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OZET

Bu calismada, alkalen fosfataz enzimi (AP) antik insan kemiklerinden total olarak ve
antik fil kemiginden baglanma sekillerine gore dis periferal, sitozolik, ig periferal ve

integral olmak tizere dort basamakta ayr1, ayn saflastirildi ve karakterize edildi.

3000 yillik antik insan kemiklerinden total olarak alkalen fosfataz enzimi jel filtrasyon
ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirildi. Daha sonra yasi yaklasik
olarak 300.000 ile 800.000 y1l arasinda tahmin edilen Kuzeydogu Anadolu Step Fil’inin
(Elephas Trogontherii) kemiklerinden baglanma sekillerine gore dort basamakta alkalen
fosfataz izoenzimleri iyon degisim kromatografisi ile saflastirildi. Bu izoenzimlerin
aktiviteleri substrat olarak p-nitrofenilfosfat kullanilarak tayin edildi. Saflastirilan AP
izoenzimlerinin optimum pH’lar1 ve optimum sicakliklari belirlendi. Ca'*? iyonunun ve
tonocalsinin (kemik erimesi hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ilag) AP aktivitesi
izerine etkisi aragtirildi. Biitlin izoenzimlerin molekll agirliklart jel filtrasyon
kromatografisi ile belirlendi. Ayrica Lineweaver-Burk grafikleri metodu kullanilarak bu

AP i1zoenzimlerinin V,, ve K, degerleri bulundu.

Elde edilen bu sonuglardan yararlanilarak antik insan kemiginden AP enzimi ve antik fil
kemiginden elde edilen dig periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral AP izoenzimleri

saflastinlip, karakterize edildi.



I

SUMMARY

Human bone alkaline phosphatase was isolated and its characteristic features were
determined. In according to bonding forms, AP enzymes were separately purified and
characterized at four steps from steps elephant (Elephas Trogontherii) as outer

peripheral, inner peripheral, integral and cytosolic.

Using gel filtration and anion exchange chromatography purified human bone alkaline
phosphatase enzyme that aged 3000 years. 0,3-0,8 million years aged elephant bone
alkaline phosphatase isoenzymes was purified by wusing anion exchange
chromatography. The activity measurement of these izoenzymes was used by using p-
nitrophenylphosphate as substrate. The optimum pH and the optimum temperatures of

AP izoenzymes were determined.

The behaviors of AP against Ca™ and tonocalsin has been investigated. The molecular
weight of all enzymes was determinated by using gel filtration . Also Ve and Ky
values of purified isoenzymes from human and elephant bone were found by using

Lineweaver-Burk method.

Human bone AP and elephant bone AP izoenzymes were characterized based on the

obtained results.



11

TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu g¢ahisma, Dog¢. Dr. Nazan DEMIR

yoneticiliginde gerceklestirilmistir.

Her an bilgi ve tecriibelerinden faydalandifim, bana her tiirlii destegi saglayan ve

dgrencisi olmaktan gurur duydugum saygideger hocam Dog. Dr. Nazan DEMIRe;

Calismamin biitlin sathalarinda bolimiin  biitin  imkanlarini benden esirgemeyen
Dekanimiz Saymn Prof. Dr. Sebahattin TUZEMEN’e, Kimya Bolimii Baskam Saymn

Hasan SECEN’e, Kimya Boliimii Biyokimya Anabilimdali Bagskani Sayin Prof. Dr. O.
[rfan KUFREVIOGLU na;

Tezimin deneysel ve yazim asamasinda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim ve

benden yardimlarini esirgemeyen sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Yasar DEMIR e;

flgi yardim ve manevi destegini gordiigiim Ars. Gér. Hayrunnisa NADAROGLU ve
Fatma COSKUN’a

Basta Biyokimya Arastirma Grubu olmak iizere, tim hocalarima, arkadaslarima,

anneme, kiz kardesime ve katkilari olan herkese igten tesekkiirlerimi sunarim,

Agustos 2001 Safinur YILDIRIM



Y

JCINDEKILER

Sayfa
OZET .oouviiriirnsssisssnsnecsssscssscssmssssssssssisssansssssssssssssssssssssssassssssasesssssssssasss I
SUMMARY .ooivriinnimsennniisiensismssisssasmsseiisssnistasssssssenssssssssssasssssss Il
TESEKKUR ....covuerinrinncemsessenessssmssssamscsssessssssemsmssssssessssssssssssssssnssssssssses HI
KISALTMALAR VE SIMGELER ......occoiererruenesenessenscssssesassssnasssanes VIl
Lo GIRIS oot cesecnasenessessssecsssensssssessessassssssessssesssessasssssnecssns 1
2. MATERYAL Ve YONTEMLER .....cvcumririicnmsserisemssscsssssaasessssscssenes 22
2.1. Kullanilan Madde ve Malzemeler ..........cccoooveeeviirieiieienieeeeeieeie e, 22
2.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar .......c.cocoovveviiiiriiiiee e, 22
2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmast .....cooveevreviinieiiiiiieieceeeceee, 23
2.4. Kullantlan Coziiclilerin Saflastirtlmast cvoeiveriiieniicee, 24
2.5 YOMCIMLET veveniiiiie et 25
2.5.1. Protein TAYII c.veivieeiirieieiieeie ettt 25
2.5.1.a. Kantitatif Protein Tayini .....c..ccccooiiiniriiiiiiiiiieece e 25
2.5.1.b.Coomassie-Blue Yontemiyle Protein Tayini .....ccocoovevviininiiicnnenn, 25
2.5.2. Alkalen Fosfataz Aktivitesi TaYini c..oo.coovervcorierceverieneeeeeee s 26
2.5.3. TEAE-seliiloz Iyon Degisim Kolonunun Hazirlanmasi ............ccoeneee. 27
2.5.4. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonunun Hazirlanmast .................... 27

2.5.5. Antik Insan Kemiklerinden Total Olarak Alkalen Fosfataz Enziminin
SaflaSUIIIMAST  covveiiieei e 27
2.5.5.a. Antik Insan Kemiklerinin Temin Edilmesi ve Homojenatin

HAZITLAIMIAST oo et er e 27



2.5.5.b. Antik Insan Kemiklerinden Elde Edilen Homojenatin Sephadex G-
200 Jel Filtrasyon Kolonuna Yiiklenmesi ve Ellisyon Alinmast .........c.cc........
2.5.5.c. Jel Filtrasyon Kolonundan Elde Edilen Enzim Co6zeltisinin
TEAE-seliiloz Iyon Degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi ...
2.5.6. Antik Fil Kemiginden Alkalen Fosfataz Izoenzimlerinin Ayri Ayri
SATTASHITIMAST ..vvevritieeiiiere ettt ebe s
2.5.6.a. Antik Fil Kemiginin Temin Edilmesi ve Homojenatlarin
HAazZITIANmMASE. ..ottt e a et e et e e e b ate e
2.5.6.b. Antik Fil Kemiginden Elde Edilen Homojenatlarn Sephadex G-200
Jel Filtrasyon Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon AliInmast ........ccccoevnrnnenne,
2.5.6.c. Jel Filtrasyon Kolonundan Elde Edilen Enzim Cozeltilerinin
TEAE-seliiloz Iyon Degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi ....
2.5.7. Sodyumdodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim
Safliginin KOntrolll ....c...ocviieiriniic e
2.5.8. Optimum pH’nin Belirlenmesi .....cccooooveviiiiiiiiiiiiiiiiiecnee,
2.5.9. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi .......ccccooeviviciiiiiiiiii
2.5.10. Jel Fitrasyon Kromatografisi ile Molekiil Agirhigimimn Tayini ..............
2.5.11. Vaz ve Ky Degerlerinin Belirlenmesi «..oooeeenioniniiiciiiiin,
2.5.12. Antik Insan Kemiklerinden Saflastirilan Total Alkalen Fosfataz
Enziminin Aktivitesi ve Antik Fil Kemiginden Baglanma Sekillerine Gére
Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz
fzoenzimleri Aktivitesi Uzerine Ca’ Iyonunun ve Tonocalsinin Etkisinin

ATASTITIIMEST 11viiiiieiiisi ettt e
3. SONUCLAR ...errceiencneiereseesaesreenstenasessessessissessesssssessessnssnesss

3.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri ..o
3.2. Antik Insan Kemiklerinden Total Olarak Saflastirilan Alkalen Fosfataz
Enziminin Sephadex G-200 Jel Filtrasyon ve TEAE-Seliiloz Iyon Degisim

Kromatografisi ile Saflagtirma Sonuglart ...

28

28

29

41

41



Vi

3.3. Antik Fil Kemiklerinden Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve Integral
Alkalen Fosfataz Enzimlerinin Sephadex G-200 Jel Filtrasyon ve TEAE-
Seliiloz Iyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirma Sonuclart .................... 46
3.4. Antik Insan Kemiklerinden Saflastirilan Total Alkalen Fosfataz ve
Antik Fil Kemiginden Saflagtirlan Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve
Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SONUGIAIT ittt ettt e e 60
3.5. Antik Insan Kemiklerinden Saflastirilan Total Alkalen Fosfataz ve
Antik Fil Kemiginden Saflastinlan Dis Periferal, Sitozolik, {¢ Periferal ve
Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin Optimum pH Sonuglari .................... 63
3.6. Optimum stcaklik SONUGLAIT .....ocivviiiiiiiiiiici e, 66
3.7. Antik Insan Kemiklerinden Saflastirilan Total Alkalen Fosfataz ve
Antik Fil Kemiginden Saflastirilan Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve

integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine Ca™ ve

TonocalSinIin ELKIST c..o.eoviiiiierieiciiiiiie ittt 69
3.8. Vinaz ve K Degerleri Sonuglart v....oovievivvieiiicieneeeiiecceiec 74
3.9. Jel Filtrasyon Kromatografisi Sonuglart .........cccocceemenvenneiviriinneninennenn 75
TARTISMA ..ottt e e ab e 78

KAYNAKILAR ..ot 83



AP
ATPaz

E.C.
GCAP
IAP
MU
O.D.
PER
PLAP
SDS
TCA
TEAE
TEMED
TNAP
Tris
TSAP

VII

KISALTMALAR VE SiMGELER

Alkalen fosfataz

Adenozin trifosfataz

Dalton

Enzim kod numarast

Germ hiicreleri alkalen fosfatazi
Bagirsak alkalen fosfataz

Mili {inite

Optik dansite

Amonyum persiilfat

Plasenta alkalen fosfatazi
Sodyumdodesilsiilfat

Triclor asetik asit

Trietilaminoetil

N,N,N’ N’ tetrametiletilen diamin
Dokuya nonspesifik alkalen fosfataz
Trihidroksimetil aminometan

Dokuya spesifik alkalen fosfataz



1. GIRIS

Enzimler, biyolojik katalizorler veya kataliz etkisini gosteren proteinler olarak adlandi-
rilmaktadirlar. Enzimler hiicre i¢erisinde kimyasal reaksiyonlar: hiicrenin gereksinimle-
rine uygun bir sekilde katalizlemektedirler. Yapilarindaki aminoasitlerin siralanisi ve
buna bagh olarak enzimlerin kazandig1 ti¢ boyutlu yapi, enzimlerin kataliz gérevini

yapmalarini saglayan en éneml etkendir.

Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin tiimiinde reaksiyona katilan bilesikler
ile {irlinleri birbirinden ayiran bir enerji engeli bulunmaktadir. Bu sekilde, reaksiyonla-
rin kendiliginden ve kontrolstiz gerceklesmesi Onlenmektedir. Enzimler enerji agisindan
gergeklesmelerine engel olmayan reaksiyonlarl, metabolik yollar olusturacak sekilde
yonlendirmektedirler. Katalizledikleri reaksiyonlar sirasinda degisiklige ugrayan en-
zimler reaksiyonlarn bitiminde tekrar eski sekillerine geri donmektedirler, Yalnizca bir
tek enzim molekiilii pek ¢ok sayida substratin tirline doéntismesini saglayabilmektedir.
Enzimler, hiicresel reaksiyonlarin hizini hiicrenin gereksinimlerine gore ayarlamakta-
dirlar. Belirli reaksiyonlarin organeller igerisinde digerlerinden etkilenmeden ayni anda
gerceklesebilmesi i¢in pek ¢ok enzimin hiicre i¢indeki yerlesimi, metabolik olaylarn

" o - . c
ozelligine gore diizenlenmistir.

Enzimlerin katalizlenen reaksiyonun aktivasyon enetjisini distirme ve boylece dengenin
yerlesmesini ¢abuklastirma 6zelligine sahip olduklar: termodinamik olarak gdzlenmis-
tir. Bir enzim-substrat kompleksi olan (ES) ve bundan, asil reaksiyon sonucu daha sonra
Enzim+Uriin’e parcalanacak olan, enzim ve iiriinden ibaret bir kompleks (EP) olusur.

Boylece enzim rejenere edilmis olur ve substrat ile tekrar reaksiyon verebilir’,

Enzimatik olarak katalizlenen reaksiyon inorganik bir katalizor ile veya katalizorsiiz
olarak en ¢ok yerlesebilen ve denge sabiti K vasitastyla karakterize eden bir denge du-

-
rumuna ulagincaya kadar devam eder™”.

Cok yiiksek katalitik verimliligi bulunan enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar., kataliz-

. . 20 . .
lenmeyen reaksiyonlara gore 10%-10%" kez daha tuzli sonuglanmaktadirlar. Enzim mole-



kiilii tarafindan bir saniyede (rline ¢evrilen substrat molekiilii sayist, turnover sayisi

olarak adlandiriimaktadir.

Enzimler yardimiyla meydana gelen reaksiyonlar insanlar tarafindan uzun siiredir kimya
endiistrisinde, gida miihendisliginde ve tarim alaninda g¢esitli amaglarla kullanilmakta-
dir. Sarap ekmek, peynir, yogurt gibi igecek ve yiyeceklerin yapiminda, enzimler tara-
findan katalizlenen reasiyonlardan yararlanilmaktadir. Ayrica son yillarda hastaliklarin

tan1 ve tedavisinde enzimlerin 6nemi giderek artmaktadir .

Enzimlerin belirli bilesik ve benzer bilesik gruplar tizerine etkili olup, baska bilesiklerle
reaksiyon vermemesine enzim spesifikligi denir. Bazi enzimler son derece dar bir spesi-
fiklik araligina sahipken, 6zellikle grup reaksiyonlar katalizleyen enzimler daha genis
bir spesitiklik araligina sahiptirler. Elde edilmek istenilen {irline gére reaksiyonu spesi-
fik olarak katalizleyecek uygun enzimin belirlenmesi ve uygun enzimi % 100 saf olarak

. o o .4
elde etmeye yariyacak uygun bir metodun bilinmesi gerekmektedir™.

Katalitik aktivite gosterebilmeleri i¢in bazi enzimlerin protein yapisinda olmalar yeterli
olmaktadir. Ancak, bir ¢ok enzim katalitik etki gosterebilmek i¢in kofaktér olarak bili-
nen ve protein yapisinda olmayan molekiillere gereksinim duymaktadir. Kofaktor bir
metal ivonu (Zn*?, Fe?, Mg'?) veya koenzim olarak adlandirilan bir organik molekiil
(NAD". FAD, koenzim A) olabilmektedir. Enzimlerin bir kism1 aktivite gosterebilmek
icin koenzime ve metal iyonlarina birlikte gereksinim duyabilmektedir. Proteinlerin
denaturasyonlarima neden olan kosullardan koenzimler etkilenmektedirler'. Yapisinda
kofaktdr olan enzime haloenzim denmektedir. Kofaktorii kendisinden uzaklastirilan
enzim, aktivitesini kaybeder. Enzimin yalmz protein kismuu ihtiva eden bu yapiya

apoenzim adi verilir.

Bir ¢ozelti veya doku ekstrakti igindeki enzim miktart, enzimin katalitik etkisinden ya-
rarlanarak bulunur ve enzim tinitesi cinsinden verilir. Enzim (nitesi igin biitiin enzimlert
kapsayacak bir tanum yoktur. Genellikle. bir enzim Unitesi, 25°C de ve optimum sartlar-

da 1 pumol substrati 1 dakikada tirtine dgniistiiren enzim miktari olarak tanmmlanir. 1 mg



protein basina diisen enzim Unitesi, spesifik aktivite olarak tarif edilir ve bu da safligin

bir dleiistidiir™ ¢

Enzim aktivitesine etki eden faktdler;

1. Enzim konsantrasyonu,

2. pH,

3. Sicaklik,

4. Substrat konsantrasyonu,
5. lIyonik siddet,

6. Inhibitér ve aktivatorler.

Son olarak belirtilen inhibitérler, enzimli reaksiyonlarin hizlarini azaltan veya tamamen

durduran bilesiklerdir.

Biyokimya bilim alaninda, giinlimiize kadar en ¢ok arastirma yapilan konu enzimlerdir.
Enzimlerden saglik alaninda yararlanilmasi klinik enzimoloji adi verilen yeni bir saha-
nin dogmasina yol agmistir. Klinik teshis amaciyla kullanilan birgok analitik metod da
enzimler yer almaktadir. Ayni zamanda degisik dokular, serum, beyin, omurilik sivis
ve diger vicut sivilarinda enzim seviyelerinin él¢iilmesi ile birgok hastaliklar hakkinda

snemli bilgiler elde edilmektedir’.



