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KOYUN KARACIGER ALKALI FOSFATAZININ KISMEN
SAFLASTIRILMASI, FiZIKOKIMYASAL VE KINETIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Beran YOKUS', Nuriye METE?, Yildiz ATAMER?

PARTIAL PURIFICATION OF SHEEP LIVER ALKALINE PHOSPHATASE,
INVESTIGATION OF PHYSICOCHEMICAIL AND KINETIC PROPERTIES

Summary: In this study, alkaline phosphatase { ALP ) enzyme was partially purified from sheep liver and its ploysicochemival
and kinetic properties were investigated. Spesific activity of enzyme was found 0,843 1U/mg protein which had been purified
18,32 fold from sheep liver. Purification procedures include homogenization, N-Butanol extraction, asetone and precipitation
stages with ethanol-cholaroform. In a medium of 25 °C and pH 10.5, Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk graphics of the
parsially purified enzyme in 0.1 mM Glycine-Magnesium buffer against p-Nitrophenylphosphate { p-NPP | substrate were
drawn up, and Km value was calculated as 0.3ImM. The effect of temperaiure, pH, L-Histidine, Thiourea and phosphate on
enzyme activity was investigated. It was observed that activity of the enzyme decreased with time at 56 *C, and 96.5 % of this
activity disappeared at the end of 30 minutes. At 65 °C, however, almost all of the activity was noticed to disappear in the first
5 minures, The optimum pH of enzyme was determined to be 10.4 for p-NPP. The last product phosphate was observed to
inlibit enzyme, and L-Histidine was determined to lead 1o un-competitive inhibition. It was identified that thiourea had na
effect on enzyme activiry.
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fzet: Bu caliymada alkali fosfataz (ALP) enzimi koyun karacigerinden kismen saflagtimlarak kinetik ve fizikokimyasal
dzellikleri incelenmigtiv. Koyun karacigerinden 18.32 kat saflagnrilmig enzimin spesifik aktivitesi 0,843 {Uimg protein ofarak
bulundu. Saflagtema  iglemleri, homaofenizasvon, N-Butanol eksiraksiyonu, aseton ve  etanol-Moraformla cdktiirme
basamaklarint iermektediv. Kismen saflagtirdan enzimin 25° C'de, 0.1 mM Glisin-Magnezyum tampanunda ( pH 10.5 ). p-
Nitrofenilfosfat ( p-NPP ) subsirating karst Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikieri gizilerek Km degeri 0,31 mM
olarak hesapland:. Daha sonra sicakhk, pH, L-Histidin, Tiyoiire ve Fosfat’ m enzim aktivitesi izerine etkisi aragtirddi,
Enzimin 56 °C de zamanla aktivitesinin azaldign ve 30 dakika sonunda aktivitesinin % 96.5" ini kaybettigi gazlendi, 63 "C
steakltkta fse Tk § dakikada aktivitenin hemen hemen tamamenin kaybedildigi gdzlienmigtiv. Enzimin p-NPFP igin aptimun pH’
st 10.4 olarak bulunmugtur. Son tirtin olan fosfulin enzimi inkibe enigi, L-Histidin'in nnkompericf inhibisvana yol agig
geizlenmiytiv, Tivoiire nin ise enzim aktivitesi fizerine hichir otkisinin almadige tespit edilmigtiy,

Anahtar Kelimeler: Alkali fostataz, saflagtirma, enzim kinetigi. tivoiire, fosfar, L-histidin

GIiRIS VE AMAC dogada yaygin olarak bulunur. fnsan ve hayvan

dokulanmin  hemen hepsinden, bas  bitkilerden,

Alkali fosfataz (ALP) alkali ortamda birbirinden baliklardan, bakieri ve mantarlardan izole edilmistir
farkl tiirlerdeki fosfat esterleri iizerine hidrolaz ve (1, 2). Ozellikle karaciger, safra, kemik, bibrek ve

transferaz etkisi glsteren bir enzimdir (E.C.3.1.3.1%, plasentada ALP aktivitesi C;Uk }'[iksﬂhil‘ (3, 4, 5, 6).
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Bagta karaciger ve kemik hastaliklan olmak iizere bir
¢ok hastalifin belirlenmesinde Gnemli bir indikattic
olarak  kullamlmaktadir. ALP'in  izoformlarinin
hepsinin  bilinmesine ve enzimin izoenzimlerinin
biitiin genlerinin kolonlamp, nikleotid dizilimleri ve
genomik  yapilanmn  agiklanmasina  ragmen
molekiiler &zellikleri ve fizyolojik fonksiyonlan
hakkindaki bilgiler yeterli degildir. Bunun en biiyiik
nedeni  farkh  dokulardan  farklh  izoenzimlerin
saflagtinlmasindaki giigliik ve ¢ok az miktarda enzim
elde edilmesidir,

