ALKALEN FOSFATAZ V ALP Enznmmm Reakmyon lema Elektrohtlerm,
V Ammo ASIt!erln, Antikoagiilant EDTA’nm Tesirleri

e TR

i ALP izoenzimine, Na+, K+, Mg*+, HoPO-4 iyonlart ile-muhtelif amino asit-
lerin ve EDTA’min etkileri muhtelif konsantrasyonlarda degisik . tarzda olmugtur. .
5 mM Mg*+ iyonlari konsantrasyonu, enzim aktivitesi icin optimal bir konsantrasyon- -

dur; 50 mM’den fazlasz inhibitor etki gdstermistir. -0 Fosfat iyonlart 50 mzkro M da'
g 95% varan blr mhzbzsyon gostetmektedu : 2

,L-Feml ,alamn enzimatik "hizi. 5 mM konsantrasyonda %.56,8 azalmmttr{ argz-,_
‘mnde ise bu azalma % 41,8 ’dlr Glisin 50 mM. konsantrasyonda % 40 inhibisyon
olu;turmu§tur Diger- amino asztler gok du;uk konsantrasyonda bzle mhlbztor etkzye
“sahiptirler. Sadece alanin hafif bir aktivasyona sebep “olmugtur... - cor

Antikoagiilan olarak kullamilan EDT 4 0,5 mM'lik' konsantrasyonda envzm'
‘aktzvzteszm arl yarzya azaltmzstn

GIRIS VE AMAC: <

Alkalen fosfataz enzimlerinin kan elektohtlennm ve antikoagulan: maddelerin
esliginde ne derece en21m aktivitesinde deglslklenne neden olabilecegi ve Ozellikle
Mg*+ iyonlarinin enzim akt1v1tasyonundak1 deglslk goruslere agiklik getlrme51 gibi
hususlar -amag edinilmistir:: Oldukca saflastirilmis ALP: enzimi‘bu’ gayelere hizmet -
yonuyle k1net1k caligmalara tabi tutulmustur. Kinetik ALP tayin yontemlerinde
kullanilan reaktiflerdeki ve kan kimyasindaki | ba21 mevcut faktorlerm gergek akti-
viteyi tesbit etmekteki etkinliklerini ocrenmek esas gayelerdendlr ‘Ozellikle Na-
B-Gliserofosfat- ~gibi kullamlan bazi siibstratlarin neticenin. eldesindeki- etkmhm'
»veya riski olup olmad;g yonunden arastlrmaya gerek duyulmustur ¥

(x) Dog. Dt Atatiirk Universitesi Tip Feikiiltesi:BiyokimYa Bilim: thfogretifn Uyes‘i, Erzuarum
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YONTEMLER
K. 3- Soayum, Potasyum iyonlarimin fizyolojik ve yiiksek konsanrasyonlar do-

laylarinda i-ALP inzoenziminin reaksiyon hizina etkileri.

Kullamlan Yéntem : Moxton

"bst@ptampc’)_plu : 8§ mM, pH 9,5 Na—B-GIifserofosfat:

Deney Semas: I- Sodyum Iyonu thsdnffasydnunun Arttllrllakr‘ék » Rakmyoﬂ Hi-
zinin Incelenmesi.

~ 'Deney Tiipleri

Ayiraglar

Stibstrat, tampon (5 ml) —
NaCl 1M~ ( ml)
NaCl 014OM( ml)
-NaCl 0,1 M’

AR AHOE S 1:0«’<7'379C~Tn‘kijbas‘yon
TCA (2,5 ml)"v:; G et + + + G
ANSA + o+ 4+ A+ R
10° sonra / 660 nm’de okunur.

Bu deney semasi, bundan sonraki semalara benzer bir riek: teskil etmektedir.