Alkalen fosfatazin bulunusu ve izoenzimleri

Alkalen fozfataz (AP) (E.C: 3.1.3.1., ortofosforikmonoester fosfohidrolaz alkali opti-
mum) Zn"? iyonu ihtiva eden bir metaloenzim olup fosfatmonoesterlerinin hidrolizini

katalizier®°.

Fosfatazlar ilk olarak 20. yy. baslarinda bitki ve hayvan hiicrelerinde yapilan ¢alisma-
larda fosfat esterlerini fosforik aside parcalayan bir enzim olarak bulunmustur'™ '

Fosfatazlar {i¢ ana grup altinda toplanir;

1. Kemik ve bobreklerde'> "3, bagirsak mukozasinda' ve siitte" bulunup, pH: 9-10 ara-

sinda optimum aktivite gosteren fosfatazlar,

. Eritrositlerde bulunup, pH: 6-7 arasinda optimum akitvite gdsteren fosfatazlar'® ",

3]

. o 9 20. 21
. Ciger, dalak ve bobrek gibi hayvan dokularinda'® ", bitki ve mantarlarda bulu-

|OS]

nup. pH: 4,5-5.5 ve pH: 3-4 arasinda optimum aktivite gosteren fosfatazlar.

Alkalen fosfataz ile ilgili ilk review 1950°de Roche tarafindan yazilmistir™ **. Alkalen
fosfatazlar ilk olarak 1923°de kemik ve bobrekten izole edilmistir'2. Nonspesifik alkalen
fosfatazin ¢ok yiiksek saflikta preparatlari hazirlanarak bu preparatlarda enzimlerin bir
takim fizikokimyasal 6zellikleri arastinlmuistir®™ 2% %°. Bu calismalarin bir sonucu olarak
bobrek alkalen fosfatazinm prostetik grubunun Zn'? metal iyonu oldugu bulunmustur®®.

Asagida tanimlanan sentetik aktivitelere ilaveten, nonspesifik alkalen fosfatazlarin

fosfotransferaz olarak gorev yaptigi da saptannustir®’.



Tablo 1. 1. Cesitli fosfat esterlerinin lizerine E. Coli alkalen fosfatazinin aktivitesi.

Fosfat Esterleri Nispi reaksiyon hizi
p-Nitrofenilfosfat 1,0
Na-[3-gliserolfosfat 0.9
Glukoz-1-fosfat 0.9
Adenozin-3'-fosfat 1,0
Adenozin-3'-fosfat 0,8
Sitidin fosfat 1,2
Guanozin fosfat 1.0
Uridin fosfat 1,3
Riboflavin-5'- fostat 0,7
L-Histidinol fosfat 0,9
Kreatin fosfat 0
Adenozin trifosfat 0
Na pirofosfat 0

Cesitli memeli hayvan dokularindan elde edilmesinin yamisira prokaryotik kaynaklardan

da izole edilmistir. Hepsinin (II) metaloenzim oldugu gortilmistiir.



Tablo 1. 2. Okaryotik ve prokaryotik kaynaklardan izole edilen alkalen fosfatazlarin

izoenzimleri ve bunlarin molekul agirliklarr.

Kaynaklar Molekiil agirhiklar: (D) Literatiirler
Insan plasenta 125.000 D 28,29
Insan karaciger 136.000 D 30
Sigir kemik 216.000 D 31
Okaryotik | Insan kemik 200.000 D 32
Sigir bagirsak 138.000 D 33
Sigir bobrek 172.000 D 34
Fare karaciger 154.000 D 35
E. Coli 98.000 D 36. 37
Prokaryotik B. Subtitilis 100.000 D 38
B. Lichenformis 121.000 D 39
M. Sodonensis 80.000 D 40

Katalitik Ozellikleri

Alkalen fosfatazlar dogada genis bir sekilde dagilmistir.

R,OH
K k K, k
R,OP +E R,OP.E E-P E+P, EP
k1 k_?_ k 3 k_4
R,OH K3k 5
R,OP+E

- . . . e ey e N .o . P . Q
Sekil 1. 1. Sekilde gosterildigi gibi fosfat monoesterinin hidrolizini katalizler®.



Alkalen fosfataz R’nin kimyasal dogast ve buyiikligli ne olursa olsun, ROP.
fosfatmonoesterlerini benzer oranlarda hidrolizlendiginden dolayi bir nonspesifik
fosfomonoesterazdir’'. Substratin alkolik veya fenolik kismi i¢in spesifik bir baglanma
bolgesi yoktur. Keza, ayrilan grubun pK,'si birbirinden farkli olan altr substratla (6rne-
gin; metil fosfattan 2, 4-p-nitrofenilfosfata kadar) yapilan deneylerde, enzimatik hidroliz
oraninda ¢ok az bir degisme olmustur. Yavas basamak alkol veya fenoliin kopmasim
takip eden basamak oldugu tespit edilmistir. Asidik pH'da farkh pK, degerlerine sahip
ayrilan gruplar i¢cin dl¢timler yapilarak, fosforilasyonun pK, degerine bagimli oldugu
gdzlenmistir. Ayrilan grubun pK,’sindaki ¢ok kiigtik bir degisme bile. 6rnegin 2, 4-
dinitrofenilfosfattan p-nitrofenilfosfata, fosforilasyon oraninda (k,) 6nemli bir degisme

. .o 42
meydana getirmistir*.

Enzim P-S bagmi P-O bagi kadar hizli hidrolizler, fakat o-fosforitiyati. ROPSyi, 10°
kat daha yavas hidrolizler. Bu da niikleofilik mekanizmay1 destekledigini gostermistir™
4 P-N bagini P-O bagindan ¢ok az bir farkla daha yavas hidrolizler**. P-C baginimn hid-
rolizini katalizlemez. Fosfonat dianyonlarinin enzime fosfat dianyonlarindan daha zay:f
baglanmasina ragmen, fosfonat dianyonlart enzimin yarr yarismah inhibitoriidir. Bu

enzim i¢in reaksiyon yolu Sekil 1°de verilmistir. Bu reaksiyonun son iki basamagi den-

gede olup. inorganik fosfat E-P formu i¢in substrat olarak kullanilabilir.

Alkalen Fosfatazin Inhibitorleri

2

. ). 46, 47
Alkalen fosfataz Mg™ iyonu tarafindan uyarilir™ "'

Aktif bolgede magnezyum iyonu-
nun baglanma bdlgesi ¢inko iyonu baglanma bolgesinden farkhdir. Magnezyum iyonu
defosforilasyon prosesini uyarmak i¢in enzim Uzerinde allosterik bir etkiye sahiptir.
Alkalen fosfatazin aktif bolgesinde Mg+2 iyonunun baglanma bolgesine Zn"? ivonunun
afinitesi daha yiiksektir. Ortamda Mg iyonu diisitk konsantrasyonda bulunursa, Mg
iyonu baglanma bolgesine Zn™ iyonu baglanir ve bu da aktivite kayibma neden olur.
Bundan dolayr aktivite tayinlerinde ortama belirli bir konsantrasyonda Mg+2 iyonu ilave

edilmektedir.



Alkalen fosfatazin en yaygin inhibitdrii EDTA gibi katyon selatorleridir®. Apo hali o-

lusturulan AP’nin kuaterner yapisinda korformasyonel bir degisiklik oldugu gozlenmis-
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tir .

Alkalen fosfataz aktivitesi ¢oziicii cinsi ve iyonik siddet gibi ¢evresel sartlardan etki-

lenmektedir’.

Alkol, R,OH reaksion karisimina yiiksek konsantrasyonda katilirsa, tiriin olan R,OP"1n
olusmas i¢in akseptére substrattan fosfat transfer eder®. Bu transfer olayimin gercek-
lesmesinde OH (akseptor) tasiyan karbonun komsu karbonunda amino grubu bulundu-
ran amino alkoller en fazla etkilidir; drnegin, aminometanol, tris tanponu (hidroksimetil
amino metan)*'. 1 M tris. pH: 8,0"de oksifosfat mono esterlerinin reaksiyon hizini ii¢ ile
dort kat kadar uyarmustir. Olusan {rtinlerin miktarlar tespit edilirse. triinlerin 3:1
(RyOH:P;) oraninda olusmasi, fosfat transferaz reaksiyonunun katkisinin oldugu. béoyle-
ce RO™ miktarinin arttig gérulmﬁsttirﬁ. O-fosforitiyatlarin reaksion hizi (60:1. R;OH:
fosfat tiyofosfat tirtinlerin oranlart) 1 M tris tamponu ile 15 ila 20 kat uyariimstir™,
Normal hidroliz reaksiyonlarinda hizi sinirlayan basamak E. P ayrisma basamag: olarak
bilindiginden dolay:, muhtemelen E. R,OP'nin aynisimt ¢ok daha hizli olur. Yarisan
niikleofille reaksiyonun doymadigi gézlenmistir. E-P hidrolizinde ¢oziictiniin yeri igin

yarisan akseptor alkoller olabilir®,

Genel olarak, 6karyotik alkalen fosfatazlar 6zellikle de insan alkalen fosfatazlar bakteri
alkalen fosfatazi ile ortak olmayan bir tane kinetik 6zellik gdstemistir. Okaryotik
alkalen fosfatazlar yann yarismali mekanizma vasitasiyla  bazi  aminoasitlerle
stereospesifik olarak inhibe olmuslardir. Diger aminonsitlerden farkl olarak Trp. Leu.
Phe yari yanismali mekanizmayla dokuya spesifik alkalen fosfataz izoenzimlerini
(TSAP) inhibe ettikleri bulunmustur™" *2 Bu inhibisyonlar stereospesifik olup. sadece
ve L-izomerler inhibisyon etkisi gostermislerdir. L-Homoarginin ise dokuya nonspesifik
(TNAP) alkalen fosfatazlarim spesifik inhibitoridir. Dokuya spesifik ve dokuya
nonspesifik alkalen fosfatazi ayiwran L-Fenilalanin ve L-Homoargininin bu 6zelligi AP
izoenzimlerinin tanimlanmast ve miktarimn belirlenmesi amaciyla laboratuvarlarda

s
kullaniimaktadir™> >,



Bagirsak, kemik. bobrek, dalak ve akcigerde bulunan alkalen fosfataz izoenzimlerinin
aktivitesi lzerine L-ve D-Fenilalaninin etkisi arastirilmis ve sadece bagirsakta bulunan

alkalen fosfataz izoenziminin L-Fenilalaninle inhibe oldugu gézlenmistir™"- ™.

Insan plasenta (PLAP), bagirsak (IAP) ve kemik ile karacigerde (TNAP) bulunan
alkalen fosfataz aktivitesi tizerine L-, D- Triptofan ve L-, D-Homoargininin etkisi arasti-
rilmistir. L-Triptofan sadece bagirsak ve plasenta alkalen fosfataz izoenzimleri tizerine
etki ederken’®, L-Homoargininin kemik ve karaciger alkalen fosfatazini inhibe ettigi

goriilmiistir.

L- ve D-Leu ile yapilan ¢alismalarda ise L-Losin plasental ve germ hiicreleri alkalen
fosfataz izoenzimlerinin aktivitesi lizerine etkili oldugu gézlenmistir. L-Losin germ
hiicreleri alkalen fosfatazini plasenta alkalen fosfatazindan yaklasik olarak 16-20 kat

daha fazla inhibe etmistir™®.

Plasental alkalen fosfataz (PLAP) ve germ hiicreleri alkalen fosfatazi (GCAP) farkh iki
gen tarafindan kodlanir™ ®°. Bu iki izoenzimin sadece oniki aminoasit rezidiisii bir bi-
rinden farkli olup, immunokimyasal ve fiziksel 6zelliklerin temelinde birbirinden ayird
edilememislerdir. Su anda, GCAP ve PLAP’nin birbirinden ayrilmasi. tiimérlerin iyi

. 3} : ) Y
tanimlanmasinda GCAP nin artan 6neminden dolayi énemlidir".

Yakin zamanlarda, L-Leu ile GCAP’nin yartyarismali inhibisyonunun en biiytik belirle-
yicisi Gly 429 oldugu gésterilmistir(’z. E. Coli molekiiliinde esdegeri olmayip. sadece
Okaryotik AP’lerde bulunmustur. Gly 429'un (GCAP'de var olan) Glu 429 (PLAP da
var olan) ile yer degistirilmesiyle mutantlarda olusturulmus ve bu mutantlarda
konformasyonel bir degisikligin oldugu goriilmistir®. Ikinci bir pozisyonda Ser 84,
inhibitorlerin yan zincirlerinin étabilizasyonunu saglamlg,tlr(’z. (Cok yakin zamanlarda,
inhibitoriin, karboksil ve o amino gruplart vasitasiyla Zn"? metal iyonu (1) ile Arg

. . . v e . . . 64
166 nimn arasina fonksiyonel olarak girdigi tespit edilmistir™.

Elde edilen bu sonuclarla L-Phe ve L-Leu ile PLAP ve GCAP™nin yari yarismali

inhibisyonunun molekiiler modeli asagidaki gibi onerildi; fosforillenmis substratin aktif
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bolgeye baglanmasint miteakip, Arg 166’ nin guadinium grubu (yerlesmis fosfata so-
kulan) L-Leu’sinin karboksilik grubuna yeniden ydnlenir ve bu sekilde aktif bolgede
inhibitdr stabilize olur. Glu 429 ile Gly 429’un yer degistirmesi, L-Leu'ne ait yan zinci-
rin yerlesmesi stiresince sterik engel elimine edilir, béylece inhibitoriin aktif bélgeye
girilebilirligi artirtlmis olur. Bu sekilde. L-Leu’sinin GCAP’yi PLAP'den 16 kat daha
fazla inhibe etmesi agiklanmistir. Sonu¢ olarak, L-Leu’sinin protonlanmamis amino
grubu, fosfoenzim baginin hidrolizini engelleyerek aktif bolge Zn"* metal iyon 1'e dog-
ru yonelir, bu sekilde aktif enzim molekiillerinin sayist azaltilmis olur. Bu fenomen

inhibisyonun yariyarismali oldugunu tespit etmistir®'.



Sekil 1. 2. E. Coli alkalen fosfatazin lig boyutlu yapisinin sematik goriintiisii. Seklin orta
kisminda bulunan 3 siyah kiire metal iyonlarinin baglanma bolgesidir. Bun-

« il 9 2 o o . +) . . .
lardan iki tanesi Zn"™ iyonu ve bir tanesi Mg~ iyonunu temsil etmektedir.



Alkalen Fosfatazin U¢ Boyutlu Yapisi

Alkalen fosfataz enzimi E. Coli bakterisinde olduk¢a genis bir sekilde ¢alisilmistir.
Alkalen fosfatazin yapist E. Coli’de aydinlatiimistir. Yapilan bu calismalarda E. Coli
alkalen fosfataz monomerinin tam olarak aminoasit sekuensi tespit edilmistir’’. Buna
gbre monomerin 449 aminoasit rezidiisii ile karbohidrat igcermeyen bir tek polipeptid
zincirden olustugu bulunmustur. E. Coli alkalen fosfataz bir dimerdir. Yapilan bu
aminoasit sekuensi sonucunda E. Coli alkalen fosfataz monomerinin molekil agirlhiginin
49.058 D olup dimerinin de buna uygun olarak 98.058 D oldugu hesaplanmistir. Biitiin
sistein rezidiileri molekdl i¢i distilfit kopriisti olusturdugundan dolayi serbest ~-SH grubu
icermemektedir. Her bir monomer 10 Histidin rezidiistine sahip bunlardan bir kag1 aktif
bolgede metal iyon ligandlarndir. E. Coli alkalen fosfatazin li¢ boyutlu yapist ¢ikartilip,
sekonder yapisi tespit edilmistir(’s. Buna gore yaklasik olarak % 45 «-sarmal. % 13 f3-
kirmali paralel ve % 16 p-kurmali antiparalel konformasyona sahip oldugu agiklannmustir
% Molekiilde geriye kalan yapmin diizensiz yapt oldugu ifade edilmistir. E. Coli
alkalen fosfatazi iki monomerden olusan bir dimerdir. Her bir monomerinde birer aktif
bolgeye sahiptir. Aktif bolgelerinde ise 3’er metal baglanma bélgesi vardir. Aktf bolge-
sinin yapisi tam olarak aydinlatilmistir. E. Coli AP sinin aktif bolgesinde iki Zn"" iyonu
ve bir tane I\/Ig*2 iyonu bulunmaktadir. Enzim kristallendirilebilmistir. Sematik olarak
gOriintisti ¢izilmistir. Alkalen fosfatazin aktif bolgesindeki Zn"* metal iyonlan ile 11 B
metal iyonlari (Co (II), Mn (II), Cu (1) ve Ca (II) ) yer degistirilerek tiirevleri olustu-
rulmustur. Bunlardan sadece Co (II) tiirevinin (substrat olarak p-nitrofenilfosfat kullana-

36-67

rak) dogal enzime gore yaklasik olarak % 30 enzimatik aktivite gostermistir
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Sekil 3. E. Coli alkalen fosfatazin aktif bolgesinin sematik goriintiisii
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Sekil 4. E. Coli alkalen fosfataz kristalinin sematik goriintiisii



Insanda bulunan alkalen fosfataz dort izoenzime sahiptir. Bu izoenzimler dort bélgeden
olusmus bir gen tarafindan kodlanir. Bu izoenzimlerin tigii bulunduklari dokuya spesi-

fiklik (TSAP) gosterirken bir tanesi herhangi bir dokuya spesifiklik (TNAP) gostermez.

