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1. GIRIS

Makroenzimler, normal yapidaki enzimlere gore daha yiiksek molekiil
agirh@na sahiptirler. BlyUk oranda, enzimlerle immanglobuilinlerin birlesmesi
sonucu olusurlar. Makroenzimler, tamamen saglikli insanlarda olusabilecegi gibi,
otoimmiin hastaliklar, maligniteler gibi bazi hastaliklarda da kandaki duzeyleri

artabilir(1).

Makroenzimlerin yikimi, normal yapidaki enzimlere gore wuzadifi igin,
makroenzime sahip kisilerde, ol¢iilen enzim degerleri yiiksek bulunabilmektedir.
Bu durum, klinisyenlerce, makroenzime sahip kisilerde enzim sonuglarinin
yorumlanmasinda zorluklara, bu kisilerden ek tahlillerin istenmesine, hatta invazif
girisimlerin yapilmasina neden olabilmektedir(2). Bu bakimdan, makroenzimden

siiphelenildiginde tanis1 konabilmelidir.

Makroenzimleri saptamada, Jel filtrasyon kromotografisi, ultrasantrifij,
elektroforez gibi komplike, kilfetli metodlar vardir, ancak bir¢ok laboratuvarda

bu ekipmanlar mevcut degildir(3)

Makroenzimleri saptamada, polietilenglikol c¢oktirme ve ultrafiltrasyon

yontemleri ¢alismasi kolay ve ¢ok sayida hasta ¢alismak i¢in uygundur(4).

Literatiirde, polietilen glikol ¢oktirme yontemiyle makroenzimleri
saptayabilmek icin alinmasi Onerilen % recovery degerleri arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Baz1 calismalarda bu deger, enzim diizeyleri referans araliklarin
icinde olan bireylerde belirlenmisken, bazi ¢calismalarda enzim diizeyleri referans

araligin st limitinden yliksek bireylerde belirlenmistir. Ayrica, PEG ¢oktiirme



isleminde kullanilan PEG konsantrasyonlar1 ve santrifiij siireleri de farklilik
gostermektedir(3,4) Ultrafiltrasyon ydnteminde ise makroenzimler igin yapilmis

calisma cok kisithidir(4).

Bu ¢alismada, yanlis tan1 konulmasina yol acarak, gereksiz tetkikler, hatta
invazif girisimler yapilmasina neden olabilecek makroenzimleri tespit edebilmek
amactyla, PEG ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon yontemleriyle CK, LDH, AST ve
amilaz enzimleri igin, laboratuvarimizda % recovery referans araliklarini
belirlemeyi amagladik. Polietilenglikol ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon yontemleriyle,
CK, LDH, AST ve amilaz enzimleri icin laboratuvarimizda % recovery referans
araliklarini, enzim duzeyleri referans araliklari icinde gorece saglikli bireylerde ve
enzim diizeyi yiiksek serumlarda ayr1 ayri belirledik. Ayrica, Kliniklerden
makroenzim siiphesiyle danigilan veya Laboratuvar Bilgi Yonetim Sisteminde
karsilastigimiz uygunsuz sonuglart bulunan hastalara ultrafiltrasyon ve PEG
¢oktiirme yontemlerini uyguladik. Bu yontemlerle karsilastigimiz makroenzim
vakalarmi, CK ve LDH enzimleri icin elektroforez yontemini, amilaz igin ise

amilaz/kreatinin klirensi oranini kullanarak konfirme ettik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler
2.1.1. Aspartat Transaminaz Enziminin Genel Ozellikleri

AST (Aspartat Aminotransferaz) transferaz ailesine ait bir enzimdir. Aspartat
ve o-keto asitler arasinda amino grup transferine katilmaktadir.Reaksiyon
tersinirdir. Pridoksal 5 fosfat ve amino analogu pridoksamin 5 fosfat koenzim

olarak gorev yapmaktadir (5). Tepkime esitligi Sekil 1’ de gosterilmistir.

COOH COOH COOH COOH
| | AST | |
CH, + CH; = CH, + CH;
| | | |
HC—NH, CH, =0 CH,
| | | |
COOH =0 COOH HC—NH3
| |
COOH CO0OH
Oxaloasetat '
Aspartat  a-keto X Glutamat
glutarat

Sekil 1. AST Tepkime esitligi

AST, insan dokusunda genis dagilima sahiptir.Kardiyak doku, karaciger ve
iskelet kasinda yiiksek konsantrasyonda, bobrek, pankreas ve eritrositlerde ise
daha az miktarda bulunmaktadir (6). Hiicrelerde, AST’nin sitoplazmik ve
mitokondrial izoenzim formlar1 bulunmaktadir. Bu formlar iki es subunitten
olugmaktadir. AST izoenzimlerinin amino asit dizeleri yaklagik %50 oraninda

benzerdir. Mitokondriyal formun molekiil agirligr 90 400 Da, sitoplazmik formun



molekiil agirligr ise 93 000 Da’dir. Sitoplazmik form, serumda en sik bulunan
formdur. Mitokondriyal form ise ozellikle karacigerde fazladir ve karaciger
hiicrelerinin  asir1  dejenerasyonlarinda ve nekrozunda serum diizeyleri

artmaktadir(7).

2.1.2. Aspartat Transaminaz Enziminin Tanisal Onemi

Karaciger hastaliklari, serumdaki artmis transaminaz aktivitesinin en 6nemli
nedenidir. Alkolik hepatit, hepatik siroz, karaciger malignitesi disinda birgok

karaciger hastaliinda ALT nin AST den daha fazla arttig1 goriiliir.

Viral hepatitler gibi akut hepatik nekroza neden olan karaciger
hastaliklarinda, serum AST, ALT degerleri, iist referans degerinin 100 katina
varan yukselmeler gosterse de 10-40 kat arasindaki yiikselmelere daha sik
rastlanir.Akut hepatitlerde, pik transaminaz aktiviteleri 7. ve 12. giinler arasinda
goriiliir, daha sonra diiserek 3-5 haftalarda normal diizeylerine donebilir.Pik

transaminaz aktiviteleriyle hastalarin prognozu arasinda iliski yoktur(5).

Toksik hepatitler, infeksiyoz hepatitlerden farkli seyir izler. Asetominofen
kaynakl1 karaciger hasarlarinda, vakalarin % 90’ inda, pik transaminaz aktivitesi,
iist referans limitin 85 katindan yiiksek goriliir. Akut viral hepatitlerde bu
degerlerdeki yiiksekliklere daha az rastlanir. Ayrica toksik hepatitlerde tipik

olarak, AST, ALT aktivitesi daha erken pik yapar ve daha hizli diiser(5).

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi, alkol gibi sekonder yaglanmaya neden
olabilecek durumlarin yoklugunda, yagli karaciger hastaligiin histolojik

bulgularinin oldugu bir karaciger hastaligidir. Aminotransferaz artisinin sk

4



gorulen nedenlerinden biridir. Basit yaglanmadan, steatohepatit, ilerlemis fibrozis
Ve siroza kadar genis spektrumlu bir karaciger hasarini tanimlar. Etyolojide

obezite, diyabet, hipertansiyon ve dislipidemi énemli yer tutar. (8)

Sirozda aminotransferaz aktiviteleri, hastaligin donemine gore degiskenlik
gosterir. Transferaz aktiviteleri, referans araligin ist smiriyla, 4 — 5 kata varan

degerler arasinda gortiliir.

Karacigerin primer veya metastatik karsinomlarinda, AST de daha yiiksek
olmak Uzere, aminotransferaz aktivitelerinde 2 den 5 kata varan yukseklikler
goriilebilir. Ancak karacigerin malign infiltrasyonunun erken evrelerinde,
aminotransferaz aktiviteleri siklikla normal olarak bulunur. Nonsteroidal anti
inflamatuarlar, antibiyotikler, antiepileptikler, statinler, opiadlar gibi cesitli
ilaclarin veya bitkisel preparatlarin kullanimi1 da hafif veya orta derecede AST,
ALT vyikselmelerine neden olabilir. Hemokromatozis, Wilson Hastaligi,
otoimmiin hepatitler, primer bilier siroz, sklerozan kolanjit, Coliak hastaligi,
al-antitripsin eksikligi gibi hastaliklarda artmis transaminaz aktivitelerinin daha

nadir gorulen sebepleridir.(5)

Akut miyokard infarktusiinde AST dulzeyi 6-8 saat icerisinde ylkselmeye
baslayarak 24 saatte en yiiksek degerine ulagsmakta ve 5 giin icinde normale
donmektedir. Ancak genis doku dagilimi nedeniyle AST diizeyi AMI’ niin tanisi
i¢in kullanigl degildir(6). Progresif muskdler distrofi ve dermatomyozitte de AST
aktivitesi normalin sekiz kat1 kadar artabilmektedir. Ayrica pulmoner emboli, akut

pankreatit ve hemolitik hastaliklarda da AST dizeyleri artabilmektedir(5).



2.1.3 Aspartat Transaminaz Ol¢im Yontemleri

Aspartat transaminaz enzimi, spesifik aminoasitlerden (L-glutamat veya
L-aspartat) amino gruplarinin spesifik ketoasitlere (a-ketoglutarat veya
oksaloasetat) transferini katalize eder. In vivo ortamda, iire siklusuna nitrojen
kaynag1 saglamak icin, reaksiyon, glutamat ve oksaloasetat yoniine c¢aligir. Olusan
glutamat, glutamat dehidrogenaz enzimiyle amonyak ve  a-ketoglutarata

doniistir(9)

AST oOlcuminde, Reitman, Frankel yontemi ve Karmen yontemi, en genis
populariteye sahip iki yontemdir. Karmen yoéntemini, laboratuvarlarin %80’ den

fazlas1 kullanmaktadir(9).

Reitman ve Frankel yontemi, 1957 yilinda tanitilmistir.(10). Oksaloasetat ile
2,4-dinitrofenilhidrazinin (DNPH)  baglanmasi ile mavi hidrazon olusmasi
prensibine dayanir. Reaksiyon ortamina, fazladan L-aspartat ve o-ketoglutarat
eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra, DNPH eklenir ve reaksiyon
durdurulur. pH alkali hale getirilir ve 505 nm’de absorbans 6l¢iiliir. DNPH, hem
a-ketoglutatarat, hem de oksaloasetat ile reaksiyona girmesine ragmen, elde edilen
absorbansin ¢ok biiyilk kismi oksaloasetat hidrazonuna aittir. Diisiik AST
aktivitelerinde, fazla olacak a-ketoglutarat hidrazonundan dolayi, yontemde kiiciik

bir hata tanimlanmistir(9).

Karmen yontemi de, 6lglilen Uriin olarak, oksaloasetat: kullanmaktadir. Olusan

oksaloasetat, malat dehidrogenaz enzimiyle malata, NADH da okside olarak



NAD" a cevrilir. 340 nm’ de, NADH azalmasindan kaynaklanan absorbanstaki

diisme kullanilarak AST aktivitesi 6lgiiliir. Reaksiyon sekil 2° de gosterilmistir.

o-ketoglutarat L-Aspartate  L-Malate NaD®

AST MD

L-Glutamate Oxaloacetate MNADH + H @

Aminotransferaz reaksiyonu Dehidrogenaz reaksiyonu
Sekil 2. AST Tepkime esitligi

International Federation of Clinical Chemistry(IFCC), Karmen yénteminde
yaptig1 modifikasyonlarla referans metodun o6zelliklerini yaymlamistir. En son
2002 yilinda yaptigi modifikasyonda reaksiyon kosullarimin 37 °C’ olmasi
gerektigi belirtilmis, oa-ketoglutarat haricindeki reaktanlarla 5 dakika ©6n
inkiibasyon onerilmistir(11). On inkiibasyon asamasinda, reaktanlara, serumdaki
piriivatt laktata ¢evirmek icin laktat dehidrogenaz enzimi ve AST enziminin

kofaktoru olarak piridoksal fosfat eklenmesi 6nerilmektedir.

Numune tipi olarak serum veya plazma kullanilabilir. Heparin, oksalat,
EDTA ve sitrat enzim inhibisyonuna yol agmaz. Hemolizli numuneler uygun

degildir(12).

IFCC yontemine gore Onerilen referans aralik, erkekler igin 14-45 UJ/L,

kadinlar i¢in 13-37 U/L’dir(13).



2.2.1. Amilaz Enziminin Genel Ozellikleri

a-Amilaz, hidrolaz smifindan bir enzim olup, polisakkaridlerdeki 1,4-a-
glukozidik bagin1 hidroliz etmektedir. Amiloz gibi diiz zincirli poliglukanlar1 veya
amilopektin, glikojen gibi dalli yapidaki poliglukanlari, farkli oranlarda hidroliz
etmektedir. Amilaz, amilozu maltoz ve glukoza, dalli poliglukanlari ise maltoz,
glukoz ve limit dekstrinlere parcalamaktadir. Amilaz, o-1,6 glikozidik bagini ise
parcalayamamaktadir. Amilaz, kalsiyum metalloenzimdir ve aktivitesi igin

kalsiyum esansiyeldir(5).

Plazmada bulunan normal yapidaki amilaz enziminin molekiil agirligi 54000-
62000 Da’dir. Bu kiigiik yapisindan dolayr glomeriillerden filtre olabilmektedir ve

normalde idrarda bulunan tek plazma enzimidir.

Pankreasin asinar hiicreleri ve tiikriik bezleri amilazin en 6nemli doku
kaynagidir. Tiikriik bezlerinde S tipi amilaz sentezlenmektedir. Tiikriikk amilazi,
diger adiyla pityalin, agiz ve Ozefagusta nisastanin hidrolizini baslatmaktadir.
Ancak aktivitesi mide asidiyle sonlanir. Pankreas amilazi ise asinar hiicrelerde
sentezlenir ve P tipi amilaz olarak adlandirilir. Enzim, pankreatik kanalla
duedonuma ulastirthir. Duodenumdaki alkali ortam amilaz aktivitesi igin

uygundur(5).

Amilaz enzimi, semen, testis, overler, fallop tipleri, ¢izgili kas, akcigerler ve
yag dokusu ekstratlarinda bulunur. Ayrica anne siitii ve gézyasinda da bulunur.

Akciger ve overin epitelyal tiimorleri de amilaz tiretebilir.



P ve S tipi amilaz izoenzimleri, 1. kromozomda birbirine yakin 2 lokusta
kodlanmaktadir. Amilaz izoenzimlerinden, deamidasyon, glikozilasyon ve
deglikozilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarla izoformlar1 (S1-S2-S3-
ve P1-P2-P3) olusmaktadir. S tipi amilaz, serumdaki amilaz aktivitesinin 2/3 Uni

olusturmaktadir. P tipi amilaz ise idrarda baskindir(6).

2.2.2 Amilaz Enziminin Tanisal Onemi

Plazmada amilaz enzimi, fizylojik olarak diisiik konsantrasyonda siirekli
bulunmaktadir. Akut pankreatit ve tiikriikk bezi inflamasyonlarinda ise amilaz

duzeyi blylk élglde artar.

Akut pankreatitde, semptomlarin basglangicindan, 5-8 saat sonra serum amilaz
diizeyleri artmaya baslar ve tipik olarak 3-4. ginde normale iner. Akut
pankreatitde, amilaz dlzeyleri, UGst referans limitin 4-6 katina siklikla ulasir.
Maksimum konsantrasyonlar, 12-72. saatlerde gortlir. Serum amilaz diizeylerinin
artmastyla, idrar amilaz diizeyleri de artar ve serum amilazina goére daha uzun
sire yilksek kalir. Amilaz duzeyleri, akut pankreatit haricinde, bazi
intraabdominal ve ekstra abdominal hastaliklarda da arttig1 icin, akut pankreatit
tanisinda spesifitesi %20-60 arasinda bulunmustur. Tablo 1’de hiperamilazemi

sebepleri gosterilmektedir(5).



Tablo 1. Hiperamilazemi sebepleri

Pankreas hastaliklari Pankreatitler (P-amilaz)
Pankreatik travma (P-amilaz)

Safra yolu hastaliklar1 (P-amilaz)
Intestinal obstriiksiyon (P-amilaz)
Mezenter infarktisi (P-amilaz)
Perfore peptik tlser (P-amilaz)
Pankreas dis1 intraabdominal Gastrit, duodenit (P-amilaz)
hastaliklar Ripture aort anevrizmasi
Peritonit

Akut apandisit (perfore)

Travma

Ektopik, ruptdre tubal gebelik
Salpenjit (S-amilaz)
Genitoiiriner hastaliklar Over malignitesi (S-amilaz)
Renal yetmezlik (P-S amilaz)

Tiikriik bezi lezyonlar1 (S-amilaz)
Akut alkol tiketimi (S-amilaz)
Diabetik ketoasidoz (S-amilaz)
Makroamilazemi (S veya P amilaz)
Septik sok (S-amilaz)

Kardiyak cerrahi (S-amilaz)
Timorler (genellikle S-amilaz)
Mlaclar (genellikle S-amilaz)

Diger sebepler

Akut abdominal agrilarda, total amilaz Ol¢limiiniin diisiik spesifitesinden
dolayi, P amilaz 6lgtimii yardimci olabilir. P amilaz 6l¢tiimii, karar limit olarak ust
referans limitin {i¢ kat1 alindiginda, akut pankreatit tanisinda, spesifiteyi %90 dan

yukari tagtyabilir.(14)

Kolesistit gibi safra yolu hastaliklari, primer veya sekonder pankreas hasaria

sebep olarak, P amilaz aktivitesinde 4 kata varan yiiksekliklere sebep olabilir.
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Ayrica cgesitli intra abdominal hastaliklarda, P amilazin 6nce peritoneal kaviteye
sizmasina, daha sonra da dolasima gegerek, serumda 4 kat ve ustii ylksekliklere
neden olmaktadir. P amilaz diizeyindeki diistikliikler ise ekzokrin pankreas
yetmezIligi i¢in blyiik Olclide spesifiktir. Akciger ve over kanserleri gibi
neoplastik hastaliklarda, 6zellikle S tipi olmak {izere, serum amilaz diizeyleri 50

kata varan yukselmeler gosterebilir().

Hiperamilazeminin bir nedeni olan makroamilaz ileriki bdlimlerde

anlatilacaktir.

2.2.3 Amilaz Enziminin Olg¢iim Yoéntemleri

Amilaz 6l¢limii icin, farkli prensip ve substratlarla gelistirilmis 200’ den fazla
method vardir. Amilaz 6l¢ciimd icin uygun bir pH (6,9-7) ve kofaktdr olarak
kalsiyum, klor iyonu kullanimi temel gereksinimlerdir. Amilaz 6l¢lim ydntemleri,
amiloklastik, sakkorojenik ve kromolitik olmak (izere baslica 3 kategoride

gruplandirilmistir(9).

Amiloklastik yontemlerde, nisastanin amilaz ile hidrolizi kullanilmaktadir.
Tirbidimetrik, nefelometrik ve iodometrik tekniklerle, nisastanin daha kiiclik
yapilara hidroliz oram1 saptanmaktadir. Tiirbidimetrik yontemde, azalan nisasta
orantyla tiirbiditenin azalmasi, nefelometrik yontemde de azalan nisasta oraniyla
151k sagilimmin artmasi kullanilmaktadir. Iodometrik yontemde ise, oncelikle
nisasta iyot ile mavi renge boyanir. Daha sonra amilaz katalizorliigiinde

parcalanan boyali nigasta orani fotometrik olarak 6lciiliir. Amiloklastik yontemler,
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substrat degiskenliklerini standardize etmedeki zorluklar nedeniyle glnimuzde

kullanilmamaktadir(9).