~ Kullamlan Yéntem : Morton 117+

»;Substrat 5-ml: ahnarak KCI O 1 M ve KCl 0; 005 M dan uygun hamm]erde

(0,5-5 ml arasi) tiiplere sirasiyla ilive edildi. Distile’su ilehasimler 10 ml- ‘ye ‘ta-
mamlandl Enzimimizden 0.1 ml. 6nceden oldugu gibiilave edildi. Diger inkiibas-
yon:.ve renklendirme’safhalari. aynen. metoda. bagli olarak. tatbik edildic
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K4- Magnezyum 1yon1ar1n1n 1—ALP 1zoenz1m1n1n Reakmyon lema Etk151 '

Kullantlan ‘Yéntem : Morton ek 2
70 Siibstrat, tamponhy’ 7% 8 mM pH 9,5 Na-B- Ghserofosfat Mg+ yok)
Mg+t gozeltisi . 1 mM-10mM-100mM500" mM-2000 mM" (Mg €I,

Deney Semast III— Mg++ Iyonu Konsantrasyonunun Artlsl 1le Reak51yon lemm
“”‘f‘fIncelenmem SO el lg5as fEpftag Vo

‘ Deney Duzenl

déney _semasi . “kullapildi. - A R

K5- Fosfat Iyonlarm i- ALP Izoen21m1nm Reak31yon lema Etklleu

 Fosfat iyonlar1, ¢ok dusuk konsantrasyonlarda m1kro M ‘ve diisiik (mM) ,
wkonsantxasyonlarda gahs}ldl ~

. K.5-a- Cok. dusuk (mlkmM) Fosfat Konsantrasyonlarmda R ;
incelenmesi: ' , T

kKiﬂlamlan Yontem Morton k

Sabstrz;lt tamponlu - L8 mM pH Na B- Ghserofosfat
Fosfat Cozeltﬂerl ! A) 10° ‘MikroM B) 100 MlkmME

Iyonlarmm Etkilerinin incelenmesi

Deney Diizeni: Deneyler yediser tiplik ayn serilerde het' bir 7fd“s3féft"¢'6£eltisi
ayr1 -ayr1 tatbik edilerek, uygun semaya gore yuriitiildi.

K.5-b- Diisiik (mlkroM) Konsatrasy;"'

larda Fosfat Iyonlarmm Reak51yon
“"Hizina Tesirleri: -

4 Kullamlan Yontem B Mod1f1ye Romel ‘
Siibstrat, tamponlu _ : 5 mM, pH 10, 15‘}FFMP
Fosfat Cozeltllerl A 10 mMJ,,! B) 100 mM

W VDeney Sema31 V-b- ReakSIyon Hizina Mlhmolar F osfat Konsantrasyonlarmln Et-

kilerinin Incelenmesi.

ilgili metoda gdre yurutuldu R
K-6. Bazi Amino Asitlerin, i-ALP Izoenznmmn Reaks1yon Hizina Etkileri:

Kullanilan Yontem : Morton . v
+ Siibstrat; tamponlu 18 mM; pH 9,5 Na-B B-Gliserofosfat = i~ =i
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“"Amino asit ¢bzeltileri: 10:mM, A) Sistin B): Alanin, C) Arginin; D) L-Fenila-
lamn, E) Aspartlk Asit, F) Glutamlk asit, G) Ghsm (100 M).

A Yol r!ac,la Coosv snvde

o

ENZIM ’ (01 ml) : + o+ + + +
Amino asit ¢6z. ( ml) o 0,5 15 2

5’/37°C Premkubasyon, :

Sibstrat tamp.. = (24 m) — + +  + A+ o4 4

10°/37°C Inkiibasyon

K 7- Etilen Dlamln Tetra Asetlk A31d1n (EDTA) 1ALP Izoenzm:unm Re--
ak51yon lema Etkisi:

“Kullanlan Yon em’\ o Morton

.., Stibstrat, tamponlu . 8 mM, pH 9,5 Na-B- Ghserofosfat K

Deney Semast VI- EDTA inhibis‘mnun,.incelenmsi

‘ ‘Deney Tipleri
Ayiraglar DI r—

; 51 0 H
Siibstrat, tamp (24m1)m e ‘l‘;'
EDTA1mM  ( m) —
Su “ireineverar cGreeml)aon 5 s

Diger Safhalar Morton Yo6ntemindeki gibidir. . .

