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PLASENTAL ALKALi FOSFATAZIN SAFLASTIRILMASI VE KINETIK
OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Aytag Keskinege® ¢ Kadirhan Sunguroglu’

OZET

Alkali fosfataz insan plasentasindan 29.1 kat saflas-
tinlarak spesifik aktivitesi 6.40 IU/mg olarak bulunmus-
tur. Saflastirma islemleri, pH 8.6 tris tamponu kullanila-
rak homojenizasyon, butanol ekstarksiyonu, amonyum
stilfatla ¢oktiirme, isi muamelesi ve Sephadex G-200 jel
filtrasyonu basamaklarini icermektedir.

Kismen saflastirilmis enzimin lineweaver-Burk grafi-
gi cizilerek 37°C’de 0.1M Glisin-1mM Mg** tamponun-
da (pH 10.5) p-NPP substrati icin K  degeri 0.5 mM ola-
rak saptandi. Enzimin p-NPP substrati i¢in optimum
pH’si 10.6 olarak bulundu. Yapilan isi ile inaktivasyon
calismalari sonucunda, enzimin 65°C’de aktivitesinin
hemen hemen %100’inti korudugu, 78°C’de ise aktivi-
tesinin tamamini kaybettigi gézlemlenmistir.

Daha sonra enzim lizeine ferréz siilfatin etkileri de-
nenmis ve ferréz silfatin enzimi inhibe ettigi ve inhibis-
yon tipinin un-kompetitif oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkali fosfataz, plasenta, saflas-
tirma, ferroz siilfat

SUMMARY

Purification of Placental Alkaline Phosphatase and
Investigation of It’s Kinetic Properties

Alkaline phosphatase of human placenta was purifi-
ed 29.1 fold to a final specific activity of 6.40 U/mg by
a procedure involving homogenization with tris buffer
pH 8.6, extraction with butanol, ammonium sulphate
precipitation, exposure to heat and Sephadex G-200 gel
filtration.

The apparent K_ value of the purified enzyme for p-
NPP in 0.1M glycine-1mM magnesium buffer, pH 10.5
at 37°C was calculated (estimated) to be 0.50 mM from
Lineweaver-Burk plot. The enzyme had a pH optimum
10.6 for p-NPP. Heat inactivation studies showed that
the enzyme remained almost 100% stable at 65°C but it
was completely inactivated at 78°C.

Subsequently, the effects of ferrous sulphate were in-
vestigated. The inhibition type for ferrous sulphate was
uncompetitive.

Key Words: Alkaline phosphatase, placenta, purifi-
cation, ferrous sulphate

Fosfatazlar fosforik asit esterlerinin hidrolitik parca-
lanmasini katalizleyen enzimlerdir. Bunlar maksimum
aktivite gosterdikleri pH’ya gore asit ve alkali fosfataz-
lar olmak tizere ikiye ayrilirlar (1,2).

Alkali Fosfatazlar [Orthophosphate monoester
phosphohydrolase, alkali optimum, (EC 3.1.3.1)] alka-
li ortamda bircok fosfat esteri tizerine hidrolaz ve
transferaz etkisi gosteren enzimlerdir (1, 3, 4).

Alkali fosfataz (ALP) insanda ve hayvanda hemen
hemen tiim dokulardan izole edilmis ve enzimin 6zel-
likle hiicre membraninda lokalize oldugu saptanmis-
tir. Bilhassa karaciger, kemik, barsak, bobrek ve pla-
sentada ALP aktivitesi cok ytiksektir (5-9). ALP yapisin-
da 6nemli miktarda bulunan sialik asit cesitli enzim
formlarinin olusmasina sebep olmaktadir (4, 10). Gii-
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niimiizde serumda ALPin 11 ayri izoformunun oldu-
gu tesbit edilmistir. Bu izoformlarin hepsinin kinetik
ozelliklerinin bilinmesine ragmen molekiiler 6zellikle-
ri ve fizyolojik fonksiyonlari hakkindaki bilgiler yeterli
degildir (4).

