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Serum Alkalen Fosfataz ve Asit Fosfataz Enzimlerinin Aktivileri
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Ozet
Hipertansiyon, ¢ogu yash insanin mustarip oldugu bir hastaliktir. Yiiksek tansiyonu olan insanlar genellikle
hayatlar1 boyunca saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in kan basincini diisiiren ilaglar: kullanmak zorundadirlar.
Bu calismada, lisiniprol adli hipertansiyon ilacinin kemik yapim ve yikiminin bir gostergesi olan alkalen fosfataz

(ALP) ve tartarata dayanikl asit fosfataz (TrACP) enzimlerinin aktiviteleri {izerine olan etkilerini in vitro olarak
incelenmistir. Insan serumundan alkalen fosfataz enzimi DEAE-seliiloz, asit fosfataz enzimi ise CM-seliiloz iyon
degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Alkalen ve asit fosfataz enzimlerinin aktiviteleri substrat
olarak p-nitrofenilfosfat kullanilarak belirlenmistir. TrACP enzim aktivitesi bulunurken ortama tartarat ilave
edilerek TrACP disindaki diger asit fosfataz enzimlerinin inhibe olmasi saglanmistir. Alkalen fosfataz ve tartarata
dayanikli asit fosfataz enzimlerinin aktiviteleri substratin (0,033, 0,1, 0,16, 0,23 ve 0,3 mM) bes farkh
konsantrasyonunda inhibitérlii ve inhibitérsiiz ortamlarda bulunmustur. Inhibitériin ise her bir substrat
konsantrasyonu igin 102, 102 ve 104 M olmak iizere ii¢ farkli derisimi kullamilmistir. flacin her iki enzimi de
inhibe ettigi tespit edilip, Iso degerleri 0,17 mM ve 0,79 mM olarak hesaplanmigtir. Ayrica Ki degerleri
Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak ALP ve TrACP igin sirasiyla 6,98x10+, 7,06x10* olarak
hesaplanmustir.

Anahtar kelimeler — Alkalen fosfataz, Asit fosfataz, Lizinopril.

The In-vitro Effect of Lisonopril on Serum Alkaline Phosphatase and Acid
Phosphatase Enzymes Activity

Abstract
Hypertension is a disease that most elderly people suffer. People with high blood pressure often obliged to use
the drug that lowers blood pressure in order to maintain a healthy lifestyle throughout their lives. In this study,
the in vitro effect of lisonopril on serum alkaline phosphatase and acid phosphatase enzymes which are essential
for normal bone formation and mineralization activities was investigated. Alkaline phosphatase enzyme was
purified using DEAE-cellulose, acid phosphatase enzyme was purified using CM-cellulose ion exchange
chromatography from human serum. The activities of alkaline and acid phosphatase were determined using p-
nitrophenylphosphate as the substrate. When finding out the activity of TrACP enzyme, adding tartrate to the
environment provided inhibition of other acid phosphatase enzymes than TrACP. The activities of alkaline
phosphatase and acid phosphatase, which is resistant to tartrate, have been found at five different concentrations
of substrates (0.033, 0.1, 0.16, 0.23 and 0.3 mm) in environment with inhibitor and without inhibitor. While three
different concentrations of the inhibitor, including 102, 10~ and 10+, was used for each substrate concentration. It
was found that the drug inhibit both enzymes, and Iso value was calculated as 0.17 mm and 0.79 mm.
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Furthermore, Ki values were calculated as 6.98x10+#, 7.06x10-* for ALP and TrACP respectively by utilizing the

Lineweaver-Burk plot.

Key word — Alkaline phosphatase, acid phosphatase, lisonopril.

1 Giris

Asit ve alkalen fosfatazin da iginde bulundugu
fosfo monoesterazlar, alkalen fosfatazlar, mor
renkli asit fosfatazlar, diisiik molekiil agirhkl
asit fosfatazlar, yiiksek molekiil agirlhikli asit
fosfatazlar ve protein fosfatazlar olmak tizere 5
gruba ayrilmistir [1].

Alkalen fosfataz enzimi (ortofosforik monoester
fosfohidrolaz (bazik optimum), EC:3.1.3.1) bazik
ortamda fosfat monoesterlerinin hidrolizini
katalizler. Bu enzim bir glikoproteindir ve
hidrofobik gligozilfosfatidil inositol ile hiicre
membranina bagli olarak gorev yapmaktadir [2].
Insanda bulunan alkalen fosfataz dort izoenzime
sahiptir. Bunlardan {icli dokuya spesifiklik
gosterirken  (plasentada PLAP,
bagirsakta bulunan IAP ve germ hiicrelerinde
bulunan GCAP) biri dokuya nonspesifik alkalen
fosfatazdir [3]. Skeletal ALP'nin biyokimyasal
fonksiyonu