BULGULAR

B.3- i-ALP izoenzimi ile Sodyumi ve ‘Potasyum Iyonlarna Ihekm Bulgular
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TABLO: 1¥~Deney Semas: I ve IT'ye Goére 10-100 mM NaCl Cozeltileri ile
0,1-100 mM KCl1 Cozeltilerinin Reaksiyon Hizina Etkileri

Tip Numaralari

KINETIK
5 L
Kont. 2 3 4 5 6 7

NaCl Molariteleri 0 10 50 100 140 500 1000
D ! ; ; AT |
Aktivite ODx102 22 235 23 21 21 18 15
KC1 Molariteleri (mM) 0 15 10 20 50 100
Aktvite Ox102 22 23 . 24 23 24 2 23

Aciklama: (140): mM Sodyumun Normal Serum Konsantrasyonu
(5): mM Potasyumun Normal Serum Konantrasyonu

Sodyum ve Potasyum iyonlarmin kandaki konsantrasyonlarin gokaltinda ve
iistiindeki degerlerde bu iyonlarin reaksiyon hizina etkisi sekil 1’de grafiklerle
gosterilmistir.

Ak tivite (ODx 10?)

- 30

10t
—w s POTASYUMUN FiZYOLOJIK KONSANTRASYONU
——r  SODYUMUN FIZYOLOJK KONSANTRASYONU
- -~ . 4 . - . 'r t p ;j
0 3 T 2 4 . 6 . .8 10NaCl(M]
" - T t ) T 1 - : .

0 20 2 4 50 6 0 8 90 10KClmM |
Sekil 4. Sodyum ve potasyum iyonlarinin reaksiyon. :
hizina etkisi.
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B. 4- 1ALP Izoenzum Magnezyum Iyonlarma Ihskm Bulgular

5 mM’a kadar magnezyum 1yonlarm1n Varhgmda reaks1yon hizi sekil 2’de
gorulducu g1b1 artmistir. Magnezyum iyonlarmin 50 mM’a kadar artig1 reaksiyon
hizinda bir artis saglamayip ayni aktivitenin elde edilinesine yaramistir. Daha yiik-
sek konsantasyonlarda, magnezyumun etkisi reaksiyonu inhibe edici tarzda ol-
mustur. Bulgular Tablo II’de topluca yazﬂmlstlr o

TABLO II- Deney SemaSI II’e Gore Muhtelif Konsantrasyon]arda Mg*+ Iyonu-
nun En71m Aktxvasyonuna Etkisi.

Tiip No. Mg++(mM) - OD.x103 Aktivasyon %/

0 (Kontrol) 0 P ¢ L00) R =
1 0,1 115 15

2 0,5 120 20

3 1 S e T e

4 5 145 45

5 10 : 145 45

6 50 150 5

7 100 140 40

8 1250 100 10

9 800 50 —50

B.5- i-ALP [zoenzimi-Fosfat iyonlarina iliskin Bulgular

B.5-a i-ALP Izoenziminin Cok Diisiik Fosfat Konsantrasyonlarindaki in-
hlblsyon Bulgular:: Co

TABI_O: II- Deney Semasi IV-a’ya Gére MikroM Fosfat fyonlarinin Reak-
iyon Hizina Inhibisyon Bulgulari

KINETIK Tip Numaralari

Kont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fosfat
mikroM 0 1 2 3 4 5 10 20 30 40 50
Ax103 0 1 2 3 4 7 15 32 5 70 85

Apx103 130 130 130 130 130 130 135 150 170 185 200
Aktx103 130 129 128 127 126 123 120 115 115 115 115

inhib% \ 0,8 1,5 2,3 3,1 54 7,7 92 11,5 11,5 11,5
A1— Fosfor I Inkubasyondan once fosfor tayini C '
A= Fosfor II. Inkubasyondan sonra fosfor tay1n1

Akt. = Kalan aktivite.