Sakkarojenik tekniklerde, kullanilan substrat, amilaz katalizorliiglinde,
monosakkarit veya disakkaritlere pargalanir ve olusan tirinler olgiilerek amilaz
aktivitesi tayin edilir. Klasik bir yontem olan Somogyi yontemi de, sakkorojenik
bir tekniktir(15). Bu yontemde, analizi yapilacak numune substrat ile 30 dakika
inklibe edilir. Daha sonra olusan firiinlerin indirgen 6zelligi kullanilarak analiz
yapilir. Son zamanlarda, otomatize kinetik analizler i¢in sakkorojenik yontemler
modifiye edilmistir. Bu yoOntemlerde, substrat olarak maltopentoz veya
maltotetroz kullanilir ve amilaz katalizorliigiinde iiriin olarak maltoz elde edilir.
Olusan maltoz, reaktanlarin i¢ine eklenen enzimlerle glukoza gevrilir. Olusan

glukoz ise farkli enzimatik yontemlerle 6lgulir(9).

Son yillarda, iiretici firmalar tarafindan, ilgi c¢ekici ve kullanishi kromolitik
teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerden biri olan, IFCC’nin de amilaz
Olciminde referans method olarak gosterdigi yontemde, substrat olarak bir
p-nitrofenol glukozid olan p-nitrofenil-maltoheptaozid (G7PNP)
kullanilmaktadir(16). Reaktan olarak a-glukosidazin da kullanildigi reaksiyonlar
sonucu olusan p-nitrofenoliin renk yogunlugu, a-amilaz aktivitesi ile dogru
orantilidir. 405 nm’de absorbansin monitdrizasyonuyla a-amilaz aktivitesi

hesaplanir. Reaksiyon denklemi sekil 3’de gosterilmistir.
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4,6-ethylidene-G7PNP + H20 ----=--=-20 . > 4,6-ethylidene-Gx + G(7—x) PNP

glukozidaz
G(7—x) PNP + (7—x) H20 -- ---> (7—x) glukoz + PNP

Sekil.3. Amilaz enziminin élgim yéntemi

Substrat olarak, 2-kloro-p-nitrofenil a-D-maltotriozidin (CNP-G3) kullanildigi
diger bir kromolitik yoOntemde ise, substrat amilazin katalizorliiglinde,
2-kloro-p-nitrofenole (CNP) hidrolize olmaktadir. Olusan iiriin spektrofotometrik
olarak, amilaz aktivitesiyle orantiidir. Bu y0ntem, glukozidaz enzimi

gerektirmemesi nedeniyle direkt assay olarak ta degerlendirilir.

Amilaz 6lcimd icin, numune olarak serum veya heparinize plazma
kullanilmalidir. Amilaz enzimi igin kofaktor olan kalsiyumla selat olusturan,

sitrat, oksalat ve EDTA’11 tiipler kullanilmamalidir(17).

Amilaz i¢in referans aralik IFCC’ nin 6nerdigi metoda gore 31-107 U/L dir.
Yenidoganlarda amilaz diizeyleri, yetiskinlerin yaklasik %18 kadaridir. 3-4

yaslarda yetigkin diizeylere ulagir(17).
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2.3.1. Kreatin Kinaz Enziminin Genel Ozellikleri

Kreatin kinaz enzimi, 82000 Da agirliginda dimerik bir enzimdir ve reversibl
olarak, kreatinin adenozin trifosfat ile fosforilasyonunu katalize eder. Reaksiyon

esitligi sekil 4’de gosterilmistir(5).

Kreatin fosfat
Kreatin
0, H CHj NH o H CHs nY
o c N~ ¢ 5 &-C-N-¢' B
! s s 5 ]|
Ne NH, HY % 4 NP -0°
pH = 9.0 ﬂ H l:l:iE'
N CK, Mg,* .
o B pH = 6.7 o
1 1 I .
AMP—P—OFR= AMP-P—0°
o |o° oo
Adenozin trifosfat Adenozin difosfat

Sekil 4. Kreatin kinaz enzimi reaksiyon denklemi

Fizyolojik olarak kas kasildiginda adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfata
(ADP) ¢evrilir ve CK, kreatin fosfat1 kullanarak, ADP’ yi tekrar ATP’ ye gevirir.
ADP, kreatin fosfat yonundeki reaksiyon icin optimal pH 9, ATP kreatin
yoniindeki reaksiyon icin optimal pH 6,7 dir. Mg*?, reaksiyon icin gerekli, ATP
ve ADP ile kompleks yapan iyondur. Ancak, optimal konsantrasyon aralig1 dardir
ve asir1 Mg*? da inhibitor etki gosterir. Mn*2, Ca*2, Zn*2 | Cu*? gibi bircok metal

iyonu, iodoasetat ve diger siilfidril baglayici maddeler, enzim aktivitesini inhibe
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eder. Ayrica fazla ADP ve sitrat, fluorid, nitrat, asetat, iyodlr, bromid, malonat,

L-tiroksin de, enzim aktivitesini inhibe eder(5).

Cizgili kas ve kalp kasi, sirastyla 2500 ve 550 U/g protein olmak {izere,
yuksek miktarlarda CK aktivitesine sahiptir. Beyin, gastrointestinal sistem ve
mesane gibi diger dokularda daha az miktarda bulunmaktadir. Karaciger ve

eritrositlerde ise enzim aktivitesi bulunmamaktadir(5).

CK, herbiri yaklagik 40000 Da agirliginda iki subiinitten olugsmaktadir. Bu
subiinitler, B ve M olarak adlandirilir, sirastyla 14. ve 19. kromozom lokuslarinda
kodlanir. Bu subiinitlerin birlesimiyle enzimin BB (CK-1), MB (CK-2) ve
MM (CK-3)

izoenzim formlari olusmaktadir. Farkli insan dokularindaki CK

aktiviteleri ve izoenzimlerin oranlari tablo 2’de gosterilmistir(5).

Tablo 2. Farkh insan dokularindaki CK aktiviteleri ve izoenzim oranlari

Doku CK aktivitesi | CK-BB | CK-MB | CK-MM
Iskelet kasi (tip 1, kirmizi fibril | 50.000 <%1 %3 %97
Iskelet kasi (tip2, beyaz fibril | 50.000 <%1 %1 %99
Kalp 10.000 <%1 %22 %78
Beyin 5000 %100 %0 %0
Gastrointestinal sistem 5000 %96 %1 %3
Mesane 4000 %92 %6 %2

Uc izoenzim formu da,

miyofibriler yapilarla iligkili olarak hiicrelerin

stoplazmasinda bulunur. Bagka bir CK izoenzim formu ise mitokondrial (CK-Mt)
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formdur ve mitokondrinin i¢ ve dis membranlar1 arasinda bulunur. 15. kromozom
lokusunda kodlanan bu izoenzim formu, diger formlardan immiinolojik ve
elektroforetik mobilitesi bakimindan farklidir. Mitokondrial formun, kalpteki total

CK aktivitesine orani1 %15’¢ kadar ¢ikabilmektedir(5).

Saglikli insan serumlarinda, esas izoenzim MM formudur. MB izoenzimi igin
degerler, tespit edilemeyen diizeyler ile eser miktarlar (total CK’nin %6’sindan
az)arasinda degismektedir. BB izoenziminin serumdaki varligi tayin yontemine

bagli olsa da, saglikli bireylerde olduk¢a az oldugu bilinmektedir(6).

MakroCK olarak adlandirilan makromolekiiler formlar, makroenzimler

bolimunde anlatilacaktir.

2.3.2. Kreatin Kinaz Enziminin Tanisal Onemi

Serum CK diizeyleri, iskelet veya kalp kasinda yaralanma, inflamasyon veya
nekroz olan hastalarin neredeyse tamaminda artmis bulunur. Yiksek serum CK
diizeyleri, subklinik néromuskiiler hastaliklarin tek belirtisi olabilir. Muskiiler
distrofilerin tiim tiplerinde, serum CK aktiviteleri ¢ok yiikselmistir. Progresif
muskdler distrofilerde, 6zellikle Duchen muskiiler distrofisinde, daha bebeklik ve
cocukluk donemlerinde, hastalik klinik olarak olusmadan, serum CK diizeyleri
cok yiiksektir. Hastalarin yaslar1 ilerledik¢e, fonksiyonel kas kitlesindeki
azalmadan dolayi, serum CK aktiviteleri karakteristik olarak azalir. Viral
miyozitler, polimiyozitler ve benzer kas hastaliklarinda da yiiksek CK degerleri

gordlur. Ancak, myastenia gravis, multiple skleroz, poliomyelit, ve parkinsonizm
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gibi norojenik kas hastaliklarinda serum CK aktiviteleri artmaz. Ayrica malign

hipertermide de cok ylksek CK duzeyleri 6l¢ulir(5).

Kas hastaliklarinda veya asir1 egzersiz gibi kas hasarina neden olan
durumlarda, serum CK-MB izoenzim formunun orami anlamli sekilde artmis
bulunabilir. Bu fenomene fetal geri doniis denir ve fetal paternde protein
sentezinin tekrar ortaya c¢ikmasindan kaynaklanir. Ayrica kronik bobrek

hastaliklarinda, iiremik miyopatiye bagl artmig CK-MB oranlar1 goriilebilir(5).

Crush sendromuna bagli  akut rabdomiyolizde, blyik miktarda kas
destriiksiyonuna bagli olarak, CK seviyelerinde, iist referans limitin 200 katina
varan yiikselmeler goriilebilir. Ilk 3 giinde CK diizeyleri 5000 U/L nin altinda
kalirsa, akut bobrek yetmezligi gelisme ihtimali diisiiktiir. Intramuskiiler
enjeksiyon, cerrahi girisim gibi direkt kas travmalari da serum CK diizeylerini
artirabilir. Statinler, fibratlar, antiretroviraller, anjiotensin Il reseptér antagonisti

gibi ilaclar, farmokolojik dozlarda dahi, serum CK diizeylerini arttirabilirler(5).

Akut miyokard infarktiisiiniin tanisinda, serum CK diizeyleri ve MB izoenzimi
yillardir kullanilmaktadir. Ancak giliniimiizde, troponin T ve I gibi, kardiyak
dokuya daha spesifik, non-enzimatik markerlar mevcuttur. Ancak, CK-MB
Olctmleri, miyokardiyal nekrozun biiyiikligiini tahmin etmede ve infarkt
prognozunu degerlendirmede yardimci olabilir. Pik CK-MB duzeyleri, infarkt
biiylikliigiiyle daha kolere oldugu ig¢in, seri Ol¢iimlerle pik deger

yakalanmalidir(5).
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Hipotiroidizm, yaygin goriilen bir endokrin miyopati nedenidir. Ust referans
araligin 5 katina varan ylkseklikler gorulebilir ve kas kaynakli oldugunu

destekleyen, CK-MM izoenzimi major olarak artmis bulunur(5).
2.3.3. Kreatin Kinaz Enziminin Olgiim Y éntemleri

CK 0lgimu igin, bircok fotometrik, fluorometrik ve enzim eslenik metod
gelistirilmistir. Bu yontemler, reaksiyonu ileri (kreatin — kreatinfosfat) veya
ters (kreatinfosfat— kreatin) yonde kullanabilmektedirler. Glinuimiizde, total CK
analizinde, tiim ticari kitler, 6 kat daha hizli ilerleyen ters yondeki reaksiyonu
kullanmaktadir(9). Ilk kez Oliver tarafindan tanimlanan(18) ve daha sonra

Rosalki(19) ve Szasz tarafinda modifiye edilen yontem(20) sekil 5’de

gosterilmistir.
. CK, Mg*?, Ph 6,7 .
Kreatin fosfat + ADP g Kreatin + ATP
Hekzokinaz
ATP + Glukoz Glukoz-6- fosfat + ADP

G6PD
Glukoz-6-fosfat + NADPH* ———— Fosfoglukonat + NADPH + H*

Sekil 5. Kreatin kinaz enziminin 6l¢im yontemi

Reaksiyonlar sonucu NADPH’mm 340 nm’deki absorbansinin artis orani
monitorize edilerek, CK aktivitesi 6l¢ilir. Bu yontem temel alinarak, bazi

gelistirmelerle, IFCC tarafindan referans method olarak onerilmistir(21).
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Kreatin kinaz enzimi analizinde, numune tipi olarak, serum veya heparinize
plazma gerekir. Heparin haricindeki antikoagulanlar, CK aktivitesini inhibe
edebilecegi igin kullanilmamalidir. Serumdaki CK aktivitesi, nispeten unstabil
oldugu igin, saklama sirasinda, hizlica aktivite kaybina ugrayabilir. Ortalama
olarak, oda sicakliginda 8 saat, 4 °C’da 48 saat, -20 °C ‘da 1 ay stabildir. Daha

uzun slre saklanacaksa, -80 °C’da saklanmalidir(9).

Eritrositlerde CK aktivitesi bulunmadig: i¢in, numunelerdeki orta dereceye
kadar hemoliz (0,32 g/dL), CK aktivitesi dl¢limlerinde anlamli degisiklige neden
olmaz. Ancak asir1 hemoliz durumlarinda, adenilat kinaz, ATP ve glukoz 6 fosfat
gibi maddeler eritrositlerden salinarak, Ol¢limde kullanilan reaktanlarla

interfereransa neden olabilir(22).

Serum CK aktiviteleri, irk, yas, cinsiyet, kas kiitlesi, fiziksel aktivite gibi
fizyolojik degiskenlere baglidir. Erkeklerde kas kiitlesi daha fazla oldugu igin,
serum CK aktiviteleri de kadinlara gore yiiksek bulunur. Ayrica beyaz irktaki
ortalama CK aktivitesi, siyah irkin ortalama CK aktivitesinin %66’s1 olarak
bulunmustur. 37 °C’da, IFCC referans metoda gore, beyaz irkta, CK referans
araliklar1 kadinlar i¢in 34-145 U/L, erkekler igin 46-171 U/L bulunmustur(23).
Yenidoganlarda, dogum sirasinda iskelet kasi travmasina bagli olarak, serum CK
aktiviteleri genellikle yuksektir. 6-10 hafta civarinda yetigkinlerdeki seviyelere

diiser(9).

CK izoenzim paternleri, elektroforez yontemi kullanilarak ayrilabilir. Ayrim

sonrasi, destek ortaminin {izerine (agaroz, selluloz asetat v.s), konsantre CK
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reaktif karigimi uygulanir ve inkiibe edilir. Reaksiyon sonucu olusan NADPH,
uzun dalga boylu (360 nm) ultraviole 151¢1n uyarmasiyla olusan, mavimsi beyaz
floresanla saptanabilir ve floresan dansitometrisiyle miktar1 belirlenebilir. CK
izoenzimleri, katotdan anoda dogru MM, MB ve BB seklinde bantlara ayrilirlar.
CK MM izoenzimi, katotda aplikasyon noktasinda kalir. CK elektroforezi,
makro CK gibi anormal bantlarin tespit edilmesinide saglar(5). Sekil 6’daki

sematik ¢izimde normal ve anornal CK elekroforez paternleri gosterilmistir(24).

(+) Anode
- BB
- MB
< Macro-CK type 1
-a——— Application point
- 8 =— um
-t Mitochondial (macro-CK type 2)
1 2 3 4
(=) Cathode

Sekil 6 . CK izoenzim elektroforezi drneklerinin sematik ¢izimi
1. sirada MM, MB ve BB izoenzimlerini igeren kontrol serumu ¢alismasi.
2. sirada MM ve Makro CK tip 1 igeren serum galismasi
3. sirada MM ve Makro CK tip 2 igeren serum c¢aligmasi

4. sirada sadece MM bandi igeren, tipik normal serum ¢aligmast
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CK MB izoenzimi, direkt imminoinhibisyon yoéntemiyle de olctlmektedir.
Bu yéntemde anti-CK M subunite antiserumu kullanilarak, CK MM izoenzimi ve
CK MB izoenziminin M subunitesi inhibe edilmektedir. Daha sonra CK B
subunitesi Olglliip 2 ile carpilarak CK MB izoenzim aktivesi hesaplanmig
olmaktadir. Ancak, bu yontemde, CK BB izoenziminin ve yontemi interfere eden
makro CK gibi faktorlerin olmadigi varsayilmaktadir. CK MB izoenzim aktivite
Olgiminin  bu nonspesifitesinden dolayi, direckt CK MB Kkiitlesini 6lgen

imminassay yontemler gelistirilmistir(5).
2.4.1. Laktat Dehidrogenaz Enziminin Genel Ozellikleri

Laktat dehidrogenaz, L-laktatin piriivata oksidasyonunu, bir hidrojen alicisi
olan NAD"m aracilifiyla katalize eden bir hidrojen transfer enzimidir.

Reaksiyon esitligi sekil 7°de gosterilmistir.

Laktat
CH;, Dehidrogenaz CHa
| |
= . pH88to 9.8 — NADH
H El.?‘ OH + NADE = ~ l’|3 O N o
L-Laktat Pirtivat

Sekil 7. Laktat dehidrogenaz enzimi reaksiyon esitligi

Sekilde gorildiigii gibi reaksiyon reversibldir ve reaksiyon esitligi gliclii olarak,
piriivatin laktata rediiksiyonuna meyillidir. Laktat dehidrogenaz enzimi, D-laktata

etki etmez ve koenzim olarak sadece NAD™ kullanir(5).
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LDH enziminin molekiil agirligi 134 000 Da’dir. izoenzimler, herbirinin
molekiil agirligr yaklasik 32 000 Da olan 4 polipeptid zinciri i¢cermektedir.
M (muscle) ve H (heart) olarak isimlendirilen iki farkli polipeptid zinciri, bes
farkl1 sekilde diizenlenerek, 5 ana izoenzim fraksiyonunun olusmasini
saglamaktadir. LDH-M ve LDH-H peptit zincirleri sirasiyla 11. ve 12. Kromozom
lokiislerinde kodlanmaktadir. LDH 1n 5 izoenzimi, elektroforezde katottan anoda
dogru, LDH-1(HHHH), LDH-2(HHHM), LDH-3(HHMM), LDH-4(HMMM) ve
LDH-5(MMMM) olarak ayrilmaktadir. Saglikli insanlarin serumlarinda, ana
izoenzim fraksiyonu LDH-2’dir. Altinct bir LDH izoenzimi olan LDH-X (LDHc
olarakta isimlendirilir) 4 adet X subunitesinden olusur ve puberte Sonrasi insan

testisinde bulunur(5).

Laktat Dehidrogenaz enzim aktivitesi, vicuttaki ¢ogu hiicrede ve hicrelerin
stoplazmasinda bulunur. Farkli dokulardaki enzim konsantrasyonlari, fizyolojik
olarak serumda bulunan miktarin 1500-5000 kat1 kadar fazladir. Bu yuzden kuguk
kiitledeki doku hasarlarinda bile, serum LDH aktivitesi anlamli olarak artar(5).
Kalp, karaciger, iskelet kasi, bobrek ve eritrosilerde LDH aktivitesi yiiksektir.

