ALKALEN FOSFATAZ
1. Dokuda ALP Aktmtesn Taymlen
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GZET

Calz;maya ba;lamadan once ara;zzrma amacimiza yonelzk tayin yontemlermz
genig- bir tarama ile tesbit etmege caligtik. Bunlar, ileri islemlerde birlikte incelen-
meye olanak saghyacak nitelikte olmahyd:. Bu nedenle alkalen fosfataz enziminin
aktivitesinin tayini, kaynaklarin én dogrultusunda tesbit edilmege cahsildi. ALP
aktivitesi tayini igin di¢ ayr1 yontem incelendi. Protein tayinleri ise bilindigi iizere
stkhikla kullamilan yontemler olup iizerinde herhangi bir degisiklik yapmaga gereksin-
me duvulmzyacak duyarlzktadtr '

Safla;tzrma konusu ozellikle protein bzokzmyasmm cok ozel bzr dalz olmast
nedeniyle uygulanan bir¢ok z;lemlerde ayirma kademelerinin tesbitinde saflastirma,
yontemlerinde belirtilen z;lemlerm tiirii, sirast, siireberi ve aywrag yiizdeleri bakimin-
dan éncelikle denendi. Alkalen fosfataz enzimininkinetik ozelliklerinin mcelem%esmde
yontemlerin ¢alisma kogullarmin tim igerigi ile belirlenmesi geregine inaniyoruz.
Ciinkii kinetik olgularin. belli bir diizende in¢ elenmesi ve tartismast gerekir (1,2).

B i | * .
Giris ‘
Doku homojenize edilmek suretiyle belirli bir Srnekte yontemler geregince
ALP aktivitesi atanir. Daha sonraki kinetik islemlerde incelenecek faktérler,
cesitli konsantrasyonlarda toplam hacmi hesaba katarak dahil edilir. Bu bakimdan
kinetik arastirmalara esas olan taym yontemlerini ayrica vermeyi klsaltma yo-
“niinden uygun bulduk. v

" Yontemler ve Ekspérimenlal " Bulgularla Degisiklikler

’ D'an‘a; ince ‘barsak mukozast ayrildiktan sonra hacminin ii¢ kat1 kadar 0°C’ta
distile suda homojenize edilip, pH’st 7,5°a ayarlandz. Sicaklipi sabit tutulmak iizere
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* buzla sogutularak 45.000 devirde iki dakikada homojenize edildi. Buchner huni-

sindeki notiir hale getirilmis tamponlu pamuk siizgegten siiziilerek yagla: ve ¢oziin- . .

miyen agregatlar uzaklastirildi. Siiziintiiler de O°C’ta sogutma plag) iizerinde top-
landi. Genellikle bu veya benzer sekilde ‘elde edilen doku homojenatlarinda enzim
aktiviteleri tayin edilebilir.

Kan v.b. stvi materyellerdeki aktivite tayin yontemleri doku homojeniiatlarma
- uyarlanilarak, bunlarda ve daha saf orneklerde analiz yapildi

a- Degistirilmis Bessey-LoWry-Brock Yontemi 3)

Prensip: p-nitro fenil fosfat siibstrat1 ALP ile hidrolize edildiginde p-nitro
fenol (PNP) ve inorganik fosfata parcalarir. Agiga ¢ikan PNP asit solusyonlarda
renksiz, alkali soliisyonda sar1 reak veren indikatdr bir maddedir. Indikator ola-
rak pH 5-7 smirlarinda renk degistirir. Aktivite tayinine PNP miktar: olgulerek
gidilir. Reaksiyon s6yle yiiriir; -

(0] -
OZN— \\_/ —O-PO + HZO ALP ‘ OzN— v \"'/ ) -O - + ) HPO4=+ H+
PNPP O — PNP

Ayiraglar:
’ 1. Alkalen tampon 2-Amino-2-Metil-1- Propanol (2A2MIP) 0, 625 M pH
‘10,15
" 2. Siibstrat p-nitrofenil fosfat (PNPP) tamponlu 9,1 mM pH 10, 15
3. NaOH 0,02 N ayarh
4. NC1 konsantre.