Bu g¢aligmada, ALP'in koyun karacigerinden
kismen izole edilip saflagtinlarak fizikokimyasal ve
kinctik 6zelliklerinin incelenmesi ve muhtemel baz

inhibitorlerin  karaciger ~ALP  aktivitesindeki
etkilerinin arastinlmas: amagland.
MATERYAL YE METOD

Cahigmalar iki basamakta vapildi. {1k basamakta
ALP enzimi koyun Karaciferinden izole edilerek
kismen saflagtinildi. Tkinei basamakta ise enzimin p-
NPP  substratina  karsi  Michealis-Menten  ve
Lineweaver-Burk  grafikleri ¢izilerek Km  degeri
hesaplandi. Kismen saflagtinlan koyun karaciger
ALP"y {izerine sicakhik, pH, enzim konsantrasyonu,
L-Histidin ve Tiyotirenin etkileri kinetik olarak
aragtinldi. Tiyoiire “Carlo Erba” firmasindan, L-
Histidin “Eastman” firmasindan, p-NPP ve geriye
kalan diger kimyasal maddeler “Sigma™ firmasindan
temin edilmis olup hepsi analittk safliktadir.
Deneylerde Unicam UV-Visible spektrofotometre,
Sorvall S1 wve Sanyo harrier 18/80 sogutmah
santrifujler, Waring blender, Grant CB2 507 su
banyosu kullamld,

1. Koyun Karacigerinden Alkali Fosfatazin
Saflagtirilmasi

Latner ve Hudson'un kismen meodifiye edilip
uygulanmigtir (7). Mezbehada yeni kesilmig bir
yagindaki saghkh koyundan alinan karaciger, tuz ve
buz kangiminda korunarak laboratuara getirildi. Zar
ve bag dokudan aynlan ve kiigiik pargalara getirilen

karaciger, +40C"de 0,15 M NaCl ile yikanip kandan
temizlendi. Bundan 250 g. Almp 500 ml. +40C deki
0,15 M NaCl ile 3 dakika yiiksek hizda homojenize
edildi. Alttaki sulu faz toplandi. Bu faz 1 nolu
whatman kafidindan siiziildiikten sonra pH’s1 0,1 N
NaOH ile 7,6 ya ayarlandi ve 0oC’ye sogutuldu.
Bunun dizerine -200C ve sogutulmus asetondan, son
konsantrasyon %33 (v/v) olacak sekilde ilave edildi.
Kangim 2000 g'de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oken
protein uzaklagtinilds, Supernatant’a 501
konsantrasyon %40 (v/v) olacak sekilde sogutulmus
asetondan ilave edilerek tekrar 2000 g'de 30 dakika
santrifilj edildi. Elde edilen sedimentin (hacmi 9 ml
idi) tzerine 3/1 (v/v) oraminda —-200C'deki etanol-
kloroform kangimindan, son hacim %44 olacak
sekilde kanstinlarak ilave edildi. Elde edilen enzim
gozeltisi  homojenizatbrde  slispansivon  haline
getirildi. Enzim ¢tzeltisi 30 dakika stireyle 9000 g'de
santritll] edildi ve siipernatant alindi. Boylece alkalen
fosfataz koyun karacigerinden kismen saflastinlms
oldu. Kinetik bir calismada yeterli sayilabilecek bir
saflik dizeyine ulasilmistir. Saflastirma igleminin her
agamasinda, hem enzim aktivitesi tayini hem de
protein tayini yapilmigur. Elde edilen bu bilgiler
yardimiyla, her asama igin spesifik aktiviteler ve
saflastirma oranlan  hesaplanmis ve bir sonraki
saflastirma asamasinda kullamilacak olan fraksiyon
belirlenmigtir.

