FOSFATAZ ENZIMLERI
Alkalen fosfataz enzim calismalarma baslangg.

Dr. Hiiseyin T. SESSiZ (x)

OzZET
Fosfataz enzimleri yirminci yiizyil baslarndan itibaren incelen-
mege baslannuslardir. Asit ve alkalen pH’da aktif olarak fosfat es-
terlerini hidroliz ederler.  Bunlardan alkalen fosfatazlar klinisyene
daha fazla sahada  yardimcidirlar. GCaligmanuzda bu konuda klinige
yardimer olabilecek bazt kinetik  arastwrmalar  hedef almmugtir.

Enzim ¢algmalarinda en az 100 1.U./mg saflik derecesindeki
enzimlerle ¢alismalk sonuglara giiven getirir (1,2). Bu yoniiyle yazinuzda
dnce toplu bakis agisindan bu hususlart ele alarak incelemeyi ve son-
ra her teknik kiswu ayrmtilarivla bir seri makalelerde anlatmayr
vegledik. '

Bu enzimlerin ayrilmasi, saflastiriimast ve kinetiklerinin ince-
lenmesi Dogu Anadolw’da baslanan ilk galigmad  ve sonuglarmin
diinya literatiiriine de bazi yenilikler eklendigini timit ederiz,

GIRIS VE AMAC _

Alkalen fosfataz (ALP) enzimleri, bugiin i¢in bircok yoniiyle hilinen, fakat
henliz aragtirilmaya muhta¢ taraflar da bulunan bir grup enzimlerdir. Sirast
geldikce deginilecek konular kismen arastirilmis olmakla beraber, glinimiizde
heniiz ilgingligini yitirmemis bir biitiinliige sahiptir. (3).

Ik calismalar 1907 yilnda Japon aragtirict Suzuki ile piving kepeginde
baslannugtir. (4). 1939°da King ve Delory ALP optim‘dm pH’sim siibstrata ba-
gimh oldugunu, 1962’de Moss King ve arkadaglar doku orijinleri farkh ALP en-
zimlerinin gesitli stibstratlara karst farkli affiniteler gosterdiklerini ortaya koy-
dular, (5).

(x)  Atatirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya Kdiirstisii Ogretim Uyesi, Dogent.
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Falley ve Kay, Ross ve arkadaslart Sodyum- B gliserofosfat ile maksimum
ALP aktivitesini pH: 9,1 de elde ettiler. Ciddi elektroforetik ve kromatografik
ALP enzim ¢alismalart 1960 ve hatta 1970 yillarindan itibaren baslamistir. Bu ba-
kimdan ALP enzimleri hakkinda esasli degerlendirmeler, son ceyrek asrin iiriin-
leridir.

ALP hidrolazlar grubuna girer, I.U.B.’ye gére kod no’su E.C. 3.1.3.1’dir.
Sistematik adi ortofosfat mono ester f()SthldrO]dZdll‘ Genel olarak katalize
ettidi reaksiyon soyle gosterilir,

ALP

Ortofosfat mondester + H»0 ——— Alkol -+ ortofosfat

Bu enzim birgok fosfo-monoesterleri hidroliz eder, ancak diesterlere tesiri
yoktur. {1,2,6). Fosfomononiikleotidleri hidroliz ederse de o zaman -pirofosf{ataz-
adin alir,

Esas hidroliz yaptigi kemikaller: primer ve sekonder alkollerin, siklik alkol-
lerin, fenol ve aminlerin fosfat esterleridir. (2). Niikleik asitler, fosfatidler gibi
fosforik asit esterleri ara metabolizmada fosfatazlara énemii rol yiiklerler. Bu ha-
liyle ALP bir metabolizma enzimi olarak gérev yapar.

ALP esasen bir membran enzimi olup insan ve hayvanm biitiin dokularinda
vardmr. Bitki, bakteri siit ve mayada ds bulunur. (1,4). Graniilositlerde ALP’nin
varhgl bu hiicrelerin matiirasyonu ile beraber gider. Laktasyon sirasinda meme
bezinde, gebehkte 'plesentada, normalde beyinde, lenf dokusunda, 16kosit, erit-
rosit ve spermada ALP vardir (2,4). ﬁlgdnlcnm bazi organ ve dokularmmda ALP
daglllml sOyledir. (7)

ince barsak ~ Kemik ‘Karaciger Bobrek ° Prostat Serum
51,1 42,5 33,1 28,8 7,3 0,029