bulunan

heniiz netlik kazanamamasina
ragmen, Onceden yapilan c¢alismalarda kemigin
normal yapimi ve mineralizasyonu igin esas
teskil ettigi bulunmustur. Skeletal ALP kemik
yapiminin bir gostergesi olarak osteoklastlardan
kan dolagimina birakilmaktadir [4]. Metabolik
kemik hastaliklarinin teghisinde serum kalsiyum,
fosfat ve alkalen fosfataz enzimi en sik kullanilan
biyokimyasal parametrelerdendir [5]. Ayrica,
enzimin go¢ eden hiicreleri yonlendirdigi ve
membrandan lipid ve immunoglubulinler gibi

spesifik ~ molekiilleri  tasidigt  da  ifade
edilmektedir [3].
Asit  fosfatazlar  (ortofosforik ~ monoester

fosfohidrolaz (asit optimum), EC: 3.1.3.2), asidik
ortamda sudan inorganik fosfata oksijen aktaran
ve fosfat monoesterlerinin nonspesifik hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir [6]. Genetik olarak,
lizozomal, prostatik, makrofajik ve eritrositik
olarak isimlendirilen acid fosfataz enziminin dort
izoenzimi tanimlanmistir. Lizozomal ve prostatik
asit fosfatazlar biiytik molekiil agirhigma (100
kDa) sahip olup, tartarat ve florit tarafindan
inhibe edilirler. Buna karsin macrofaj (37 kDa),
eritrositlerden (17 kDa) ve osteoklastlardan (30-
37 kDa) elde edilen ACP isoenzimleri tartarata

dayaniklidirlar. Daha sonra yapilan ¢alismalarda,
eritrositlerdeki ACP'nin hem tartarata hem de
floride kars1 dayamikhi oldugu bulunmustur [7].
Serum TrACP osteoklastlarda en bol bulunan
enzimlerden biridir. Kemik yikimi esnasinda
osteoklastlardan
TrACP’'nin
gostergesi oldugu diisiiniilmektedir [8].

salgilanmaktadir. Serum

aktivitesi kemik yikiminin bir

Lisinopril angiotensin converting enzim (ACE)
inhibitoriidiir. ACE enzimi bir dipeptidil
karboksipeptidazdir ve esas rolii angiotensin I'i
angiotensin II'ye doniistiirmektir. Angiotensin
II'nin en 6nemli gorevi ise arterial kan basmncinin
diizenlenmesidir. Lisinopril ise angiotensin II
olusumunu Onleyerek kan basimncinda diismeye
neden olur [9,10].

Hipertansiyon, ¢ogu yasli insanin mustarip
oldugu bir hastaliktir. Yiiksek tansiyonu olan
insanlar genellikle hayatlar1 boyunca saglikli bir
yasam siirdiirebilmek i¢in kan basmcini diisiiren
ilaglar1 kullanmak zorundadirlar. Ayn1 zamanda
yast ilerleyen insanlarda kemik kaybi orani
artmakta, Ozelliklede bayanlarin
donemi sonrasi osteoporoz hastaligl yaygin

menapoz

olarak goriilmektedir. Bu c¢alismada, in vitro

olarak, etken maddesi olarak
bulundugu bir hipertansiyon ilacimin kemik
yapim ve yikiminin bir gostergesi olan asit ve
alkalen fosfataz enzimlerinin aktiviteleri {izerine

olan etkilerini incelenmistir.

lisinopril’in

2 Materyal ve Metot
2.1 Materyal
insan Serumunun Elde Edilmesi

211

Saglikli insanlardan alinan kan oOrnekleri oda

sicakliginda bekletilerek (2-4 saat)
¢Oktiirlilmiistiir. Daha sonra oda sicakliginda
1000 xg'de santrifiij edilerek serum elde
edilmistir.
2.2 Metot
221 Insan Serumundan Alkalen Fosfataz

Enziminin Saflasgtirilmasi
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Toplanan serumlar pH:8, 0,02 % azid igeren 0,05
M Tris-HCl tampon ¢Ozeltisine karsi diyaliz
edilmis ve oOnceden dengelenmis olan DEAE-
sepharose (2x20 cm) kolonuna yiiklenmistir.
Kolon ayni tampon c¢ozelti (pH:8, 0,02 % azid
iceren 0,05 M Tris-HCl) ile yikanmis ve ALP
0,06 M Tris-HCl (pH:8)
¢oOzeltisi icerisinde 0’dan 1 M’a NaCl ile bir
konsantrasyon gradienti olusturularak
edilmistir. Kolondan eliisyonlar 0,5 mL/dak.
hizla toplanmistir. Aktivite gosteren eliisyonlar
toplanarak 0,05 M Tris-HCl (pH:8) tampon
¢Ozeltisine karsi diyaliz edilerek enzim havuzu
olusturulmustur [4].

