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OZET:

Toplam 150 kisinin (85 kadin, 70 erkek) venéz kanindan izole edilen Iokositlerde

. alkalen fosfataz enziminin:aktivite diizeyleri kantitatif (biyokimyasal):ve semikanti-

tatif (sitokimyasal) olarak. belirlendi: Olgular uygun yas grubuna ayrilarak aktivite

diizeyleri buna gore degerlendirildi. Her iki yontemle elde:edilen sonuglar karsilagti-

.rildr ve aralarinda pozitif bir: korelasyonun oldugu goriildii. Cinsiyete. gore sonuglar
. bir ozellik arzetmedt

Gmis: .

Alkalen fosfataz (EC 3.1.3.1. ALP) hemen her dokuda (1) : yaygin' olarak
- bulunan bir enzimdir. Lenfosit ve monosit gibi- mononiikleer 16kositlerin sitoplaz-
- mik membraninda ALP bulunursa da (2):bu enzimi ‘deneysel olarak 6lgiilebilecek
- mrktarlarda 1<;eren kan hiicreleri pohmorfonukleer (PMN) l6kositler (notrofxller)
- dir (3 4).:

_ ALP hucrede 151 veren (yxklm) reaksxyonlarlnl katalizler (5) Optlmum pH st
10 cwarmdadlr ve. aktxvatoru Mg+2 iyonlaridir (6). Fizyolojik substrati kesin
~olarak blhnmemesme ragmen fizyolojik olmayan birgok substrat1 vardir, (7).
-Enzim, ?.ktmtesmx sitoplazmada gostermektedir (8). Ancak nérofil ierisince
mikrozomal zar yapilarma bagh oldugu (9) veya “fosfazom” denen bir t1p graniil
de yerlestigi (10,11) son zamanlarda yapilan ¢alismalardan anlasilmustir. Enzimin
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hiicredeki fonksiyonu kesin olarak bilinmiyor (12,13). Ancak ALP n niikleozit
fosfatlari, siklik adenozin monofosfati, histon fosfati, glukoz-6-fosfati ve inor-
ganik pirofosfati hidroliz etmedigi degisik arastirmacilar (11,14,15) tarafindan
belirtilmistir. Diger taraftan, enzimin fagositozla ilgili olabilecegi (16) sanilmakta-
dir. Nétrofil ALP aktivite seviyelerinin bir gok hastalikta normalden sapma gos-
terdlgl (17) bllmmektedlr

k Bu calisma ile aym zamanda bolgemiz icin sitokimyasal ve biyokimyasal 16-
kosit ALP (cLAP ve bLAP) enziminin normal degerleri belirlenmis olmaktadir.

GEREC VE YONTEMLER

Higbir klinik sxkayetl ve bulgusu olmayan 156 saglikli kisiden (86 K, 70 E)
alman venéz kanda 16kosit sayimi, yayma (Wright boyamasi) ve cLAP aktivite
tayini yapildi. Aym1 kandan izole edilen nétrofillerde bLAP diizeyleri belirlendi.

1- Kandan Notrofillerin Aynlmasi ‘

Lokosit izolasyonu igin plastik malzemeler (enjektdr, pipet,- tiip) kullamlds
(18). Dekstran sedimentasyon yontemi ile (19) nétrofiller total kandan ayrildi.
- Plastik enjektére 110 ml heparinize (20-30 U/ml kan olacak sekilde) kan alindi.