Serumda ALP artisi genellikle patolojik durumlarda
meydana gelmektedir. Robinson’un kemik ALP’ini ve
bu enzimin kemik formasyonundaki roltinti kesfetme-
siyle birlikte bircok arastirici ALP’in klinik 6nemini ay-
dinlatmak icin cesitli arastirmalar yapmiglardir (4, 11-
15). Ozellikle osteoblastik aktivitenin arttigi kemik
hastaliklarinda ve hepatobiliyer sistemde obstriiksiyo-
na neden olan patolojilerde serumda ALP aktivitesinin
cok yukseldigi bilinmektedir (15).
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Bu patolojik durumlar disinda puberte ve gebelik gi-
bi fizyolojik durumlarda da serum ALP aktiviteleri yiik-
selmektedir. Pubertede kemik gelisimi ¢cok hizli oldugu
icin artmis osteoblastik aktiviteye bagl olarak 6zellikle
kemik ALP cok yiikselmektedir (16). Gebelikte ise oni-
kinci haftadan sonra plasenta tarafindan sentez edilen
ALP miktarinda énemli bir artis meydana gelmektedir.
Plasentadan salgilanan ALP'in plasental transport ve
metabolizmada rol oynadigi dustintlmektedir (17, 18).
1960’lardan sonra arastiricilar serum ALP’inin plasenta
fonksiyonunun ve fetiis durumunun degerlendirilme-
sinde bir marker olabilecegini diistinmiigler ve bu ko-
nuyu aydinlatmak igin gesitli calismalar yapmislardir.
Bu arastirmalar sonunda, artmis serum plasental ALP’i
ile preeklampsi, dustik dogum agirlikli bebek ve pla-
sental yetmezlik gibi patolojiler arasinda muhtemel bir
iliski oldugunu saptamiglardir (19).

Biz de bu c¢alismada ALP’1 insan plasentasindan
saflastinip, fizikokimyasal ve kinetik ozelliklerini ve
bazi muhtemel inhibitorlerin alkali fosfataz aktivitesi-
ne etkilerini incelemyi planladik.

GEREC VE YONTEM

Gahismalar iki kademede yapilmistir. Oncelikle al-
kali fosfataz enzimi insan plasentasindan izole edile-
rek kismen saflagtirlmistir. ikinci kademede ise saflas-
tirllan enzimin p-NPP substratina karsi Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K de-
geri hesaplandi. Ayrica kismen saflastirilan insan pla-
sental ALP'1 tizerine sicaklik, pH, enzim konsantrasyo-
nu ve Ferroz silfat’in etkileri kinetik olarak arastiril-
mistir.

Saflastirma:

Enzimin saflastirilmasinda Ghosh ve Fishmanin in-
san plasental alkali fosfatazi saflagtirmak icin kullan-
diklari metod kismen modifiye edilerek uygulanmistir
(10). Saflastirma islemleri +4°C’de soguk odada yapil-
mistir. Saflastirma islemlerinin her basamaginda hem
aktivite hem de protein tayini yapilmistir.

Bu tez calismasinda, saflastirma islemi sirasindaki
her basamakta ve daha sonraki kinetik deneylerde
protein tayini i¢cin Lowry metodu (20), ALP aktivite ta-
yini igin ise Bessey-Lowry-Brock’un tarif ettigi spektro-
fotometrik metod kullanilmistir (21).

Saflagtirma islemleri, pH 8.6 tris tamponuyla ho-
mojenizasyon, butanol ekstraksiyonu, amonyum siil-
fatla coktiirme, 1si muamelesi ve Sephadex G-200 jel
filtrasyonu basamaklarini icermektedir.

1. Basamak: Ham Homojenatin Hazirlanisi. insan
Plasentalari Ankara Universitesi Tip Fakdiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Kliniginde, normal dogum yap-
mis geng gebelerden toplanmis ve hemen tuz-buz ka-
risiminda korunarak, laboratuvara getirilmistir. Plasen-
talar +4°C’ye sogutulmus serum fizyolojik kullanilarak
kandan temizlenmis ardindan fétal yizde bulunan
vaskiiler mezoderm ve gobek kordunu kesilerek atil-
mistir. Plasentalar agirhginin 3 kati olacak sekilde Tris
tamponu (0.08 M pH 8.6) ile Waring Blendorda 4 da-
kika yiiksek devirde homojenize edilmistir.

