Klinik Laboratuvar Testleri

ALKALEN FOSFATAZ iZOENZiM ELEKTROFOREZI

Kisaltma: ALP izoenzimleri, AP izoenzimleri.

Kullanim amaci: Klinik uygulamada, total alkalen fosfataz aktivitesinin
yuksek bulundudu durumlarda, aktivite yiksekligine neden olan kayna-
gin belirlenmesi amaciyla kullanilir.

Genel bilgiler:

Alkalen fosfataz, “fosforik monoester hidrolazlar’ olarak adlandirilan bir
grup enzim iginde yer alir. Alkali pH'da bir fosfat grubunun verici bir
molekilden hidrolizini ve alici bir molekile transferrini saglar. Alkalen
fosfataz hiicre membranlarina bagl olarak bulunan bir enzimdir ve he-
men hemen butin hicrelerde bulunur. Alkalen fosfataz ile ilgili genel ve
klinik bilgiler igin Bk. ALKALEN FOSFATAZ.

Normal kosullarda plazmada bulunan alkalen fosfataz enziminin en
onemli kismi karaciger ve kemik kaynakl oldudu halde, bazi durumlar-
da, bagirsak, bébrek ve plasenta kaynakli enzimlerin de total plazma
aktivitesine katkida bulunmasi mumkadnddr.

Isi denatlirasyonu alkalen fosfataz izoenzimlerinin oranlarinin tahmin
edilmesi ve total aktivitedeki artisin kaynaginin belirlenmesi amaciyla
¢ok eski yillardan beri kullaniimaktadir. Bu metotta énce herhangi bir
islem uygulanmadan 6nce total aktivite dlgulur, ardindan serum numu-
nesi 56°C’de 10 dakika ve 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra
alkalen fosfataz aktivite lglimleri tekrarlanir. Bu metodun saghkl sonug
verebilmesi igin total aktivitenin referans araligin Gst sinirinin iki katindan
fazla olmasi ve total aktivitenin artisindan tek bir kaynadin sorumlu ol-
masi gerekir. Alkalen fosfataz elektroforezinde ayrim giiciinin yetersiz
bulundugu durumlarda, numunenin 56 ve 65 °C’de inklibe edilmesinden
sonra elektroforez isleminin tekrarlanmasi daha isabetli degerlendirme
olanagi saglayabilir.

izoenzimlerin lokalizasyonu:

Saglikh bir insanda normal kosullarda dort alkalen fosfataz izoenzimi
bulunabilir. Karaciger ve kemik orijinli izoenzimler hemen hemen herkes-
te goruldugi halde, intestinal kaynakli izoenzim saglikl kisilerin yalnizca
%25 kadarinda bulunabilir. Plasental alkalen fosfataz ise normalde yal-
nizca hamilelik sirasinda gérulir. Karaciger ve kemik kaynakl alkalen
fosfataz izoenzimlerinin oranlari yasa gore degisiklik gosterir.

Poliakrilamid jelde yapilan alkalen fosfataz izoenzim elektroforezinde
anodik yonde en hizli ilerleyen enzim fraksiyonu karaciger kaynaklidir.
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Bunu sirasiyla kemik ve intestinal kaynakl fraksiyonlar izler. Karaciger
ve bagirsak kaynakli izoenzimler nispeten net sinirli bantlar olusturdugu
halde, kemik kaynakli izoenzim biraz daha genis bir alana yayilmis ola-
rak gorulur. Mevcut olmasi durumunda plasental kaynakli izoenzim,
karaciger ve kemik arasinda bir alanda yer alir. Plasental kaynakl
izoenzim mevcudiyetinden kusku duyulmasi halinde, bu olasilidin kont-
rolii amaciyla 1si denatiirasyonundan sonra elektroforez isleminin tekrar-
lanmasi yoluna gidilir.

Test sonucunun yorumu:

Karaciger kaynakli alkalen fosfataz: Yasam boyunca karaciger
izoenziminin aktivitesi blyik 6lgide sabit kalmakla birlikte, kemik kay-
nakl aktivitenin dedismesine bagh olarak, oraninda dedisme meydana
gelir. Karaciger alkalen fosfataz izoenzimi, kemik izoenzimine gore isiya
daha fazla direnclidir. 56°C’de 10 dakikalik isitmaya %25-50 oraninda
direng gosterir. 65 °C’de 30 dakikalik inkiibasyon sonucunda ise aktivi-
tesini tamamen kaybeder. Kolestatik hastaliklar, karacigerin infiltratif ve
metastatik kanserleri karaciger kaynakli alkalen fosfataz izoenzim aktivi-
tesinde artis meydana getirir. Bu tir durumlarda artisin, safra kanallarini
doseyen hiicrelerdeki enzim Uretiminin artisina ve safra asitlerinin hiicre
yuzeyindeki enzimleri ¢dzlcl etkisine bagli oldugu dusundlur.

En yuksek dlzeylerine, kolestatik karaciger hastaliklarinda rastlanir.
Kolestatik karaciger hastaligi olan kisilerin %80-100 kadarinda alkalen
fosfataz aktivitesi artigi gordlir. Akut hepatit ve siroz gibi karaciger has-
taliklarinda da total alkalen fosfataz aktivitesini ylkseltecek diizeyde
karaciger kaynakli alkalen fosfataz izoenzim aktivitesi artisi olabilir.
Fenobarbital gibi bazi ilaglarin kullaniimasi da karaciger kaynakh alkalen
fosfataz izoenzim aktivitesinde ylikselmeye neden olabilir.