Inhib. % = Inhibisyon.
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Orto-Fosfat iyonlar1 mikromolar konsantrasyonlarda (50 mikroM a kadar)
reaksiyon hizini dﬁsﬁrdﬁ Sodyum B- Gliserofosfat stibstratin hidrolizinde % 11 5
rolizinde inhibisyon etkileri daha yiiksek konsantrasyonlarda incelenebildi. Bu in-
hibisyonun 50 mM fosfat konsatrasyonunda %; 95’ ¢iktig1 gériidii. Bu yontemde
1 mM fosfat ile 97 2 inhibisyon meydana geliistir. Ara konsatrasyonlarin degerleri
Tablo III, IV de gosterilmistir ve iliskin grafikler sekil 3-4 de cizilmistir.

B.5.b- i-ALP Izoenziminin Diisiik (mM) Fosfat Iyonlar: Konsantrasyonla-

rindaki Reaksiyon Hizi Bulgulari.

: Aktlvnte ;

Sekil _3_i.ALP Izoenzmne Fosfat Inhlblsyonu
(cok diisiik fosfat(uM) konsantrasyonunda)

125}

1204 | ™

1.15 L
01 234 5 77 1020 30 40 50 mmw)

TABLO IV- Deney Semasi IV.b- ye gére mM o-Fosfat Iyonlarlmn Reaksi-
' yon Hizi-Inhibisyon Bulgularl

Tidp Numaralari

KINETIK

0

Kont. 1 2 3 4 5
Karisimda Fosfat (mM) 0 1 2 5 20 50
Kalan Aktivite ODx102 100 90 62 36 12 5
Inhibisyon (%) 0 10 38 64 88 95
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Aktivite (0Dx102)

0 1 20 30 4« 50 Fosfat(eM).~
Sekil 4 i.ALP izoenzimine fosfat inhibisyonu '

(dusuk fosfat (& M) konsantrasyonlann da ).

Amino asitlerden alanin, arginin, L-Fenilalanin, aspartik asit, glutamik asit,
sistin 10 mM ¢bzelti halinde reaksiyon karisimima diliie edilerek katildi. 1-5 mM
konsantrasyonlarinda amino asitlerin reaksiyon hizina olan etkileti Tablo. V’de
topluca gosterilmistir. Bunlardan alaninin artan konsantrasyonlarda akt1V1tey1
arttirdig1 digerlerinin ise “aktiviteyi azalttigt gozlendl

L- Fenilalanin inhibisyonunun 5 mM konsantrasyonda % 56,8 degen 1le yak-
laslk akt1v1tey1 yar1. yariya. azalttt1g1 goruldu

Argmm ise 5 mM konsantrasyonda 41,8 inhibisyon yapnustlr Diger amino asit-
ler ¢ok dmuk konsantrasyonlarda bile, slddeth inhibitérlerdir. Glisin inhibasyonu
50 mM konsantrasyonda %/ 40’1 bulmaktadir. Tablo IV’de gosterilmis olan amino
as1t1er1e 1-ALP Jizoenziminin 1nh1blsyon bulgulan sekil 5’de graflklenmlstlr

B6- 1-ALP [zoennm - Ammo Asit Bu]gular1
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TABLO: V- Deneye Semas: VI’ya gore Bazi Amino asitlerin i-ALP izoenzi-
’ minin Reaksiyon Hizina Etkileri

Tip Numaralar:

H

KINETIK

0

Kont. 1 2 3 4
Amino Asit Molaritesi. 0 1 2 3 4 5
(mM) .
1-ALANIN Kalan akt. 22 22,5 25 27 27,5 278
ODx102 S
. Aktivasyon (%)  — (2,3) (13,6) (227) (25  (26,4)
2- SISTIN Kalan Akt. 22 9 2 2 22
ODx10?