L. Plasentadavbulunan alkalen fosfataz (PLAP),

[N

. Bagirsakta bulunan alkalen fosfataz (IAP),

Lo

. Germ hiicrelerinde bulunan alkalen fostataz (GCAP),

o

. Dokuya nonspesifik alkalen fosfatazdir (TNAP).

Alkalen fosfataz bir glikoproteindir ve hidrofobik glikozilfosfatidil inositol ile hiicre
membranina bagli olarak gorev yapmal<tad1r9. Enzimin go¢ eden hiicreleri yonlendirdigi
ve membrandan lipid ve immunoglubulinler gibi spesifik molekiilleri tasidigi ifade e-

dilmistir®'.

Molekiiler biyolojinin modern devrinde. alkalen fosfalazi kodlayan dort gen klonlannsg
ve aminoasit sirast belirlenmistir. Bu bilgiler 1s181inda bu izoenzimlerin evrimsel tarihini.
yart yarismali inhibisyonlarimi, katalitik hidroliz mekanizmasini. germ hiicre biyolojisi-
ni, membrandan yag ve immunoglubulinler gibi spesifik molekiillerin transportunu ve

. y ) i - . ol
g6¢ eden hiicrelere yol gosteren enzimin muhtemel roliinii aydinlatmayi saglanustir”.

Insan AP izoenzimlerinin dordiiniinde aminoasit sekuensi klonlanmis cDNA"dan ¢ika-

59. 60, 68-72

riimistir . TSAP izoenzimlerinin aminoasit sekuenslerinden % 30 ila % 98 6z-

.

deslik gosteren homologlar olduklari bulunmustur’™ ™. TNAP ise TSAP izoenzimle-
rinden herhangi biriyle sadece % 50 ila % 65’inin 6zdeslik gosterdigi tespit edilmistir.
Enzimler 524’den 535’e¢ kadar degisen uzunluklardaki polipeptidler olarak
sentezlenmiglerdir. Dokuya spesifik alkalen fosfatazlardan IAP 509, GCAP 513, PLAP
513 ve dokuya nonspesifik alkalen fosfataz (TNAP) ise 507 aminoasit uzunlugundadir.
Hidrofobik signal peptidi (17 ila 22 aminoasit uzunlugunda) dogal proteinin amino u-
cundan once gelir. PLAP ve GCAP molekiillerinde iki tane (Asn 122 ve Asn 249).
IAP’de {i¢ tane (Asn 122, Asn 249, ve Asn 410) ve TNAP de ise 5 tane (Asn 123, Asn

213, Asn 254, Asn 286 ve Asn 413) glikolikasyon bélgesi vardir ™ 7°,
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Aktif bolge rezidiileri, E. Coli AP ve insan AP molekiillerinin aminoasit sekuenslerinin
homologlarina dayanilarak teshis edilmistir’’. Aktif bolgede bulunan rezidiiler (6rnegin;
Ser 92, Asp 91, Arg 166 ve Mg~ ve Zn™ metal iyonlari 1 ve 2'ye koordine olmus
ligandlar) korunmuslardir. PLAP de bulunan Ser 92°nin katalizleme olayi sliresince
fosforilasyon bolgesinde oldugu dogrulanmustir’®. Bu homolog genler, dkaryotik alkalen
fosfatazin katalizleme mekanizmasmin E. Coli alkalen fosfataz enziminin katalizleme
mekanizmasina benzer oldugunu gostermistir. Oysa 6karyotik AP’ler ile bakteriyal
AP’ler arasinda ¢ farkli 6zellik bulunmustur. Ornegin; (a) fosfatidilinositolun fonksi-
yonu ve baglanmasi, (b) inhibisyonunun variyarismali mekanizmasi, (c) ekstraseliiler

proteinlerde protein-protein arasi etkilesmelere karisan ylizey lopunun yapisi.

Okoryatik AP’ler glikozilfosfatidilinositol olarak adlandiriimis yeni kompleks bir yapi
ile sitoplazmik membranin digina baglanmis bir enzimdit””. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, Asp 484 residiisii, PLAP nin membrana baglandigi nokta olarak tanim-

74 on. O & g f] ool
70 Aym zamanda ii¢ insan TSAP molekiiliiniin sonunda COOH ucunda da

lanmistir
Asp 484 rezidiisti var oldugu bulunmU§tUI‘73‘ ™ Bu nedenle, IAP ve GCAP Asp 484’den
GPI yolu ile benzer bir sekilde baglanmis olabilecegi disiintlebilir. Oysa bu durumun
TNAP icin, hatta diger TSAP tiirleri i¢in farkli olabilecegi belirtilmistir. Farkh AP
izoenzimlerinde -COOH ucundaki hidrofobik peptitlerin sirasinda 6zel bir benzerlik
olmadigi gtirﬁlmiistﬁrgo. GPI kuyruguna takilmis olan 484 rezidu Gly, Ala. Cys. Ser ve
Asn ile olusturulan mutantlar plazma membranida gorilmustir. Diger yer degismeler

ise daha diisiik katalitik aktiviteye sahip ve membrana zayif bir sekilde baglanmig pro-

teinler tiretmistir.

Bu GPI alkolii, in vitro ortamda saflastirilmis fosfolipaz C ve in vivo ortamda
membrana gomiilii fosfolipaz C ile hatta plazma iginde kan dolasiminda bulunan
fosfolipaz D ile islemlerden gegirilerek proteinden koparllabilirgl. Boylece normal fiz-
yolojik sartlar altinda membrana baglh olmayan AP izoenzimlerinin, normal bireylerde.
dahast farklt hastaliklar: olan kisilerde, kan dolasimmdaki diizeyleri agiklanmistir.
Membrandan kopmus olan bu izoenzimlerin AP’nin fonksiyonu ile ilgili olup olmadii

acik degildir®'.
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Alkalen fosfatazi kodlayan genler homolog olmalarina ragmen birbirinden net olarak
ayrilan farkliliklarinin da oldugu ifade edilmektedir. IAP normalde, fetal ve yetiskin
bagirsak mukozasinda, dzellikle epitel hiicrelerinde daha ¢ok bulundugu ifade edilmis-
tir*?. PLAP gebeligin 8. haftasindan baslayarak gebelik boyunca syncytio trophoplast
hiicrelerinde bulunmustur83 . GCAP, normal yetiskin testislerinde germ hiicre olgunlas-

. L . - 84. 85
masinin ilk basamaklan siiresince eser miktarda ve timiiste bulunur ** %,

Dokuya nonspesifik alkalen fosfatazin (TNAP) saglikli bir insan serumunda bulunan
total alkalen fosfataz aktivitesinin yaklasik olarak % 95’ini olugturdugu tespit edilmistir
86.87 TSAP yiiksek bir oranla bulundugu dokuya spesifiklik gosterirken, TNAP. kemik.
karaciger, dalak. bobrek, 6d, akciger ve gebeligin 8. haftasina kadar plasentayida igine
alan bir ¢ok dokuda bulunmusturgx. Hamileligin 8. haftasindan 12. haftasma kadar
TNAP aktivitesi gittikce azalirken, PLAP nin aktivitesi yiikselmis, 12. haftanin sonunda
plasentada bulunan tek AP izoenziminin PLAP oldugu bulunmustur®. Bulunduklar
dokuya bagimli olarak, bir tek TNAP izoenziminin glikolikasyonla bagdasan farkh
elektroforetik mobilite ve sicaklik stabilite 6zellikleri gdstermistir. Bu nedenle bu do-
kulardan ekstrakte edilen bu izoenzim, TNAP izoenziminin izoformlar olarak ifade

edilmislerdir.

TSAP izoenzimlerinde de izoformlarimin var oldugu bulunmustur. Fetal ve yetiskin IAP
formu olarak isimlendirilen IAP izoenzimi i¢in farkh izoformlarin bulundugu belirlen-
mistir. [zoformlarin ¢cDNAlarinin klonlanmast ile ayni protein yapisia sahip olduklar:
bulunmustur. Yani ayni izoenzimlerin izoformlart bir tek gen tarafindan kodlanir. Bu
cesitliligin sebebi ise, glikolikasyon veya PLAP-IAP veya GCAP-IAP heterodimerik

. e S . . |
molekillerinin formasyonundaki farkliliktan dolayi olabilecegi sonucuna varmisti®.

Kemik alkalen fosfatazi ve karaciger alkalen fosfatazi ayni izoenzimin izoformlaridir.
Bu izoenzimler. glikolikasyonun bir sonucu olarak farklilasarak izoformlar olu$turur8()‘
" Saglikli bir insan serumunda HPLC kullamlarak dokuya nonspesifik alkalen
fostatazin alti farkh izofomu ayrilmistir. Bunlardan ticti kemik alkalen fosfatazi (BLAP)
(B/1, By, Ba) ve {i¢ tanesi ise karaciger alkalen fosfatazi (LALP), (L, L,. L) die’! 2

Kemik alkalen fosfataz izoformlarindan en kii¢tik fraksiyon olan B/I, % 70 kemik



(izoformlarin biytik fraksiyon By, Bi) ve % 30 bagirsak alkalen fosfatazindan

olusmustur.

Kemik alkalen fosfatazi fosfolipaz C ile (GPI-PLC) isiemden gecirildiginde B, ve
B, nin biyokimyasal ¢zelliklerinin degismedigi goriiimistiir. Bu sonugtan yola cikilarak
serumda bulunan iki major fraksiyonun, B, ve B,. hiicre membran: bilesenlerinden

(GPI'den) ziyade farkl glikolikasyondan kaynaklandigi bulunmustur’,

Kemigin farkli bolgelerinde yapilan calismalarda cortical kemigin B; ve osteokalsince

. - . e - 9
zengin oldugu oysa trabecular kemikte B aktivitesinin daha fazla oldugu bulunmustur”.

Saglikli yetiskinlerde kemik alkalen fosfatazi HPLC ile B, By ve B/l olmak lzere ti¢
izoformuna ayrilmistir. Agir bobrek yetmezligi olan hastalarda ise HPLC metodu ile
kemik alkalen fosfatazinin (i¢ izoformuna ilaveten Bl olarak adlandirilan bir izoformu
daha izole edilmistir. Bl izoformu saglikli yetiskinlerde ve ¢ocuklarda™. biiytime hor-
monu eksikligi olan hastalarda®, hipofosfatazia, rasitizm, Paget hastaligi ve metabolik

. G . . . ~ - N LR
kemik hastaliklarinda®™ gozlenmemistir. Bl izoformu sadece agir bobrek yetmezligi

olan hastalarim % 60’1nda ortaya ¢ikmustir.

Alkalen fosfataz izoformlarinin ve izoenzimlerinin ayrilmasi klinik anlamda dnemlidir.
Ctinkii bir cok hastalikta, bu izoenzimlerin seviyesinde dnemli degisiklikler meydana
gelmistir. Saglikli bireylerin alkalen fosfataz aktivitesi ve hasta insanlarin alkalen
fosfataz aktivitesi karsilastinlarak bazi hastabiklarin teshisinde kullanilmistir. Bu ne-
denle alkalen fosfataz izoformlarinin ayrilmasi igin bir ¢ok metod gelistirilmistir®.
Elektroforez, kimyasal inhibisyon ve sicaklik inhibasyonu metodlart kemik alkalen
fosfatazini diger izoformlardan ayirmak i¢in kullanilmistir. Fakat bu metodlann hepsi

: - < .. 95
teknik olarak zor ve diisiik kararliliga sahiptir™.

Kemik ve karaciger alkalen fosfataz izoformlari igerdikler: karbohidrat icerikleri farkli-
lgindan yararlanilarak da  birbirinden ayriabilmistir.  Kemik alkalen fosfatazi
karbohidrat yan zincirinde N-asetilglukozamin bulunmaktadir. Fakat karaciger alkalen

fosfatazi karbohidrat yan zincirinde bulunmamaktadir. Bu ozellikten yararlamlarak
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Lectin ile kemik alkalen fosfatazi ¢oktirtlerek karaciger alkalen fosfatazindan

73, 96-
ayrilmistir 39698

Alkalen Fosfatazin Hastahklarla Iliskisi

Ergenlikteki biiyiime dénemi siiresince”™ ve biiyiime hormon vetersizligi gibi hastalar-
das(’, hipofosfatazia, rasitizm, Paget hastaligi, kemik kirilmalarinda ve metabolik kemik
hastaliklarinda™ BALP izoformlari arasinda secimli farkhihklarin olustugu tespit edil-

mistir’.

Serumda bulunan kemik alkalen fosfataz izoformlarinin her tgtide, kontrollerle karsi-
lastirldiginda bitytime hormonu eksikligi olan yetiskinlerde daha yiiksek ¢iknustir. O-
zellikle kemik izoformlarindan olan B, saglikli insanlarinkinden ¢ok daha yiiksek oldu-

- . it . 86
gu bulunmustur. Bunun sebebi bilinmemektedir™.

Saglikli bireylerle, osteoporozlu ve hipertiroidizmli hastalar ile karsilastirildiginda.

. p o o ¥ . » b, 0. oa e e SO
hasta olan bireylerin alkalen fosfataz aktivitelerinin yiiksek oldugu gorulmustur8 .

Hem diabet hastalarimin hemde deneysel olarak instlin eksikligi meydana getirilen
- : . . oy . C e 99,

laboratuvar farelerinin kemik ve mineral metabolizmalarinda degisme gozlenmistir

I . . . NS .. .. . ..

% Ayni zamanda kronik diabetik serum alkalen fosfataz aktivitesinin yiikseldigi sap-

101, 102
tanmistir 01102

Alkalen Fosfatazm Iskelet Sistemindeki Rolii

[skelet sisteminde gelisme, kemiklerin bilylimesi ve sekillenmesi, olusumu ve yikimi
icine alan kompleks bir stiregtir. Iskelet yapisinin olusumu ve yikimi hayat boyu devam
eder ve iskelet sisteminin metabolik rolii icin temeldir. Bu siire¢ sirasiyla alkalen ve asit
fosfatazlarca zengin osteoblast ve osteoclastlarda olur. Osteoblastlar kemik matriksini
sentezler ve bu matriks kalsiyum tuzlari ile sertlesir. Osteoklastlar ise kemik mineral ve
matriksini azaltarak iskeleti resorbe eder. Matriks veziikilleri olarak adlandirtlan

- - . . 103 -
extrasellular membrana bagli yapilar i¢inde mineralizasyon baslar . Bu vezikiller
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icerisinde nonspesifik alkalen fosfataz, ATPaz ve pirofosfataz aktivitesi ve
polisakkaritler, fosfolipidler ve glikolipidler bakimindan zengindir. Hekzogonal kristal-
feri olusumu stiresince ilk olarak matriks veziikiilleri i¢inde g6zlemlendi. Sonunda eks-

tra vezikiiler kristal biiyiimesi gozlemlend;i®'.

1923°de Robinson kemiklesen kikirdagin fosfataz aktivitesince zengin oldugunu kes-
fetmistir. Bu fosfatazlarin serbest P; liretmek i¢in bazi bilinmeyen fostat esterlerinin
hidrolizi ile iskelet mineralizasyonunda gérev aldigini 6ne stirmiistir' 2. Cesitli meka-
nizmalar one siirlilmesine ragmen bugtine kadar iskelet mineralizasyonunda kemik
alkalen fosfatazinin gorevi hala acik degildir. Iskelet olusumunda nonspesifik alkalen
fosfatazin roliinii kanitlayan en Snemli delil, kalitsal metabolik kemik hastalig1 olan
hipofosfatazianin kusurlu iskelet mineralizasyonu ve eksik alkalen fosfataz aktivitesi ile

. s . g 4
karakterize edilmesiyle saglanmustir'®*,

Alkalen fosfataz 1995 yilinda mumya kemiklerinden izole edilmistir. Calismada kulla-
nilan mumyalarin Misir mumyalart oldugu sdylenmektedir. Bu calismada izole edilen
alkalen fosfazin hala aktif oldugu tespit edilmis olup bunlarla karsilastirmak amacuyla
taze insan kemiklerinden de alkalen fosfataz izole edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
mumya kemiklerinden izole edilen AP’nin bir alt birime sahip oldugu bulunmustur.
Molekiil agirhgmin 19010 kD ve alt biriminin ise 60 kD oldugu tespit edilmistir. Alt
birimi aktif degildir. Taze insan kemiklerinden izole edilen AP ise 200 kD ve alt birimi-
nin 60 kD oldugu bulunmustur. Mumya ve taze insan kemiklerindeki alkalen fosfatazin
spesifik aktiviteleri sirasiyla 13043 mU/mg ve 180 mU/mg olarak tespit edilmistir. Ca-
lismada kullanilan taze insan kemikleri bir hastanenin ameliyathanesinden elde edilmis-

tir' >,
Kemik Dokusu
-~ Kemik dokusu kesilmeyecek kadar sert olan bir dokudur. Kemik dokusunun % 30 orga-

nik madde ve % 70 minerallerden olusmustur. Diger destek dokular: gibi hiicreler ve

hiicreler aras1 esas maddeden yaptlmistir. Kemik dokusunun basing, egilme, biikiilmele-
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re karsi dayanikliliga ara maddenin kireg bilesikleri ile sertlesmesinden ve 6zel yapisin-
dan ileri gelmektedir. Hayati 6nemi yliksek doku ve organlarin, 6rnegin, merkez sinir
sistemi, kemik iligi sistemi kemik dokusuyla korunmus olmasi bunlarin fonksiyonlarni

1yl bir sekilde yapmalarint saglar.