Akciger, diiz kas ve beyinde daha az konsantrasyonlarda bulunmaktadir(6).

Farkli dokular, farkli LDH izoenzimlerini i¢ermektedir. Tablo 2’de, LDH

izoenzimlerinin doku yerlesimleri ve artis nedenleri 6zetlenmistir(6).
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Tablo 2. Laktat dehidrogenaz izoenzimlerinin doku yerlesimleri ve artis nedenleri

[ZOENZIM

DOKU

HASTALIK

LDH-1 (HHHH)

Kalp

Kirmizi kan hiicresi

Miyokard Infarktiisii
Hemolitik anemi

LDH-2 (HHHM)

Kalp

Kirmizi Kan hiicresi

Megaloblastik anemi
Akut renal infarkt

Hemolizli numune

LDH-3 (HHMM) Akciger Pulmoner Emboli
Lenfosit Yaygin Pnomoni
Dalak Lenfositoz
Pankreas Akut Pankreatit
Karsinoma
LDH-4(HMMM) Karaciger Karaciger hasar1 veya
inflamasyonu
LDH-5 (MMMM) Iskelet kas1 Iskelet kas1 hasari

2.4.2. Laktat Dehidrogenaz Enziminin Tanisal Onemi

Laktat dehidrogenaz enziminin, genis doku dagilimindan dolayi, miyokard
infarktiisii, hepatitler, hemoliz ve bobrek, akciger, kas hastaliklar1 gibi ¢ok farkli
Klinik durumlarda serum duzeyleri artar. Ancak, LDH izoenzim fraksiyonlarina

ayrildig1 zaman, klinik 6nemi artmaktadir(5).

Hemolitik anemiler ve megaloblastik anemi, total LDH konsantrasyonlarinin
en yuksek diizeyinin gorildigii hastaliklardir. Megaloblastik anemide, serum
LDH konsantrasyonlarinda, {ist referans araligin 50 katina varan yiikselmeler
gorilebilir. Megaloblastik anemi, siklikla folat veya B12 vitamini eksikligine

bagh olusur. Eritrosit prekirsor hiicrelerinde inefektif eritropoeze neden olarak,
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blyik miktarlarda LDH-1 ve LDH-2’nin dolasima salinmasina neden olur. Uygun

tedaviden sonra, LDH dizeyleri hizla normal seviyeye doner(5).

Malign hastaligi olan kisilerde, serum LDH aktiviteleri siklikla artmis
bulunur. Karaciger metastazi olan hastalarda %70’e varan oranlarda, diger non-
hepatik metastazi olanlarin ise %20-60’inda serum LDH aktiviteleri yiiksek
bulunur. Testisin seminom, teratom; overin disgerminomu gibi germ hicreli
timorii olan hastalarin %60’mnda Ozellikle LDH-1 izoenzimi artar. Ayrica bazi
16semi tiirlerinde, Ozellikle akut lenfoblastik 16semide, belirgin LDH artiglari

gozlenmektedir(5,6).

LDH-4 ve LDH-5 izoenzimlerindeki yiikseklikler, ozellikle karaciger
hastaliklarinda goriiliir. Viral hepatit, siroz gibi karaciger hastaliklarinda, st
referans arali@in, 2-3 kati1 olacak sekilde hafif bir LDH artis1 gézlenmektedir.
Ancak rutinde bu amacgla kullanimi sinirhidir ve tani, takipte aminotansferaz

enzimlerine gore, anlamli olarak ek katki saglamaz(5,6).

Akut miyokard enfarktiisinde (AMI), serum LDH dlzeyleri, 12-24 saat
icinde artmaya baslamakta ve en yiiksek diizeylere 48-72 saatte ulagmaktadir.
LDH konsantrasyonlart 10 giin boyunca yiiksek kalmaktadir. Kardiyak doku ve
kirmizi kan hiicreleri, yliksek konsantrasyonda, LDH-1 izoenzimini icermektedir.
Bu nedenle, AMI ve intravaskiler hemoliz gibi durumlarda, serum LDH-1 diizeyi,
LDH-2’nin konsantrasyonunu asacak sekilde ylikselmektedir. Bu durum kaymis

LDH oram1 olarak adlandiriimaktadir(LDH-1>LDH-2). Hemolizli serum
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orneklerinde de bu kaymis oran gozlenmektedir. LDH, kardiyak doku i¢in 6zgiil

olmadigindan, AMI’nin tanisinda tercih edilen bir belirte¢ degildir(6).

Tablo 2°de de goriildiigii gibi, LDH-3"deki artis genellikle pulmoner tutulum
ile olmaktadir ve ayrica karsinomali hastalarda da gozlenmektedir. LDH-4 ve
LDH-5 izoenzimleri yogunlukla karaciger ve kas dokusunda bulunmaktadir ve bu

dokularin hasar ve inflamasyonlarinda diizeyleri artmaktadir(6).
2.4.3. Laktat Dehidrogenaz Enzimi Olgiim Yéntemleri

Laktat dehidrogenaz enziminin 6l¢timiinde kullanilan eski yontemlerde,
olusan veya kullanilan reaktan miktarin1 tayin edebilmek i¢in, indikator boyalar
kullanilmaktaydi(9). Bu  kolorimetrik  yontemlerden  biri  sekil  8’de
gosterilmistir(25). Reaksiyonlar sonucu olusan tetrazolium boyasi1 vasitasiyla

LDH ol¢timii yapilabilmektedir.

lactate w pyruvate

Sekil 8. Kolorimetrik LDH 6lgiim ydntemi
PMS-H:Redilkte phenazin methosulfate, PMS: Okside phenazin methosulfate

INT-H: Rediikte tetrazolium boyasi, INT: Okside tetrazolium boyasi
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Glnumuzde, total LDH aktivitesi o6lciminde Kkinetik spektrofotometrik
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerde, LDH enziminin katalizledigi
reaksiyonda olusan veya kullanillan NAD+ veya NADH’in 340 nm’deki

absorbtivite 0zellikleri kullanilmaktadir(9).

IFCC tarafindan, laktat — piriivat yoniindeki 37 °C’daki reaksiyon referans

metod olarak gosterilmistir(26).

LDH aktivitesi 6lcimunde, serum oérnekleri 6nerilmektedir. Plazma 6rnekleri,
yilkksek LDH igerigi olan trombositlerle kontamine olabilecegi icin
onerilmemektedir. Eritrositlerdeki LDH igerigi seruma gore 4000 kat fazla oldugu
icin, hemolizli numuneler kullanilmamalidir. LDH izoenzimlerinin sogukta
beklemeye dayanikliliklar1 farklidir. LDH-4 ve LDH-5 izoenzimleri, -20 °C’da
saklamayla aktivite kaybmna ugrarlar. Bu yuzden LDH aktivitesi Olgtlecek

serumlar, 3 giin stabil oldugu oda sicakliginda saklanabilir(9).

LDH enzimi igin IFCC prosediriine gore referans aralik, yetiskinlerde

125-220 U/L bulunmustur(27).

Laktat dehidrogenaz  izoenzimlerinin, agaroz jel veya seliloz asetat
membranlardaki elektroforetik ayrimi  yaygin kullanilan  bir yOntemdir.
Elektroforez ile ayrim sonrasi, reaktanlar1 igeren karisim, elektroforez destek
ortaminin iizerine uygulanir. Ayrilan LDH bantlarinda olusan NADH, 365 nm’de
ultraviole 1511 uyarimiyla floresans verir ve LDH bantlar1 bu sekilde saptanir.

Olusan LDH bantlar tetrazolium tuzlarinin rediiksiyonuyla da renkli sekilde
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gorulebilir. Agaroz jel yontemi ve florometrik kantitasyonla saptanan LDH

izoenzim referans araliklart tablo 3’de gosterilmistir(5).

Tablo 3. Laktat dehidrogenaz izoenzimlerinin referans arahiklar:

LDH fraksiyonu Aktivite (U/L) Yiizde
Total LDH 120-250 100
LDH-1 17-65 14-26
LDH-2 35-98 29-39
LDH-3 24-65 20-26
LDH-4 10-40 8-16
LDH-5 7-40 6-16

2.2. MAKROENZIMLER

2.2.1.Tanim ve Genel Ozellikler

Makroenzimler, normal serum enzimlerinin veya izoenzimlerinin, ¢ogunlukla

immunglobulinler olmak Uzere, bazi lipoproteinler, proteinler, hiicre membran

fragmanlar1 veya ilaglarla polimerizasyonu sonucu olusan, normal yapidaki

enzimlere gore daha yuksek molekiil agirligina sahip komplekslerdir(28).

Guniimlzde, makroAST, makroamilaz, makroLDH ve makroCK gibi pekgok

enzimin makro formu bilinmektedir(29).
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Makroenzimler, serumda, normal fizyolojik sartlarda bulunabilecegi gibi,
hipotiroidizm, maligniteler, otoimmiin hastaliklar gibi patofizyolojik sartlarda da

bulunabilirler(30).

Makroenzimler, biiyiik molekiil agirliklarindan dolayr, normal yapidaki
enzimlere gore kandan ¢ok daha yavas uzaklastirilirlar ve plazmada birikirler.
Kanda, enzim aktivitelerinin yuksek Olctulmesine neden olurlar(1). Bu artmis
aktivitenin mekanizmasi en iyi makroamilazda anlasilmistir. Amilaz, 50000 Da
agirhiginda  kiigiik molekiil agirligina sahip bir enzimdir ve kolaylikla
bobreklerden filtre olup, atilabilmektedir. Ancak, makroamilazin molekiil agirligi
yaklagik 210 000 Da agirligindadir ve bobreklerden filtre olamaz. Makroamilazin
renal Kklirensinin diisik olmasi da dolasimda birikimine neden olur(31,32).
Amilazin aksine, diger birgok enzim daha yiiksek molekiil agirligina sahiptir ve
anlamli diizeyde bdobreklerden filtre olmazlar. Retikiiloendotelyal sistem
tarafindan uzaklastirilirlar(33). Antikor bagl enzimlerin, retikiiloendotelyal sistem

klerans mekanizmasini interfere ettigi diisiniilmektedir(31).

Literatiirde, enzim diizeyleri yiiksek bulunup, makroenzim tanisi almis birgok
vaka bulunmaktadir. Ancak, makroenzimler, serum enzim aktivitesi yiiksek
olmayan, referans aralifi icinde bulunan kisilerde de bulunabilir. Yapilan bir
caligmada rastgele secilerek saptanmis 16 makroamilaz hastasindan, sadece 2
tanesinin serum amilaz aktivitesi yiiksek bulunmustur(31). Ayrica makroLDH
tanisi olup, bu durumun serumda LDH 1n diisiik 6l¢iilmesine neden olmus vakalar

da mevcuttur(34,35).
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Makroenzimler, uzun yillardir bilinmektedir ancak enzim 6l¢cumlerinin
otoanalizdrlerde en ¢ok istenen testler arasina girmesiyle, son zamanlarda klinik

uygulamalarda problem haline gelmistir(29).

Makroenzimler, genellikle agiklanamayan, uzun siireli enzim yiiksekligi
bulunan kisilerde tani alirlar(1). Agiklanamayan enzim yiiksekliginin bir nedeni
olan makroenzimlerin, diisiiniilmemesi veya tanisinin konulmasindaki eksiklikler,
pahali, gereksiz ve invazif girisimlerin yapilmasina neden olabilir(2). Weidner ve
arkadaglarinin sundugu bir vakada, 54 yasinda bayan hasta izole AST yiiksekligi
bulgusuyla hastaneye yatirilmis ve tekrarlayan karaciger biyopsileri yapilmus.
Noroloji, endokrin ve gastroenteroloji konsiiltasyonlar: istenmis. Daha sonra bu

yiiksekligin makroenzim kaynakli oldugu bulunmus(36).

Makroenzimden siiphelenilmesi gereken durumlar asagida belirtilmistir(2):

1) Semptomlarin yoklugu

2) Yiiksekligi bulunan enzim i¢in atipik semptomlarin olmasi

3) Enzim anormalliginin izole ve uzun siireli olmasi

Mayo klinik tarafindan, 1986-1990 yillar1 arasinda elektroforez ve molekiiler
eksluzyon likit kromotografisiyle 21 adet makroCK, 10 makroLDH, 6 makroAST
ve 5 makroamilaz olmak Uzere 42 makroenzim tanis1 konulmus. Bu vakalardan,
makroAST olanlar harig, digerleri 60 yas tizeri bulunmus. MakroAST hastalar1 ise

daha geng yastalarmis. MakroAST tanili olanlar harig, cinsiyet bakimindan kadin
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erkek arasinda fark bulunmamis. Makro AST tanili 6 hastanin 5°1 ise kadinmis.

Bu vakalarin mevcut hastaliklariin tanilar1 agagidaki tablo 4’de gosterilmistir(2).

Tablo 4.Mayo Klinikte makroenzim tanis1 konmus 42 vakanin hastaliklar

HASTALIK TIPI HASTALIKLAR

Otoimmiin Tiroiditler, Romatoid Artrit, Sjogren Sendromu

Kardiyovaskiiler Miyokard infartiisii, hipertansiyon, kardiyak arrest, konjestif kalp yetmezligi vb.
Endokrin Diabetes mellitus, hipotiroidizm, tiroiditler, multinodiler guatr
Gastrointestinal Kronik pankreatit, hepatit, Crohn hastaligi, pankreas kanseri
Hematolojik Anemi, Lenfoma

Enfeksiyon H. Pyelonefrit, mastit, bakteriyemi, pnémoni

Malignensi Karaciger, pankreas, uterus, meme, akciger, mesane, prostat kanserleri
Akciger Kronik obstriiktif akciger hastaligi, bronsektazi, pnomoni

Renal Akut ve kronik bobrek yetmezligi, piyelonefrit

Romatolojik Gut, psodogut, osteoartrit

2.2.2. Tarihge

Makroamilaz, ilk kez 1964 yilinda Wilding ve ark. tarafindan tanitilmistir(37).
Miiphem karm agris1 olan, yaklagik 10 yildir stirekli 3-8 kat amilaz ytiksekligi
bulunan ve idrarda amilaz atiliminin 100 kat azaldig1 bir vakada, bunun bir gama
globiiline bagli amilazdan kaynaklandigini gostermislerdir. Daha sonra Berk ve
ark. 1967 yilinda 3 vaka daha tanimlamislar ve ilk kez makroenzim terimini
kullanmiglardir(38). 1968 yilinda da Levitt ve Cooperband, makroamilaza bagh

globdlinin immunglobdlin A (Ig A) oldugunu konfirme etmislerdir(39).
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1965 yilinda Kreutzer ve ark., LDH izoenzim elektroforezinde 5 vakada
anormallik tespit etmistir(40). 1967 yilinda Ganrot, lupoid sirozlu bir vakada,
LDH elektroforezindeki izoenzim paterninde anormallik saptamislar ve bunun Ig

A ya bagli makromolekiiler LDH’dan kaynaklandigin1 géstermistir(41).

1970’1i yillarda ise, Negamine ve ark tarafindan makro alkalen fosfataz (42),
Konttinen ve ark. tarafindan makroAST (43), Kajita ve ark. tarafindan makro
alanin aminotransferaz (44), Urdal ve ark. tarafindan ise makroCK (45)

tanimlanmaistir.

1980’11 yillarda ise Virji tarafindan makro asit fosfataz (46), Stein ve ark.
tarafindan makrolipaz (47), Mackawa ve ark. tarafindan ise makro 16sin

aminopeptidaz tanimlanmistir(48).

2.2.3.Makroenzim Tipleri

Makroenzimler, yapisal olarak 2 tipe ayrilmaktadir. Tip 1, enzimlerin
immunglobulinlerle baglanmasi sonucu olusurken, Tip 2, enzimlerin

immunglobulin harici yapilara baglanmasi ile olusurlar(31).

2.2.3.1.Tip 1 Makroenzimlerin Yapis1

Tip 1 makroenzimler, enzimlerin veya daha siklikla izoenzimlerin, Ig A, Ig G
ve daha az oranda Ig M ile baglanmasi sonucu olusurlar(32). Yapilan ¢aligmalarin
biiylik cogunlugunda, enzimlerle dolasimdaki immunglobulinlerin spesifik olarak,
antijen antikor iliskisiyle baglandigi gosterilmistir. Enzim-immiunglobulin

komplekslerinin molekil agirligir jel filtrasyon gibi yontemlerle bakildiginda,
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spesifik immiin etkilesimde goriilen 2/1 enzim imminglobilin baglanma orani

goriilmiistiir(31)

Enzimin, imminglobdlinin Fab fragmentine baglanmasi, enzim aktivitesini
daha yiiksek sicakliklara karsi stabilize eder, eliminasyonunu azaltir ve enzimin

kinetik parametrelerini etkiler(1).

Asagidaki tablo 5’de, hastalardan saptanmis makroenzimlerin bazi 6zellikleri

verilmistir(49).

Tablo 5:Hasta serumlarindan izole edilen tip 1 makroenzimler

Malkroenzim Teghis Ig Tipi Ig'nin Spesifikligi
ALT Kronik hepatit IgG Veri yok

ALP Cagith tarlar IgG. IgA Izoenzim spesifik
Amikoz Cagith tarlar Igh, IoG Nadiren izoenzim spesifik
AST Sofhkh kisiler, gegith tomlar IgG, IgA Kismen spesifik

GET Hepato-biliyer hastoliklar IgA Vel yok

CK Sofhkh kisiler, gegith tomlar IgG, IgA EB-spesifik

LDH Saghkh kigiler, gegitli tomilar Iga. IgG Cofu H veya M spesifik
AP Cagith tarlar IgG Vari yok

ALT: Almin amind-tonsdercs, ALP: Alkclen besfaler, AST: Asporol amino-bonsesas, GET: Gama glutamidl bonsdesar, CH- Keolin leslskines,
LDH: Lakbert debidrogenas, AP- Asi [oaloles

2.2.3.2. Antienzim Antikorlarinin Olusum Mekanizmalar1

Enzimlere karst antikorlarin hangi mekanizmayla olustugu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak antijen uyarimi teorisi ve immiin toleransin bozulma
teorisi, anti-enzim antikorlarinin olusma mekanizmasini kismen

aciklamaktadirlar(31).
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Viicutta antijen uyarimi 3 sekilde olabilmektedir.

- Cevreden bazi antijenlere maruz kalmak, bu antijenlere karsi viicutta
antikor gelismesine neden olabilmektedir(31). Bu teoriyi destekler nitelikte, Urdal
ve ark. yaptig1 bir ¢calismada, domuz pankreas amilaziyla, insan P ve S amilazinin
benzer kisimlar1 oldugu, insanlarda olusan anti amilaz antikorlarinin da, domuz
amilazina yiiksek afiniteyle baglandigini gostermisler. Alinan gidalarin, anti
enzim  antikorlarm1  gelistirebilecegini  belirtmislerdir(50). Buradaki
immunglobulin tipinin 1g A, yani gastrointestinal sistem gibi mukozal
yiizeylerden antijenlere karsi olusan antikor tipinde olmasi bu goriise destek

olarak gosterilmektedir(51).

