimin baglica kaynaklart;

osteoblastlar, hepatositlerin kanalikiiler yiizii, biliyer epitelyumun liimene bakan yiizii,



ince barsaklarin firgamsi kenari, bobrekte proksimal tubulus, plasenta ve 16kositlerdir.
Normal sartlarda insan serumu 4 farkli kaynaktan ALP izoenzimi icermektedir. Bunlar;
kemik, karaciger, ince barsak ve gebelikte plasenta dokularindan kaynaklanirlar.
[zoenzimleri arasindaki farki, yapida degisik oranda bulunan siyalik asit olusturur ve
plasental izoenzimin protein miktar1 da farklidir [11,12].

Serum ALP konsantrasyonu 6zellikle hepatobiliyer hastaliklar ve osteoblastik
aktivitenin arttigt kemik hastaliklarinda artar. Bu gibi durumlarda hangi dokuya ait
izoenzimin arttiginin belirlenmesi son derece dnemlidir. Bu amagla ALP spesifik doku
izoenzimlerinin Olciilmesi gereklidir. ALP izoenzimlerinin ayriminda, elektroforetik
goclerindeki farkliliklar, sicaklik veya iire ile denatiirasyona dayamklilik farklari,
secilmis inhibitorler varhi@inda yamit farkliliklari, ¢esitli substratlarla reaksiyon
hizlarindaki farkliliklar ve immiinokimyasal karakteristik farkliliklara dayanan
yontemler kullanilir. Karaciger, kemik, bagirsak ve plasental kokenli ALP’ 1n ayriminda
agaroz jel elektroforezi ve poliakrilamid jel elektroforezi en giivenilir metodlardir.
Plasental ALP ve bazi kanserlerde goriilen Germ hiicresi ALP izoenzimleri 65 °C 1sida
stabildir. Bagirsak ALP ve dokuya 6zgiin olmayan ALP (kemik, karaciger ve bobrek
ALP ) 65 °C 1s1da inaktif olur [10,13,14].

Bu calismada; ALP izoenzim ayriminda kullanilan ve giivenilirligi kanitlanmis
olan agaroz jel elektroforezi yontemi ile rutin kullanim icin uygun, maliyeti diisiik 1s1
inaktivasyonu yontemini kullanarak siroz hastalarinda ALP izoenzimlerinin
belirlenmesi ve iki yontem arasinda anlamli bir iliskinin varliginin arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen fosfataz [ortofosforik monoester fosfohidrolaz, alkali optimum, (E.C.3.1.3.1)],
hidrolazlar enzim sinifindan fosfatazlar enzim grubuna girer. Fosfatazlar fosforik asit
esterlerinin hidrolitik parcalanmasim katalizleyen enzimlerdir, substrat ozgiilliikleri
azdir. Bircok primer fosfat esterinin hidrolizini katalizleyebilmelerinden dolay1r ‘non-
spesifik’dirler. Organik fosfat esterlerini hidroliz ederek bir alkol ve bir fosfat iyonu
meydana getirirler. Fosfatazlar optimal aktivite gosterdikleri pH degerlerine gore asit
fosfatazlar ve alkalen fosfatazlar olmak iizere ikiye ayrilirlar [15,16].

Asit fosfataz (ACP) adi altinda ph < 7.0 degerlerinde aktivite gosteren tiim
fosfatazlar yer alir. Asit fosfataz bir grup benzer veya iligkili enzime verilen isimdir.
Bununla beraber en fazla klinik 6nemi bulunan ACP prostatta sentez edilir ve pH
optimum degeri 5 ila 6 arasindadir. Alkalen fosfatazlarin optimum aktivitesi pH 10
civarindadir [15].

Alkali pH’ da maksimum aktivite gosteren Alkalen fosfatazlar cesitli fosfat
monoesterlerinin, fosfat gurubunu bir alici molekiile transfer ederek hidrolizini
katalizleyen glikoprotein yapisinda nonspesifik fosfomonoesterazlardir. Genel

reaksiyonu Sekil 2.1° de goriilmektedir [16].

O O
T 1] -
R—o-P—0  + HO - R-OH + HO-F 0
o) o
Fosfomonoester Alkol Fosfat iyonu

Sekil- 2.1. ALP’ 1n genel reaksiyonu

2.1.1. ALP ile ilgili Cahsmalarin Tarihsel Gelisimi
Alkalen fosfatazlar tabiatta yaygin olarak gozlenmektedir. Ik kez Suziki ve arkadaslart

tarafindan 1907 yilinda piringte bulunmus ve daha sonra bir¢ok arastirict tarafindan



farkli canli tiirlerinin organ ve dokularindan saflastirilarak fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmistir [17].

1923’te Robinson, ALP’ in kemigin mineralizasyonunu saglayarak kemik
gelisiminde rol oynadigini, Bertsen ve Van den Bos’ da ALP’in fosfat iyonlarinin
konsantrasyonlarim artirarak kemik kalsifikasyonunu sagladigimi gostermislerdir. Yine
1923 yilinda Bodansky, serum ALP’in tek bir dokudan degil bircok dokudan
kaynaklandigim1 saptamistir [18,19]. 1930 yilinda Roberts ve arkadaslar tarafindan
tikanma sariligina bagl serum ALP aktivitesinde bir artis oldugunu tesbit etmislerdir
[20]. Sonraki yillarda karacigerin bircok malign ve benign hastalifinda ALP
aktivitesinin arttign saptanmistir. 1941°de Gomori, bagirsakta epitelyum hiicrelerinin
yiizeyinde pozitif bir ALP aktivitesi gdzlemis, 1934 yilinda Coryn gebelik esnasinda
serum ALP’nin arttigini bulmus, 1950 yilinda Jung ve arkadaslar1 bu artisin plasentadan
gelen bir izoenzime bagli oldugunu iddia etmislerdir. Memeli l6kositlerinde ALP
enziminin varligi, ilk olarak Roche tarafindan ortaya cikarilmis ve lokosit ALP
diizeyinin %85’ inin sitoplazmik graniillerde yer aldig1 gézlenmistir [21-22].

1954 yilinda ise ilk kez serum ALP’min birden ¢ok degisik formu olabilecegi
kagit elektroforezinde iki bandin gbzlenmesiyle ortaya cikmistir. 1961 de Boyer ALP’
n 15 den fazla izoenzime sahip oldugunu gostermistir [23]. 1960 yilindan sonra yapilan
calismalarda oOzellikle akciger, meme, serviks kanserleri basta olmak iizere bircok
kanserde timor dokusundan, kinetik ozellikleri plasental ALP’ a benzeyen 1siya
dayanikli bir enzimin ektopik olarak salgilandigi saptanmistir [24]. 1968’de Fishman
serum ALP seviyesi cok yiiksek olan akciger kanserli bir hastanin tiimoral dokusunun
ALP ihtiva ettigini ve serumdaki enzimin bu dokudan dolasima gectigini gozlemistir.
Buna ilk bulunan vakanin adina izafeten Regan izoenzimi adi verilmistir. Aym yillarda
Timperley serum ALP’1 yiiksek olan bir sahista tiimoriin ALP ihtiva ettigini fakat bu
izoenzimin Regan izoenziminden 1s1 hassasiyeti ve aminoasit inhibisyonu bakimindan
farkli bir izoenzim oldugunu go6zlemistir ve bu izoenzime Nagao izoenzimi adi
verilmistir. Daha sonraki yillarda hepatomali bir hastada bagirsak ALP benzeri
Kasahara izoenzimi bulunmustur [25,26].

Son yillarda calismalar ALP enziminin genetik yapisim1 aydinlatmaya
yonelmistir. Ozellikle plasental ALP izoenziminin, gen seviyesinde ortak allellerin
kombinasyonlarindaki farkliliga bagli olarak polimorfizm gosterdigi ve 15 ayn

fenotipinin oldugu saptanmistir [27].



2.1.2. ALP’ in Bulundugu Yerler

Alkalen fosfataz tabiatta prokaryotlardan Okaryotlara bircok canli tiiriinde
bulunmaktadir. Memeli tiirlerinin biiyiik ¢cogunlugunun doku, kan ve sekresyonlarinda
ALP varligr gozlenmistir. En yiiksek aktivitenin goriildiigii dokular etkin tagimanin
oldugu bobrek proksimal tiibiilleri, bagirsak epiteli, karaciger ve plasentadir.
Osteoblastlar, safra kanallikiilleri ve meme bezleride ALP’ ca zengindir. Mide, endokrin
bezler ve graniiler 16kositler ise ALP’1in az bulundugu dokulardir. Enzimin doku igi
dagilimmin homojen olmadigi bobrek ve intestinal mukozada yapilan caligmalarla
dogrulanmistir [28-30].

Alkalen fosfatazin hiicre i¢i yerlesimi yiiksek devirli santrifiij ve elektron
mikroskobu ile yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir. Bu calismalarda ALP’ 1n en
fazla hiicre membraninda, daha az olarakta cekirdek ve golgi aparatinda yer aldigi
saptanmistir. ALP hiicre yiizeyinde 6zellikle hiicre dis membraninin hemen altinda yer
alir. Sandborn ve arkadaslari, ince bagirsak epitelyum hiicrelerindeki mikrovilliislerin
plazma membraninda ve lateral hiicre membraninda enzim aktivitesinin yiiksek
oldugunu, ayrica apikal vezikiiller, golgi kompleksi, lizozomlar ve endoplazmik
retikulumda (ER) az da olsa ALP aktivitesi bulundugunu saptamislardir [29,30]

ALP sitoplazmik membrana fosfatidil inositol glikan (GPI) molekiilii araciligiyla
tutunur. GPI molekiiliine karboksil ucundan baglanir ve bu yap1 sayesinde membranin
hiicre disina bakan yiizeyine tutunur. Bu yapimin varlii, membrana bagh
fosfotidilinositole 6zgii olan fosfolipaz C’ nin fosfotidilinositolii parcalamas1 ve ALP’
1 membran i¢ine salintmiyla kanitlanmistir [31].

ALP’ 1n sentezi ve lokalizasyonuna ait calismalarda, enzimin endoplazmik
retikulumda sentezlendigi, golgi cisimciginde glikozillendikten sonra hiicre membran
yiizeyine ulastigi gozlenmistir. Hiicre membraninda ALP lateral mobilite gosterir ve
keseciklerde birikir. ALP’ 1n dolasima giris mekanizmasi karaciger, kemik, ince
bagirsak, bobrek ve plasenta gibi enzimce zengin hiicre yiizey mikroviluslarinin
hasarina baglidir. Serumda ALP katabolizmas1 diger proteinler ile benzerlik
gostermektedir. Damardan, isaretli plasental ALP verilerek yapilan calismalarda

enzimin yar1 dmriiniin 7 giin oldugu saptanmistir [9,31,32].

2.1.3. ALP’ n Yapisal ve Molekiiler Ozellikleri
Cesitli hayvansal dokulardan elde edilen ALP’ lar 40.000 — 200.000 dalton arasinda

degisen molekiil agirligina sahiptirler. E. coli ALP monomerlerinin molekiil agirlig



40.000 ve 45.000 daltondur. Plasental ALP’ 1n molekiil agirligi ise 58.000 ve 116.000
dalton olarak bulunmustur [33,34].

ALP grubu enzimler, alkali pH da maksimum aktivite goOsteren, fosfat
monoesterlerinden inorganik fosfat (Pi) ayrimasim1 katalize eden ve herbir
monomerinin aktif merkezinde iki Zn™ ve bir Mg* iyonu bulunduran dimerik
metaloproteinlerdir. Cinko ve magnezyum iyonlarinin olusturdugu bu yap: igerisinde
metallerin birbirine uzakliklar1 3.94, 4.88 ve 7.09 A° ‘dur. Dimerik yapilanma ve
divalan katyonlarin uygun oranda varlig1 enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Zn ** iyonu
enzimin prostetik grubunu olusturur, katalitik aktivite i¢cin Onemlidir ve substrat
baglanmasinda rol alir [11,17,33].

Memelilerdeki ALP izoenzimleri cesitli derecelerde glikozillenmis proteinlerdir.
Enzim iizerindeki karbohidrat zincirleri, N-bagli glikozillenme 6zelligi gosterir. Bu tip
glikozillenme protein iizerindeki asparajin kalintis1 iizerinden gerceklesir. Karbonhidrat
icerikleri kaynaklandiklart dokuya gore farkliik gostermektedir. Plasental ALP’da
fukoz, mannoz, galaktoz bulunmaktadir. ALP’ 1n ince bagirsak izoenzimi hari¢ diger
izoenzimleri onemli miktarda sialik asit icermektedir. Bu karbohidrat yapilar enzimatik
aktivitenin korunmasina yardimci olmaktadir. Karaciger alkalen fosfatazinda bulunan
sialik asit enzimin aktivitesini regiile etmektedir. Oligosakkarit, proteine translasyon
sirasinda ER’ un liimen bolgesinde eklenir. Bu zincire eklenecek sekerler bazi proteinler
icin ikincil bir adres islevi gorerek nerede bulunmalar1 gerektigine dair veri teskil
ederler. Glikoproteinler iizerindeki karbohidrat kalintilari, kanserden gelisime kadar pek
cok fiziksel olayin habercisi olabilir. Insanlarda cesitli dokulardan elde edilmis ALP
enziminin aktivitesinin devamlilig1 karbonhidrat gruplarinin 6zellikleriyle ilgilidir [35-
38].

Insan ALP enziminin primer yapisi incelendiginde, aktif merkezin etrafinda 36
amino asitin dizili oldugu goriilmiistiir. Bu yap1 E. coli ALP’ inda bulunmamaktadir.
Enzimin aktif merkezinde serin kalintis1 bulunmakta ve bu kalinti enzimin tersinir
olarak fosforilasyonunu saglamaktadir. Bakteri ve memeli ALP’ larinin cDNA klonlar1
ve birincil yapilann karsilastirilmis ve %25-30 oraninda dizi benzerligi oldugu
goriilmiistiir [17,33,39]. Insan plasental ALP’ 1min aminoasit bilesimi %50 oraninda
nonpolar aminoasitlerden olugmaktadir. Farkli aragtiricilar ayni doku igin farkli sonuglar
elde ettiginden alkalen fosfatazlarin bazi 6zellikleri kesin olarak ©Ogrenilememistir.
ALP’ 1n molekiiler yapis1 hakkindaki arastirmalar devam etmektedir [34,38]. ALP

enziminin molekiiler yapis1 Sekil 2.2° de goriilmektedir.
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Sekil- 2.2. ALP enziminin molekiiler yapisi: Beta tabakalar harflerle, alfa sarmallar ise
baslangi¢ kalintisinin sayisiyla belirtilmistir.

2.1.4. ALP’ 1 Kataliz Mekanizmasi ve Substratlar:

ALP alkali pH’ da fosfat esterleri ve fosfoproteinlerden inorganik fosfati hidrolitik
olarak ayirmaktadir. Enzimin aktivitesi i¢in lizinin NH, grubu, sisteinin SH grubu ve
cinko iyonu gereklidir. NH, grubu enzime substrat baglanmasinda, SH ve ¢inko ise
katalitik aktivitede rol almaktadir. Enzimin katalitik bolgesinde yer alan Mg iyonu, Zn
iyonlarina yakin bir konumda yer almasina ragmen katalitik aktiviteye katilmaz.
Reaksiyon iki basamakta gerceklesmektedir. Birinci basamakta enzim-substrat
kompleksi olusur sonra substrat hidrolizi ile fosforillenmis enzim ve iiriin olusur. Ikinci
basamakta ise fosforillenen enzimden hidroliz ile serbest enzim ve inorganik fosfat
aciga cikar. ALP enziminin katalizledigi reaksiyonlar Sekil 2.3’ de gosterilmektedir
[17,40-43].
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Sekil- 2.3. ALP enzim aktivitesi

ALP aktivitesinin belirlenmesi icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Kolaylikla
hidroliz olan substrat veya fosfat alan tamponlar ile Ol¢iimiin siirekli izlenmesini
saglayan yontemler segilerek, calismanin hizinin ve duyarliliginin artirilmasina yonelik
calismalar yapilmistir. Enzimin katalitik aktivitesi, substrat tiirli ve konsantrasyonuna,
pH’ ya, aktivator ve inhibitorlerin konsantrasyonuna, enzim miktarina ve tampon tipine
gore degismektedir [44].