2. Basamak: Butanol lle Céktiirme. 800 mL home-
jenat manyetik karistirici ile karistirihrken, tzerine n-
Butanol ilave edilmis ve sonra Sorvall marka santrifuj-
da yaklasik 1000 devirde +4°C’de 30 dakika santrifuj
edilmistir. Ustteki n-butanol fazi dikkatle uzaklastiril-
diktan sonra sari renkli sivi kisim toplanmistir ve diya-
liz membrani icine konularak 20 saat boyunca
+4°C’de,.08 M Tris tamponuna karsi diyaliz edilmistir.

3. Basamak: Amonyum Siilfatla Coktiirme. Diyaliz
edilen siipernatant (260mL), ‘'manyetik karistirici ile
karigtirihirken, tizerine %95 doygunluga ulasacak se-
kilde amonyum silfat yavas yavas ilave edilmis, ve
ardindan Sorvall marka santrifujde 30 dakika streyle
santrifuj edilmistir. Supernatant atildiktan sonra sedi-
ment 30 mL pH 8.6 olan 0.08 M Tris tamponunda ¢o-
ziilmastir. Bir gece boyunca +4°C’de, ayni Tris tam-
ponuna karsi diyaliz edilmistir.

4. Basamak: Isi Muamelesi. 35 mL numunenin 25
mL’si alinarak 55°C’lik su banyosunda 60 dakika bek-
letilmis, bu stire sonunda numune derhal buz banyo-
suna konmus ve 30 dakika buz banyosunda bekledik-
ten sonra 20 dakika yaklasik 1000 devirde santrifuj
edilmistir. Sediment atilip supernatant (toplam hacim
23.5 mL) toplanmistir.

5. Basamak: Jel Filtrasyon. 6 g. kuru Sephadex G-
200 tartilmig ve 300 mL tamponun st ytizeyinde ince
bir tabaka halinde dagilacak sekilde yavas yavas ilave
edilip karistirilmistir. Bu islemlerden sonra 3x 60 cm.
boyutlarindaki kolon, hava kabarcigi olmayacak se-
kilde 1slatilan jel ile yavas yavas doldurulmustur. Jel
kolona oturana kadar yine birkac kez tamponla yikan-
mistir. Daha sonra kolon akis hizi 20 mL/saat olacak
sekilde ayarlanmistir. Bu islemden sonra 4. basamak
sonucunda elde edilen numuneden 4 mL. ince bir pi-
petle kolonun i¢ ceperinden tampon-jel ara fazina,
homojen bir tabaka olusturacak sekilde dikkatlice uy-
gulanmigtir. Kolonun (st ucundan pH 8.6 olan Tris
tamponu verilmistir.
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Saflastirilan Enzimin Kinetik Ozelliklerinin

Incelenmesi

Degisen substrat konsantrasyonunun enzim aktivi-
tesi tizerine etkisini incelemek amaciyla, bittin faktor-
ler sabit tutularak yalniz p-NPP konsantrasyonu degis-
tirilerek enzim aktivitesi dlctilmustir. Elde edilen de-
gerlere gore Michaelis-Menten ve Lineweaver Burk
grafikleri ¢izildikten sonra enzimin 37°C’de Glisin-
Mg** tamponunda (pH 10.5) p-NPP icin K degeri he-
saplanmustir.

Artan enzim miktarinin enzim aktivitesine etkisinin
incelemek amaciyla, diger faktorler sabit tutularak sa-
dece ilave edilen enzim miktarini arttirmak suretiyle
artan enzim miktarinin enzim aktivitesine etkisi ince-
lenmistir.