aktivitesi tampon

elte

222 insan Serumundan Asit Fosfataz
Enziminin Saflagtirilmasi

Serumun pH's1 glasial asetik asitle 4.8'e getirilmis
ve ¢oken proteinler 15.000 xg’de santrifiijlenerek
atilmistir.  Stipernatant, pH:4,81lik 10 mM
sodyum asetatla dengelenmis CM-Sepharose
kolonuna (20x2 cm) yiiklenmistir. Daha sonra
kolon 100 mL ayn1 tampon ¢ozelti ile (pH:4,8 10
mM sodyum asetat) yikanmistir. ACP 10 mM
(pH:4,8) sodyum asetat tampon ¢ozeltisi
igerisinde 0’dan 1 M’a NaCl ile bir konsantrasyon
gradienti olusturularak eliie edilmistir. Kolondan
eliisyonlar 0,5 mL/dak. hizla
Aktivite gosteren eliisyonlar toplanarak 0,1 M
asetat (pH:6,5) tampon ¢ozeltisine kars: diyaliz
edilerek enzim havuzu olugturulmustur [11].

toplanmustir.

2.2.3 Alkalen Fosfataz Aktivitesi Tayini

ALP aktivitesi enzimin substrati olan p-
nitrofenilfosfat kullanilarak tayin edilmistir.
Aktivite tayinlerinde p-nitrofenilfosfat'in

(1 mg/mL) ve Tris'in (0,2 M) tablet seklindeki
kitleri kullanilmistir. Oda sicakliginda pH:9,0,
0,2 M Tris tamponu icinde 4,6 mm p-NPP
bulunduran reaksiyon karisimina (0,5 mL) enzim
ilavesiyle reaksiyon baslatilmistir. Enzim ilave
edilir edilmez 410 nm’ de absorbansi
okunmustur (Ai). 30 dk sonra 410 nm'de
absorbans ol¢limleri tekrar yapilmistir (Az). Kor
deneme,
ilavesiyle olusturulmustur. EU hesaplanmasinda
ArYden A1 cgikartilarak elde edilen deger
kullanilmigtir. Enzim aktivitesi sonucu olusan
iriin olan p-nitrofenoliin molar ekstinksiyon

substrat ¢Ozeltisine tampon ¢ozelti
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katsayisi1 olarak 18,400 M1 cm? kullarularak
aktivite hesab1 yapilmistir [12].

2.2.4 Tartarat Resistant Asit Fosfataz Aktivitesi
Tayini

TrACP aktivitesi enzimin substrati olan p-
nitrofenilfosfat
Aktivite tayinlerin de p-nitrofenilfosfatin 1
mg/mL derisime sahip tablet seklindeki kitleri
kullanilmistir. Oda sicakliginda pH:5,5, 100 mM
sodyum asetat tamponu i¢inde 50 mM tartarat ve
4,6 mM p-NPP bulunduran reaksiyon karisimina

kullamilarak tayin edilmistir.

(0,5 mL) enzim ilavesiyle reaksiyon baslatilmistir.
20 dk sonra 1 mL 0,2 M NaOH ilavesiyle
reaksiyon sonlandirilarak 410 nm'de absorbans
Olclimleri yapilmistir. Kor deneme, substrat
¢Ozeltisine tampon ¢ozelti ve 1 mL 0,2 M NaOH
ilavesiyle olusturulmustur. Molar ekstinksiyon
katsayist olarak 17,800 M cm? kullamilmistir

[13].

2.2.5 Protein Tayini

Kolondan esit hacimde alinan eliisyonlarin 280
nm'de absorbansi okunarak proteinlerin nisbi
tayini yapilmistir. Homojenatlarda ve enzim
havuzlarinda Coomassie Brillant Blue G-250
metodu kullanilarak protein tayini yapilmistir
[14].

22,6 Ilaan in Vitro Olarak Enzimler
Uzerindeki Etkisi

Lisinopril etken maddelerini igeren bir
hipertansiyon  ilaconin  ALP  ve  TrACP

enzimlerinin aktiviteleri tizerine olan etkileri
incelenmistir. Substratin (0,033, 0,1, 0,16, 0,23 ve
0,3 mM) bes farkl1 konsantrasyonuyla inhibitorlii
ve inhibitorsiiz ortamlarda aktiviteleri
bulunmustur. Bu amagla inhibitériin 102, 103 ve
104 M olmak tizere ¢ farkli derigsimi
kullanilmistir. Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek kontrol i¢in Km, her bir inhibitor derisimi
Kmi degerleri hesaplanmistir. Bulunan bu
degerlerden yararlanarak inhibitoriin 102 102 ve
10+ M derisimi i¢in Ki degerleri hesaplanmis ve