Insan doku alkalen fosfatazlar1 substratlara karsi farkli afinite gosterir. Enzimin
subsrat spesifikligi diisiiktiir. Insan doku alkalen fosfatazlarinin tipik substratlari; primer
ve sekonder alkollerin fosfat esterleri, seker alkolleri ve fenollerin fosfat esterleri,
niikleozid monofosfatlardir. Alkalen fosfataz aktivite tayinlerinde en ¢ok kullanilan
substratlar: B-gliserofosfat, fenil fosfat, p-nitrofenil fosfat, B-naftil fosfat, fenolftalein
monofosfat ve timolftalein fosfattir [45].

ALP icin en popiiler kromojenik substrat 4- nitrofenil fosfattir (4- NPP olarak
kisaltilir ama eski ismi p- nitrofenil fosfattan otiirii PNNP olarak da kisaltilmaktadir).
ALP ile katalizlenen 4-NPP’ nin hidrolizi sonucu diliie asidik ¢6zeltilerde renksiz olan

fosfat ve serbest 4- nitrofenol (4- NP, PNP) olusur. Alkali ortamda 4-NP, koyu sar



renkli 4- nitrofenoksid iyonuna ¢evrilir. Bu ALP yontemlerinde agiga ¢ikan fosfat grubu
suya aktarilir. Fosfataz etkisinin hizi, tampon olarak kullanilan bazi alkoller ile artirilir.
Bu aktivatorler arasinda 2-amino-2-metil-1-propanol (2A2M1P), dietanolamine (DEA),
hidroksimetil aminometan (TRIS) ve N- metil- D- glukamin bulunur. Substrat olarak 4-
NP ve fosfat alici tampon olarak 2A2MI1P kullanilmas1 IFCC tarafindan onerilir. 4-
NPP alkali pH’ da renksiz olup 311 nm.’de maksimum absorbans verir. Reaksiyon

iiriinii 4- NP ise sar1 renkli olup 403 nm. ‘de pik yapmaktadir [42,44,45].

2.1.5. ALP’ in Aktivator ve Inhibitorleri

ALP’ 1 inhibitorleri; metal selati olusturan maddeler, bazi +2 degerli katyonlar,
ortofosfat ve benzeri polivalan anyonlar olmak iizere 3 grup da toplanmaktadir. Metal
selatt olusturan maddelerin basinda EDTA gelmektedir. Sistein, o-dipiridil ve
fenantrolin’de metal selati yapmaktadir. Bu maddeler enzimin yapisindaki ¢inko ile
selat yaparak ALP’ 1 kuvvetle inhibe etmektedir. Zayif etkili metal selati olusturan
maddeler histidin, siyaniir, iyodobenzoat, iyodo asetamid ve serindir. Bunlar yiiksek
konsantrasyonda inhibisyon yapar. Inhibitor etkili +2 degerli metal iyonlar; Be, Cd, Ni,
Sn, Hg, Fe’dir. Zn*? diisiik konsantrasyonlarda (10"6 M) aktivator etkili olmasina
ragmen 10" M’da intibitdr etkilidir. Polivalan anyonlar; poliostradiol fosfat ve
polifluoretan fosfattir. Bobrek ve bagirsak izoenzimini kuvvetle inhibe ederler. Arsenat,
pirofosfat, borat, oksalat, karbonat ve vanadat da enzimin inhibitorleridir [46,47].
Taurokolat; karaciger, kemik, bobrek alkalen fosfatazini, L-fenil alanin ise bagirsak,
plasenta ve Regan izoenzimlerini kuvvetle inhibe etmektedir. ALP’ 1n tiim izoenzimleri
fosfat tarafindan kompetetif tipte inhibe edilir [46].

Aminoasitlerin yalniz L- formlar1 enzimin zayif inhibitorleridir, D- formlar ise
etkisizdir. L-homoarginin, L- triptofan, L-fenil alanin bagirsak ve plasental alkalen
fosfatazlar inhibe eder. Levamizol ve imidazol karaciger ve kemik izoenzimlerini
ankompetitif tipde inhibe eder. Alfostatin karaciger izoenzimini, triptofan ise plasental
izoenzimi inhibe eder. Memeli karaciger alkalen fosfatazi lizerine yapilan ¢alismada 2
M iirenin enzimi %60 oraninda, 3 M {irenin enzimi %90 oraninda inhibe ettigi, 4 M
iirenin ise enzimi tamamen inaktif hale gecirdigi tespit edilmistir [48,42].

Ozellikle Zn**, Mg, Mn** ve Co*” gibi iki degerlikli metal iyonlarmmn ALP’ mn
aktivatorleri oldugu saptanmistir. Bu metal iyonlar1 i¢inde Zn* ayn1 zamanda enzimin
yapisinda da bulundugundan enzimin optimal aktivite gdsterebilmesi igin Mg+2/ Zn*

orani ¢ok onemlidir. Ince bagirsak alkalen fosfatazi icin spesifik aktivator sodyum



deoksikolat’dir. Zn** ve Mg+2 * un yiiksek konsantrasyonlart ise enzimi inhibe

etmektedir [33,44].

2.1.6. ALP izoenzimleri ve Ozellikleri

Katalitik aktiviteleri aymi, ancak elektroforetik go¢ hizlari, doku dagilimlar, 1siya,
aktivator ve inhibitorlere yanitlar1 farkli olan enzim formlarina izoenzim denir.
[zoenzimler aym tepkimeyi kolaylastirirlar fakat izoenzimler arasinda bu ortak
tepkimede substratin cinsi ve konsantrasyonu, optimum pH, cesitli inhibitor ve
aktivatorlerin etkinligi yoniinden biiyiik farkliliklar vardir [49].

ALP’ larda kismen genetik faktorler kismende post-translasyonal
modifikasyonlardan dolayr dolasimda gesitli izoenzim formlarinda bulunurlar. Insan
ALP izoenzimleri glikoprotein yapidadir ve protein kisimlari en az dort farkli gen
tarafindan kodlanmaktadir. [11,50]

1. Dokuya 6zgii olmayan alkalen fosfataz (TNALP) lokusu; karaciger alkalen
fosfataz (LALP), kemik alkalen fosfataz (BALP) ve bobrek alkalen fosfatazi
kodlar. TNALP bir¢ok dokuda sentezlenir [S51].

2. Bagirsak lokusu; bagirsak mukozasinda bagirsak alkalen fosfatazimi (IALP)
eksprese eder. IALP epitelyum hiicrelerinin membraninda sentezlenir [52].

3. Plasenta lokusu; plasenta alkalen fosfatazin1 (PALP) kodlar. Hamileligin 8.
haftasindan itibaren plasentada eksprese edilir. Bu siire boyunca
sinsitiotrofoblastlarda sentezlenir. Akciger ve servikste de az miktarda
eksprese edilir [53].

4. Plasentaya benzer (Germ Hiicresi) alkalen fosfataz lokusu; germ hiicresi
alkalen fosfatazi (GALP) kodlar. Bu izoenzim ozellikleri ve yapisiyla
plasental alkalen fosfataza benzer. Saglikli bireylerin testis ve timuslarin da
bulunur [54].

Insan genomunda bu dort lokusun disinda IALP’ 1n fetal ve yetiskin formlari
bulunmaktadir. Ancak bu farkliligin, protein kisminin farkli lokuslarda kodlanmasindan
mi1, yoksa mRNA ya da protein seviyesinde kirpilma farkliliklarindan mi1 kaynaklandigi
bilinmemektedir (Sekil 2.4)[44].
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Sekil 2.4. Alkalen fosfataz izoenzimlerinin kromozomal konumlari.

Bagirsak, plasenta ve germ hiicresi lokuslar1 birbirleriyle yakin konumda 2
numarali kromozomun uzun kolunun sonunda yer alirlar [2(q34-q37)]. TNALP lokusu
ise 1 numarali kromozomun kisa kolunun sonuna yakin konumlanmistir [1(p36-p34)]
[11].

TNALP geninin posttranslasyonal modifikasyonu ile olusan BALP, LALP ve
bobrek ALP’ lar izoenzim olarak adlandirnilsalarda gercekte tek bir gen iiriiniiniin
modifikasyonundan olusan izoformlardir. Bu izoformlarin farkli elektroforetik
mobiliteleri sialik asit iceriklerine baghdir [51].

PALP, GALP ve IALP genleri ve iiriinleri benzer baz ve aminoasit dizilerine
sahiptir. Plasental ve germ hiicre ALP arasinda yalmzca 7-10 aminoasit birimi fark
vardir ve % 98 homoloji gosterir. Plasental ve bagirsak ALP arasinda % 87 homoloji
vardir. Bagirsak ALP ile TNALP arasinda % 56,6 dizi homolojisi mevcuttur (Cizelge
2.1)[11,27].

Cizelge 2.1. Alkalen fosfataz izoenzimlerinin dizi benzerlikleri

% dizi benzerlikleri
Plasental ile Germ Hiicresi ALP % 98
Bagirsak ile Plasental ya da Germ Hiicresi ALP % 87
TNALP ile Bagirsak ve Plasental ya da GALP % 50-60
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Plasental ALP’ 1 diger izoenzimlerden fizikokimyasal farkliligi net olarak
ortaya konmustur. Insan plasentasi 3. trimesterin sonuna kadar dokuya 6zgii olmayan
alkalen fosfatazi sentezler. Hamileligin 12. haftasindan sonra maternal dolagima salinir.
Plasenta alkalen fosfatazi oldukca polimorfik bir enzimdir, 3 genel varyant1 ve 15 alleli
vardir. Diger alkalen fosfataz izoenzimleri plasenta alkalen fosfatazi kadar cesitli
polimorfizm gostermezler [27, 53].

ALP izoenzimlerini birbirlerinden ayirmak i¢in, degisik substratlarla reaksiyon
hizlarindaki goreceli farklar, verilen inhibitorlere karsi farkli tepkiler, 1s1 ya da iire ile
denatiirasyona kars1 fakli direngler, elektroforetik goclerindeki farliliklar ve
immiinokimyasal ozellikler gibi kriterler kullanilir. Bu metodlarla serumda 11 farkl
izoenzim tesbit edilmistir. Normal sartlarda insan serumu 4 farkli kaynaktan ALP
izoenzimi icermektedir. Bunlar; kemik, karaciger, ince barsak ve gebelikte plasentadir

[11,42,44].

a) Karaciger ALP:

Hepatositlerin siniisoidal membranlarinda, safra kanallarinin mikrovilluslarinda, vena
portal ve vena santralisin endotel hiicrelerinde lokalizedir. Karaciger izoenziminin iki
tipi vardir. 1. Hepatositlerden salinan yavas tip, 2. Plazma membranindan koken alan
yiiksek molekiiler agirlikli ve daha hizli tip. Enzimin bu formuna fast liver veya biliyer

ALP adi verilir [55].

b) Kemik ALP:

Osteoblastlarin plazma membranina yerlesik bir protein olup osteoblast aktivitesi varsa
dolagima salinir. Osteoblastlar tarafindan iiretilir ve kemik yapimi i¢in esansiyeldir.
Kemikte pirofosfati hidrolize ederek, hidroksiapatit kristallerinde depolanmak iizere

gerekli olan fosfat1 saglar ve mineralizasyonu aktive eder [56].

¢) intestinal ALP:

Bagirsak epitelyum hiicrelerinin membraninda yiiksek derisimde yer alir. Ca iyonuna
bagimli ATPaz aktivitesi gosterir, yag asitlerinin transportunda ve kalsiyum emiliminde
gorev alir. Diger izoenzimlerden en onemli farki sialik asit bulundurmamasidir. Bu
ozelligi dolayisiyla neuraminidaza direnglidir [42,52]. Karaciger ve kemik fosfatazlarin
serumdaki diizeyini, iiretildikleri dokudan dolasima giris hizlar1 belirlerken bagirsak

ALP’ 1n serum diizeyini esas olarak dolasimdan alinma hizi belirler. Bagirsak ALP
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dolagima biiyiik oranda torasik lenf yoluyla girer. Dolasimdan temizlenmesi oldukca
hizlidir. Bu yiizden kan grubu B ve 0 olanlarda bile serum aktivitesi oldukga diisiiktiir.
Serum IALP ve hastaliklar arasinda iyi bir korelasyon kurulamaz ancak kronik
karaciger hastalarinda 6zellikle sirozda kan grubu B ve 0 olanlarda IALP aktivitesinde

artis gozlenmistir [52,12].

d) Plasental ALP:

Plasenta da sinsityotrofoblastlarin mikrovilliislerinden salgilanan bir glikoproteindir.
Plasental izoenzimin en onemli 6zelligi 1siya dayaniklih@idir. 65 °C’ de 30 dakika
bekletildiginde aktivitesinde bir degisiklik olmaz, bu 1sida diger izoenzimler
aktivitelerini tam olarak kaybederler [29]. Plasental ALP gebelik sirasinda gerekli
antikorlarin anneden fetiise gegmesini saglamaktadir. Plasental ALP Fc reseptorii olarak
gorev almakta ve gestasyon sirasinda pasif immiinizasyonu saglayan maternal IgG lerin
fetiise gecmesini saglamaktadir [57]. Plasental ALP sadece insan ve biiyiik
maymunlarda goriilen bir enzimdir [53].

Cesitli doku alkalen fosfatazlarinin sicakliga karg: stabiliteleri farklidir. Alkalen
fosfataz 1s1 ile denatiirasyona ugratildiginda kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta
izoenzimlerine ayrilir. Serum 56 °C’ de 1sitilinca kemige ait enzim %90-100 oraninda,
karaciger ve bagirsak enzimi %50-60 oraninda aktivite kaybetmektedir [16]. 56 °C ve
65 °C enzimlerin sicaklikla denatiirasyonunda sinir derecelerdir. Bu  sicaklik
derecelerindeki denatiirasyon izoenzimlerin tiplendirilmesinde kullanilan 6nemli bir
kriterdir. Enzim 37 °C’ de maksimum aktivite gosterir. Istya en dayaniksiz olan
izoenzim kemik alkalen fosfatazi, en dayanikli olan izoenzim ise plasental alkalen
fosfatazdir. Regan izoenzimi de 1s1ya dayanikhdir [13,29,44].

Serum ALP’ 1 +4 °C’ de 20 giin, -20 °C’ de donduruldugunda birkag¢ ay stabil
kalmaktadir. Saf enzime ¢inko ilave edilince (0,2 mM) -20 °C’ de bir yil stabil
kalmaktadir [16].