Sicakhigin enzim aktivitesi tizerine etkisi iki bolim-
de incelenmistir. ilk 6nce 25, 37, 45, 55, 60, 65, 70 ve
78 °C’lik subanyolari hazirlanmis ve 1/8 oraninda dis-
tile su ile seyreltilmis enzim c¢ozeltileri 15 dakika ce-
sitli sicakliklarda inktibe edilerek ALP aktiviteleri tayin
edilmistir.

Daha sonraki calismada ise, artan substrat konsant-
rasyonunda sicakhgin enzim aktivitesine etkisini gor-
mek icin, bir onceki deney sonucunda ALP inhibisyo-
nu icin en uygun sicaklik olarak 65 ve 78 °C secilerek
artan substrat konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri
olctlmiistir. 1/6 oraninda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi
kullaniimistir.

pH’'nin enzim aktivitesi tizerine etkisini incelemek
icin pH: 6.70, 8.50, 8.75, 9.00, 9.30, 9.50, 9.80,
10.20, 10.60, 11.10, 11.40, 11.70 ve 12.00 olacak se-
kilde 0.1M Glisin - TmM Mg**tamponu hazirlanmis-
tir. T mL tampon, 0.6 mL distile su, 0.4 mL 40.5 mM
p-NPP c¢ozeltisi ve 0.1 mL 1/8 oraninda distile su ile
seyreltilmis enzim ¢ozeltisi karistirilarak 37°C’lik su

banyosunda 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda reaksiyonu durdurmak icin 0.6 mL 0.2 N Na-
OH reaksiyon karisimina ilave edilmis ve 405 nm’de
absorbans okunarak ve formiile gore aktivite hesabi
yapilmistir.

Degisen ferroz stilfat (FeSO, ) konsantrasyonun en-
zim aktivitesi lizerine etkisinin incelenmesi icin,
0.0563g FeSO,+6H,0 (MW 278.028) tartilip 50 mL
disitle suda coziilerek 4.05 mM lik ve gerekli seyrelt-
me yapilarak 0.81 mM'lik stok ferroz siilfat ¢ozeltileri
hazirlanmis ve Tablo 3.12. deki deney semasi hazir-
lanmigtir. En uygun son konsantrasyonlar 0.00, 0.01,
0.02, 0.04, 0.08, 0.10, 0.20 ve 0.40 mM olarak tesbit
edilmistir. Substrat konsantrasyonu 2.00 mM olarak
sabit tutulmus, enzim ekstrakti ise 1/8 oraninda distile
su ile seyreltilmistir.

Bir 6nceki deney sonunda ALP inhibisyonu icin en
uygun ferroz stlfat konsantrasyonu 0.02 ve 0.03 mM
olarak tesbit edilmis ve artan substrat konsantrasyon-
larinda enzim aktiviteleri tayin edilmistir.

BULGULAR

Insan Plasentasindan ALP'in Saflastiriimasina

Ait Sonuclar:

Saflastirma kademeleri Tablo 1'de gosterilmistir.
Saflastirmanin son kademesi olan Sephadex G-200 jel
kromatografisi. sonucunda elde edilen enzim ekstrati-
nin total aktivitesi 13.0 U, spesifik aktivitesi 6.40
IU/mg protein, saflastirma orani 29.1 verim ise %5.75
olarak bulunmustur.

Saflastirilan Enzimin Kinetik Ozelliklerine

Ait Sonuclar:

15 farkli p-NPP konsantrasyonu ile calisilmis ve
ALP aktiviteleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuclara
gore cizilen Michealis-Menten Egrisi Sekil 1'de, Line-
weaver-Burk Grafigi ise Sekil 2’de verilmistir.

