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GIRIS VE AMAC

Enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi lizerinde degisik faktérler, degisik et-
kiler ortaya ¢ikabilmektedirler. Ortaya ¢ikan bu etkiler ise, bazan pratik kullamim
acisindan veya bazi yeni aragtirmalara yon vermek bakimindan kullanigli olabil-
mektedir. Boyle kullanigh bilgilerin elde edilebilmesi icin de enzimlerle ilgili ki-

netik caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, degisik kaynaklardan izole edilen asit
fosfataz enziminin, farkli Ozellikler gosterdigi, yani pek ¢ok izoenziminin varol-
dugu gosterilmigtir. Dolayisiyla degisik dokularda yapilacak yeni saflagtirma
islemleri, enzimin yapisti ve Ozelliklerinin aragtinlmasi ile daha Onceki

caligmalardan elde edilen verilerle kargilagtirilmasinin uygun olacafim diigiindiik.

Asit fosfataz enzimi ile ilgili ¢aligmalar 1920°li yillardan giinlimiize kadar
yapilagelmistir. Pek ¢ok canh tiiriiniin degigsik organ ve dokularinda enzimin
degisik formlann bulunmakta ve bu formlar farkli Ozellikler gostermektedir.
Giinimiize kadar yapilan caligmalarla bu formlarn farkli ozellikleri ortaya kon-
maya caligilmis ve bu caligmalardan elde edilen bilgilerden de klinikte teshis ve

tedavi amaciyla ve laboratuvarlarda yeni aragtirmalarda yararlaniimaktadir.

Ancak asit fosfataz ile ilgili olarak 70 yildan beri yapilan bunca galigmaya
ragmen bugiin hald enzimlerin tabil substrati bilinmemektedir. Bu sebeple
hakkinda ¢ok fazla ¢aligma yapilmis olmasina ragmen hald bu enzimle ilgili yeni

caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Biz bu cahgmamizda asit fosfataz enzimini sifir dalagindan Kkismen

saflagtirarak, fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerini incelemeyi amagliyoruz.



GENEL BILGILER

Fosfatazlar fosforik asit esterlerinin hidrolitik pargalanmasini katalizleyen en-
zimlerdir. Optimal aktivite gosterdikleri pH bolgesine gore asit fosfatazlar ve al-

kali fosfatazlar olmak {izere ikiye ayrilirlar (10, 24).

Asit fosfataz ismi optimal aktiviteleri pH 7’nin altinda olan biitiin fosfataz-
lar1 ihtiva eder. Dolayisiyla bu isim, belirli bir enzim cesidinden ziyade birbirine

benzer veya iligkili enzimléri ihtiva eden bir gruba aittir (71).
SISTEMATIK ADLANDIRILMASI VE KATALIZLEDIGI REAKSIYON

Asit fosfataz enziminin sistematik adi; ortofosforik monoester fosfohidrolaz,

asit optimum, (EC 3.1.3.2)’dir. Genel reaksiyonu:
R - OPO, + akseptor — R - OH + akseptdr - PO,

seklinde yazilabilir (11). Buradaki R enzimin substratlarindan herhangi biri olabi-
lir. Bugiine kadar, enzimin agik¢a ifade edilen spesifik fizyolojik bir substrati
kesin olarak belirlenememistir (11). Olgiim igin substrat olarak degisik bilesikler
kullamlmigtir. Bu bilegiklerin segilis sebebi ise genellikle reaksiyon diriiniiniin ko-

lorimetrik ve florometrik tekniklerle kolayca tayin edilebilir (11).

Asit fosfataz, fosfomonoesterlerin biiyiik bir béliimiinden ve fosfoproteinler-
den inorganik fosfat’t ayirir. Cesitli kaynaklardan izole edilen Asit fostataz en-
zimleri pirofosfat baglarina da etki etmektedir. Mesela sigir dalagindan izole edi-
len enzim PP, ATP ve ADP’yi hidrolize edebilir (7).



ASIT FOSFATAZ ILE ILGILI CALISMALARIN TARIHI GELIiSiMi
VE ENZIMIN BULUNDUGU YERLER

Martland ve arkadaglart 1924 yilinda eritrositlerde bir fosfataz akitvitesi
oldugunu bildirmiglerdir. Daha sonra Roche eritrositlerdeki fosfatazin optimum
pH’larinin 6,0-6,2 ve lokositlerdekinin 8,8-9,0 oldufunu tespit etmigtir. Roche
ayrica eritrosit ekstraktlari tarafindan o-gliserofosfatin B-gliserofosfattan daha hizli
pargalandigim1 buna karsilik plazmadaki asit fosfataz aktivitesi i¢in bunun aksinin
gerceklestifini gosterdi. Kutscher ve Wolberg erkek idrarindaki asit fosfataz akit-
vitesinin kaynagini aragtirirken asit fosfataz aktivitesinin insan prostatinda ¢ok
yilksek oldugunu buldular. 1942°de Woodard tarafindan prostattaki asit fosfataz
aktivitesinin kemik, karacifer ve bobrek ekstraktlarindakinden bin kat daha fazla
oldugu gosterildi. 1968 yilinda Igarashi ve Hollander sigan karaciferinden asit
fosfataz1 izole ederek belirli sartlarda aktivitenin allosterik kontroliiniin miimkiin

olabilecegini gosterdiler (33).

Asit fosfataz, tabiattaki canlilarin hemen hemen tamaminda yaygin olarak
bulunmaktadir. Yapilan ¢egitli calismalarda aragtincilar insan ve hayvan
hiicrelerinin biiyiikk c¢ofunlugunda, arpa ve badem gibi bazi bitkilerin tohum-
larinda, turunggillerde, mantarlarda ve bakterilerde bu enzimin bulundugunu bil-

dirmiglerdir (10, 33).

Tablo 2.1’de bazi asit fosfatazlarin ilk bulundugu yerler gosterilmigtir (33).



Tablo 2.1. Bitki ve Hayvan Kaynakli Bazi Asit Fosfatazlarin Bulundugu Yerler

Nonspesifik Asid Fosfomonoesterazlarin Bulundugu Yerler

Insan ve Hayvanlardan

Prostat glandi (Insan ve maymun)

Bobrek
Karaciger

Dalak

Eritrositler

Kan Plazmasi
Diger Kaynaklar
Kiifler

Mayalar

Tohumlar (Badem, arpa)

Turunggiller

Bakteriler (Stafilokok, E. Coli)

Kutscher ve Wolberg (1935)
Kutscher ve Pany (1938)
Siebert ve arkadaglann (1955)
Perlmann ve Ferry (1942)
Bamann ve Diederichs (1935)
Bamann ve Diederichs (1935)
Abul Fadl ve King (1949)
Fishman ve Davidson (1957)

Uzawa (1932)

Bamann ve Meisenheimer (1936)
Albers ve Albers (1935)

Liivers ve Malseh (1929)

Schaeffner ve Krumey (1938)
Waldschmidt-Leitz ve Mayer (1935)
Joyce ve Grisolia (1960)

Axelrod (1947)

Malveaux ve San Clememente (1969)
Rothschild (1965, 1966, 1967)

Asit fosfataz eritrositler diginda biitiin hiicrelerde mevcut bir organel olan

lizozomlarda bulunur (4, 10, 71). Elektron mikroskobik immiinositokimyasal

caligmalar sican karacigerindeki asit fosfatazin lizozomal membranin i¢ yiizline ve



lizozomal matriksteki materyal kiimelerine asosiye oldugunu ortaya koymustur
(71). Enzim eritrositler ve trombositlerde dc Onemli miktarda bulunur (11, 71).
En ¢ok bulundugu yer ise prostattir. Saglikli bir erkekten alinan kandan elde edi-
len serumdaki asit fosfataz enziminin 1/3 ila 1/2’si prostat kaynaklidir. Saglikhi
erkeklerin serumundaki asit fosfataz’in geri kalan kismu ile saglikli kadinlarin se-
rumundaki asit fosfatazin kayna$i bilinmemektedir. Fakat bunun kaynaginin
kemigin osteoklastlar1 olduguna dair deliller vardir (73). Bir bagka kaynakta ise
saglikli bireylerin serum veya plazmasindaki mevcut enzimin ¢ogunlufunun trom-

bosit turnover’inden geldiginin diigliniildiigt bildirilmektedir (11).

Bunlardan bagka enzimin c¢ok bulundufu yerler arasinda karaciger, dalak,
siit, kemik (osteoklastlar), 16kositler, seminal sivi sayilabilir (10, 11, 60, 71).
Ayrica enzimin, pankreas, testisler, bobrekler, akciferler, barsaklar, bobrek iistii
bezleri, iskelet kasi, overler, timus, kalp kasi, paratiroidler, uterus, safra kesesi,
deri gibi dokularda da bulundugu bilinmektedir (10, 60, 71). Insan prostatinda
difer dokulardakinden birka¢c ylz kat daha fazla asit fosfataz aktivitesi bulunmak-
tadir (13).

ASIT FOSFATAZ’IN iZOENZIMLERI

Asit fosfataz’in tabii formu, mol afirhigi yaklasik 100000 - 125.000 olan
bir dimerdir. Enzimi, yapi olarak birbirinin aym 2 alt birimden meydana
gelmigtir. Enzime kompleks bir karbonhidrat olan sialik asit molekiillerinden
birka¢ tanesi baglanmugtir. Proteine bagli olan sialik asit molekiillerinin sayisinin

izoenzim fraksiyonunun belirlenmesini sagladigt saniimaktadir (11).

Halen tam olarak ka¢ asit fosfataz izoenziminin var oldugu konusunda
kesin bir fikir birli§i yoktur (11). Yapilan aragtirmalarda elektroforez ile serumda
3, cesitli organ ve d;)kulz_lrda 17 kadar asit fosfataz izoenzimi bulunmustur (10).

Poliakrilamid jel elektroforezi ile yapilan bir g¢aligmada plazmada 5 izoenzimi tes-



bit edilmigtir (60). Bagka bir kaynaga goére ise nigasta jeli, poliakrilamid jel ve
diger ayirma ortamlari kullanilarak yapilan elektroforez ¢aligmalarinda maksimum

8 izoenzim formunun varhigi gosterilmigtir (11).

Bu izoenzimler arasindaki fark, izoenzimlerin bir kismi igin sahip olduklan
farkli protein yapilarindan kaynaklanir. Diger kismi igin ise farklillk proteine
bagli olan sialik asit molekiillerinin sayisina baglidir. Bu ikinci durumda
molekiiliin karbonhidrat kismi aynldifinda geriye kalan protein, bazi izoenzimler-

de birbirinin aymdir (11).