ALP, alkali ve notral pH’ da stabildir, asit pH’ da stabilitesini kaybeder. ALP’
lar pH = 7° nin {iistiinde aktivite gosterir. Cesitli dokulardan elde edilen alkalen
fosfatazlarin optimum pH’ lar1 farklidir. Karaciger alkalen fosfatazi i¢in optimum pH =
10.2° dir. Bagirsak alkalen fosfatazi icin optimum pH = 7.35° dir [29]. Cesitli
calismalarda substrat konsantrasyonunun azalmasi ile optimal pH’ nin azaldig: tespit
edilmistir. Sigir ince bagirsak alkalen fosfatazi iizerinde yapilan arastirmada 1s1 ve

pH’nin artirilmasiyla enzimin a-heliks yapisinin bozuldugu goriilmiistiir [48].
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2.1.7. Total ALP Olciimii ve izoenzimlerin Belirlenmesi

ALP olctimiinde en yaygin kullanilan substrat daha once de belirttigimiz gibi 4-
nitrofenil fosfattir (4-NPP ya da PNPP). 1946’ da Bessey, Lowry ve Bock fenil fosfat
yerine 4-NPP’ 1 kullanmislardir. Bu ester renksizdir fakat reaksiyon iiriinii olan 4-
nitrofenol alkali kosullarda sar1 renkli olan 4- nitrofenoksit iyonlarini (kuinonoid form)
olusturur. 4- nitrofenoksit iyonlarinin sar1 renk olusturma hizinin siirekli izlenmesiyle
reaksiyon gozlenebilir. Bu reaksiyon ALP olctimii icin Onerilen standart metodun
temelidir. 4- nitrofenil fosfatin, 4- nitrofenole doniisim hizi 30 °C’ de 405 nm.’de

spektrofotometrik olarak izlenebilir (Sekil 2.5)[42,44].
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Sekil 2.5. 4-NPP’ 1n hidrolizi

Alkali ortamda 4-NPP, koyu sar1 renkli 4- nitrofenoksid iyonuna ¢evrilir. Biitiin
ALP olctim yontemlerinde agiga c¢ikan fosfat grubu suya aktarilir yani reaksiyon
hidrolitiktir. Bazi amino alkoller tampon olarak kullanildiginda fosfat transferi
hizlandirilir.  Bu  aktivatérler arasinda  2-amino-2-metil-1-propanol  (AMP),
dietanolamine (DEA), hidroksimetil aminometan (TRIS) ve etilaminoetanol (EAE)
bulunur [44]. Bunlar alifatik amin tiirevleridir, nitrojen atomundaki protonlari
baglayarak tampon etkisi gosterirler ve fosfat grubu alicisidirlar. Bunlarin varliginda

fosfat transfer reaksiyonu kolaylastigindan reaksiyon hizi artar [42].
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Bowers ve McComb 4- NPP’ 1n substrat oldugu metodda fosfat alicis1 tampon
kullanilarak sensitivitenin arttigin1 ve reaksiyon siiresinin kisaldigini gostermislerdir. Bu
tamponlarin kullanimi enzim reaksiyon kinetiklerini etkiler, ¢iinkii reaksiyon hizi
substrat konsantrasyonuna oldugu kadar alict tampon konsantrasyonuna da baghdir
[42,45].

ALP izoenzimlerini ayirmak i¢in kullanilan kriterler; degisik substratlarla farkli
reaksiyon hizlariin olusmasi, verilen inhibitorlere karsi farkl tepkiler, 1s1 ya da iire ile
denatiirasyona kars1 farkli direngler, elektroforetik hareketteki degisiklikler ve

immiinokimyasal 6zelliklerdir [44]. Bunlar asagida kisaca 6zetlenmektedir.

a) Elektroforetik Teknikler:

Serum proteinlerinin  ayrnnminda  kullamilan elektroforetik  tekniklerle ~ ALP
izoenzimlerinin ayriminda kullamilan teknikler arasinda fazla fark yoktur. Yalmz
izoenzim elektroforezinde enzim inaktivasyonunu Onlemek icin oda i1sisinin soguk
olmasina dikkat etmek gerekir. Elektroforezden sonra jel kromojenik ve tamponlanmis
substrat soliisyonunda inkiibe edilerek goriiniir hale getirilir [58].

ALP izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi igin nigasta, agar, agaroz,
poliakrilamid jel ve selilloz asetat membrani kullanilmistir. Poliakrilamid jellerin
kullanima girmesiyle nisasta jelleri kullanimi birakilmistir. Her destek ortamin kendine
gore avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bunlardan hangisi kullanilirsa kullanilsin 6nemli
olan, secilen metod kullanildiginda tekrarlanan sonuclar elde edilmesidir [59].

Farkli ALP izoenzimlerini iceren serum ornekleri alkali pH’ da elektroforeze
tabi tutuldugunda LALP’ 1n anoda en hizh goctigi gorillir. BALP karaciger
izoenzimine gore anoda daha yavas gocer ve daha genis bir band verir. Bu iki band
genellikle iist iiste gelir ve iyi bir ayrima olanak vermez. IALP kemik izoenziminden
daha yavas goger. Plasental izonzim ise fenotipine bagh olarak karaciger veya kemik
izoenzimiyle ayni1 hizda goger [44,59].

Kemik ve karaciger izoenzimlerinin elektroforetik ayriminin tam olabilmesi ve
dansitometrik olarak kantitatif 6lciilebilmesi i¢in serum ndraminidaz veya wheat germ
lectin ile muamele edilir. Her iki metod da izoenzimlerin karbonhidrat kisimlarindaki
farkliligi kullanmaktadir. Wheat-germ lektin varliginda gerceklestirilen metod da lektin
kompleksi selektif olarak kemik izoenzimine baglanir ve diisiikk elektroforetik
mobilitesinden dolayr kemik izoenziminin karaciger izoenziminden daha yavas

gocmesini saglar [60].
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Diger metod da ise serum kisa bir siire Vibrio cholerae’dan elde edilen
neuraminidaz ile isleme tabi tutulur. BALP’ 1n terminal sialik asit kalintilar1 karaciger
izoenziminkinden daha fazla harap olur, BALP’ 1n mobilitesi azalir ve anoda gocii iyice
yavaglar. Boylece her iki izoformun iist iiste binmesi engellenmis olur. Elektroforezde
IALP varligindan siiphelenildiginde neuraminidaz ile daha uzun bir inkiibasyondan
sonra diger izoformlarin negatif yiiklii sialik asit kalintilari tamamen ayrilir. IALP
disindaki izoenzimlerin anoda hareketi yavaslar ve IALP ayrimi saglanmir. IALP’ da
sialik asit kalintis1 bulunmadigindan neuraminidaza direnglidir [42,45]

Kolestazi olan hastalarin serum elektroforezlerinde karaciger ALP iki band
gosterir. Selilloz asetat ya da agaroz gibi gozeneksiz ortamlarda bu bandlardan biri
anoda dogru daha hizli gécer. Bu da onun negatif yiikiiniin daha fazla oldugunu gésterir
ve “ fast liver “ bandi olarak nitelendirilir. Buna ek olarak diger membrana bagh
enzimler ( 5°- niikleotidaz ve GGT) de bu fraksiyonda yer alirlar. Bu fraksiyona yiiksek
molekiil agirlhikli ALP ( HMW-ALP) ve safra ALP’ 1 adida verilir. Baz1 kolestatik
olgularda HMW-ALP fraksiyonuyla Lipoprotein-X kompleksinin birlestigide goriiliir.
Lipoprotein-X fosfolipid, serbest kolesterol, protein, apo C ve albumin iceren bir
komplekstir. Safra geri akimim takiben serumda sekillenir ve bu yiizden kolestatik
hastalarda tanisal degeri oldugu ileri siiriilmiistiir. ALP- Lipoprotein-X kompleksine
kolestatik kompleks adi verilmistir ve bdylece hepatik malignitelerde Lipoprotein-X
olmaksizin gézlenen HMW-ALP’ dan ayirdedilmesi diistiniilmiistiir [20,26]. Bu negatif
yiiklii “fast liver” fraksiyonunun bulunmasi, bilier obstriiksiyonun 6zelliklede karaciger
metaztazinin neden oldugu intrahepatik obstritksiiyonun bir gostergesi olarak oOne
stiriilmiistiir. Ancak bu fraksiyon karaciger izoenzim fraksiyonundan daha spesifik ya da

sensitif degildir [15,36,55].

b) Is1 ile inaktivasyon:

Cesitli doku alkalen fosfatazlarinin sicakliga kars1 stabiliteleri farklidir. Alkalen fosfataz
1s1 ile denatiirasyona ugratildiginda kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta
izoenzimlerine ayrilir. Serum 56 °C’ de 1sitilinca kemige ait enzim %90-100 oraninda,
karaciger ve bagirsak enzimi %50-60 oraninda aktivite kaybetmektedir [16]. ALP
izoenzimlerinin denatiirasyon sicaklik sinirlart 56 °C ve 65 °C’ lerdir. Plasental ve
Regan izoenzimi 65 °C 1sida 30 dakika stabilitelerini korurlar. 56 °C’ de 10 dakika
inkiibasyondan sonra kalan enzim aktivitesi TALP aktivitesinin % 20’ sinden daha azsa

kemik izoenzimi baskin olandir. Kalan aktivite % 25-55 arasinda ise baskin olan
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izoenzim karaciger fraksiyonuna ait olandir. Isitma zaman1 ve standart sicaklik ile ilgili
bir fikir birligi yoktur. Bir¢ok arastirmaci 56 °C’ yi tercih eder ancak siire 10-30 dakika
arasinda degismektedir. Bu testin anlamli olabilmesi i¢in deney sartlariin ¢ok dikkatli

kontrol edilmesi gerekir [15,16,61].

¢) Ure inhibisyonu:

Yiiksek konsantrasyonlardaki iire enzimi inhibe eder. Bu inhibisyon geri doniissiizdiir
ve ALP’ 1 doku orijinine gore degisiklik gosterir. Kemik izoenzimi {ire
denatiirasyonuna en hassastir. Urenin 3 mol/L konsantrasyonunda 37 °C’ de 18 dakika
muameleden sonra kalan aktivite total aktivitenin % 16’ sidir. Karaciger izoenziminde
kalan aktivite % 44’ diir. En diren¢li izoenzimler bagirsak ve plasental izoenzimlerdir

ve kalan aktivite % 69’ dur [61,45].

d) Kimyasal Inhibisyon:

Kimyasal inhibitor olarak L-Phenylalanin kullanildiginda 5 mol/L konsantrasyonda
bagirsak, plasental ve regan izoenzimlerini belirgin sekilde inhibe ederken, kemik ve
karaciger izoenzimlerini daha az etkiler. Levamisole ise kemik ve karaciger

izoenzimlerini ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tercihli olarak inhibe eder [61].

e) Immiinolojik Teknikler:
Spesifik doku fosfatazlarina karst hazirlanmis antiserumlarin kullanilmasiyla ALP
izoenzimleri ayrilabilir. Plasental ve bagirsak fosfatazlara monospesifik antiserumlar
hazirlanmistir. Ancak kemik ve karaciger icin olan antiserumlar capraz reaksiyon
gosterirler. Bu nedenle Immiinolojik yontem plasental ve bagirsak fosfatazlarin 6lciimii
icin kullanilabilir [44].

ALP izoenzimlerinin tam ve dogru bir sekilde ayrilabilmesi icin elektroforez, 1s1
inhibisyonu ve L-Phenylalanin ya da iire inhibisyonu yontemlerinden en az ikisinin

kullanilmasi onerilmektedir (Cizelge 2.2.) [42].
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Cizelge 2.2. Insan doku Alkalen fosfataz izoenzimlerinin ayrim 6zellikleri.

Alkali Fosfatazlar
Inhibisyon Kemik Karaciger Bagirsak Plasenta
56°C’de 10 dakika + + + -
65°C’de 10 dakika ++ + + -
Ure + + +- -
L-fenilalanin - - + +
L-p-bromotetramizol - ++ - -
L-triptofan - - + +
L-homoarjinin + ++ - -
Levamizol ++ ++ - -
Noraminidaz muamelesi sonucu yavaglar yavaglar degigmez yavaglar
elektroforezdeki hareketi
- :inhibisyon yok

+ : orta derecede inhibisyon

++ : tam inhibisyon

2.1.8. ALP’ in Metabolik Fonksiyonu

Enzim iizerinde uzun yillardir devam ettirilen caligmalarla ALP’ 1n metabolik
fonksiyonu heniiz tam olarak anlasilamamasina ragmen 6zellikle bagirsak, plasenta ve
bobrekte aktif transport ve absorbsiyon yapan hiicrelerin membraninda lokalize olmasi
enzimin membran transportunda rol aldigim diistindiirmektedir [41]. Enzimin
fonksiyonunu agiklamaya yonelik olarak ortaya atilan teorilerin herbiri izoenzimlerin
rolilyle yakindan ilgilidir. Giiniimiizde ALP’ 1n en iyi anlasilmis fizyolojik fonksiyonu,
enzimin kemik gelisimindeki roliidiir. Bunun en iyi kamiti kalitsal hipofosfatazi
bozuklugudur. Osteoblast hiicre membranlarindaki dokuya 6zgii olmayan ALP olarak
bilinen karaciger, kemik ve bobrek ALP’ 1 kemik mineralizasyonundan sorumludur.
Enzimin eksikligi ya da fonksiyonundaki bozukluk bu hastaliktaki kemik
mineralizasyonu bozukluguna sebep olur. ALP, kemik mineralizasyonu sirasinda
inorganik fosfat konsantrasyonunun yiiksek oldugu bolgelerde organik fosfat
esterlerinin  hidrolizini saglayarak kalsiyum fosfat presipitasyonunu, inorganik
pirofosfat gibi biiylime inhibitorlerinin yikimini, inorganik fosfat transportunu ve

ATPaz etkisi gostererek, Ca*? ve Pi aktif transportunu gerceklestirmektedir [41,56,62].
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Dokuya o6zgii olmayan ALP’ m bununla birlikte kalp ve beyin damarlarinda
sentezlenerek bu damarlarin sertlesmesine sebep olduklar diisiiniilmektedir [30].

Enzim embriyonik gelisim sirasinda neredeyse tiim dokularda bulunmaktadir.
Yetigkinlerde ise 6zellikle kemik, karaciger, bobrek ve B- lenfositlerde eksprese edilir.
Dokuya 6zgii olmayan ALP’ 1n fibroblast membranindaki ekspresyonunun kronik
inflamasyon ve yara iyilesmesi durumlarinda artmasi doku yenilenmesine katkida
bulundugunu ortaya koymustur [30,42].

Plasental ALP gebelik sirasinda gerekli antikorlarin anneden fetiise ge¢cmesini
saglamaktadir. Plasental ALP Fc reseptorii olarak gorev almakta ve gestasyon sirasinda
pasif immiinizasyonu saglayan maternal IgG lerin fetiise gecmesini saglamaktadir [57].

Bagirsak izoenzimi yag asitlerinin transportunda ve kalsiyum emiliminde gorev
alir [42]. Yag emilimi sirasinda bagirsak ALP 1n dolasimda artmasi iyi tanimlanmis bir
fenomendir. Uzun zincirli yag asitleri bagirsak fircams: kenardaki ALP’ 1 azaltir. ALP
ile cevrelenen yag parcaciklari, mukoza yoluyla lamina proprianin interstisiyumuna
gocer ve sonra lacteal ya da lenf damarlarina gider. Uzun zincirli yag asitleri hiicre
membranmt icine niifuz edebilir ve ALP’ 1n fosfatidil inositol ucunu kolaylikla
membranda lipit migel igine ¢ekebilir. Bu, yag emilimi sirasinda ALP’ 1n silomikronlar
sarmas1 durumunu agiklayabilir. Eriskinde, bagirsak ALP’ 1n karbonhidrat zincirinde
terminal sialik asit bulunmamasi, onun lenf dolasimi yoluyla hepatositlere gidisini
aciklar. Hepatositler, sialik asit bulundurmayan glikoproteinleri alirlar [11,52]. Ayrica
bagirsak ve bobrek izoenzimlerinin fosfat absorbsiyonunu kolaylastirdiklarina

inanilmaktadir [43].