Organdaki aktivite luternasyonel iinite (I U)/gr yas do]\u olarak belirlenmek-
tedir. - -

ince barsak ve bobrek ALP enzimleri daha ziyade membran enzimi saylhr
Kemik alkalen fosfatazi ise hemen tamamen. bir metabolizma enzimidir. Fos-
fatazlar %7 70 oraninda lizozimlerde lokalize o]mustux Karaciger ve safra
kana]ldrmdan elde edllen ALP goklukla mlkrozomal frakSIyonlaIdadlr (8)

Mo]ekiil Yapllv.e S_afllk Kriterleti:

Bilinen kadariyla dana ince barsagindan ¢lde edilmis ALP  (i-ALP), pH:
8,7de 100.000 molekiil agirhgma sahiptir; sigir siitiinde ve karacigerinde 190.000 ¢
ulagit. E. Coli’de 40.000- molekiil agirhkli iki izoenzimden olusur ). . .
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Loz



ALP, molekiil basina bir mol fosfat ve 9 0,2 Zn igeren bir metallo enzimdir.
i-ALP enzimi kristal bir sekilde elde edilmemistir. N-Asetil ndraminik asit enzim
yapisina girer, sialik asit girmez. Karaciger ALP’sinde ise sialik asit bulunur ve
bu enzim i¢in negatif bir kooperasyon faktdriidiir, ve aktivitesini regiile eder

(10).

ALP enzimleri degisik miktar ve gesitte sakkaroid maddeler igeren glikopro-
tein yapisini gosterir. Bu sakkaroidler glukozamin, galaktozamin, galaktoz, fukoz,
mannoz ve ribozdur (11,12,13) Membrana baglienzim, otolizle veya n-butanol gibi
organik solventlerle separe edilebilir. Bu usul enzim eldesinin baslangicidir (14,
15,16,17), Spesifik aktivitesi mg. proteini basina 100 [.U.lik preparasyonlar enzim
calismalarinda askari kriterdir (1,2)

ALP ENZiMi TAYIN YONTEMLERI KRIiTERLERI

Enzimler oldukca ozgiil katalizorlerdir. Aktivite tayin yontemlerinde ozel
siibstratlar kullanilir ve bu siibstrat organizma genelinde bir tanedir. Fakat al-
kalen fosfatazin fizyolojik siibstrati tam belirlenmedigi gibi sayist da goktur.
Fosforil kolinin fizyolojik siibstrati olabilecegi tahmin edilmektedir (18).

A- Siibstrat Ozgiilliigii

Aktivite tayinlerinde en ok kullanilan siibstratlari; Na-B-Gliserofosfat, fenil
fosfat, p-nitrofenil fosfat, o ve P naftil fosfatlar, fenolfitalein mono ve difosfatlar,
Naftil AS-MX fosfatlar (2-OH, 3- Amido-N- (2,4’ Dimetil fenil) naftalen fos-
fat'dir. Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan fosfat veya fosfat ayrildiktan sonra kalan
fenol veya fosfat ayrildiktan sonra kalan fenol veya nitrofenol gibi alkolik
maddeler iizerinden 6lgiim yapilarak enzim aktivitesi tayin edilir.

Tayin edilen enzim aktiviteleri her yonteme gére ayri bir birimle gosterilebil-
mektedir.

1959 yilinda IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry)
komiteleri tarafindan enzim fiinitesi igin internasyonal bir tarif yapimigtir.

Bu tarife gore; dakikada | mikro M siibstrat degistiren (hidroliz eden) en-
zim miktar1 1 I. U. kabul edilmistir. Diger sartlar ise, optimal sicaklik (25° veya
37°), optimal siibstrat konsantrasyonu, optimal tampon iyonik giicii (veya mo-
laritesi) ve optimum pH’dir. Biolojik materyelde 1 ml veya 1000 ml. ile gos-
terilebilir' (19).

B- Aktivatorleri:

ALP’m en énemli aktivatorii magnezyum iyonudur. Magnezyum iyonunun
reaksiyon ortamna . ilive edilmemesi aktiviteleri ¢ 50 kadar disiiriir.
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Mg** iyonunun 10-2 M konsantrasyonlarmda (7) ve 10~-4M konsantras-
yonda (20) aktivator role sahip oldugu, 10-2M dan fazlasinin inhibisyon yaptig
ve 10—4M dan fazlasinin ise biraz inhibit6r oldugu rapor edilmistir. Komada (1976)
ise eliientlerine 20-40 mM Mg*+ ilavesiyle hepatik ALP’m1 daha aktif halde
elde edebilmistir (21).