2. Alkali Fosfataz Aktivitesinin ﬁl;;iilmesi

Deneyin  Prensibi: Bu galigmada  yamlan
saflagtirma igleminin her basamaginda ve sonraki
yapilan  deneylerde ALP  aktivitesi; Bessey,
Lowry,Brock metodu ile dlgtildi (8).ALP enzimi
renksiz olan p-NPP substratim alkali ortamda p-
nitrofenol ve fosfata hidrolizini katalize eder. Asit
ortamda renksiz olan p-nitrofenol anyonu, alkali
ortamda koyu san renk wverir ve 405 nm de
maksimum absorbsiyon gisterir.  Bu  prensipten
hareket edilerek p-nitrofenol (p-NPP) ile orantili olan
optik dansite degisimi Sl¢iilerek ALP aktivitesi tayin
edili. Kullamilan Reatifler; 1-) Glisin(0,1M)-
Magnezyum (1 mM) Tamponu pH 10,5 29 p-
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Nitrofenol  ¢iizeltisi (1lmM) 3-) ALP gahsma
gizeltisi: 1 hacim Glisin-Magnezyum ¢ozeltisi ve |
hacim p-NPP kansimindan olusur. Deneyin Yapihisi;
Enzim aktivitesinin élgilecegi kiivet igerisine 2 ml
galigma ¢ozeltisi ve 0,1 ml enzim ekstrakti konulur,
25 Co de 5 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrede 405 nm'de  birer dakikalik
aralarla optik dansite okunur. Okunan O.D. degerleri
arasindaki farklann aritmetrik ortalamasi alinarak
optik dansite degisimi (7E/) bulunur. ALP aktivitesi
su formiile gbre hesaplanir.

ALP aktivitesi (IL/L) = (PE/ O x (1000 x 2,1 /7 x 0.1 x
Seyreltme oram

? : Molar absorbsiyon katsayisi : 16,8

Saflagirmanin© her  basamafinda  alinan
numunelerdeki protein tayini Lowry metodu ile
yapildi (1,9).

3. Saflastirilan Enzimin Kinetik Ozelliklerinin
incelenmesi

4-) Deneydeki butlin faktdrler sabit tutularuk
valmzea p-NPP konsantrasyonu degistirilerek enzim
aktivitesi Sl¢lilmiigtiir. Elde edilen degerlere gére
Michaclis-Menten ve Lineweawer-Burk grafikleri
¢izildi.Km degeri hesapland,

b-} Deneydeki biitiin faktorler sabit turularak
sadece ilave edilen enzim miktanim artirarak, artan
enzim  miktanimin  enzim  aktivitesine  ctkisi
incelenmistir.

c-) Swcakhigin ~ ALP

rasyonun Enzim  Aktivitesi Uzerine  Eikisinin
Incelenmesi: Artan  konsantrasyonlarda  “Sodyum
dihidrojen  fosfat” (NaH2PO4)  ciizeltileri
hazirlanarak, fosfatin enzim aktivitesi fizerine ctkisi
Bledlmiistir,

f- ) Artan Tiyolire Konsantrasyonunun Enzim
Aktivitesine Etkisinin Inecleninesi igin, tyoiire stok
¢bzelusinden uygun seyreluncler yapilarak cesithi
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edilmistir,

g-) Stok L-histidin - ¢zelulerinden  uyeun
seyreltmeler  yapilarak  farkh  konsantrasyonlarda
gozeltiler hazirlamp, diger biitin faktérler sabit
tutularak L-histidin'in enzim akivitesi {izenne etkisi
incelendi.

h-) Bir 6nceki deney sonucunda ALP inhibisyonu
igin en uygun L-Histidin konsantrasyonunun 5 mM
oldugu Tiiplerdeki  L-Histidin
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde sabit tutulurken
substrat konsantrasyonlart artmilarak, L-Histidin'in
enzim aktivitesi fizerine etkisi incelenmistir. e, f, g, h
siklarinda yapilan substrat
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde  sabit
tutulmustur,

bulunmustur.

denevlerde

SONUCLAR

ALP enziminin koyun karaciferinden
saflastinlmasi igleminin her basamaginda clde edilen
total aktivite, total protein, spesifik akiivite, verim ve
saflastirma oranlan Tablo-1 de gosterilmistir.