Kemik dokusunun hiicrelerarast esas maddesi; fibriller, mukopolisakkarit tabiatinda
Osteoid-Ossein adi verilen amorf homojen yapistirict organik maddeler ile gesitli inor-
ganik tuzlardan yapilmistir. Yetiskin bir insanda kemik dokusunun kimyasal analizinde
kuru agirhgin % 2571 kollagen, % 15 su. % 1, 25 diger proteinler % 60-6571 ise inor-
ganik maddelerden olustugu saptanmistir. Inorganik maddelerin % 85’ini kalsivum fos-
fat, % 10 kalsivum karbonat, % 5 ise magnezyum ve diger organik tuzlardir. Inorganik
maddeler kollagen demetleri arasinda ve lizerinde toplanmistir. Bu tuzlar
(Hidroxilapatit) hekzogonal kristalleridir. Kemik dokusunun kimyasal analizinde veri-
len oranlar yasam siiresince degisir. Organik maddelerin miktart ve mineraller bireyler
yaslandikc¢a artar buna karsilik su miktarlari azalir. Kemik dokusunun kendine has sert-

ligi veren kalsiyum tuzlardir.
Kemik hiicreleri; Kemik dokusunda 3 ¢esit hiicre vardir;

1. Osteoblastlar
2. Osteocyler

3. Osteoclastlar’dir.

Bu hiicreler birbirine doniisebilirler.
Osteoblastlar; Bu hticreler kemik yapict hiicrelerdir. 15-20 mikron buytikliigiindedir.
Uzantilar ile birbirine baglanirlar. Fostatazlarca zengindirler. Kemik yapim fonksiyon-

lart bitince Osteocyt haline doniistirler.

Osteocyt; Kemik dokuda Lacum ve Osteoplast adi verilen bosluklar i¢inde bulunurlar.
Bulunduklar boslugun seklini alirlar. Ince sitoplazmik uzantilar, kemik bosluklarmi

birbirine baglayan kemik kanalikiillerinden gecerek komsu osteocytlere uzanirlar.



Osteoclastlar; 30-100 mikron biyiikliigiindedirler. Osteoclastlar gelismekte olan ke-
miklerin poliferasyon bélgesinde bulunurlar. Esas fonksiyonlari kemik resorpsiyonunu
saglamaktir. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda asit fosfatazlar fazla olup. kemiklerin
resorpsiyonu fermantatif yolla bu enzimler aracihigi ile saglanmaktadir. Eritilen kemik-
ler pargaciklari ve partikiilleri pinositoz yolu ile osteoclastlarin sitoplazmalarina alinir-

lar.

Kemik dokusunun gelismesi embriyoda ve ileriki hayat devresinde destek dokular: &r-
nedin; bag doku ve kikirdak dokunun kireglemesi ile meydana gelir.

Kemiklesmenin takip ettigi gelisme kademesi iki tiirliidiir:

1. Desmal ossifikasyon (bag dokudaki kemiklesme)

2. Chondral ossificasyon (kikirdak dokunun kemiklesmesi)

ikiye ayrilir;
a. Kikirdagin ylizeyinden baslayan perikondral ossification

N . - . 106
b. Kikirdagin ylizeyinin yanisira i¢ kismindan baslayan enchondral ossification' .

Yapilan bu c¢alismanin amaci, bugiin artik gezegenimizde yasamayan bu canliya ait
alkalen fosfataz enziminin. baglanma sekillerine gére; dis periferal. sitozolik, ig
periferal ve integral olmak tizere dort kademede ayrr ayri saflagtirimas: hedeflenmistir.
Nesli titkenmis olan bu varliga ait kemiklerde ¢alisma yapilmistir. Bundan dolayi yapi-
lan bu ¢aligmada kemik yapict enzim olan alkalen fosfataz enzimi izole edilmesi amag-

lanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2. 1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan standart serum albumin, N,N.N"N’-tetrametiletilendiamin (TE-
MED). N,N’-bisakrilamid, glisin, metanol, asetik asit, amonyum persiilfat (PER), glise-
rin, bromtimol mavisi. commassie brillant blue G-250, I-biitanol, potasyum klortir.
Triton X-100, sodyum hidroksit, sodyum kloriir, Magnezyum kloriir, TEAE-seliiloz,
Sephadex (-200, Sephadex G-150, Sephadex G-25, ditioeritritol, p-nitropenilfosfat ve
Tris (trihidroksimetilaminometan) tabletleri, diyaliz torbasi, glisin, sodyum asetat, kal-
siyum kloriir, coomassie brillant blue R-250 Sigma Chemical Corp.’dan saglanmustir.

Tonocalsin piyasadan saglanmistir.

2.2. Yararlamlan Alet ve Cihazlar

Heraus Sepatech

Pharmacia LKB-Biochrom, ULTROSPEC-III

Sogutmalr Santrifiij

Spectrofotometre

pH metre
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Hassas terazi
Kromatografi kolonu
Otomatik pipetler
Gradient mixer GH-Y
Wortex

(Calkalayic

Magnetik karistiric

Ultrasonik dismembrator

Schott C6 840 pH metre
OWL (Separation siystems)
Cole-Parmer Instument Co
Mettler Ha 51 Gallenkamp
Cole-Parmer Intrument Co
Fisher

Pharmacia Fine Chemicals
Fisons

GFL

lka Combimag RCO

Fisher Scientitic-550, (USA)
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2. 3. Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Aragtirma stiresince kullanilan tampon ¢6zeltiler ve hazirlanig bigimleri asagidaki gibi-

dir.

I. Homojenat hazirlamak i¢in kullantlan tampon; 0.01 M Tris-HCI, pH: 7.5 i¢inde 2
mM MgCly; 1.211 gr (0,01 mol) tris ve 0,408 gr (?.XIO'3 mol) MgCl, x 6H,0 950 ml
deiyonize suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH: 7.5’e kadar titre edildi. Toplam hacim

deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

Hazirlanan bu ¢6zelti. TEAE-seliiloz iyon degisim ve Sephadex G-200 jel filtrasyon

kolonunun dengelenmesinde ve yikanmasinda kullanild.

II. TEAE-seliiloz kolonu eliisyon tamponu; 0’dan 1M’a NaCl ile bir konsantrasyon

gradienti olusturularak eliisyon yapildi.

0,01 M Tris-HCI i¢inde 1M NacCl, pH: 7,5; 0,3634 gr (0, 01 mol) tris ve 15.55 gr NaCl
250 ml saf suda ¢ozildii. 1 N HCI ile pH: 7,5°e kadar titre edildi. Toplam hacim saf

suyla 300 m!l'ye tamamland:.

0.01 M Tris-HCL. pH: 7.5; 1,211 gr (0,01 mol) tris 950 ml saf suda ¢6ziildii. 1 N HCI ile

pH: 7.57e kadar titre edildi ve toplam hacim saf suyla 9 litreye tamamlandi.

III. Optimum pH: c¢alismasi i¢in kullamilan ¢ézeltiler; pH: 3,5-5.5 aralifinda
CH;COONa, pH: 6-8,5 arahginda Tris-HCI ve pH: 9-11 arahginda ise Glisin tamponu

kullanildz.

pH: 3.5-5.5 araliginda 20 mM MgCl; igeren 0,2 M CH;COONa tamponu kullamldi.
2,72 gr (0,02 mol) CH3COONa x 3H,0 ve 0,408 gr (0,002 mol) MgCls x 6H>O 80 ml
deiyonize suda ¢oziildii. 1 N FCI ve 1 N NaOH ile istenilen pH: lar ayarlandiktan sonra

saf suyla toplam hacim 100 mI’ye tamamland.
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pH: 6-8,5 aralifinda 20 mM MgCl, igeren Tris-HCI tamponu kullanildr. 2.422 gr (0,002
mol) tris ve 0,408 gr (0,002 mol) MgCl, x 6H>0 80 ml saf suda ¢oziildi. 1 N HCI ve 1
N NaOH ile istenilen pH'lara ayarlandiktan sonra toplam hacim saf suyla 100 ml'ye

tamamlandi.

pH: 9-11 araliginda 20 mM MgCl; iceren Glisin tamponu kullanildi. 1,501 gr (0,02
mol) Glisin ve 0,408 gr (0,002 mol) MgCl> x 6H,0 80 ml saf suda ¢oziildi. 1 N HCI ve
1 N NaOH ile istenilen pH’ lara ayarlandiktan sonra toplam hacim saf suyvla 100 ml’ye

tamaml!andi.

IV. Coomassie brillant blue G-250 renk reaktifi (Proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢o6zelti); 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 m} % 9571ik etanol’de
¢cozindi. Bu ¢ozeltiye % 95°lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf suyla 1

litreye tamamlandi.

V. SDS elektroforezinde kullanilan nuxﬁune tamponu; % 5 ml [ N HCI (pH: 6.8), 3
ml % 1’lik SDS ve 1 ml % 100 gliserin ve 1 ml % 0,1°lik brom timol mavisinden
kanistiri-larak hacimlerinin saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Bu tampon
kulla-nilmadan hemen 6nce 1 ml numune tamponuna 50 ul olacak sekilde f-

merkaptoetanol ilave edildi.

VI. SDS-elektroforezinde kullamlan yiiriitme tamponu; 1,5 gr tris ve 7,2 gr glisin,
50 ml suda ¢6zlldi. Daha sonra bunun tizerine 5 ml % 1°lik SDS ilave edilerek hacim
saf su ile 500 ml ye tamamlandi.

2. 4. Kullanilan ¢oziiciilerin saflastirilmasi

Deneylerde kullanilan tim organik ¢oziiciilerin ve kimyasal maddelerin saflastirma is-

lemleri literatiirde agiklanan sekilde yapild.
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2. 4. 1. Etil Alkol

Etanol, CaO ile birlikte geri sogutucu altinda refluks edildikten sonra destile edildi. Cok
saf etanol elde etmek i¢in geri sogutucu takili iki litrelik dibi vuvarlak bir balona, 5 gr
Mg, 0,5 gr [ ve 70 ml CaO lizerinden destillenmis etanol konuldu. Iyodun rengi gidin-
ceye kadar refluks edildi. Sonra CaO iizerinden destillenmis 900 ml etanol katilarak

varim saat daha refluks edildi. Atmosfer basincinda destillendi.
2.5. YONTEMLER

2. 5. 1. Protein tayini

2. 5. 1. a. Kantitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sirasinda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kantitatif

protein tayini yapildi. Bu metodun esasi; 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan
D . L . " : 07 1

triptofan ve tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir'®’. Frak-

styonlar kuartz kiivetlere alinarak, absorbanslar: spektofotemetrede kore kars okundu.
2.5.1. b. Coomassie Blue Yontemiyle Protein Tayini

Bu yontemle Sephadex G-200 jel filtrasyon ve TEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan
saflagtirilan enzim g¢ozeltisindeki ve homojenatlardaki protein miktart belirlendi. Bu
yonden coomassie brillant blue G-250"nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmast
esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum ébsorbans gosterir. Proteine
boyanin baglanmasi ¢ok hizh gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100

- 108
mikrogram arasindadir' .

Tayin islemleri soyle yapildi; 1 ml’sinde 0,1 mg protein ihtiva eden standart sigir albii-
min ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi. Saf su ile
tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi. 5 ml coomassie blue reaktifi tiiplere ilave

-

edildi ve vortex ile karistirildi. 10 dk sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore kars:
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absorbans degeri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayn: tampon ve 5 ml commassie blue
reaktifinden olusan karigim kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram

protein degerleri standart grafik haline getirildi (Sekil 1).
2. 5. 2. Alkalen Fosfataz Aktivitesi Tayini

Alkalen fosfataz enziminin saflastiriimasi ve kinetik islemlerin esnasinda aktivite &l-
climleri bu yontemle yapildi. Alkalen fosfataz aktivitesi ¢ogunlukla p-nitrofenilfosfat
substrat olarak kullanilarak tayin edidi*’. Prensip olarak. alkalen fosfataz enzimi substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilfostati p-nitrofenolat iyonuna hidroliz etmekte ve p-

nitrofenalat iyonu ise 410 nm’de absorbans vermektedir. Reaksiyon denklemi soyledir.

I
O,N 0—P-0" + H0
iy

AP

OzN o) + Pi

Aktivite tayini su sekilde yapildi; Sigma’dan saglanan alkalen fosfataz aktivite tayini
i¢in 6zel hazirlanmis p-nitrofenilfosfat ve Tris tabletleri kullanmldi. Belirtilen prosediire
uygun olarak birer tane p-nitropenilfostat ve tris tabletleri 20 ml saf suda vortex yardi-
muyla ¢6ziildli. Hazirlanan substrat tamponu 1 saat i¢erisinde kullanildi. Hazirlanan bu

substrat tamponunda su konsantrasyonlar olusdu:

p-NPP 1 mg/ml
tris 0.2 M

Biri kore biri numuneye olmak tizere iki tiip hazirlandi. 1. tiipe 0.5 ml enzim ve 0.5 ml
substrat konularak tayin baslatildi. 30 dk sonunda oda sicakliginda spektrofotometrede
410 nm dalga boyunda kore karst absorbans degeri okundu. Kér olarak 0.5 ml substrat
ve 0,5 ml enzimsiz tampon kullanildi. Kére karst okunarak substratin kendi kendine

hidroliz olmasindan meydana gelecek hata engellenmis oldu.
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2. 5. 3. TEAE-Seliiloz iyon Degisim Kolonunun Hazirlanmasi

20.1558 gr TEAE-seliiloz 200 ml 0.5 N HCI ile aktiflestirildi. Kullamlan HCI iyon de-
gisim uclarinin disart ¢ikmasini sagladi. 0,5 N NaOH ile yikanarak ortam nétralize edil-
di. Jel tampon i¢ine alindi. Kromatografi kolonuna bir huni yardimiyla tampon doldu-
ruldu. Hazirlanan jel peristatik pompa yardimiyla kolona paketlendi. Kolon ayni tampon
¢ozelti ile dengelendi. Kolonun dengelendigi tisten alinan sivi ile alttan alinan sivinin

absorbanslarinin ayni olmast ile anlasildi.
2. 5. 4. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonunun Hazirlanmasi

1.6029 ¢r kuru Sephadex G-200 200 ml tampon ¢ozelti i¢ine alindi. Oda sicakliginda bir
gece bekletildi. Su trompu ile hava kabarciklar uzaklastirildi. Daha sonra 1.5 x 30 cm
ebatlarindaki kromatograti kolonuna bir hunt yardimiyla tampon ¢ozelti dolduruldu.
Peristatik pompa yardimiyla, hazirlanan jel, kolona paketlendi. Iki giin stireyle aym
tampon ile kolan dengelendi. Kolonun dengelendigi {istten alinan sivi ile alttan alinan

stvinin absorbanslarmin aynt olmast ile belirlendi.

2. 5. 5. Antik Insan Kemiginden Total Olarak Alkalen Fosfataz Enziminin

Saflastirilmasi
2. 5. 5. a. Antik Insan Kemiklerinin Temin Edilmesi ve Homojenat Hazirlanmasi

Antik insan kemikleri Erzurum’un Cigdemli Hoytgiinde yapilan arkeolojik ¢alismalar-
da bulunmustur. Arkeoloji bolimiinde yapilan c¢aligmalarda kemiklerin yast yaklasik
olarak 3000 yil olarak belirlenmistir. Arkeoloji boliiminden saglanan bu kemiklerde
once K. K. B. Egitim Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde mikroskobik incelemelerle mikro-
organizmalarin varhgi arastirildi. Herhangi bir mikroorganizmaya rastlanmadi. Kemik
dokusundan ince bir kesit alinarak elektron mikroskobunda bakildi ve bunun sonucunda

hiicre yapisinin korundugu gérildii.
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Kemik dokusu bilyeli degirmenlerde 6giitiilerek kiigiik pargalar haline getirildi. Ogii-
tiilmis kemiklerden 140 gr'1 alindi ve 600 ml 2 mM MgCl, igeren 0,01 M Tris-HCI pH:
7,5 tampon ¢oOzeltisinin i¢ine alindi. Buz banyosunda sogutulan homojenat magnetik
olarak karistirtlirken, tizerine soguk 1-biitanol (200 ml) yavas yavas ilave edildi. 1 saat
karistirilarak sabit bir emiilsiyon olusturuldu. Sonra bu karigimin sicakligi su banyosu
yardimivla 37°C’ye yiikseltildi ve 10 dk bu sicaklikta bekletildi. Karigimin 4°C’de
14600 x g'de 30 dk siiresince sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ust biitanol faz:
alind1. Stpernatant 0,01 M pH: 7.5 Tris-HCl tamponuna karst (tampon ¢ozelti ti¢ kez
degistirilmek Uzere) diyaliz edildi. Homojenat kolona tatbik edilecek duruma gelmis

oldu™.

2. 5. 5. b. Antik Insan Kemiginden Elde Edilen Homojonatin Sephadex-G-200 Jel

Filtrasyon Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

Hazirlanan homojenat dnceden dengelenmis Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonuna
yiiklendi. Kolona yiikleme yapilirken fraksiyonlar toplanmaya baslandi. 2 mM MgCly
iceren 0.01 M pH: 7,5 Tris-HCI tamponu ile S ml'lik fraksiyonlar peristaltik pompa
vasitasiyla toplandi. 280 nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar eliisyona
devam edildi. Aliman fraksiyonlarda spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda
kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans veren tiiplerde aktivite tayini yapildi
Alkalen fosfataz aktivitesi gdsteren tiipler birlestirildi ve 2 mM MgCl, igeren 0.01 (pH:

7,5) Tris-HCI tamponona karst diyalizlendi%.