Degisik hastaliklarda serum asit fosfatazindaki artig degisik izoenzimlere
bagli oldufundan artigin hangi izoenzimden kaynaklandifini tesbit etmek teghis
bakimindan Onemlidir. Bu sebeple degisik izoenzimlerin serumdaki tayini igin
bazi teknikler geligtirilmigtir. Bu teknikler kimyasal metodlar, elektroforez ve RIA

(Radioimmunoassay) olarak siralanabilir (11).

Prostat Asit Fosfatazi: Saglikli bir erkegin serumunda bulunan asit fosfa-
tazin 1/3 ild 1/2’si prostat kaynaklhidir (11, 71). Prostat asit fosfatazi tartarat
tarafindan kuvvetle inhibe edilir (11, 13, 60, 71). Bununla birlikte bu, aynm igin
tam olarak giivenilir degildir. Ciinkii trombositler ve l6kositlerde bulunan izoen-
zim fraksiyonlar1 da biiyiikk oranda tartarat tarafindan inhibe edilir (11). Bunlar
clektroforezde  orijinden  bliylik oranda  uzaklaganlardandir.  Elektroforez

caligmalarina gére en az iki prostat kaynakh izoenzim formu vardir (11).

Ayrica prostat kaynakli asit fosfatazin olglimiiniin RIA ile de yapilmasi
miimkiindiir (11).

Eritrosit Asit Fosfatazi: Asit fosfatazin eritrositlerdeki aktivitesi relatif ola-
rak, retikiilositler ve eritroblastlardan daha azdir. Alti fenotipli bir genetik poli-

morfizm gosteren 3 izoenzimi bilinmektedir. Eritrosit enzimi, «-naftilfosfatin



parcalanmasinda zayif tesir gosterir. Formaldehit ve bakir iyonlan tarafindan inhi-
be edilir. L-tartarat tarafindan ise inhibe edilmez (60, 71). Ayrica elektroforez’de

orijinden hareket etmez (11).

Trombosit Asit Fosfatazi: Kaninn pihtilagmasi esnasinda plazmaya verilir.
Bu enzim oncelikle B-gliserofosfat substratini pargalar, p-nitrofenilfosfat ve o-
naftil fosfat substratlarina da tesir eder. Formaldehit ile inhibe edilir (60). Ayrica

tartaratin da inhibitor etkisi vardir (11).

Kemik Asit Fosfatazi: Sadece kemik hastaliklarinda degil, bilhassa meme
karsinomlarinin metastazinda, paget hastalifinda ve hiperparatiroidide bu asit fos-
fataz izoenziminin yiikseldigi g6zlenmigtir. Enzimin kayna$i daha ziyade osteok-
lastlardir. Kemik asit fosfatazi en c¢ok fenilfosfat ve o-naftilfosfat substratlarina
spesifiktir. L-tartarat tarafindan inhibe edilmez (60). Elektroforezdeki mobilitesi

fazladar.

Gaucher Asit Fosfatazi: Bu izoenzim Gaucher hiicrelerinin lizozomlarinda
lokalize olmugtur. Retikiilositlerde de bulunur. Bir lipidoz olan Gaucher has-
talifinda bulunan serum asit fosfatazinin kaynagi izah edilememigtir. Bu izoenzi-
min dalaktan kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir. Bu izoenzim L-tartarat
tarafindan inhibe edilemez (33, 60).

Lokositlerde bulunan izoenzim fraksiyonu da tartarat tarafindan biiyiik oran-

da inhibe edilir (11).
ASIT FOSFATAZ OLCUMUNDE KULLANILAN SUBSTRATLAR

Asit fosfatazin fizyolojik rolii bilinmedigiden, enzimin plazma veya diger
materyallerdeki tayini giiclesmektedir. Bu sebeple de enzimin biyokimyasal fonk-

siyonlarin1 en iyi gekilde ortaya koyacak spesifik bir substrat bulunamamigtir. Es-



kiden beri kullanilan substratlar olglim kolaylhigi gibi sebeplerden dolayr tercih
edilmektedir (11).

Kullanilan substratlarin bazilarni Tablo 2.2°de gosterilmistir (11).

Tablo 2.2. Asit Fosfatazin Substratlan

ACP’nin Substratlari

Reaksiyon Adi Kullanilan Substrat Yorum
Bodansky Beta-gliserofosfat Uzun bir olgiim, Nonspesifik
Gutman, King-Armstrong | Fenilfosfat Nonspesifik
Hudson p-nitrofenilfosfat Hizli, nonspesifik
Babson ve Reed Alfa-naftil fosfat Az duyarli
Roy Timolftalein mono Prostatik form i¢in daha

fosfat spesifik
Rietz, Guilbault 4-metilumbeliferon Floresan, kismen duyarh
ﬁ fosfat

Asit fosfataz icin spesifik bir substratin bulunmayigi, literatiirde farkli farkh
iinite tariflerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Unite tarifleri uygulanan
substrata, Olgiillen iriine, reaksiyon siiresine, sicaklifa, tampona ve reaksiyon sis-

teminin pH’ina gore degisir (11).

Asit fosfataz oOlciimlerinde en ¢ok kullanilan substrat p-nitrofenil fosfattir.
Uriin (p-nitrofenol), alkali ¢dzeltide, parlak sart bir renk verdigi icin hidroliz
miktarinin Slglimii olduk¢a dogrudur. inkiibasyon periyodunun sonunda baz ilavesi
reaksiyonu durdurur ve pH’yr alkali tarafa kaydirir. Olugan p-nitrofenolat anyonu
410 nm’de kuvvetli bir absorbsiyon verir (11). Bu reaksiyon Sekil 2.1°de
goriilmektedir.



A oH

KISIO POy Asit fosfataz__ O 4+ roe
0N 5

ON

p-Nitrofenil fosfat p-Nitrofenol

(renksiz)
B .07
<7 . OH C) ©
( )j OH" —_— : oo
ON" + - oA
2

p-Nitrofenolat anyonu

-Nitrofenol
P (sar)

Sekil 2.1.

Asit fosfataz Olgliminiin en Onemli amaci prostat karsinomunu aragtirmak
oldugu igin aragtirmacilar, eskiden beri bu izoenzime duyarli spesifik bir substrat
bulmaya galigmiglardir. Onceleri alkali fosfataz &lglimiinde kullanilan timolftalein-
monofosfat, daha sonra asit fosfataz Slglimiinde de kullamilmaya baglanmigtir. Bu
substrat, prostatik asit fosfataz igin oldukga yitksek derecede bir spesifiklik
gosterir. Diger izoenzimlerle- diiglk oranda hidroliz gdriliir. Timolftalein monofos-
fatin yapis1 p-nitrofenilfosfata gére ¢ok daha komplike olmasina rafmen, iiriiniin
rengi bazik ¢Ozeltideki aym tip fenolat anyonu olugumu neticesinde ortaya gikar.
Uriin (timolftalein) 590 nm’de kuvvetli bir absorpsiyon verir. Absorbansin 590
nm’de Ol¢lilmesi hemoglobin veya bilirubinin absorbansina bagh interferans riski-
ni de ortadan kaldinr. Ciinkdi hemoglobin ve bilirubin 410-450 nm aralifinda

kuvvetli absorpsiyon verirler (11).
ASIT FOSFATAZIN BAZI OZELLIiKLERI

Serum asit fosfotaz degerleri yaga gore degigir. Yenidofanlardaki asit fosfa-
taz  deferleri  erigkinlerdekinin 2-3 katt kadardir. Cocukluk déneminde
erigkinlerinkinden belirgin gekilde yiiksek olarak devam eder. Erken adolesans

doneminde seviye diismeye baglar ve 20 yagindan once erigkin seviyesine iner.



Bundan sonra asit fosfotaz aktiviteleri erigkinlik donemi boyunca degigsmeden
kalir. Enzimin referans degerleri kullanilan metoda gore degigir. Eger kullanilan
substrat fenolftalein monofosfat ise erigkin referans degeri 0,5-1,9 U/L’dir. Subs-
trat p-nitrofenilfosfat ise BEssey—Lowry-Brock metoduna gore referans deger 1-12
U/L dir (11).

Degisik asit fosfatazlarin optimum pH’lan1 kaynaklandiklari dokuya ve enzi-
min etkili olduBu substrata gére degisir (71).

Asit fosfotazlar o&zellikle 37°C’nin iizerindeki sicakliklarda ve 7,0°nin
lizerindeki pH seviyelerinde stabil degildirler (71). Serumdaki bazi enzim form-
lan1, oOzellikle prostatik fosfataz labildir (25, 73). Enzim oda sicaklifinda, pihti
ayrilmamgsa birkag saat stabil kalabilir. Eger pithti ayrilmigsa aktivitesini hemen
kaybeder (11). Oda sicaklifinda bir saatte asit fosfataz aktivitesinin % 50’si kay-
bolur. Serum numunesinin sitratla pH 6,5’un altinda saklanmasi enzimin stabil

kalmasini saglar (13, 25, 71).

Prostat kanserinin teshisinde ve izlenmesinde yiikselmig serum asit fosfataz
seviyesinin klinik dnemi sebebiyle prostatik ve non-prostatik formlannin ayirt edi-
lebilmesi arzu edilen bir durumdur (71). Prostatik asit fosfataz tartarat iyonlari
tarafindan kuvvetle inhibe edilir. Eritrosit izoenzimi ise inhibe edilmez (10, 11,
13, 60, 71). Eritrosit asit fosfatazi formaldehit ve Cu** iyonlan tarafindan inhibe
edilir. Prostatik asit fosfataz ise bunlara kargt direnglidir. Dolayisiyla bu inhi-
bitdrler prostat ve eritrosit kaynakh asit fosfataz izoenzimlerinin ayrilmasim
saglarlar (10, 13, 71). Bununla birlikte o6zellikle tartaratla yapilan ayirma tam
olarak giivenilir degildir. Ciinkii trombositler ve l6kositlerde bulunan izoenzim
fraksiyonlar1 da tartarat tarafindan yiiksek oranda inhibe edilirler (11). Prostat ka-
ynakli enzim aynca bazi 2-hidroksi karboksilik asitler tarafindan da inhibe edil-
mektedir (7). Normal serumdaki asit fosfatazin florlir iyonlanyla inhibe edildigi
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bildirilmektedir (10, 11). Kan numunesi alinirken uygun bir antikoagiilanin segimi
Onemlidir. Ciinkii hem oksalat, hem de heparin enzim aktivitesinde diiglise sebep
olurlar (11). Sigir bobrek korteksinden saflagtirilan asit fosfataz enzimi civa ve
giimiis katyonlan tarafindan inhibe edilmektedir (22). insan prostatindan elde edi-
len Asit fosfataz’in p-nitrofenilfosfat ve B-gliserofosfat substratlar tizerindeki akti-

vitesi 10 mM malonat tarafindan inhibe edilmektedir (77).