Bundan 16kosit'sayimi ve Wright boyamasi ile cLAP tayini igin yayma yapildiktan
sonra % 6 lik deskstrandan (Eczacibasi 75 000), dekstran: kan= 1:2 olacak sekil-
de, enjektore cekildi. Yavasca altiistii edildikten sonra, enjektor ters konumda.
olmak iizere konularak, oda sicakliginda 30-90 dak. bekletildi. Eritrositlerin yeteri
kadar ¢oktiigii kanisina varilinca iistteki 16kositce zengin kisim, ¢engel bigimine
- getirilmis bir igne yardimiyla plastik bir tiipe aktarildi. Uzerine 3-4 mlilk yikama
¢ozeltisi (1 gr etilendiamin tetraasetik asit -+ 0,85 gr sodyum kloriir/100 ml) eklen-
- diy kanstirild1 ve santrifiij (160 g. 10 dak) edildi. Yikama ¢ozeltisi -uzaklagtirildik-
tan sonra bu islem fizyolojik tuzlu su (% 0.9 luk NaCl) ile iki defa daha tekrar-
landi. Elde edilen 16kosit tableti az miktarda da olsa eritrosit icerdiginden bunlar
ozmotik sokla uzaklastirild1 (18). Bunun icin 18kosit tableti iizerine 2 ml soguk
redistile su eklendi ve hemen kronometreye basildi , altiistii edildi ve 20 sn dolunca
" lizerine 2 ml % 1,8 lik NaCl eklendi, santrifiij edilerek iist kisim uzaklastirild1.
" Lokosit paketi ilizerine 1 ml kadar serum fizyolojik eklendi, siispanse edilerék
16kosit sayildi ve 9%, PMN tesblt edildi. Suspansxyon 5- 8x10‘ PMN/rnl olacak
sekllde sulandmldl '

2- Lokosit Homojenizatinin Hazirlanmas:

Hazirlanan 16kosit siispansiyonundan 1 ml alinarak igerisinde 8 ml soguk re-
distile su bulunan bi tiipe aktarildi. Hizlica galkaland: (vortex’de 1 dak), aseton-
buz kangiminda donduruldu. 37°C de ¢6ziildii (20). Dondurup ¢ézme islemi tek-
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rarlandi. Zar yapilara-bagh ALP enzimini ¢dzmek igin 1 ml saponin ( % 2) eklendi
(7). Hazirlanan 10 ml hacmindeki bu homojenizat 0°C da 30 dak bekletildi ve bLAP
aktivite tayini icin kullanildi.

3- bLAP Aktivitesi Tayini

. DeChatelet ve.Cooper (21)'1n yoéntemi modifiye edilerek enzim eaktivite diizey-
leri belirlendi. Iki tiipten her birine 1 ml subtrat gozeltisi (4 mmol p-nitrofenilfos-
fat (PNPP) (Sigma) / litre ve 0,5 mmol Mg-2/litre, 0,84 M 2-Metil-2-Amino-1-
Propanol (MAP) (Sigma) i¢inde, pH = 10.2-10,4) konularak 37°C de ‘5 dak bekle-
ti!di. Tiipiin birine homojenizattan: 0,5 ml eklendi. karistirild;, aym sicaklikta
60 dak inkiibe edildi. Siirenin bitiminde 10 ml NaOH (0,05 M) eklendi (reaksiyonu
durdurmak igin). ikinci tiipe de NaOH konduktan sonra 0,5 ml homojenizat ek-
lendi. 420 nm’de optik dansiteler okundu (Coleman Junior II- (Mod. 60/2) spetro-
fotometrede). iki optik dansite arasindaki fark bulundu. Daha once hazirlanan

*“'p-nitrofenol (PNP) standart egrisinden bu optik dansiteye karsihk gelen ‘enzim

aktivitesi U/litre (= pmol PNP/dak/litre) olarak belirlerdi. Bu deger mmol PNP/

11010 PMN/saat bitimine cevnldx

4- cLAP Taylm ;
Kaplow (22)’un kullandigz yontemle yapildi. Ancak deney kosullarma gore

" 'baz1 noktalar degistirildi. Heparinize kandan ince bir lam iizerine yayilan kan ha-
" vada kurutuldu Sicaklig1 0°C civarmmda olan fiksatif ¢ozeltisine (10 ml formalin
"4 90 ml saf metanol) 30 $n siireyle daldirildi. Icinde su bulunan bir behere 5-10

defa daldirilip ¢ikarilarak yikandi. Lam, tabani diiz bir yere konduktan sonra iize-
rini kaplayacak sekilde substrat karisimi (35 mg alfa-naftil asit fosfat sodyum tu-
zu ve 35 mg fast blue RR, 35 ml MAP (0,05 M, pH=9,75) tamponu igerisinde)
dokiildii ve 10 dak. bekletildi. Siirenin bitiminde suyla yukaridaki gibi tekrar

i yxkandn;'Temizleﬁen lam iizerine hemotoksilin ¢o6zeltisi (A/B= 1/120 oraninda:

A ¢ozeltisi: 1 gr hematein 50 ml etanolde; B ¢ozeltisi: 50 gr potasyum aluminyum

. sulfat 1 It distile suda) kaplaycak sekilde dokiildii ve 3-4 dak. bekletildi. Sonra yine
- yukaridaki gibi suyla. yikandi. Preparatlar havada kurutuldu.

Hazirlanan bu preparatlarda, 151k mnkroskobu yardimiyla, 200 nétrofil goz-

' den gegirildi. Hiicrelerin boyanma derecelerine gére enzim aktivitesi soyle deger-
1 fedirildi. Sltopla__l.zmasmda hi¢ boyanma olmayanlar (0), hafif boyanma olanlar
(1), sitoplazmanin tamammi kaplams agik yesil bir boyanma (+2), bu yaygin

boyanma biraz daha koyu ise (++3) ve gok koyu bir boyanma (-4) olarak degerlen-

.dirildi. Sonuglar-U/100 PMN. olarak belirlendi. cLAP tayininde hatalari minimu-

- -ma indirmek icin deneyler paralel ¢alisildi ve gebelik kan ile deney ve reaktifleri
. kontrol edildi. -Ciinkii . gebelikte periferdeki biitin PMN lokositler (+3) veya
-, £+4) .derecede: LAP aktivitesi gostermektedir (23). = . .
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Cahismamizda kullandifimiz kimyasal maddeler (PNPP,  PNP, MAP, fast
blue RR, alfa naftil asit fosfat sodum tuzu; hematein) analitik saflikta idi:ve ’Sig-
ma Chemical Co.” dan saglandi. - i

BULGULAR

Olgularmizin tamamini olusturan 156 saghkh knsx asagldakx gibi yas grupla-
‘rma ayrlldl g

Yas gurubu-(yg) . 1 yas arah@ . oo sayisi;

lyg i 015 i+ 39
2.yg L 016301 ¢ RN ) |
Jyg o 31—44 - .94
4.yg 1 45 v ; 37

: Génel topla_in, cinsiyet.ve yasgruplari i¢in bulgularimizin ortalama dégerl ve f.;tan—
dart sapmalari tablo-1 ve. Il de verildi.

Bulgulauimizin istatistiki analiz sonuglarindan cLAP-bLAP arasinda -genel
toplam, cinsiyet ve yas gruplar igin pozitif bir korelasyonun oldugu belirlendi.
Bunlardan sadece genel toplama ait korelasyon egrisi (r= 0,515 P< 0,001)
. ‘seknl 1 de verildi.

-8 Deglslk iki.grubun aym parametres1 karsllastlrlldl (t- testi). ikmcn yas gru.bun-

da, cLAP ve bLAP aktivite diizeylerinin diger yas gruplarina gore daha dusuk ol-
dugu goriildii. Ancak istatistiki agidan nisbeten énemli fark (P< 0 ,01) cLAP de-
.. gerlerinde. oldugu belirlendi.

TARTISMA

Lokositigci ALP emzxmmm hastallklarda normaldcn sapma gosterchgn bllm-
..mektedir. Bu. da LAP enzimine gesitli aragtirmacilarin . dikkatini cekmxstnr. '

