ALKALEN FOSFATAZ

II. ALP 1znenznm]er1 ve aymm (Elek(roforetik ve kolon Kromatograflk)'
Dr. Hiiseyin T. SESSIZ (x)

O0ZET

Morton ekstraksiyon yontemlyle elde edilen i-ALP enzimi, sephadex G-200
ve DEAE- sephadex kolon kromatografisi ile seliloz asetat elekroforezine tabi
tutuldu. i-ALP’nin izoenzimleri ar a;tu ildi. - Aym zamanda Kolondan daha saf en-
zim eldesz saglandh.

Kolon kromatografisi ile 6nceden 564 kat olan saflastirma derecesz 2077 degerme
yitkseldi. Verim ise ancak 2,3 7, olabzldt I-ALP enziminin speszfzk aktzvztesz 116
LU /mg/plotem idi.

Elektrofmezle enzimin saflzk derecesme bagh olarak rek banr elde edildi.
Kolon kr omatografzsmde i-ALP enzimi dért ayr: pik verdi.

GiIRrRiS 7
~ Alkalen fcy)sfatVaz'm.kbubgahsma ile safhglykve heterojg:nitesi arésﬂmh'msﬁr.. Ce-

sitli kolon kroﬁlatograf ilerinden sephadex G-200 ve de DEAE-sephadex regineleri
ils yapﬂan]ar tercih edilmislerdir.

' Bu suretle enzime ait proteinler birincisinde kolayca elimine edllmlslerdxr
Tkinci kromatografl ise enzlmm heterojenitesini ortaya koymustur.

YONTEMLER
Sefadekst G-200 Kolon Kroniatograf isi. (1):

0,9'x 30 cm.lik Pharmacia kolonu kullanildi. (Vt = 19 ml.). 0,6 gr. sefa-
deks G-200, 20 ml. 0,05 M pH 7,7 tris tamponda 90°C’ta 5 saat bekletilerek si-
sirildi. Kullanilmadan 6nce bir gece buz dolabinda bekletildi. Kolon vertikal o-

x :  Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi. Biokimya Kiirsiisii Dogenti.
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larak bir biiret sporunda yerlestirildi. Hazirlanan jel, kolona yine vertikal olarak
yavag yavas ildve edildi. Jel, kolonun iistten bir cm. mesafesine kadar dolduruldu.
Ust yiizeyi tam bir diizgiinliikte elde edildi. '

Kolonun iist kapag kapatilarak polietilen boru ile peristaltik pompadan tam-
pon akimi saglandi. Bu akim 6nce yiiksek tutuldu. Bu arada kapak iizerindeki hava
¢ikarma vidast gevsetilerek boslugun yerine tamponun dolmasi saglandi. Hava
¢ikarma deliginden damla damla tampon atilirken peristaltik pompanin hizi,
kolonun normal akis hizi na, 6 damla (0,24 cc)/ dakikaya ayarlandi. Ayarladiktan
sonra bir damla daha atilarak hava vidas: kapatildi. Takriben 3 saat kadar tampon
gegirildi. (40-50 ml. 0,05 M pH 7,7 Tris-HCI), eliient pH’s1 6l¢iilerek kolon 6n-
ceden pH 7,7 ye ayarlandi.

Bilahare kolonun kapag agild: ve peristaltik pompa durduruldu. Tatbik edi-
lecek aktiviteyi havi protein stvisindan bir ml., iist ylzeyin iizerindeki tampon sevi-
yesi 1-2 ml. ye geldigi anda yavas yavas iist yiizeyin diizgiinliigii ‘bozulmadan -ilave
edildi. Kolona absorbsiyonu esnasinda aynt sekilde kolonun iist boslugu 1 ml.
tampon ildve edilerek dolduruldu ve hemen kolonun iis kapag kapatilarak peris-
taltik pompa aym ayarda agildi. Bu sekilde jelin iist yiizeyinin bozulmamasina
dikkat edilerek ilaveler yapilabildi.