Serumda total ALP tayinlerinde 0,1 ml. serum ile reaksiyon ortamindaki
Mg** 2x10-5M’a gelir. Bu ise arzu edilenin 1/5’i kadardir. Siibstrat i¢in gerekli
miktar buradan hesaplanabilir (20).

Ince barsak ALP’1 icin spesifik bir aktivatér 5 mM sodyum deoksikolattir.
“Ince barsak ALP izoenzimini % 120 kadar aktive eder. Digei ALP izoenzimlerine
isc inhibisyon etkisi gosterir (9,18).

iki degerlikli metal iyonlarndan Zn++, Mn*+, Co**+ iyonlari da akti-
vatdr role sahiptitler. Alaninin, Cu™* gibi inhibe edici metal iyonlarini bagh-
yarak aktivasyon etkisi goriiliir. Saflastirma iglemleri esnasinda elektroforez-
konveksiyon denemelerinde 0,01 M alanin ile kaybolan aktivitenin yerine getirile-
bildigi, reaksiyon karisiminda ise aym konsantrasyonda ¢, 5-10 kadar aktivite
artisi sagliyabildigi rapor edilmigtir (13).

Aktinomisin-D ve puromisin’in aktivator etkileri fnce barsak ALP elde edili-
sinde gorilmistir (22,23).

Karaciger ALP enzimi saflastirmalarinda ise sialidaz, Ca** ile birlikte en-
zimdeki sialik asidi uzaklastirmak suretiyle ALP aktivitesini 1,3 - 1,5 defa artty-
rabilmektedir (21).

Ure, karaciger,. ALP’1 aktive eder..

C- inhibitorleri:

ALP inhibitorleri, metal kelatlar: teskil eden ajanlar, bazi iki degerli katyon-
lar ile orto fosfat ve benzeri polivan anyonlardir. Civa ve siilfit inhibitordiirler.
Cu ** ve Bet* 10-5M konsantrasyonlarda siddetle inhibitér etkisine sahiptir.
Burada magnezyuma karst bir antagonizma sdz konusudur (4).

EDTA, magnezyumu baglayici bir inhibitérdiir. 2,5 x 10-2M konsantrasyonda
tim ALP aktivitesini durdurur. Sistein, iyot, siyaniir, H,S, fenantrolin 10-3M
konsantrasyonlarda ALP’yi tamamen inhibe ederler. Zn** diisiik konsantrasyon-
larda (10-6M) aktivator olarak tesir etmesine karsin 10-4M’da inhibitér olarak
etki eder (1).

Askorbik asit, glisin, histidin, dietil ditiokarbonat inhibitor etki gosterir.
0,025 M glisin serum ALPmt % 20 inhibe eder; 0,1 M’da inhibisyon 9%, 60t
bulur. 0,025 M sitrat da 9 50 inhibitérdiir. EDTA ve sitrat haricinde diger anti-
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koagiilanlarim etkisi (serumda) 4 saate kadar ¢ok az veya hig yoktur. Oda sicakli-
ginda bekliyen serum ALP1 7 giine kadar 9, 10 aktivite kaybeder (20).

Watanabe-Fishman (1966) L-fenil alanin ile insan ince barsak ALP’mnn ste-
reospesifik olarak inhibe edildigini gdstermistir (24). 5 mM DL-fenil alanin in-
testinal ALP izoenzimini % 50-60 inhibe eder (9,25,26).

Ortofosfatlar, ALP enziminin aktif merkezini baglayict olarak inhibitSr etki
gosterirler. 10-2M Na,HPO4 ve sodyum arsenat %, 50 inhibisyon yaparlar.]

2x 10-5M fosfat konsantrasyonu ALP’1 % 1’den az inhibe eder. Bu konsant-
rasyon 0,1 ml. serum ile olusur. Ancak daha fazlasindan kaginilmalidir. 0.,001-
0,01-0,1 M fosfat konsantrsasyonlarinda sirasiyle % 25-50-90 inhibisyon goriiliir
(2). Borat ve pirofosfat da ALP igin birer inhibitordiirler. Ure, kemik, bobrek,
ince barsak, plesanta ALP’-1n1 inhibe eder (1). Fenil fosfata karsiK’i 0,2 mM
olan ince barsakALP’1 inorganik fosfat ile inhibe edildiginde K;=0,6 mM’a
yiikselmektedir (9).