Tablo 1. Insan plasental ALP'nin saflagtirma basamaklarina ait sonuglar

Safhalar Hacim  -Protein Total Enzim Total Spesifik Verim Saflagtirma
Protein Aktivitesi  Aktivite Aktivite

(mL) (mg/mL) (mg) (IU/L) (19)) (IU/mg protein) (%) Orani
Ham Ekstrakt 800 10,67 8533 2343 1874 0,22 100,0 1,0
n-Butanol Ekstrakti 260 1,12 291 2851 741 2,55 39,5 11,6
Amonyum Siilfatla

Coktiirme 35 3,59 126 10284 360 2,87 19,2 13,1

Isi ile Muamele 23,5 299 70 9828 231 3,29 17:2 15,0
Gel Filtrasyon 7,5 0,28 2 1791 13 6,40 5.75 29,1




124 PLASENTAL ALKALI FOSFATAZIN SAFLASTIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

viun)

1500

1000 0

0 05 1 15 2 25 3
8]
(mM p-NPP)

Sekil 1. Artan p-NPP konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi-

ne etkisi (Michaelis-Menten Grafigi)

Biz yaptigimiz ¢alismada 37°C’de 0.1M Glisin-
TmM Mg*t tamponunda (pH 10.5) p-NPP substrati
icin K. degerini 0.5 mM olarak saptadik

Artan enzim miktarinin aktiviteye etkisi incelendi-
ginde, elde edilen enzimatik aktiviteler Sekil 3’de go-
rilmektedir. Bu sonuglara gore artan enzim miktarinin
enzim aktivitesini arttirdigi goriilmektedir.

Sicakhgin enzim Aktivitesi (izerine etkisini incele-
mek amaciyla Gere¢ ve Yontemde anlatildigi gibi 2
ayri calisma yapilmustir. Birinci ¢alismada, sicaklik ar-
tisinin enzim aktivitesi tizerine etkisi incelenmis, ikin-
ci calismada ise sicakliklar sabit tutulmus degisen p-
NPP konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi incelen-
mistir. Birinci ¢alismada enzimin 55°C’de aktivitesini
yitirmedigi 65°C’de ise aktivitesininin ¢ok az distig
gortilmastir. Bu deneye ait sonuglar Sekil 4’de veril-
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Sekil 2.

Artan p-NPP konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine
etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi)
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Sekil 3. Artan Enzim miktarinin aktiviteye etkisi

mistir. Ikinci calismaya ait sonuclar ise Sekil 5’de ve-
rilmistir. Bu sonuglara gore enzimin farkli sicaklklar-
da kinetik 6zelliklerinin farkhliklar gosterdigi belirtil-
mistir.

Farkli pH’larda 0.1 M Glisin - TmM Mg** tampon-
lari hazirlanmis ve deneyler yapilmistir. Deneylere ait
sonuclar Sekil 6’da verilmistir. Bu sonuglara gore en-
zimin maksimum aktivite gosterdigi pH 10.6 olarak
bulunmustur.

8 ayri ferroz siilfat konsantrasyonunda, ferr6z stil-
fat'in enzim aktivitesi tzerine olan etkisi incelenmis
ve bu deneye ait sonuclar Sekil 7'de verilmistir. Sekil-
de gorildigi gibi 0.02 mM'lik Ferroz siilfat ¢ozeltisi
enzim aktivitesinin yaklasik % 50 sini inhibe etmekte-
dir. 0.1 mM'lik Ferroz stilfat cozeltisi ise enzim aktivi-
tesinin % 84’tnu inhibe etmektedir.
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Sekil 4.  Sicakhgin enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 5. Degisen p-NPP konsantrasyonunda sicakligin en-

zim aktivitesi tizerine etkisi

v(lun)

pH

Sekil 6.  pH’nin enzim aktivitesi tizerine etkisi

Degisen p-NPP konsantrasyonlarinda, 0.02 ve
0.03 mM'lik ferrozstilfat cozeltilerinin ALP tizerindeki
etkileri incelenmis ve bu sonuglara gére cizilen Mic-
haelis-Menten grafigi Sekil 8'de, Lineweaver-Burk gra-
figi ise Sekil 9'da verilmistir.
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Sekil7.  Artan ferroz siilfat (FeSO4) konsantrasyonun enzim

aktivitesi lizerine etkisi

Degigen p-NPP Konsantrasyontannda Fe+2'nin Enzim
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Sekil 8.  Degisen p-NPP konsantrasyonunda ferroz siilfat’in