Pfotein,ilévevsinden sonra fraksiyon toplayisi ile 50 da_inla (2,0 cc).8 dakikalik
fraksiyonlar ALP ve protein tayini igin toplandi. ALP1 aktif fraksiyonlar birles-
tirilerek konsantre edildi. DEAE-seliiloz kolon kromatografisine gegildi.

- DEAE-Seliiloz Kol‘on Kromatografisi (1):

1,0 x 30 cm. lik Pharmacia kolonu kullanildi. DEAE-selliiloz’dan 10 gr
tartilarak bir 1t. lik bir behere kondu. Uzerinde 250 ser ml. 0,5 M. NaOH ve 0,5
M Nacl ilave edildi. Iki-ii¢ saat kadar yavasea karistirildi. Sonra 15 dakika bekle-
tilerek iistteki mayi dekante edildi. Bu arada jel haline gegmeyen hafif partikiiller
de uzaklastirilmis olur. Jelin iizerine her defasinda’ takriben yarim litre kadar
distile su ilave edilerek yikama yapilir ve bagetle: karistirilir. Dibe ¢Okmesi igin
15 dakika bekleadi ve tekrar dekante edildi. Bu islem sliper natan nétral -olana
kadar siirdii. .. , ‘ ‘

Busekilde hazirlanmis DEAE-seliiloz kolona, dikey vaziyette dolduruldu.
Ayarli bir pompa ile kolona iistten 10 p. s.i. basing tatbik edildi. Ancak her tatbikat-
te jelin iizerindeki sivi seviyesi 1 cm’den asafl diismemelidir. Yeniden DEAE-
seliiloz ildve ve basing tatbik edilerek 1,0 x 30 cm’lik kolon iistten takriben 1 cm.
mesafeye kadar paketlendi. ‘

Paketlenmis kolon, 0,05 M pH 7,7 Tris -HCl tampon ile dengeye getirmek
iizere yikandi. Kolonun tabiatine uygun akis hizi gézéniine almarak tamponun

hiz1) 40 ml./saat’e ayarlandi. Kolon kapag kapatilarak eliient pH’s17,7 olana dek .
yikandi. . SN A
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Dengelenmis olan kolona enzim, (proteinimiz) absorbe ettirildi. Kolon tekrar
tampon ile yikandi. :

Kolona absorbe ettirilen protein NaCl gradiyenti ile kolondan ¢ikarild.
Bunun igin gradiyent mikser vasitasiyle, 0,00-0,10 M NaCl konsantrasyonlar:
arasinda bir gradiyant uygulandi. Eliientlerde kloriir tayinleri Buchler Cotlove
kloriirmetresi ile yapimistir. Beser ml. lik fraksiyonlar toplandi..

Romel Elektroforez Yontemi 2)
‘ Ayiraglar :
1. Bdrbital tampon pH 8,6 iyonik gii¢ 0,025
2. Ponceau S Boyas1
3. Asetik asit % 5 (w: v)
4. Fenolfitalein monofosfat gozeltisi pH 10,15 ve 6,25 M
5

. Alkalen gliserin ¢6zeltisi

islem :

Soguk barbital tampon elektroforez hiicresine (700 ml) kondu ve dengelendi.
Seliiloz asetat kagitlar yeteri kadar kiigiik bir tepside aym tampon ile doyuruldu.
(Doyurma islemi igin normalde bir saat, acil halde 15 dakika yeterlidir). Giinliik
calismalarda, bir giin 6ncesi aksamdan tampona birakilan selliioz asetat kagitlari
tampon tepsisinden almir ve kurutma kagitlari (diizgiin yiizeyli siizgeg kagidi)

- arasina birakilir, fazla tampon emdirilir. Siizgeg kagidina bastirilmamali ve agirt
- kuruma olmamahdir. '

" Niimune Tatbikat1 :

0,006 ml. diiile enzim, dual niimune epliaktérii kulalnilarak kurutma kagida
iizerindeki seliiloz asetat membranin katodik ucundan 1,5 cm igeride bulunan
bir yere diizgiince emdirildi. Niimune kapiller bir emme ile membranda dar bir
bant halinde kalir. Membran iizerinde tatbik yeri belli olmak iizere kenardan
elektroforez kalemi ile ufak bir ¢izgi ¢izilir. Protein yiiriiyiisii takip edilmek ii-

. zere ‘Amido Black 10 B ile diger kenara kiigiik bir nokta konabilir.