Islem :
_ Tiipler

Ayrraglar = . K® N isl;cmler @)
Siibstrat, tamponlu (ml) 1 (v) 1 5’/37°  preinkiibasyon
Doku Ekstresi (m1) — 0,1
Su (s) (m1) 0,1 — 30°/37° Inkiibasyon
0,02N NaOH (10 ml) + + (.) OD1/415 nm(h), 10’ sonra
HCI (ikiser damla) + + OD2/415 nm

Hesap : OD ALP = OD1 — OD2 bulunur. Grafikten dégerlendirilir.

Aciklama: Biitiin denemeler, anlasilma ve islem (teknik) kolayligi bakimindan
- semalar halinde gosterilecektir. Sema igerisindeki klsaltmalar bundan sonra da
aynen kullamlacaktir.
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(x) : K = Kor tiibii
N = Niimune (deney) tiibii -
(v) : (ml) = Tiiplere konan sivinin (ml.)’si

@) : 5/37°C = 37°C’ta c’'ta 5 dakika su banyosunda tiiplerin 6n 6n 1sitil-
mast. Preinkiibasyon.

(8) : Su = Deneylerde ve ayiraglarda taze cam distile su kullanmildi. Aksi
yazilmadikga Su” kelimesi distile suyu ifade edecektir.

() : ++ = Ilgili ayrragtan parantezde yazildizt miktarda konur.
(h) :* 415 nm/10’sonra =spektrofotometrede belirtilen dalga boyunda
okuma yapilir.
Standardizasyon :
1. Stok standart p-nitrofenol PNP 10 mM
: O,\1‘391 gr. PNP. gr. PNP 100 ml suya ¢oziildi.
2. Calisma satandardi 0,05 mM
3. Cahgma standardmdan (st) 11 tiibe sirasiyle;
st : 0-1-2-3-4-5-67-8-9-10 (m1) pipetlenir.
Su : 10-9-8-7-6-5-4-3-2-1.0 (ml) konur."
0,02 N NaOH : Herbir tiipe (1,1 ml.) ilave edilir.

Saflagtirma calismalarinda uluslararasi iinite birimi (p M/m1/dk. hidroliz.
hizma cevrilerek grafiklenmis ve degerlendirmeler ona gére yapimustir.

Standart tiipler icerisindeki her ml. caligma standardi icin 0,05 mikro M
PNP vardir. Doku igin bu standart degerler sirasiyle: 5-10-15-20-25-30-35-40-45-50
I.U. x 102’ye tekabiil ederler. : ;

Doku ekstresinde ALP aktiviteleri tayinleri icin standardizasyon islemleri
kaynaklarda verilmemecktedir. Biz, bu yontemde ve diger ikisinde aktiviteyi 18y}
ml/dk. cinsinden uluslararasi birimle ifade edebilecek sekilde hesaplatla tesbit
ettik. Her birinde standarizasyon grafigi cizerek iinite hesaplamalarinda fayda-
landik.

* b- Morton Yontemi (4)
Prensip : Bu yontemde Na-B--Gliserofosfat siibstratimin pH 9,5 da hidrolizi

* sonucu agiga ¢ikan inorganik fosfat tayin edilerek ALP aktivitesi 6lgiiliir. Doku
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¢alismalarinda Morton tarafindan kullanilan bu yéntemde Mg+ - iyonunu 2
mM yerine 5 mM konsantrasyonda kullandik.
- Ayiraglar : v

1. Tamponlu siibstrat Na-B-gliserofosfat pH 9,5, 4 mM; = =

2. Triklor asetik asit (TCA) % 20 (w/v); '

3. Amonyum mohbdat ay1ra010 02 M;

4. Amino naftol sulfomk asit (ANSA) renk ayiraci OOIM

5. Stok fosfor standard1 3 mikfo} M/ml. '

\

Islem :
Tipler .~

Ayiraglar K N Islemler :
Siibstrat, tamponlu  (m1) 5 48 - 5’/37°C  “Preinkiibasyon -
Doku Ekstresi (ml) — 0,2 5°/37°C Inkiibasyon
TCA % 20 (ml) 25 2,5 ' '
Amonyum molibdat  (m1) 1 1 S
ANSA (ml) 0,4 0,4 - Okuma : 10°/660 nm’de