Bazi mantarlardan elde edilen asit fosfataz, Mg iyonlarina ihtiya¢ duymakta
ve Ca iyonlar1 tarafindan inhibe edilmektedir (77). Polifloretinfosfat prostatik asit
fosfatazi inhibe etmektedir (77). Aymi enzim {izerinde poliestradiolfosfat daha
fazla inhibitdr etki gostermektedir (77). Bu enzimi arjinatda kuvvetle inhibe et-
mektedir (77). 1 mM o-iodosobenzoat insan eritrositlerindeki asit fosfatazi inhibe
ettifi halde, 10 mM o-iodosobenzoat insan prostat asit fosfatazi {izerinde inhibit6r
etki gostermemektedir. B6brek asit fosfatazi arsenikli bir organik bilesik olan Le-

wisite tarafindan inhibe edilmektedir (78).

Kato ve arkadaglari sican kemiginden elde ettikleri asit fosfatazin amonyum
molibdat sodyum floriir ve bakir siilfat tarafindan inhibe edildigini, buna
kargilk Fe't? iyonlari, askorbik asit, sistein, ditiothretiol ve 2-merkaptoetanol
tarafindan  aktiflestirildigini  bildirmiglerdir (40). Hara ve arkadaglan sigan
dalagindan elde edilen asit fosfataz enziminin Fe*2 iyonlart ve askorbik asit

tarafindan aktive edildigini gostermiglerdir (26, 27).

Vincent ve arkadaglar1 sifir dalagindan saflagtirdiklart mor (purple) asit fos-
fatazla yaptiklan kinetik caligmalarda degisik inhibitorlerle cesitli inhibisyon tiple-

rinin varlifim goéstermigledir (73).

Schindelmeiser ve arkadaglarn Tip I Gaucher hastalifi olan 3 yagindaki bir
cocugun dalagindan elde ettikleri biyopsi materyalinden tartarata direngli purple

asit fosfatazi izole ederek immiino ve sitokimyasal analizini yapmiglardir (65).
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Waymack ve Van Etten, bugday tohumu asit fosfatazinin homojen izoen-

zimlerini saflagtirarak bazi 6zelliklerini aragtirmiglardir (18).

Kubicz ve arkadaglann kurbaga karacigerinden elde ettikleri diigikk molekiil
agirlikli asit fosfataz izoenzimlerinin oligosakkaritlerin bagh oldufu yan zincirleri-

nin birbirinden farkli olduklarini gdstermiglerdir (42).

Schell ve arkadaglari Trypanosoma Bruceiden tartarata duyarli bir asit fosfa-

taz saflagtirarak Ozelliklerini aragtirmuglardir (63).

Panara ve arkadaglari arpa kokiinden asit fosfatazi saflagtirarak bazi kinetik

Ozelliklerini incelemiglerdir (57).

Dissing ve Svensmark, insan eritrosit asit fosfatazimi saflagtirarak A, B, C

izoenzimlerinin &6zelliklerini aragtirmiglardir (15).

Panara ve arkadaglan kurbafa (Rana esculenta) karacigerinden asit fosfatazin
degisik formlarini saflagtirarak hiicre ici lokalizasyonlarini, molekiil agirliklarm,

optimum pH’larini, substrat ve inhibitorlerini incelemiglerdir (54).

Stepan ve arkadaglar1 hairy-cell 16semili bir hastanin dalagindan asit fosfataz
tip 5°in tartarada direngli iki alt grubunu saflagtirarak N-terminal diziligini
gostermiglerdir (68).

Anderson ve Toverud sican karacierinden, Lau ve arkadaglan sifir kara-
cigerinden asit fosfatazi -saflagtirarak iskelet asit fosfatazinin gesitli 6zelliklerini

incelemiglerdir (1, 44).

Gieselmann, Ketcham, Waheed ve arkadaglari insan plasentasindan asit fos-

fataz1 saflagtirarak cesitli fizikokimyasal 6zelliklerini incelemiglerdir (23, 41, 75).
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Himeno ve arkadaglan sican karacieri lizozomlarindaki asit fosfatazi
saflagtirarak lokalizasyonunu ve fizikokimyasal 6zelliklerini incelemiglerdir (30,

31, 32).

Janska, Kubicz ve arkadaglari, kurbaga, sazan ve yayin balifi karacigerinden
asit fosfataz enzimini saflagtirarak termostabilitesini, karbonhidrat kompozisyonu-
nu, cesitli inhibitér ve aktivatdrlerin etkilerini incelemiglerdir (36, 37, 38, 39,

43).

Amold ve arkadaglar1 Sphorothrix Schenckii’den, Lopandic ve arkadaglari
Saccharomyces Cerevisiaeda, Moran ve arkadaglan Yarrowia Lipoylticadan,
Schweingruber ve arkadaglart Saccharomyces Pombe’den asit fosfataz enzimini
saflagtirarak cesitli inhibitor ve aktivatdrlerin etkilerini incelemiglerdir (3, 46, 52,

66).

Avila ve arkadaglan ile Lovelace ve arkadaglan Leishmanialardan, Barclay
ve arkadaglan ise listerialardan asit fosfataz enzimini saflagtirarak cegitli substrat-

larin1 ve inhibitérlerin etkilerini incelemislerdir (4, 6, 47, 48).

Basboa ve arkadaglan yer fisti1 filizlerinden, Basha yer fistifi tohumundan,
Fujimoto ve arkdaglari tatli patatesden asit fosfataz enzimini saflagtirarak cesitli

fizikokimyasal ozelliklerini incelemiglerdir (8, 9, 21).

Terracio ve arkadaglan sican ventral prostatindan, Chevalier ve arkadaglari,
Van Etten ve Saini ise kopek ve insan prostatindan asit fosfataz enzimini

saflagtirarak gesitli substratlar iizerindeki tesirlerini ve inhibitdrlerin etkilerini ince-

lemiglerdir (12, 69, 72).

Hibbard ve arkadaglari benign hypertrofik prostat dokusundan, Lin ve arka-
daglar1 ile Rusciano ve arkadaglari ise insan semeninden asit fosfatazi elde ede-

rek cesitli 6zelliklerini incelemiglerdir (29, 45, 62).
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Filmus, Podhajcer ve arkadaglan tarafindan kanserli meme dokulanndan asit
fosfataz enzimi saflagtirlarak gegitli substratlar ifizerindeki aktiviteleri ve diger fi-

zikokimyasal 6zellikleri incelenmistir (20, 58, 59).

Panara ve Mileti tavuk karaciferinden asit fosfatazi saflagtirarak molekiil
agirhgmi, optimal pH’sim1 ve gesitli inhibitdrlerin etkilerini incelemiglerdir (55,

56).

Hara, Kato ve arkadéslan sican kemigi ve dalafindan elde ettikleri asit fos-

fatazin substratlarini, aktivatdrlerle inhibitorlerini incelemiglerdir (26, 27, 40).

Barboni ve arkadaglari bal ansi zehirinden asit fosfataz enzimini saflagti-

rarak optimal pH ve Michaelis-Menten kinetiklerini incelemiglerdir (5).
ASIT FOSFATAZIN KLINIK ONEMI

Asit fosfataz enziminin Olglimiiniin deger tagidifi en Onemli klinik durum
prostat karsinomudur (2, 10, 11, 71). Bu hastalikta serum asit fosfataz seviyesi
yiiksektir ve hastalik ilerledikce artmaya devam eder. Meme kanserli kadinlarin
bitylik boliimiinde, degisik tiplerde kansere yakalanmig pek c¢ok hastada oldugu
gibi serum asit fosfatazinda bir artig vardir (11, 71).

Osteoporoz, multipl myelom, Paget hastalifi, iskelet tutulumu olan hyperpa-
ratiroidi gibi kemik hastalif1 bulunanlarda ve diger ilgili klinik durumlarda asit
fosfataz enzimi seviyesinde artig oldugu bildirilmigtir (11, 71). Belli baz1 sfingoli-
pid bilegiklerinin birikmesi ile karakterize bir metabolik bozukluk olan Gaucher
ve Nieman-Pick hastaliklarinda asit fosfataz seviyesinde ekseriya artig gézlenir
(11, 60, 71). Gaucher hastalifinda spesifik izoenzim, elektroforez veya kolon kro-
matografisi ile aynlabilir ve hastaligin daha iyi bir karakterizasyonu saglanir (11).

Bazi bdbrek rahatsizliklarinda da serum asit fosfatazinda bir artig goriliir. Enzi-
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min idrardaki artigt da siklikla goriiliir. Fakat bunun klinik O6nemi heniiz bilinme-
mektedir (11).

Enzim aym zamanda bazi karaciger rahatsizliklart ve safra yollan

tikanmalarinda da artar (11).

Trombosit yikiliminin artmasiyla karakterize trombositopenilerde plazma asit
fosfataz seviyesi Onemli derecede yiikselir. Trombositopeni trombosit olugum bo-
zukluguna bagliysa asit fosfataz seviyesi normal sinirlari igerisindedir (60). Trom-
boz ve emboli gibi tromboembolik hastaliklarda da asit fosfataz seviyesi artabilir.
Bilhassa akciger embolisinde, myokard infarktiisiinde, periferik vendz ve arteriel
trombozlarda asit fosfatazlarda yiikselme goriiliir. Bu olaylarda yiikselen enzim

aktivitesi kismen eritrositlerden kaynaklanmaktadir (60).

Akut ve kronik myeloid l6semi, myeloid metaplazi, myeloma, kronik lenfo-
sitik lo6semi, polisitemia vera, megaloblastik anemi gibi bazi kan hastaliklarinda

da enzim aktivitesinde hafif bir yiikselme tespit edilmigtir (5).

Benign prostat hypertrofili hastalarda serum enzim seviyesi normal
sinirlardadir. Fakat bu hastalardan prostatik manuplasyon yapilan hastalarda nadi-

ren yiikselme goriiliir (71).

