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OZET:

Polimorfuiiveli I6kosit alfalen fosfataz aktivite seviyeleri, bolgemizdeki saglam
sahislardan alinan kan numunelerinde kolorimetrik olarak tayin edildi. Periferik
kanda l6kosit saymu yapildy, l6kosit formiilii ¢ikarildy plazma alkalen fosfataz akti-
vitesi Glgiildii. Bulgular uygun yas gruplarma gére degerlendirilerek bolgemiz normal
degerleri tesbit edildi. ‘

GIRIS:

Polimorfniiveli 16kositler (PMN) (nétrofiller), sitoplazmalarinda tasi-
diklar1 gesitli graniillerde, yabanci partikiilleri pargalayan, yirmiden fazla enzime
sahiptirler (1). Lokosit alkalen fosfataz da (LAP) bunlardan biridir. Sitoplazmada
fozfazom denen bir gesit graniilde membrana bagli olarak bulunur (2). LAP en-
ziminin 16kositin bakterisidal aktivitesi ile ilgili oldugu samilmaktadir (3). Or-
negin kronik granulositik 16semide fagositoz yapma yetenegi ve LAP aktivitesinin
birlikte azalma gostermesi (4) de bu diisiinceyi destekler. Diger taraftan LAP ak-
tivitesi bir kistm hastalikta artma gosterirken diger bazi hastalikta azalir. Bu se-
beple enzimin normal dederlerinin tesbit edilmesi 6nem tagimaktadir. Zaten yurdu-
muzda bu konuda yapilmus bir ¢aligma yoktur. Bu ¢alismamizda hem bdélge nor-
mal degerlerinin tesbitini hem de kolorimetrik bir metodun takdimini amagladik.

MATERYAL VE METOD

Hig bir klinik sikayet ve bulgusu olmayan 156 normal kiginin ( 86 K, 70 E)
vendz kaninda 16kosit sayimi1 ve yayma yapildi. Ayni kandan izole edilen 16kositler
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de LAP aktivitesi tayin edildi. Ayrica plazma alkalen fosfataz aktivite seviyesi &l-
culdii.

Lokositlerin total kandan izolasyonu galismamizda énemli bir yer teskil et-
mektedir. Bu islem igin biitiin kademelerde plastik malzeme (tiip, pipet, enjektér)
kullanildi (5). Plastik enjektore alman 10 ml heparinize (20-30 U/ml olacak se-
kélde) kanin 4 ml si I6kosit sayim1 ve yayma igin kullanildi. Aym kanda plazma
alkalen fosfataz aktivitesi DeChatelet ve Cooper (6) tarafindan kullanilan me-
todla (6) tayin edildi.

Plastik enjektorde kalan 6 ml kan iizerine 3 ml (1/2 oraninda) %, 6 lik dekstran-
dan (fizyolojik tuzlu suda) eklenerek yavasea altiist edildi. Oda sicakliginda, enjek-
tor dik pozisyonda olmak iizere, eritrositlerin ¢ékmesi icin 30-60 dakika bekletil-
di. Eritrositlerin yeteri kadar ¢oktiigii kanaatine varilinca 16kositce zengin iist
faz gengel bigimine getirilmis bir igne ile plastik bir tiipe aktarildi. Uzerine 3-4 ml
ilk yikama ¢Ggeltisi (fizyolojik tuzlu suda % 1 oraninda etilendiamintetraasetik
asit) eklendi (7). Santrifiij edilerek (160xg, 10 dk) yikama ¢ozeltisi uzaklastirildik-
tan sonra serum fizyolojik ile yikama iglemi iki defa daha tekrarlandi. Elde edilen
16kosit tableti az miktara da olsa eritrosit ihtiva ettigi igin, ozmotik sok uygulana-
rak eritrositler uzaklastirildi. Bu 16kosit paketine 1-2 ml kadar fizyolojik tuzlu su
eklenerek (6) siispanse edildi. Bu iispansiyonda 16kosit sayimmi yapildi. Lékosit
muhtevast 5-8x106 16k/ml olarak sekilde ayarlandi.

Lékosit asayisint bildigimiz bu siispansiyondan 1 ml alinarak soguk hipotonik
ortamda (1 ml ispansiyon + 8 ml soguk distile su) ve aseton-buz kariggminda don-
durup ¢6zmek suretiyle (8) hiicreler pargalandi. Zara bagli enzimi ¢6zmek igin or-
tama 1 ml saponin (9; 2) eklendi. Hazirlanan 10 ml hacmindeki bu muhteva (lizat)
30 dk 0°C’da bekletildi. Bunda DeChatelet ve Cooper’in metoduna gore alkalen
fosfataz aktivtesi tayin edildi.