Aktivitesine FEikisinin incelen- Table I: Koyun karaciger alkali fosfatazinin saflagtirnimasina ait sonuglar

mesi: Enzim, 56°C ve 65°C'de
inkube edilerck aktivite dlciildi,

d) pH'lan 84 ile 1238

arasinda degisen 0.1 M Glisin- [‘Homoienar

Mg+2 tamponu hazirlanmugtir. | Butanol Ekstrakis
Bu tamponlardan  hazirlanan

galigma gizeltileri ile enzim

aktivitesi dl¢tilmiistir

e-) Artan Fosfat Konsant-

Saflastirma Basamaklar Total Tolul Spesifik Saflastirma
Aktivite Protein Aktivite COram
(I} (mg) {1L/mg protein)
2000 44514 0,046 1,00
1947 86333 0,225 4,891
Aseronla Coktirme 229.5 378 0607 13,195
Etanol-Kloroformla 216 256 0,843 18,526
Cikilrme
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a-) Artan p-NPP  Konsantrasyonunun Enzim
Aktivitesine Etkisi: Elde edilen sonuglara giire gizilen
Michaelis-Menten grafifii Sekil-1'de gosterilmigtir.
Lineweaver-Burk grafifiini ¢izmek ig¢in bu sonuglar
istatistiki olarak degerlendirildi. Bu degerlere gire
elde edilen dogru denklemi y = 35.16 + | 1.07 %, r=
0.96 olup buna ait grafik, Sekil -2° de gosterilmistir.
p-NPP substrati igin, enzimin 25 C** de, pH 10.5° de,
0.1 M Glisin-Magnezyum tamponunda Km' si 0.31
mM olarak bulunmustur,

F 3

L 3

o 1 (] 3 i ] [l L] [ ] 10 frHPF {maly

Sekil 1. p-Nitrafentlfosfar konsantrasyonnnun enzim akrivitesi
Wzerine erkisi (Michealis-Menten cgrisi)

i
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Sekil 2. p-Niteafenilfosfar konsantrasyonunun enzin akiivitesi
iizevine etkisi {Lineweaver-Burk grafigi}

b-) Artan Enzim Miktanmn Enzim Aktivitesine
Etkisi: Enzim aktivitesi, artan enzim miktanyla
dogru orantih olarak artimigtic,

¢-) Sicakhifin Enzim Aktivitesi Uzerine Ctkisi: 56
“C" de enzim aktivitesinin % 48.7" sini ilk 10
dakikada kaybettigi gdzlendi. (Sekil-3) 65 °C" de ise
enzim S.dakikada  aoktivitesinin @ % 98" ini
kaybetmigtir.

] ¥ [ " H] n " "
Lawan R g

Sekil 3. 567 swcakhikiaki crzim aktivitesini zamane bagh
cegigimi

d-) pH' nin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi: Bu
sonuglara gére enzimin optimal aktivite gdsterdifi
pH aralig 10.0-11.0 arasinda bulunmustur. (Sekil-4)

Sekil 4. pH i enztm akifvitesi fzerine etkisi

e-) Arman [Fosfat Konsantrasyonunun Enzim
Aktivitesine Etkisi: Fosfat konsantrasyonu arttikea
enzim aktivitesi azalmustir, 18 mM' da enzim
aktivitesinin % 85.7" sini kaybetnustir. (Sekil-5 )

A

.
4
|

r - a L] - " L) L1 ] - M

Sekil 5. Fosfat kensantrasyonrunun enzim akiivitesi Gzerine
etkisi



5% Tiirk Biyokimya Dergisi
1\ 2000, Cili: 25, Suy: 4

139

f-) Artan Tiyolire Konsantrasyonunun Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi: Tiyolre'nin enzim
aktivitesi lizerine etkisinin olmadif gézlenmigtir,

g-) Artan L-Histidin Konsantrasyonunun Enzim
Aktivitesine Etkisi: Artan L-Histidin
konsantrasyonunun enzim aktivitesini inhibe ettigi
gizlendi. (Sekil-6 )
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Sekil 6, Histidin engim alaivitesing erkisi