Enzimin aktivite ~diizeyleri‘bazi myeloid metaplaziler (24), myelom ‘ve hi-
poplastik anemi (25), enfeksiyon ve 16kositoz (26), polisitemia vera (27); 16komoid
reaksiyonlar (28), muliple myelom (23), baz atesli hastaliklar, (29), diyabet (30),
_.agnojenik myeloid metaplazi (31) ve mongolizmde (32) yiikselmektedir.. Diger
 taraftan, kronik granulositik 16semi (33), paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
.(34), hipofosfatazi (35), l6kopeni (36), sekonder polisitemi. (25), Down’s sendromu
. (36) ve rasitizmde (37) ise LAP aktivite. seviyeleri dusmektedxr amd s
Bu enzimin aktivitesini belirlemek igin arastirmacilar sitokimyasal ve biyokim-
yasal yontemlerikullanmuglardir. LAP aktivitesinin sito-kimyasal olarak: tayini
kisa zaman-alir ve kolaydir. Bu bakimdan: klinik laboratuvarlarinda rutin:olarak
yapilmaktadir. Preparat incelenirken hangi yastaki nétrofilin ne seviyede:bir akti-
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vite gosterdigi kolayca gozlenebilir. Sitokimyasal elektron mikroskobik ¢alisma-
lar (38) enzimin nétrofil igindeki l6kalizasyonu ve fonksiyonu hakkinda daha
doyurucu bilgi vermektedir. Ancak her seye ragmen cLAP tayini semikantitatiftir
ve kisiden kisiye degerlendirmede pozitif veya negatif hatalar yapilabilir (39).

“Buna karsihk bLAP aktivite tayini daha zor ve uzun zaman alici olmasma
ragmen giivenilir sonuca gotiiriir.

“Kantitatif LAP aktivitesi ile ilgili olarak elde ettigimiz sonuglar Wiltshaw
et. al., Valehtina et. al., Tanaka et. al., Rosner et. al., Fehr et. al. ve Sato et. al.
nin- bulgularn ile uygunluk géstermektedir. cLAP degerleri ise Trubowitz et. al.,
Kemp et. al., Patterson, et. al., Brook et. al:- ve Bondue et. al. nin elde ettikleri

-sonuglarla uygunluk igindedir. ' '

cLAP ile bLAP arasinda pozitif bir korelasyonun bulunmasi her iki metodun
da birbirini destekledigini gosteriyor. Boyle bir ilgi degisik arastirmacilar (24, 40-
"-42) tarafindan da belirlenmistir. -

: ik‘inci yas grubunda digerlerine gére daha diisiik bir cLAP diizeyinin bulun-
mast PMN I16kositlerin kemik iliginden mobilizasyonu ile ilgili olabilir. Gergekte
périferik kanda yasht notrofillerin sayist arttikga cLAP seviyelerinin artmasini
‘beklemek ' gerektigi (19,39) belirtilmistir.

Biz bu ¢alismamizda kolay ve pratik bir l_c‘ikosit izolasyon yontemi gelistirdi-
mizi sGyleyebiliriz.

Tablo- 1. Genel toplam ve cinsiyeite bulgularin ortalama deger ve standart sap-

“malari,

‘ Genel toplam Kadin Erkek
PLS/mm3 " 7698842395 7065-+2513 689142262
PPMN/mm3 386141590 38812997 383641553
°% PPMN . . 541+11,1 - S - -
cLAP . 87,8+40,1 93,94+-41,3 80,54-37,7

bLAP | 1,45.40,82 1,58-£0,95 1304061

Taf)lo- II. Yas grupiarlna ait bulgularin ortalama deger ve standart sapmalarr

~_PLS PPMN . cLAP - bLAP-
"X + SD X + SD X + SD_ X + SD
l.yg 8137 1762 4118 1462 945383 1,52 0,81
2.yg 6868 1468 3923 982 68,8 28,6 1,37 0,77
3.yg 7084 2997 3963 1875 89,8 459 1,50 0,97
4yg 6037 2122 3405 1683 97,3 384 1,40 0,66
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THE COMPARISON OF BIOCHEMICAL AND CYTOCHEMICAL DETER-
MINATION OF LEUKOCYTE AKALINE PHOSPHATESE ACTIVITY LEVELS

SUMMARY

In 150 healty subjects, leukocyte alkaline phophatase activity levels were de-
termined by quantitative (biochemical) and semiquantitative (cytochemical) met-
hods. The enzyme activities measured were evaluated in age-grouped subjects.
The biochemical and cytochemical results were correlated, and it was found that
there was a significant correlation between them. In age group selected, the activity
levels had no specificity.
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