(FeSO4) enzim aktivitesi tizerine etkisi

V(L)
0,007
o l.ai..._..._.a.._ ]
' 40,02 mMFeSO4|
0005 | a003 mmFesos|
A
0,004 e
T -
0,003 _ e e
A o >
T o
0,002 & » s
7 /1.5/ pet °
'}w/ o WW/O
o 1p-NPP)
- (mM)

Sekil 9.  Degisen p-NPP konsantrasyonunda ferréz siilfat’in
(FeSO4) enzim aktivitesi (izerine etkisi (Lineweaver-
Burk Grafigi)
TARTISMA

Alkali fosfatazlar insan ve hayvan dokularinda yay-
gin olarak bulunmaktadir. ALP bugtine kadar gesitli
arastiricilar tarafindan farkli dokulardan saflastiriimig
ve ozellikleri incelenmistir (22-25). Ghosh, Fishman,
Doellgast ve Harkness calismalarini 6zellikle plasental
alkali fosfataz tizerine yogunlastirmislardir (26-28).

Ghosh ve Fishman hem biiyiik miktarlardaki pla-
sentadan hem de daha az miktarlardaki plasentadan
alkali fosfatazi saflagtirmak icin iki ayri yontem gelis-
tirmiglerdir. Birinci metodda yaklasik 18 kg insan pla-
sentasini %0.02 verimle 785 kat saflastirmislar ve spe-
sifik aktiviteyi 220 U/mg olarak bulmuslardir. ikinci
metodda ise yaklasik 500 g. insan plasentasini %0.08
verimle 1020 kat saflastirmislar ve spesifik aktiviteyi
254.5 U/mg olarak bulmuslardir (27). Birkag yil sonra
Doellgast ve Fishman 842 kat saflastirdiklari enzim
ekstraktinin spesifik aktivitesini 155 U/mg olarak bul-
muslardir (26). Harkness ise ticari olarak kristalize hal-
de bulunan E.Coli‘den plasental ALP1 %12 verimle




126 PLASENTAL ALKALI FOSFATAZIN SAF[A$TIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

35.6 kat saflastirmis ve spesifik aktiviteyi 4200 U/mg
olarak bulmustur (28).

Enzimin kinetik 6zelliklerinin incelenmesinde ilk
olarak degisen substrat konsantrasyonlarinin etkisi
arastirlldi. Enzimin 2.7 mM p-NPP konsantrasyonuna
kadar Michaelis-Menten kinetigine uygun davrandig
saptandi. Biz yaptigimiz c¢alismada 37°C'de 0.1M
Glisin-TmM Mg** tamponunda (pH 10.5) p-NPP
substrati igin K degerini 0.5 mM olarak saptadik.
V. Ve K degerleri, enzimin ekstraktinin safliginin
derecesinden, aktivite tayin metodunda kullanilan en-
zimin konsantrasyonundan, kullanilan tamponun cin-
si ve pH’sindan ve kullanilan metal aktivatoriin cinsin-
den etkilenmektedir. Bu yiizden ALP icin literattirdeki
kinetik calismalarin sonuglarini birbirleriyle kiyasla-
mak ¢ok zordur. Ayrica plasental ALP kinetigi ile ilgi-
li calismalar sinirli sayida oldugundan sonuclarimizi
hem plasentadan hem de diger dokulardan saflastiri-
lan ALP’lara ait bilgilerle kiyaslamayi uygun bulduk.
Ghosh insan plasentasindan saflagtirdigi ALP igin K |
degerini, pH 10.7 sodyum bikarbonat tamponunda di-
sodyum fenilfosfat substrati icin 0.51 mM olarak bul-
mustur (29). Shameem ve arkadaslari seminomali tes-
tis dokusundan saflastirdiklari plasental ALP icin pH
10.5 p-NPP substrati iin 37°C'de K degerini 2.5 mM
olarak bulmuslardir (30). Latner ve Hodson insan ka-
racigerinden saflagtindiklari enzimin K = degerini,
25°C'de 0.TM 2Amino-2Metil Propan-1-ol -HCI tam-
ponunda (pH 10.5) p-NPP substrati icin 0.5 mM ola-
rak saptamiglardir (25). Arastiricilarin elde ettikleri Km
degerleri bizim sonucumuza yakindir. Ozellikle Lat-
ner ve Hodson ile Ghosh’un sonuglari bizim sonucu-
muzla aymdir. Diger ¢calismadaki K degerinin farkl
olmasi ise, kullanilan dokunun kaynaginin, ve ¢alisma
sartlarinin farkl olmasindan kaynaklanabilir.