Hesap :

;1) Fosfor T — mikroM /fosfor (grafikten) <5

0,2
Fosfor tayini i¢in mkubasyon yapllmadan yukar1dak1 1slemler aynen uygula-
nir, formiilden fosfor miktar hesaplanir. » :

mikroM/m! fosfo (grafikten)

2) Fosfor II = 5 dakika x 0,2, mI serum

= m1k1oM/m1 fosfor (graflkten)
ALP (iU)= (mikroM/m1/dk) = Fosfor II — Fosfor I

Fosfor I miktar1 hemen hemen okunamiyacak degerde ise, fosfor II miktari
direkt, grafikten okunarak (IU) ALP bulunur.

_ Standardizasyon :

Standart tiiplerinin hazirlanst :
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K 1 2 3 4 5
Caltsan St. (m1) 0 1 2 4 5
Su 5 4 3 2 1 0
Graﬁkdegen 0 1,5 30 45 60  7,5mikroM/ml
- fosfor

Olacak tarzda calisilan standarﬂa.r elde edilir. Bu konsantrasyonlarda, yonte-
me gore spektrofotometrik okumalar normal sinirlart asmaz, Tup 5’in okunmasi
0,60 OD. civarindadir.

c- Degistirilmis Romel Yontemi: (5)

Prensip : Fonolfitalein monofosfat (FFMP) alkalen ortamda hidroliz sonucu,
fenolfitalein (F.F) ve inotganik fosfata (Pi) ayrilir. Aktivite tayinine kendisi al-
kalen vasatta pembe renge sahip olan F.F. iizerinden gidilir.

Aylr@agiai‘

1. A}galen tampon 2A2MIP, 0,625 pH 10,15;

2. ’Sags&tnp@;FFMP, tamponlu 2,5 mM pH 10,15:
stabxhzen 0,IMpH 11,2;

4, Stolé»»i?t,F standard1 2,5 mM

jslelﬁ :
- Aymracldr - Tiipler islemler
K N
Siibstrat, tamponlu (m1) — 1 5°/37°C Preinkiibasyon
Su (ml) 1 —
Doku Ekstresi (ml) — 0,1 20°/37°C Inkiibiisyon
Renk Stabilizeri (ml) 5,1 5,0 . 20’sonra/550 nm.de okunur

Hesap : ALP aktivitesi standart grafiginden bulunur.

Standardizasyon : Bir ml. stok F.F. standardi 50 ml.ye sulandirilir. Ca-
Iigilan standartta 0,05 mikroM/ml. F.F. bulunur. Bu satandardm 1-2-3-4-ml.
sine 5,1-4,1-3,1-2, 1 m1 renk stabilizleri sirasiyle konur. Hemen 550 nm de okunur.
Okunan optlk dansiteler SIrasxyle 0,025 0,050-0,075-0,100 TU/m1/dk’ya karsidrr.
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TARTISMA

Total alkalen fosfataz aktivitesi 6l¢limii herbir yontemde siibstrat ve reaksiyon
ortaminm pH’sina siddetle baghdir. Aktivite tayinleri in vitro 8,5-10,5 gibi fizyolo-
jik pH’dan oldukca sapan degerlerde yapilmaktadir (6,7). Aktivite tayin pH’st
bu derecede degisik olan yontemlerde ilk aranacak husus pH'nin stabilize edilmesi-
dir. Olgiilen aktivitenin de sithhati ogunlukla buna baghidir. Son yillarda pH’y1 sa-
bit bir degerde tutmak iizere siklikla 2A2MIP maddesine tamponluk gorevinin
verildigi goriilmektedir. (6,7,8,1). Oda 1sisinda az akict olan bu sivi madde 30°
de sivilagtirilarak kullanilmakta olup 0,1M ¢dzeltisinin tabii pH’s1 11,4 tiir..
ALP aktivite tayin yéntemlerinden bu tamponu kullananlarda pH 10,17 (6).
10,25 (8). 10,40 (9). gibi degerlere rastlanir. PNPP ve FFMP siibstrati ile ALP
tayinlerinde pH 10,15’i benimsedik. 2A2MIP tamponunda pH 10,15'te 10,3’
gore aktivite iki kat fazla tesbit edilmistir. Tnkiibasyon ‘sicakhigmmn 25° yerine
37° olarak alinmasi birim zamandaki aktiviteyi arttirdigmdan 37°C™1 kullandik.
Bowers-McComb (6) ve dlgerlcrv fizyolojik sicaklifa uygun olan 37°C ’ta inkiibas-
yonlan yiiriitmiiglerdir.