2.1.9. ALP Aktivitesindeki Fizyolojik Degisiklikler
Serum ALP aktivitesi fizyolojik karekterlere bagh olarak degisiklik gosterebilir. Bunun
onemi, aldigimiz sonucun patolojik bir sebebe bagli olup olmadigini ayirdetmektir.
Gebelikte, plasentadan salgilanan ALP aktivitesi 2. ve 3. trimesterlerde normal yetiskin
diizeyinin c¢ogunlukla iki veya ii¢ katina ¢ikar. Ancak bazi durumlarda referans
degerlerin {ist sinirin1 agsmayabilir. Plasental ALP diizeyindeki inis ve ¢ikis egilimleri bir
komplikasyonun habercisi (hipertansiyon ya da preeklampsi gibi) olabilir ancak tek bir
Olclimiin tanisal degeri ¢ok azdir [42,63].

Cocuklarda ALP degeri normal yetiskin degerinin yaklasik ii¢ katidir. Bu artig
normal kemik gelisimindeki yogun osteoblastik aktiviteye baglidir. Erigskinlerde ALP’
n serum diizeyi erkeklerde kadinlardakinden daha yiiksektir. Ancak yaklagik 50 yastan
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sonra, enzim aktivitesi kadinlarda artarken erkeklerde degismeden kalir. Kadinlardaki
bu artisin, menapoz doéneminde Ostrojen sentezinin azalmasi sonucunda kemik
yapisinda olusan subklinik bozulmalar1 yansittig1 diistiniiliir [62,42].

Yagh bir yemekten sonra, bagirsak ALP fraksiyonu plazma enzim aktivitesinde
gecici bir yitkkselmeye neden olur. Bu durum kan grubu 0 ve B olan sahislarda daha ¢ok
goriiliir. Bu yiizden plazma ALP aktivitesi Ol¢iimil i¢in istenen kan ortalama sekiz

saatlik bir acliktan sonra alinmalidir [52,16].

2.1.10. ALP ve izoenzimlerinin Klinik Onemi

Serumda ALP aktivitesinin artmasi g¢esitli patolojik durumlarda ortaya c¢ikmaktadir.
ALP aktivitesi en fazla osteoblastik aktivitenin arttig1 kemik hastaliklarinda ve lokalize
veya yaygin kolestaz neticesinde safra asitlerinin birikmesine yol agan hepatobiliyer
sistem hastaliklarinda artmaktadir. Her iki durumda da serum ALP aktivitesinin artig
sebebi enzim sentezinin artmast nedeniyledir. Serumda bagirsak ALP artis1 ise enzim

yikimindaki azalma nedeniyledir [12,63,64].

Alkalen fosfataz diizeyinde artmaya yol acan baz patolojiler:
A. Iskelet sistimeni etkileyen hastaliklar:
1. Primer Hiperparatiroidi
Sekonder hiperparatiroidi
Kirik iyilesmesi
Paget hastaligi
Osteomalazi
Ankilozan spondilitis
Cushing sendromu

Herediter hiperfosfatazemi

© © N vk WD

Neoplastik hastaliklar:
- Osteojenik sarkoma
- Multiple myeloma
- Kemik metastazlari
10. Gauher hastalig

B. Hepatobiliyer Hastaliklar:
1. Kolelitiyazis ile ttkanma

2. Karaciger apsesi
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3. Biliyer siroz
4. Primer ya da metastatik karaciger timorii
5. Viral hepatit
6. Sarkoidozis
7. Amiloidozis
8. Alkolik hepatit
9. Pankreatit
10. Enfeksiyoz mononiikleozis
11. Kist hidatik
12. CMV enfeksiyonu
13. Tlaglara bagh karaciger hastalig
C. Diger nedenler:
Sepsis
Bobrek yetmezligi
DM
Hipertiroidizm
Losemiler
Renal Karsinoma
Meme karsinomu ve metastazlari

Konjestif kalp yetmezligi

o © N o kWD =

Renal rikets

10. Tlaglar

Alkalen fosfataz diizeyinde azalmaya yol acan bazi patolojiler:

1. Hipotroidi

C vitamini eksikligi

2. Herediter hipofosfatazemi
3. Anemiler

4. Akondroplazi

5. Kretenizm

6. Kwashiorkor

7.

8.

Klobitrat tedavisi
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Hepatobiliyer Hastahklarda ALP:

Karacigerin herhangi bir tikanmaya cevab1 daha fazla ALP sentezlemek seklindedir ki
bu bir enzim indiiksiyonudur. Biliyer kanalciklara bitisik hepatositler enzimin ana
sentez yeri olmakla birlikte portal ve sentral ven etrafindaki endotelyal hiicreler ve
sinusoidlerde de bu enzim bulunur. Safra kanalinin deneysel olarak baglanmasi
sonucunda mekanik tikanmanin atilimi engellemesi yaninda ALP’1n denovo sentezinin
safra tuzlarn tarafindan uyarilarak arttigi bildirilmistir. Yapilan seri caligsmalarda
gozlenen bu denovo sentezin transkripsiyon artmasina degil, mRNA’ mnin
translasyonundaki artmaya baglh oldugu gosterilmistir. Yeni olusan enzimler dolagima
girerek serumda enzim diizeyini yiikseltirler [12,63].

Ekstrahepatik tikanmalarda intrahepatik tikanmalara gore 3 kat kadar enzim
artist olur. Serum enzim aktivitesi iist simirin 10-12 katina c¢ikabilir ve tikanmanin
cerrahi miidahale ile giderilmesi sonucu normale doner. Safra akimimin intrahepatik
tikanmalarinda da serum ALP diizeyi yiikselir ancak bu artis ekstra hepatik tikanmada
goriilene kiyasla daha azdir. Karacigerin parankimal hiicrelerini etkileyen hastaliklarda
da 1liml bir arti, hatta normal diizeyler dahi goriilebilir. Kronik karaciger hastalarinda
ozellikle sirozda kan grubu O ve B olanlarda IALP aktivitesinde artis gozlenmistir
[10,58,65].

Yeni yapilan calismalarda gebeligin 16 ve 18. haftalarinda alinan amniyon
stvisinda fetal IALP nin diisiik diizeylerinin fetusta kistik fibrozisin prenatal tanisinda
giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir [28].

Romatizmal hastaliklarda total ALP yiiksekligini yorumlamak zor olmakla
birlikte bu yiikselme sistemik hastaligin karaciger yansimasim gosteren bir bulgudur.
Romatoid artrit, vaskiilitler, Wegener graniillomatozis, poliartrit, Sjogren sendromu ve
Felty sendromunda goriilen degisen oranlardaki ALP yiikselmeleri olasilikla
hepatobiliyer sisteme bagli olmaktadir [58].

ALP izoenzimlerinde artisa sebep olan patolojik durumlar;
- Kemik ALP artisi: Paget, Osteomalazi, Kemik tiimorleri, Kemik fraktiirleri,
Hipertroid, Pulmonar infarkt, Kronik renal rahatsizlik, Hiperfosfatemi.

- Karaciger ALP artis1: Akut ve kronik pankreatit, Kardiyak bozukluk, Hepatik

tikaniklik, Siroz.

- Bagirsak ALP artisi:Ince bagirsak lezyonlari, B ve 0 kan grublu kisiler.

- Plasental ALP artis1: Gebeligin 3. trimesteri boyunca

22



- Varyant ALP ( Regan, Nagao, Kasahara) artisi: Akciger, meme over ve kolon

kanserleri basta olmak {izere cesitli malignansilerde goriiliir (50,58).

Tiimor Marker’1 Olarak ALP:

Tiimor belirteci kanda, viicut sivilarinda veya dokularda artmis miktarlarda bulunarak
bir kanser tipinin varligim1 diislindiirebilecek bir maddedir. Timor belirtegleri
hiicrelerde, dokularda veya viicut sivilarinda bulunurlar. Kanserin varhigini belirtmek
izere nitel veya nicel olarak kimyasal, immiinolojik ve molekiiler biyolojik yontemler
ile ol¢iiliirler. Tiimor belirtecleri enzimleri, hormonlari, onkofetal antijenleri, proteinleri,
reseptorleri veya genleri kapsar [66].

Enzimlerin tarihsel olarak tiimor belirteci olarak kullanimi1 onkofetal antijenlerin
bulunmasi1 ve monoklonal antikorlarin ortaya cikisindan oncedir. Enzimlerin belirteg
olarak anormallikleri fetal formlarinin (izoenzim) ekspresyonu veya ektopik iiretimleri
seklindedir. Kanserli hastalarda ¢ok sik artan plazma enzim aktiviteleri, timor hiicreleri
tarafindan enzim salinimindan ¢ok, tiimdriin sekonder bir etkisi sonucu goriildiigiinden,
tiimor-kaynakl degil, tiimorle-iligkili kabul edilir. Enzimler, sistemik dolasima tiimoriin
nekrozu veya kanser hiicrelerinin membran permeabilitesinin degismesi sonucu
salgilanirlar. Enzim veya izoenzimlerdeki artig, birka¢ enzim disinda, kanser tipini veya
0zgiin organ tutulumunu belirlemek i¢in yeterince 6zgiin ve duyarl degildir. Bu sebeple

non-spesifik tiimor gostergeleri olarak diistiniilmeleri uygundur (Cizelge 2.3)[59].

Cizelge- 2.3. Tiimor gostergesi olabilen bazi enzimler

Enzim Tiimor tipi ve ilgili bozukluklar
Alkalen Fosfataz (ALP) Losemi, sarkom, hepatik infiltrasyonlu lenfoma

Kemik izoenzimi (BALP) Selim ve metastatik kemik hastalig

Karaciger izoenzimi Metastatik karaciger hastalig

Plasenta izoenzimi (PALP, Regan izoenzimi) Uterus, over, meme, akciger kanserleri, seminom
Kreatin kinaz (CK)- BB izoenzimi Kiigiik hiicreli akciger kanseri, prostat kanseri
Laktat Dehidrogenaz (LDH) Lenfomalar (Burkitt), baz karsinomlar

LDH-5 izoenzimi Karaciger ve beyin metastazli karsinomlar
Néoron spesifik enolaz (NSE) Kiigiik hiicreli akeiger kanseri, prostat kanseri,

ndroblastom, diger tlimorler

Prostatik asit fosfataz (PAP) Prostat
Prostat spesifik antijen (PSA) Prostat
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Enzimler grubunda, Alkalen fosfataz ©nemli bir yer tutmaktadir. Timor
hiicrelerinin Golgi kompleksinde, ER’unda ve ozellikle hiicre membraninda ALP
depolanmasi artmaktadir. Zamanla hizla gelisen tiimor dokusu etrafindaki normal
dokuyu da harabetmekte ve membran enzimi ALP tiimériin civarinda ekstraselliiler
ortamda artmaktadir (26). Simdiye kadar kanserli hastalarda farkli genetik lokuslardan
kodlanan ii¢ farkli ALP izoenzimi gosterilmistir [67]. Bunlar:

- Regan izoenzimi ya da term plasental ALP
- Nagao izoenzimi testikular ya da PLAP-like
- Kasahara izoenzimi ya da fetal bagirsak ALP’ dir [58].

Dokuya ozgii alkalen fosfatazlarin (TSALP) malignant durumlardaki
ekspresyonu genel olarak iki grupta toplanabilir:

1. Normal dokuda varolan izoenzimin {iretiminin artmasi (6topik ekspresyon)

2. Normal dokuda tanimlanmamis bir ya da daha fazla izoenzimin ifadelenmesi

(ektopik ekspresyon).

Pek ¢ok tiimor bu kategorilerden ikincisine dahildir. Hatta pek ¢ok tiimorde iki
ya da daha fazla farkli izoenzim eksprese edilir [67]. Malignansilerde plasental ALP,
plasentaya benzeyen ALP (varyant ALP) ve IALP’lara rastlanmistir. Bu durum ilgili
dokudaki artmis gen ekspresyonuna baglanmaktadir. Hamile olmayan normal sihhatli
birisinde PLAP’1n bulunmasi bir malignansiyi ifade edebilen kuvvetli bir delildir. Fakat
sigara icme gibi faktorlerle PLAP’da hafif bir artis goriilmektedir. Sigara igcenlerde
yapilan bir aragtirmada yiiksek PLAP ve yiiksek karsino embriyonik antijene (CEA)
rastlanmasi, bu izoenzimin akcigerden salgilandigini gostermistir [22].

PALP’ 1n ektopik ekspresyonuna akciger, yamurtalik, rahim, sindirim sistemi ve
diger kanser tiirlerinde rastlanmistir. Esey hiicresi ALP ‘1 testis seminomlarinda 6topik
olarak sentezlenir, ayni zamanda yumurtalik kanseri ile pineal bezi ve timus
tiimorlerinde de bu enzime rastlanir. Bagirsak alkalen fosfatazi diger tiimorlerdede
goriilmesine ragmen 6zellikle hepatomlarda ektopik olarak eksprese olan bir enzimdir.
ALP izoenzimleri malignant durumdaki hastaliklarin sadece bir kisminda gozlenirken,
seminomlarin bilyiik kisminda esey hiicresi ALP’ 1 sentezlenir [49].

Fishman ve calisma grubunun 1960’larin sonlarinda, erkek bir akciger kanseri
hastasinda Regan izoenzimi olarak adlandirilan plasenta alkalen fosfatazina
rastlamalari, embriyonun gelisimi sirasinda eksprese edilmis olan genlerin (onkogenler)

tiimor olusumunda onemli roller oynadiklar diisiincesinin dogmasina sebep olmustur
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[25]. Regan izoenzimi, alfa fetoprotein (AFP) ve CEA ile birlikte ilk onkogelisimsel
belirteclerden biri olarak bilinmektedir. Over, akciger, trofoblastik ve gastrointestinal
kanserler, seminoma ve Hodgkin hastaligi gibi bir dizi malignensi de yiikselir. Ancak
PALP maligniteye 0zgii olmayip siroz, ilseratif kolit ve divertikiilit gibi selim
hastaliklarda da goriilebilir. PALP diizeyleri bireysel olarak hastalarda tedaviye yanitla
uyum gosterse bile, kanserde cok sik artmamasi ve kanser i¢in zayif 6zgiinliigii onun
tiimor gostergesi olarak kullanimini kisitlamaktadir [49].

Muensh ve arkadaslari PALP seviyesinin 286 kanserli hastanin %23’iinde
yiikksek oldugunu gostermistir. Ayrica PALP seviyesinin kolon kanserli hastalarin
9%54’tiinde, akciger kanserli hastalarin %40’1nda, ovaryal kanserli hastalarin %44’ iinde
yiiksek oldugunu belirtmistir. Baska bir ¢alismada da meme kanserli hastalarin %30-
40’inda PALP seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir [68,69].

Nakayama ve calisma arkadaslari, belirli kanser durumlarinda plasenta alkalen
fosfatazina ¢ok benzeyen ancak aminoasit inhibisyonu ag¢isindan farklilik gosteren bir
baska ALP izoenzimini buldu. Bu izoenzim “ Nagao” izoenzimi olarak adlandirildi. Son
olarakta hepatomlarda karsilasilan “Kasahara” izoenzimi bulundu ve bu enzimin de
fetal ALP’ 1 oldugu anlasildi. Ancak bu bahsedilen enzimlerle her kanser vakasinda
kargilasilmaz. Bunun muhtemel sebebi enzimlerin farkli tiimoér dokularinda, farkli
nedenlerden Otiirii ortaya ¢ikmis olmasinda gizlidir [25-26,49].