- Vucuttaki LDH, CK gibi antijenlerin, miyokard enfarktiisii gibi doku
zedenlemesine neden olan durumlarda agiga ¢ikmasi, bu antijenlerin proteazlarla
veya farkli hidrolitik enzimlerle immiinolojik 6zellik kazanmasma ve bunlara

kars1 otoantikor olusumuna neden olabilir(31).

- Viicutta baz1 dokularda sekestre olmus antijenlere karsi otoantikorlar
olusabilir. Ornek olarak, santral sinir sistemi hasar1 olmus bebeklerde beyinde

sekestre olmus CK-BB’nin salinmasiyla buna kars1 otoantikor olusabilir(31,52).

Anti-enzim antikorlarinin olusum mekanizmasini agiklayan diger teori ise,
otoimmiin hastaliklarin da mekanizmasinda rol alan, immiin toleransin
disregulasyonu teorisidir. Makroenzim saptanan bazi vakalarda, sistemik lupus
eritematozus, ankilozan spondilit, kriyoglobulinemi, inflamatuar barsak hastaligi,

colyak, AIDS gibi otoimmiin hastaliklarin olmasi, immiinitenin bozulduguna
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isaret eden yardimci T hiicresi / baskilayict T hiicresi oranmnin artisi,
immiinoglobiilin diizeyinin artisi, pozitif anti niikleer antikorlar (ANA) gibi
bulgularin varligi bu teoriyi desteklemektedir(31-53). Makroamilazemi bulunan
bir ¢6lyak hastasinda, glutensiz diyetle tedavi sonrasi makroamilazeminin

kayboldugu goriilmiistiir(54).

Enzim-immiin kompleks olusumunda one siiriilen teoriler patogenezi
aciklamaktan ¢ok, mevcut vakalar tizerine goriis bildirmektedir. Bir¢ok makro-
enzim vakasinda, jeneralize bir immiin hastaligin klinik ve laboratuvar bulgusu

mevcut degildir(55).
2.2.3.3. Tip 1 Makroenzimlerin Klinik Onemi

Anti-enzim antikorlarinin, herhangi bir hastaliga neden olup olmadig1 veya
hastaliklarin bir gostergesi olup olmadigi tam ¢oziilememistir. Diger otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi, anti-enzim antikorlar1 3 mekanizmayla hastalik

oOlusturabilirler. Bu mekanizmalar;
- immun kompleks depolanmasi,
- antijenin fonksiyonunu interfere etmesi,
- antijenin eksprese edildigi hiicrelere sitotoksik etkidir.

Bu mekanizmalar sirasiyla incelendiginde, makroenzime sahip kisilerin altta
yatan lupus eritromatozis gibi bir otomimiin hastaligi yoksa, anti-enzim
antikorlarinin immiin kompleks hastaligina neden olmadig1 goriilmiis. Enzimlerin

hiicre diginda katalitik rolii bulunmadigi igin, olusan makroenzimler antijen
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fonksiyonunu da interfere edemez. Bazi makroamilaz hastalarinda karin agrist,
malabsorbsiyon gibi belirti ve bulgular olsa da, anti-enzim antikorlarinin
sitotoksik etkisinden kaynaklanabilecegi a¢ik degildir ve hasta segiminden
kaynaklanan hataya baglanabilir. Bu bulgular 1s18inda ve makroenzime Ssahip
bircok kiginin goriiniirde saglikli olmasindan dolayi, anti-enzim antikorlariyla
hastalik iligkisi ¢ok zayif goriinmektedir. Bu bakimdan, immiinglobiilin bagh

makroenzimler benign bir fenomen olarak diisiiniilmelidir(31).

Hastalik ile anti-enzim antikorlar1 arasinda bir iliskilendirme yapilacaksa,
hastaligin bir sonucu olarak anti-enzim antikorlarinin gelistigi diisliniilebilir, tersi
yani kendilerinin tek basma bir hastaliga neden olduklar1t agikca

gosterilememistir(49).

2.2.3.4. Baz1 Makroenzimlerin Karakteristik Ozellikleri

2.2.3.4.1. Makroamilaz:

Makroamilaz, ilk kesfedilen makro enzim tirtdir. Levit ve ark., amilaz ile
Ig A nm kompleks olusturdugunu immiin absorbsiyon teknigiyle

gostermiglerdir(39).

Amilaz, yaklagik 50000 Da agirliginda, albliminden kii¢iik bir enzimdir ve
bobreklerden filtre olarak atilir. Levit ve arkadaslarinin, 1969°da yaptig1 bagka bir
calismada, serum amilaz diizeyi yiiksek dl¢iilen makroamilaz hastalarinda, amilaz
klirensinin, kreatinin Klirensine oranini ¢ok diisiik bulmuslar. Oysa bu oran akut

pankreatitlerde artmaktadir(56). Farkli olarak, Berk ve arkadaglari, tiikriik
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bezinden kaynakli amilaz yiiksekliklerinde de amilaz klirensinin, kreatin

klirensine oranini belirgin sekilde diisiik bulmuslardir(57).

Literatiir taramalarinda, amilaz ile kompleks yapan antikorlar, IgA kappa, IgA
lambda, IgG kappa ve IgG lambda turlerinden bulunmustur(58). P ve S tipi
amilazlarin benzer yapisal 6zelliklerinden dolay1 ¢ogu anti-amilaz antikorlar, her
iki tip amilazla da kompleks olusturabilmektedir. Ancak bazi vakalarda sadece S

tipine spesifik antikorlar da gosterilmistir(59,60).

Klonof ve ark. yaptigi c¢alismada, normal amilazemik hastalardaki
makroenzim prevalansini %1, hiperamilazemik hastalardaki prevalansi ise %2.5
bulmuslardir ve herhangi bir spesifik hastalikla iligkisini bulamamislardir. Yine
aynt calismada, saptanan 63 makroamilaz hastasinin erkek ve 53,3 yas
ortalamasinda, 35 makroamilaz hastasin1 kadin ve 49,6 yas ortalamasinda
bulundugunu bildirmislerdir. Erkeklerde, prevalans: anlamli olarak daha yiiksek

bulmuslardir(32).

2.2.3.4.2. MakroAST

1978 yilinda Konttinen ve ark. tarafindan, iki saglikli bayanda, aciklanamayan
wsrarlt AST yiiksekliginin sebebinin makroAST oldugunu bildirmislerdir. Serum
AST izoenzim elektroforezinde, sitoplazmik ve mitokondriyal bandlar arasinda
g0¢ eden anormal bir band tespit etmisler. Ayrica bu hastalardan birinde, AST ile

kompleks yapan 1g-G’yi gostermislerdir(43).

Nakajima ve ark, Ig G’nin, sitoplazmik AST ile olusturdugu makro-AST

bildirmislerdir(61). Nagamine ve ark. karaciger metastazi da olan bir akciger
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kanserli hastada Ig G ve IgA—«, A’nin olusturdugu makro-AST bildirmislerdir. Bu
vakada, Ig G’nin sitoplazmik AST ile, Ig A’nin ise hem stoplazmik hem de

mitokondriyal AST ile kompleks yaptigini gostermislerdir(62).

Moriyama ve ark. 2015 yilinda yayimnladiklar1 ¢alismada, laboratuvarlarinda
tespit ettikleri toplam 54 makro-AST vakast oldugunu bildirmisler, bunun 32
tanesinin Ig A ile, 14 tanesinin Ig G ile, 7 tanesinin hem Ig G hem de Ig A ile
kompleks olusturdugunu belirtmislerdir. Saptadiklari makroAST vakalarinin yas
ortalamasin1 44, vakalardan 30’unun erkek, 24’iiniin kadin oldugunu

bildirmislerdir(29).

Literaturde makroAST genel popilasyondaki prevalansi ile ilgili yayin
bulunmamaktadir. Ancak, AST/ALT>2 ve AST>45 U/L olacak sekilde segilen
260 hastada yapilan bir ¢alismada, bu hastalardan 34’tanesinde (%13) makroAST
saptanmis(63). Bagka bir pediatrik popiilasyonda yapilan ¢aligmada ise, 6 aydan
uzun sareli izole AST yiiksekligi bulunan 44 g¢ocuk incelenmis ve bunlarin 17

tanesinde (%38,6) makroAST saptanmig(64).

2.2.3.4.3. MakroCK

1979 yilinda, Urdal ve ark. ilk kez bir hastada CK-BB izoenzimiyle kompleks
olusturmus, Ig G’yi bildirmislerdir(45). Ayn1 yil farkli yaynlarda da
makroCK’nin 6zellikleri tariflenmistir(65,66). Bu yayinlarda elektroforezde
CK 2 ve CK 3 izoenzim bantlar1 arasinda go¢ eden anormal makroCK bandlari
tariflenmis ve bu hastalarda total CK aktivitesi cogunlukla yiiksek bulundugu

belirtilmistir. Ayrica makroCK’nin CK 1 ile olustugu gosterilmistir. Yuu ve ark.
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CK-lg A kompleksi bulunan hastada, CK aktivitesinin anti CK-M antikorlariyla
inhibe edilemedigini gostermislerdir(67). Bu bulgular, makro CK varliginda,
immun-inhibisyon testleriyle yanlis pozitif CK-MB aktivitesi olgiildiigiini

gostermistir.

Moriyama ve ark. yayinladiklar1 ¢alismada, kendi laboratuvarlarinda
yaptiklar1 calismalarda toplam 32 makroCK tip 1 hastas1 saptadiklarimni
bildirmigler. Bu vakalardan 7 tanesinde enzime bagli Ig tiirliniin Ig G, 18
tanesinde Ig A, 5 tanesinde ise hem Ig G hem de Ig A oldugunu bildirmisler. iki
vakada ise Ig tiiriinii saptayamamiglar. Vakalarin yas ortalamasi tan1 aninda 56,4
bulunmus. Saptanan vakalardan 17 tanesi erkek, 15’1 ise erkek olarak

bildirilmis(29).

MakroCK tip 1 prevalansi bir ¢alismada, %0,8-2,3 arasinda bulunmustur(58).
Diger yapilan bir ¢alismada ise referans araligindan yiiksek total CK aktivitesi

bulunan bireylerde ise prevalansi %2 olarak bulmuslardir(68).
2.2.3.4.4 MakroLDH

MakroLDH hastalari, elektroforez ¢alismalarinda farkli  paternlerde,
geniglemis ve yayilmis anormal bandlara sahip bulunmuslardir(69). 1965 yilinda
es zamanli olarak Ganrot ve Lund tarafindan, sirastyla lupoid sirozlu ve 16semili
hastalarda makroLDH bildirmislerdir(41-70). Daha sonra yayinlanan vakalarin,
altta yatan  bir hastaliklar1 olmasmna ragmen, 1972°de Nagamine, LDH

yiiksekliginden baska bulgusu olmayan 2 makroLDH vakasi bildirmistir(71).
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Biewenga ve ark. yayinladigi bir seri ¢alismada, LDH baglh Ig’nin ¢ogunun
Ig A kappa tipinde oldugunu, diger bagh Ig G’lerin Ig G3 alt sinifinda oldugunu
bildirmislerdir(72,73). Fujita ise, LDH enziminin koenzim bdélgesine baglanan
lg G’nin koenzime benzer sekilde 3 boyutlu bir yapr olusturdugunu
bildirmistir(74). Bu c¢alismalar Ig’lerin, LDH enzimine ¢ok farkli paternlerde

baglandigini gostermektedir.

Moriyama ve ark. yayinladiklari ¢alismada, kendi laboratuvarlarinda
yaptiklar1 ¢aligmalarda toplam 37 makro-LDH vakas1 saptadiklarini bildirmisler.
Bu vakalarda enzime bagl Ig tiiriiniin, 19 vakada Ig G, 16 vakada Ig A, iki vakada
da hem Ig G, hem de Ig A oldugunu bildirmislerdir. Vakalarin yas ortalamasi tani
aninda 58,4 bulunmus. Saptanan vakalardan 23 tanesi erkek, 14’ ise erkek olarak

bildirilmistir(29).

Tozawa, makro-LDH insidansin1 hastalarda %0,32; kan vericilerinde ise
9%0,36 olarak bildirmistir(75). Ayrica 1666 kisilik kasabada yapilan bir ¢alismada,

6 adet (%0,6) makro- LDH saptanmig(29).
2.2.3.2 Tip 2 makroenzimlerin yapisi

Immiinglobiiline bagli olmayan makroenzimlerdir. Bazi tip 2

makroenzimlerin olus mekanizmasi tablo 6’da gosterilmistir(53).
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Tablo 6. immiinglobiiline bagh olmayan makroenzimler

Enzim Mekanizma

Amilaz Substrat ile kompleks
Tripsin Proteaz-inhibitér kompleksi
Mitokondriyal CK Polimerazisyon

ALP Lipit agregati

GGT Lipit agregati

L6sin aminopeptidaz Lipit agregati
5’-Nukleatidaz Lipit agregati

Amilazin immiinglobiiline bagli olmayan enzim makro enzim formu, voliim
replasmani amaciyla kullanilan karbonhidrath sivilarla (hidroksietil nisasta veya
polisakkarit iceren volim genisleticiler) kompleks yapmasi sonucu
olusurlar(76,77). Amilaz dolasimda, kendi substratina benzedigi i¢in bu
polisakkaritlere baglanir. Hidroksietil nisasta ve amilaz kompleksi, biiyiik
molekiiler kitlesinden dolay1 bobreklerden filtre olamaz ve dolasimda birikir. Bu
tip makroamilaz formuyla sik karsilagilmamasina ragmen, kullanilmakta olan
bircok yeni ilacin buna benzer bir mekanizmayla makroenzim olusumuna katkida

bulunabilecegi géz 6niinde bulundurulmalidir(31).

Tripsin gibi proteazlar, serumda, a-2 makroglobulinle ylksek molekiil
agirlikli kompleksler olusturabilmektedir. a-2 makroglobulinler bu proteazlarin

aktivitesini inhibe etmektedir. Bu mekanizma proteazlarin zararini engelleyici bir
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mekanizma olabilir; ancak, tripsin laboratuvarlarda yaygin ¢alisilan bir parametre

olmadigi i¢in sik saptanmamakta ve klinik iligkisi bilinmemektedir(31).

MakroCK immiinglobiiline bagli formda olusabilecegi gibi, makroCK tip
2’deki gibi immiin olmayan mekanizmalarla da olusabilmektedir.MakroCK tip 2
hastanede yatan hastalarin %3,6’sinda bulunmaktadir(78). MakroCK tip 2,
mitokondriyal CK’nin polimerizasyonuyla olusur ve molekiil agirlig
300 000 Da’dan buyuktir(79). Mitokondriyal CK, yapisal olarak M ve B alt
tinitelerinden farklidir ve ayr1 bir gen tarafindan kodlanir. Karaciger
miyokondriyal CK bakimindan zengindir ve hastaliklarinda plazmada makroCK
tip 2 olusabilir(80). Ayrica metastatik karsinomlar gibi ciddi sistemik
hastaliklarda da hiicrelerden mitokondriyal CK salinimi artmaktadir. MakroCK tip

2 hastalarinda, serum total CK aktiviteleri normal veya hafif yiiksektir(80).

Alkalen  fosfataz =~ (ALP), gama glutamil  transferaz  (GGT),
16sin aminopeptidaz (LAP) ve 5’niikleatidazin makroenzim formlar1 biyokimyasal
olarak benzerlik gosterirler, partikilat enzimler veya koinozimler olarak da
adlandirilirlar. Laboratuvarlarda poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle
saptanan bu enzimler, amfifilik karakterde olup, hepatobiliyer sistem htcrelerinin
plazma membranlarinda bulunurlar. Bu makroenzimler, genellikle karaciger
hastaliklarinda artar, fakat saglikli bireylerde de bulunabilirler(31,81,82).
Bunlardan en ¢ok ¢alisilan makroenzimler GGT ve ALP'dir. Elektroforezde GGT
3 ayr band halinde yiiksek (MA>1.000.000), orta (MA:250 000-500 000) ve
diisik (MA:120 000) olarak ayrilir. Bunlardan diisiik molekiil agirlikli olanin,

proteazlar tarafindan hidrofobik kismi uzaklastirilan, serbest hidrofilik kisminin

41



oldugu diisiiniiliir. Alkalen fosfataz ise, poliakrilamid jel elekteroforezinde yuksek
molekiil agirlikli form (MA>1.000.000) ve diisiik molekiil agirlikli hidrofilik form

(MA:220 000) olarak 2 ayr1 banda ayrilir(31,53).

Partikiilat enzimlerin olusmasina ait, iki goriis dne siiriilmektedir. ki, safra
akiminin engellendigi durumlarda, safranin deterjan etkisiyle bu enzimler
ayrilmakta ve dolasimda hidrofobik lipoprotein tasiyicilarina baglanarak
olusmaktadir. Ikinci goriis ise, safra akimmmn engellendigi durumlarda,
hepatobiliyer sistem hiicrelerinin plazma membranlarinin zedelenmesi sonucunda
membran parcaciklarinin  dolagima katilmasiyla makroenzimlerin olustugu

diistiniilmektedir(83,84).
2.2.3.4. Tip 2 Makroenzimlerin Klinik Onemi

Makro CK tip 2’nin, AMI tanisinda yanlis pozitif taniya neden olmasi harig,
bu tip makroenzimler, hasta sonuglarin1 yorumlarken ¢ok az olarak zorluga neden

olmaktadirlar(31).

MakroCK tip 2, genellikle ciddi karaciger hastaliklar1 ve yaygin kanserlerle
iligkilidir. Mercer ve ark. yaptig1 calismada, 33 gastro intestinal sistem
adenokarsinomlu hastada, makroCK tip 2 arastirmislar ve makroCK tip 2
varligimin tiimorii  saptamadaki sensitivitesini %56 bulunmuslardir. Bunun
karsinoembriyonik antijenden daha iyi bir timor belirteci olabilecegini

belirtmislerdir(85).

Hepatobiliyer sistem makroenzimlerinin de, Kkaraciger metastazlarini

saptamada faydali bir tiimor belirteci olabilecegi belirtilmistir(86,87)
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2.2.4. Makroenzim Saptama Yontemleri
2.2.4.1. Polietilenglikol (PEG) Coktiirme Yontemi

Makroenzimleri saptamada, PEG c¢okturme yontemi, Jel filtrasyon
kromotografisi, elektroforez gibi yontemlere gore uygulanmasi basit, numunenin

PEG’li soliisyon ile 6n islemine dayanan bir yontemdir.

Polietilen glikol, etilen oksit polimerlerinden olusur.

Yapist: H—(O—-CH2-CH2)n—OH

Makro enzimleri saptamak icin genellikle 6000 veya 8000 molekiillii agirlikli

PEG’ler kullanilir.

Yapilan bir ¢alismada, PEG 6000 ile ¢oktiirme uygulanan plazmadaki
proteinler ve lipidler, ¢oktiirme oncesi degerleriyle karsilastirilmis(84). Elde

edilen bulgular tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Polietilenglikol ¢oktiirme yonteminin proteinlere etkisi

PEG 0Oncesi PEG sonrasi
Total protein(g/L) 86 44
Albumin (g/L) 38 34
Globulin (g/L) 48 10
Kolesterol(mmol/L) 54 0,8
Trigliserid(mmol/L) 1,94 0,4
1gG(g/L) 15,86 <0,33
I9A(9/L) 11,6 19
IgM(g/L) 2,46 <0.04
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PEG c¢oOktirme yonteminde, numune ve uygun konsantrasyondaki PEG
soliisyonu esit hacimlerde karistirilir, inkiibasyona birakilir ve santrifiijlenir.
Santrifiij sonrast supernatanda ilgili enzim ¢alisilir. % recovery degerleri

asagidaki formiilden hesaplanir.