ortalamalar1 alinarak ¢izelge 1’de verilmistir.
3 Bulgular ve Tartisma

Hipertansiyon, ¢ogu yaslhh insanin muzdarip
oldugu bir hastaliktir. Yiiksek tansiyonu olan
insanlar genellikle hayatlar1 boyunca saglikli bir
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yasam siirdiirebilmek i¢in kan basincin diisiiren
ilaglar1 kullanmak zorundadirlar. Ayni1 zamanda
yast ilerleyen insanlarda kemik kaybi orami
Ozelliklede bayanlarin
donemi sonrasinda osteoporoz hastalif1 yaygin
olarak goriilmektedir.

artmakta, menapoz

Skeletal ALP'nin kemigin normal yapimi ve
oldugu
bilinmektedir. Skeletal ALP kemik yapiminin bir
goOstergesi  olarak  osteoklastlardan  kan
dolasimina birakilmaktadir [4]. Serum TrACP
osteoklastlarda en bol bulunan enzimlerden
kemik
osteoklastlardan salgilanmaktadir.
TrACP'nin aktivitesi kemik yikimmin bir
gostergesi oldugu diisiiniilmektedir [13].

mineralizasyonu icin gerekli

biridir ve yikimi esnasinda

Serum

Biz de bu calismada stirekli olarak kullanilan
hipertansiyon ilaglarinin kemik yapim ve yikim
gostergesi  olan fosfataz
enzimlerinin in vitro aktiviteleri lizerine olan
etkisini arastirmay1 hedefledik. Bu amacla da

alkalen ve asid

lizinopril (angiotensin converting enzim (ACE)
inhibitoriidiir) etken maddesi olan bir ilac
kullandik.

Lizinopril angiotensin converting enzim (ACE)
inhibitoriadir. ACE dipeptidil
karboksipeptidazdir ve esas rolii angiotensin I'i
angiotensin II'ye doniistiirmektir. Angiotensin
II'nin en 6nemli gorevi ise arterial kan basmcinin
diizenlenmesidir. Lizinopril ise angiotensin II

enzimi bir

olusumunun onleyerek kan basincinda diismeye
neden olmaktadir [11, 12].

Lizinopril etken maddesi olan hipertansiyon
ilacinin kemik yapim ve yikiminun bir gostergesi
olan asit ve alkalen fosfataz enzimlerinin
aktiviteleri iizerine in vitro etkileri incelenip
inhibisyon tipi belirlenmis ve Iso ve Ki degerleri
hesaplanmustir.

Alkalen ve asit fosfataz enzimleri i¢in Kidegerleri
p-nitrofenilfosfat
belirlenmistir. Cizelge 1'de de verildigi gibi, ALP
ve TrACP igin Ki degerleri sirasiyla 6,98x10+4,
7,06x10+ olarak hesaplanmuigtr.

substrat kullanilarak

50%
inhibitér konsantrasyonunu (Iso) bulabilmek igin,

Alkalen fosfataz enzimini inhibe eden
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lisinoprilin 0,033, 0,1, 0,16, 0,23 ve 0,3 mM

konsantrasyonlarna karsi enzim aktivitesi
belirlenerek Iso degeri 0,17 mM olarak grafik

yardimiyla hesaplanmuistir.

Asit fosfataz enzimini % 50 inhibe eden inhibitor

konsantrasyonunu  (Is0))  bulabilmek  igin,
lisinopril'in 0,33, 1, 1,6, 23 ve 3,0 mM
konsantrasyonlarina karst enzim aktivitesi

belirlenerek Iso degeri 0,79 mM olarak grafik
yardimiyla hesaplanmuistir.

Tablo 1. Ug alti
konsantrasyonuyla Lineweaver-burk grafigini
kullanarak Alkalen ve asit fosfataz enzimi igin
hesaplanan Ki degerleri hesaplandi. 1,7 mM
farkli  inhibitor
konsantrasyonu igin alkalen ve asit fosfataz

inhibitor ve substrat

substrat ~ varliginda 5

enzimleri i¢in regresyon analiz grafiginden Iso
degerleri elde edildi.

Tablo 1. Alkalen ve asit fosfataz enzimi igin
hesaplanan Ki degerleri

Inhibitdr Ortalama e Is0,
™) Ki (mM) K: (mM) Inhibistion M
1x102 | 7,86x10%

fll;aien 1x10° | 921x10% | 6,98x10¢ | Yarismali | 0,17

OStataz | 13104 | 3,89x10+

rsid 1x102 | 15,1x10%

fs‘ft 1x10° | 538x10% | 7,06x104 | Yarismali | 0,79

oStz 113104 | 0,66x10+
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