Inhibisyon %) — (59) on  ©On  ©1 @O
3. GLU. A. Kalan Akt. 22 5,5 4 25 22 2,2
0DX102 """""""""""""""" ; .
* Inhibisyon (%) — (75) (81,8)  (88,6) (90)  (90)
4- ASP. A. Kalan Akt. 22 10 8 6,5 55 5
lnhibislon (%) — (545 (64  (70,4) 15 (712)
5- ARGININ Kalan Akt. 22 15 135 132 13 128
~Inhibisyon (%) — (31,8) (38,6) (40) (40,9) (41,8)

6- L-FENILLALANIN 22 20 15 13,5 11,5 9,5
OB

. Inhibisyon (%) — O,1) - (31,8  (38,6) (47,7 (56,8)
GLISIN (Molarite) (mM) 0 10 - 20 30 40 50
- Kalan Akt.ODx103 100 78 72 68 64 - 60
- lInhibisyon (%)  — - 22 28 32 36 < 40

- B7- i-ALP, izoenzimi-EDTA Bulgular
TABLO: VI- Deney Semasi1 VI'ye gore, Izoenzime EDTA Inhlblsyonu Bul-

~gulari.
: , Tﬁprumara]arl
KiNE,TiK : 0o , T ]
: Kont. 1 22 43 . 45 5 s
EDDA Molarlte (mM) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Kalan Aktivite ODx103 185 156 132 117 - 92 90
Inhibisyon (%) —_— 15,7 28,7 37,1 50,3 51,4
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Aktivite (0D x102)

e {_ALANIN

Rﬁ 5_ ARGININ
™\ 6. L.FENILALANIN

4 ~ {,_ASPARTIK ASIT
3_GLUTAMIK ASIT
. 2_SiSTIN

1 2 3 4 5 "Amino Asnt(mM)

SeknL.S.Bazn amino asntlermn ALP lzoenzumxnln
' reaksxyon ‘hizina etkileri.

EDTA,reaks1yon hizm1 0,4 mM konsaffitrasskfdyﬁda yart }}a'riyé. ‘iaia'lt'mékta-
dir. : , : ’,
Tablo VI’da EDTA inhibisyonunun 9 50,3 oldugu sekil 6 dan da EDTA
konsantrasyonunun artigiyla. akt1v1tenm hemen hemen dogrusal bir sekllde azal-
dig1 gorulmektedlr ; : 2R

‘ TARTISMA ve SONUC

0,60 O.D. iizerinden spektrofotometrlk okuma ‘verene enzim numunelermm
reak51yon hlzmda, dogrus"‘ b1r artls gosteremlyecegl kanlsma Va,rdlk (1 2 ,3).

: Sodyum ve. Potasyum Iyonlam

Sodyum iyonlar1 140 mEq/lt konsantrasyonda i-ALP aktivitesin (;ok az (%
4) azaltmustir. IM gibi. bilyiik konsantrasyonda sodyum kloriiriin enzime olan in-
hibisyonu artar. -Bu inhibisyon kmetlk incelememizde % 25’¢ varan degerlere
ulagmaktadir.
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Aktivite (0Dx10%)
200

160

120

80 |

40 L Sekil_&. i ~ALP izoenzimine EDTA inhibisybnu

-

0O 01 02 03 04 05 EDIA(mM)

Potasyum iyonlar1 5 mEq/L lik flzyolopk konsantrasyonda i-ALP’1n maksi-
mal aktivitede tayinine yardimci olusu dikkati geker. Ancak potasyumun 5 m
‘M’lik konsantrasyonunun aktivasyonu (;ok azdir. Potasyum iyonunun sodyuma
gore inhibitdr etkisi olmamasi, birgok ayiraglarda sodyum tuzu yerine potasyum
tuzunun kullanilmasinin daha uygun olabilecegi diisiincesini destekler. Zira po-
tasyum iyonunun TM gibi yiiksek konsantrasyonlarda da rcaksxyon hizina  etkisi
hemen hemen yoktur.

Magnezyum Iyonlarl

Magnezyum iyonlarinin i-ALP izoenziminin reaksiyon hizina g:ok degisik et-
kller olur. Mg*+ iyonlar1 diisitk konsantrasyonlarda aktivator gibi davranirken
yiiksek konsantrasyonuna gore aktivite 9 50 azalmaktadir. Schales domuz b&bre-
ginde ALP elde edilisinde, ortama Mg* ildve edilmemesi hahne akt1v1ten1n %
50 kadar’ diistiigiinii gormiistiir (4).