PEG sonrast enzim aktivitesi

% Recovery: X 2 x100

islem yapilmamis serumdaki enzim aktivitesi

2.2.4.2. Ultrafiltrasyon Yontemi

Bu yontemde, analizini yapacagimiz enzime uygun cut-off’lu filtreler se¢ilir.
Filtre islemine tabi tutacagimiz numune filtre kismin1 konur, daha sonra filtre
haznesine yerlestirilir ve santrifiij edilir. Santrifiij sonrast haznede biriken

ultrafiltrattan enzim analizi yapilir.

Ultrafiltrattan enzim analizi sonrast % recovery degeri asagidaki

formiilden hesaplanir.

Ultrafiltrattaki enzim aktivitesi 00

% Recovery=: - - —
Islem yapilmams serumdaki enzim aktivitesi

2.2.4.3. Makroenzim Saptamada Kullanilan Diger Yontemler

Makroenzimlerin saptanmasinda kullanilan yontemler(88):

Suikroz dansite gradient santrifiigasyon

Jel filtrasyon kromatografisi

- Agaroz veya diger tip elektroforez yontemleri

Gradient poliakrilamid jel elektroforezi
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Ekslizyon kromotografisi

Enzime spesifik otoantikorlarin saptanmasinda kullanilan yontemler:
Enzim-linked immunosorbent assay

immunpresipitasyon

radioimmi{inassay

western blot

enzim aktivitesi inhibisyonu
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma i¢in, Kegioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulundan,
11/11/2015 tarihinde, B.10.4.I1SM.4.06.68.49/ say1 numarasiyla onay alinmistir.
Calismanin tiim asamalari, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Referans Aralik Calismasi i¢cin Bireylerin Secimi
Caligma i¢in iki ayr1 grup olusturulmustur.

1. grup icin, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Laboratuvar Bilgi
Yonetim Sistemi incelenerek, 19-65 yas arasi, amilaz, AST, CK ve LDH degerleri
referans araliklar icinde olan, istenmis diger biyokimya parametrelerinin de
normal referans aralikta olan, laboratuvarda fazla serumlari bulunan, gorece

saglikli 60 birey secilmistir.

2. grup icin, Gazi Universitesi Hastanesi Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi
incelenerek, 19-65 yas arasi, amilaz, AST, CK ve LDH degerleri referans araligin
ustiinde olan bireyler secilmeye ¢alisilmistir. Ancak, dort enzim diizeyi de ayni
anda referans aralig istiinde olan yeterli sayida hasta bulunamadig: igin, farkl
hastalardan, ylksek olan enzim degerleri segilerek, toplamda, 60’ar adet olacak
sekilde, referans araligindan yiiksek olan amilaz, AST, CK ve LDH serumlar1

calismaya alindu.

Secilen numuneler, ¢alisilincaya kadar -80 C’de saklanmustir.
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3.2. Impresizyon Calismasi

Impresizyon calismasi igin, Roche PreciControl ClinChem(PCC) Multi 1 ve 2
i¢ kalite kontrol serumlar1 kullanilmistir. PCC 1 kontrol serumunun lot numarasi
186373, PCC2 kontrol serumunun lot numarast 186387°dir. 1. ve 2. seviye
kontrol serumlarina direkt, PEG ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon islemleri
uygulandiktan sonra, amilaz, AST, CK ve LDH aktiviteleri calisildi ve CV%

degerleri hesaplandi. Calisma giinde 1 defa, ¢ift ve 10 giin boyunca yapildi.
3.3. Yontemlerin Uygulanmasi
3.3.1. Polietilenglikol Coktiirme Yontemi

Islem icin, Merck Polietilen 6000 kullanildi. %25 lik PEG 6000, 0.01 M PBS
de hazirlandi. 300 pl. PEG ¢ozeltisi ve 300 puL serum ependorf tiiplerinde
kanistirtlip, 1 dakika vortekslendi. 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben 3000 rpm’de masaiistii ependorf santrifiijinde 10 dakika
santriftj edildi. Stipernatandan, enzim aktiviteleri 6lgtldu(28). Es zamanl olarak,
islem yapilmamis serumlarda da enzim aktiviteleri 6lgildl. % recovery degerleri

her enzim i¢in asagidaki formiille hesaplandi.

PEG sonrast enzim aktivitesi

% Recovery: x 2 x100

islem yapilmamis serumdaki enzim aktivitesi

3.3.2. Ultrafiltrasyon Y ontemi

Ultrafiltrasyon yontemi icin, Millipore Amicon Ultra-0,5 ml, 100000 Da

molekiil agirligr cut-off degerli filtreler kullanildi. 500 pL serum, diliie edilmeden,
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filtrenin  rezervuarma pipetlendi. Filtre, kendi ependorflarinin  igine
yerlestirildikten sonra, 150 g’de, 18 saat, sogutmali ependorf santrifiijiinde,
15 C’ da santriflij edildi. Santrifiij sonras1 filtre uzaklastirildi ve ependorf tiipii
icinde kalan ultrafiltrattan enzim aktiviteleri dl¢iildii. % recovery degerleri her test

icin asagidaki formiilden hesaplandi(4).

Ultrafiltrattaki enzim aktivitesi

x100

% Recovery=: - - —
Islem yapilmams serumdaki enzim aktivitesi

3.4. Enzimlerin Cahsilmasi

Calismadaki tiim enzim 6l¢iimleri, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Biyokimya Laboratuvarindaki Roche Cobas 8000 otoanalizérinde
yaptlmistir. Kasim 2016’da, 20 giinliikk i¢ kalite kontrol sonuglarimizdan
hesapladigimiz 6 sigma degerleri, amilaz ve LDH i¢in level 1 diizeyde >6 sigma,
level 2 dlzeyde ise iyi 3-6 sigma arasinda tespit edilmis olup, AST testinin her iki

seviyesi 3-6 sigma arasinda, CK’nin her iki seviyeside >6 sigma olarak bulundu.

3.5. Polietilenglikol Coktiirme ve Ultrafiltrasyon Yontemleriyle Saptanan

Makroenzimlerin Tamisinin Konfirmasyonunda Kullanilan Yéntemler
3.5.1. Kreatin Kinaz Izoenzim Elektroforezi

CK izoenzim elektroforezi, Helena SAS-1 plus cihazinda, hazir kit
kullanilarak ¢alisilmistir. CK izoenzimleri, agaroz jelde, 80 V, 20 dakika,
15 °C’de elektroforetik mobilitelerine gore ayrildiktan sonra, jel reaktif
karisimiyla 30 dakika, 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, jel

%10’luk glasial asetik asitte yikandiktan sonra kurutulmustur. islemler sonrasi
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CK izoenzim bantlar1 goriiniir hale gelmistir. Reaksiyon semasi sekil 9’da

gosterilmistir.
Creatine Kinase
Creatine phosphate + ADP < Creamne 4+ ATP
Hexokinase =
ATP + Glucose < Glucose-6-phosphate + ADP
F G-6-PD 4} :
Glucose-6-phosphate + NAD =< 6-phosphogluconate + NADH + H
PMS
NADH + NBT - = NAD + Formazan dye {insoluble)

Sekil 9. CK izoenzim bantlarim goriiniir hale getiren reaksiyon semasi

NBT: Nitroblue tetrazolium PMS: Fenazin metasilfat

Yontem, band basina 1300 U/L’ye kadar lineerdir. Yontemin sensitivitesi

band basina 4 U/L’dir.
3.5.2. Laktat Dehidrogenaz izoenzim Elektroforezi

LDH izoenzim elektroforezi, Helena SAS-1 plus cihazinda, hazir kit
kullanilarak calisilmistir. LDH izoenzimleri, agaroz jelde, 80 V, 20 dakika,
15 °C’de elektroforetik mobilitelerine goére ayrildiktan sonra, jel reaktif
karisimiyla 25 dakika, 45 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, jel
%10’luk glasial asetik asitte yikandiktan sonra Kurutulmustur. islemler sonrasi

LDH izoenzim bantlar1 goriiniir hale gelmistir. Reaksiyon semas1 sekil 10 ‘da

gosterilmistir.
LDH
L-lactate + NAD — = Pyruvate + NADH
PMS
NADH + Tetrazelium salts — = MADH + Formazan Dye (inscluble)

Sekil 10. LDH izoenzim bantlarim goriiniir hale getiren reaksiyon semasi

PMS: Fenazin metasulfat
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Sistem band basina 650 U/L’ye veya total LDH aktivitesi 1300 U/L’ye kadar

lineerdir.

3.5.3. Amilaz/kreatinin klirensi oraninin hesaplanmasi

Amilaz/kreatinin klirensi asagidaki fomiile gére hesaplanmistir.

Idrar amilaz1(U/L) Serum kreatinini(mg/dL)
ACCR = e x 100
Serum amilazi(U/L) Idrar kreatinini(mg/dl)

Amilaz/kreatinin klirensinin <%1 olmasi makroamilaz i¢in destekleyici bulgu

olarak kabul edilmistir(32).
3.6. Istatistiksel Analiz

Impresizyon calismasinda varyasyon katsayilar1 (CV%), EP Evaluator 11

Release programi kullanilarak hesaplanmigtir.

PEG c¢oktiirme ve ultrafiltrasyon islemleri sonrast % recovery degerleri igin
referans aralik hesaplamasi i¢in Analyse-it 2.2 programi kullanilmistir. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogrov Smirnov testiyle kontrol edildikten sonra,

referans araliklar, %90 giiven araliginda parametrik yontemle hesaplanmistir.

1. ve 2. grup referans bireyler arasindaki % recovery verileri Mann-Whitney

U testi kullanilarak karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. impresizyon Calismasi Bulgulari

I¢ kalite kontrol materyalleri olan Roche PreciControl ClinChem(PCC) Multi 1
ve 2 serumlarinin direkt 6l¢iim, PEG ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon islemleri sonrasi
impresizyon sonuglart tablo 8 ve 9’da gosterilmistir. Ek olarak tablolarda, PEG
coktirme ve ultrafiltrasyon islemlerinden sonra elde edilen ortalama % recovery

degerleri de hesaplanmistir.

Tablo 8. Kalite kontrol materyali 1.seviye impresizyon sonuclari

Mean Calismai¢ci  Calismalar  Total Ortalama
Enzim Numune Aktivite cv aras1 CV Ccv Recovery
u/L % % % %
Amilaz Direkt élg. 80,1 0,9 1,0 1,4 -
PEG supernat 31,2 2,9 41 5 77,9
Ultrafiltrat 85,1 4,3 7,8 8,9 106,2
AST  Direkt 6lc. 47,5 11 1.2 1,6 -
PEG supernat 12,8 51 3,9 6,4 53,8
Ultrafiltrat 40 54 58 7,9 84,2
CK Direkt 6lc. 149,1 1,0 1,3 1,6 -
PEG supernat 52,2 15 2,3 2,8 70,0
Ultrafiltrat 133,2 3,6 3,7 51 89,3
LDH Direkt 6lg. 164 0,8 14 1,6 -
PEG supernat 39 2,4 2,0 3,1 47,4
Ultrafiltrat 64,4 5,0 5,4 7,4 39,2

51



Tablo 9. Kalite kontrol materyali 2.seviye impresizyon sonugclari

Mean Calismaici  Calismalar  Total Ortalama
Enzim  Numune Aktivite Ccv aras1 CV Ccv Recovery
uU/L % % % %
Amilaz Direkt 6lc. 186,3 0,5 0,7 0,9 -
PEG supernat 64,1 1,7 2,1 2,7 68,8
Ultrafiltrat 204,1 2,8 6,3 6,9 109,5
AST  Direkt dlg. 145,8 0,5 1 1,1 -
PEG supernat 32,2 1,6 3 34 44,1
Ultrafiltrat 118,9 51 54 7.4 81,5
CK Direkt 6lc. 295,7 0,3 0,6 0,7 -
PEG supernat 70,7 1,9 2 2,8 47,8
Ultrafiltrat 260,3 3,3 4,3 54 88
LDH Direkt 6lc¢. 303,2 0,4 0,6 0,7 -
PEG supernat 56,6 2,3 25 34 37,3
Ultrafiltrat 116,1 5,2 6,1 8 38,2

Beklendigi gibi en diisiik CV% sonuglar1 direkt dl¢iimde elde edilmis olup
degerler %2’den kiiciiktiir. Tiim CV% degerleri arasinda en yiiksek sonuglar

ultrafiltrasyon yonteminde bulunmustur.
4.2. Referans Aralik Calismasi Sonuclar:

Referans aralik calismamiz, enzim degerleri referans araliklar i¢inde olan ve
referans araliklarin iist sinirindan yiliksek olan bireylerde olmak lizere 2 ayri

grupta yapilmaistir.
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1. grup aym 60 bireyden olugsmasina ragmen, 2.grup, 4 enzimi de ayni anda

yiiksek 60 birey bulunamadigi i¢in farkli bireylerden olusturulmustur. Bu gruplara

ait demogrofik veriler tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. 1. ve 2. grup referans bireylerin demografik verileri

1.Grup 2.Grup
_AST Amilaz CK LDH
Kadin 31 (%48) 26(%43) 27(%45) 28(%47)  30(%50)
Erkek 29 (%52) 34(%AT) 33(%55) 32(%53)  30(%50)
Yas 19-65 19-65 20-65 20-64 19-64
(ort:42) (ort:46.8) (ort:49,5) (ort:44)  (ort:48,1)

PEG c¢oOktirme ve ultrafiltrasyon ydntemleriyle, amilaz, CK, AST ve LDH

enzimleri igin % recovery referans araliklart 1. ve 2. grup icin ayri ayri

belirlenmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testiyle

kontrol

edildikten

sonra parametrik yontemle

%90 giiven

araliginda

hesaplanmistir. Referans aralik sonuglari tablo 11 ve tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 11. 1.gruptaki referans aralik sonuglari

Direkt PEG UF PEG recovery UF recovery
Enzim o6l¢im Supernat (U/L) Rl (%) Median(%) RI (%) Median (%)
(U/L) (U/L)
Amilaz 19-100 6-33 20-102 53-78 65,2 61-104 82,7
AST  9-38 3-15 5-21 37-81 60,3 34-77 61,3
CK 10-174 4-64 7-90 53-91 71,3 38-78 57,2
LDH  139-255  29-67 51-133 33-61 47,1 27-54 41,3

RI=Referans interval

Tablo 12. 2.gruptaki referans aralik sonuclari

Direkt PEG UF PEG recovery UF recovery
Enzim  dlgim Supernat  RI(U/L) Rl (%) Median(%) Rl (%)  Median (%)
RI(U/L) RI(U/L)
Amilaz 106-1973  32-814 72-1927 44-79 62,1 56-119 86,6
AST 40-638 9-196 19-470 32-75 52,5 30-78 52,4
CK 179-4156  43-1264 96-1997 45-94 73,1 37-78 57,1
LDH 262-1131 47-336 77-407 28-63 45,7 25-50 36,3

RI=Referans interval

1. ve 2. gruplar arasindaki PEG c¢oktirme ve UF yontemi

% recovery

degerleri Mann-Whitney U testiyle karsilastirilmistir. Sonuclar tablo 13 ve 14°de

gosterilmistir.

54



Tablo 13. 1. ve 2.grup arasinda PEG ¢oktiirme yontemiyle saptanan % recovery
degerlerinin karsilastirilmasi

Enzim 1. Grup PEG % 2. Grup PEG % Iki grup aras1 fark
R.1 R.1 Mann-Whitney t.

Amilaz 53-78 44-79 P<0,05

AST 37-81 32-75 P<0,05

CK 53-91 45-94 P>0,05

LDH 33-61 28-63 P>0,05

Tablo 14. 1. ve 2. grup arasinda ultrafiltrasyon yontemiyle saptanan % recovery
degerlerinin karsilastirilmasi

Enzim 1.Grup UF % 2.GRUP UF % Iki grup aras: fark
R.I. R.I. Mann-Whitney t.

Amilaz 61-104 56-119 P<0,05

AST 34-77 30-78 P>0,05

CK 38-78 37-78 P>0,05

LDH 27-54 25-50 P<0,05

Tablo 13’de 1. ve 2. grup arasinda PEG ¢oktiirme yontemiyle elde edilen
referans araliklara bakildiginda, 4 enzim iginde 2. gruptaki alt referans limitleri

l1.guba gore diisiik bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak bakildiginda, iki grup
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arasinda amilaz ve AST enzimleri i¢in fark bulunmustur(p<0,05). CK ve LDH

enzimleri i¢in fark bulunamamistir(p>0.05).

Tablo 14’de 1. ve 2. grup arasinda ultrafiltrasyon yontemiyle elde edilen
referans araliklara bakildiginda CK ve LDH enzimleri icin benzer goériinmektedir.
Ancak, amilaz ve AST enzimi igin 2.grupta alt referans limitler hafif diisiik
bulunmustur. Ayrica, amilaz igin 2. grupta Ust referans limit daha yiksek
bulunmustur. Ancak iki grup arasindaki farka bakildiginda sadece amilaz

enziminde anlamli fark bulunmustur(p<0,05).

4.3. Ultrafiltrasyon ve PEG Coktiirme Yontemleriyle Saptadigimiz

Makroenzim Vakalariin Tamisinin Farkh Yéntemlerle Desteklenmesi

Calismamizda, kliniklerden makroenzim siiphesiyle danisilan veya
Laboratuvar Bilgi Yonetim Sisteminde karsilastigimiz uygunsuz sonuglari
bulunan hastalara ultrafiltrasyon ve PEG c¢oktirme yontemlerini uyguladik.
Ayrica bir makroCK vakasini da referans aralik belirleme g¢alismasi sirasinda
tespit ettik. Bu yontemlerle saptadigimiz 3 makroCK, 3 makroLDH ve 2
makroamilaz vakasini farkli yontemlerle konfirme etmeye ¢alistik. Konfirmasyon
amaciyla, CK ve LDH icin agaroz jel elektroforezini, amilaz igin ise

amilaz/kreatinin klirensi oranini kullandik.
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Ultrafiltrasyon ve PEG c¢oktiirme % recovery degerleri, belirledigimiz

referans araliklarin altinda kalan 3 vaka, makro CK olarak diisiiniildl. Bu vakalara

ait veriler tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Saptadigimz 3 makroCK vakasimin verileri

Yas | Cinsiyet | Tam Total PEG% | UF% | Elektrof.
CK(U/L) | recov | recov | Makro%
Vakal | 47 | Kadin | Gogis 538 14 20 79
agrisi
Vaka 2 | 37 | Kadm Mide maligne | 379 21 19 30
neoplazmi
Vaka3 |59 | Erkek Hipertansiyon | 279 35 30 56
Kr.Is.kalp has
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Saptadigimiz makroCK vakalarinin elektroforez islemi ile elde edilmis jel

goruntisd resim 1’de verilmistir.