LAP aktivite tayini s6yle yapildi: Numune (N) ve numune kérii (NK) diye
isaretledigimiz iki tiipten her birine 1 ml subtrat (4 mmol p-nitrofenilfosfat/lt ve
0.8 mmol Mg+2/It; 0,84 M 2-metil-2-amino-1-propanol iginde, pH= 10,2-10,4)
konularak 5 dk. siireyle 37°C’de preinkiibasyon yapildi. N tiipiine 0,5 ml 16kosit
lizat1 eklendi ve 37°C’de 60 dk inkiibe edildi. Bu siirenin bitiminde her iki tiipe de
50 ml NaOH (0,05)M) ilave edilerek N tiipiindeki reaksiyon durduruldu. NK
tiipiine de 0,5 ml lizat eklendikten sonra karigtirildi ve su kériine karsi 520 nm de
optik dansiteler okundu. Iki tiipiin arasindaki fark, daha 6nce hazirlanan p-nit-
rofenol standart grafiginden U/t (umol PNP/dak/lIt) biriminde okundu. Elde edi-
len bu aktivite degeri mmol PNP/1010 16k/saat/(Akt, A) birimine gevrildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Olgularimiz 4 gruba ayrildi:
l.yg (n=39) 0-15
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2.yg (n=31) 16-30
3.yg (n=49) 31-44
4.yg (n=37) 45 ve yukarisi

Sonuglarin ortalama deger ve standart sapmalar1 hesaplanarak t-testi uygulandi.
Plazma alkalen fosfataz degerleri 1.yg’da digerlerine nazaran daha yiiksek bulundu
ve bu istatisik a¢idan 6nemli idi (P< 0,001) (Tablo-I).

Lokositlerin, yap: ve fonksiyonlar: bakimindan, biribirlerinden ¢ok farkh
ozellikleri oldugu igin, yaygin olarak kullamilan sitolojik tekniklerle bunlar1 ayir-
mak oldukga zordur. Bu hiicrelerin zelliklerini tayin eden 6nemli metabolizma
olaylarindaki degismeleri bizim gérebilme yetenegimiz ise oldukga sinirhdir. Diger
taraftan sozil edilen bu metabolik olaylar, hiicre i¢indeki katalitik enzimlerin ak-
tiflik derecesine 6nemli dlglide baghdir. Belki de bazi patolojik ve fizyolojik de-
gismelere ait metabolik tablonun gosterecegi ozellikler hiicre igindeki enzimlerin

- aktiflik degismelerinde kendini gésterecektir. Iste bu, ilim adamlarmi hiicre ici
enzimleri aragtirmaya yoéneltmistir (9).

LAP’m hiicredeki esas fonksiyonu tam olarak tesbit edilememis ise de bu en-
zimin aktivitesi sitokimyasal olarak tayin edilmis (10) ve aktivite diizeylerinin daha
glivenilir olarak belirlenmesi amaciyla biyokimyasal kantitatif analiz metorlar1 da
kullanilmaya baglanmustir (11). Her iki yontemin de kendine gore iistiin taraflar
vardir. Kantitatif yontem daha giivenilir sonuglar vermesine karsilik digeri daha
pratik olmas1 dolayisiyle rutin olarak daha yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tablo-1. Bulgularin yas gruplari, cinsiyet ve genel toplam igin ortalama deger ve
standart sapmalari. :

PLS/mm3kan PPMN/mm3kan PALP (U/lt) Akt.A

n x + SD X + SD X + SD X + SD
l.yg 39 8137 1672 4118 1462 147.6 70.6x 1.51 0.81
2.yg 31. 6868 1418 3923 982 54.8 17.2 1.37 0.77
3.yg 49 7084 2997 3936 1875 54.4 15.3 1.50 0.97
4.yg 37 6033 2122 3408 1683 64.8 16.6 1.40 0.66
Kadm 86 7065 2553 3881 2997 80.1 53.6 1.58 0.98
Erkek 70 6891 2262 3836 1533 74.4 46.4 1.30 0.61
Toplam 156 6988 2395 3861 1590 80.1 54.3 1.45 0.82
Literatlir degeri (Sato ve ark). 1.16 0.70

*) P<<0,001 (diger gruplarla kargilagtirildiginda)
PLS : Periferik 16kosit sayimi
PPMN : Periferik notrofil degeri
PALP : Plazma alkalen fosfatazi
Aki A: mmol PNP/1010]5k/saat
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Genel toplam igin elde ettigimiz aktivite degerleri literatiirle (12) uygunluk

gdstermektedir. Ayrica birinci yas grubunda plazma alkalen fosfataz aktivitesinin

yik

sek olmasi bu gruptaki yiiksek osteoblastik aktivite ile aciklanabilir.

COLORIMETRIC DETERMINATION OF NEUTROPHIL ALKALINE
PHOSPHATESE

SUMMARY

Polymorphonuclear leuckocyte alkaline phosphatase levels were determined

colorimltrically in blood samples from healthy subjects. In whole blood, perip-
heral wnite blood cell count was determined, and the percentage of neutrophile
was obtained. Plasma alkaline phophatase activity levels was measured. By evalua-
ting the findings on the basis of age groups, the normal activity levels were obtained.
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