Cok kii¢iik aktivitelerde enzim tayin cdileceginden aktiviteyi en iyi gostere-
~ bilecek yontemi tesbit ve degisiklikleri yapma geregini duyduk. Tris tamponu,
aynen 2A2MIP gibi gayet iyi aktivite sonuglar: alinmasma yardim eder. Tris’in
sudaki 0,05 M ¢ozeltisinin de pH’s1 10,3’tiir. Glisinin tamponlugunu yaptig yén-
temde ise aktiviteler ¢ok diisiik -tesbit edildi. -Glisinin suda 0,2 -M. :¢ozeltisinin
pH’s1 4'tiir. (9). PNPP siibstratiin gereksinmesi olan throhz pH’sindan gok
ditsiikk olmasi ve de glisinin ALP’a inhibit6r g1b1 etki, etmesi bu tampon sis-
temmm ALP aktivite tayin ydntemlerinde kullanilmamasim gerektirir:

Tris ve 2A2MIP tamponlari ¢ogunlukla fenolik hidroliz iiriinleri veren siibst-
rat sistemlerinde yer alir (8,10,11,12). Bu sistemlerde ise aktivite tayini fenolik
bilesikler bilesikler iizerinden gidilerek yapilir. Fenolfitalein, p-nitro fenol v.b.
maddeler birer indikat6r olup ortamun pH’sindan siddetle etkilenirler. Bu yoniiyle,
alkalik pH’da renklendirilmelerinin yanlis sonucu gétiirmemesi bakimindan kul-
lanilan NaOH ve benzeri alkali renklendirici veya renk stabilizler, pH’y1 ayarlanan-
dan digar1 gitkarmamalidir.

Tamponlarin molaritelerinin ¢ok degisken bir sekilde kullanilmasi pH’yt
etkileyen ikinci bir konudur. Tampon molaritesi 2A2MIP icin 0,4-0,7 M kon-
santrasyonlar arasinda ise pH’11,20 degerinde sabit kalabilmektedir. Bu molari-
teler disginda pH 11,30°dan 11,15%e kadar degisir. Haliyle pH’nin sabit kalmamast
indikatdr olan hidroliz iriinlerinin renginde aktiviteye bagh olmayan artislara
veya azaliglara neden olabilir. :

Tris ve 2A2MIP tamponlar1 Na-B-gliserofosfat siibstratinmn hidrolizinde iiriin, -
fosfat iyoaudur. Bu yéntemde optimal timpon konsantrasyonu 0,6-1,0 M arasi-
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dir. Her iki incelemede tampon konsantrasyonunun 0,6 ile 0,7 M arasmda bir
degerde kullanilmasi geregi g¢ikar. '

Samuel yonteminde (8) 2A2MIP 0,625 M’dir. Romel ve Bessey-Lowry-
Brock yontemlerinde 0,5 M’dir. 2A2MIP tampon sisteminin pH. 10,15 *de 0,625
M olerak kullanilmasi, Samuel yontemiyle ayni olmasi yaninda diger yéntemlerdeki
degerlerin biraz iizerindedir. Tamponun cinsi, molaritesi ve pH’sm1 iyice belirle-
mekten gayemiz en Snemli étkenin, benimsenen ALP aktivitesi tayin yntemleriy-
le sonraki siibstrat kinetigi ¢alismalarinda tampona bagli ayricaliklar yaratma-
masidir. Yéntemlerin en iyi calisir duruma getirilmeleri icin &nce bazi degisken-
ler bu sekilde gdzden gec;irilgarek en elverigli kosullar arandi.