2. 5. 5. ¢. Sephadex G-200 Kolonundan Elde Edilen Enzim Cozeltisinin TEAE-

Seliiloz Iyon Degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmas:

Onceden dengelenmis TEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna, diyalizlenmis homojenat
yitklendi. Kolon 2 mM MgCl, igeren 0,01 M (pH: 7.5) Tris-HCI tamponu ile yikandi.
Kolonunun yikanip yikanmadigi altan ve tistten alinan tamponun 280 nm dalga boyunda
ayni absorbans gostermesi ile anlasildi. Gradient mikser’den yararlanarak 0’dan 1 M’a
NaCl ile siirekli bir konsantrasyon gradienti olusturarak eliie edildi. 3 ml'lik fraksiyon-

far toplandi. Toplanan fraksiyonlarda 280 nm dalga boyunda spektrofotometrede



kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde aktivite tayini vapildi.
Alkalen fosfataz aktivitesi gosteren tipler birlestirildi. 2 mM MgCl, igeren 0,01 M (pH:
7.5) Tris-HCI tamponuna karsi diyalizlendi. Biitiin kinetik ¢alismalar ve elektroforez bu

enzim ¢ozeltisi ile yapildi®.

2. 5. 6. Antik Fil Kemiginden Alkalen Fosfataz [zoenzimlerinin Ayri Ayn

Saflastirilmasi
2. 5. 6. a. Antik Fil Kemiginin Temin Edilmesi ve Homojenat Hazirlanmas

Antik Fil kemikleri 1986 yilinda Erzurum’un Pasinler ilgesi merkezinden 9 km uzak-
likta bulunan Yayladag kdyiinde arkeolojik kazilarda bulunmus ve miizeye teslim edil-
mistir. Bulunan bu kemiklerde yapilan incelemelerde Kuzeydogu Anadolu Step Fili
(Elephas Trogontherii) olarak isimlendirilen bir fil tirline ait olduklart saptannmustir.
Almanya’da yapilan ¢alismada kemiklerin yasmin yaklasik olarak 300,000 ile 800,000
yil arasinda oldugu tespit edilmistir'®. Miizeden alinan antik fil kemigi K. K. B. Egitim
Fakiltest Biyoloji boliimiinde herhangi bir mikroorganizma tasiyip tasimadigs arastiril-
mts ve herhangi bir mikroorganizmaya rastlanmamistir. Antik fil kemikleri bilyeli de-

girmenlerde 6gutilerek kiiciik pargalar haline getirildi.
1. D1s Periferal Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Homojenat Hazirlanmast

Ogiitiilen 166 gr kemik 180 ml 1 M KCI igine alindi ve arasira karigtirilarak 3-4 saat
bekletildi. Sogutmali santrifiijde 4°C 18186 xg’de 30 dak santriftij edildi. Stizgeg kagi-
dindan siiziilerek siipernatant ve ¢okelek ayrildi. Aynlan stipernatant 50 ml CCl, ile
yikanarak ortamdaki yaglar ekstrakte edildi. Homojenat 2 mM MgCly igeren 0.01 M
Tris-HCl (pH: 7,5) tamponuna karsi diyalizlendi. Bdylece homojenat kolona yiiklenecek

oy
duruma geldi’ 0,



I1. Sitozolik Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Homojenat Eldesi

I"deki ¢okelek 1 M KCl ile yikandi. Stvi azot ile donduruldu ve ¢6ziildi. Her gramina 3
ml gelecek sekilde 2 mM MgCl; iceren 0,01 M Tris-HCI (pH: 7,5) tamponu i¢ine alind:
ve 4 saat siireyle disardan sogutularak ultrasonik dismembratér’de ses dalgalarina maruz
birakildi. Daha sonra 4°C’de sogutmah santrifiijde 12186 xg'de 30 dak santrifiij edildi.
Stizge¢ kagidindan stzllerek siipernatant ve ¢okelek ayrildi. Ayrilan sitipernatant CCly
ile yikanarak ortamdaki yaglar uzaklastirildi. Homojenat 2 mM MgCl, igeren 0,01 M
Tris-HCI (pH: 7,5) tamponuna karst diyalizlendi. Béylece homojenat kolona yUklene-

cek duruma geldi''”.

1L i¢ Periferal Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Homojenat Eldesi

[1. deki ¢okelek, 0,01 M Tris-HCI tamponu ile yikandi. 210 ml 1 M KCI i¢ine alindt.
Arasira karistirilarak 4 saat 1 M KCI iginde bekletildi. Ardindan sogutmali santrifiijde
4°C’de 12186 xg’de 30 dak santrifiij edildi. Stizge¢ kagidindan stiziilerek siipernatant ve
¢okelek ayrildi. Aynlan stipernatant CCly ile yikanarak ortamdaki yaglar ekstrakte edil-
di. Homojenat 2 mM MgCl; igeren 0,01 M Tris-HCI (pH: 7.5) tamponuna kars: diyaliz

edildi. Béylece homojenat kolona tatbik edilecek duruma geldi'".

IV. Integral Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Homojenat Eldesi

[II. deki ¢okelegin her gramima 3 ml gelecek sekilde % 0, 1'lik Triton X-100 iceren 2
mM MgCls iceren 0,01 M (pH: 7.5) Tris-HCI tamponu igine alindr ve dort saat siireyle
buz banyosu iginde ultrasonik dismembrator’de ses dalgalarina maruz birakildi. Ardin-
dan sogutmali santrifiijde 4°C’de 12186 xg’de 30 dak santriftij edildi. Stpernatant siiz-
eec kagidindan stiziilerek ¢okelek atildi. Stipernatant 2 giin sat su, 1 giin 2 mM MgCh
iceren (pH: 7,5) 0,01 M Tris-HCI tamponuna karsi diyalizlendi. Daha sonra CCly ile
yikanarak ortamdaki yaglar ekstrakte edildi. Boylece homojenat kolona yiiklenecek du-
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ruma geldi .



2. 5. 6. b. Antik Fil Kemiginden Hazirlanan Homojenatlarin Sephadex-G-200 Jel

Filtrasyon Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

Hazirlanan jel kolona paketlendi. 2mM MgCl, igeren 0,01 M (pH: 7,5) Tris-HCI tam-

ponu ile dengelendi.

I. Dis Periferal Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Hazirlanan Homojenatin Sephadex

G-200 Jel Filtrasyon Kolonu Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

156 ml homojenat Sephadex G-25 ile derisiklestirilip, 6nceden dengelenmis kolona
yliklendi. 2 mM MgCl, igeren 0,01 M pH: 7.5 Tris-HCI tamponu ile 5 ml'lik fraksi-
yonlar peristaltik pompa vasitasiyla toplandi. 280 nm dalga boyunda absorbans verme-
yinceye kadar eltisyona devam edildi. Alinan fraksiyonlarda spektrofotometrede 280 nm
dalga boyunda kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans veren tiiplerde aktivite tayini
yapildi. Alkalen fosfataz aktivitesi gésteren tiipler birlestirildi ve 2 mM MgCl» iceren

0.01 (pH: 7.5) Tris-HCI tamponona karsi diyaliz edildi **.

1. Sitozolik Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Hazirlanan Homojenatin Sephadex G-

200 Jel Filtrasyon Kolonu Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

165 ml homojenat Sephadex G-25 ile derisiklestirilip, 6nceden dengelenmis kolona
yiiklendi. 2 mM MgCl, igeren 0,01 M pH: 7.5 Tris-HCI tamponu ile 5 ml’'lik fraksi-
yonlar peristaltik pompa vasitasiyla toplandr. 280 nm dalga boyunda absorbans verme-
yinceye kadar ellisyona devam edildi. Alinan fraksiyonlarda spektrofotometrede 280 nm
dalga boyunda kantitatit protein tayini yapildi. Absorbans veren tiiplerde aktivite tayini
vapildi. Alkalen fosfataz aktivitesi gosteren tlpler birlestirildi ve 2 mM MgCl, iceren

0,01 (pH: 7,5) Tris-HCI tamponona karsi diyaliz edildi 3
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IIL. I¢ Periferal Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Hazirlanan Homojenatin Sephadex

G-200 Jel Filtrasyon Kolonu Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

198 ml homojenat Sephadex G-25 ile derisiklestirilip, 6nceden dengelenmis kolona
yiklendi. 2 mM MgCl, igeren 0,01 M pH: 7.5 Tris-HCI tamponu ile 5 ml'lik fraksi-
yonlar peristatik pompa vasitasiyla toplandi. 280 nm dalga boyunda absorbans verme-
yinceye kadar ellisyona devam edildi. Alinan fraksiyonlarda spektrofotometrede 280 nm
dalga boyunda kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans veren tiiplerde aktivite tayini
yapildi. Alkalen fosfataz aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi ve 2 mM MgCl; igeren

0,01 (pH: 7,5) Tris-HCI tamponona kars: diyaliz edildi *°.

1V. Integral Alkalen Fosfataz Enzimi I¢in Hazirlanan Homojenatin Sephadex G-

200 Jel Filtrasyon Kolonu Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmasi

281 ml homojenat Sephadex G-25 ile derisiklestirilip, 6nceden dengelenmis kolona
yiklendi. 2 mM MgCl, iceren 0,01 M pH: 7,5 Tris-HCI tamponu ile 5 ml'lik fraksi-
yonlar peristatik pompa vasitasiyla toplandi. 280 nm dalga boyunda absorbans verme-
yinceye kadar eliisyona devam edildi. Alinan fraksiyonlarda spektrofotometrede 280 nm
dalga boyunda kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans veren tiiplerde aktivite tayini
yapildi. Alkalen fosfataz aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi ve 2 mM MgCl, igeren

0,01 (pH: 7,5) Tris-HCI tamponona karst diyaliz edildi 3

2. 5. 6. c. Sephadex G-200 Kolonundan Elde Edilen Enzim Cozeltilerinin TEAE-

Seliiloz Iyon Degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve Eliisyon Alinmas:

Hazirlanan jel kolona paketlendi. 2 M NaCl igeren 0.01 M (pH: 7.5) Tris-HCl tamponu
ile yitkandi ve 0,01 M (pH: 7.5) Tris-HCI tamponu ile dengelendi.
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I. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonundan izole Edilen Dis Periferal Alkalen
Fosfataz Enzim Cozeltisinin TEAE-Seliiloz Iyon degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve

Eliisyon Alinmasi

Sephadex G-200 kolonundan izole edilip, daha sonra 2 mM MgCl, iceren 0,01 M (pH:
7,5) Tris-HCl tamponuna kars: diyalizlenen dis periferal alkalen fosfataz enzim ¢ozeltisi
Onceden dengelenmis kolona tatbik edildi. Kolon 500 ml 2 mM MgCl; iceren 0.01 M
(pH: 7.5) Tris-HCl tamponu ile yikandi. Boylece net bir (-) yike sahip olan proteinler
kolona tutunmus, diger safsizliklar da uzaklastirilmis oldu. Daha sonra 0'dan 1 M’a
NaCl ile gradient mixer vasitasiyla siirekli bir konsantrasyon gradienti olusturarak en-
zim eliie edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla akis hizi 80 ml/saat’e ayarlandi. 3’er
ml'lik fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyonlarda 280 nm"de kantitatif protein tayini
yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde aktivite tayini yapildi. Aktivite gosteren tiipler
birlestirildi ve 2 mM MgCl, igeren 0,01 M (pH: 7,5) Tris-HCI tamponuna karst diyaliz
edildi ™.

II. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonundan Izole Edilen Sitozolik Alkalen -
Fosfataz Enzim Cozeltisinin TEAE-Seliiloz Iyon degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve

Eliisyon Alinmasi

Sephadex G-200 kolonundan izole edilip. daha sonra 2 mM MgCls igeren 0,01 M (pH:
7.5) Tris-HCI tamponuna karsi diyalizlenen sitozolik alkalen fosfataz enzim ¢ozeltisi
onceden dengelenmis kolona tatbik edildi. Kolon 300 ml 2 mM MgCl, igeren 0,01 M
(pH: 7.5) Tris-HCI tamponu ile yikandi. Boylece negatif yiike sahip olan proteinler ko-
lona tutundu ve safsizliklar yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra 0°dan 1 M’a NaCl ile
gradient mixer vasitasiyla stirekli bir konsantrasyon gradienti olusturarak enzim elde
edildi. Peristatik pompa vasitasiyla akig hizi 80 ml/saat ayarlandi. 3%er ml’lik fraksi-
yonlar toplandr. Fraksiyonlarda 280 nm dalga boyunda kantitatif protein tayini yapildi.
Absorbans ggsteren tiiplerde aktivite tayini yapildi. Aktivite gésteren tiipler birlestirildi

ve 2 mM MgCls igeren 0,01 M (pH: 7.5) Tris-HC! tamponuna karsi diyaliz edildi ™.



II1. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonundan izole Edilen I¢ Periferal Alkalen
Fosfataz Enzim Cozeltisinin TEAE-Seliiloz Iyon degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve

Eliisyon Alinmasi

Sephadex G-200 kolonundan izole edilip, daha sonra 2 mM MgCl, igeren 0.01 M (pH:
7,5) Tris-HCI tamponuna kars:1 diyalizlenen i¢ periferal alkalen fosfataz enzim ¢ozeltisi
onceden dengelenmis kolona tatbik edildi. Kolon 350 ml 2 mM MgCl, iceren 0,01 M
(pH: 7,5) Tris-HCI tamponu ile yikand. Dahé sonra 0’dan 1 M’a NaCl ile gradient
mixer vasitasiyla stirekli bir konsantrasyon gradienti olusturularak enzim eliie edildi.
Peristatik pompa vasitasiyla akis hizt 80 ml/saat’e ayarlandi. 3’er ml’lik fraksiyonlar
toplandi. Toplanan fraksiyonlarda 280 nm dalga boyunda kantitatif protein tayini yapil-
di. Absorbans gosteren tiiplerde aktivite tayini yapildi. Aktivite gosteren tiipler birlesti-

rildi ve 2 mM MgCl, iceren 0,01 M (pH: 7.5) Tris-HCl tamponuna kars: divaliz edildi

33

IV. Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kolonundan izole Edilen Integral Alkalen
Fosfataz Enzim Cozeltisinin TEAE-Seliiloz Iyon degisim Kolonuna Yiiklenmesi ve

Eliisyon Alinmasi

Sephadex G-200 kolonundan izole edilip, daha sonra 2 mM MgCl; igeren 0.01 M (pH:
7,5) Tris-HCl tamponuna karsi diyalizlenen integral alkalen fosfataz enzim ¢dzeltisi
onceden dengelenmis kolona tatbik edildi. Kolon 2 litre tampon ile yikandi. Daha sonra
bir konsantrasyon gradienti olugturularak enzim eltie edildi. Peristatik pompa vasitastyla
akis hizi 80 ml/saat’e ayarlandi. 3’er ml'lik fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyon-
larda 280 nm dalga boyunda kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans gdsteren tiipler-
de aktivite tayin yapildi. Aktivite gosteren tiipler birlestirildi ve 2 mM MgCls igeren
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0,01 M Tris-HCI tamponuna kars: diyaliz edild

I, 1I., II. ve IV. elde edilen alkalen fosfataz enzim ¢ozeltileri ile biitlin kinetik ¢alis-

malar ve elektroforez yapildi.



2. 5. 7. Sodyumdodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi {le Enzim Safliginin

Kontrolii

Enzim saflastirilmasindan sonra, iki farkh enzim konsantrasyonun % 3-10 kesikli
sodyumdodesilsiilfat (SDS) poliakrailamid jel elektroforezi Laemmli tarafindan anlatil-

dig1 gibi uygulanarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi'"".

Bunun i¢in elektroforez plakalar: 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalart bir-
lestiren mikalarin ince tabaka halinde vazelin siiriildii. ki cam plaka birbiri {izerine
kondu ve posetler gecirilerek jel hazirlama cthazina konularak sikistirtidi. Ayuma jeli
hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii. Jel i¢ine hava kabarciklar: olmamasina
dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in % 1°lik SDS ile ince bir tabaka olustu-
ruldu. Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat) bekledi. Katilasinca tsttindeki % 1°lik
SDS dgkiildii. Daha sonra yigma jeli st yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine dikkatlice
tarak yerlestirildi. Taragin tistiine nemli stizge¢ kagidi konularak 1 gece bekletildi. Erte-
si giin tarak dikkatlice c¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan
bosluklar isaretlenerek, jelin Ustii once saf su, sonra ylirlitme tamponu ile yikand.

Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina ylirtitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinden 20 pg olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 ml olacak
sekilde 1/1 oranminda numune tamponu katildi. 3 dakika su banyosunda inkiibe edildi.
Numuneler sogutularak, enjektor yardimiyla yuvalara ekildi. Tank kapag: kapatilaralk alt
taraftan (+) kablo (anot), iistten () kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 volt’da yarim saat
bekletildi. Daha sonra 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakhiginda yiirlitildii. Akim
kesilerek, cam plakalar arasindaki je! dikkatlice ¢ikanldi. Bu yiiriitme tamponu tekrar
kullamlmak tizere 6zel kabina konuldu. Jel 6zel kabina konularak renklendirme ¢ozeltisi
Ustiinii dolduruncaya kadar dolduruldu. 1, 5-2 saat kadar ¢alkalayici izerinde birakildi.
Daha sonra renklendirme ¢6zeltisinden ¢ikarilarak, renksizlestirme ¢ozeltisine konuldu.
Belirli aralarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilarak. protein bantlart belir-
ginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti i¢inde ¢alkalandi. Renksizlestirme ¢ozeltist aktif
karbon {izerinden gegcirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel, renksizlestirme ¢ozeltisinden

¢ikartildiktan sonra fotografi ¢cekildi.