Prostat Kanseri: Prostat karsinomu yagh erkeklerde gelisen kanser tipleri-
nin en ¢ok goriilenlerinden biridir (11). Prostat kanserlerinin teghisinde ve tedavi-
sinin takibinde serum asit fosfataz seviyesinin tayin edilmesi faydali olmaktadir
(10, 11, 71). Bu oOnemli hastalik Amerikali erkeklerde goriilen kanserden
Oliimlerin ikinci en sik sebebidir (Yilda 17.000) (71). Hastalik prostatta kiiciik
kanser adaciklart geklinde baglar (Stage I). Stage II'de prostatta kanser nodiilleri
olusmaya baglar. Kanser g¢ofu vakada difer dokulara hdld yayilmaya baglama-
mugtir. Stage III'de tiimér pelvik bolgedeki komsu bolgelere yayilir. Stage IV’de
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ise Ozellikle lenf nodiilleri ve kemik gibi difer dokularda metastaz vardir. Erken
teshis basarih tedavi igin gereklidir. Eger hastalik Stage I’de teshis edilmigse
yagsma ihtimali normal populasyondaki herhangi birine esittir. Prostat karsinomu-
nun II. evresinde bile 5 yillikk yagama ihtimali % 70-90’dir. Survive (5§ yilhik)
Stage III'de (% 40-70) ve Stage IV’de (% 16-25) belirgin sekilde diiger. Acikca
goriilmektedir ki kanser ne kadar erken teghis edilirse, tedavi o kadar erken
baglayabilmekte ve survivein uzun olma ihtimali artmaktadir. Prostat kanseri
teghisindeki ilk adim doktorun fizik muayene esnasinda prostat palpasyonudur. Bu
muayene ile prostat kanserinin Stage I ve Stage II evrelerinde teshisi ¢ok nadir
olarak miimkiindiir. Prostat karsinomu vakalarinda sadece Stage III ve Stage IV

fizik muayene ile tespit edilebilir (11).

Stage I veya II’deki hastalarin ¢ok azinin serum asit fosfatazinda belirgin
bir artig olur. Stage I’deki hastalarin sadece % 12’si ve Stage II’dekilerin ise %
15’1 serum enzim aktivitesinde dikkate deger artig gosterir. Stage III'te bile has-
talarin % 70’i enzim aktivitesi Slglimiinde normal asit fosfataz seviyesi gosterir.
Sadece Stage IV’deki hastalarin anlamli bir yiizdesi (yaklasik % 60’1) asit fosfa-
taz seviyesinde Onemli bir artig gosterir (11). Goriildiigti gibi serum asit fosfataz
seviyeleri hastalifin ilk devrelerinde fazla ylikselmemektedir. Buna karsilik iskelet
dokusundaki metastazlardan sonra, muhtemelen prostat hiicrelerinin sayisindaki bir

artiga bagh olarak, yilksek degerlere erigsmektedir (33, 35, 53).

Benign prostat hypertrofili hastalarda serum enzim seviyesi normal
sinirlardadir. Bu hastalardan prostatik maniplasyon yapilanlarda nadiren yiikselme

olur. Bugiin bunun dogrulugu tartigilmaktadir (17, 18, 71, 74).

Son yillarda prostatik asit fosfataza spesifik anti serumlarin kullaniimas:
esasina dayanan cesitli immunolojik metodlar geligtirilmigtir (14, 19, 64). Bu me-
todlarin  &zellikle RIAnin ileri hassasiyeti ve spesifiklifi prostat kanserinin

degisik evrelerinin teghisinde asit fosfataz tayininin degerinin yeniden gozden
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gecirilmesine sebep olmustur (35, 67, 71). Monoklonal antikorlar kullanmilarak
prostatik asit fosfataz Olgiilmesi 1980°den sonra klinik galigmalara gk tutmaya
baglamigtir (17, 34, 50, 61).

Immunoassay teknifi, enzimin aktivitesinin degil, kiitlesinin O6lglimiinii
saglamaktadir (11).

Stage II ve Stage III’deki hastalarin % 70-80°i immiinoassay ile artmig asit
fosfataz seviyesi goOsterir. Stage IV’deki hastalarin ise % 90’dan fazlasinda asit
fosfataz seviyesi artmigtir. Burada giicliik, Stage I karsinomlarinin sonuglarindadir.
Ciinkii bu hastalarin sadece % 30-35’inde immunoassay teknikleri ile asit fosfataz
seviyesi artmig bulunmaktadir (7, 11). Asit fosfataz ol¢iimilinde kangiklik yaratan
bir diger durumda non-prostatik karsinomu olan kadin ve erkek hastalarin % 5-
10’unda immiinokimyasal tekniklerle dolagimdaki asit fosfataz miktar1 artmig bu-
lunur (11).

Serum veya plazmada asit fosfataz Olgiimii yiiksek oranda prostat Karsino-
munun teshisini amaglamakla birlikte bu, bu konudaki teghisle ilgili problemin
son cevab1 degildir. Prostat karsinomunun erken ve tedavi edilebilir bir evrede
teshisini saglayacak spesifik bir metodun geligtirilebilmesi igin ¢aligmalar halen
devam etmektedir.

Asit Fosfatazin Adli Tiptaki Yeri ve Onemi: Asit fosfatazin seminal
sivida yiiksek konsantrasyonda bulunmas: sebebiyle heniiz yapilmig seksiiel
iligkinin tespitinde fiziksel = delilin bir pargasi olarak vajende bu enzimin
aragtirilmas1 yontemi ‘uzun sitireden beri kullamlmaktadir (11, 71). Tecaviiz iddia-
larinda olaydan sonra miimkiin oldukca c¢abuk olarak vajen siiriintiisii alinir. Ve
hem spenﬁ hiicrelerinin varlif1, hem de asit fosfataz aktivitesi agisindan incelenir.
Heniiz yapilmig bir iligki yoksa asit fosfatazin vajinal seviyesi aranamiyacak sevi-
yededir. Ancak seminal sivinin varli: iligkiden birkag saat sonraya kadar agik

bir gekilde asit fosfataz aktivitesinde yiikselmeye sebep olur (11).
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MATERYAL VE METOD
3.1. Kullamlan Cihaz ve Kimyasal Maddeler

3.1.1.Kullamilan cihazlar

Beckmann Model 25 Spektrofotometre, Waring blendor, Sorwall superspeed
SS 1 tip santrifiij cihazi, ISCO sogutmali fraksiyon kollektérii, Pharmacia fine

chemicals 1,5 x 90 cm kolon.
3.1.2.Kullamilan kimyasal maddeler

Para-nitrofenilfosfat, amonyum siilfat, tris, amonyum molibdat, L-prolin, sit-
rik asit monohidrat, lityum siilfat Merck’den, sodyum pirofosfat ve arsenik asidi

Fisher’den, Sephadex G100-120 Sigma’dan temin edildi.
3.2. Metodlar

Caligmamizda Once asit fosfataz enzimi sigir dalagindan kismen saflagtirildi.
Saflagtirma igleminin her basamaginda enzimin aktivitesi ve total protein miktar-
lan olgildi. Kismen saflagtirma igleminin sonunda ise enzimin p-nitrofenil fosfat
substratina kargt Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri c¢izilerek K
degeri hesaplandi. Bundan sonra saflagtirilan sifir dalak asit fosfatazinin kinetik
ozelliklerini tespit igin deneyler yapildi. Bu deneylerde, amonyum molibdat, Na-
pirofosfat, prolin, lityum siilfat, arsenik asit gibi degisik effektdrlerin pHnin ve

sicaklifin enzim aktivitesi {izerine etkileri incelendi.
3.2.1.S1fir dalagindan asit fosfatazin kismen saflagtiriimas:

3.2.1.1. Saflagtirma isleminde Davidson ve Fishman tarafindan insan prostatindan

asit fosfataz’in saflagtinimasi sirasinda kullamlan metod uyguland: (70).
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Saflagtiriimada kullanilan tampon ¢ozelti: Tris-sitrat tamponu (50 mM,
pH = 3,7): 10 gr sitrik asit monohidrat ve 5 gr tris distilc suda ¢oziiliir ve 1

It’ye tamamlanir.

Saflaghrma Metodu: Mezbahadan kesim esnasinda | adet sifir dalaf
alinarak buz igerisinde korunmak suretiyle laboratuvara getirildi. Miimkiin oldugu
kadar bag dokusu ve diger yabanci dokulardan temizlendi. Keskin bir makasla
kiiciik parcalar haline getirilen doku tartildi. Doku agurlifimn iki kati hacimdeki
soguk tris-sitrat tamponu ile kansgtirilarak Waring blendorda 1 dakika siireyle ho-
mojenize edildi. Daha sonra homojenat gazli bezden siiziildii. Diigiik devirde 5
dakika santrifiij edildi ve dipteki ¢okelti atildi. Siiziintiinin pH’s1 8 e ayarlanarak
buz igerisinde sofutulmak suretiyle manyetik kanstiriciyla devamli kangtirilarak
% 65 doygunluga ulagilincaya kadar kati amonyum siilfat ilave edildi. Amonyum
siilfat tamamen c¢o6ziindiikkten sonra 10 dakika siireyle 15.000 r.p.m. de santrifiij
edildi ve dstteki ¢ozelti atildi (¢Ozelti I). Altta kalan yag cokelti (Sediment I)
tris-sitrat tamponu ile baglangigtaki siizlintlinlin 1/10’unu geg¢meyecek gekilde
siispansiyon haline getirildi. Bu sekilde elde edilen Ekstrakt I deki amonyum
siilfat konsantrasyonu 3.2.1.4’de bahsedilecek nesslerizasyon reaksiyonuyla tayin
edilerek doygunluk % 20’yi gecmeyecek sekilde ekstrakt I seyreltildi. Bu geklide
elde edilen ekstrakt I e, evvelce bahsedildigi sekilde % 45 doygunluga eriginceye
kadar amonyum siilfat ilave edilerek tekrar santrifiij edildi. Buradan elde edilen
cozelti (Ustteki ¢Ozelti II) kismen saflagtirilmig enzim ihtiva etmektedir. Altta
kalan sediment (sediment II) tris-sitrat tamponu ile yeniden ekstrakte edildi.
Boylece elde edilen siispansiyona (ekstrakt II) evvelce bahsedildigi gibi doygun-
luk % 45 olacak sekilde amonyum siilfat ilave edildi. Bundan sonra yeniden
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda {stte kalan ¢ozelti III iin 6nemli miktarda saf

enzim ihtiva ettidi gorildi (Tablo 3.1).