h-) L-Histidinin, Artan p-NPP Konsantrasyonunda
Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi: Sabit tutulan L-
Histidin konsantrasyonunun (5 mM), artan substrat
konsantrasyonlannda  enzim  aktivitesine  etkisi
incelendi. Lineweaver-Burk grafigini ¢izmek igin,
sonuglar bilgisayarda SPSS progranu ile, istatiski
olarak degerlendirildi. Bu degerlere gire elde edilen
inhibitarlii dofru denklemi y= 41. 81 + 11.56 x ve
r= 0.99 olarak bulunmustur (Sekil-T).
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Sekil 7. L-Histidinin enzim akrivitesine etkisi (Lineweaver-
Hurk grafigi)

TARTISMA

ALP, bir ¢cok hastalifin belirlenmesinde Snemli
bir indikatér enzim olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle serum ALP aktivitesi artiginin hangi dokudan

kaynaklandifini belirlemek igin enzim, bugiine kadar
bir cok arastirmaci tarafindan farkl canli tirlerinin
organ ve dokulanndan saflastinlarak, fzikokimyasal
ve kinetik 6zellikleri incelenmigtir (1, 2, 7. 10, 11,
12, 14),

Ohkubo ve arkadaslar (15) sican karaciZerinden
ALP saflastinlmasinda  homojenat  siiziintiisiinde
spesifik aktiviteyi 0,03 U/ mg protein, butanol
ckstraktinda ise 0,1 U/ mg protein olarak
bulmuslardir.  Lamer ve Hudson (7). insan
karaciferinden  ALP  saflastinlmasmda  butanol
ekstraktinda spesifik aktiviteyi 0,12 U/ mg protein,
asetonla coktlirmeden sonra 0,8 U/ mg protein, son
kademede ise 2,9 U/ mg protein olarak bulmuslardar.
Tirkéz ve Ustdal, sifar karaciferinden ALP
saflastrmasinda  spesifik  aktivitey:r, homojenatta
0,025 U/ mg protein, butanol ekstrakunda 0,089 U/
mg protein, asetonla gtktiirmeden sonra (0,161 U/ mg
protein ve son basamak da ise 0,356 U/ mg protein
olarak bulmuglardir (16). Biz yaptifinuz enzim
saflastirma islemi basamaklarinda spesifik aktiviteyi,
homojenatta 0,046 U/ mg  protein, butanol
ekstraktinda 0,225 U/ mg protein, asetonla
¢iktiirmeden sonra 0,607 U/ mg protein, son kademe
olan etanol-kloroform ¢Oktlrmesinden sonra ise
0843 U/ mg protein olarak bulduk (Tablo-1).
Kimyasal efekttirlerin enzimler tizerine etkisinin net
olarak belirlenmesi igin, saflastirma sonucu elde
edilen numunedeki aktivite diizeyinin, enzimin serum
aktivite diizeyinden en az on kat fazla clmasi
gereklidir (17, 19). Biz de c¢alismammzda enzimin
fizikokimyasal ozelliklerini  incelerken  oldukga
yveterli olan bir aktivite diizeyine wve satlastuma
oranma ulastik.

kinetik  Geelliklerinin

degisik

Saflastinlan  enzimin

arastirlmasinda dnce subsiral
konsantrasyonlanmn enzim aktivitesi deerine ctkisi
aragtinlmigtir.  Enzimin -~ 10 mM  p-NPP
konsantrasyonuna kadar Michaelis-Menten kinetigine
uygun davrandifn saptandi, Elde ettifimiz sonuclan