Kemik kaynakli alkalen fosfataz: Kemiklerdeki osteoblast hiicrelerin-
den kaynaklanir. Kemik gelisiminin devam ettigi yas grubunda ve kemik
tamiri gereksinimi olan durumlarda bu izoenzim aktivitesinde artis olur.
Kemik izoenzimi, istya en duyarl alkalen fosfataz izoenzimidir. Kemik
kaynakli alkalen fosfataz izoenzimi 56°C’de 10 dakika i1sitma ile %80-
100 oraninda inaktive olur.

Yetigkinlerin hemen hemen timiinde elektroforez islemi sonucunda
g06zle gorilebilecek diizeyde kemik alkalen fosfataz aktivitesi bulunur.
Cocuklarda ve kemik gelisimi devam eden genglerde, aktivite yiksektir.
Yetigkinlerde kemik kaynakli alkalen fosfataz aktivitesi yiksekligi,
osteoblastik aktiviteyi uyaran bir nedene bagli olarak gérulur. Paget
hastaligi kemik kaynakli alkalen fosfataz aktivitesinde en fazla yiksel-
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meye neden olan hastaliktir. Primer veya sekonder hiperparatiroidizm,
hipo veya hipertiroidizm, diabette goérilen mikroosteoporoz, akromegali,
primer osteojenik sarkomlar ve kemik metastazlari kemik kaynakli
alkalen fosfataz aktivitesini en fazla yikselten hastaliklardir. Kemik kirik-
larinin iyilesme agsamasinda, paratiroit adenomlarinin ¢ikariimasindan
sonraki ddonemde kemik tamiri sirasinda osteoblastik aktivite artisina
bagli olarak kemik kaynakli izoenzim aktivitesinde belirgin artis olur.
Cocuklarda ragitizm ve yetigkinlerde osteomalasi de kemik alkalen
fosfataz aktivitesini artiran énemli nedenler arasinda bulunur. Dilantin
kullanan hastalarda da kemik izoenzim aktivitesinin artabildigi bildiril-
mektedir.

intestinal kaynakli alkalen fosfataz: intestinal AP normalde B ve O
kan grubuna sahip kisilerde 6zellikle yagll bir yemek sonrasindaki 2-3
saat igine gorillr. Bagirsaklarin akut infarksiyonu, mide veya bagirsagin
biliylik perforasyon veya (lserasyonlarinda da gorilebilir. Diger tip
gastrointestinal rahatsizliklarda bu izoenzimin gérilme sikligi nispeten
dugiiktiir. intestinal alkalen fosfataz, 1siya rezistans agisindan karaciger
izoenzimine benzer 6zelliklere sahiptir. 56°C'de kismen, 65°C'de tama-
men inaktive olur.

Plasental kaynakh alkalen fosfataz: Plasental alkalen fosfataz ilk kez
gebeligin 16. veya 20. haftalarinda tespit edilir. Isitmaya en fazla direng
goOsteren alkalen fosfataz izoenzimidir. Plasental alkalen fosfataz,
65°C'de 30 dakika bekletmekle yapilan isi testine bile direnglidir. Gebe-
lige kadar tedricen yukselir ve dogum sonrasinda genellikle 4-7 gin
icinde kaybolur. Plasental alkalen fosfataz, hipertansiyon, toksemi,
eklampsi ve preeklampsi gibi gebelik komplikasyonlarinda yikselebilir.
Gebeliklerde plasental alkalen fosfataz aktivitesi genis bir aralik iginde
dagilim gosterdiginden, bu gibi vakalarda seri halde élgimler yapiimasi
degerlidir. Klinik bulgularin ortaya gikisindan 2-3 hafta kadar 6nce aktivi-
tede keskin bir artis meydana gelebilir. Klinik durumun dizelmesi
plasental alkalen fosfataz diizeylerinde diismeye neden olur.

Karsinoplasental alkalen fosfataz: Saglikl kisilerde bulunmayan bir
izoenzimdir. Malinitesi olan hastalarin sadece % 3-15'inde bulunmasina
ragmen, mevcudiyeti genellikle bir malinitenin varhiginin gdstergesidir.
Cesitli tip neoplazmlardan kaynaklanan Regan, Nagoa ve Kasahara
dahil cesitli karsinoplasental alkalen fosfataz varyantlari mevcuttur.
Bunlarin elektroforetik mobiliteleri ve fizikokimyasal 6zellikleri plasental
alkalen fosfataz 'a benzerdir. Alkalen fosfatazin Regan varyanti normal
karaciger alkalen fosfatazindan daha hizli elektroforetik mobiliteye sa-

3



Bursa GVNTIP Laboratuvari

hiptir. Bazi tir malinitelerde, plasental alkalen fosfataz enzimi sentezi
yapan genin derepresyonu sonucu yeniden Uretiimeye baslandigi dusu-
nilmektedir. Hepatosellller karsinomali hastalarda daha sik bulundugu
bildirilmektedir. Karsinoplasental alkalen fosfatazlar, isiya dayanikli
olarak kabul edilmektedir. 65°C'de 30 dakika bekletiimekle minimal akti-
vite kaybina ugrarlar. Nagoa izoenzimlerinin i1siya direnci biraz daha
diguktar.

Numune: Serum (kirmizi veya sari kapakh tip). Minimum 500 pL.
intestinal alkalen fosfataz izoenzimi bulunan kisilerde, yemek sonrasin-
da total alkalen fosfataz aktivitesinde bir miktar artma meydana gelebil-
diginden numunenin aglikta alinmasi daha uygun olabilir.

Calisma yontemi: Agaroz jel elektroforezi
Referans araligi:

izoenzim Kadin Erkek Gocuk
Kemik (B) 20-74 23.75 62-100
Karaciger (L1) 18-72 15.71 131
Karaciger (L2) 1-14 1-9 1-7
intestinal (11, 12, 13) <14 <14 <14