Tablo 3.1. Saflagtirma Semas1

Kiclik parcalar haline getirilmis si1gir dalag:

, Tris-sitrat (pH = 3,7) tamp. ile homojenizasyon

Coziinmeyen kistm (atilir) Filtrat
0,65 Amonyum siilfat doygunlugu (pH = 7,5-8,5)
|
Sediment I Ustteki Cozelti I (atilir)

Tris-sitrat (pH = 3,7) ile ckstraksiyon

Ekstrakt [

0,45 Amonyum siilfat doygunlugu

|

Sediment 11 Ustteki Cozelti I
Tris-sitrat (pH = 3,7) ile ekstraksiyon
Ekstrakt 11

0,45 Amonyum siilfat doygunlugu

|

Sediment 11T (atilir) Ustteki Cozelti I

1,5 x 90 cm boyutlarindaki kolona evvelce hazirlanmig, sephadex G100-120
stispansiyonu dolduruldu. Bu kolondan 6énce pH 4,8 sitrat tamponu gegirildi. Bun-

dan sonra saflagtirma esnasinda elde edilen Cozelti III bu kolona uygulandi.
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Kolondan gecen ¢ozelti III her tipe 50 damla gelecek sekilde ayarlanarak
fraksiyon kollektériinde tiiplere topland:. Tiiplerin herbirinde spektrofotometre ile
250 nm’de protein miktann olgiildii. Proteinin pik yaptifi yerlerde aktivite tayin
edildi.

3.2.1.2. Total asit fosfataz aktivitesi tayini

Saflagtirma iglemi esnasinda her basamakta ve daha sonra yapilan Kinetik
deneylerde enzim aktivitesi Bessey-Lowry-Scott’un asit fosfataz tayin metodu kul-

lanilarak 6lciildi (79).

Deneyin Prensibi: Asit fosfataz asit ortamda p-nitrofenilfosfatin p-nitrofenol
ve fosfata hidrolitik olarak pargalanmasini katalizler. Bu reaksiyon NaOH ilavesi-
yle durdurulur ve olugan p-nitrofenolat anyonunun alkali ortamdaki san rengi 405

nm de Olgiiliir.

Reaktifler: Sitrat Tamponu (0,1 M, pH = 4,8): 5,1 gr sitrik asit 50 ml 1

N NaOH’da ¢oziiliir. Bunun {izerine 150 ml bidistile su ilave edilir. Cozeltiye
birkag damla 1 N NaOH veya 1 N HCI ilave etmek suretiyle pH 4.8’e ayar-

lanir. Bidistile su ile 250 ml’ye tamamlamir. Cézelti + 4°C’de aylarca dayanir.

p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi (11 mM): 1, 445 gr p-nitrofenilfosfat-Na, 500 ml
bidistile suda ¢oziiliir. Dondurularak muhafaza edilirse aylarca dayanir. Gerektikge

yeterli miktarda eritilerek kullanilir.

Caligma Cozeltisi: Bir kisim sitrat tamponu, bir kisim p-nitrofenil fosfat

¢ozeltisiyle kangtirihir. Bu kangim + 4°C’de 1 hafta dayanur.

NaOH c¢ozeltisi: 0,02 N NaOH ¢6zeltisi kullamlir,
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Deneyin Yapihgi:

Tablo 3.2. Total Asit Fosfataz Aktivitesi Tayini

REAKTIF Numune Kér
Calisma Cozeltisi 0,5 ml 0,5 ml
Enzim 0,1 ml -

37°C’de 30 dakika inkiibe edilir.

NaOH 50 ml 5,0 ml

Enzim - 0,1 ml

Oda sicaklifina kadar sogutularak 30 dakika iginde 405 nm de distile suya

kargi optik dansiteleri Olglilir. Enzim aktivitesi agagidaki formiile gdre hesaplanir.

Aktivite (mU/ml) = (numunenin optik dansitesi-kériin optik dansitesi) x 100

.. 1000 Vi,
Aktivite (mU/ml) = [(OD)N - OD)K] .
N ° t
(OD)N : Numunenin OD si
(OD)K : Numunenin koriiniin OD si
1000 : Uniteyi, mililiniteye ¢evirme garpani
VT : Toplam hacim (Vnunnune + Vs + VNaOH) (ml)

VN : llave edilen enzim hacmi (ml)

22



€ : Molar absorbsiyon katsayis1 (PNPP igin; 18,53 cm2/p, mol)

t : Inkiibasyon siiresi (dakika)

mU
Spesifik aktivite = mU/mi =

(mg/ml) prot. mg. prot.

3.2.1.3. Total protein tayini

Saflagtirma igleminin her kademesinde protein miktarlart Lowry Metoduna

gére tayin edildi (49). Protein standardi olarak Moni-Trol kullanildi.
3.2.14. Amonyum siilfat tayini

Saflagtirma esnasinda gerekli yerlerde amonyum siilfatin miktar tayini, ire

tayininde kullanilan nesslerizasyon metoduyla yapilmigtir (60).
3.2.2. Kismen saflagtirilan asit fosfatazin kinetik ozelliklerinin incelenmesi
3.22.1. Artan substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi

Bu deneyde Tablo 3.3’de gosterildifi sekilde substrat olarak kullanilan p-
nitrofenilfosfatin konsantrasyonu, 0’dan baglamak {izere her tiipte bir miktar
artinlarak 9 degisik substrat konsantrasyonu elde edilmig, buna kargthk enzim
konsantrasyonu sabit tutulmustur. Substrat olarak p-nitrofenilfosfatin (pH = 4.,8)

sitrat tamponunda hazirlanan 11 mM’lik ¢ozeltisi kullamilmustir.

Tablo 3.3’de gosterilen deney gemasina gbre enzim aktiviteleri Olgiildiikten
sonra, elde edilen degerlerle Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek, enzimin pH 4.8 ve 37°C’de p-nitrofenilfosfat substrat igin K_ degeri

bulunmusgtur.
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3.22.2 Artan enzim miktarmm aktiviteye etkisinin incelenmesi

Bu deneyde Tablo 3.4’de gosterildigi sekilde substrat konsantrasyonu sabit
tutularak ilave edilen enzim miktar1 artirilmak suretiyle artan enzim miktarinin

enzim aktivitesine etkisi incelenmisgtir.

Tablo 34. Artan Enzim Miktarimn Asit Fosfataz Aktivitesine Etkisinin

Incelenmesine Ait Deney Semast

Tip No Kor | 1 2 3 4 5
Caligma Coz. (ml) | 05 05 05 0,5 05 05
Tampon (ml) 0,5 04 03 0,2 0,1 -
Enzim (ml) - 0,1 02 0,3 04 05

37°C’de 30 dakika inkilbasyon

NaOH (ml) 50 50 50 50 50 50

Enzim (ml) 0.1 - - - - -

405 nm de distile suya karsi okunur
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3.2.23.

3.2.23.1.

Sabit efektor Kkonsantrasyonunun artan substrat konsantrasyon-

larinda enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi.

iki degisik konsantrasyonda amonyum molibdat’m artan p-
nitrofenilfosfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesine etKisinin in-

celenmesi

Bu deney igin 6nce pH 4,8 sitrat tamponu ile 10 mM’lik ve 20 mM’lik

amonyum

molibdat ¢ozeltileri hazirlanmig daha sonra Tablo 3.5’de gdsterildigi

sekilde amonyum molibdat ve 11 mM’lik p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek

enzim aktiviteleri tayin edilmigtir.

Tablo 3.5. Sabit Efektér Konsantrasyonunun Artan Substrat Konsantrasyon-
larinda Enzim Aktivitesine Etkisinin Incelenmesine Ait Deney
Semast.

iip No 1 %) 3 4 5 6 7

Reaktif (ml N K| N K [N K [N K{N K |N K N K

Efektor (ml) 0.1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tampon (ml) 09 08 0,7 06 05 04 0,3

Enzim (ml) 0,1 -1011}1- 10,1 - 10,1 - 10,1 - 10,1 - 10,1 -

37°C’de 5 dakika 6n inkiibasyon

Substrat (ml)

0 0,1 0,2 03 04 05 06
(p-NPP)

37°C’de 30 dakika inkiibasyon
NaOH (ml) 50 50 50 50 50 50 50
Enzim (ml) - Joal- joa}- Jor |- Jo1]-Jo1 |- o1 |- |ot
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3.22.2 Artan enzim miktarimin aktiviteye etkisinin incelenmesi

Bu deneyde Tablo 3.4’de gosterildigi sekilde substrat konsantrasyonu sabit
tutularak ilave edilen enzim miktarn artinlmak suretiyle artan enzim miktarinin

enzim aktivitesine etkisi incelenmigtir.

Tablo 34. Artan Enzim Miktarinin Asit Fosfataz Aktivitesine Etkisinin

Incelenmesine Ait Deney Semast

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
Caligma Co6z. (ml) | 05 05 05 0,5 05 05
Tampon (ml) 05 04 0,3 0,2 0,1 -
Enzim (ml) - 0.1 0.2 0.3 04 0,5

37°C’de 30 dakika inkiibasyon

NaOH (ml) 50 50 50 50 50 50

Enzim (ml) 0,1 - - - - -

405 nm de distile suya karst okunur
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3223.

3.2.23.1.

Bu deney igin 6nce pH 4,8 sitrat tamponu ile 10 mM’lik ve 20 mM’lik
amonyum molibdat ¢ozeltileri hazirlanmig daha sonra Tablo 3.5’de gosterildigi
sekilde amonyum molibdat ve 11 mM’lik p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek

enzim aktiviteleri tayin edilmigtir.

Sabit efektor konsantrasyonunun artan substrat konsantrasyon-

larinda enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi.

iki

nitrofenilfosfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesine etkisinin in-

celenmesi

degisik konsantrasyonda amonyum molibdat’in artan p-

Tablo 3.5. Sabit Efektér Konsantrasyonunun Artan Substrat Konsantrasyon-
larinda Enzim Aktivitesine Etkisinin Incelenmesine Ait Deney
Semasi.
iip No 1 2 3 4 5 6 7
Reaktif (ml N KIN K |N K |N KIN KN K N K
Efektor (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tampon (ml) 09 0,8 0,7 0,6 0,5 04 0,3
Enzim (ml) 0,1 -101) - [0, - 10,1 - 10,1 - 10,1 - 10,1 -
37°C’de 5 dakika 6n inkiibasyon
Substrat (ml)
0 0,1 0,2 03 04 05 0,6
(p-NPP)
37°C’de 30 dakika inkiibasyon
NaOH (ml) 50 50 50 50 50 50 50
Enzim (ml) - 0,1 |- 0,1 |- 0,1 | - 01} - 101 |- 01 |- 0,1

26




3.2.23.2. 2 Degisik konsantrasyonda arsenik asidin artan p-nitrofenilfosfat

konsantrasyonlarinda enzim aktivitesine etkilerinin incelenmesi

Bu deney igin 6nce, pH 4,8 sitrat tamponu ile 10 mM’hk ve 20 mM’lik
arsenik asidi cozeltileri hazirlanmig, daha sonra Tablo 3.5 de gosterildigi sekilde,
arsenik asidi ve 11 mm’lk p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek enzim aktivi-

teleri tayin edilmigtir.”