, Voltaj yavasca yiikseltilerek 300 V D.C’ye ayarlandi. Bu akimda, 20
dakikalik siire uygulandi. Elektrik akimmdaki dalgalanmalara bagh asir1 1sinma
meydana gelebilir. Bu durumu onlemek lizere voltaj regile edildi.

Direkt boyama: Bir tepside yeten kadar FFMP siibstrati igin (elektroforez bas-
layinca) - ayrica temiz selilloz asetat membranlar birakilarak doyuruldu.. Son
5 dakika icerisinde siibstrath membranlar pensle tepsi kenarma siyrilarak
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teker teker almirken fazla siibstratr siiziildii. -Her bir siibstrat membrani 20x25
cm boyutundaki temiz cam plak iizerine hava kabarc:lgl kalmayacak sekllde diiz-
giince ser11d1 :

- Elektroforezden glkain membranlar yatay olarak tasmndi ve siibstrat memb-
ranlarn iizerine niimune yiizeyleri hava kabarcig kalmadan yerlestirilerek sandivig
edildi. Igerisinde az'nemli siinger bulunan plastik bir torba veya kutuya cam p-
laklar yerlestirildi. Bu nemli atmosferde,37°°de 2 saat siireyle inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonunda ALP ihtiva eden bantlar FFMP ile reaksiyona girerek fenol-
fitaleini agiga ¢ikarir. Agiga ¢ikan F.F. gozle goriilebilir bantlar teskil eder.

Membranlar inkiibatérden almir ve oda sicakliginda kurutulur. Tamamen
kuruduktan sonra 56°C’a 1sitilmus alkalen gliserin soliisyonu ihtiva eden. bir tep-
sinin igine yerlestirilirv Reaksiyon esnasinda serbest kalan: fenolfitalein gliserin
icerisinde develope olur. Membranlar tamamen seffaf oldugu zaman 1am {izerine
yerlestirilir. Uzun uglari kesilerek yapistirilir.

Samuel Elektroforez Yontemi (3):
Ayrraglar :

1. Gelman High Resolu tion Buffer,

2. 2A2MIP Tampon, PH 10,15,0,625 M
3. Sﬁbstfatil seliiloz ase’éét membrant -

4. Fast Blue BB Boyasi. A S v

. Islem
Romel elektroforez yontemindeki membranin hazirlanmasi, niimune tatbikati,

elektroforez hiicresinin doldurulmas: gibi islemler yine Gelman Elektroforcz aleti
kullanllarak aynen yapilmgtir. .

Tatbik edilen voltaJ 5 ma/l strip ve siire 45 daklkadlr Inkubasyon, nemli
_ atmosferde, 37°C ’de 15 dakikadir.

Boyama : Inkiibe olan mebramn‘yﬁriime yiizii, taze Fast Blue BB boyasi
iizerinde yiizdiiriiliir. Tiim renkler 15 saniye igerisinde gelisir. Membran hemen
boyadan uzaklagtirilir. Su ile yikanir, sa¢ kurutma makinast ile kurutulur. Bant-

. lar mor olarak - gériiniir.
v .