Tiimor hiicrelerinde ALP sentezini saglayan pek¢cok mekanizma one siiriilebilir.
ALP’ 1 tiimor olusumuna fonksiyonel katkisit bulunabilir, ¢cok faktorlii etiyolojinin bir
ayagim teskil edebilir ya da bu ekspresyon ALP geninin hastalikla ilgili genle yakin
baglant1 icerisinde bulunmasindan kaynaklanabilir. Hatta bunlara ek olarak ALP geni ile
hastaliga sebep olan genin es zamanl deregiilasyonundan bahsedilebilir. Bu ihtimaller
goz Oniinde bulundurularak kanser durumlarinda ALP’ 1n artan ekspresyonunun
sebeplerini anlayabilmek icin genin ektopik ve otopik ekspresyonu arasindaki farklar

ortaya konmalidir [67].

2. 2. Karaciger Hastaliklar:
Karaciger hastaliklari;
I. Parankim Hastaliklar1
A- Hepatitler
B- Siroz

1. Laennec Sirozu (portal siroz, alkolik siroz)
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2. Post-nekrotik siroz
3. Biliyer siroz
4. Wilson sirozu
C- Infiltrasyonlar: Glikojen, yag, amioid infiltrasyonlart
D- Yer Tutan Lezyonlar: Hepatoma, metastatik tiimorler, apse ve kistler.
E- Sarilikla Birlikte Bulunan Yapisal Hastaliklar: Gilbert sendromu,
Crigler Najja sendromu, Dubin Johnson ve Rotor sendromu ve gebelikte
gelisen kolestaz.
II. Hepatobiliyer Hastaliklar
Ekstrahepatik safra yollarinin tas ya da tiimor ile tikanmasi ve kolanjit safra
yollar1 enflamasyonu.
III. Vaskiiler Hastaliklar
Kronik konjesyon ve kardiyak siroz, vena hepatika veya vena porta trombozu ve

flebit olarak siniflandirilmaktadir [66].

Viral hepatit ABD’de her yil 500 000 akut olgu ve 4 milyondan fazla bireyin
kronik olarak infekte oldugu kaydedilen en yaygin iiclincii veya dordiinci
infeksiyondur. ABD’de her yi1l 12 000 kisi alkolik karaciger hastaligindan 6lmektedir.
Hemokromatoz igin gen prevalanst 1/15-1/20, hastalik prevalanst 1/400’diir.
Hepatoselliiler karsinoma (HCC) her yil 7 500 o6lime sebep olmaktadir ve diinya
genelinde kanser liimleri icinde iiciincii veya dordiincii siray1 almaktadir [6,8].

Karaciger hastaliklarinda hiicre hasar1 ve oliimii; nekroz, apoptoz (programli
hiicre 6liimil) veya her ikisi tarafindan olugsmaktadir. Hasarin modelini hedef hiicre
belirlemektedir (6rnegin, hepatite yol acan hepatosit hasar1 ve kolestazise yol acan
biliyer hiicre hasar1). Siroz veya karsinoma olusumunu belirleyecek sekilde genetik
faktorlerin ve hasarin siiresi ile biitiin hiicresel hasarlar yamt olarak fibrozisi
indiiklemektedir (Sekil 2.6). Zararli ¢evrenin sonucu olarak hiicresel nekroz olusur
Hiicrelerin sismesi ve membran biitiinliigiiniin kaybr ile karakterizedir. Karbon
tetrakloriir, aspirin ve asetaminofen gibi bilesiklerden kaynaklanan toksik hasar
cogunlukla nekroz sonucu olugmaktadir. Hiicre 6liince icerigi salinir, bu da sitokinler ve
toksik oksijen tiirlerinden kaynaklanacak hiicre hasarina yol acan inflamatuvar yaniti

uyarir [2].
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Sekil- 2.6. Karaciger hastaliginin normal gegmisi

2. 2. 1. Siroz

Siroz hepatosit hasarina bagh olarak ortaya c¢ikan karmagsik bir siirecin son evresidir.
Siroz, karaciger parankiminin degisik nedenlerle olusan inflamasyonu ve yikimi
(nekrozu), nodiil olusturarak yenilenmesi, yaygin fibrosis ve parankim i¢in olusan
fibroz bantlar ile karakterize, kronik ve ¢ogu kez ilerleyici bir karaciger hastaligidir [2].

Karacigerin hepatoselliiler nekroza karsi cevabi; hepatik lobiillerde kollaps,
diffiiz fibroz, septa olusumu, vaskiiler yataklarin yon degistirmesi ve hepatositlerde
nodiiler biiyiimedir. Etiyolojisi ne olursa olsun histolojik patern aymdir. Hepatosit
hasar ile baslayan olay iltihabi infiltrasyonla ilerleme kaydeder ve fibrozisin parankimi
parcalamasi ile sirotik sathaya ulagir [70].

Siroza ilerleyen tiim kronik karaciger hastaliklarinin ortak histolojik bulgular
hepatik fibrozis ve nodiiler rejenerasyondur. Oysa klinik olarak hastalarin semptom ve
bulgular1 altta yatan etiyolojik faktore gore farklilik gosterebilir. Sirozun ileri
evrelerinde klinik bulgulara bakarak etiyolojik faktorii ayirabilmek ¢cok zordur [2].

Karaciger sirozu morfolojik 6zelliklerine, fonksiyonel durumuna, klinik evresine
ve etiyolojisine gore siniflandirilabilir (Cizelge 2.4). Giiniimiizde etiyolojik ve klinik

evreye gore siniflamalar daha ¢cok kullanilmaktadir [4].
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Cizelge- 2.4. Sirozun siniflandirilmasi

MORFOLOJIK ~ FONKSIYONEL KLINIK EVRE ETIYOLOJIK
1-Makronodiiler ~ 1-Aktif 1-Kompanze 1-Viral
2-Mikronodiiler ~ 2-Inaktif 2-Dekompanze 2-Otoimmiin

3-Karisik (miks)

Sirozun Etiyolojisi

3-Biliyer
4-Metabolik
5-lac ve toksinler
6-Vaskiiler
7-Diger

Karaciger sirozu diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi ililkemizde de 6nemli 6liim

nedenlerinden biridir. Etiyolojik faktorlerin siklig kiiltiirel ve ekonomik nedenlerle siki

bir iligki i¢indedir. Kuzey Avrupa ve Amerika'da en dnemli neden alkol iken Asya ve

Afrika'da viral hepatitlerdir. Ulkemizde yapilan cesitli arastirmalarda etiyolojik olarak

viral hepatitlerin goriilme siklig1 %50-90 arasinda degismekteyken, alkolik siroz sikligi

%10 civarindadir. Olgularin bir kisminin ise etiyolojisi belirlenemez, bu siroz ¢esidine

kriptojenik siroz denir. Karaciger sirozunun etiyolojisi asagida gosterilmistir [3,71].

1. Viral hepatit (B, B+D,C)
Alkol

Biliyer tikaniklik

Venoz akim tikanikligi
Otoimmiin hepatit

Toksin ve ilaglar

A e R

Metabolik nedenler
=  Wilson hastalig
= Hemokromatozis
= - 1 antitripsin eksikligi
= Tip-1V Glikojenoz
=  Galaktozemi

= Herediter tirozinemi
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= Kistik fibrozis
8. Herediter hemorajik telenjiektazi
9. A hipervitaminozu
10. Sarkoidoz
11. Yenidogan sifilizi
12. Ince bagirsak by- pass’ 1
13. Hindistan ¢ocukluk ¢ag1 sirozu

14. Kriptojenik siroz

Siroz Sekilleri

1) Portal Siroz; Laennec sirozu-Alkolik siroz, yaglh siroz gibi terimler kullanilan
bu siroz, beslenme bozuklugu ve fazla alkol alimi ile birlikte oldugunda gelisir.

2) Post Nekrotik Siroz; Viral hepatitlerde bazen harap olan hiicrelerin yerinde
bag dokusu artmasi olur. Bunun giderek artmasi sonucu siroz olusur.

3) Biliyer Siroz; Safranin akmasina engel olan herhangi bir nedenle safra
koledok yolu ile duedonuma akitilamaz ve karacigerdeki safra kapillerinde birikirse
zamanla doku degisikligi ve siroz gelisir.

4) Kardiyak Siroz; Sag kalp yetmezligine bagh olarak vena kava inferior da
basing artmasi giderek karacigerde staza neden olur. Bu stazin devam etmesi vena
sentralislerde basin¢ artmasina ve giderek hiicrelerin harabiyetine ve siroza neden olur.

5) Wilson Sirozu; Normalde bakir kanda, seruloplazmin denen bir proteine bagl
olarak dolasir, bu madde olmadigi zaman bakir kanda serbest kalir ve dokularda,
karacigerde, beyinde ve gozde birikir. Bakir, tahris edici etkisi nedeniyle karaciger

hiicrelerinde dejenerasyona ve siroza neden olur [66].

Sirozun Klinigi

Klinikte sirozun bulgular portal hipertansiyon ve hepatoselliiler yetersizlige baglidir.
Prognoz ve tedavi bu iki faktoriin derecesi ile ilgilidir. Kompanse siroz olgularinda tani
rutin muayene ve laboratuvar incelemeleri sirasinda konur. Biyokimyasal incelemeler
tamamen normal olabilecegi gibi Gama glutamil transferaz (GGT) ve transaminaz
diizeylerinde hafif yiikselmeler saptanabilir. Hastalarin bir kismi baska bir nedenden
Olene kadar kompanse siroz asamasinda kalabilirler. Diger kismu ise aylar ya da yillar

stiren bir donem i¢inde dekompanse siroz donemine girerler [71].
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Dekompanse sirozlu hastalar asit ve/veya sarilik nedeni ile hekime bagvururlar.
Halsizlik, yorgunluk, adale erimesi ve kilo kayb1 ile bagvurabilirler. Siirekli hafif ates,
septisemi, devam eden hepatosit nekrozu ya da gelismekte olan hepatoselliiler karsinom
nedeni ile olabilir. ikter hepatosit yikimimin yapimindan fazla olduguna isaret eder.
Kanamaya egilim vardir. Viicut killarinda azalma, vaskiiler spider, palmar eritem, beyaz

tirnak ve gonad atrofisi siktir [70,71].

Sirozun Tamnisi

Siroz siiphesi olan hastalarda yapilacak ilk tetkiklerden birisi ultrasondur. Endoskopi
Ozefagus varislerinin varlig1 ve derecesi hakkinda 6nemli bilgiler verdigi icin sirozlu bir
hastanin degerlendirilmesinde onem tasir. Siroz tanisinda en Onemli tan1 metodu igne
biyopsisidir. Biyopsi neticesinde fibrozisin yanisira rejenerasyon nodiilleri goriiliir ve
bu bulgular tani i¢in 6nemlidir. Biyopsi ile hastaligin derecesi ve aktivitesi saptanirken
etiyolojik faktor hakkinda da bilgi edinilebilir. Biyopsi yapilamayan durumlarda tani,
fizik muayene ve laboratuvar tetkikleri ile konabilir. US ile splenomegali ve asit
saptanmasi, 6zefagus varislerinin varligi, laboratuar bulgular1 ve bir etiyolojik faktoriin
tesbiti tani i¢in yeterlidir [70].

Sirozun tamisinda laboratuvar bulgulart onemli yer tutar. En cok diagnostik
degeri olan bulgu; serum albumininde azalma ve protrombin zamaninda uzamadir.
Bilirubindeki artis ise kotii prognostik gostergedir. Transaminazlar aktif sirozda
yiiksektir. ALP yiikselebilir, albumin diiser, gamaglobulinlerde artis, ester kolesterol
oraninda diisme goriilebilir. Alfa fetoproteinde hafif yiikseklik olabilir, devaml
yiiksekligi hepatoselliiler karsinomay1 akla getirir. Anemi, I6kopeni ve trombositopeni
goriilebilir. Protrombin zamani uzamistir, idrarda bilirubin ve iirobilinojen goriilebilir
[71,72].

Serum albumin diizeyi ve protrombin zamani hastaligin siddeti hakkinda,
bilirubin hastaligin prognozu hakkinda, transaminazlar sirozda aktivite bakimindan,
HBV ve HCV’ ye ait marker’ larin bulunmasi etiyoloji agisindan Onemlidir. ALP
malign infiltrasyon ve kolestaz hakkinda bilgi verir. Bilier sirozda belirgin yiikselen
ALP, inaktif sirozda normal bulunur. Alkolik sirozda ise agir yaglanmaya bagl olarak
intrahepatik  kolestazin gelismesi sonucu yiikselebilir. Makronodiiler sirozda

mikronodiiler siroza oranla ALP yiikselisi daha belirgindir [9,71].
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Sirozun Prognozu

Prognoz; etiyoloji, klinik (hastaligin tan1 konuldugu zamanki karaciger hiicre yetmezligi
ve komplikasyonlarin varlig), laboratuar bulgulari, histolojik lezyonun siddeti ve tedavi
olanaklarina baghdir. Genel olarak dekompanze sirozda, tan1 konulduktan sonra 3 yillik
sag kalim %15 ve 5 yillik sag kalim %7 ile %10 arasindadir. Kompanse sirozlu
hastalarda dekompanzasyon orani yilda yaklasik %10 civarindadir. Hastalarda prognozu
belirlemede kullanilan en 6nemli objektif parametre karaciger yetmezliginin derecesini
gosteren Child-Pugh siniflamasidir. Child-Pugh evresi hastanin prognozu ile korelasyon

gosterir ve klinik olarak ¢ok sik kullanilir [72].

Sirozun Komplikasyonlari
Siroz tibbi denetim ve tedaviyi gerektiren ciddi ve kronik bir hastaliktir. Hastalarda
hastalik siirecinde hayati tehdit eden, hizla ve hemen miidahale edilmez ise Oliimle

sonuglanabilecek komplikasyonlar goriiliir [S]. Bunlar;

1-Portal hipertansiyon (Ozefagus varis kanamalari, asit)

2- Asit ve spontan asit enfeksiyonlar1 (spontan bakteriyel peritonit)
3- Hepatik ensefalopati

4- Hepatoseliiler karsinoma

5- Karaciger yetmezligi

6- Hepatorenal sendrom

7- Hepatopulmoner sendrom

8- Hiperplenizm ve Hematolojik bozukluklar

9- Enfeksiyonlar

10-Endokrin bozukluklar

11-Gastrointestinal komplikasyonlardir.

Portal Hipertansiyon: Sirozlu hastalarin %60’ 1ndan fazlasinda klinik olarak anlamli bir
sekilde portal hipertansiyon gelisir. Portal hipertansiyon sonucu gastrodzofageal varis

kanamalari, splenomegali, assit ve ensefalopati gelisir [66].

Asit: Karinda biriken asit diyafragmaya basing yapacagindan sirozlu hastalarda dispne

goriilebilir, bunun icin hasta oturur pozisyonda daha ¢ok rahat eder [71].
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Hepatik Ensefalopati - (Amonyak intoksikasyonu) Hepatik Koma: Sirozlu hastada kan
amonyak diizeyi yiikseldikce amonyak zehirlenmesi ortaya cikar. Bilindigi gibi
amonyak beyne toksik bir maddedir, kan diizeyi arttik¢a kisilik degisikligi, ajitasyon,

mental konfiizyon, flapping tremor gelisir ve hasta hepatik komaya girer [71].

Gastrointestinal kanamalar: Sirozlu hastada gelisen bu komplikasyon 6zofagusta gelisen
varislerin kanamasi veya mide ve duedonumdaki iilserlerin kanamasi seklinde
olmaktadir. Daha o©nce belirtildigi gibi karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle
hastanin protrombin zamani uzamistir ve trombositopeni mevcuttur. Bu nedenlerle de
hastalarda kanama kolay gelisir. Kanama, hastada melena veya hematemez seklinde ve

kanama derecesine gore hipovolemi ve hipotansiyon bulgulan ile ortaya ¢ikar [66].