PNPP siibstrat hidrolizinde biz pH’yi 10,15 de tutarken Balestrileri-1975-
pH 10,2’yi ercih etmis ve beyin dokusunda 37° de 5 dakikalik inkiibasyonla
aktiviteye gegmistir. (13) Biz 9,1 mM PNPP siibstratindan 1 ml.y1 0,1 ml.
enzim ile hidroliz ederken, 6nceki yontemde 5 mM’lik PNPP siibstratindan 2,9
‘ml. kullamlmistir. Bizim siibstratimizin konsantrasyonu daha diisitk olarak
bulunmustur ki PNPP siibstrati 100 mM’dan sonra inbibisyon yapmaktadir (6).

_ Orijinal Bessey-Lowry-Brock yonteminde, ¢, 400 mg PNPP stok siibstrat
¢ozeltisi tamponla yari yartya seyreltilerek hazirlamirken 1 M MgCl2'den 0,1
ml. ildve edilerek 1 mM’lik Mg iyonu konsantrasyonu igeren siibstrat elde edilir.
Biz PNPP siibstratimizi direkt ¢alisilan konsantrasyonda 9 200 mg. (9,1 mM)
‘magnezyum iyonu bulunan 0,625 M, pH 10,15 2A2MIP tamponunda hazirladik.
p-Nitrofénil fosfat ¢ozeltisinin ancak 3-5 giin gibi kisa siirelerde dayanikli oldugu
g0z 6niine alinirsa taze hazirlanmas: 6nem kazanmis olur. Zira PNPP ¢ozeltisi
eskidigi zaman 415 nm. dalga boyunda alkali ortamda absorbaus veren p-nitrofe-
nol olusturmaktadir. (3). '

* Degisik Romel yéntemimizde FEMP siibstratini taze olarak ve iginde 5 mM
magnezyum iyonu bulunan 0,625 M pH 10,15 2A2MIP tamponda hazirladik.
Orijinalde kensantre tamponlu siibstrat halinde hazirlanan reaksiyon kansimmdan
bir damla konsantre bir ml. suya damlatilarak seyreltme yapilmaktadir. Bu durum
pH’da protikte ok az da olsa 10,15 ile 10,30 uglarina dogru sapmalara neden
olmaktadir. Reaksiyonda pH 11,20 ’lik renk stabilizeri kullanilarak hidroliz sonucu
olusan fenolfitaleinin standardizasyondaki gibi aynt pH’daki ortamda okunmasi
gerekir. Halbuki deneylerimizde tamponun 0,4-0,7 M konsantrasyonlar disinda
pH 11,20 degeri asilmaktadir. Diger yontemde i-ALP aktivitesinin bu tamponla
kararli sonuglar verdigi konsantrasyon 0,6-1,0 M arasidir.

Bowvers-Mc Comb 2A2MIP tamponunun 0,75 M’da 30°C’ta -aktiviteyi en
cok pH 10,17 de elde etti (6). Tlaveten tamponun iyonik giiciinii 0,1-,1,0 M aras1
NaCl ilavesiyle arttirdiginda aktivitenin azaldifinr gozledi. Bu veriler esliginde,

‘2A2MIP tamponunun aktivite tayin yontemlerimizdeki pH denemeleri ve konsantras-
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yon* artislarindaki olgularmizdan 2A2MIP tampo‘lunu 0,625 M ve pH 10,15 ola-
rak belirledik.

‘Orijinal yontemdeki standardizasyon islemlerinde galisilan F.F. standartlarma
5,14-4,14-3,14-2,14 ml. gibi kiiciik kesirli renk stabilizeri ilave edilmektedir. Biz
bunun yerine, 5,1-4,1-3,1-2,1 m1. gibi daha guvemhr pipetleme ler sagladik. Stan-
dardlzasyon iglemleri, doku ALP aktivitesine uygun uluslararas: iinite cinsinden
hesaplanarak yontemdeki standardizasyon ‘islemlerinde yerine kondu.