BULGULAR
Sefadeks G-200 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografileéri igin - sefadeks G-200 ile DEAE—seluloz “kullanild1.
Once sefadeks G-200 jelinden yontemlerde anlatildig sekilde kolon kromatograf1s1
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, uyguland;; Protein elilatta 6 no’lu fraksiyonda ¢ikmaga bagladi ve 19 no’lu frak-
siyonda maksimal bir degere ulasti, 32 inci fraksiyondan itibaren protein eliisyonu
diisiik ve sabit bir deferde devam etti. Aktiviteler 10 uncu tiipe kadar yavas yavas
artt1. 15 inci fraksiyonda biraz daha bityiik bir pik verdikten sonra 25 inci tiipte
aktivite bitti. Degerler SekilI'de grafiklenmistir.

DEAE- Seliiloz Kolon Kromatografisi:

DEAE- scliiloz kolonunda protein ve aktivite élilentlerde dort ayri fraksiyon
seklinde goézlendi. Calismada ikinci fraksiyon igin elde edilen protein 22 no lu tiipde
280 nm .,'de 0,270 absorbans verdi. Aktivite ise 25 nolu tiipe 0,21 1.U./ml/dk degeri
gosterdi. 111 no’lu aktivite piki i¢in 40no’lu fraksiyon 0,113 1.U./ml/dk degeri
gostermesine karsin I ve IV no’lu aktivite pikleri az belirgin idi.

0,1 Molar sodyum kloriir -gradiyenti uygulamasmda pik I 0,016 M, pik
IT 0,039 M. pik III 0,054 M., pik TV 0,085 M NaCl konsantrasyonlarinda go-
riildii. Sekil 2 bulgular topluca gostermektedir.

Tablo: I- Dana Ince Barsak Alkalen Fosfatazinin Saflastirilmasina  Ait

Bulgular
) Sp. Akt. :
) Aktivite - Prot. 1.U./mg. Verim Saflagma
Kademe V(ml) 1.U/m1/dk T.U mg/ml. Prot. °%  Orani
1) Sefadeks G-ZOO Kolon 4 29,1 115 0,40 72,660 7,6 1297,5
Kromatografisi o '
2) DEAE-Selﬁ]oz Kolon 1 39,5 35 0,30 116,330 2,3 2077,3
Kiomatografisi
Agiklama : Sp. Akt. : Spesifik aktivite
Prot.  : Protein
T.U. Toplam aktivite, tinite olarak
i.0. Uluslararasi {inite, mikro M/m1/dk.

TARTISM A

Bizim saflastirdigimiz dana incebarsak-ALP izoenzimj, 116 I.U./ mg. Prot. -
lik spesifik aktiviteye sahiptir. Saflagsma orani en son 2077 kat artmistir. Ancak-
bu saflikta enzimimizin-elde edilmis verimi % 2,3 gibi diisiik miktardadir. Birinci
amacimniz olan saf bir enzim eldesi gayesiyle saflastirma islemleri kademelerde aktif
olmiyan proteinleri uzaklastirirken bunlari rahat bir segimle attik. Kclon kromatog-
rafi kademelerinde elde edilen aktiviteler iizerinden muhtelif dilisyonlar yaparak
kinetik g¢aligmalara yeterince gere¢ sagladik.
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60  Proteln eliisyonu
e Aktivite elisyonu.
NemeX Na Ci gradiyenti
Fraksiyontar 5 ml. dir.
%/r 300+ yonlar S ml.dir.
=
E| 200
> |
gl
o~ 100L
() .
(@]
Op—*== — -
SEKiL.2. DEAE SELULOZ KOLON KROMATOGRAFiSI J008M
: /s

N
L g

Na Cl Molaritesi

Aktivitelimi/dkx10%
o8 8aBY

King ve arkadaslari elektroforetik saflastirma yaptiklarinda 102, 2. 1.U./mg
Prot. spesifik aktivitede enzim elde ettiler. Dowex-50 kolonunda tek pik aktivitesi
158,4 1.U./mg. Prot. dir. Saflastirma orami 1750 kat olan enzim ile calistilar.
~ Morton’da bu kademeden sonra kolon kromatografik saflastirma zaten yapilma-
mustir. Saflagma orani 860 defadir (4). '

Aminoff plazmadan, asetonla ¢éktiirme yerine etanolle ¢oktiirme islemlerini
protein ayriminda kullanarak ve de sefadeks G-200 ve DEAE-seliiloz kolon kroma-
tografileri ile 2409 kat saflikta ve 53 1.U./mg. Prot. lik bir sipesifik aktivite elde
ettiler. Saflagmanin verimi ise 9% 1,9 dur. Saflagma oram1 bizimkinden biraz
fazla olmakla birlikte spesifik aktiviteleri diisiiktiir (1).