Karacigor ALP1 igin bazi amino asitler ve diger inhibitérlerin inhibisyon
tipi ve K/leri asagida topluca gosterilmistir (21)

KAYNAK TABLO: |- Muhtelif Inhibitérlerin Karaciger ALP’sine olan

Inhibisyonlari
K Inhibisyon Tipi

Inhibitér miktari

L-Homoarginin 1220 non-kompetitif
L-fenil alanin 7200 non-kompetitif
L-Losin 3900 non-kompetitif
L-Sistein 550 non-kompetitif
Zntt 350 Karngik tip
Bit* , 92 kompetitif

PO Z' 470 kompetitif
Tetranitrometan 6860 non-kompetitif

D -pH Optimumu ve Tamponlar:

Fosfatazlar asit ve alkali olmak iizere iki ayri pH sahasinda etkilidirler.
Asit fosfatazlar pH 4-5 civarinda reaksiyonu yiiriitiirler. Alkalen fosfatazlar pH
8,5 -10 arasinda ve asit fosfatazlara oranla daha yaygndirlar. Stibstratin cinsi
ve konsantrasyonu ve tampon sistemi, optimum pH’y1 etkiler. pH 6nemli miktarda
stibstiata bagimhdir. 3 mM PNPP konsantrasyonunda maksimum aktivite sirasiyle;
t=37°, 30°, 25° lerde pH= 9,9-10,1 ve 10,3 te elde edilmistir. Her derece bagmna
pH degisikligi 7 0,03 kadardir (1,4,20).
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Tampon sistemleri muhtelif olabilmekle beraber, etkinlikleri birbirinden fark
eder. Bu tampon sistemlerinden, glisin, bikarbonat ve amino metil propanol
ile Tris tamponlarinin ALP tayinlerinde kullanidigi dikkati ceker.

E- Istya Dayanikliligi:

ALP enzimlerinin en ¢ok derinlemesine incelenen bir kinetik 6zelligi, 1s1ya
karsi davramisidir. ALP genel olarak 1siya dayanikli bir enzimdir. Serum ALP:
4° ile 25° arasinda 7 giin, serum-8° ile- -20° arasinda dondurularak saklanirsa
20 dakika dayanir. inkiibasyon sicakliginin 25° den 35“ye artmast aktiviteyi
1,5 defa artirir (20). Dialize edilmis idrarda oda sicakliginda 1 giin dayanirken
dialize edilmemis idrarda en ¢ok 6 saat bozulmadan kalabilir. Isiya en fazla daya-
nikli ALP enzimi plesenta (27) orijinli olani, en az dayanikli olan: ise kemik (28)
orijinlisidir.

Plesental ALP 56° de 30 dakika kadar stabildir (29). Isiya dayamklibk cesitli
siibstratlarla paralel sonuglar vermektedir. Is1 inaktivasyonlar1 genellikle 56°C
ta yapilmaktadir. Fenilfosfat ve sodyum B-Gliserofosfatla 55° deki 1st ile inakti-
vasyon denemelerinde ilk aktivitenin %, 40-60’1 kalmaktadir; 4°-25°°de 48 saat
gibi uzun bir siire bekletilmekle de aktivite geriye kazanilmaz (10). 56°C’ta 5 dakika
icerisinde kemik ALP’1 bandi tamamen, karaciger ALP’1 10 dakikada hafifce
(30), ince barsak ALP ise pek az inaktive olmaktadir {31,32,33). Bébrek ALP’1
60C°ta 1/2 dakikada tamamen inaktive olmaktadir. Isi ile inaktivasyon SmM

Mg** iyonunun olup olmamasi, inaktivasyon sonucunu degistirmemektedir
9.

TARTISMA ve SONUC

ALP tayin yontemlerini etkileyen onemli iki faktdr vardir. Biri serumdaki
ALP aktivitesinin takriben 10-4mg/ml gibi diisiik bir konsantrasyonda bulunusu,
digeri ise setumdaki fosfat ve de reaksiyon sonucu artan fosfat konsaatrasyonlari-
dir. Bu bakimdan hidroliz sonucu agiga cikacak iiriin, reaksiyona inhibe edici
etki yapmamali hidrolize giren ise hidroliz olanla aym dalga boyunda maksimum
bir pik vermemelidir.

ALP enziminin fazlaca siibstrat dzgiilliigii géstermemesi ve aktivitenin daha
sonra izah edilecek diger faktdrlere gokca baglt olmass, siibstratm seciminde bir
onceki paragraftaki hidrolizin sonucunda karsibikligi 6nleyici kosullarin verine

getirilmesine 6nem kazandirir. p-Nitro fenil fosfat {PNPP) bu sartlar yerine ge-
tiren oldukea iyi bir siibstrattir. Reaksiyona sokulan PNPP renksiz bir madde
olup hidrolizde tesekkiil eden p-nitrofenil (PNP) ise koyu sari bir bilesiktir ve kanda
bulunmaz. Reaksiyonun hizi, veya aktivite PNP iizerinden gidilerek hesaplanir.
Bu siibstratla 10 mM’a kadar siibstrat inhibisyonu goriilmez. Serumda hidroliz,
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3 mM siibstratla 30 dakikada sona ermektedir (20). PNPP siibstrat icin K,
pH 8,5 da 2 mM’dir. Fenil fosfat Na-B-Gliserofofat igin Km 6,6 mM olarak
bulunmustur.