Enzim konsantrasyonunu arttirip diger faktorleri sa-
bit tuttugumuz zaman, enzim aktivitesinin enzim mik-
tari ile dogru orantili olarak arttigini saptadik.

Sicakhgin enzim aktivitesine etkisini gozlemek igin
iki ayri deney yapilmistir. Birinci deneyde 25, 37, 45,
55, 60, 65, 70, 78°C’lik sicakliklarda enzim inkiibe

edilmis ve aktivitesi saptanmistir. Bu deneyde 25-
55°C arasindaki sicakliklarda enzimin aktivitesini kay-
betmedigi, 65°C’de aktivitede cok az bir kayip oldugu
78°C ve lizerinde ise aktivitenin kayboldugu gozlen-
mistir. Bilindigi gibi plasental ALPin en onemli 6zel-
ligi 1stya dayanikli olmasidir. Bu 6zelligi sayesinde di-
ger tiim ALP izoenzimlerinden ayrilabilmektedir. Pla-
sental ALP 65°C’de 30 dakika inkibe edildikten son-
ra bile aktivitesini korumaktadir. Diger izoenzimler
aktivitelerini tamamen yitirmektedir. Bizim sonuclari-
mizda bu bilgiyi desteklemektedir. ikinci deneyde ise
65 ve 78°C’de inkiibe edilmis enzim ¢ozeltisinde, de-
gisen p-NPP konsantrasyonlarinin aktivite tizerine et-
kisi incelenmis ve 65 ve78 °C’lerde enzimin kinetik
ozelliklerinin degistigi saptanmistir.

Plasentadan kismen saflastirdigimiz ALP'in opti-
mum pH’sini bulmak icin farkli pH’larda tamponlar
hazirlanmistir. Bu amagla 6.70, 8.50, 8.75, 9.00,
9.30, 9.50, 9.80, 10.20, 10.60, 11.10, 11.40 ve 11.70
pH’larda 0.1 M Glisin-TmM Mg** tamponlari hazir-
lanmis ve deneyler yapilmistir. Enzim Maksimum ak-
tiviteyi pH 10.60 da gostermistir. Yapilan invitro ca-
lismalarda enzimin optimum pH araliginin 8.2 - 10.7
oldugu saptanmistir (5, 29, 32). Bizim bulgumuz da li-
terattirle uygunluk gostermektedir.

Bilindigi gibi ALP yapisinda bulunan ¢inko, enzi-
min hem konformasyonu hem de katalitik aktivitesi
icin gereklidir (6). Bugtine kadar bircok metal iyonu-
nun enzim aktivitesi tizerine etkileri denenmis ve bun-
lar arasindan +2 degerlikli Ca**, Ni*t, Cd** ve Sn**
iyonlarinin ALP aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir
(3, 6). Mg**, Mn** ve Co** ise enzimi aktive etmekte-
dirler (3, 5, 6). Literatiirde Fe** ile yapilan bir ¢alisma-
ya rastlanmamistir. Bizim ferroz stlfat ile yaptigimiz
calismanin sonucunda ferroz siilfat’in inhibisyon yap-
tigini ve bu inhibisyonun unkompetetif oldugu sap-
tanmistir. 37°C’de  0.1M Glisin-TmM Mg** tampo-
nunda (pH 10.5) p-NPP substrati kullanilarak 0.02
mM ferrozsiilfat icin K, 0.25, 0.03 mM ferrézsiilfat
icin K; 0.16 olarak saptanmustir.
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