-Ince barsak ALP izoenzimi, sefadeks G-200 k_olonu deaemelerinimizde, bir-
birine -¢ok yakin iki aktivite piki vermistir. DEAE-Seiiloz kolon kromatografi-
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A B

A= Romel Elektroforez Yénteminde Seliiloz Asetat Ménibrap Siire: 300 V DC akimda
_ Dakika (Protein Boyaimas_l) PPE= Fenolfitalein mono fos‘fat,' ‘enzim '

B=Samuel Elektroforez Yonteminde Seliiloz Asetat Membran Siire: 5 m.a./1 strip akimda:45
Dakika (Protein Boyamas)) NPE= 1- Naftil Fosfat?_‘ enzim

sinde 4 ayr eliisyonda aktivite pikleri gﬁzlendi. ‘Piklerden I’in az I’nin.en ,:fazlé
III ve IV iin az olmakla beraber I ’den fazla aktiviteye "sahipioldu}'guﬁgc’irﬁld&.

Koyun serumu ile ¢alisan Aalund sefadeks G-200 kolonunda (7x700m)
tek bant seklinde ALP aktivitesini ayirmistir (5). Beyin ALP’in1 saflastiran Bales-
terileri ise sefadeks G-100. kolonunu (2,5x110 cm) kullandiginda tek: beyin- ALP
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piki elde etti, DEAE-seliiloz kolonunda (1x12 cm) ALP aktivitesinin bir sahada
ciktigim gozledi (6). Bu pik de sodyum- kloriir gradiyentinden once gikmistir.

Komoda-1976 DEAE—S‘eliiloz‘ kolonunda (2x39cm) karaciger ALP’1 icin
aktiviteyi, tek fraksiyon halinde eliientlerde gordii ve diger gesit kolon kro-
matog raf ilerinde de bu tek bantin Qog’a_.lmadigpil tesbit etti (7). ' ‘ '

Lehmann-1975 ise sefadeks G-200. kolon kromatogfarising (5x90 cm) ila-
veten DEAE A-50 sefadeks kolon kromatografisi (5x65 cm) yaparak her ikisinde

3. aktivite piki elde etti. Karaciger 'ALP1 icin bulunan bu degerler gibi Snceki muh-
telif kolon kromatografileri de yontem bakimindan: g6z 6niinde bulundurulmak
{izere tartigmaya ilave edildi 8). Engstrom, karaciger ALP izoenzim elde ediliginde
TEAE-Seliiloz kolonunda (2,1x 29 cm ve 1,2x18 cm) LILIILIV piklerini (9), Fish-
mann karaciger ALP’1 igin sefadeks G-200 kolonunda tek fraksiyonlu ALP aktivi-
tesi ayirdetmistir  (10. '

insan ince barsak nekropsiierinden‘ ALP saflastiran -Moss DEAE-sefadeks
A-25 kolonlarindan (1x21 cm 2,5x42 cm) kiicigiinde A,B, diye iki aktivite eliisyonu

gozledi. Bilyiik kolonda yine ince barsak aktivitelerini A ve B diye iki eliisyon top-

laminda inceledi. Bityiik kolondaki eliisyorilarda B ak’;ivifg eliisyon_'t,oplaml (6n-
~ce gikan fraksiyonlar) tek piklidir. A, aktivite eliisyon toplamlar1 ise 3 aktivite
piki gdstermistir (1. ’ o ‘

~ Moog, si¢an ince _barsalc ALP"1 i¢in DEAE~sélﬁldz kolon kromaﬁografi-
sinde, A.B,C,D olmak iizere clilentlerde sigan ince barsak ALP" izoeaziminin
heterojen bir yap: gosterdigini ortaya cikard1 (12).