SAS - CK Isoenzymes

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

el
©O © © © & © 6 © 06 © o 0

Resim 1. CK izoenzimlerinin jel goéruntusu

1. ve 2.s0tun: kontrol numunesi; 4-5-7-8-9-11-12.situnlar: sadece CK MM bandi igermekte

3.sutun: Vaka 1-Makro CK tip 1  6.sira: Vaka 2-Makro Ck tip 2

10.sutun: Vaka 3-Makro CK tip 1

Ultrafiltrasyon ve PEG ¢oOktlirme yontemleriyle saptadigimiz 3 vakadan 2

tanesini makroCK tip 1, 1 tanesini de makroCK tip 2 olarak elektroforez

yontemiyle konfirme ettik.

Ultrafiltrasyon ve PEG ¢oktiirme % recovery degerleri, belirledigimiz referans

araliklarin altinda kalan 3 vaka, makroLDH olarak diistiniilmistiir. Bu vakalara ait

veriler tablo 16’da verilmistir.
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Tablo 16: Saptadiimiz 3 makroLDH vakasinin verileri

Yas | Cinsiyet Tam LDH PEG % | UF%
(U/L) recov
Vakal | 70 | Erkek Mezotelyoma 340 3 14
Vaka2 |58 | Kadin Hipotiroidizm 323 4 20
Vaka3 |43 | Kadin Ulseratif Kolit 427 3 18
Vit. D eksikligi

Saptadigimiz makroLDH vakalariin elektroforez islemi ile elde edilmis jel

goruntdleri resim 2 ve 3’de verilmistir.

Resim 2. LDH izoenzimlerinin jel gérintisu-1

‘ba oldﬁs - LDH lsoenzymes
| g N3 4l S 7 8 9 10 1 12
| 0

6.stitun: Vaka 1-MakroLDH; diger siitunlar non-makro izoenzim formlari
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SAS - LDH lsoenzymes
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Resim 3: LDH izoenzimlerinin jel goérintsu-2

1.sutun: Kontrol

Diger siitunlar non-makro izoenzim formlari

3.slitun: Vaka 2-Makro LDH  7.stitun: Vaka 3-Makro LDH

Ultrafiltrasyon ve PEG c¢oktiirme yontemleriyle saptadigimiz 3 makroLDH

vakasini elektroforez yontemiyle konfirme ettik.

Ultrafiltrasyon ve PEG c¢oktiirme % recovery degerleri, belirledigimiz

referans araliklarin altinda kalan 2 vaka, makroamilaz olarak diisiiniilmiistiir. Bu

vakalara ait veriler tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Saptadi@imiz 2 makroamilaz vakasin verileri

Yas | Cinsiyet | Tanm Amilaz | Lipaz | Amilaz | Amilaz | Amilaz/

U/L U/L | PEG% | UF% Kreatinin

Klirensi

Orani

Vakal |59 | Erkek DM 337 14 5 31 %0,19
Vaka2 |52 |Kadin | Migren |192 33 15 42 %0,31
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Ultrafiltrasyon ve PEG ¢Oktirme yontemleriyle saptadigimiz makro amilaz
vakalarmmin her ikisinde de amilaz/kreatinin Kklirensi orani, makro amilazda

beklendigi gibi <%1 bulunmustur.

61



5. TARTISMA

Makroenzimler, normal enzim yapilarina goére daha yiiksek molekiil
agirliklarina sahiptirler. Makro enzimlerin klirensi, normal enzimlere gére daha
yavas oldugu i¢in plazmada birikirler ve enzim aktivitelerinin yiiksek Olctilmesine

neden olabilirler(1).

Aciklanamayan enzim yiiksekliginin bir nedeni olan makroenzimlerin,
diistiniilmemesi veya tanisinin konulmasindaki eksiklikler, pahali, gereksiz ve
hatta invazif girisimlerin yapilmasmma neden olabilir(2). Bu bakimdan,
aciklanamayan enzim yiiksekligi olan veya makroenzimden siiphelenildigi

durumlarda tanis1 konabilmelidir.

Makroenzimler, seyrek gortlmekle beraber, populasyonun %21,5-2,5’unda
gorildigii  disiiniilmektedir(4).  Ancak  glnumizde, 0Ozellikle  blyuk
laboratuvarlarda hergiin binlerce enzim &l¢timii yapildig: diistiniildiigiinde, birgok
hastada, tan1 koymada zorluklara neden olabilen saptanmis veya saptanmamis

makroenzim oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Makroenzimleri saptamada, Jel filtrasyon kromotografisi, ultrasantrifuj,
elektroforez gibi komplike, kulfetli metodlar vardir, ancak bir¢ok laboratuvarda

bu ekipmanlar mevcut degildir(3).

Polietilenglikol ¢oktiirme yoénteminin, basit bir teknik olup, makroamilazi
saptamada, jel filtrasyon yontemine iyi bir alternatif olabilecegi ve makroamilazi

saptamada kullanilabilecegi gosterilmistir(89,90,91). Polietilenglikol ¢oktiirme
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yonteminin diger makroenzimleri de saptamada kullanilabilirligini gosteren

bir¢ok ¢alisma mevcuttur(64,68,3,4).

Ultrafiltrasyon yontemi, makroprolaktin tayininde kullanilan bir ydntem
olmasma ragmen, makroenzimlerin saptamasiyla ilgili yapilmis ¢ok az sayida
calisma ve veri bulunmaktadir. Literatiirde sadece, Wyness. ve ark. yaptigi 2

yayin bulunmaktadir(4,96).

Literaturde,  polietilenglikol ~ ¢Oktlirme  yontemiyle  makroenzimleri
saptayabilmek i¢in alinmasi Onerilen % recovery degerleri arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Baz1 calismalarda bu deger, enzim diizeyleri referans araliklarin
icinde olan bireylerde belirlenmisken, bazi1 ¢aligmalarda enzim diizeyleri referans
araligin ist limitinden yiiksek bireylerde belirlenmistir. Ayrica, PEG ¢oktiirme
isleminde kullanilan PEG konsantrasyonlar1 ve santrifiij siireleri de farklilik

gostermektedir(3,4,91,92).

Polietilenglikol ydntemiyle makroenzimleri saptayabilmek i¢in alinmasi
onerilen % recovery degerlerinde farkliliklar bulunmasindan dolayi, bizde
laboratuvarimizda sik karsilasilan amilaz, AST, CK ve LDH enzimleri icin
% recovery referans araliklarini belirlemeye calistik. Ultrafiltrasyon yontemiyle
yapilmis ¢ok kisitli calisma bulundugu i¢in, bu yontemle de % recovery referans

araliklarini belirlemeye calistik.

Yapilan ¢aligmalarda, makroenzimleri saptayabilmek i¢in alinmasi onerilen
% recovery degerleri, baz1 ¢alismalarda, enzim diizeyleri referans araliklarin

icinde olan bireylerde belirlenmisken, baz1 ¢alismalarda enzim diizeyleri referans
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araligin iist limitinden yiiksek bireylerde belirlenmistir. Literatiirde, referans aralik
calismalarinin  saglikli  bireylerde yapilmasi Onerilmesine ragmen(93,94),
calistifimiz makroenzim popiilasyonunun, enzim degerleri, siklikla referans
araligin st limitinden yiiksektir. Bizde bu amagla, hem enzim degerleri referans
araligin icinde olan bireylerde, hem de enzim degerleri referans araligin ist
limitinden yuksek olan bireylerde, ayr1 ayri % recovery referans araliklarini

belirledik ve karsilagtirdik.

Calismamizda, PEG ¢oktlirme yonteminde, %25°lik PEG 6000 kullandik. Esit
hacimlerde PEG soliisyonu ve serumdan esit hacimlerde karistirip, vorteksledik.
On dakika oda 1sisinda inkiibasyondan sonra, 3000 rpm’de (650g) masaiistii
ependorf santrifujinde, santrifijledik. Slpernatandan enzim analizlerini
gerceklestirdik. Patteet ve ark. yaptigi bir ¢alismada, makroAST tayininde
kullanilmak tizere, %10, %15, %20 ve %25’lik PEG 6000 konsatrasyonlarinin
etkilerini karsilagtirmiglar ve optimum sonucu %25 PEG 6000 soliisyonunda elde
etmisler. Ayrica, 10 dakika ve 30 dakika 3000 rpm’de santrifiij arasinda anlamli
fark bulamamislar(95). Yapilan baska bir ¢alismada ise, makroCK tayininde, %25
PEG 6000 , 30 dakika santrifiij; %25 PEG 8000, 30 dakika santriflij ve %25 PEG
6000, 10 dakika satrifiij yontemlerini karsilastirmislar ve ii¢ yOnteminde
kullanilabilecegini, ancak optimum metod olarak %25 PEG 6000, 10 dakika
santriflij yontemini 6nermisler(28). Biz de bu veriler 1s18inda, ¢alismamizda %25

PEG 6000, 10 dakika santrifiij yontemini uyguladik.

Ultrafiltrasyon yonteminde, 100 000 Da cutt-off degerli hazir filtreler

kullandik. On sekiz saat santrifiij sonrasi, ultrafiltrattan enzim tayinlerini
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gerceklestirdik. Literatliirde, ultrafiltrasyon yontemini makroenzim tespitinde
kullanan sadece 2 c¢alisma bulunmaktadir(4-96). Biz de ¢alismamizi bu

yayinlardaki yonteme gore yaptik.

Impresizyon ¢alismasini, 1. ve 2. seviye ticari i¢ kalite kontrol materyaliyle
gerceklestirdik. Beklendigi gibi en diisiik CV% degerlerini direkt 6l¢iimde elde
ettik. Her iki seviyede de en yiiksek CV% degerlerini ultrafiltrasyon ¢aligmasinda
elde ettik. En yiikksek CV% degerini ise 8,9 ile amilaz enziminde ve 1. seviye i¢
kalite kontrol materyalinde bulduk. Wyness. ve ark. yaptigi impresizyon
calismasinda, tek, yiiksek seviye i¢ kalite kontrol materyali kullanilmis ve PEG
yontemi igin total CV% degerlerini amilaz, AST, CK ve LDH enzimleri igin
sirasiyla 5,1; 4,4; 3,8 ve 9,3 bulmuslar(4-96). Biz ise total CV% degerlerini ayni
sirayla, 2,7; 3,4; 2,8 ve 3,4 olarak, daha diisiik bulduk. Bu kiicuk farklar, bizim
PEG calismamizin tek kisi tarafindan yapilmasina, farkli marka kalite kontrol
materyali kullanmamiza veya Wyness. ve ark. bizden farkli olarak %25’lik PEG
8000 kullanmalarina bagli olabilir. Davidson. ve ark. yaptigi ¢alismada ise,
yiiksek ve tek seviye kalite kontrol materyali kullanilarak, PEG 6000 ¢oktiirme
yontemi i¢in total CV% degerleri aym sirayla 11,2; 5,9; 10,8 ve 7,3
bulmuslardir(3). PEG yontemi i¢in en diisiik CV% degerleri bizim ¢alismamizda

bulunmustur.

Ultrafiltrasyon yontemiyle yapilmis tek impresizyon ¢alismasini Wyness ve
ark. yapmiglardir. Yiksek seviye kalite kontrol materyali kullanarak yaptiklar
caligmada, total CV% degerlerini amilaz, AST, CK ve LDH enzimleri ig¢in

sirasiyla 2.9; 3,4; 2,8 ve 6,3 bulmuslardir(4,96). Bizim c¢alismamizda ise, total

65



%CV degerlerini 2.seviye i¢ kalite kontroli igin, ayni sirayla, 6,9; 7,4; 5,4 ve 8
olarak bulduk. Ayni marka filtre, santrifiij siiresi ve hizin1 kullanmamiza ragmen
total CV% degerlerini yiiksek bulmamizin nedeni, farkli marka kontrol
materyalleri kullanmamiza veya bizim sogutmali ependorf santrifiijiinde, 15 °C’da
santrifiij etmemize bagli olabilir. Ilging olarak impresizyon ¢alismasinda elde
ettigimiz mean degerlerden hesapladigimiz % recovery degerlerine baktigimizda,
cok benzer sonuclar elde ettigimizi gordiik. Wyness ve arkadaglariimn impresizyon
calismasindan elde ettigi mean degerlerden hesapladigi % recovery degerlerini
amilaz, AST, CK ve LDH enzimleri i¢in sirasiyla 107, 82, 90 ve 48 bulmuslar.
Bizim calismamizda ise aym sirayla 109, 81, 88 ve 38 olarak bulduk. LDH
haricinde impresizyon calismasindaki mean degerlerden hesapladigimiz %
recovery degerlerini ¢ok benzer bulduk. Amilaz enziminin yiksek olan bu %
recovery degerleri, enzimin molekiil agirliginin daha diisiik olmasina ve daha

kolay filtre olabilmesine baglhdir.

Calismamizdaki, 1. seviye kalite kontrol materyali imresizyon ¢aligmasindaki
mean degerlerden hesapladigimiz PEG ¢Oktlirme % recovery degerlerine
bakildiginda, amilaz, AST, CK ve LDH degerleri i¢in sirasiyla 78, 54, 70 ve 47
bulunmustur. 2. seviye kalite kontrol materyali i¢in mean degerlerden
hesapladigimiz % recovery degerleri aymi sirayla 69, 44, 48 ve 38 olarak
bulunmustur. Ikinci seviye kalite kontrol materyali impresizyon ¢alismasindaki
mean degerlerden hesapladigimiz % recovery degerleri diisiik bulunmustur. Iki
seviye Kkalite kontrol materyali impresizyon c¢alismasindaki ultrafiltrasyon

yonteminin mean degerlerinden hesapladigimiz % recovery degerlerine
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baktigimizda ise sonuglar birbirine ¢ok benzer bulunmustur. Diger ¢alismalarda,
tek seviye kalite kontrol materyaliyle impresizyon ¢alismasi yapildigi i¢in bu fark:

belirleyememislerdir(3,4,96).

Calismamizda amilaz enzimi icin PEG coktirme yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligimi 53-78 (median 65,2), 2. gruptaki % recovery
referans aralig ise 44-79 (median 62,1) olarak bulduk. Iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).

Wyness. ve ark. amilaz degeri referans araliklarin iginde olan bireylerde
yaptig1 ¢alismada, PEG yontemi icin % recovery referans araligi 38-78 olarak
bulmuslardir(4). Bizim ¢alismamizdaki her iki gruba ait alt referans araligina gore
diisiikk bulmuglardir. Saptadiklar1 bu genis aralik, bizden farkli olarak kullandiklar1
PEG 8000 konsantrasyonuna, bizim ¢alismamizin tek kisi tarafindan ve az sayida
numune gruplar1 halinde ¢alisilmasina baglanabilir. Ancak onlarin ¢alismasinin
guclu yoni olan, 125 bireyde yapilmis olmasi olup, referans araligindaki bu genis
dagilimi agiklayabilir. Levitt ve ark’nin, 42 normal, 16 hiperamilazemik ve 18
konfirme makro amilaz numunelerinde yaptigi ¢alismada, % recovery cut-off
degerini 48 olarak bulmuslar(90). Lawson tarafindan, hiperamilazemik 454
bireyle yapilan biiyiik ¢alismada, PEG ¢Oktiirme yontemi, jel filtrasyon
kromotografisiyle karsilastirilarak incelenmis ve % recovery cut-off degeri %43
olarak oOnerilmis. (91). Bizim yaptigimiz ¢alismada 1. gruptaki bireylerde alt
referans araligi 53, 2.gruptaki bireylerde alt referans araligi 44 olarak bulduk. Bu
caligmalardan da yola c¢ikarak, yanlis pozitiflik oranim1 da arttirmamak igin 2.

gruptaki referans araliklar bizim laboratuvarimiz igin uygundur. Ayrica
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saptadigimiz iki makroamilaz hastasinda da %35 ve %15 gibi referans araligin ¢cok
altinda PEG sonuglariyla karsilastik. Bu hastalarin tanisin1 ayni zamanda

amilaz/kreatinin klirensi oraniyla da konfirme ettik.

Calismamizda amilaz enzimi icin ultrafiltrasyon yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligimi 61-104 (median 82,7), 2. gruptaki % recovery
referans araligi ise 56-119 (median 86,6) olarak bulduk. Iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).

Ultrafiltrasyon yontemiyle amilaz i¢in % recovery referans araliklarin
hesaplandigi tek calisma bulunmaktadir(4). Bu ¢alismada bulunan % recovery
referans araliklar1 saglikli popiilasyonda c¢aligilmis olup, 86-113 (median 104)
olarak bulunmustur. Bu c¢alismada, makroamilazi saptama agisindan, PEG
¢oktliirme yontemiyle ultrafiltrasyon yontemi karsilastirilmis ve 11 makroamilaz
hastasini da her iki yontemin tespit edebildigi goriilmiis(4). Ayrica ultrafiltrasyon
yonteminde, amilazin % recovery referans araliklarinin, PEG yontemine gore
daha yiiksek olmasimin, klinisyenler tarafinda amilaz-makroamilaz ayrimini
kolaylastirabilecegi belirtilmis. Bizim c¢aligmamizda, ultrafiltrasyon yontemiyle,
amilaz i¢in referans araliklar her iki grubumuzda da diisiik bulunmustur. Ayni
marka filtre, santrifiij siiresi ve hizi kullanmamiza ragmen referans araliklarin
oldukca farkli ¢ikmasi ilgingtir. Bizim g¢alisma da farkli olarak, masa fistii
santrifiijler 18 saat boyunca asir1 1sindig1 icin, sogutmali ependorf santrifiijiinde
15 oC’da cahisilmigtir. Diger calismada ise masaiistii santrifiijii kullanildig
belirtilmesine ragmen sicaklikla ilgili bilgi bulunmamaktadir. Ancak, diger

caligmanin 125 birey de yapilmasi bu ¢alismanin gii¢lii yoniidiir. Bu bakimlardan,
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kendi laboratuvarimiz sartlarinda elde ettigimiz 2. gruptaki referans araliklar(56-
119), yanlis pozitif sonu¢ vermemek agisindan da uygun bulduk. Arada kalan
numuneler, amilaz/kreatinin klirensi oraniyla konfirme edilebilir. Saptadigimiz 2
makroamilaz hastasinin % recovery degerleri 31 ve 42 olup, ultrafiltrasyon

yontemi bu hastalar1 saptayabilmistir.

Calismamizda AST enzimi icin PEG c¢oOktirme yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligmi 37-81 (median 60,3), 2. gruptaki % recovery
referans aralig1 ise 32-75 (median 52,5) olarak bulduk. Iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05). Alt ve st limitler arasindaki
farka bakildiginda, enzimin bu yontem icin degiskenliginin yiiksek oldugu

sonucuna varilabilir.

