,Tamponun cinsi; molarlte Ve pH’sm1 1ylce behrlemekten \gayemizie Qnemh 2
e;kemn -benimsenen ALP tayin yontemleriyle, sonrak1 iibtrat kinetigi;calismala-
larinda tampona baglh ayricaliklar ya1atmamasxd1r Yontemlerm en: 1y1 hale ;geti-
rebilmeleri igin 6nce baz1 degisiklikler bu sekilde gozden gegirilerek en elverisli ko-
sullar arand1. Cok diisiik aktivitelerde enzim tadyifi’ edilebiléceginden  aktiviteyi
en 1y1 gosterebllecek degisiklikleri aradlk o )

- Enzim miktari artti§1 zaman reaks1yon hlzlnda bir art1§ _goriildii. Cok- k1a31k
olan bu konudan girerek e]de ettlgl,mlz i ALP enziminin bu uyarhhglndém‘ basla—
mak istedik. : : S

x) 5Dﬁé;‘ ; ]Dr:‘%? ‘A”catﬁrk{ ﬂniveféitesiéTIp' Fakiiltesi Biyokimya: Bilim' Dale Ogretim. Uyesi; Erzurum.
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siyon karisimindaki esas ayiraglar, yontemlerinde belirlenen konsantrasyonlar
degismiyecek sekilde kullanildi. Reaksiyon karisgtmindaki incelenen maddelerin
konsontrasyonlarinin degerleri bulgular kisminda takdim edildi. Reaksiyon deney
semas1 halinde incelendi.

K.1- Tampon Tipinin ve Molaritesinin Segimi:

‘o iien-Siibstrat skonsantr yonlan orumal

Bu standardize sart
¢ K.1-a. PNPP siibstrat yontemi ile inceleme:
Kullanilan yéntem: Modifiye Bessey-Lorwy-Brock
Siibstrat (tamponsuz) 27,3 mM, PNPP (% 600 mg)

Tamponlar burada daha gems konsantrasyon smlrlar
"deihllﬁ%dllmlslerdlr Deneyler aym pH ve' s1cakhk:ta yapllmlstlr g ’A‘sagidaki tek

'B) Tris C 2A2MIP

Deney Semas: I-b-Morton Yonteminde Mubhtelif ;Tag;pgnlaqniincgle;nmesi.

e Ki2-1i-ALP: Izoenzimin iArtan-Konsantrasyonunun Reaksiyon: :Hizina Etkisi:
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. Kullanilan: 'Y 6ntem:'. :--Modifiye: Romel: 77 i
Siibstrat : 2,5 mM, pH 10,15 FFMP
"J"”ffTaﬁl?Gn’**?-’” g o 0;625 M, pH 10, 15:2A2MP~ Bh rien 1180

: Deney Semas1 IT- Enzim Konsantrasyonunun Arttlrﬂma81
. Derney tiiplerine 1 ml siibstrat, 2,5:0,5 ml arasinda’ tamponla hammler tamam-
landiktan sonra enzim“0;1-1,0 ‘ml:’ arasmda artan’ konsantrasyolarda 11ave ed11d1 !

Dlger 1slemler -Modifie. . Romel metodundakl g1b1 yurutuldu

ortaminin pH’s1 fenolik hﬁrohz urimlerl mevcudlyetmde bityil onem arz edet’
Om'mal ontemde 0 04 ml konsantre FFMP substatmm hacmi 26, defa _sulandr-
hid rohz {irtiniinde
11 ,2’yi sabit tutan

ratimt hidrolizi sonucu, pH ve s1cak11k krlterlerl 1le bxrhkté 'asagldakl bulgulari
vermistir. - O oriee . )

Deney: Sistemi

Cve R S
Aktiviteler - : Sty Sty
Substrat(A) icin ODx102 23

Su strat (B) lcm ODxlO?- ,
_(inkiibasyon 37° C,pH 10,15)22 44 . 84 40 50 29 33
_Aktlvite (1. ﬁ/litre) 125t %‘550:%'51375 100 (45) (57 (33) (37)
B) Slstelm igin . g ‘
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.Agiklama :- St = Modifiye Rom“elay6ntemiﬁde§‘fkullaml’an‘a‘;s‘"ta:ndarﬂémn de-
gerlendirilmesi. o " - ~

‘N = Dort ayr diliie’ enzimin A’ ve - B krmk pH ve s1cak11klar1ndak1 ‘akti-
viteleri.

modifiye Romel-ve modifiye Bessey-Lowry-Brock) 2A2MIP tamponuna ildveten
glisin tamponu ile de galisilarak bulgular karsilastirildi. Her bir, ALP tayin yontemi
belirtildigi sekilde uygulandi. Bessey-Lowry-Brock yontemi ghsm tanipt)nu ile
1slet11d1g1 zaman . bu yontemm Sigma 1nod1f1kasyonu kullamlnns ‘olur. FFMP