3.22.33. Sodyum pirofosfatin artan p-nitrofenilfosfat konsantrasyonlarinda

enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Bu deney igin 6nce, pH 4,8 sitrat tamponu ile 10 mM’lik sodyum pirofos-
fat ¢ozeltisi hazirlanmug, daha sonra Tablo 3.5°de gosterildigi sekilde, sodyum pi-
rofosfat ve 11 mM’lik p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek enzim akivitesi

tayin edilmigtir.

3224. Sabit substrat konsantrasyonunda artan efektor konsantrasyon-

larmmm enzim aktivitesine etkisi

3.224.1. Sabit substrat konsantrasyonunda, artan prolin konsantrasyon-

larimin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Prolinin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi i¢in 6nce pH 4,8 sitrat
tamponu ile % 10’luk prolin ¢ozeltisi hazirlanmig, daha sonra Tablo 3.6’da
gosterilen gekilde % 10’luk prolin ve 11 mM’hik p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave

edilerck enzim aktivitesi tayin edilmigtir.
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Tablo 3.6. Sabit substrat konsantrasyonunda degisen efektér konsantrasyon-

larinin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesine ait deney semasi.

Tiip No 1 2 3 4 5 6

Reaktif (ml) N K |N K| N K |N K| N K| N K

Efektsr (ml) 0 0.1 02 03 04 05
Tampon (ml) 0.6 05 04 03 02 0.1
Enzim ml) |00 | --Jo1 | -lo1| -lo1| -lo1| -lo1| -

37°C’de 5 dakika 6n inkubasyon

Substrat (ml) 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7

37°C’de 30 dakika inkubasyon

NaOH (ml) 50 5,0 50 50 50 5,0

Enzim (ml) - 0,1} - 0,1y - o1} -t01| - (0,1} -10,1

3.2.2.4.2. Sabit substrat konsantrasyonunda artan lityum siilfat konsantras-

yonlarmin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Lityum siilfatin enzim aktivitesine etKisinin incelenmesi igin once, pH 4.8
sitrat tamponu ile 10 mM’'lik lityum siilfat ¢ozeltisi hazirlannmg daha sonra Tablo
3.6’da gosterilen miktarlarda 10 mM’lik lityum siilfat ve 11 mM’lik p-

nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek enzim aktivitesi tayin edilmigtir.

3.22.43. Sabit substrat konsantrasyonunda artan amonyum molibdat kon-

santrasyonlarimin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Amonyum molibdat’in enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi igin Once,
pH 48 sitrat tamponu ile 10 mM’lik amonyum molibdat ¢dzeltisi hazirlanmug,

daha sonra Tablo 3.6’da gosterilen sekilde amonyum molibdat ve 11 mM’lik p-

nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ilave edilerek enzim aktivitesi tayin edilmigtir.
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3.2.244. Sabit substrat konsantrasyonunda artan arsenik asidi konsantras-

yonlarimin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Arscnik asidinin enzim aktivitesine ctkisinin incelenmesi igin 6nce pH 4.8
sitrat tamponu ile 10 mM’lik arsenik asidi ¢Ozeltisi hazirlanmig, daha sonra
Tablo 3.6’da gosterilen miktarlarda arsenik asidi ve 11 mM’lik p-nitrofenilfosfat

¢ozeltisi ilave edilerek enzim aktivitesi tayin edilmigtir.

3.2.2.4.5. Sabit substrat konsantrasyonunda artan sodyumpirofosfat konsant-

rasyonlarmin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Sodyumpirofosfatin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi igin once pH
4,8 sitrat tamponu ile 10 mM’lik sodyum pirofosfat ¢dzeltisi hazirlanmig, daha
sonra Tablo 3.6’da gésterilen miktarlarda sodyumpirofosfat ve 11 mM’hk p-

nitrofenilfosfat ¢ozeltisi ildve edilerek enzim aktivitesi tayin edilmigtir.
3.22.5. Deney sicakhgmn enzim aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi

Bu deney Tablo 3.2°de gosterilen deney semasina uygun olarak yapilmigtir.
Ancak, 30 dakikalik inkubasyon bollimiinde deney sicaklifi her tiip igin sirasiyla
0, 10, 20, 37, 40, 60°C olacak gekilde degistirilmigtir.

322.6. pH’nin enzim. aktivitesine etkisinin incelenmesi

pH'nin enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi igin degisik pH'larda sitrat
tamponu hazirlanmig ve deney, bu degisik pH’lardaki tamponlarla hazirlanan

caligma cozeltileri ile Tablo 3.2’deki deney semasina gore yapilmustir.
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DENEY SONUCLARI

4.1. Sifir Dalagindan Asit Fosfataz Enziminin Saflagtirilmasi

Sekil 4.1 de saflagtirmanin son kademesinde Ustteki ¢ozelti III iin Sephadex
G-100 kolonuna uygulanmasindan sonra, fraksiyon kollektériindeki tiiplerde topla-
nan kolon filtratimn 280 nm de okunan protein deferleri ile enzim aktivitesi

Olgtimii sonucunda bulunan asit fosfataz aktiviteleri gorililmektedir.

Asagidaki Tablo 4.1 de saflagtirma igleminin kademeleri ve her kademeden
sonra elde cdilen dcgerler gosterilmistir. Buna goére saflagtirma igleminin son ba-
samaBindaki Sephadex G-100 kolonundan sonra total aktivite 18 mU, spesifik ak-
tivite 300 mU/mg protein, saflagtirma oram1 66,1 ve verim % 0,05 olarak bulun-

musgtur.

Tablo 4.1. Sigir Dalagindan Asit Fosfataz Enziminin Saflagtirma Basamak-
larinda Elde Edilen Sonuglar.

Saflagtirma Hacim Protein | Aktivite | T. Prot. | Total Akt.|Spesifik akt.| Saflagtirma| Verim
Basamaklari (ml) | (mg/ml) | (mU/ml)l (mg) (mU) { mU/mg.pr.| oran (%)
Homojenat 3800 | 216 98 8208,0| 37240 454 10 100
Ekstrakt-I 85,0 96 90 816 7650 9,38 2,1 20,5
Ekstrakt-]I 13,0 78 82 1014 1066 10,5 23 2,86
Ust. Coz. T | 150 0,15 24 225 360 160 353 097
Sep.-G-100 100 0,006 18 0,06 18 300 66,1 005
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4.2. Kismen Saflagtmlan Asit Fosfataz Enziminin Kinetik Ozelliklerine Ait

Sonuglar

4.2.1.Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkisi

Bu caligma 3.2.2.1 de anlatildifa sekilde, Tablo 3.3’deki deney semasina

gbre yapilarak, Tablo 4.2 deki sonuglar elde edilmigtir. Bu sonuglara gore gizilen

Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.2 de goriilmektedir. Bu degerlere gore elde edi-

len Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.3 dedir.

p-nitrofenilfosfat substrati igin 37°C de pH, 4,8, 0,1 M sitrat tamponunda
bulunan Km degeri = 0,14 mM’dir.

Tablo 4.2. Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine

Etkisine Ait Deney Sonuglari.

o oS [ 00 T aon fuassatm] v firs o’

1 0,00 0,031 0,034 0,00 0,00 oo oo

2 0,186 0457 0.054 0403 428 0,0234 5,56
3 0,373 0,558 0,066 0492 522 0,0192 2,78
4 0,559 0,659 0078 0,581 61,7 0,0162 185
5 0,746 0,705 0,088 0617 65,5 00153 1,39
6 0,932 0,747 0,103 0,644 68,3 0,0146 1,11
7 1,119 0,785 0,116 0,669 710 0,0141 0,93
8 1,305 0,814 0,131 0,683 72,5 0,0138 0,79
9 1,492 0,807 0,133 0,674 71,5 0,0140 0,67
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Aktivite (mU/ml)

80 1

70 -
60
50
40
30 -
20 -
10 -

T T T T ¥ T T T T T T T T T T T T 1 T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8 20
[S] mM (p-NPP)

Sekil 4.2. Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisi
(Michaelis-Menten Grafigi).

4.2.2.Artan Enzim Miktarmm Aktiviteye Etkisi

Bu deney 3222 de anlatildigi sekilde Tablo 3.4 deki deney gsemasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 4.3 deki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 44 de

ise bu tabloya gore cizilen grafik goriilmektedir.
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Tablo 4.3. Artan Enzim Miktarinin Aktiviteye Etkisine Ait Sonuglar.

Tiip No flave Edilen Enzim (ml) AOD
] 0,1 0,062
2 02 0,137
3 0,3 0,195
4 04 0,275
5 05 0,350
A OD
0.4
0.3
0.2- (4
0.1
0.0 v ¥ ¥ 1 M T v 1 L T ¥ 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Enzim (ml)

Sekil 44. Artan Enzim Miktarinin Enzim Aktivitesine Etkisi.
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4.23.Sabit Efektor Konsantrasyonunun Artan Substrat Konsantrasyonlarinda

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuclar

4.23.1. Amonyum Molibdatin Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonlarinda

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar

Bu deney 3.2.2.3.1 de anlatildifi sekilde, Tablo 3.5 deki deney semasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 44.a ve 44.b deki sonuglar elde edilmistir.
Sekil 4.5.a ve 45.b. de ise bu sonuglara goére ¢izilen Michaclis-Menten ve Line-

weaver-Burk grafikleri goriilmektedir.

Tablo 44.a. 10 mM Ik Amonyum Molibdatin Artan p-Nitrofenil Fosfat Kon-

santrasyonlarinda Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

1 0 0,054 0,054 0 0 oo oo

2 0,18 0,283 0043 0,240 26,34 0,038 5,56
3 0,36 0464 - 0,038 0426 46,75 0,021 2,78
4 0,54 0,540 0,040 0,500 54 87 0018 1,85
5 0,72 0,590 0,039 0,551 6046 0,017 1,39
6 0,90 0,628 0,036 0,592 64,96 0015 1,11
7 1,08 0,624 0,036 0,558 6452 0015 093
8 1,26 0,640 0,038 0,602 66,10 0015 0,79
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Tablo 44.b.