Davidson ve ark. yaptig1 calismada, farkli hastaliklari olan, enzim diizeyi
yiikksek 40 kisilik grupta yaptigi ¢alismada, PEG coktirme yontemi ile AST
enzimi i¢in % recovery referans araligimi 47-82 olarak belirlemislerdir(3).
Wyness. ve ark. 125 saglikl kiside yaptig1 ¢alismada ise referans aralik olarak 26-
88 bulmuslardir(96). Patteet ve ark. normal ve yiksek AST seviyelerinden olusan
31 bireyde yaptig1 calismada ise % recovery referans araliklarini1 37,5-58 arasinda
bulmustur(95). Careproso ve ark. pediatrik popiilasyonda yaptigi ¢alismada ise
makroAST tespiti i¢in esik deger % 26,7 olarak verilmistir(64). Calismalarda
goriildiigl gibi, bizim kendi referans aralik belirleme ¢abamizi destekler nitelikte,
cok farkli % recovery referans araliklart mevcuttur. Laboratuvarimizda, 2.
gruptaki % recovery referans araliklarini, yanhs pozitif sonu¢ verme ihtimalini de

azaltmak icin 32-75 olarak almay1 uygun bulduk.
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Calismamizda AST enzimi icin ultrafiltrasyon yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligimi 34-77 (median 61,3), 2. gruptaki % recovery
referans aralig1 ise 30-78 (median 86,6) olarak bulduk. Iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0.05). Alt ve st limitler arasindaki
farka bakildiginda, enzimin bu yontem igin degiskenligi Yyuksek gibi

gorinmektedir.

Ultrafiltrasyon yontemiyle AST enzimi icin % recovery referans araliklarin
belirlendigi tek calisma bulunmaktadir(96). 125 saglikli bireyde yapilan bu
calismada, % recovery referans araliklar 50-89 (median:69) olarak bulunmus.
Amilaz enziminde oldugu gibi, bizim ¢alismamizdaki % recovery degerleri, diger
calismaya gore diisiik bulunmustur. Ultrafiltrasyon yontemi i¢in amilaz
degerlendirmesinde yaptigimiz yorumlar AST enzimi icinde gecerli gibi
goriinmektedir. Laboratuvarimiz kosullarinda elde ettigmiz 2. gruptaki referans
araliklarin1 kendi laboratuvarimiz i¢in uygun bulduk. Hem bizim ¢aligmamizda,
hem de diger ¢aligmada, ultrafiltrasyon yontemi icin AST enzimini valide edecek
bir calisma yapilmamistir. Diger enzimlerde yaptigimiz konfirmasyon ¢alismasini
da makroAST hastamiz olmadigi igin yapamadik. AST enzimi icin, ultrafiltrasyon

yontemiyle daha ¢ok ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.

Calismamizda CK enzimi igin PEG c¢oktlirme yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligimi 53-91 (median 71,3), 2. gruptaki % recovery
referans araligi ise 45-94 (median 52,5) olarak bulduk. Referans araligin alt limiti
2.grupta daha diisiik bulunmasina ragmen, iki grup arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi(p>0,05).

70



Wyness ve ark.’nin 125 saglikli bireyde yaptigi ¢alismada, PEG coktiirme
yontemi ile CK enzimi igin % recovery referans araligini 36-85(median 57) olarak
belirlemislerdir(4). Yaptiklari ¢alismada % recovery referans araliklarini, bizim
calismamizdaki her iki gruba gore diisiik bulmuslardir. Bu fark, bizden farkli
olarak kullandiklar1 PEG 8000 konsantrasyonuna, bizim calismamizin tek kisi
tarafindan ve az sayida numune gruplari halinde ¢alisilmasina baglanabilir. Ancak
calismalarindaki referans birey sayisinin fazla olmasi g¢aligmalarimin giiglii
yonldir. Davidson ve ark. yaptigi ¢alismada, farkli hastaliklari olan, enzim
diizeyi yiiksek 40 kisilik grupta yaptig1 calismada, PEG ¢oktirme yontemi ile CK
enzimi i¢in % recovery referans araligimi 47-82 olarak belirlemislerdir(3).
Davidson ve ark.’nin 2012 yilinda yaptigi bir bagka calismada, enzim dizeyi
yuksek 255 hastada, elektroforez yontemi ile makroenzim olmadiklarindan emin
olduklar1 numunelerde, % recovery referans araligin alt limiti belirlenmis ve % 53
olarak bulunmustur(24). Bu alt limit bizim 1. grubumuzdaki alt referans limitle
uyumludur. Ancak diger ¢aligmalarda alt limitlerin daha diisiikk bulunmasindan
dolay1 ve yanlis pozitif makroenzim tanisindan kaginmak igin, 2. gruptaki alt limit

olan %45 i referans alt limitimiz olarak kabul etmeyi uygun bulduk.

Laboratuvarimizda saptadigimiz 3 makroCK vakasinda, PEG ¢oktiirme
yontemiyle % recovery degerlerini 14, 21 ve 35 bulduk. Her ii¢ vakada referans
alt limitimiz olan % 45’in altindaydi. Bu vakalari CK izoenzim elektroforeziyle
konfirme ettik ve 2 vakayr makroCK tip 1, bir vakayr da makroCK tip 2 olarak

belirledik.
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Calismamizda CK enzimi icin ultrafiltrasyon yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligim1 38-78 (median 57,2), 2. gruptaki % recovery
referans aralig1 ise 37-78 (median 57,1) olarak bulduk. Iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0.05), ayrica ilging olarak, her iki

grupta da referans araligimiz ayni bulunmustur.

Ultrafiltrasyon yontemiyle CK enzimi igin % recovery referans araliklarin
belirlendigi, yine Wyness ve ark. tarafindan yapilmis tek ¢alisma
bulunmaktadir(4). 125 saglikli bireyde yapilan bu ¢alismada, % recovery referans
araliklar 43-73 (median:58) olarak bulunmus. Ayrica bu ¢alismada, elektroforez
yontemiyle elde edilmis makroCK bandi aktivitesi orant %22’den biiylik olmasi
kosuluyla, PEG ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon yontemlerini, elektroforez yontemine
kars1 valide ettiklerini belirtmisler. Ancak makroenzim oraninin, total CK
aktivitesi oran1 <%22 olan kosullarda, hala elektroforez yonteminin daha sensitif
oldugunu belirtmisler. Calismamizda referans araliklari, diger calismaya gore
diisiik bulduk. Ultrafiltrasyon yoéntemiyle makroamilaz saptanmasi bolimiinde
yaptigimiz tartisma CK enzimi iginde gegerli gibi durmaktadir. Ultrafiltrasyon
yontemiyle, CK enzimi i¢in, kendi laboratuvar kosullarimizda elde ettigimiz,

%37-78 referans araligini, laboratuvarimizda kullanmay1 uygun bulduk.

Laboratuvarimizda saptadigimiz 3 makroCK vakasinin ultrafiltrasyon
islemleriyle saptanmis % recovery degerlerini 20, 19 ve 30 olarak bulduk ve her 3
vakada belirledigimiz alt referans limit olan %37’nin altinda bulundu. Ancak CK
enzimi igin ultrafiltrasyon yontemiyle daha fazla c¢alisma yapilmasi

gerekmektedir.
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Calismamizda, LDH enzimi icin PEG ¢oktirme yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligin1 33-61 (median 47,1), 2. gruptaki % recovery
referans araligi ise 28-63 (median 45,7) olarak bulduk. Referans araliklar 2.
grupta, 1. gruba gore diisiik bulunmustur. Ancak iki grup verileri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmamistir(p>0.05).

Diger makroenzim tiirlerinden farkli olarak, LDH enzimi i¢in PEG
yontemiyle % recovery referans aralik belirleyen ¢alisma sayist kisithidir. Wyness.
ve ark. yaptigi ¢alismada PEG yontemiyle, LDH enzimi icin % recovery referans
araligr 18-52 (median:32) bulmuslardir(96). Davidson ve ark. enzim degerleri
yuksek 40 hastada yaptigi ¢alismada ise, % recovery referans araligini 30-88
olarak bulmuslardir(3). Davidson ve ark. buldugu referans aralik, bizim
calismamizla uyumlu bulunmustur. Wyness. ve ark. calismasiyla, bizim
calismamiz arasindaki farkliliklardan daha dnce bahsedildi, ancak ¢alismalarinin
kuvvetli yoni 125 Dbireyde referans aralik belirlemeleridir. Biz de
laboratuvarimizda, diger caligmalarla da daha uyumlu olan 2.gruptaki referans
araliklarini kullanmay1 uygun bulduk. Literatiirde, makroLDH saptama 6zellikleri
bakimindan, PEG yontemi i¢in herhangi bir validasyon ¢alismasi bulunamadi.
Diger enzimlerden farkli olarak LDH enzimi i¢in PEG yontemiyle yeni ¢caligmalar
yapilmasina ihtiya¢ vardir. LDH enziminin, makroenzim ¢alismalarinda geri
planda kalmasinin nedeni, LDH enziminin yukselmesine neden olan spesifik bir

hastaligin olmayis1 olabilir.

Laboratuvarimizda saptadigimiz 3 makroLDH vakasinda, PEG ¢oktiirme

yontemiyle % recovery degerlerini, ilging olarak 3, 3 ve 4 olarak ¢ok diisiik
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degerlerde bulduk. Her (¢ vakada referans alt limitimiz olan % 28’in altindaydi.

Bu vakalar1 LDH izoenzim elektroforeziyle konfirme ettik.

Calismamizda LDH enzimi icin ultrafiltrasyon yontemiyle 1. gruptaki
% recovery referans araligin1 27-54 (median 41,3), 2. gruptaki % recovery
referans aralig1 ise 25-50 (median 57,1) olarak bulduk. iki grup arasindaki
araliklar birbirine benzer goriinmektedir ancak iki grup verileri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur(p<0.05).

Ultrafiltrasyon yontemiyle LDH enzimi igin % recovery referans araliklarin
belirlendigi tek calisma bulunmaktadir(96). 125 saglikli bireyde yapilan bu
calismada, % recovery referans araliklar 27-63 (median:45) olarak bulunmus.
Diger enzimlerin aksine, LDH enzimi i¢in belirledikleri referans araliklar, bizim
calismamizla uyumlu bulundu. Biz de laboratuvarimizda kullanmak {izere 2.
gruptan elde ettigimiz referans araliklarimi kullanmayi uygun bulduk. Ancak
ultrafiltrasyon yonteminin LDH enzimi igin validasyonunu yapan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. LDH enzimi igin, ultrafiltrasyon yontemiyle daha fazla

caligma yapilmasi gerekmektedir.

Laktat dehidrogenaz enziminin molekiil agirhigr yaklagik 130 000 Da’dir.
Ancak bizim ultrafiltrasyon yonteminde kullandigimiz filtreleri cut-off degeri
100 000 Da’dir. Bu farka ragmen, ilging olarak LDH enzimi ultrafiltrata
gecebilmektedir. Ayrica saptadigimiz makroLDH vakalarini da saptamayi

basarmistir. Ancak ek caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Yaptigimiz impresizyon g¢alismasina geri donersek, ultrafiltrasyon yontemiyle
CK ve LDH enzimleri i¢in 1. seviye kalite kontrol materyalinden elde ettigimiz
mean degerlerden hesapladigimiz % recovery degerleri sirasiyla 84,2 ve 89,3
bulundu. Ancak bu degerler bu enzimler i¢in belirledigimiz referans araliklarin iist
sinirindan bile yiiksektir. Aynt durum CK ve LDH enzimleri i¢in 2. seviye kalite
kontrol materyali icinde gecerlidir. Bu durum, kullandigimiz kalite kontrol
materyallerinin liyofilize olmasi, ayrica koruyucu, rekombinant insan CK MM,
CK MB, AST gibi farkli katkilarin eklenmesi bu duruma sebep olmus olabilir. Bu
bakimdan impresizyon calismasini, kendi olusturacagimiz serum havuzundan

yapmamiz daha uygun olabilirdi.

Ultrafiltrasyon yontemi, PEG ¢oktlirme yontemine gore uzun santrifuj siresi
ve filtre maliyeti agisindan dezavantajli gibi durmaktadir. CK enzimi harig
validasyon calismast da bulunmamaktadir. Ultrafiltrasyon yontemiyle yeni

yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Calismamizda, referans araliklarini belirledik ancak yeterli makroenzim

hastamiz olmadig i¢in yontemleri karsilastiramadik.
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5. SONUG

Calismamizda, 2 seviye i¢ kalite kontrol materyali kullanarak direkt dl¢iim,
PEG cokturme yontemi ve ultrafiltrasyon yontemleriyle amilaz, AST, CK ve LDH
icin impresizyon caligmasi yaptik. Beklendigi gibi en diisiik CV % degerlerini
direkt ol¢limde elde ettik. En yiiksek CV% degerlerini ultrafiltrasyon yonteminde

bulduk.

Altmis adet saglikli hasta ve altmis adet enzim degerleri yiiksek serum
kullanarak, iki ayr1 grupta, PEG ¢oOktiirme ve ultrafiltrasyon yontemleriyle,

amilaz, AST, CK, LDH enzimleri igin % recovery referans araliklarini saptadik.

Dort enzim icinde, her iki yontemde de alt referans limitleri enzim dizeyleri
yiiksek grupta daha diisik bulduk. Bazilari literatiirle uyumlu oldugu igin,
bazilarinda da yanlis pozitiflikten sakindigimiz i¢in 2.gruptaki referans araliklarini

laboratuvarimizda uygulamay1 uygun bulduk.

Ultrafiltrasyon yontemi ve PEG ¢Oktirme yontemiyle saptadigimiz
makroenzim vakalarint LDH ve CK enzimi igin elektroforez yontemiyle, amilaz

icin ise amilaz/kreatinin klirensi oraniyla konfirme ettik.

76



7.KAYNAKLAR

1-  Turecky L. Macroenzymes and their clinical significance. Bratislavské

lekérske listy 105.7/8 (2004): 260-263.

2- Galasso P J, Scott CL, O’brien JF . "The macroenzymes: a clinical review."

Mayo Clinic Proceedings.1993; Vol. 68. No. 4.

3- Davidson, DF, Watson D J. Macroenzyme detection by polyethylene glycol

precipitation. Annals of clinical biochemistry,2013; 40(5), 514-520.

4- Wyness SP, Hunsaker J J, La'ulu S L, Rao LV, Roberts W L. Detection of
macro-creatine kinase and macroamylase by polyethylene glycol precipitation and

ultrafiltration methods. Clinica Chimica Acta, 2011;412(23), 2052-2057.

5- Burtis, CA, Ashwood ER, Bruns DE . Tietz textbook of clinical chemistry and

molecular diagnostics. Elsevier Health Sciences, 2012.

6- Bishop ML, Edward PF, Schoeff LE. Clinical chemistry: principles,

techniques, and correlations. Lippincott Williams & Wilkins, 2013.

7- Panteghini M. Aspartate aminotransferase isoenzymes. Clin Biochem 1990;

23: 311-9.

8- Lewis, JR, Mohanty SR. Nonalcoholic fatty liver disease: a review and update.

Digestive diseases and sciences.2010; 55(3), 560-578.

9- Kaplan and Pesce’s : Clinical Chemistry: Theory, Analysis, Correlatioon

Published by Pesce Kaplan Publishers 2009

77



10- Reitman S, Frankel S. A colorimetric method for the determination of serum
glutamic oxalacetic and glutamic pyruvic transaminase. Am J Clin Pathol 1957;

28: 56-63.

11- Schumann G, Bonora R, Ceriotti F, Ferard G,Ferrero CA, Franck PF, et al.
IFCC primary reference procedures for the measurement of catalytic activity
concentrations of enzymes at 37°C, part 5, reference procedure for the
measurement of catalytic concentration of aspartate-aminotransferase. Clin Chem

Lab Med 2002; 40: 725-33.

12- Demetriou JA, Drewes PA, Gin JN. Enzymes. In: Henry RJ, Cannon DC,
Winkelman JE, editors. Clinical chemistry: principles and technics. 2nd ed.

Hagerstown, MD: Harper & Row; 1974. p. 815-1001.

13- Stromme JH, Rustad P, Steenland H, Theodorsen L, Urdal P. Reference
intervals for eight enzymes in blood of adult females and males measured
inaccordance with the International Federation of Clinical Chemistry reference
system at 37°C: part of the Nordic Reference Interval Project. Scand J Clin Lab

Invest 2004; 64: 371-84.

14- Panteghini M, Ceriotti F, Pagani F, Secchiero S, Zaninotto M, Franzini C; for
the Italian Society of Clinical Biochemistry and Clinical Molecular Biology
(SIBioC) Working Group on Enzymes. Recommendations for the routine use of
pancreatic amylase measurement instead of total amylase for the diagnosis and

monitoring of pancreatic pathology. Clin Chem Lab Med 2002;40:97-100.

78



15- Somogyi M. Modifications of two methods for the assay of amylase. Clin

Chem 1960; 6: 23-35.

16- Schumann G, Aoki R, Ferrero CA, Ehlers G, Feard G, Gella FJ, et al. IFCC
primary reference procedures for the measurement of catalytic activity
concentrations of enzymes at 37 oC, Part 8: reference procedure for the
measurement of catalytic concentration of a-amylase. Clin Chem Lab Med 2006;

44:1146-1155.

17-  Gillard BK, Simbala JA, Goodglick L. Reference ranges for amylase
iIsoenzymes in serum and plasma of infants and children. Clin Chem 1983; 29:

1119-1123.

18- Oliver IT. A spectrophotometric method for the determination of creatine

phosphokinase and myokinase. Biochem J 1955; 61: 115-22.

19- Rosalki SB. An improved procedure for serum creatine phosphokinase

determination. J Lab Clin Med 1967; 69: 696-705

20- Szasz G, Gerhardt W, Gruber W. Creatine kinase in serum. 3. Further study

of adenylate kinase inhibitors. Clin Chem 1977; 23: 1888-92.

21- Schumann G, Bonora R, Ceriotti F, Clerc-Renaud P, Ferrero CA, Ferard G, et
al. IFCC primary reference procedures for the measurement of catalytic activity
concentrations of enzymes at 37 °C. Part 2. Reference procedure for the
measurement of catalytic concentration of creatine kinase. Clin Chem Lab Med

2002; 40: 635-42.

79



22- Frank JJ, Bermes EW, Bickel MJ, Watkins BF. Effect of in vitro hemolysis

on chemical values for serum. Clin Chem 1978; 24: 1966-70.

23- Schumann G, Klauke R. New IFCC reference procedures for the
determination of catalytic activity concentrations of five enzymes in serum:
preliminary upper reference limits obtained in hospitalized subjects. Clin Chim

Acta 2003; 327: 69-79.

24- Davidson DF, Scott JG. Detection of creatine kinase macroenzymes. Annals

of clinical biochemistry.2012; 49(5), 482-485.

25- Babson, AL, Phillips GE. (1965). A rapid colorimetric assay for serum lactic

dehydrogenase. Clinica Chimica Acta, 12(2) (1965), 210-215.

26- Schumann G, Bonora R, Ceriotti F, Clerc-Renaud P, Ferrero CA, Férard G, et
al. IFCC primary reference procedures for the measurement of catalytic activity
concentrations of enzymes at 37°C. Part 3. Reference procedure for the
measurement of catalytic concentration of lactate dehydrogenase. Clin Chem Lab

Med 2002;40:643-648

27- Pagani F, Bonora R, Panteghini M. Reference interval for lactate
dehydrogenase catalytic activity in serum measured according to the new IFCC

recommendation. Clin Chem Lab Med 2003; 41: 970-971.

28- Ciriza CP, Varo N. Macro Creatine Kinase: Comparison of Different
Screening Methods and Revision of the Bibliography Biochemistry & Analytical

Biochemistry 2015 (2015).