Tburadakl, deney' i ku ktadu‘ - De-

Aym aktivitenin dort ayr1 galisma yontemleriyle en aktif olarak (en fazla-iinite)
tesbit edildigi yontem PNPP yontemidir. Ancak bu yontemde dahi kullanilan tam-
01 QmSI akt1v1tey1 etkllemektedf lisin tampon, kullanan yontemlerde aktivite,
rvgenel olarak diger tamponlara gbre dusuktur En aktlf yontemln mod1 fye Bessey—r

Lowry-Brock oldugu envaziaktif ﬂlamna k1yasla meveut aktivitenin 10,8 kat kadar

tesbit edilebildigi gorilmektedir.
B-f:@:‘il?NP?:Sybst..@t y,qqtemifiide,;,,,Témpbihlara -;ffi,

,i:‘

TABLO III' Modlflye Bessey-Lowry-Brock Yontemmde Deney Se

. ,\)\

KINETIK T p Numa‘ralarl g
. SRR 1’ P SR

Tampon Molanteleu(M) 0,1 0,3 04 .

-Glisinde aktivite (OD)- 0, : 0,095 0,080

TrisdéfAktivi‘tef‘(OD 10,5000 0,530 BRI
10,550 - 0;580:: ;:~,%,0 595
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172+ Glisinstris 've 2A2MIP:tamponlari 0,1-0,5 M arast yukaridaki yéntemde kul-
lanildi: Aynit énzim ‘konsantfasyonunda 'yapilan: aktivite tayinlerinde absorbanslar’
glisinde 0,130, triste 0,421, 2A2MIP’de 0,445 okumalafini; 0;1' M tampon konsant-:
rasyonlarinda gosterirken tampon konsantrasyonu arttikga (0,5 m’a kadar)

ghsmde -aktivite- azalmalarl ~diger ikisinde ise “aktiviteartiglar: cozlendl

B. 1 b- Na-B-gliserofosfat substratn yontemmde Tamponlar:

E

TABLO IV- Morton Yénteminde, Deney Semasi 1.b-ye Gore Muhtelrf
ponlarm Molaritelerinin artis1 ile i-ALP izoenzim Akt1v1t631 Areism

daki Bulgular

Tam-

Tip Numaralari:

KINETIK I 2 3

1112 13 14 15

4 516 7 8 910
Tampon 01020304 05)060708091,01,1f 1213141, 5
Moroliteleri® Casn
Glisinde T |
Aktivite ODx102 12 11 8 7 65]6 75858565 5 5 55
Triste - o
Aktivite ODx102 43.45,5:51; :52;5::54.160 61 .62 6262 61,5 |. «
2A2MIP’de §

Aktivite ODx102 45 46,5 54,5

57 59

60 61 62 62 62 61,5

62 61,8 60 59

Tamponlarin molariteleri her tiipte 0.1 M artirilarak 0.1-1.5 M aras1 denenmis-
lerdir. Bu ii¢ tampon ALP tayin yontemlerinde, genellikle kullandmaktadirlar.

i- ALP 1zoenzm:u aktwltem taymmde ghsm tamponun molaritesinin artma51 nis-
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-1/ Enzim-konsantrasyonu: hacimlerinin 0,1:den:1;0:M’a kadar artirilmasi sureti
ile: aktivite incelenerek aktivitenin:de:0,13’den 1,26: OD’ye: arttigr goriildii Akt1v1te>
artlslarml enz1m m1ktar1 ile alglh -grafigi - Sekll 1’de szﬂmlstlr fiigd

Fop ek g
[RER 18 o

Aktivite Grtmooms T shabrrtndis et tnbeaioaailn - Hoals
;(OQ!) : o v

02 7 SEKL.4.1.ALP [ZOENZIM ARTISI ILE REAKSON Wizi DEigMI
: onal o 0 % : i P P P
. S DT T ENZMOMIKYARD (mi).
0 06 07 -08 03 10

swﬂastlrllarak kullamlmakta olup 0 lM cozeltlsmm tabn pH’51 11 4tur ALP
akitivite ‘tayin 'yontemleriiiden ‘bu‘tamponu kullananlarda’ pH 10,17 (2),"-10,25)
(4), 10,40, gibi degerlere rastlanir. PNPP ve FFMP siibstrat1 ile ALP tayinle-
rinde pH 10,15 ’i benimsedik. 2A2MIP tamponundan pH 10,15’te 10,3’e gore
aktivite iki kat fazla tesbit edilmistir:: Tris tamponu, ‘aynen 2A2MIP gibi gayetiyi
aktivite sonuglar1 alinmasina yardim eder. Tris’in sudaki 0;05M ¢ozeltisinin de
pH’s110;3 *tiir (kendi slsesmde) Glisinin tamponlulugunu yaptigr yontemde-ise ak-
~tiviteler- gok - dusuk tesblt edlhr Ghsmm suda O 2 M gozeltisinin pH’s1 4’tiir (6).