PNPP siibstratinm hidrolizi ile aktivite - tayini sonugla.rx FFMP siibstratina.
gbre daha yiiksek degerler vermektedir. Diger bir ¢calismada Bessey-Lowry-Brock.
yonteminde PNPP siibstratinda FFMP siibstratina oranla bizimki gibi ince
barsak ALP’1i¢in daha fazla hidroliz gézlenmistir (12). . Aym kaynakta diger
doku ekstreleri i 1g:1n de benzer durum kaydedilmistir. .

ALP aktivitesinin tayini igin Na-B-gliserofosfat siibstratinin hidrolizi sure-
tiyle kullanilany diger bir yontem klasik Bodansky yontemidir. 1933 yillarinda ori-
jinal Bodansky yontemindeki Na-B-gliserofosfat siibstratinin hidrolizi pH 8,6’da
2 mM siibstrat konsantrasyonunda yapiliyordu. 2 mM konsantrasyonda sodyum
barbital tamponu egliginde hidroliz edilerek aktivite tayin edilmistir. Roe-Whit--
more 1938 yilinda islemlerde sadece renk ayiraci. olarak kalay-2-kloriir .yerine,
-daha hassas ANSA’y1 koyarak Bodanky yéntemindeki gibi 700 nm.. dalga.
buyunda ki absorbans ile aktivite tayinine gecti (14). Morton dana ince barsagindan
ALP aktivitesi tayini-i¢in 5 m1. reaksiyon karistminda 20 .mikromol Na-B-glise-
rofosfati 40. mikromal sodyum barbital ve 10 mikromol magnezyum 1yonlar1
varhgmda pH 9,5 da hldrohz yapt1.

“Morton (1950) tarafindan isletilen bu yéntem Behal (1965) téraflﬁd?n aynean.
ince barsak doku ekstrelerine uygulandi. Shinowara-Jones-Reinhardt,total ALP
aktivitesini aym siibstratla ph 9,3 de tayin edilmistir (14). Magnezyum iyonlarmin
aktivatorliigii (6,7,10,15,6,17) dnemsenmesi gereken bir konudur. Morton yonte--
mindeki reaksiyon karigiminda bulunan 2mM magnezyum iyonu konsantrasyonu.
deneysel olgularimizla 5 mM olarak degistirilmistir. Birgok yontemlerde bu ozel--
lik belirgindir (15,16,18,19). Sadece bir yontemde 16 mM magnezyum iyonu
kullanllmlstlr’ (17;. Az bir kisminda 2,5 mM .magnezyum iyonuna - rastlanir.
Magnezynm, p1rofosfataz aktivitesini saf dis1 eder. ALP aktivitesinin Slgiimiinde-
ALP’a.aktivatorlilk-yaparken ayni zamanda gok az da olsa ortamda bulunabilecek
pirofosfataza. inhibitor etki gosterir (20). Bu iki n_edenle ‘magnezyum varhgi “ve:
konsantrasyonu ALP aktivitesi tayininde Gnemli rol oynar.

Sodyum B- ghserofosfat siibstrati, reaksiyon karisiminda ayni molaritede kul-
lamlmlstlr Sodyum barbital - tamponu tabn pH’smln sodyum—B ghserofosfatm. )
maksunal hldrohz hlzmdalq pH ﬂe aym olma51 -(9): yontem igin, b1r avantajdlr
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- SUMMARY ‘
The Determinations of Tissue ALP Aétivities '

An attempt was made to find out the most sensitive methods for determining

the intestinel ALP enzyme activities in yougng calves. ‘The Romel’s, B.L. Brock’s
and Morton’s methods were modified for kinetied eéxperiments in our laboratory,
and standardized according to international umits. It was condluded that the.

B.L. Brock’s method is the best ane to study the enzyme kinetics which is also

most suitable for the routne clinical usage.
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