2. 2. 2. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) karacigerin hepatoselliiler orjinli malign tiimoriidiir.
Kanserler arasinda 5. sirada ve kansere baglh oliimlerin nedenleri i¢inde 3. sirada yer
almaktadir. HCC risk faktorleri en iyi bilinen kanserler arasindadir. Tiim diinyada
birincil neden % 80 olasilikla siroz olarak belirtilmektedir ve siroz hastalar1 iginde HCC
gelistirme riski daha fazla olan hastalar; ileri yas, erkek ve siroz evresi ileri olanlardir
[5]. Sirozlu hastalarda yilhik HCC gelisim insidanst % 3.4 bulunmustur. Okten ve
arkadaslari, HCC vakalarinin % 92.4’ iinde siroz teshis etmislerdir [73].

Tiirkiyede tiimoriin siklikla ileri yaslarda ve sirotik karaciger zemininde
meydana geldigi rapor edilmistir. Uzunalimoglu ve arkadaslari tarafindan yayinlanan
toplam 207 hastayr iceren arastirmada Tiirkiye’ de etiyolojide ilk sirada HBV
enfeksiyonu (%56), ikinci sirada HCV enfeksiyonu (%23.2), iictincii sirada ise alkolik
karaciger hastalign olarak bildirilmistir [1,7]. HCC i¢in tarama testleri serolojik ve
radyolojik testlerdir. En 6nemli serolojik tarama testi alfa fetoprotein ( AFP)’ dir. AFP

nin sensitivitesi % 60’ dir [74].
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Masaiistii Santrifiij (Universel 32, Hettich)

Vorteks (Nuvemix)

Mikropipetler 10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul (Gilson)
Otomatik pipet uclar1 (Sari, mavi, beyaz)

SAS-1 Tek kullanimlik numune kaplart

SAS-1 Aplikator (10x12) ( Kat.No: 210200, Helena)

Steril pipetler Sml ve 10ml

Ependorf tiip

Steril kuru tiip (Vacuetta)

SAS-1 Plus Elektroforez cihazi (Kat. No: 1531, Helena)
SAS-2 Auto-Stainer (Kat. No:1212, Helena)

Dansitometre (Platinium Gel Scan )(Kat. No: 1668-1670, Helena)
Biyokimya Otoanalizorii (Beckman Coulter Synchron LX-20)
Su banyosu (Memmer)

Derin dondurucu (Argelik)

Parafilm

3. 2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Total ALP Aktivite Ol¢iim Kiti (Ref: 44670, Beckman Coulter)
ALP izoenzim elektroforez kiti (Cat.No. 200800, 200801,
Helena)

REP Prep Soliisyon (Kat. No: 3100, Helena Biosciences Europe)
Asetik asit (Riedel- de Haen)

3. 3. Kit Bilesenleri

Total ALP Substrat ( disodium 4- nitrofenil fosfat 179 mmol/L)
Total ALP Tampon ( 2-amino-2- metil-1- propanol 393 mmol/L)
SAS-1 ALP izoenzim jel; kullanima hazirdir.

Separation Enhancer; kullanima hazirdir
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e ALP izoenzim substrat; kullanima hazirdir

¢ ALP izoenzim kromojen; siselerin icinde toz halindedir
e Bloterler (kagitlar),

e Reaktif yayma filmi

e ALP izoenzim kontrol (Kat. No: 3055, Helena)

3. 4. Hasta ve Kontroller

3. 4. 1. Hastalar

Aragtirmamizda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Gastroenteroloji Ana Bilim Dalina bagvuran ve karaciger sirozu tanisi alan,
50 siroz hastas1 calismaya alindi. Hastalara cinsiyet ve yas yoOniinden bir kisitlama
getirilmedi. Tiim hastalar icin Ek-1 de verilen soru formu, soru- cevap seklinde
dolduruldu. Calisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Arastirmalar1 Etik

Komitesinin 02.10.2007 tarih ve 2007-8/5 sayili karar1 ile uygun bulunmustur ( Ek-3).

3.4.2. Kontroller

Arastirmamizda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’ne bagvuran, her hangi bir kronik hastalik tanis1 konulmamig 50 kisi kontrol
grubu olarak ¢aligmaya alindi. Tiim kontroller i¢in Ek-1 de verilen soru formu, soru-

cevap seklinde doldurulmustur.

3.5. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Karaciger sirozu tanisi konulmus hastalardan ve her hangi bir kronik hastalik tanisi
almamis kontrol grubundan sabah a¢ karnina 10 ml kan 6rnegi kuru tiiplere alindi ve
laboratuvara ulastirilarak 4000 rpm’ de 10 dakika santrifigasyona tabi tutularak
serumlan ayristirildi. Elde edilen serumlar bir baska kuru tiipe alinarak calismalarin
yapilmasi i¢in gerekli sayiya ulagana kadar 2-6 °C’ de saklandi. Agaroz jel elektroforezi
icin kullanilan her bir jel 12 6rnek kapasiteli oldugu i¢in, serumlar 11 adet olana kadar
muhafaza edildi. Her jelde ilk sira i¢in standart serum uygulandi. Calismamizda bu siire

bir haftay1 gegmemistir.
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3.6. Total ALP Analizi
Calismamizda total ALP diizeyleri “Beckman Coulter Synchron LX-20" otoanalizorii
kullanilarak olciilmiistiir. Metodumuz, substrat olarak p-nitrofenil fosfat ve pH 10.5
devamliliginin saglanmasi i¢in 2-amino-2- metil-1- propanol (AMP) tamponu kullanilan
Bowers- McComb’ un prensibine dayanir. Synchron sistem total ALP kitinde bulunan
reaktiflerin konsantrasyonlar1 soyledir:

Substrat; disodium 4- nitrofenil fosfat 179 mmol/L

Tampon; 2-amino-2- metil-1- propanol 393 mmol/L

Bu yontemle sonuclar U/L olarak elde edildi. Normal degerler her iki eriskin

cinsiyette de 38-126 U/L olarak belirtilmistir.

3.7. Is1 Inaktivasyonu

Total ALP olgiimleri yapildiktan sonra termostath su banyosunda her numune 56 °C
de 10 dakika ve 65 °C’ de 30 dakika 1siya tabi tutulmak icin hazirlandi. islemlerin
yapilist:

1. Yaklagik 0,5 ml serum ince duvarli cam bir tiipe pipetlendi ve parafilm ile
agz1 kapatildi. Biz iki ayn sicaklikta ¢alisacagimiz i¢in her numuneden 2 ser
tane hazirladik.

2. Tiipler, termostat kontrolii olan ve 1s1s1 56 °C’ ye getirilen su banyosuna
yerlestirildi ve 10 dakika bekletildi. Sonra tiipler alindi ve buzlu suya
konularak biyokimya otoanalizériinde ALP 6lc¢timii yapildi. Sonuglar kalan
aktivite olarak kaydedildi.

3. Bu arada su banyosunun 1sis1 65 °C ye getirildi ve ikinci numunelerde bu
1sida 30 dakika bekletildi. Tiipler alind1 ve buzlu suya konularak biyokimya
otoanalizoriinde ALP olctimii yapildi. Sonuclar kalan aktivite olarak

kaydedildi.

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi ticari ALP izoenzim kiti (Cat.No. 200800, 200801, 200802)
kullanilarak Helena SAS-1ve SAS-2 elektroforez cihazinda yapilmistir. Kit icerigi
sOyledir;

a) SAS-1 ALP izoenzim jel: Kullanima hazir 12 1i 10 jel halindedir. Her bir jel,

optimum performans saglayacak ve zarar vermeyecek sekilde eklenen 1
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gr/dL agaroze; pH 9.1+0,05 tris-barbital tampon ve % 0.10 sodyum azide
ihtiva eder. Alkalen fosfataz izoenzim elekroforezi ¢calismak icin destekdir.

b) Separation Enhancer: Kullanima hazirdir. Vibrio cholerae’dan saglanan
nodraminidaz igerir.

c) ALP izoenzim substrat: Kullamima hazirdir. 2-amino-2-metil-1- propanol
tampon (AMP) pH 10, i¢inde 5-bromo-4-chloro-3-indolil fosfat (BCIP) ve
maksimum performans elde etmek i¢in konsantre zararsiz katkilar ihtiva
eder. Goriilebilir soliisyon hazirlamak i¢in kulanildi.

d) ALP izoenzim kromojen: Siselerin icinde toz halindedir. Nitroblue
tetrazolium (NBT) ihtiva eder. Bir sise izoenzim kromojen Iml. ALP
izoenzim substrat ile sulandirilip 30 saniye karistirilarak 10 dakika icinde
kullanildi.

e) Bloterler (kagitlar): Tek kullanimlik emici bu kagit 6rnek uygulamadan 6nce
jel tizerindeki fazla sivinin alinmasi i¢in kullanilda.

f) Reaktif yayma filmi: Enzimatik goriilebilirlik i¢in kullanildi.

Elektroforez islemini yapacagimiz SAS 1, SAS 2 cihazlarina ve bilgisayar programina
ALP izoenzim elektroforezi deney standartlar kit icerigine gore tanitildi. Bu kodlar;
SAS 1 igin;

Elektroforez: 220 volt, 13 dakika, 23 OC, 6 aplikasyon.

inkiibasyon: 1:30 dakika 45 °C olarak

SAS 2 igin;
Dryl- 5:00 dakika 55 °C
Destainl - 5:00 dakika 3 port
Washl1- 1:00 dakika 1 port
Dry2- 15:00 dakika 65 °C
Destain2- 5:00 dakika 3 port
Wash2- 1:00 dakika 1 port
Dry3- 5:00 dakika 65 °C
Bilgisayar proramina tanitilan kit standart degerleri;
Mean CV(%)
Karaciger 65.6% 4.4%
Kemik 34.4% 8.4%
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Deneyin yapilisi;

1.

On bir adet hasta serumu ve bir adet ALP izoenzim kontrolden 30’ ar pl her
biri i¢in ayr1 bir godeye alindi, tizerlerine 10” ar ul ALP separation enhancer
ilave edildi ve karistirildi.

Hazirlanan numunelerden tek kullanimlik numune kaplarinin her kuyucuguna
sirayla 35’ er mikrolitre konuldu, numune kaplar1 SAS 1 cihazinin numune
tepsisine takildi ve tabladaki pozisyonuna yerlestirildi.

Isitic1  blogun {iizerine 400 pl REP Prep soliisyonundan yayildi.
Koruyucusundan ¢ikarttigimiz agaroz jeli — ve + taraflara pozisyonlayarak jel
kismi {iistte kalacak ve hava kabarcigi olmayacak sekilde 1sitic1 bloga
yerlestirildi.

Blotter ile jelin iizerindeki fazla sivi alindi ve blotter atildi. Jelin iizerindeki
bloklara elektrotlar yerlestirildi ve birka¢ saniye kontak etmesi i¢in beklendi
ve elektroforez baglatilda.

Elektroforezin bitimine 10 dakika kala bir sise izoenzim kromojen 1ml. ALP
izoenzim substrat ile sulandirilip 30 saniye karistirildi ve kullanilincaya kadar

kendi haline birakildi.

. Elektroforezden sonra elektrotlar1 alip, jelin iizerine, daha Once hazirlayip

beklettigimiz kromojen soliisyonu bosaltildi ve yayma filmi ile hava
kabarcigr kalmayacak sekilde kapatilarak inkiibasyon iglemi i¢in program

devam ettirildi.

. Inkiibasyondan sonra yayma filmi jel iizerinden alinds, jel bir spatula yardim

ile bloklarindan ayirildi ve boyama tank aparatina takilarak SAS 2 boyama

tinitesine yerlestirildi.

. SAS 2 boyama iinitesinin distile su ve destain soliisyonlar1 eklenerek ALP

programi secildi ve cihaz calistirildi.

. Cihazin calismasi bitince jel plagi c¢ikartildi temizlendi ve scanner da

taranarak Dansitometri araciligiyla jel iizerindeki her bir bandin kantitatif

olarak degerlendirilmesi yapildi ( Sekil 3.1).
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SAS-1 Alkaline Phosphatase

| 2 3 4 5 7 8 9 W 12

Bagirsak fraksiyonu

Kemik fraksiyonu

< Karaciger fraksiyonu

< | Albumin

BioSciences A¥ 2-124
helenal 2o

1 L/E /2003 |

" Index Band  RelArea ~ Conc. (afl) Range (g/l)
1 Barsak 0.15% 0.10 0.00 ... 0.00
2 M.karac 0.09% 0.06 0.00...0.00
3 Kemik 21.19% 1462 L 30.20 ... 38.60
4 Karacige 78.57% 5421L 63.40 ... 67.80
Total 69.00

Sekil 3.1. Agaroz Jelde Bantlarin goriintimii (1. sirada ki standart serum, digerleri hasta
ve kontrol serumlaridir) ve 5 numarali hasta serum 6rneginin dansitometri araciligiyla

kantitatif olarak degerlendirilmesi.
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4. ISTATISTIiKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas, cinsiyet ve analiz
sonuclarinin tanimlayici istatistiksel degerlendirilmesi yapilarak karsilastirilmistir. Isi
inaktivasyonu ve agaroz jel elektroforez yontemleri ile elde edilen analiz sonuglarinin
istatistiksel degerlendirilmesin de bagimli gruplarda esler arasi farkin onemlilik testi
olan Paired Sample T Testi uygulanmis ve yanilma diizeyi a = 0,05 olarak alinmistir.

Verilerin istatistiksel analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

programi, 13.0 versiyonu kullanilarak yapilmistir.
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S. BULGULAR

Bu calisma Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Gastroenteroloji Ana Bilim Dali’nda karaciger sirozu tanis1 alan 50 hasta ve
ayn1 hastaneye basvuran her hangi bir kronik hastalik tanisi konulmamis 50 kontrol
tizerinde yapildi. Calismaya alinan tim hasta ve kontrollerle yiiz yiize goriisiilerek,
kendilerine yoneltilen Ek—1 deki sorulart cevaplamalar istendi. Is1 inaktivasyonu ve
agaroz jel elektroforezi yontemleriyle yapilan analiz sonuglarinda elde edilen veriler
(Ek-2) ile iki yontem arasindaki istatistiksel iliski Paired Sample T Testi kullanilarak
belirlenmistir.

Agaroz jel elektroforezi ile belirlenen karaciger bandi; jel LALP olarak, 1s1
inaktivasyonu sonucu kalan ALP aktivitesi; 1s1 LALP olarak adlandirildi.

Bu calismaya alinan kontrollerin 28 i (% 56) erkek, 22’ si (% 44) kadn,
hastalarin ise 20’ si (% 40) erkek, 30’ u (% 60) kadin bireylerden olusmustur. Hasta ve
kontrollerin yas ortalamalar1 sirasiyla 62.3 + 8.58 ve 42.0 + 12.66’dir. Kadinlarda yas
ortalamasi hastalar ve kontrollerde sirasiyla 62.5 + 8.36 ve 45.5 + 14.43, erkeklerde ise
61.8 £ 9.09 ve 39.3 + 10.56° dir. Hasta ve kontrol grubunda yas dagilimi histogrami
Sekil 5.1a ve Sekil 5.1b’ de gosterilmektedir.