20 mM lik Amonyum Molibdatin Artan p-Nitrofenil Fosfat Kon-

santrasyonlarinda Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

. . . . 1/ 1
Tiip No [S] mM 0D AOD |Aktivite (mU/ml) 1/v  [1/[S] (mM™)
(p-NPP) N K (AODx109,73) | (muU})

1 0 0,050 0,048 0 0 oo oo
2 0,18 0,210 0,046 0,164 180 0,056 5,56
3 0,36 0,338 0,042 0,296 32,53 0,031 2,78
4 0,54 0,399 0.044 0,355 390 0,026 1,85
5 0,72 0,450 0,041 0409 4483 0,022 1,39
6 0,90 0,456 0038 0418 4592 0,022 1,11
7 1,08 0,472 0,036 0436 47 85 0,021 0,93
8 1,26 0,465 0,040 0,425 46,67 0,021 0,79
Aktivite (mU/ml)

80 -

70 - Efektorsiiz

. 10 mM Amonyum

60 - Molibdat ile

50 7 20 mM Amonyum

40 Molibdat ile

30 -

20 -

10

0 Y . . ' —r—r
00 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8
[S] mM (p-NPP)

Sekil 4.5.a. Amonyum Molibdatin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantrasyon-

larinda Enzim Aktivitesine Etkisi (Michaelis-Menten Grafigi).
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4.23.2. Arsenik Asidinin Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonlarinda

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar

Bu deney 3.2.2.32 de anlatuldifi sgekilde Tablo 3.5 deki deney gemasina

uygun olarak yapilmig ve Tablo 45.a ve 45.b deki sonuglar elde edilmistir.

Sekil 46.a ve 4.6.b dec isc bu sonuglara gore ¢izilen Michaclis-Menten ve Line-

weaver-Burk grafikleri goriilmektedir.

Tablo 4.5.a. 10 mM lik Arsenik Asidinin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantras-

yonlarinda Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

Tup No EE-]NT:)I . O.D. , AOD A?ggi 1((1)1;[’:77/;1)11) ( nlg-l) 1/[S] @mM™
1 0 0,033 0,034 0 0 oo o0

2 0,18 0,104 "~ | 0,037 0,067 735 0,136 | 556

3 0,36 0,259 0,037 0,222 2436 0,041 | 2,78

4 0,54 0,322 0,037 0,285 3127 0032 | 185

5 0,72 0,423 0,038 0,385 4225 0024 | 139

6 0,90 0,469 0,040 0429 4707 0,021 1,11

7 1,08 0,521 0,038 0,483 53,00 0019 | 093

8 1,26 0,532 0,039 0,493 54,10 0018 | 0,79
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Tablo 4.5b. 20 mM Ik Arsenik Asidinin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantras-

yonlarinda Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

1 0 0,033 0,032 0 0 oo oo

2 0,18 0,092 0,035 0,057 6,25 0,160 5,56
3 0,36 0,175 0,037 0,138 15,17 0,066 2,78
4 0,54 0,251 0,034 0,217 23,85 0,042 1,85
5 0,72 0,308 0,034 0274 30,05 0,033 1,39
6 0,90 0,371 0,038 0,333 36,52 0,027 1,11
7 1,08 0,384 0,033 0,351 38,53 0,026 0,93
8 1,26 0,407 0,038 0,369 4048 0,025 0,79

Aktivite (mU/ml)

80 7
70
60
50
40
30 A
20 A
10 A

o e Efektdrsiiz

10 mM Arsenik asit

L 4

20 mM Arsenik asit

Sekil 4.6.a.

1 o 1 M | T M 1 d 1 v 1 o 1 v 1
02 04 06 08 10 12 14 16 1.8
[S] mM (p-NPP)

Arsenik Asidinin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantrasyonlarinda

Enzim Aktivitesine Etkisi (Michaelis-Menten Grafigi).
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4.233. Sodyum Pirofosfatin Artan p-nitrofenilfosfat Konsantrasyonlarinda
Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar

Bu deney 3.2.23.3. de anlatildifi sekilde Tablo 3.5 deki deney semasina
uygun olarak yapilmis ve Tablo 4.6 daki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 4.7°de
ise elde edilen sigmoid egrinin efektdrsiiz Michaelis-Menten grafigi ile
kargilagtinlmast goriilmektedir.

Tablo 4.6. 10 mM Sodyum Pirofosfatin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantras-
yonlarinda Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

Tip No | IS mM N 0.D. " Aop  [Aktivite (mU/mb)
(p-NPP) (AODx109,73)
1 0 0036 | 0036 0 0
2 0,18 0,107 [ 0052 | 0055 6,04
3 . 036 0218 | 0075 | 0,143 15,69
4 0,54 0534 | 0083 | 0451 495
5 0.72 0,739 | 009 | 0649 7121
6 0,90 1026 | 0,122 | 0904 99,2
7 1,08 1164 | 0122 | 1042 114,34

Aktivite (mU/ml)
10 mM Sodyum pirofosfat
120 7

110 4
100
90
38 i o—3p—— Efektorsiiz
60 4
50 ~ °
40 -
30
20 1
10
0 v T M 1 M I v 1 v ] M LI L 1 v 1
60 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8
[S] mM (p-NPP)

Sekil 4.7.  Sodyum Pirofosfatin Artan p-Nitrofenil Fosfat Konsantrasyonlarinda
Enzim Aktivitesine Etkisi.
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4.24. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Efektér Konsantrasyonunun

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonugclar

4.24.1. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Prolin Konsantrasyonunun

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar

Bu deney 3.2.24.1 de anlatildif1 sekilde Tablo 3.6 daki deney semasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 4.7 deki sonuglar elde edilmistir. Sekil 4.8 de

ise bu tabloya gore ¢izilen grafik goriilmektedir.

Tablo 4.7. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Prolin Konsantrasyonunun

Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuclar.

oD
Tiip No N K AOD % Kalan Prolin Kons.

Aktivite (% gr)

I 0838 | 0193 | 0645 100 0

2 0837 | 0181 | 0656 101,7 0,156

3 0839 | 0,195 | 0644 99,84 0312

4 0837 | 0143 | 0644 107,6 0469

5 0832 | 0151 | 0681 105,6 0,625

6 0832 | 0185 | 0647 1003 0,781
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4.24.2. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Lityum Siilfat Konsantras-

yonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuclar

Bu deney 3.224.2 de anlatildifi sekilde Tablo 3.6 daki deney semasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 4.8 dcki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 4.8 de

ise bu tabloya gore gizilen grafik goériilmektedir.

Tablo 4.8. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Lityum Siilfat Konsantras-

yonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

Tip No N ob K AOD % Kalan Lityum siilfat
Aktivite Kons. (mM)
1 0,622 0,157 0465 100 0
2 0,880 0,174 0,706 1518 0,156
3 0,882 0,192 0,690 148 4 0,312
4 0,900 0,212 0,688 1480 0469
5 0,916 0,208 0,708 1523 0,625
6 0,969 0,243 0,726 156,1 0,781

4.24.3. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Amonyum Molibdat Kon-

santrasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

Bu deney 3.224.3 de anlatildigs sckilde Tablo 3.6 daki deney semasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 4.9 daki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 4.8 de

isc bu tabloya gore gizilen grafik goriilmektedir.



Tablo 4.9. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Amonyum Molibdat Kon-

santrasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

Ty No OD . % Kalan | Amon. Molibdat
N K Aktivite Kons. (mM)

1 0760 | 0091 | 0669 100 0

2 0654 | 0082 | 0572 85,5 0,156
3 0606 | 0082 | 0524 78,3 0312
4 0562 | 0080 | 0482 718 0469
5 0542 | 0077 | 0465 64,5 0,625
6 0433 | 0077 | 0356 532 0,781

4.24.4. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Arsenik Asit Konsantrasyo-

nunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuclar

Bu deney 32244 de anlatildifn sekilde Tablo 3.6 daki deney semasina
uygun olarak yapilmig ve Tablo 4.10 daki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 4.8 de

ise bu toblaya gore cizilen grafik gériilmektedir.
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Tablo 4.10. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Arsenik Asidi Konsantrasy-

onunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar.

oD % Kalan Arsenik Asit
Tiip No N K AOD Aktivite Kons. (mM)

1 0,674 0,085 0,589 100 0

2 0,545 0,098 0447 759 0,156
3 0,339 0,098 0,241 409 0,312
4 0,303 0,075 0,228 38,7 0,469
5 0,262 0,070 0,192 32,6 0,625
6 0,187 0,068 0,119 20,2 0,781

4.24.5. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Sodyum Pirofosfat Konsant-

rasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuclar

Bu deney 3.2245 de anlatildifi sekilde Tablo 3.6 daki deney gemasina

uygun olarak yapiimig ve Tablo 4.11 deki sonuglar elde edilmigtir. Sekil 4.8 de

ise bu tabloya gore ¢izilen grafik goriilmektedir.

Tablo 4.11. Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Sodyum Pirofosfat

Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar

oD % Kalan | Sodyum Pirofos-
Tiip No N K AOD Aktivite fat Kons. (mM)
1 0,850 0,160 0,690 100 0
2 0,717 0,180 0,537 778 0.156
3 0,615 0,160 0455 65,9 0,312
4 0.554 0,175 0,379 549 0469
5 0,543 0,177 0,366 530 0,625
6 0,533 0,175 0,358 51,9 0,781
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Efektér Konsantrasyonu

Sabit Substrat Konsantrasyonunda Artan Efektor Konsantrasyonunun
Enzim Aktivitesine Etkisine Ait Sonuglar (Prolin % 10 gr, Lityum
Siilfat 10 mM, Amonyum Molibdat 10 mM, Arsenik Asit 10 mM,
Sodyum Pirofosfat 10 mM).

4.25.S1cakhgimin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisine Ait Sonuglar

Bu deney 32.2.5 de anlatidifi sekilde yapilarak Tablo 4.12 deki sonuglar

elde edilmigtir. Sekil 4.9 de ise bu tabloya gore cizilen grafik goriilmektedir.
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Tablo 4.12. Sicakligin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisine Ait Sonuglar.

Tiip No inkubasyon oD
sicakhigr (°C) N K AOD

i 0 0,078 0,078 0
2 10 0,078 0,075 0,003
3 20 0,080 0,076 0,004
4 37 0,085 0,078 0,007
5 50 0,131 0,075 0,056
6 60 0264 | 0076 0,188

A OD

0.20+

0.18

0.16

0.14

0.124

0.104

0.08-

0.06

0.04 -

0.02 1

0,00 4—rt=—=r—2t . . T T ——

0 10 20 30 40 50 60 70

Sekil 4.9. Sicakhifin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi.
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4.2.6.pH min Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisine Ait Sonuclar

Bu deney 3.2.2.6 da anlatildif1 sekilde yapilarak Tablo 4.13 deki sonuglar
elde edilmigtir. Sekil 4.10 de ise bu tabloya gore ¢izilen grafik goriilmektedir.