Elektroforezde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0,66 gr coomassie-blue R-250"nin
120 m! metanolde ¢6zililmesi ve bunun lizerine 24 ml saf asetik asit ile 20 ml H,O nun

ilavesi ile hazirlandi.

Renksizlestirme ¢ozeltisi ise; % 7, 5 asetik asit, % 5 metanol ise % 87, 5 sudan ibaret-

tir.

Ayirma jeli soyle hazirlandi; 15 ml Tris-HCI (pH: 8.8), 13,2 ml % 30’luk akrilamid-
% 0,8°lik bisakrilamid, 0,6 ml % 1’lik SDS, 0.4 ml % 5’lik TEMED (N.N,N’.N’-
tetrametiletilen diamin) ve 9.4 ml su karistirildi. Bu karisimin tizerine en son olarak 0.8

ml % 1.5°lik amonyum persiilfat [(NH;)-S>0g] (PER) ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlanmasi ise soyle vapidy; 1 M’lik Tris-HCl’den 1.24 ml, % 30
akrilamid-% 0.8°1ik bisakrilamid’den 1 ml, % 0,1'lik SDS’den 0,1 ml, % 5°lik TE-
MED"den 0,1 ml ve sudan 7,8 ml alinarak karistiriidi. Son olarak yine giinliik hazirlan-

mis, % 1.5°lik PER’den 0,2 ml ilave edildi.

2.5. 8. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Optimum pH ¢alismasi alkalen fosfataz enziminin substrati p-nitrofeniltosfat ile yapildi.
1 tablet p-nitrofenilfosfat 10 ml saf suda vortex yardimiyla ¢oziilerek substrat ¢ozeltisi
hazirlandr. Diger aktivite tayinleri i¢in kullandigimiz tabletlerde sadece tris tableti oldu-
gu i¢in 2.3. III. kisimda agiklandigi gibi pH: 3,5-11 araliginda ti¢ farkl: tampon ¢ozelti-
ler hazirlandi. pH: 3,5-5,5 arahiginda sodyum asetat, pH: 6-8,5 araliginda Tris-HCI ve
pH: 9-11 araliginda ise glisin tamponu kullanildi. Bu tampon ¢zeltilerde enzimin gos-
terdigi fostataz aktivitesi spektofotometrede 6l¢tildii ve sonuglar grafik halinde verildi.
Enzim ¢ozeltisinin pH:"s1 3. 5, 4,4.5,5.5.5,6,6.5.7,7.5.8,8.5,9.9.5,10. 10. 5,
117e 0, 1 NaOH ve 0,1 N HCI ile titre edildi.



Tayin islemleri su prosediire gére yapildr;

Her bir pH denemesi i¢in bir numune ve bir kdr olmak tizere iki ser tlip hazirlandi. En-
zimli deneme i¢in; tlipe pH's1 ayarlanmis S00 pl enzim ve ayni pH’daki tampondan 250
ul ilave edildi. Kor igin; tiipe 500 ul enzimin iginde bulundugu tampon ve 250 ul ayn
pH’ya sahip tampondan ilave edildi. Reaksiyon her iki tiipe 250 ser pul substrat konula-
rak baslatildi. 30 dk sonunda spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda kére karsi
absorbans degeri okundu. Biitiin pH denemeleri igin substrat konulmadan biitiin ¢ézel-
tiler tiiplerde hazirlandi. Daha sonra kor ve enzimli deneme tiipline ayn: anda olmak
kosuluyla 1’er dakika arayla substrat konularak reaksion baslatildi ve 30 dakika sonra

1"er dakika arayla 410 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okundu.

2. 5. 9. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Antik insan kemiginden saflastirtlan total AP ve Antik fil kemiginden ayri. ayri saflasti-
rilan i¢ periferal, sitozolik, dis periferal ve integral AP izoenzimlerinin aktif olduklar
stcaklik araligini ve optimum sicakligini belirlemek i¢in p-nitrofenilfosfat subtrat olarak
kullanilarak aktive tayini yapildi. Prosediire uygun olarak subtrat ¢ozeltist hazirlandi.
Yapilan élgtimlerde enzim ¢o6zeltisinin sicakh@r su banyosu yardimiyla 0°C ile 90°C

arasinda degistirildi ve her 5°C’de bir aktivite Slgtimii yapildt.

Tayin isleminde su prosediir takip edildi;

Her sicaklik denemesi i¢in bir numune ve bir de kor olmak lizere ikiser tiip hazirland.
Numune ig¢in; sicakhigi ayarlanmis 500 ul enzim tlave edildi. Kor igin, enzimin i¢inde
bulundugu tampondan 500 pl konuludu. Her iki tiipe 500°er pl substrat ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon baslatildi. 30 dk sonunda spektototometrede 410 nm dalga boyunda

kore kars1 absorbans degerleri okundu.



2. 5. 10. Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Molekiil Agirhginin Tayini

Enzimler saflastirildiktan sonra jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak molekil agir-

liklar tayin edildi.

Bunun igin 6nce, Sephadex G-150 destile su igerisine 90°C’de 5 saat stireyle sisirildi.
Hazirlanan jel bir huni vasitasiyla (1,5 x 30 cm) kolona paketlendi. Kolon 24 saat sii-
reyle 0,05 M Na,HPO,, 1 mM ditioeritriol. pH: 7,0 tamponu ile dengelendi. Dengelen-
me islemine, kolonun altindan alinan ¢ozelti 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
devam edildi. Dengelenmis olan kolona 6nce konsantrasyonu 0,2 mg/ml olacak sekilde
standart protein yiiklenerek 0,05 M Na,HPO4, 1 mM ditioeritritol, pH: 7.0 tamponu ile
eliie edildi. Eliiatlar 5 ml olacak sekilde alindi. Peristaltik pompa vasitasiyla akis hizi 20
ml/saat olacak sekilde ayarland:''?. Eliiatlarin 280 nm’de absorbans degerleri belirlendi.
Alinan sonuglar grafik halinde verildi. Ayni sartlarda, dengelenmis kolondan saf en-
zimler gegirilerek eliisyon alindi. Eltiatlarin 280 nm’de absorbans degerleri belirlend: ve

sonuglar grafik halinde verildi.

2. 5. 11. Va ve Ky Degerlerinin Belirlenmesi

Antik insan kemiklerinden saflastirilan total alkalen fosfataz enzimi ve antik til kemik-
lerinden ayri, ayri saflastirilan dig periferal. sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen
fosfataz izoenzimlerinin maksimum hizini (Vi) ve hiz sabiti (Ky)'y1 belirlemek i¢in
p-nitrofenilfosfat substrat olarak kullamlarak aktivite tayinleri yapildi. Artan substrat
konsantrasyonuna karsin aktiviteyi bulmak i¢in 5 farkli substrat konsantrasyonunda
aktiviteler belirlendi. Birer tane tris ve p-nitrofenilfosfat tableti 20 ml saf suda vortex
yardimiyla ¢oziildii. Bu amagla yukanda anlatildigi gibi hazirlanan tamponlanmis
substrat ¢ozeltisinden sirasiyla bes tane tiipe 100 pl. 300 ul, 500 ul, 700 pl ve 900 pl
alindi. Toplam hacim 1 ml olacak sckilde yukarida anlatildig gibi hazirlanmis tampon
cozeltisinden ilave edildi. Kor i¢in, substrat konsantrasyonlarr ayni hazirlanip, enzim
¢ozeltisi yerine de 2 mM MgCl, igeren (pH: 7.5) 0,01 M Tris-HCI tamponu ilave edildi.

Numune tiiplerine 500 pl enzim ¢ozeltisi konularak reaksiyon baslatild: ve 30 dk sonra
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kore karst absorbans degerleri okundu. Bulunan degerlerden yararlanarak Lineweaver-

Burk egrileri ¢izildi.

Aktivite Slgtimlerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 4,6 mM olup aktivitede Slgiim
ortami 1,5 ml’ye seyreltildiginden dolay1, 6l¢lim ortamlarinda olusan son substrat kon-
santrasyon degerleri 0,3 mM, 0,9 mM, 1,5 mM, 2,2 mM ve 2,8 mM olarak degisti. Re-
aksiyon hizi s6yle hesaplandi; 410 nm dalga boyunda p-nitrofenolat iyonunun molar

absorpsion sabiti (¢) 1,84x10* M em™dir' .

A
p-nitrofenolat iyonunun miktart = ——— M
1.84x10*
A
p-nitrofenolat iyonunun miktari = ————— mM
18,4

Bulunan deger 30 dakikada olusan p-nitrofenolat iyonunun miktari oldugundan dolay: 1
dakikada olusan p-nitrofenolat iyonunun miktar1 30’a boltnerek bulunur. 0,5 ml enzim

cozeltisi toplam hacim 1,5 ml’ye seyreltildiginden dolay1 3 ile carpilir;

[A (OD)]/ 18, 4] A. (OD)M
p-nitrofenolat iyonunun miktar = X3= umol /L. dak
30 184
A (OD)
EU=—U=5,4x(0D)mU
184

Yukarida anlatilan islemler saflastirilan her enzim i¢in ayri ayri yapildi ve her enzim

icin Vi ve Ky degerleri belirlendi. ve
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2. 5. 12. Antik Insan Kemiklerinden Elde Edilen Total Alkalen Fosfataz Enziminin
ve Antik Fil Kemiklerinden Baglanma Sekillerine Gére Saflastirilan Dis Periteral,
Sitolozik, I¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz Izoenzimlerinin Aktiviteleri

Uzerine Ca** Iyonunun ve Tonocalsin Adh [lacin Etkisi

Antik insan ve fil kemiklerinden saflastirilan alkalen fosfataz enzimlerinin aktiviteleri
tizerine Ca™ iyonunun etkisinin var olup olmadig1 bir én deneme ile arastinldi. Daha
sonra 102 M, 10* M ve 10" M olmak iizere Ca™ iyonunun ii¢ farkli konsantrasyonunda
¢ozeltileri hazirlandi. Her konsantrasyon i¢in ayri ayr1 100 pl’den 400 ul’ye kadar ¢6-
zelti alinarak alkalen fosfataz enzimi aktivitesi lizerine etkisi tespit edildi. Sonuglar

aktivite-pl inhibitortor halinde grafik edildi.

Saflastirilan bu enzimlerin aktiviteleri tizerine kemik erimesi hastaliginin tedavisinde
kullanilan tonocalsin adl ilacin etkisinin olup olmadigi arastinildi. On denemelerle han-
gl konsantrasyonlarda enzimlerin aktivitelerini degistirdigi tespit edildi. Daha sonra 10
[U/ml, 1 IU/ml ve 0,1 IU/ml olmak {izere tonocalsininin ti¢ farklh konsantrasyonda ¢o-
zeltileri hazirlandi. Her konsantrasyon i¢in ayri ayri 100 pl’den 400 ul’ye kadar ¢ozelti
alinarak alkalen fosfataz enzimi aktivitesi {izerine etkisi belirlendi. Sonuglar aktivite-ul

inhibitor olarak grafik edildi.
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3. SONUCLAR
3. 1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde coomassie-blue yontemi kullanildi. Coomassie-blue yonte-
mi i¢in Once standart bir egri hazirlandi. Antik insan ve fil kemikleri i¢in hazirlanan
homojenatlarda ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar: bu egriye gore
belirlendi. Standart ¢6zeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri 3.

1.’de g6sterilmistir.
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Sekil 3.1. Coomassie-blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.



3. 2. Antik Insan Kemiklerinden Total Olarak Saflastinlan Alkalen Fosfataz En-
ziminin Sephadex G-200 Jel Filtrasiyon ve TEAE-Selilloz Iyon Degisim

Kromatografisi ile Saflastirma Sonuglari

Enzim saflastirma islemlerine gecilmeden dnce kolon materyali hazirlandi. Jel bir gece
oda sicakliginda sisirilip kolona paketlendi ve birkag giin tamponla dengelendi. Hazirla-
nan homojenat biitanol ekstraksiyon basamagindan sonra Sephadex G-200 jel filtrasyon
kolona tatbik edildi ve 2 mM MgCl, iceren 0,01M (pH: 7,5) Tris-HCI tamponu ile eliie
edildi. Eltatlar 5’er ml’lik fraksiyonlar halinde toplanarak her tlipteki numune igin 280
nm’de kantitatif protein tayini yapildi. Absorpsion gosteren fraksiyonlarin aktivite &l-
climleri yapilarak aktivite gésteren fraksiyonlar birlestirildi ve bir sonraki saflastirma

basamaginda kullamildr. Sonuglar grafik olarak gosterildi.

Jel filtrasyon kolonundan elde edilen enzim havuzu TEAE-seliiloz iyon degisim koto-
nuna yiiklenerek saflagtirildi. Saflastirma islemine gecilmeden énce 0,5 M HCI ¢ozeltisi
ile kuru jel aktif hale getirilip, 0,5 M NaOH ¢6zeltisi ile notlirlestirildi ve kolona paket-
lendi. 2 mM MgCl; igeren 0,01 M Tris-HCI (pH: 7,5) tamponu ile kolon dengelendi.
Enzim kolona yiiklendi ve aym tampon icinde 0’dan 1M"a NaCl ile gradient mixer va-
sitastyla stirekli konsantrasyon gradienti olusturularak eltie edildi. Eltisyonlar 3 ml’lik
fraksiyonlar halinde toplanarak her tlipteki numune igin 280 nm’de kantitatif protein
tayini yapildi. Absorpsion gosteren fraksiyonlarin aktivite 6l¢iimleri yapildi ve aktivite

gdsteren fraksiyonlar birlestirildi. Sonuglar grafik olarak gésterildi.

Antik insan kemiklerinden saflastirilan alkalen fosfataz enziminin Sephadex G-200 jel
filtrasyon kolonu sonucu Sekil 3. 2. a.’da, TEAE-seliiloz iyon degisim sonuglari Sekil 3.

2. b. de verilmistir.
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Sekil 3.2.a.

Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak insan kemiklerinden
saflastirilan alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCls iceren 0,01 M (pH:
7,5) Tris-HCI tamponuyla eliisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi 23

cm, eliisyon hizi 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 5 ml.
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Sekil 3.2.b. TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullamlarak insan kemiklerinden saf-
lagtirtlan alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl, i¢eren 0,01 M (pH: 7,5)
Tris-HCI tamponu iginde 0’dan 1 M’a NaCl ile stirekli bir konsantrasyon
gradienti olusturularak ellisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm,

eltisyon hizi 80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml.

Antik insan kemiklerinden 2. 5. 5. a.’da anlatildig1 gibi homojenat elde edildi. Elde e-
dilen homojenattan 0,5 ml alinarak 2. 5. 2.’de anlatildig1 gibi aktivite tayini, 0,1 ml ali-
narak 2. 5. 1. b.’deki anlatildigi gibi coomassie-blue yéntemiyle protein tayini yapildi.

Mililitre homojenat igin protein miktari 0,16 mg/ml ve aktivitesi 4,27 mU/ml! bulundu.
Homojenat i¢in spesifik aktivite ise; 0,16/4,27: 0,037 mU/mg protein olarak hesapland:.
Sephadex G-200 je! filtrasyon kolonu kullanilarak yapilan saflastirma islemi sonucunda

(14-25) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve coomassie-blue yontemiyle protein

tayini yapildi. Protein miktari 0,23 mg/ml ve aktivitesi 0,363 mU/m! olarak bulundu.
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Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonundan elde edilen enzim havuzunun spesifik

aktivitesi ; 0,363/0,23: 1,57 mU/mg protein olarak hesapland:.

Bu degerlere gore enzimin Sephadex G-200 jel filtrasyon kolona uygulanmasi sonucu

1,57/0,037: 42,6 kat saflastirilmis oldu.

II. Saflastirma basamag olan TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullanilarak yapilan
saflagtirma islemi sonucunda (7-21) nolu tipler birlestirilerek aktivite tayini ve
coomassie-blue yontemiyle protein tayini yapildi. Protein miktar1 0,12 mg/ml ve

aktivitesi 0,410 mU/ml olarak bulundu.

II. Saflastirma basamagi olan TEAE-selilloz iyon degisim kolonundan elde edilen enzim

havuzunun spesifik aktivitesi ise; 0,410/0,12: 3,4 mU/mg protein olarak hesaplandi.

Bu degerlere gére enzim II. basamak saflastirma islemi sonucu 3,4/0,037: 92.34 kat

saflastirilmig oldu. Sonuglar Tablo 3. 1.’de gosterildi.

Tablo 3.1. Antik insan kemiklerinden elde edilen alkalen fosfataz enzim homojenatinda
enzim tiinitesi, spesifik aktivite ve Sephadex G-200 jel filtrasyon ve TEAE-
selilloz iyon degisim kolonundan saflastinlan alkalen fosfataz enzim havu-

zunda enzim {initesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari.