Frequency

Mean = 42,02
Std. Dev. = 12,664
N =50

I

6

20 30 40 50 0 70 80

YAS
Sekil 5.1a. Kontrol grubunda yas dagilimi
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8—

Frequency

6—

Mean = 62,28

Std. Dev. = 8,579
N =50

0 T T
40 50 60 70 80 90

YAS
Sekil 5.1b. Hasta grubunda yas dagilim

Siroz hastalar1 ve kontrollerin yas, cinsiyet ve analiz sonuclarinin istatistiksel
degerlendirilmesi Cizelge 5.1a ve Cizelge 5.1b’ de goriilmektedir. Her iki gruba ait
analiz sonuclarina gore total ALP degeri kontrol grubu icin; 42-111 U/L arasinda,
ortalamasi 64.98 + 17.70, hasta grubunda ise; 37-192 U/L arasinda, ortalama 95.60 +
34.36’ dir. 56°C 1s1 LALP degeri kontrol grubu igin; 14-48 U/L arasinda, ortalamasi
25.08 + 7.75, hasta grubunda ise; 13-74 U/L arasinda, ortalamas1 37.00 + 14.58" dir.
56°C 1s1 kemik degeri kontrol grubu i¢in; 21-76 U/L arasinda, ortalamas1 39.90 + 12.68,
hasta grubunda ise; 24-136 U/L arasinda, ortalamas1 55.59 + 25.67°dir. Jel LALP degeri
kontrol grubu icin; 17-85 U/L arasinda, ortalamasi 39.24 + 15.67, hasta grubunda ise;
20-113 U/L arasinda, ortalamas1 51.83 + 21.18’dir. Jel kemik degeri kontrol grubu igin;
13-51 U/L arasinda, ortalamas1 25.74 + 10.92, hasta grubunda ise; 14-134 U/L arasinda,
ortalamasi 39.46 + 27.87°dir. % 56°C 1s1 LALP degeri kontrol grubu i¢in; 24.14-56.90
arasinda, ortalamasi 38.94 + 7.83, hasta grubunda ise; 20.17-57.69 arasinda, ortalamasi
40.56 £ 9.38" dir. % Jel LALP degeri kontrol grubu icin; 32.08-86.73 arasinda,
ortalamasi 59.82 + 14.20, hasta grubunda ise; 17,10-86.80 arasinda, ortalamasi1 58.19 +
16.80° dir. Sadece hasta grubunda saptanan Jel bagirsak degeri; 0-25 U/L arasinda,
ortalamas1 1.30 * 4.23” diir. Hasta grubundan 5 bireyde saptanan 65°C derece isiya

dayanikli izoenzim degeri ortalamasi 0.15 + 0.42 olarak tesbit edilmistir.
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Cizelge 5.1a. Kontrol grubu icin tanimlayici istatistiksel degerlendirme

Std.
N | Minimum | Maksimum | Ortalama | Sapma
Yas 50 |28 75 42,02 12,66
Total ALP 50 |42 111 64,98 17,69
56 °C 1s1 LALP 50 |14 48 25,08 7,75
56 °C 1s1 Kemik izoenzim | 50 |21 76 39,90 12,68
Jel LALP 50 |17 85 39,24 15,67
Jel Kemik izoenzim 50 |13 51 25,74 10,92
JEL Bagirsak izoenzim 50 |0 0 ,00 ,000
65°C 181 varyant izoenzim | 50 |0 0 ,00 ,000
% Jel LALP 50 32,08 86,73 59,82 14,20
% 56 °C 1s1 LALP 50 |24,14 56,90 38,94 7,83
Cizelge 5.1b. Hasta grubu i¢in tanimlayici istatistiksel degerlendirme
Std.
N |Minimum |Maksimum | Ortalama | Sapma

Yas 46 | 47 81 62,26 8,45
Total ALP 46 |37 192 95,59 34,36
56 °C 1s1 LALP 46 |13 74 37,00 14,58
56 °C 1s1 Kemik izoenzim |46 |24 136 55,59 25,67
Jel LALP 46 |20 113 51,83 21,18
Jel Kemik izoenzim 46 |14 134 39,46 27,87
JEL Bagirsak izoenzim 46 |0 25 1,30 4,23
65°C 1s1 varyant izoenzim |46 |0 2 15 42
% Jel LALP 46 | 17,1 86,8 58,19 16,80
% 56 °C 1s1 LALP 46 | 20,17 57,69 40,56 9,38

Jel LALP ile 56°C 1s1 LALP degerleri U/L ve Yiizde aktivite olarak hasta ve

kontrol grubu i¢in Paired Sample T Testi kullanilarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir

(Cizelge 5.2a ve Cizelge 5.2b). Testte yanilma diizeyi 0.05 olarak alinmistir.

Test sonuclart;

U/L degerler alindiginda; hasta grubu igin t degeri 8.35, p degeri ise 0.00° dir.
Kontrol grubu igin ise t degeri 9.71, p degeri 0.00’dir. Yiizde degerler alindiginda; hasta
grubu i¢in t degeri 9.13, p degeri 0.00’ dir. Kontrol grubu i¢in ise t degeri 12.09, p

degeri 0.00°dir. Jel karaciger degeri ile 56°C 1s1 karaciger degeri ortalamalar1 arasinda ki

fark anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 5.2a U/ L Paired Samples T Testi

Gruplar | Is1t LALP (U/L) Jel LALP (U/L) t degeri | p degeri

X +SD X +SD
Hasta 37.00 + 14.58 51.83 +21.18 8.35 0.00 < 0.05
Kontrol | 25.08 +7.75 39.24 £ 15.67 9.71 0.00 < 0.05

Cizelge 5.2b Yiizde Paired Samples T Testi

Gruplar | Is1t LALP (%) Jel LALP (%) tdegeri | p degeri

X +SD X +SD
Hasta 40.56 £ 9.38 58.19 £16.80 9.13 0.00 < 0.05
Kontrol | 38.93 £7.83 59.81 £14.20 12.09 0.00 < 0.05

Kontrollerde ve hastalarda 1s1 LALP ile jel LALP degerlerinin dogrusal
regresyon analizi sonucu giivenilirlik (R?) sirasiyla % 67 ve % 69 olarak bulunmustur
(Sekil 5.2a, Sekil 5.2b).

Jel LALP degerinin bireylerin gercek LALP’ 11 gosterdiginden yola cikarak, bu
degerden 1s1 LALP ve jel bagirsak izoenzim degerlerinin ¢ikarilmas: ile elde edilen
sonu¢ total ALP nin yiizdesi olarak saptandi ve 1s1 ile inaktif olan LALP olarak
adlandirildi. Bu degerin bireyler arasindaki dagilimi Sekil 5.3a ve Sekil 5.3b.” de
goriilmektedir. Buna gore hasta grubunda 1s1 ile LALP’ nin inaktif olma oram %10 ile
% 30 arasinda dagilim gostermektedir. Kontrol grubunda ise bu oran % 30 ile % 40

arasinda dagilim gostermektedir.
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Sekil 5.3a. Hasta grubunda 56°C” 1s1 ile inaktif olan karaciger fraksiyonunun total ALP
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Sekil 5.3b. Kontrol grubunda 56°C’ 1s1 ile inaktif olan karaciger fraksiyonunun total
ALP yiizdesi olarak dagilimi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Alkalen fosfatazlar (ALP) kismen genetik faktorler kismende post-translasyonel
modifikasyonlardan dolay1 dolasimda cesitli izoenzim formlarinda bulunurlar. Saglikli
insanlarda plazma ALP’ 1m1 kemik ve karaciger izoenzimi olusturur. Bu nedenle serum
ALP ol¢iimlerinin kemik ve karaciger hastaliklarinda tamisal degeri fazladir. Bu
dokulardaki patolojilerde serum ALP degeri kemik ya da karaciger izoenzimine bagl
olarak yiikselir. Total ALP degerinin artmasi aktivitenin yiikselmesine neden olan
izoenzim ya da izoenzimlerin belirlenmesini gerektirir [10,11].

ALP izoenzimlerini birbirlerinden ayirmak icin, degisik substratlarla reaksiyon
hizlarindaki goreceli farklar, verilen inhibitorlere karsi farkli tepkiler, 1s1 ya da iire ile
denatiirasyona karst farkli direncler, elektroforetik goclerindeki farkliliklar ve
immiinokimyasal Ozellikler gibi kriterler kullanilir. ALP izoenzimlerini belirlemek icin
bircok metod gelistirilmistir. Bunlar; elektroforez, kolon kromotografisi, HPLC,
immiinoassay, 1iire denatiirasyonu, aminoasit inhibisyonu ve 1s1 inaktivasyonu
yontemleridir [44].

Karaciger degisik fonksiyonel ve anatomik yapilardan olusmus en biiyiik ve en
onemli metabolik organdir. Karaciger hastaliklarinda klinik ve laboratuar bulgular
bircok durumda oOrtiismeyebilmektedir. Bu durum, farkli patolojilerin karacigerin
degisik fonksiyonel boliimlerini daha fazla etkilemeleri, baz1 klinik ve laboratuar
bulgularinin hastaligin erken doneminde olmamasi veya belirsiz olmasi ile agiklanabilir.
Tek bir biyokimyasal test sonucuna bakilarak karaciger fonksiyonlar1 hakkinda genel
bir degerlendirme yapmak giictiir. Ornegin inaktif siroz olgularinda, hepatoselliiler
karsinomada karaciger fonksiyon testlerinin 6nemli bir boliimii normal olarak
saptanabilmektedir. Giiniimiizde sayilar1 her gecen giin artan, 6zgiin olmayan pahali ve
invaziv laboratuar yontemlerinin bilingsiz kullanimlari ile tanisal problemler daha da
artmaktadir. Geligmis iilkelerde bile bircok yontemin bilingsizce denenmesi yerine bazi
pratik ve ekonomik yontemlerin iyi yorumlanmalar1 6nerilmektedir [1].

Total ALP aktivitesi laboratuvarimizda substrat olarak p-nitrofenil fosfat ve pH
10.5 devamliliginin saglanmasi i¢in 2-amino-2- metil-1- propanol (AMP) tamponu
kullanilan Bowers- Mc Comb’ un prensibine dayanilarak Ol¢iilmiis ve sonuglar U/L
olarak elde edilmistir. Laboratuvarimiza uyarlanan bu yontemde normal degerler her iki

erigskin cinsiyette de 38-126 U/L’ dir. Total ALP aktivitesi, c¢esitli rahatsizliklarda
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ozellikle karaciger ve kemik hastaliklarinda artis gosterir. Total ALP aktivitesinin
yilksek ya da diisiik olmas1 viicutta ki bir patolojinin belirtisi sayilir. Ancak bu
aktivitenin sorumlusu olan izoenzimlerin yiizdeleri ve hangi dokudan kaynaklandigi
hakkinda bilgi edinilemez. Bazen de total ALP aktivitesi normal araliklarda olmasina
ragmen bir organ veya dokuda ki izoenzim anormalliginden dolay1 izoenzimlerin orani
degisebilir. Bu yiizden patolojik durumlarin teshis edilmesinde total ALP dl¢iimii yeterli
olmaz. Total ALP’ 1n yiiksek oldugu durumlarda ya da klinik semptomlar geregi
izoenzim analizi yararli olacaktir. Total ALP aktivitesinin yiizde kac¢inin hangi dokuya
ait oldugunu soylemek bu metodlarla miimkiindiir [44,60].

1965 yilinda Posen ve arkadaglar1 farkli hasta gruplarinin serumlarinda ALP’ 1n
sicaklik inaktivasyon oranlarinda ki farklari tanmimlamislardir. Bu calismada kemik
hastaligi olan bireylerin serum ALP’ 1nin hepatobiliyer hastaliklart olanlardan daha
fazla inaktive oldugunu gostermislerdir. Sonraki yillarda bu yOntem birgok
laboratuvarda ALP izoenzimlerinin ayriminda kullanilmistir [13]. 1972 yilinda Johnson
ve arkadagslar1 agaroz jel elektroforezi ile inaktivasyon yontemlerini kiyasladigi bir
caligmada her iki yontemin birlikte ALP izoenzimi ayriminda kullanilabilecegini
belirtmislerdir [75].

Calismamizda ALP izoenzimlerinin belirlenmesinde Agaroz jel elektroforezi
referans metod secilerek daha ekonomik ve rutin kullanim icin uygun olan 1s1
inaktivasyonu metodu ile karsilagtirilmistir.

Agaroz jel elektroforezi ile ALP’ 1n karaciger, kemik, bagirsak ve makro
karaciger izoenzimleri kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Onica ve arkadaglar1 1986’
da Noraminidaz veya lektin tatbiki ile karaciger, kemik ve sialik asit icermediginden
dolay1 bagirsak izoenzimlerinin birbirinden ayrildigimi gostermislerdir [60]. 1985 de
Eastham ve 1992 de Wallach bagirsak izoenziminin siroz da arttift ve karaciger
izoenziminin kolestaziste cok yiiksek ¢iktigim1 bildirilmistir [76,61]. Biitiin bu
calismalar da saglikli bireylerde ve siroz hastalarinda izoenzimlerin dagilimi ile bizim
elde ettigimiz sonuglar ortiismekte idi. 2003 yilinda Somani ve arkadaslar1 Agaroz jel ve
poliakrilamid jel elektroforez yontemlerinin ALP izoenzimlerini ayirmada diger
elektroforez yontemlerine gore daha basit, kullanmish ve giivenilir oldugunu
bildirmislerdir [59]. Ancak Agaroz jel elektroforezi yonteminde plasental ALP (PALP)
ya da Regan izoenziminin, kemik ALP (BALP) ile ayn1 bant i¢inde kalmas1 nedeniyle
65 °C’ de 10 dakika 1s1 inaktivasyonuna tabi tutulduktan sonra bu izoenzimler

belirlenebilmektedir.
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Ist ile inaktivasyon geri doniisiimsiiz kinetik bir reaksiyondur. Cesitli doku
alkalen fosfatazlarinin sicakliga karsi stabiliteleri farklidir. 56 °C ve 65 °C enzimin
sicaklikla denatiirasyonunda sinir derecelerdir. Plasental ve regan izoenzimleri 65 °C
1s1da 30 dakika stabilitelerini korurlar [16]. 56 °C* de 10 dakika inkiibasyondan sonra
kalan enzim aktivitesi total ALP aktivitesinin % 20’sinden daha az ise BALP baskin
olandir. Kalan aktivite % 25-55 arasinda ise baskin olan izoenzim karaciger ve bagirsak
ALP’dir [44]. Isitma zamamn ve standart sicaklik ile ilgili bir fikir birligi yoktur. Bircok
aragtirmaci 56 °C’ yi tercih eder ancak siire 10-30 dakika arasinda degismektedir.
Calismamizda 56 °C’ de 10-15 ve 20 dakikalik araliklarla yapilan denemeler sonucu 10
dakikadan sonra inaktivasyondaki ani artis nedeniyle 56 °C’ de 10 dakika inaktivasyon
ve 65 °C i¢in 30 dakika inaktivasyon kullamldi.