istatistiki olarak deferlendirdik. Buna gére 23 “C" de,
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pH 10.5" de, 0.1 M Glisin- Magnezyum tamponunda,
p-Nitrofenilfosfat substratna karsi Km degerini 0.31
mM olarak hesapladik. Ohkubo ve arkadaglar sigan
karacificrinden saflagtirdiklan ALP igin Km degerini
0.5 mM olarak tespit etmiglerdir (15). Latner ve
Hudson insan karacigerinden saflagtirdiklar enzimin
25 °C" de, pH 10.5" de, ‘2 Amino- Methyl Propan-1-
ol-HCI' tamponunda, p-NPP substrat igin Km
degerini 0,5 mM olarak tespit etmiglerdir (7). Sarconi
ve arkadaglan merinos koyununun karaciferinden
saflasurdiklart ALP’ 1 p-NPP substrati igin Km
degerini 0.5£ 0.2 mM olarak tespit etmiglerdir (18).
Tirkoe sifir karacigerinden saflastirdit ALDP" 1n,
25°C" de, 0.1 M Glisin- Magnezyum tamponunda
(pH 10.5) p-NPP substratina karsi Km degerini 1.1
mM olarak tespit etmistir (16), V max ve Km
dejrerleri, enzim ekstraktimn saflik  derecesinden,
tayininde kullanilan enzimin
konsantrasyonundan, tamponun cinsi ile pH'indan,
metal aktivatdriin cinsi ile konsantrusyonundan ve
galisma sartlanndan etkilenmektedir. Bu nedenle
ALP  igin  literatirdeki  kinetik
sonuclanm birbirleri ile kiyaslamak ¢ok zordur. Biz
yaptigimiz ¢ahismada buldugumuz Km  degerinin,
diger araguneilanin degerlerine yakin oldugunu tespit
ettik. Aradaki fark yukanida anlatlan scbeplerden
kaynaklanabilir.  Yaptufimiz  ¢aligmada, koyun
karaciger ALP imin maksimum aklivite gosterdigi
substrat konsantrasyonunun, alt siminm 2 mM olarak
bulduk. Biz de ¢alismamizda enzim, fosfat, tiyoiire,
L-histidinin artan miktarlarinin, enzim  aktivitesi
iizerine etkilerini incelerken, tiiplerdeki p-NPP"n son
konsantrasyonunu oldukga yeterli olan 5 mM olacak
sckilde ayarladik.

aktivite

galigmalann

Enzim konsantrasyonunu aruinp, diger bitin
faktorleri  sabit  tuttufumuz  zaman  enzim
aktivitesinin, enzim konsantrasyonu ile dogru orantih
olarak arti@im tespit cttik. Bu bulgumuz diger
arastirmacilanin bulgulan ile uyumludur (14, 16, 19).

Sicakhigin  enzim  aktivitesi {zerine cikisini
inceledigimizde ALP'm 56 °C' dec zamanla

aktivitesinin azaldifom, bu aktivite kaybimn 5.
dakikada % 26.5, 10. dakikada % 48.7 oldugunu ve
30. dakikada aktivitesinin % 96.5 ini kaybettigini
tespit ettik (Sekil-3). 65°C’de yapugimuz caligmada
ise enzimin ilk bes dakikada aktivitesinin % 98° ini
kaybettigini tespit cutik. Elde ettifimiz sonuglar
literatiirdeki bilgilerle uyumludur (7, 14, 19, 20, 21,
22, 23).

Karacigerden kismen saflagtirdigimiz - ALP'in
optimum pH' sim bulmak igin degisik pH'larda 0.1
M  Glisin-Magnezyum tamponlan  hazrlayarak
enzimin aktivite tayini vapildi. Enzimin pH 10-11
arasinda, dzellikle de pH 10.4" de maksimum aktivite
gosterdigi  tespit  edildi. (Sekil-4) Buldugumuz
sonuglann literatiirdeki  bilgilerle uyum sagladif
tespit edildi. Komada wve arkadaglan insan
karaciferinden saflastirdiklan enzim igin maksimum
aktiviteyi pH 10.2°de (24), Tirkdz, sifir
karacigerinden elde ettifi enzimin  maksimum
aktivitesini pH 10.4°de tespit etmiglerdir (16).
Ohkubo ve arkadaglan  sigan  karacigerinden
saflastirdiklan cnzim igin maksimum aktiviteyi pH
10.2 olarak tespit etmiglerdir (15).

Artan fosfat konsantrasyonunun enzim
aktivitesine etkisinin incelenmesi sonucunda, fosfat
konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesinin azaldif
tespit edilmistir. 18 M fosfat konsantrasyonunda,
enzim aktivitesinin % 85.7" sini kaybetmigtir ( Sekil-
5). Kay, son {riin olan fosfatin enzim aktivitesini
inhibe ettigini ilk olarak belirlemigtir. Daha sonra bir
cok arasunci, fosfatn enzim aktivitesi tzerindeki
etkisini incelemislerdir. Buldugumuz sonug literatiirle
uyum igerisindedir. (3, 4, 7, 14, 21, 23, 25, 31).