‘ Sigir ince barsak ALP izoenzimi saflastizilmasi Behal (13) tarafindan yapilip
DEAE-seliiloz kolqnunda (1,5x40 Cm) 4 ayr1 eliisyon alaninda 4 pik elde cderek,
ince barsak ALP’mm heterojenligini kanitladi.

Kolon kromatografik yontemlerde gorildiigi gibi gogunluklé islemler ince
barsak dokusu dismda yogunluk kazanmaktadir. Kaynaklardan edinilex fikir
odur ki ince barsak ALP izoenzimi he terojen bir yapiya sahiptir. Bizim bulgulari-
miz da bu yonde olmustur. Sefadeks kolon kromatografileri birgok paxjametreleri
itibariyle kaynaklarda belirtildigi sekilde kullanimisti. Anyon degistirici kolon
kromatografilerinde sodyum Klortir gradiyenti olarak diisiik molaritelerde eazim
proteinlerinin kolondaxn ¢ikist saglanabilmektedir. Yukarida verilen kaynak bilgiler
1ig1ginda kolon boyunun ¢ok kisa-tutuldugu veya NaCi molaritesinin yiiksek degei-
lerde uygulandigii":griadiyentlerdc‘ALP aktivitesi yagradiyent baslar baslama kolon-
dan ¢ikmakta veya' yeteri’ ayim saglanmiyacak sekilde ayrilabilmektedir.

Elektroforez, klinik amaglarda ¢ok arastirmaya yénelik kalmustir (14,15,16,
17).Elekt1joforez yapilagelen her cesidiyle ALP izoenzimlerini birbirinden ayirabil-
mektedir. Seliiloz asetat (18,19,2) poliakrilamid (20,) nisasta (21,22,23,24) agaroz
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(25) ve bir gok elektroforetik jel veya membranlarn ALP izoenzimlerini birbirin-
den ayirdetmeleri farkhidir. Tashwell yonteminde (26) ince barsak ALP izoenzimleri
d2 globulin bdlgesinde elde edilirken Fritsche yénteminde (19) d2- B-bolgesinde
clde edilebilmektedir. Yoéntemlerin birbirinden farkli olmasmna baglanabllecek
bu durum bazen aymi ydntem igerisinde ince barsak-ALP izoenzimi ile bébrek-
ALP izoenziminin ve hatta safia-ALP izoenziminin ayn1 bélgeye ¢ok kiigiik mo-
bilite farkiyla (d2-B) go¢ ettikleri rapor edilmistir. Son yillarda tavsiye edilebilir
ALP elektroforez yontemlerini bulmak bazi durumlarda oldukga giictiir. (27.
Biz elektroforezi, elde ettifimiz dana ince barsagi ALP min safligimin bir goster
gesi olarak kabul edip kullanmak istedik. Saf dana ince barsak-ALP izoenzimimizi
d2-B bolgesi arasinda tek ve saf bir bant halinde gérdiik.

SUMMARY
II. The ALP Isoenzymes and Seperations (Electrophoretic and

The enzyme i-ALP -obtained by Morton extraction method was chromatog-
raphic subjected to sephadex G-200 and DEAE-sephadex column chromatography
with cellulose acetate elektrophoresis. 1zoenzymes of i-ALP were mvestlgated
At the ssame time a purer enzyme was obtiained from column.

The purification degree of that enzyme, which was 564 times carlier, has
been risen up to 2077 times at present study. However, the yeield was only be able
to be 2,3 %. The spesific activity of i i- ALP enzyme has been found to be 116 Luy/
mg-protein.

There was only one band on electrophoresis, depending on the purification
degree of enzyme. It has been found that., in coclumn chromatography, there were
four dxstmct peak of i-ALP enzyme. :
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