Basamaklar Hacim | Aktivite | Total Aktivite § Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma
(ml) I (mU/mb{ MU % || (mg/ml) (mU/mg) Qranmt

Homojenat 200 0,16] 32 100 4,27 0,037

Sephadex G-200 550 0,363[ 19.96 62 0,23 1,57 42,6

TEAE-seliiloz 3501 0,4104 14,36 45 0,12 3,40 92,34
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3. 3. Antik Fil Kemiginden Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve integral Alkalen
Fosfataz Enzimlerinin Sephadex G-200 Jel Filtrasyon ve TEAE-Seliiloz fyon Degi-

sim Kromatografisi ile Saflastirma Sonug¢larn

Enzim saflastirma islemlerine gecilmeden 2. 5. 4.’de anlatildig1 gibi kolon hazirlandi.
Homojenatlar kolona direkt olarak tatbik edildi. 2 mM MgCl, igeren 0,01M (pH: 7,5)
Tris-HCI tamponu ile eltie edildi. Eltatlar 5’er mI’lik fraksiyonlar halinde toplanarak
her tiipteki numune i¢in 280 nm’de kantitatif protein tayini yapildi. Absorpsion gosteren
fraksiyonlarin aktivite 6l¢timleri yapilarak aktivite gésteren fraksiyonlar birlestirildi ve

bir sonraki saflagtirma basamaginda kullanildi. Sonuglar grafik olarak gosterildi.

Antik fil kemiginden Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi ile ayri, ayr saflasti-
rilan alkalen fosfataz enzimlerinden, dis periferal alkalen fosfataz enziminin saflastirma
isleminin sonucu Sekil 3. 3. a.’da, sitozolik alkalen fosfataz enziminin saflastirma isle-
minin sonucu Sekil 3. 3. b.’de, i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin saflastirma isle-
minin sonucu Sekil 3. 3. ¢.’de, integral alkalen fosfataz enziminin saflastirma isleminin

sonucu Sekil 3. 3. d.’de verilmistir.
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Sekil 3.3.a. Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak fil kemiklerinden saflag-
tirilan dis periferal alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl, igeren 0,01 M
(pH: 7,5) Tris-HCl tamponuyla eliisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi

23 cm, eliisyon hiz1 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 5 ml.
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Sekil 3.3.b. Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak fil kemiklerinden saflas-
tirilan sitozolik alkalen fostataz enziminin 2 mM MgCl, igeren 0,01 M (pH:
7,5) Tris-HCI tamponuyla eliisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel ytksekligi 23

cm, eliisyon hizi 20 mi/saat ve fraksiyon hacmi 5 ml.
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Sekil 3.3.c. Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak fil kemiklerinden saflas-
tirilan i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl; igeren 0,01 M
(pH: 7,5) Tris-HCI tamponuyla eliisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yliksekligi

23 cm, eliisyon hizi 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 5 ml.
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Sekil 3.3.d. Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak fil kemiklerinden saflas-
tirlan integral alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCls igeren 0,01 M (pH:
7,5) Tris-HCI tamponuyla eltisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiksekligi 23

cm, eliisyon hizi 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 5 ml.

Jel filtrasyon kolonundan izole edilen enzim ¢ozeltileri TEAE-seltiloz kolonuna yiikle-
nerek saflastirildi. 2. 5. 3.”de anlatildig1 gibi hazirlanan kolona diyalinlenmis enzim ¢o-
zeltileri tatbik edildi. 2 mM MgCl; igeren 0,01 M Tris-HCI (pH: 7,5) tamponu ile y1-
kand: ve ayni tampon i¢inde 0’dan 1M’a NaCl ile gradient mixer vasitasiyla strekli bir
konsantrasyon gradienti olusturularak eltie edildi. Eliisyonlar 3 ml’lik fraksiyonlar ha-
linde toplanarak her tiipteki numune igin 280 nm’de kantitatif protein tayini yapildi.
Absorpsion gosteren fraksiyonlarda aktivite dlgiimleri yapildi. Aktivite gosteren tlipler

birlestirildi. Sonuglar grafik olarak gosterildi.
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II. saflastirma basamagi olan TEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile ayr1 ayn
saflastirilan alkalen fosfataz enzimlerinden, dis periferal alkalen fosfataz enziminin saf-
lastirma isleminin sonucu Sekil 3. 3. e.’da, sitozolik alkalen fosfataz enziminin saflas-
tirma isleminin sonucu Sekil 3. 3. f.’de, i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin saflastir-
ma isleminin sonucu Sekil 3. 3. g.’de, integral alkalen fosfataz enziminin saflastirma

isleminin sonucu Sekil 3. 3. h.’de verilmistir.
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Sekil 3.3.e. TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullamlarak fil kemiklerinden saflasti-
rilan dis periferal alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl, iceren Tris-HCl
tamponu i¢inde 0°dan 1M’a NaCl ile stirekli bir konsantrayon gradienti o-
lusturularak eltisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi 20cm, eliisyon hizi

80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml.
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Sekil 3.3.f. TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullanilarak fil kemiklerinden saflasti-
rilan sitozolik alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl, iceren Tris-HCI
tamponu i¢inde 0’dan 1M’a NaCl ile stirekli bir konsantrayon gradienti o-
lusturufarak eltisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hizi

80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml.
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Sekil 3.3.g. TEAE-seltiloz iyon degisim kolonu kullamlarak fil kemiklerinden saflast-
rilan i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl; iceren Tris-HCl
tamponu iginde 0°dan 1 M’a NaCl ile stirekli bir konsantrayon gradienti o-
lusturularak eltisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yiiksekligi 20cm, eliisyon hizi

80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml.
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Sekil 3.3.g. TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullantlarak fil kemiklerinden saflasti-
rilan integral alkalen fosfataz enziminin 2 mM MgCl, igeren Tris-HCI
tamponu ig¢inde 0°dan 1 M’a NaCl ile stirekli bir konsantrayon gradienti o-
lusturularak eliisyonu; kolon 1,5 x 30 cm, jel yliksekligi 20cm, eltisyon hizi

80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml.

Antik fil kemiklerinden 2. 5. 6. a. [.’de anlatildig1 gibi dis periferal alkalen fosfataz en-
zim homojenati elde edildi. Elde edilen bu homojenattan 0,5 ml alinarak 2. 5. 2.°de an-
latildig1 gibi aktivite tayini, 0,1 ml alinarak 2. 5. 1. b.’de anlatildig1 gibi coomassie-blue
yontemiyle protein tayini yapildi. Mililitre homojenat igin protein miktar1 1,72 mg/ml

ve aktivitesi 0,508 mU/ml olarak bulundu.

Spesifik aktivitesi ise ; 0,508/1,72: 0,29 mU/mg protein olarak bulundu.
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Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullamlarak yapilan saflastirma islemi sonucunda
(8-16) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve coomassie-blue yontemiyle protein

tayini yapildi. Protein miktar: 0,099 mg/ml ve aktivitesi 1,408 mU/ml olarak bulundu.

Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonundan elde edilen enzim havuzunun spesifik

aktivitesi ; 1,408/0,099: 14,22 mU/mg protein olarak hesaplandi.

Bu degerlere gore enzimin Sephadex G-200 jel filtrasyon kolona uygulanmas: sonucu

14,22/0,29: 48,9 kat saflastirilmis oldu.

II. saflastirma basamag) olan TEAE-seliilloz iyon degisim kolonu kullanilarak yapilan
saflastirma islemi sonucunda (34-46) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve
coomassie-blue yontemi ile protein tayini yapildi. Protein miktari 0,073 mg/ml ve

aktivite 1,717 mU/ml olarak bulundu.

I1. saflastirma basamag) olan TEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan elde edilen enzim

havuzunun spesifik aktivitesi ise; 1,717/0,073: 23,52 mU/mg protein olarak bulundu.

Bu degerlere gore II. basamak saflastirma islemi sonucu 23,52/0,29: 81,1 kat saflasti-

rilmis oldu.
Yapilan bu ¢alisma tim hesaplamalarda kullanilarak sonuglar Tablo 3. 2.°de gosterildi.

Antik fil kemiklerinden 2. 5. 6. a. IL. , IIl. , IV.’de anlatildig1 gibi homojenatlar elde
edildi. Elde edilen bu homojenatlardan 0,5 ml almnarak 2. 5. 2.’de anlatildigi gibi
aktivite tayini, 0,1 ml alinarak 2. 5. 1. b.’de anlatildig gibi coomassie-blue yontemiyle
protein tayini yapildi. Mililitre homojenat i¢in protein miktarlar: ve aktiviteleri yukari-

daki gibi hesaplandi.

Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonu kullanilarak yapilan saflastirma islemi sonunda

sitozolik AP enzimi i¢in (10-19) nolu tiipler, i¢ periferal AP enzimi igin (12-21) nolu
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tiipler ve integral AP enzimi igin (15-27) nolu tlipler birlestirilerek aktivite tayini ve

coomassie-blue yontemiyle protein tayini yukarida anlatildigi gibi yapildi.

II. saflastirma basamagi TEAE-seliiloz iyon degisim kolonu kullanilarak yapilan saflas-
tirma islemi sonunda sitozolik AP enzimi i¢in (58-74) nolu tiipler, i¢ periferal AP enzi-
mi i¢in (24-39) nolu tiipler ve integral AP enzimi igin (17-44) nolu tiipler birlestirilerek
aktivite tayini ve coomassie-blue yontemiyle protein tayini yukarida anlatildig gibi ya-

puldi.

Bulunan degerlere gére homojenatlarin 6nce Sephadex G-200 jel filtrasyon kolonuna,
sonra TEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna uygulanmas: sonucu kag¢ kat saflastirma

yapildig: hesaplandi. Sonuglar Tablo 3. 3., Tablo 3. 4. ve Tablo 3. 5.’de gosterildi.

Tablo 3.2. Antik fil kemiklerinden elde edilen dis periferal alkalen fosfataz enzim
homojenatinda enzim Unitesi, spesifik aktivite ve Sephadex G-200 jel
filtrasyon ve TEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan alkalen
fosfataz enzim havuzunda enzim tinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma so-

nuglart.

Hacim | Aktivite | Total Aktivite | Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma
Basamaklar

(m) { (mU/ml) | mU % | (mg/ml) (mU/mg) Orani
Homojenat 156 0,508 79,24 100 1,72 0,29 -
Sephadex G-200 41 1,408 | 57,73 73 0,099 14,22 48,9

TEAE-seliiloz 30 1,717 51,51 65 0,073 23,52 81,1
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Tablo 3.3. Antik fil kemiklerinden elde edilen sitozolik alkalen fosfataz enzim
homojenatinda enzim Unitesi, spesifik aktivite ve Sephadex G-200 jel

filtrasyon ve TEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan alkalen

fosfataz enzim havuzunda enzim tinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma

sonuclari.
Hacim | Aktivite | Total Aktivite | Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma
Basamaklar
(mD) | (mU/mD) I mU % § (mg/ml) {(mU/mg) Orani
Homojenat 165 0,187 30,85 100 1,24 0,15 -
Sephadex G-200 54 0,485 26,22 85 0,084 5,74 38,26
TEAE-seliiloz 42 0,574 1 24,11 78 0,05 11,48 76.5

Tablo 3.4. Antik fil kemiklerinden elde edilen i¢ periferal alkalen fosfataz enzim
homojenatinda enzim {nitesi, spesifik aktivite ve Sephadex G-200 jel

filtrasyon ve TEAE-seltiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan alkalen

fosfataz enzim havuzunda enzim Unitesi, spesifik aktivite ve saflastirma

sonuglari.
Basamaklar Hacim | Aktivite | Total Aktivite | Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma
(mD) § (mU/ml) } mU % | (mg/ml) (mU/mg) Orant
Homojenat 198 0,061 1 12,11 100 1,08 0, 056 -
Sephadex G-200 48 0,206} 9,93 824 0,072 2,83 50,53
TEAE-seliiloz 36 0,248} 893 34 0,065 3, 81 68, 04
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Tablo 3.5. Antik fil kemiklerin den elde edilen integral alkalen fosfataz enzim
homojenatinda enzim {Unitesi, spesifik aktivite ve Sephadex G-200 jel
filtrasyon ve TEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan alkalen

fosfataz enzim havuzunda enzim t{initesi, spesifik aktivite ve saflastirma

sonuglari,
Basamaklar Hacim | Aktivite | Total Aktivite | Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma
(ml) § (mU/m}) | MU % | (mg/ml) {mU/mg) Orani
Homojenat 281 1,699 | 477,80 100 1,57 1,082
Sephadex G-200 57 4, 77127230 57 0,11 43,36 42,1
TEAE-seliiloz 454 5,374 241,83 51 0,055 97,2 90,03

3. 4. Antik Insan kemiklerinden Total Alkalen Fosfataz ve Antik Fil Kemiginden
Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez Sonuclari

Antik insan kemiklerinden Sephadex G-200 jel filtrasyon ve TEAE-seltiloz iyon degi-
sim kromatografisi kullanilarak saflastirilan total alkalen fosfataz enziminin ve antik fil
kemiginden TEAE-selilloz iyvon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilan dis
periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz izoenzimlerinin saflifini
kontrol etmek ve varsa alt birimlerini belirlemek amaciyla SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi. Bunun igin 2. 5. 7.°de anlatildigr gibi hazirlanan kesikli SDS-
poliakrilamid jel elektroforezine numuneler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlari-

nin fotograflan ¢ekildi (Sekil 3. 4. a. ve Sekil 3. 4. b).
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1 2 3

Sekil 3.4.a. Sephadex G-200 jel filtrasyon ve TEAE-seliloz iyon degigim
kromatografisi ile saflastinlan antik insan kemiklerinden total alkalen
foafataz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi. 1 ve 3.
siitunda kemik homojenatinin, 2. siitunda ise saf enzimin olusturdugu

bantlarm gérillmektedir.
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1 2 3 4 5

Sekil 3.2.b. TEAE-selilloz iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilan antik fil kemi-
ginden dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz en-
ziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi. 1. siitiinda kemik
homojenatimn, 2, 3, 4 ve 5. siitunda ise sirasiyla saflagtirilan dig periferal,

sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz enziminin olugturdugu
bantlar gériilmektedir.
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3. 5. Antik Insan Kemiklerinden Total Alkalen Fosfataz ve Antik Fil Kemiginden
Dis Periferal, Sitozolik, i¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin Op-

timum pH Sonuglar

Antik insan kemiklerinden saf olarak elde edilen total alkalen fosfataz ve antik fil ke-
miklerinden saf olarak elde edilen dig periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen
fosfataz izoenzimlerinin optimum pH’sii belirlemek igin 2. 5. 8.’de anlatildig gibi
Olgtimler yapildi- Elde edilen sonuglarla 2. 5. 11°de anlatildig1 gibi aktivite hesaplandi
ve Aktivite-pH grafikleri ¢izildi. Her enzim igin ayri ayn yapilan islemlerin sonuglari

Sekil 3.5. 1., Sekil 3. 5. 2., Sekil 3. 5. 3., Sekil 3. 5. 4. ve Sekil 3. 5. 5.”de verilmistir.
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Sekil 3.5.1. Antik insan kemiklerinden izole edilen total alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi izerine pH’nin etkisi.
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14 7

Aktivite (mU)

Sekil 3.5.2. Antik fil kemiginden saflastirilan dis periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi tizerine pH nin etkisi.
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0,25 v

Aktivite (mU)

Sekil 3.5.3. Antik fil kemiginden izole edilen sitozolik alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi tizerine pH nin etkisi.
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Sekil 3.5.4. Antik fil kemiginden saflastirilan i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi lizerine pH nin etkisi.
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Aktivite (mU)
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Sekil 3.5.5. Antik fil kemiginden izole edilen integral alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi lizerine pH’nin etkisi.

3. 6. Antik Insan Kemiklerinden Total Alkalen Fosfataz ve Antik Fil Kemiginden
Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin Op-

timum Sicakhk Sonuclar

Antik insan kemiklerinden saf olarak elde edilen total alkalen fosfataz ve antik fil ke-
miklerinden saf olarak elde edilen dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen
tfosfataz izoenzimlerinin optimum sicakliklarini belirlemek i¢in 2. 5. 9.’da anlatildig:
gibi dl¢iimler yapildi. Elde edilen sonuglarla 2. 5. 11.’de anlatildigy gibi aktivite hesap-
tandr ve Aktivite-pH grafikleri ¢izildi. Her enzim igin ayri, ayri yapilan islemlerin so-
nuclart Sekil 3. 6. 1., Sekil 3. 6. 2., Sekil 3. 6. 3., Sekil 3. 6. 4. ve Sekil 3. 6. 5.°de veril-

mistir.
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Sekil 3.6.1. Antik insan kemiklerinden saflastirilan total alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi tizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 3.6.2. Antik fil kemiginden izole edilen dis periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi lizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 3.6.3. Antik fil kemiginden saflastirilan sitozolik alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi lizerine sicakligin etkisi.
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Sekil 3.6.4. Antik fil kemiginden izole edilen i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi iizerine sicakh@in etkisi.
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Sekil 3.6.5. Antik fil kemiginden saflastirilan integral alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi.

3. 7. Antik Insan Kemiklerinden Total Alkalen Fosfataz ve Antik Fil Kemiginden
Dis Periferal, Sitozolik, I¢ Periferal ve Integral Alkalen Fosfataz Enzimlerinin

Aktivitesi Uzerine Ca™ ve Tonocalsin Adl flacin Etkisi

Antik insan ve fil kemiklerinden ayri ayn saflastirilan alkalen fosfataz enzimlerinin

aktivitesi tizerine Ca" ve tonocalcin adlt ilacin etkisi incelenmistir.

Bunun igin 2. 5. 12.°de anlatildif1 gibi G¢ farkh konsantrasyon ve her bir konsantras-
yonda dort fakli hacimde aktivite olgimii yapilds. Bulunan degerlere gore 2. 5. 2.°de
anlatildifi gibi aktivite birimi hesaplanarak Aktivite-ul degerlerine gore grafik ¢izildi.