Mg++ iyonlar1 1 mM kadar artarken reaksiyon hizindaki arvtlsyda tipki bir siibt-
ratin artigt ile reaksiyon hizimin Michaelis-Menten’e gére artigt gibi olur. Bu ha-
liyle Mg+* sanki i-ALP izoenziminin bir kofaktoril veya kosiibstrat1 hissini ve-
v} USRS : _ SEE ,
~ Johnson. Mg++ iyonuna kofaktér goziiyle bakmaktadir (2). Bizde,- Mg*+ iyo-
nu konsantrasyonu 0 5x10-3 M’a kadar artik¢a reaksiyonun gittikge hizlandig.
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5x10-2 Ma’a kadar da daha siddetle artan bir aktivasyon oldugu gozlendi. Bowers
2%x10-4 M’dan fazla Mg*+ iyonlarinin biraz inhibitor tesiri oldugundan bahset-
‘mektedir (5). Ancak biz bu diisiik inhibisyonu 5x10-2 M’dan sonra tesbit ettik.
‘Berghmeyer’de ise 10-3 - 10-2 M arasinda aktivator etkiden 10-2 M’dan fazla
Mg+ iyonu konsantrasyonunda ise inhibisyonun basladig1 belirtilerek bizim bul-
gularimiz desteklenmektedir. Bulgularimizda 10-1M dan fazla Mg** iyonu artis-
lar ile reaksiyon hizinda gok siddetli bir magnezyum inhibisyonu olugtugu goriil-
mektedir. ' ' ‘

Biz ALP aktivitesi tayininde, Mg+ iyonu konsantrasyonunun 5x10-3 M ile
10x10-33 M (5-10 mM) aras1 bulunmasinin geregini Sekil 2’den agia gikartmis
‘oluyoruz. Bu bulguiar Berghmeyer ile tam bir uyusum igerisindedir. '

Orta Fosfat Iyonlari:

~ Biz o-fosfat iyonlarmnin reaksiyon hizina etkilerini iki ayr1 yontemde ince-
ledik. '

Na-B- Gliserofosfat siibstratinin hidrolizinde. inkiibasyon karigtminda - 1x
10-6 M o-fosfat varliginda bu inhibisyon % 0,8 iken 5x10-5 M o-fosfat konsantras-
yonunda, inhibisyon bu siibstrat ile % 11,5a varmaktadir (16). ’

p-Nitrofenil fosfat hidrolizi ile ALP aktivitesi tayininde 2x10-5 o-fosfat kon-
santrasyonunun % 1’den azinhibisyon yapmistir Bowers’de 10-3 M fosfat iyonlar1
inhibisyonunun %, 25 oraninda olmasina karsin (5) bizde FFMP siibtrat1 hidrolizi
i¢in bu inhibisyon 1x10-3 M o-fosfat konsantrasyonuda %; 10°dur.

Ancak fenil fosfat siibstratinn ALP ile hidroliz hiz1 2 5x10-3 M fosfat kon-
‘santrasyonunda %; 50 inhibisyona neden oldugu rapor edilmistir (7). Moss’un
kullandig bu fenil fosfat yonteminde Mg+* iyonu, reaksiyon ortamunda 5 mM ola-
tak bulunmaktadir. Bizim FFMP tayin yontemimizde de 5 mM Mgtt iyonu bu-
lunmaktadir ve bizde 2,5x10-3 M fosfat konsantrasyonundaki inhibisyonumuz
9 38-64 arasindadir. Gayet iyi bir uyusum vardir.

Orta-fosfat iyonlarinin Na-B-Gliserofosfat siibstrat hidrolizinde, fenolik hid-
roliz. iiriinleri elde edilen yontemlere gdre inhibisyon yiizdesi daha gok artmaktadir
(6); 1x10-3 M’dan fazla o-fosfat iyonu bulunu reaksiyon hizini siddetle azaltir.