Hipertroidi'de serum ALP"imin dzelliklede kemik
ve karacifer izocnzimlerinin artigt Gteden beri
bilinmektedir.(13-14) Hipertroidizmde tedavi amagh
tiyolire ve tlirevieri, tiyoiirasil, propil tiyolrasil,
karbimazol ve metimazol verilmektedir.
Antihipertroid olarak kullamlan tiyoiire tiirevi bu
ilaglann ctki mekanizmasi, troid hiicresine giren
ivodiiriin ~ iyoda  oksidasyonunu  katalizleyen



@. Tirk Biyokimya Dergisi
D/ 2000, Clit: 25, Say: 4

141

peroksidaziart  inhibe etmek, béylece tirozine
baglanmasim  engellemek seklindedir. Dolayisiyla
iyodun troid bezi igerisinde tiroglobulin haline
dioniigimiinii  baskilayarak organin  fazla hormon
salgilamasim  (T3,T4)  engellemektedir.  (28)
Anlatldifi gibi tiyoiire ile ALP aktivitesi arasinda
dolayh bir iliski vardir, Bu nedenle biz ¢alismamizda
ALFP aktivitesi iizerine, tiyoiire'nin etkisinin olup
olmadigia  arastirdik.  Tiyoiire’ nin  artan
konsanirasyonlanmn = ALP  aktivitesine  etkisini
incelemek amaciyla 0.2 ile 5 mM konsantrasyonlan
arasinda tiyoiire gozeltileri hazirlandi. Tiyotire’ nin §
mM konsantrasyona kadar olan derigiminin, enzim
aktivitesi (izerine etki etmedifini tespit ettik. Tiyoiire
ile ALP arasinda direkt bir iliski olmadifr sonucuna
vardik. Literatiirde tiyolire’ nin ALP aktivitesine olan
etkileri ile ilgili bir aragtirmaya rastlayamadifimz
i¢in, sonuglarimizi kargilagtiramadik.

L-Histidin® in arlan konsantrasyonlan ile ALP
aktivitesi arasinda, ters orantil bir iligski bulundugunu
belirledik (Sckil-6). Deney sonuglarna gore L-
Histidinin, 3 mM konsantrasyonda enzimi % 23.5, 6
mM  konsantrasyonda % 639, I8 mM
konsantrasyonda ise enzimi % 89.9 oraninda inhibe
ettifi gorilmektedir. Literatirde amino asitlerin L-
formlanmn, ALP aktivitesini inhibe ettigine dair bir
gok bilgi meveuttr ( 10, 16, 20, 28, 29, 30, 31, 32,
33). Bu bakimdan elde ettiiimiz aktivite degerleri
literatirle uyum igindedir. Fakat L-Histidin ile
yapilmug bir ¢aligmaya rastlayamadifimuz igin yiizde
inibisyon ve kalan aktivite cinsinden sonuglarimuz
karsilagtiramadk,

Aran  p-NPP  konsantrasyonlannda,  sabit
konsanirasyonda tutulan (5 mM) L-Histidin’in enzim
aktivitesine etkisi incelendi. Elde cttigimiz sonuglara
gire  gizilen  Michaelis-Menten  grafiginden,
inhibitdrsiiz grafige gire, enzim aktivitesinde azalma
meydana  geldigi tespit edildi. Lineweaver-Burk
grafigini gizmek ve Inhibisyon tipini belirlemek igin
elde ettifimiz deferleri  istatistiki  olarak
degerlendirdik. Km degierlerini hesapladik. Sonugta

elde ettigimiz dogru denklemlerine gire gizilen
Lineweaver-Burk  grafigi, inhibisyon tipinin
unkompetitif oldugunu gistermektedir. { Sekil-7 )

ALP koyun karacigerinden izole edilip kismen
saflagtinlarak  baz  fzikokimyasal ve  Kinetik
dzellikleri incelenmistir. Enzimin yukarida incelenen
dzellikleri bakimindan, bilinen karacifer izoenzimi
karakterinde oldugu gérilmiigtiir.
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