1965 yilinda Posen ve arkadaslari, 1972 yilinda Johnson ve arkadaslar
sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda ALP’ i 56 °C’
de aktivitesinin azaldigini, bu aktivite kaybinin saglikli erigskin bireylerde 10 dakikada
% 40 ila % 70 arasinda oldugunu bildirmislerdir [13- 75]. Calismamizda, 56 °C’ de 10
dakika 1siya tabi tutulan hasta ve kontrol serumlarinda kalan ALP aktivitesinin total
ALP’ a oranlanmasi sonucu elde ettigimiz veriler siroz hastalarinda % 20 ile % 58
arasinda, kontrol grubunda ise % 24 ile % 57 arasinda bulunmustur ve literatiirle
uyumludur. Kontrol grubunda ve hasta grubunda karaciger izoenzimi genel olarak
baskin olandir. Total ALP’ da karaciger izoenziminin baskin olmasinin nedeni hasta ve
kontrol grubu icin erigkin ve herhangi bir kemik hastalig1 olmayan bireylerin se¢ilmis
olmasindan kaynaklanmistir. Saglikli ve her hangi bir kemik hastaligi olmayan
erigkinlerde total ALP’ in % 60’ inin karaciger % 40’1nin kemik izoenzimine ait oldugu
bildirilmistir [44]. Domar ve arkadaslar1 (1991) bagirsak hastaligi bulunan bireylerin
serumunda bagirsak izoenzimine rastlamazken, primer biliyer siroz ve karaciger sirozu
bulunan hastalarin kan gruplar ne olursa olsun serumlarinda énemli derecede yiiksek
bagirsak izoenzimine rastlamislardir [65]. Bu tez calismasinda siroz hastalarinda
bagirsak ALP izoenzimi (IALP) tespit edilmistir. Ancak 1s1 inaktivasyonu yonteminde
1stya direnci karaciger izoenzimi (LALP) ile benzer oldugu i¢in LALP ve IALP kalan
aktivite olarak birlikte yer aldi. Is1 inaktivasyonu yontemi ile IALP’ 1n tesbiti miimkiin
olmamaktadir. Bununla beraber her hangi bir hastalik durumu olmaksizin B ve 0 kan
grubu olan kisilerin serumunda bu izoenzimin bulunusu IALP’ 1n klinik &nemini
sinirlamaktadir. Bu durum iki yontemin kiyaslanmasinda bir farklilik olusturmaktadir.

Bu nedenle bireylerin kan grubu ve aclik durumlari mutlaka géz oniinde tutulmalidir.
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Sonug olarak 1s1 inaktivasyonu yonteminde IALP ve LALP birlikte tesbit edilirken,
Agaroz Jel Elektroforezi yonteminde PALP ve BALP aym bant icinde goriilmektedir.
Bu durum her iki yontemin de dezavantajlari oldugunu gostermistir. Her iki yontem bir
arada ALP izoenzimi ayrimimm tam olarak saglar. IALP ve PALP izoenzimlerinin total
ALP icindeki paylarinin az olmasindan dolay1 goz ardi edilebilir.

Calismamizda, 65 °C 1s1 inaktivasyonu uygulanan kontrol ve hasta grubundan
yalnizca 5 hastada kalan ALP aktivitesi tespit edilmistir. Tiimor dokularinda bulunan
1s1ya direncli bu varyant (regan) izoenzimin varligi ile ilgili literatiirde cesitli calismalar
bulunmaktadir. Bunlardan; Poertugal ve arkadaslar1 (1970) Hepatoselliiler Karsinomu
(HCC) olan hastalarda yaptiklan bir ¢alismada hastalarin % 10’unda, Higashino ve
arkadaglar1 (1975) % 30’unda 1s1ya direncgli bu enzimin var oldugunu ve hepatoma da
teshisi dogrulamak icin alfa fetoprotein ile birlikte kullanilabilecegini belirtmislerdir.
1977 de Macholda ve arkadaslari, 1978’ de Crofton ve Smith, 1988 yilinda da Bukofzer
ve arkadaglar1 HCC’ da Regan izoenzimi varligini ortaya koymuslardir [77-81]. Sirozun
HCC i¢in 6nemli bir risk faktorii olmasi nedeniyle 65 °C 1s1 inaktivasyonu sonrasi kalan
aktivite bir timor varligi olabilecegi gibi farkli patolojilerin gostergesi de olabilir.
Ancak varyant izoenzimlerin saglikli bireylerde de az da olsa goriilebilecegi
bildirilmistir [65]. Bu durumun goriintiileme teknikleri ve biyopsi sonuglar ile
desteklenerek daha kapsamli olarak arastirilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Bu calismada Agaroz jel elektroforezi ve 1s1 inaktivasyonu yontemleri hasta ve
kontrol gruplarinda ayn ayr1 uygulanmistir. Elde edilen degerler arasinda fark oldugu
goriilmiistir. Bu farklarin Onemli olup olmadigi Sample Paried T Testi ile
degerlendirilmistir. Test sonucuna gore farkin anlamli oldugu belirlenmistir.

Is1 inaktivasyonu yonteminde LALP’ 1n bir kismi BALP ile birlikte inaktive
olmaktadir. LALP’ 1n inaktivasyon orami hasta ve kontrol grubu arasinda farklilik
gostermektedir. Bu durum izoenzimlerin 1s1 direncinin bazi patolojilerde cesitli
etkilesimlerle degistigini diisiindiirmektedir. Tiim bu bulgular sonucunda, 56 °C’ de 10
dakika olarak uygulanan 1s1 inaktivasyonu yonteminin serum total ALP aktivitesine

sebep olan izoenzimlerin belirlenmesinde ¢cok duyarli olmadigi saptanmastir.
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HASTA VE KONTROLLERE AiT SORGU FORMU

54



EK-1.1 HASTA VE KONTROLLERE AIT SORGU FORMU

No:

Tarih:

Adi Soyadi:

Cinsiyeti:

Adres:

Tel Ev:

Tel Cep:

Dogum Yeri:

Dogum Tarihi:

Kan Grubu:

Sigara Kullanima: Evet Hayir

Alkol Kullanima: Evet Hayir

Tani:
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EK-2.1 KONTROL GRUBU VERILERI

o ) 56 DERECE ] 65 DERECE
ISIM| DURUM [ YAS |CINS[TOTAL ALP| JEL LALP|JEL BALP|JEL IALP| VARYANT
LALP ; ;

IZOENZIM
1[H.Y |KONTROLY 28 | E 54 23 32 22 0 0
2|S.K |[KONTROL 29 | E 77 34 54 23 0 0
3|N.A_[KONTROL 31 E 53 14 17 36 0 0
4|F.A |[KONTROY 29 | E 61 21 34 27 0 0
5|H.C |[KONTROL 28 | E 76 25 31 45 0 0
6|B.O0 [KONTROY 33 | E 61 25 28 33 0 0
7|[E.G_|KONTROL 42 | E 63 26 47 16 0 0
8|H.T [KONTROY 45 | E 69 32 48 21 0 0
9|M.K |[KONTROL] 42 | E 98 31 85 13 0 0
10[M.G [KONTROY 57 | E 51 16 38 13 0 0
11|M.K [KONTROL 34 | E 76 35 54 22 0 0
12[i.3 |KONTROL 40 | E 54 20 40 14 0 0
13|0.Y [KONTROL 41 E 111 35 61 50 0 0
14[Y.Y [KONTROY 45 | E 73 25 43 30 0 0
15[C.K [KONTROWY 56 | E 70 33 50 20 0 0
16|S.E [KONTROL 53 | E 70 28 42 28 0 0
17(Z.S [KONTROLY 28 | E 93 26 45 48 0 0
18|A.C [KONTROL 35 | E 84 33 60 24 0 0
19[M.Y [KONTROY 72 | E 58 14 22 36 0 0
20|S.V._|KONTROY 28 | E 73 27 50 23 0 0
21[N.B_|KONTROL 40 | E 106 48 76 30 0 0
22|0.B |KONTROY 35 | E 106 46 78 28 0 0
23|I.K [KONTROL 43 [ E 58 33 43 15 0 0
24|H.D |KONTROL 43 | E 44 22 24 20 0 0
25|8.Y |KONTROY 38 | E 63 24 27 36 0 0
26(C.T |KONTROLY 42 | E 66 21 44 22 0 0
27|S.A_|KONTROY 35 | E 80 26 59 21 0 0
28[H.M.TIKONTROL| 28 | E 49 24 30 19 0 0
29|E.K_|KONTROY 37 | K 54 23 37 17 0 0
30|N.T |KONTROY 37 | K 66 36 46 20 0 0
31(T.D |[KONTROY 28 | K 73 27 27 46 0 0
32|A.B_|KONTROLY 40 | K 44 23 29 15 0 0
33[F.K |KONTROY 41 K 58 20 28 30 0 0
34(Z.3 |KONTROY 28 | K 51 18 24 27 0 0
35|Z.E |KONTROY 48 | K 53 25 39 14 0 0
36[E.Y |KONTROY 46 | K 54 19 40 14 0 0
37|S.D0_|KONTROY 54 | K 47 25 33 14 0 0
38[F.G_|[KONTROY 55 | K 50 15 18 32 0 0
39[M.C |[KONTROY 36 | K 42 19 20 22 0 0
40[N.S |[KONTROY 74 | K 79 26 28 51 0 0
41|E.B |[KONTROLY 56 | K 46 14 20 26 0 0
42(Z.A |[KONTROY 75 | K 56 21 37 19 0 0
43|D.K |[KONTROLY 43 | K 43 16 30 13 0 0
44|M.A_|[KONTROY 73 | K 71 33 58 13 0 0
45(S.S |KONTROL 41 K 46 17 31 15 0 0
46|]Y.D |[KONTROLY 33 | K 49 22 32 17 0 0
47[A.A_|[KONTROL 54 | K 95 35 49 46 0 0
48|71 |[KONTROL 32 [ K 62 17 27 35 0 0
49IN.F_|[KONTROLY 28 | K 70 20 28 42 0 0
50|G.A |KONTROY 42 | K 43 16 19 24 0 0
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EK-2.2 HASTA GRUBU VERILERI

N _ 56 DERECE . 65 DERECE
iSIM| DURUM | YAS [CINS|TOTAL ALP] JEL LALP |JEL BALP|JEL IALP| VARYANT
LALP : .

iZOENZIM
1JKK | SIROZ | 63 | E 80 43 62 17 1 0
2]TK | SIROZ | 48 | E 441 221 356 85 0 0
3[MA | SIROZ | 73 | E 134 74 113 21 0 0
4[MY | SIROZ | 65 | E 96 50 64 20 12 0
5Ty SIROZ | 64 | E 95 35 38 57 0 0
6/S.C | SIROZ | 66 | E 69 30 52 17 0 0
7INK | SIROZ | 63 | E 371 217 325 46 0 0
8[1.S SIROZ | 72 | E 82 44 59 23 0 0
9|AT | SIROZ | 57 | E 107 56 74 33 0 0
10|[BK | SIROZ | 59 | E 175 45 30 120 25 1
11|[KE | SIROZ | 56 | E 60 29 34 26 0 0
12[N.G | SIROZ | 55 | E 141 70 94 47 0 1
13][EY | SIROZ | 47 | E 88 43 52 30 6 0
14]M.E | SIROZ | 49 | E 114 47 99 15 0 0
15|HD | SIROZ | 81 | E 55 20 37 18 0 1
16]T.U | SIROZ | 76 | E 306 168 248 58 0 0
17|[AK | SIROZ | 65 | E 37 13 20 17 0 1
18][YE | SIROZ | 59 | E 192 67 89 103 0 0
19]Y.S | SIROZ | 56 | E 95 35 63 32 0 0
20[AC | SIROZ | 63 | E 88 31 65 23 0 0
21[ED | SIROZ | 60 | K 44 15 23 21 0 0
22[AY | SIROZ | 73 | K 69 36 54 15 0 0
23[NK | SIROZ | 75 | K 96 31 32 64 0 0
24]D.Y | SIROZ | 59 | K 86 26 46 36 4 0
25|[ES | SIROZ | 52 | K 66 33 32 33 1 0
26|G.B | SIROZ | 54 | K 121 47 52 69 0 0
27]RK | SIROZ | 52 | K 64 21 31 33 0 0
28[N.O | SIROZ | 75 | K 78 45 55 18 5 0
29[P.] SIROZ | 68 | K 89 40 46 43 0 0
30[NK | SIROZ | 75 | K 72 23 22 44 6 0
31[F.Y | SIROZ | 55 | K 58 17 44 14 0 0
32IN.C | SIROZ | 62 | K 111 42 60 51 0 2
33[G.C | SIROZ | 78 | K 127 38 68 59 0 0
34[AB | SIROZ | 70 | K 104 32 39 65 0 0
35|[FK | SIROZ | 50 | K 105 53 75 30 0 0
36]F.K | SIROZ | 60 | K 85 39 40 45 0 0
37[AK | SIROZ | 65 | K 68 30 45 23 0 0
38[HY | SIROZ | 75 | K 132 69 92 40 0 0
39]SS | SIROZ | 70 | K 176 40 42 134 0 0
40[DK | SIROZ | 56 | K 94 37 43 51 0 0
41][AG | SIROZ | 59 | K 69 19 46 23 0 0
42[BB | SIROZ | 63 | K 124 49 72 52 0 0
43[DK | SIROZ | 56 | K 60 23 43 17 0 0
44|BB | SIROZ | 63 | K 234 121 163 66 5 0
45SO | SIROZ | 70 | K 86 35 37 49 0 0
46]PK | SIROZ | 61 | K 58 28 42 16 0 1
47|S.1 SIROZ | 54 | K 119 24 27 92 0 0
48]ZZ | SIROZ | 54 | K 60 25 45 15 0 0
49[FT | SIROZ | 56 | K 68 24 41 27 0 0
50[ZA | SIROZ | 57 | K 62 29 45 17 0 0

58




EK-3
YEREL ETiK KURUL KARARI

59



T G
CUMHURIYET UNIVERSITESI
_ TIP FAKULTESI
ETIK KURUL BASKANLIGI

Sayin : B.30.2.CUM.0.1H.00.00- fﬁ) S 02.10.2007
Konu g arar No: 2007 - 8/5

Yrd.Dog.Dr.Kenan CELIK’in yiirtittictisti oldugu Yiksek Lisans 6grencisi Serhat AKCA’ya ait
“Siroz Hastalarinda Alkalen Fosfataz Izoenzimlerinin iki Farkli Yontemle Belirlenmesi” konulu
Yiiksek Lisans Tezinin Yerel Etik Kurul Kararinda uygun olduguna;

Karar Verilmistir.

Unvani/Adi Sopad: Etik Kurul Uzmanlhik Dalt : Imzast
Uyeligi
Prof.Dr.Suat TOPAKTAS Bagkan Noroloji Katilmadi

Dog.Dr.Sahin YILDIRIM Bagkan Yrd. Klinik Farmakoloji @h‘u\/

2 " / ]
Yrd.Dog¢.Dr.Ozen KARADAG Raportdr Beyin ve Sinir Cerrahisi é/‘/’

Prof.Dr.Ilyas DOKMETAS Uye Kinik Bak.ve Infeksiyon ESAL \ e
Hastaliklart
Prof.Dr.Dilara ICAGASIOGLU Uye Cocuk Sag. ve Hastaliklary

Pediatrik Norolojisi

Prof.Dr.Tijen KAYA Uye Farmakolog
Dog.Dr.Esin YILDIZ Uye Tibbi Patoloji
Dog.Dr.Hatice PINARBASI Uye Tibbi Biyokimya Katilmadi
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi Serhat Akca

Dogum Yeri ve Tarihi ~ Ankara, 09/09/1973

Medeni Hali Evli

Yabanci Dil Ingilizce

fletisim Adresi Numune Hastanesi Biyokimya Laboratuvar1 58100-Sivas
E-posta Adresi serhatakcal9 @hotmail.com.tr

Egitim ve Akademik Durumu

Lise Mecitozii Lisesi, 1990

Lisans Cumhuriyet Universitesi, Fen-Edb. Fak. Biyoloji Boliimi,
1998

Yiiksek Lisans Cumhuriyet Universitesi, T1ip Fakiiltesi Biyokimya Ana

Bilim Dali, 2008

Is Tecriibesi

Numune Hastanesi Laboratuvar Teknisyeni, 1994-
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