Amino Asitler ,
- -ALP izoenziminin L-fenilalanin ile inhibisyonu karakteristik bir sekilde azal-
di. Diger amino asitlerde rastlanmiyan bu inhibisyon L-fenilalanin, ile gergeklesir,
konsantrasyonunun artmast ile inhibisyon hemen hemen dogrusal bir sekilae oluga-
rak reaksiyon hizi azalir ve aktivite diiger. '

. Watanabe ’V¢ Fishman (8) L-fenilalalanin ile insan ince barsak ALP’ 11 % 50-
60 kadar inhibe ettigini gésterdi ki bizim ince barsak inhibisyonumuz da ayni de-
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geri vermektedir (% 56,8). Danimarkali Gerhardt ise serumda rutin ALP aktivi-
tesi tayininde 10 mM L-fenil alanin ile i-ALP’1 7050 oraninda inhibe etmistir
(9). L-fenil alanin, koyun serumundaki ince barsak ALP’1n1 inhibe etmek igin de
kullanilmastir (10). Saflastirilmis i-ALP izoenziminde L- fenilalanin inhibisyonunun
dogrusal bir gekilde olusu, calismamizda ilging olarak ortaya ¢ikmistir. Kaynaklar
da butiir bir denemeye rastlamadik. ; fie : ’

Sistin, glutamik asit, aspartik asit ve arginin amino asitlerinin i-ALP izoenzi-
minin reaksiyon hizina olan etkileri ilk olarak tarafimizdan incelendi. Sistin, glu-
tamik asit 2x10-3 konsantrasyonda dahi 76 90 dolaylarinda i-ALP izoenzimine
siddetli inhibitér etki yapmaktadir. Aspartik asit 1x10-3 M’da % 54,5 5x103°M’
daise 9; 77,2 inhibisyon yapmakta olup digerlerine oranla orta siddette bir inhibi-
tordiir. '

- i-ALP izoenziminin reaksiyon hizi alanin amino asidi ile artmakta olup budu-
rumun kinetik olgular: dailk olarak dahaince barsak-ALP denemelerimizde olug-
mustur. Alaninile aktivasyon 1x10-3 ile 3x10-3 M arasinda dogrusal olarak art-
maktadir. Bu aktivasyon alanin konsantrasyonu ile % 25 dolaylarinda arttirila-
bilir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda énemli aktivasyon artiglar1 goriilmez.

Etilen diamin fetra asetik asit-(EDTA)

h Dénemelerimizde, sifir konsantrasyondaki deney kontroliine gére 4x10-4
M EDTA, i-ALP izoenzimine karst % 51,4 o'ramnda; inhibitér yapmaktadir. Bu "in-
hibisyon Berghmeyer’de EDTA, ALP’a siddetli bir inhibisyon yapar sekliyle ifa-
de edilmis olup 6zel degerler verilmemistir. EDTA inhibisyonunun 2,7x10-5 M
konsantrasyonlarda karaciger ve kemik ALP’1n1 tamamen inhibe ettigi (2) serumda
ise 5x10-2 ve 5x10-! M konsantrasyonlarda inhibitsr oldugu (6) kaynaklarda
bulunmasina ragmen EDTA’nin ince barsak alkalen fosfatazina ait inhibisyon de-
nemelerine rastlanmamigtir.

SUMMARY

ALKALINE PHOSPHATASE: V. The Effects of Electrolites, Amino kAcikds,
Anticoagulant EDTA on the Reaction Rate for the i-ALP Enzyme.

In several concentrations of Na+, K+, Mg++, H,PO, and various amino acids
and EDTA, have different effects on the j-ALP izozyme. The concentration of 5
mM Mg+t ions is optimum for enzyme activity; however it has an inhibitory ef-
fect more than 50 microM. 0O-phosphate has shown an inhibition of 11,5 9 at 50
microM even reached to 95 ¢/ 50 mM. TR : :

The enzymatic rate was decreased 56,8 % at the concentration of 5 mM
phenylalanine, where arginine has 41,8 9. Nearly the same inhibition 40 % has
been occured with 50 mM glycine whereas the other amino acids have the inhi-
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bitory effect even in very low concentarations, Only alanine has caused to a slight
activation.

EDTA, as an anticoagulant has reduced the enzyme activites taking equal

shares with 0,5 mM concentration.

2

10.
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