80



29- Moriyama T, Tamura S, Nakano K, Otsuka K, Shigemura M, Honma N.
Laboratory and clinical features of abnormal macroenzymes found in human sera.

Biochim Biophys Acta. 2015;1854(6):658-67

30- Hsiao JF, Ning HC, Gu PW, Lin WY, Chu PH. Clinical role of recurrently
elevated macro creatine kinase type 1. Journal of clinical laboratory analysis.

2008;22(3):186-91

31- Remaley AT, Wilding P. Macroenzymes: biochemical characterization,
clinical significance, and laboratory detection. Clin Chem. 1989 Dec;35(12):2261-

70.

32-  Klonoff DC. Macroamylasemia and other immunoglobulin-complexed

enzyme disorders. Western Journal of Medicine.1980; 133.5: 392.

33-  Wilkinson JH. Clinical significance of enzyme activity measurements

[Review]. Clin Chem 1970;16:882-90.

34- Sudo K, Maekawa M, Watanabe H, et al. A case of immunoglobulin G
conjugated with lactate dehydrogenase producing both loss of enzyme activity and

an abnormal isoenzyme pattern. Clin Chem 1986;32:1420-2.

35- Hirano T, Matsuzaki H, Miura M, Kajima E, Tamura N, Sekine T. An
immunoglobulin G inhibiting lactate dehydrogenase activity. Clin Chum Acts

1986;159:17-25.

36- Eeidner N, Lott JA, Yale VD, Wahl RL, Little RA. Immunoglobulin-
complexed aspartate aminotransferase. Clin Chem 1983;29:382-4

81



37- Wilding P, Cooke WT, Nicholson GI. Globulin-bound amylase: a cause of
persistently elevated levels in serum. 1964;Annals of Internal Medicine 60.6:

1053-1059

38- Berk JE, Kizu H. Wilding P, Searcy RL. Macroamylasemia: a newly
recognized cause for elevated serum amylase activity. New England Journal of

Medicine.1967; 277(18), 941-946

39- Levitt MD, Cooperband SR. Hyperamylasemia from the binding of serum
amylase by an 11S IgA globulin. New England Journal of Medicine.1968; 278.9 :

474-479.

40- Kreutzer HH, Jacobs PH, Francke C.Lactate dehydrogenase isoenzymes:
irregularities in electrophoretic mobility. Clinica Chimica Acta 11.2 (1965): 159-

169

41- Ganrot PO. Lupoid cirrhosis with serum lactic acid dehydrogenase linked to

an YA immunoglobulin. Experientia 1967; 23.7 : 593-593.

42- Nagamine M, Okuma S. Serum alkaline phosphatase isoenzymes linked to

immunoglobulin G. Clin Chim Acta. 1975; 15;65(1):39-46.

43- Konttinen A, Murros J, Ojala K, Salaspuro M, Somer H, Rasanen J. A new
cause of increased serum aspartate aminotransferase activity. Clin Chim Acta.

1978; 1;84(1-2):145-7.

82



44- Kajita Y, Majima T, Yoshimura M, Hachiya T, Miyazaki T, ljichi H, Ochi Y.
Demonstration of antibody for glutamic pyruvic transaminase (GPT) in chronic

hepatic disorders. Clin Chim Acta. 1978; 1;89(3):485-92.

45- Urdal P, Landaas S. Macro creatine kinase BB in serum, and some data on

its prevalence. Clinical chemistry.1979; 25(3), 461-465.

46- Virji MA. Circulating prostatic acid phosphatase-immunoglobulin complexes

in Sjogren's syndrome. Clinica chimica acta.1985; 151(3), 223-230.

47- Stein W, Bohner, J, Bahlinger M. Macro lipase—a new member of the family
of immunoglobulin-linked enzymes. Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine,1987; 25(12), 837-844.

48- Maekawa M, Sudo K, Kanno T. A case of rheumatoid arthritis with various

enzyme-immunoglobulin complexes. Clinica chimica acta,1986; 157(1), 45-53.

49-  Tirkcapar N, Ozden A. Makroenzimler.Giincel Gastroenteroloji.2005

Haziran, 161-166

50- Urdal P, Landaas S, Kierulf P, Stromme JH. Macroamylase immunoglobulins
show high affinity for animal and human amylases. Clinical chemistry,1985;

31(5), 699-702

51- Tomasi T B, Tan E M, Solomon A, Prendergast RA. Characteristics of an
immune system common to certain external secretions. The Journal of

experimental medicine,1965; 121(1), 101-124.

83



52- Ludvigsen CW, Muus C, Meyer |, Haven M. Creatine kinase variant type | in

children with anoxic insult. Clinical chemistry,1986; 32(4), 689-691.

53- Ozaslan E, Sivri B. Makroenzimler ve makroamilazemi. Giincel

Gastroenteroloji, 1998 Haziran; 163-169

54- Deprettere A J, Eykens A, Van Hoof V. Disappearance of macroamylasemia
in a celiac patient after treatment with a gluten-free diet. Journal of pediatric

gastroenterology and nutrition,2001; 33(3), 346-348.

55- Whelan PV, Malkus H. A macro creatine kinase isoenzyme in serum of

apparently healthy individuals. Clinical chemistry,1983; 29(7), 1411-1414

56- Levitt MD, Rapoport M, Cooperband SR. The renal clearance of amylase in
renal insufficiency, acute pancreatitis, and macroamylasemia. Annals of internal

medicine,1969; 71(5), 919-925

57- Berk, JE, Fridhandler L, Montgomery K. Simulation of macroamylasaemia

by salivary-type (S type") hyperamylasaemia. Gut,1973; 14(9), 726-729.

58- Sturk A, Sanders GTB. Macro enzymes: prevalence, composition, detection

and clinical relevance. J Clin Chem Clin Biochem,1990; 28(2), 65-81

59- Moriyama T, Takebe T, Nobuoka M, Makino M.Characterization of amylase
linked immunoglobulin G to distinguish human salivary and pancreatic

isoamylases. Clinica chimica acta,1988; 174(1), 25-33.

84



60- Takashi K, Kayoko S. Properties of amylase-linked immunoglobulins.

Clinica Chimica Acta, 1977 ;76(1), 67-77

61- Nakajima M, Ito K, Kuwa K, Nakayama T, Kitamura M. Occurrence of
persistent elevated levels of serum glutamic oxaloacetic transaminase as a result
of enzyme-immunoglobulin complex formation with a report of two cases.

Gastroenterol Jpn. 1980;15(4):330-6.

62- Nagamine M, Okochi K, Complexes of immunoglobulins A and G with

aspartate aminotransferase isoenzymes in serum, Clin. Chem. 29 (1983) 379-381.

63- Moriyama T, Nobuoka M, Makino M. Incidence and properties of aspartate
aminotransferase-immunoglobulin complexes in patients with a high serum
aspartate to alanine aminotransferase ratio. Clinica Chimica Acta,1990; 190(1-2),

47-56.

64- Caropreso M, Fortunato G, Lenta S, Palmieri D, Esposito M, Vitale DF,
Vajro P. Prevalence and long-term course of macro-aspartate aminotransferase in

children. The Journal of pediatrics,2009; 154(5), 744-748.

65- Jacobs E, Anzalone T, Sarkozi L, Immunoprecipitation method for CK-MB
analysis re-evaluated: influence of CK-BB and macro-CK on blank activities,

Clin. Chem. 34 (1988) 585-588

66- Bohner J, Stein W, Kuhlmann E, Eggstein M. Serum creatine kinase BB

linked to immunoglobulin G, Clin. Chim. Acta 97 (1979) 83-88

85



67- Yuu H, Ishizawa S, Takagi Y, Gomi K, Senju O, Ishii T. Macro creatine

kinase: a study on CK-linked immunoglobulin, Clin. Chem. 26 (1980) 1816-1820

68- Fahie-Wilson MN, Burrows S, Lawson GJ, Gordon T, Wong W, Dasgupta B.
Prevalence of increased serum creatine kinase activity due to macro-creatine
kinase and experience of screening programmes in district general hospitals.

Annals of clinical biochemistry,2007; 44(4), 377-383.

69- Tozawa T, Electrophoretic analysis of enzyme-linked immunoglobulins and

their clinical significance, J. Chromatogr. 569 (1991) 347-365.

70- Lundh B, A macromolecular serum lactate dehydrogenase activity in a case

of leukemia, Clin. Chim. Acta 16 (1967) 305-3009.

71- Nagamine M, Lactate dehydrogenase isoenzymes linked to immunoglobulin

A in two cases, Clin. Chim. Acta 36 (1972) 139-144

72- Biewenga J, Feltkamp TE, LDH-IgA immunoglobulin complexes in human

serum, Clin. Chim. Acta 58 (1975) 239-249.

73- Biewenga J, Feltkamp TE, Lactate dehydrogenase (LDH)-1gG3
immunoglobulin complexes in human serum, Clin. Chim. Acta 64 (1975) 101-

116

74- Fujita K, Immunochemical study of immunoglobulins bound to lactate

dehydrogenase, Clin. Chim. Acta 264 (1997) 163-176.

75- Tozawa T, Enzyme-linked immunoglobulins and their clinical significance,

86



Electrophoresis 10 (1989) 640644

76- Durr HK, Bode C, Krupunski R, et al. A comparison between naturally
occurring macroamylasemia and macroamylasemia induced by hydroxyethyl

starch. Eur J Clin Invest 1978;8:189-91.

77- Kohler H, Kirch W, Weihrauch TR, et al. Macroamylasemia after treatment

with hydroxyethyl starch. Eur J Clin Invest 1977;7:205-11.

78- Stein W, Bohner ,J, Rein W, Maulbetsch R. Macro creatine kinase type 2:
results of a prospective study in hospitalized patients. Clin Chem 1985;31:1959.-

64.

79- Stein W, Bohner J, Bahlinger M. Analytical patterns and biochemical

properties of macro creatine kinase type 2. Clinical Chem1985;31:1952-8.

80- Kanemitsu F, Kawamshi I, Mizushima J. The origin of a cathode-migrating
creatine kinase found in serum from a cancer patient. Clin Chim Acts

1980;122:377-83

81- Wenham PR, Horn DB, Smith AF. Multiple forms of

gammaglutamyltransferase: a clinical study. Clin Chem 1985;31:569-73.

82- Huseby NE. Multiple form of serum gamma-glutamyltransferase:

association of the enzyme with lipoproteins. Clin Chim Acta 1982;124:103-12.

83- Crofton PM, Smith AF. High-molecular-mass alkaline phosphatase

87



in serum and bile: physical properties and relationship with other high-molecular-

mass enzymes. Clin Chem 1981;27:860.-6.

84- De Broe ME, Borgers M, Wieme RI. The separation and characterization of
liver plasma membrane fragments circulating in the blood of patients with

cholestasis. Clin Chim Acta. 1975 Mar 24;59(3):369-72

85- Mercer DW, Talamo TS. Multiple markers of malignancy in sara of patients
with colorectal carcinoma: preliminary clinical studies.Clin Chem 1985;31:1824-

8.

86- Nishuo H, Sakuma 1, Nakamura S, Horai T, lkegami H, Matsuda M.
Diagnostic value of high molecular weight alkaline phosphatase in detection of

hepatic metastasis in patients with lung cancer. Cancer 1986;57:1815-9.

87-  Traynor OJ, Wood CB, Echetebu ZO, Whitaker KB, Moss DW.
Measurement of high molecular weight forms of enzymes in serum in the

detection of hepatic metastases of colorectal cancer. Cancer 1983;53:483-7

88- Kiechle FL, Quattrociocchi-Longe, TM, Brinton DA, Gordon SC, Sykes E,
Elkhalifa MY. Autoantibodies to specific enzymes: a review. Annals of Clinical

& Laboratory Science,1996; 26(3), 195-207

89- Ventrucci M, Cipolla A, Middonno M, Racchini C, Pollini E,Melzi
GV.Macroamylase detection in serum using selective precipitation: a rapid and

reliable assay. Ital J Gastroenterol Hepatol 1999;31:846-9.

88



90- Levitt MD, Ellis C. A rapid and simple assay to determine if macroamylase is

the cause of hyperamylasemia. Gastroenterology 1982;83:378-82.

91- Lawson GJ. Prevalence of macroamylasaemia using polyethylene glycol

precipitation as a screening method. Ann Clin Biochem 2001;38:37—45.

92- Fahie-Wilson MN, Burrows S, Lawson G J, Gordon T, Wong W, Dasgupta
B. Prevalence of increased serum creatine kinase activity due to macro-creatine
kinase and experience of screening programmes in district general hospitals.

Annals of clinical biochemistry,2007; 44(4), 377-383

93- Fahie-Wilson M, Halsall D. Polyethylene glycol precipitation: proceed with

care. Annals of clinical biochemistry,2008; 45(3), 233-235.

94- Suliman A M, Smith TP, Gibney J, McKenna, TJ. Frequent misdiagnosis and
mismanagement of hyperprolactinemic patients before the introduction of
macroprolactin screening: application of a new strict laboratory definition of

macroprolactinemia. Clinical chemistry,2003; 49(9), 1504-15009.

95- Patteet L, Simoens M, Piqueur M, Wauters A.Laboratory detection of
macro-aspartate aminotransferase: case report and evaluation of the PEG-

precipitation method. Clinical biochemistry,2012; 45(9), 691-693.

96- Wyness SP, Hunsaker J J, La'ulu S, Roberts W L. Reference intervals for six
enzymes after polyethylene glycol precipitation and ultrafiltration. Clinica

Chimica Acta,2011; 412(11), 1161-1162.

89



8.0ZET

MAKROENZIM TESPITINDE KULLANILAN POLIETILEN GLIKOL
COKTURME VE ULTRAFILTRASYON YONTEMLERIYLE CK, LDH, AST
VE AMILAZ ICIN LABORATUVARIMIZDAKI YUZDE RECOVERY
REFERANS ARALIKLARININ BELIRLENMESI VE KARSILASTIGIMIZ
MAKRO ENZIMLERIN TANISININ FARKLI YONTEMLERLE

DESTEKLENMESI

Makroenzimler, normal enzim yapilarina gore daha yiiksek molekiil
agirliklarina sahiptirler. Makroenzimlerin klirensi, normal enzimlere gore daha
yavas oldugu i¢in plazmada birikirler ve enzim aktivitelerinin yiiksek 6l¢tilmesine

neden olabilirler.

Aciklanamayan enzim yiiksekliginin bir nedeni olan makroenzimlerin,
diisiiniilmemesi veya tanisinin konulmasindaki eksiklikler, pahali, gereksiz ve
hatta invazif girisimlerin yapilmasina neden olabilir. Bu bakimdan,
aciklanamayan enzim yiiksekligi olan veya makroenzimden siiphelenildigi

durumlarda tanis1 konabilmelidir.

Literaturde, PEG yontemiyle, amilaz, AST, CK ve LDH enzimleri igin
belirlenmis ¢ok farkli % recovery referans araliklar1  bulunmaktadir.
Ultrafiltrasyon yontemiyle makroenzim saptanmasina dair ¢ok kisitli ¢alisma ve
veri bulunmaktadir. Ayrica bazi ¢alismalarda referans araliklar, enzim aktivitesi
normal bireylerde belirlenmisken, bazi ¢alismalarda ise enzim aktivitesi yliksek

bireylerde belirlenmistir. Bizde laboratuvarimizda dort enzim igin, her iki
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yontemle de, hem saglikli bireylerde hem de enzim degerleri yiiksek bireylerde
referans araliklarimizi belirledik. Calismamizi 60 saglikli bireyde, 60’°da enzim

diizeyleri yiiksek bireylerde gergeklestirdik.

Saglikli bireylerde referans araliklarin1 PEG yontemiyle amilaz, AST, CK ve
LDH enzimleri i¢in sirastyla 53-78; 37-81; 53-91 ve 33-61 olarak bulduk. Enzim

diizeyi yiiksek bireylerde sirasiyla 44-79; 32-75; 45-94 ve 28-63 olarak bulduk.

Saglikli bireylerde referans araliklarini ultrafiltrasyon yontemiyle amilaz,
AST, CK ve LDH enzimleri igin sirasiyla 61-104; 34-77; 38-78 ve 27-54 olarak
bulduk. Enzim diizeyi yiiksek bireylerde sirasiyla 56-119; 30-78; 37-78 ve 25-50

olarak bulduk.

Referans aralik alt limitlerini, enzim diizeyi yiiksek grupta, tiim sonuglarda
diistik bulduk. Yanlis pozitiflikten kaginmak ic¢in, enzim diizeyi yliksek
bireylerdeki referans araliklarini laboratuvarimizda kullanmaya karar verdik.

Ancak ultrafiltrasyon yontemi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.

Ultrafiltrasyon ve PEG ¢oktiirme yontemleriyle saptadigimiz, 3 makroCK ve 3
makroLDH vakasinin tanisi elektroforez yontemiyle, 2 makroamilaz vakasinin

tanisini ise amilaz/kreatinin klirensi oranini kullanarak konfirme ettik.

Anahtar kelimeler: makroenzimler, referans aralik, Polietilenglikol
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9. SUMMARY

DETERMINATION OF RECOVERY % REFERENCE INTERVALS FOR CK,
LDH, AST, AMYLASE WITH POLYETHYLENEGLYCOL PRECIPITATION
AND ULTRAFILTRATION METHODS USED FOR MACROENZYME
DEDECTION AND SUPPORTING THE MACROENZYME DIAGNOSIS VIA

DIFFERENT METHODS

Macroenzymes have higher molecular weights than normal enzyme forms.
Clearance of macroenzymes are much more slowly than usual enzymes, so that
they accumulate in the plasma and may cause measumerent of higher enzyme

activities.

Not thinking of macroenzymes as a cause of increased enzyme levels or
lacking the diagnosis of macroenzyme elevation can cause unnecessary ,
expensive and even invasive procedures. From this perspective unexplained high

enzyme levels or suspected macroenzyme elevation must be recognised.

In literature there are several % recovery reference intervals established with
PEG precipitation method for amylase, AST, CK and LDH. Lesser publication
and data exists for detecting macroenzymes with ultrafiltration method. Besides in
some of these publications reference intervals were determined for healthy people
whereas the others in people who had high enzyme levels. In this thesis reference
intervals are established for AST, amylase, LDH, CK with two different methods
mentioned before for both healty population and people have high levels of

enzyme activities.
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The reference intervals established for amylase, AST, CK, LDH in healthy
people via PEG method are 53-78, 37-81, 53-91, 33-61 respectively; for the
people have high enzyme levels intervals are 44-79, 32-75, 45-94 and 28-63

respectively.

The reference intervals established for amylase, AST, CK, LDH in healthy
people via ultrafiltration method are 61-104, 34-77, 38-78, 27-54 respectively; for
the people have high enzyme levels intervals are 56-119, 30-78, 37-78, 25-50 and

28-63 respectively.

Lower limits of reference intervals detected decreased for all enzyme
activities in people who have high enzyme levels. Avoiding of falsely positive
results we decided to use referance intervals established for the people who have
high enzyme levels. However for ultrafiltration method more research need to be

done.

Detected with PEG precipitation method and ultrafiltration method, 3
macroCK and 3 macroLDH patients confirmed with electrophoresis method; 2

macroamylase patients confirmed with amylase/creatinin ratios.

Key words: macroenzymes, reference intervals, polyethyleneglycol
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