Her enzim igin ayri ayr gizilen grafik asagida verilmistir.
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Sekil 3.7.1. Antik insan kemiklerinden saflastinilan total alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi tizerine Ca™’nin etkisi.
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Sekil 3.7.2. Antik fil kemiginden izole edilen dis periferal alkalen fosfataz enziminin

R P . +2 . 5 o
aktivitesi tizerine Ca “’nin etkisi.
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Sekil 3.7.3. Antik fil kemiklerinden saflastirilan sitozolik alkalen fosfataz enziminin
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aktivitesi tizerine Ca’™'nin etkisi.
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Sekil 3.7.4. Antik fil kemiginden izole edilen i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi {izerine Ca *’nin etkisi.
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Sekil 3.7.5. Antik fil kemiginden saflastirilan integral alkalen fosfataz enziminin

DG . 2y . -
aktivitesi tizerine Ca*’nin etkisi.
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Sekil 3.7.6. Antik insan kemiklerinden izole edilen total alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi izerine tonocalsin adli ilacin etkisi.
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Sekil 3.7.7. Antik fil kemiginden saflastirilan dis periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi lizerine tonocalsin adli ilacin etkisi.
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Sekil 3.7.8. Antik fil kemiginden izole edilen sitozolik alkalen fostataz enziminin

aktivitesi tizerine tonocalsin adli ilacin etkisi.
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Sekil 3.7.9. Antik fil kemiginden saflastirilan i¢ periferal alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi {izerine tonocalsin adli ilacin etkisi.
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Sekil 3.7.10. Antik fil kemiginden izole edilen integral alkalen fosfataz enziminin

aktivitesi tizerine tonocalsin adl ilacin etkisi.
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3. 8. Viax ve Ky Degerlerinin Sonuglar:

2. 5. 11.’de anlatildig1 gibi her enzim icin ayri ayn Sl¢timler yapildi. Lineweaver-Burk

grafikleri cizilerek Va ve Ky degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 3. 9.”da verildi.

Tablo 3. 9. Antik insan kemiklerinden saflastirilan total alkalen fosfataz ve antik fil
kemiginden ayr ayri saflastirilan dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve

integral alkalen fosfataz enzimlerinin V . ve Ky sonuglart.

Enzimler V max (umol/L. dak) Ky (mM)
[nsan kemiklerinden total AP enzimi 6,29 x 10™ 940
Fil kemiklerinden Dis Periferal AP enzimi 1,97 x 107 113,5
Fil kemiklerinden sitozolik AP enzimi 5,05x 10" 211
Fil kemiklerinden I¢ periferal AP enzimi 5,5x 107 149
Fil kemiklerinden integral AP enzimi 7,8x 107 633
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3. 9. Jel Filtrasyon Kromatografisi Sonuglari

2. 5. 10.’da anlatildigi gibi her enzim igin ayri ayr1 jel filtrasyon kromatografisi islemi
yapildl. Bulunan degerler grafik edilerek, antik insan ve fil kemiklerinden saflastirilan
biitlin enzimlerin molekiil agirligi belirlendi. Sonuglar Sekil 3. 9. a.’da ve Sekil 3. 9.

b.’de verildi.

12,500
y=-0,0271x + 12,445

12,000 - R?=0,9779

11,500

11,000

10,500

LaMW

10,000

9,000

8,500 -

0,000 20,000 40,000 60,000 ' 80,000 100,000 120,000 140,000
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Sekil 3. 9. Antik insan ve kuzeydogu anadolu step filinin (elepH:as trogontherii-mamut)
kemiklerinden saflastirilan alkalen fosfataz  enzimlerinin  molekdil
agirhklarinin  belirlenmesinde kullanilan standart Jel Filtrasyon egrisi.
Sephadex G-150, 0, 05 M Na3PO4, 1 mM ditiyoentritol, pH: 7.0, (Ve:

Eliisyon hacmi, Vo: Kolonun bogluk hacmi)

Standart protein ..o MA (Dalton) Standart protein .....cveninenenns MA (Dalton)
MIEYOSIN vt 205000  B-Galaktosidaz........ccoiviiininnn, 116000
Fosforilaz B oo, 97400  Fruktoz-6-fosfat kinaz..........c.oooooei 84000
Sigir serum albumin........c.coooeennnn. 66000  Glutamik dehidrogenaz.....ccoccoenincnn. 55000
Ovalbumin ..., 45000  Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz ......... 36000
Karbonik anhidraz ... 20000 TripsSInOjen....ccccvviiiiiviniiiee 24000
Tripsin inhibitdr ..o 20100 a—Laktalbumin ... 14200

APROTININ.coeec it 6500
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TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada 6nce antik insan kemiklerinden total olarak alkalen fosfataz en-
zimi saflastinldi. Antik insan kemiklerinde aktif alkalen fosfataz enziminin var oldugu
belirlendi ve karakterize edildi. Insan kemiklerinden ¢ok daha yasli olan antik fil ke-
miklerinden alkalen fosfataz enzimi membran yiizeyine bagh (periferal), sitoplazmada
¢Oziinmils (sitozolik) ve membrana gdmiilil (integral) olmak tizere ayri ayri saflastirild.
[zoenzimlerin hepsinin aktif oldugu tespit edilip ayn ayr karakterize edildi. Calisma
sonuglart tartistimadan 6nce kullanilan yontemlerin segilis sebepleri soyle izah edilebi-

lir;

Alkalen fosfataz izoenzimlerinin jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi ile
saflastirilmasi sirasinda eliiatlardaki protein miktart 280 nm’de absorbanslari 6lgiilerek
belirlendi. Bu sekilde yapilan kantitatif tayin, proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve
triptofan amino asitlerinin s6z konusu dalga boyunda absorbans vermesine dayanmak-
tadir'?’ Saflastirilan enzim ¢ozeltileri mg seviyesinde elde edildiginden, bu ¢ozeltiler-
deki protein miktarlari coomassie-blue ydntemiyle belirlendi. Bu ydntemin hassasiyeti
(1-200 pg) daha iyi olup daha az reaktif gerektirmektedir. Ayni zamanda her defasinda

standart ¢alisma gerektirmeyen bir yontemdir.

Aktivite tayininin esast; alkalen fosfatazin fosfat monoesterlerinin hidrolizine dayan-
maktadir. Substrat olarak se¢ilen bilesik, enzim katalizorliigiinde hidroliz olduktan son-
ra belirli bir dalga boyunda absorbans veren p-nitrofenilfosfat esteridir. Bagka
substratlarla da aktivite tayini yapilmakla beraber en ¢ok kullanilan p-
nitrofenilfosfatti’™ ', Kullamlan bu yontem diger yontemlere gore daha pratiktir. Ay-

rica aktivite tayini i¢in ticari olarak hazirlanmis p-NPP ve Tris tabletleri satilmaktadir.

Aragtirma siiresince spesifik aktivite, optimum pH:, optimum sicaklik, V. ve Ky tayi-

ninde ve inhibitdrlerin etkisinin incelenmesinde bu yontem kullaniimistir.

Insan ve fil kemiginden alkalen fosfataz enzimi énce molekiil biiyiikliigii esasma daya-

narak saflagtirild. Bunun icin Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi kullanildi.
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Kemik alkalen fosfatazinin saflagtinilmas: ile ilgili biitlin literatiirlerde Sephadex G-200
jeli kullanilmigtir. Saflagtirmanin ikinei basamaginda iyon degisim kromatografisi uy-
guland1. Anyon degistirici olarak trietilaminoetil kullanildi. Boylece negatif yiikli pro-
teinler kolonda tutularak yiiklere gore ayrim yapildi. Destek materyali olarak iyi akis
ozelligine sahip seliloz segildi. SDS-poliakrilamid jel elekroforezi ile olduk¢a saf bir

sekilde elde edildigi anlasild1.

Vimax ve Ky degerlerinin bulunmasinda Linweaver-Burk grafikleri kullamldi. Bu yéntem

hemen hemen biitiin calismacilar tarafindan kullanilmaktadir®.

Saf olarak elde edilen enzimlerin molekiil agirhiklarmin tayin edilmesinde ise jel

filtrasyon kromatografisinden yararlamld:.

Jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisinden yardimiyla antik insan kemiklerinden
saflagtirilan total alkalen fosfataz enziminin aktivite-absorbans grafigi sirasiyla Sekil 2.
3. a., Sekil 3. 2. b.’de verilmistir. I. saflastirma basamagi jel filtrasyon ve II. saflagtirma
basamagi iyon degisim kromatografisi ile fil kemiklerinden saflagtirilan dig periferal,
sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz izoenzimlerinin aktivite-absorbans
grafikleri sirastyla Sekil 3. 3. a., Sekil 3. 3. b., Sekil 3. 3. ¢. Sekil 3. 3. d., Sekil 3. 3. e.,
Sekil 3. 3. f, Sekil 3. 3. g ve Sekil 3. 3. h’de verilmistir. Ayrica saf enzim ve
homojenatlar i¢in spesifik aktiviteler hesaplanarak saflagtirma tablolart ¢ikaridmistir.
Tablolara bakildiginda total AP enziminin 92,34 kat (Tablo 3.1), antik fil kemiklerinden
dis periferal AP enziminin 81,1 kat (Tablo 3.2), sitozolik AP enziminin 76,5 kat (Tablo
3.3), i¢ periferal AP enziminin 68,04 kat (Tablo 3.4) ve integral AP enziminin 89,8 kat

(Tablo 3.5) saflagtinlldigr goriilmektedir.

Saf olarak elde edilen antik insan ve fil kemiklerinden AP enziminin optimum pH de-
gerleri ve aktif olduklan pH araliklarida belirlenmistir. Sekil 3. 5. 1.’de goriildigt gibi
antik insan kemiklerinden saflastirilan total alkalen fosfataz enziminin optimum pH’st 9
ve aktif oldugu pH araligi ise 6-10,5 arahgidir. Antik fil kemiklerinden dis periferal,

sitozolik, i¢ periferal ve integral AP izoenzimlerinin (Sekil 3. 5. 2., Sekal 3. 5. 3., Sekil

3.5.4., Sekil 3.5, 5) optimum pH’lar 8,5 olarak bulunmugtur. Aktif olduklart pH ara-
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hiklan ise dis periferal 6-10,5, sitozolik 4-5,5 ve 6,5-11, i¢ periferal 4-5 ve 6-11 ve

integral 4-11 olarak bulunmustur.

Antik insan kemiklerinden saflastirilan total AP enziminin Sekil 3. 6. 1.’de goriildiigii
gibi optimum sicakligi 45 °C’dir. Enzimin 0 °C’den 90 °C’ye kadar aktiftir. Antik fil ke-
miklerinden dis periferal AP enziminin (Sekil 3. 6. 2) maksimum aktivite gdsterdigi
sicaklik 0 °C’dir. Sitozolik AP enziminin (Sekil 3. 6. 3) maksimum aktivite gésterdigi
sicaklik 5 °C’dir. I¢ periferal AP enziminin (Sekil 3. 6. 4) maksimum aktivite gosterdigi
sicakhk 35 °C’dir. Integral AP enziminin (Sekil 3. 6. 5) maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik 10 °C’dir. Izoenzimlerin dérdiide 0 °C’den 90 °C’ye kadar aktivite gosterdigi

bulunmustur.

Antik insan kemiklerinden saflastirilan total AP enziminin aktivitesi tizerine Ca™ (Sekil
3. 7. 1) ve tonocalsinin (Sekil 3. 7. 6) li¢ farkli konsantrasyonda etkisi incelenmistir.
Ca™nin 107 M konsantrasyonda enzimi aktive ederken 10 M ve 10 M ¢ok azda olsa
inhibe etmistir. Tonocalsin ise 10 [U/ml ve 0,1 TU/ml’de inhibe etmis olup, 1 TU/ml’de
aktive etmistir. Ca™ 10™ M ve 10°® M konsantrasyonda 100 ul’de inhibisyon yaptigi,
200 ve 300 pl’de ise enzimi aktive ettigi ve 400 ul’de enzimi tekrar inhibe ettigi gortil-
miistiir, Tonocalsinin en diisiik konsantrasyonunda (0,1 IU/ml) 100 ve 300 ul’de enzi-

min aktive oldugu ve 200 ve 400 pl’de ise enzimin inhibe oldugu bulunmustur.

Antik fil kemiklerinden saflagtinlan dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral
alkalen fosfataz enzimlerinin aktivitesi tizerine Ca*? iyonunun 102 M, 10™ M ve 10°M
olmak tizere i¢ farkli konsantrasyonda etkisi incelenmistir. Ca™ iyonunun her ti¢ kon-
santrasyonda da sitozolik (Sekil 3. 7. 3) ve dis periferal (Sekil 3. 7. 2) AP
izoenzimlerinin aktivitelerini artirdigi bulunmustur. I¢ periferal (Sekil 3. 7. 4) AP enzi-
minin 107 M ve 10 M aktive ederken 10 M ¢ok azda olsa inhibe eder. Son olarak
integral (Sekil 3. 7. 5) AP enzimini 10* M ve 10° M’de aktive etmistir. 107 M’de ise
inhibe etmistir. I¢ periferal AP enziminin 10 M konsantrasyonda 100 ul’lik hacimde

oldukca aktive etmis ve hacim artikca inhibisyon etkisi gostermistir. Integral AP enzi-
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minin 10 M konsantrasyonda 100 ul’lik hacimde aktiviteyi artirmus ve 200 ul’lik ha-

cimden sonra hacim artarken inhibisyon etkisini artirmistir.

10 IU/ml, 1 IU/ml ve 0,1 TU/ml’lik konsantrasyonlarda tonocalsinin antik fil kemikle-
rinden AP izoenzimlerinin aktiviteleri {izerine etkisi incelenmistir. Tonocalsin her iig¢
konsantrasyonda da dis periferal (Sekil 3. 7. 7), sitozolik (Sekil 3. 7. 8), i¢ periferal (Se-
kil 3. 7. 9) ve integral (Sekil 3. 7. 10) AP izoenzimlerinin aktivitelerini artirmistir.
Sitozolik AP enziminin ise 10 [U/ml ve 1 IU/ml konsantrasyonda aktive ederken 0,1
[U/ml’de inhibe etmistir. Dis periferal AP enzimi 10 IU/ml ve 1 IU/ml 6nce inhibe ol-
muslar ve hacim arttik¢a bu etki kaybolmustur. I¢ periferal ve integral AP enzimi ise her
¢ konsantrasyonda 6nce azda olsa inhibe olmuslar sonra hacim arttik¢a aktivitelerini

kazanmuislar,

Antik insan kemiklerinden saflastirilan total AP enziminin Vi, ve-Ky degerleri sira-

siyla 6,29 x 10 1 mol/L. dak., 940 mM olarak bulunmustur.

Antik fil kemiklerinden saflastirilan dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral
alkalen fosfataz enzimlerinin V¢ degerlen sirasiyla 1,97 x 107 u mol/l.dak., 5,48 x 107
pmol/l.dak., 2.5 x 107 umol/l.dak. ve 7,8 x 107 umol/l.dak. olarak bulunmustur. Ky
degerleri ise yine swasiyla 113,5 mM, 211mM, 149 mM ve 633 mM olarak

bulunmustur,

Antik insan ve fil kemiklerinden saflastinlan alkalen fosfataz izoenzimlerinin molekdil
agirliklari, jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak belirlendi. Antik insan kemiklerin-
de molekiil agirhigi 191.980 ve 58.070 dalton olan alkalen fosfataz aktivitesine sahip iki
proteine rastlanmustir ve literatiir bilgisine uygundur'®. Antik fil kemiklerinden saflagti-
rilan dis periferal, sitozolik. i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz izoenzimlerinin

molekiil agirliklart ise 160.000 dalton olduklart bulunmustur.

Bu sonuglar gz ontine alindifinda, insan ve fil kemiklerinden saflastuilan alkalen

fosfataz enzimleri i¢in;
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Antik insan kemiklerinden saflastirilan alkalen fosfataz enziminin optimum
sicakligi 35 °C,

Optimum pH’s1 9,

Vimax degeri 6,29 x 107 pmol/l.dak., Ky degeri ise 940 mM olarak bulunmustur.
Ca™ ve tonocalsin enzimin aktivitesini genel olarak azaltmistir.

Antik insan kemiklerinde alkalen fosfataz aktivitesine sahip ve molekiil agir-
liklart 191.980 ve 58.070 dalton olan iki protein bulunmustur.

Antik fil kemiklerinden saflastirilan dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve
integral alkalen fosfataz enzimlerinin optimum stcakliklart 0 °C, 5 °C, 35 °C ve
10 °C,

Optimum pH’lar1 dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve integral alkalen fosfataz
enzimlerinin hepsi i¢in 8,5,

Vmax degerleri sirasiyla 1,97 x 107 p mol/l.dak., 5,48 x 10 pmol/l.dak., 2,5 x
10 pmol/l.dak. ve 7,8 x 107 umol/l.dak. iken Ky degerleri ise yine sirasiyla
113,5 mM, 211 mM, 149 mM ve 633 mM olarak bulunmustur.

Ca'? ve tonocalsin izoenzimlerin aktivitesini genel olarak artirmistir.

Antik fil kemiklerinden saflastinlan dis periferal, sitozolik, i¢ periferal ve
integral alkalen fosfataz izoenzimlerinin molekiil agirliklart 160.000 dalton o-

larak bulunmustur.
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