; PNPP siibstratinin_ gereksmmem olan hidroliz pH’smda ¢ok diigiik olmas1 ve. de
glisinin ALP’-a”inhibitér gibi etki etmesi bu tampon" s1stem1mn ALP aktmte
_tayin yontemlermde kullamlmamasml ‘gerektirit kanisindayiz. | 0 © Hyid
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. Tris ve 2A2MIP tamponlari ¢ogunlukla, fenolik hidroliz iiriinleri ;veren. siibs-:
rat s1stem1ermde yer-alir (7,8,4,9). Bu sistemlerde ise aktivite tayinifenolik; bilesiks:
ler iizerinden gidilerek yapilir. Fenol fitalein, p-nitro fenol v.b. maddeler birer in-
dikator olup, ortamun pH’sindan giddetle etkilenirler. Bu yonuyle alkahk pH’da
renklendlrmelermm yanhs sonuca goturmemem baklmlnda kullamlan NaOH

-+ Tamponlarin,. molaritelerinin, ¢ok: degisken.:bir sekilde, kullamlmasi -pH'y1
etkileyen’ ikinci bir kon’udur Tamponmolaritesi 2A2M1P iginO 4-0,7-Mkonsant:
=:Bu;molariteler:

Trls ve: 2A2MIP tamponlam Na B: ghserofosfat substratmm hldrohzmde Airtin:
fosfat iyonudur. Bu yontemde optimal tampon konstrasyonu  0,6:1,0M arasidur.

Samuel yonteminde (4) ZAZMIP 0,625 M’dir. Romel vé Béssey-Lowty-Brock’
yontemlerinde 0,5.M dir. 2A2MIP tampon sisteminin: pH:10,15°de:0 ,625 + M ola-
rak kullanilmasi, Samuel yontemiyle ayni olmasi yaminda, diger yontemlesdeki;
degerlerlnblrazuzermdedlr T S VI T

~

! PNPP siibstrat: hldrohzmde b1z~pH’y1 10, 15 de 1uLarken Balestrler'« (19’
pH 10,2’yi, tercih etmistir (9). gl T

"Biz'9,1 mM PNPP siibstratindan 1" ml. y1 0,1 mienzim ile hidroliz ederken,
onceki yontemde 5 mM’lik PNPP siibstratindani2,9'thl; kullan11m1§t1r Bizim siibst-
ratimizin konsantrasyonu daha diisitk olarak tutulmustur ki PNPP siibiistrat: 10
mM’dan sonra inhibisyon yapmaktadir (2). Orijinal Bessey-Lowry-Brock yontemin-
de, %5 400 mg PNPP stok siibstrat gozeltisi ; tamponla. yars. yariya  seyrel-
tilerek hazirlanirken 1 M MgCl ,’den 0,1 ml. ilave edﬂerekr mM’lik Mg liyonu kon-
santrasyonu lgeren subst;at elde edlhr BIZ P“\TPP siibstratimiz; du'ekt (;ahsllan kon—

nitro’ fenol ‘olugturmaktadit (1 ).»"Halbukx
deneylerunwde tamponun 0,4-6,7 . Mk konsantrasyonlarl dlsmda bile; pH 11,20

Bowvers-Mc Comb ZAZMIP tamponunun 0,75 M’da 30°C’ta a
coki pH 10,17°de elde etti (2): Ilaveten tamponun iyonik glicli: 0,1<1;0; M sara:
NaCl ilavesiyle ,artktnjd1gmda,g aktmt@mm azaldig1. gbzlendi.; Bu;. sveriler eshgmde




santrasyon ‘artislarindaki olgularnmzdan 2A2MIP tamponunu 0, 625 M ve pH
10515~olarakf;be11rled1k Fetchs, sel slhaplinlnn g dR0e N v R

"LKALINE PHOSHATASE IV. The Kmetlcal Behav10ur of ALP Enzyme
(The concentratlons of Izoenzyme and various substrates and ‘PH.- =~
The {-ALP enzyme ‘activity is mostly due to pH of the buffer as well as the

concentration. It is' valuable'to use 2A2MIP and tris ‘buffers in pH 10,15 and’
0625 M for the optnnal ALP act1v1ty usmg PPMP and PNPP ‘substrates.

, the system the hydrolytlc 1ate has mcreased two- fold It is p1oss1ble to 3
elevate the ALP acthlty for 10,8 times with Bessey-Lowry Brock methods Whlle
glycine buffers cause to decrease of the i-ALP activities, in contrast tris buffers
and-especially 2A2MIP ‘buffer ‘systems are the most appropriate ones.

"1t ‘Would be found in the deceasing values of ALP activitees ‘regaraing over
0,60.0. D. ,in the normal range of -measureable enzyme concentiations. .
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