Fenil fosfat siibstrati, Na-B-Gliserofosfat esliginde hidroliz edilirse fenil
fosfat, Na-B-Gliserofosfat tarafmdan kompetitif olarak inhibe edilmektedir
(14,31).

ince barsak ALP fenil fosfati, Na-B-Gliserofosfata tercih etmektedir. Sadece
fenil fosfata kargt K, 0,2 mM’dir (9).

ALP’ 1 birgok fosfat bilesiklerini siibstrat olarak kabul etmesi degisik K,
degerlerini ortaya cikarir. Bu nedenle herbir siibstrata ait bir K, dederi vardir.
Ayrica herbir siibstratin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarinda da bu K deZer-
lerinin degistiginden bahsedilir. Dolayisiyle ALP Michaelis-Menten klasik teori-
sine kismen uyan kinetik davraniglar gosterir. Kinetigi etkileyici birgok faktorlerin
K, in degisimine mutlak tesirleri vardir (1,4). Bu bakimdan K, degerlerinin,
optimum sartlari belirlenmis reaksiyon kinetikleri icin &nemi séz konusudur.

K, enzimi identifie etmek igin en uygun bir parametredir. En zim siibstratla
reaksiyona girdigi zaman diger denge 1caksiyonla-rindaki gibi reaksiyon hizini
belirleyen enzimin siibstrata karg ilgisini gosteren bir denge sabiti olarak K e
mutlak ihtiya¢ vardir (1,34).

Bobrek ALP min fenil fosfata kars: affinitesi biraz fazladir. Bununla birlikte
3-Fosfo gliserik asit gibi daha bagka siibstratlart da kullanabilmektedir. Siibstrat
Ozgiilliigli yoniinden dikkate alindiginda bobrek ALP’mun Km’i Nalftil fosfat igin
3,8 x 10-3M degerini vermektedir (13). Fluoresan hidroliz iiriinii veren siibstrat-
lardan Naftil AS-MX fosfat ile Km, serum igin 1,38 x 10-4M bulunmustur. ALP
enzimlerinin daha aktif olarak baglanabildikleri bir siibstrat gibi gériinmekte-
dir (35).

Mg** iyonlarina aktivite tayinlerinde mutlak ihtiya¢ vardir. Ancak diisiik
Mg*+ konsantrasyonlarmda aktivator etkisine ragmen, yliksek Mgt konsan-
trasyonlarmdan da sakinilmalidir. Schales domuz bébreginden elde ettigi ALP’mn
aktivitesini ortama Mgt ildve etmeden yaptigi oOlgmelerde aktiviteyi 9 50 ka-
dar diisitk bulmustur  (13). Johnson ise Mgt iyonlarina bu nedenle Kofak-
tér goziiyle bakmaktadir (35). Mg ++ iyonunun/aktivator etkisinin 2 x 1074
M’dan fazlasinda kalmadigmi ve aksine inhibitdr etkisi gosterdigini sOylemek-
tedir (20). Berghmeyer ise bu aktivasyonun olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda
devam ettigini klasik bir bilgi olarak kitabmnda vermektedir (1).

Baslangigta Ozetle bilditecek olursak amacimiza yonelik tayin yontemlerini
genis bir tarama ile tesbit ettik. Bunlar ileri islemleile de bitlikte incelemege ola-
nak sagliyacak nitelikte olmaliydi.
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SUMMARY
PHOSPHATASE ENZYMES

The phosphatase enzymes which are actively hydrolysed to phosphate esters
at the both acidic and basic pH have been investigating since the early of 20 th
century. In more cases, the alkaline phosphatase enzymes are helpfull for clinician.

In our research paper, some works on kinetics have been regarded at the
same individuals.

1t gives safety to the results to study with enzymes that are pure at a degree
100 I.U. per mg. of enzyme protein, at least (1,2). For this reason, first of all, we
have decided to speak about these articles.

These series will be the first-articles that reveal the enzyme seperations,

purification and investigation of kinetics in East Anatolia; and we hope that the
research will bring a new supplementary findings to literature.
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