Tablo 4.13. pH nin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisine Ait Sonuglar.

Tiip No pH AOD
1 2 0,115
2 3 0,25
3 4 0,37
4 5 0,36
5 6 0,29
6 75 021
7 9 0,15
A OD
0.47
0.3
0.2
0.1
0.0 T T T . —
0 2 4 6 8 10
pH

Sekil 4.10. pH nin Enzim Aktivitesi Uzerine Eckisi.
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TARTISMA

Asit fosfataz enzimi, bugiine kadar pek cok aragtirmaci tarafindan cesitli
bitkilerden, mikroorganizmalardan, g¢esitli hayvanlann ve insanin degisik organ ve
dokularindan saflagtinlarak fizikokimyasal ve kinetik Ozellikleri incelenmigtir (4,

15, 16, 30, 31, 32, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 44, 51, 55, 57, 68, 73, 75, 76).

Bizim bu ¢aligmamizda asit fosfataz enzimi sigir dalagindan kismen
saflagtirilarak fizikokimyasal ve Kkinetik Ozellikleri incelenmigtir. Bugiine kadar
yapilan caligmalar arasinda, difer hayvan organ ve dokulariyla yapilan galigmalar
oldugu gibi, sifir dalagiyla yapilan galigmalarda, sinirli sayida da olsa vardir

(73).

Literatiirde, asit fosfataz’in saflagtirilmas: icin degisik metodlarin kullamldigi
goriildi (22, 30, 38, 51, 76). Bizim bu calismamizdaki saflagtirma igleminde Da-
vidson ve Fishman tarafindan insan prostatindan asit fosfatazin saflagtirilmasi igin
kullantlan metod uygulanrmgtir (70). Bilindigi gibi bu metodda kullamlan Amon-
yum siilfat ¢oktiirmesi, enzim saflagtirmasinda yaygin olarak kullamilan bir

yontemdir.

Saflagtirma igleminin her basamaginda ve daha sona yapilan kinetik deney-
lerde cnzim aktivitesini Olgmek igin Bessey-Lowry Scott’un asit fosfataz tayin
metodu kullanildi (79). Bu metodda enzim substrati olarak p-nitrofenil fosfat kul-
lanilmaktadir (79). Bugiine kadar yapilan c¢aligmalar incelendiginde asit fosfataz’in
bilinen substratlar1 arasinda en yiiksek affiniteyi p-nitrofenil fosfata kargi

gosterdigi goriilmektedir (1, 16, 22, 27, 38, 44, 54, 57).

Diger fosfat esterlerini de substrat olarak kullanmakla birlikte, bunlara karg1

gosterdigi affinite, p-nitrofenil fosfattan daha azdir (16, 40, 54, 55, 57).
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Avila ve arkadaglani, Amerikan Leishmania promastigotlarindan saflagtirdik-
lar1 asit fosfataz enziminin spesifik aktivitesini saflagtirmanin son basamaginda
124 kat saflagtirarak 450,13 {inite/mg bulmuglardir (4). Stepan ve arkadaglarn,
insan hairy-cell l16semili dalagindan saflagtirdiklan asit fosfataz’in spesifik aktivi-
tesini saflagtirmanin  son basamaginda 3343 kat saflagtirarak 481 {inite/mg
bulmuglardir (68). Waymack ve arkadaglari, bugday tohumundan saflagtirdiktan
asit fosfatazin spesifik aktivitesini saflagtirmanin son basamaginda 7030 Kkat
saflagtirarak 605 {inite/mg bulmuglardir (76). Duff ve arkadaglari, siyah hardal
hiicre slispansiyon kiiltiirlinden yaptiklar saflagtirmada asit fosfatazin spesifik ak-
tivitesini saflagtirmanin son basamaginda 1633 kat saflagtirarak 1225 {inite/mg
olarak bulmuslardir (16). Bizim galigmamizda ise spesifik aktivite saflagtirmanin
son basamaginda 66,1 kat saflagtinlarak 300 iinite/mg olarak bulunmugtur (Tablo
4.1).

Saflagtirma iglemi tamamlandiktan sonra enzimin kinetik 6zelliklerinin ince-
lenmesine gegildi. Ik olarak artan substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi
lizerine ekisi aragtirtldi. p-nitro fenilfosfat substrati ile Tablo 4.2 ye gore yapilan
bu c¢aligmanin neticesinde saflagtirdigimiz enzimin Michaelis-Menten Kkinetigine
uygunluk gosterdigi goriildi (Sekil 4.2). p-nitrofenil fosfat substrati ile 37°C’de,
pH: 4,8 0,1 M sitrat tamponuyla yapilan bu caligmanin sonucuna goére c¢izilen
Michaclis-Menten grafiginden K = 0,14 mM olarak hesaplandi. Bu sonuglan li-
teratiirle kargilagtirdifimizda, Avila ve arkadaglarinin Amerikan Leishmania pro-
mastigrotlarindan saflagtirdiklar asit fosfataz enzimi igin p-nitrofenilfosfat substrati
ile pH : 52 de, Km degerini 10 mM olarak bulduklart (4), Duff ve arka-
daglarinin siyah hardal hiicre siispansiyonu kiiltiirlinden saflagtirdiklann enzim igin,
p-nitrofenitfosfat substrat ile pH : 5,6’da, Km dégerini 0,29 (16) Panara ve ar-
kadaglarinin Rana esculenta karacigerinden saflagtirdiklart asit fosfataz’in 4 izoen-

zimi ile yaptiklart caligmada, 37°C’de ve pH: 5’de p-nitrofenil fosfat substrati
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icin, Km degerini 0,16-02 mM (54), Panara ve arkadaglarinin bir bagka
caliymada arpa kokiinden saflagtirdiklar asit fosfataz cnzimi igin, p-nitrofenil fos-
fat substrati ile pH: 4,8 de, Km degerini 0,12 mM (57), ve yine Panara’nin
yaptif1 difer bir calismada tavuk karaciferinden saflagtirdifn 2 asit fozfataz izo-
enzimi igin; p-nitrofenil fosfat substrati ile, sirasiyla pH: 4,5-4,8’de Km = 0,16
mM ve pH = 52-55’da Km = 0,10 mM lik sonuglarim elde ettikleri bildiril-
mektedir (55).

Artan enzim miktarimin  aktiviteye etkisinin incelenmesi maksadiyla
yaptigimiz deneyde, enzim miktarinin artigiyla dofru orantili olarak aktivitede de

lineer bir artis oldugu goriildi. (Sekil 4.4).

Amonyum molibdat, arsenik asiti ve sodyum pirofosfatin artan substrat kon-
santrasyonlarinda enzim aktivitesine etkilerini incelemek maksadiyla yaptifimiz
deneylerde bu maddelerden amonyum molibdat ve arsenik asidinin enzim
tizerinde kompetitif inhibisyona yol agtifi gézlenmistir (Sekil 4.5. a,b ve 4.6.ab).
Literatiirdeki evvelce yapilmis calismalarda; amonyum molibdat ve arsenik asidi

ile ilgili olarak benzer sonuglarin alindig1 goriildii (16, 55, 57, 73, 76).

Sodyum pirofosfatla yaptifimz calismada ise diigiik substrat konsantrasyon-
larinda inhibisyon yaptig1, belli bir kritik seviyeden sonra ise enzimi aktif-
lestirdigi gortildi. Sekil 4.7 de cizilen grafikte goriildiigii gibi sigmoid bir egri
elde edildi. Bu durum allosterik inhibisyon tipine uymaktadir. Bu son

calismamizla ilgili olarak literatlirde herhangi bir bilgiye rastlanmamugtir.

Prolin, lityum siilfat, amonyum molibdat, arsenik asidi ve sodyum pirofos-
fatin artan konsantrasyonlarmin sabit substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesi-
ne etkisinin incelenmesi icin yaptigimiz deneylerde, prolin’in enzim aktivitesi

tizerine higbir etkisinin olmadig1, lityum siilfatin enzim aktivitesini artirdigi amo-
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nyum molibdat, arsenik asidi ve sodyum pirofosfatin ise enzim aktivitesinde azal-

maya yol actigi gozlendi (Sekil 4.8).

Sicakliin enzim aktivitesi lizerine etkisini incelemek maksadiyla yapilan de-
neyde, 37°C’nin iizerindeki deney sicakliklarinda, 60°C ye kadar enzim aktivite-

sinde ani bir yiliksclme go6zlenmigtir (Sekil 4.9).

Literatiirde sicakligin enzim aktivitesi lzerindeki etkisi ile ilgili ¢aligmalarda
farkli sonuglarin alindigi, hatta aym dokudan elde edilen farkli izoenzimlerin bile
farkli davranig gosterdikleri tespit edilmigti. Meseld Panara ve arkadaglarinin Rana
esculenta karacigcrinden saflagtirdiklar1 asit fosfatazin, 4 izoenzimi ile yaptiklan
¢aligmada II. nin 50°C ye dayanikli oldugu, IV.’ntin 50°C de 10 dikakada inakti-
ve oldugu, I. nin II. ile IV. arasinda bir davranig gosterdigi, III. Gn ise 50°C de
belirgin aktivasyon gosterdigi, bu aktivasyonun 60°C ye kadar devam ettigi, 70°C
de ise 10 dakikada inaktive oldufu belirtilmektedir. Gene bu c¢aligmada 4 izoen-
zimin optimal aktivitelerini 37-42°C ler arasinda gosterdigi bildirilmektedir (54).
Panara ve arkadaglarinin arpa kokii ile yaptifi bir bagka calismada ise
saflagtinlan enzimin yar1 omriinin 40°C de 40 dakika 50°C de 5 dakika oldugu,
60°C de hizla inaktif hale gectigi ve optimal sicakliginin 30-35°C civarinda bu-
lundugu bildirilmektedir (57).

pH nin asit fosfataz enzimi lizerine etkisini incelemek igin yaptifimz dene-
yde, saflagtirdifimiz enzimin pH 4-5 arasinda en yiiksek akiviteyli gosterdigi
gozlendi. Waymack ve arkadaslari, bugday tohumundan saflastirdiklari asit fosfa-
taz igin maksimal stabilite elde edilen pH aralifimin 4-7, (76), Janska ve arka-
daslari, yayin balif1 karacigerinden elde ettikleri-asit fosfataz icin optimum pH 1
4,8 (37), Panara tavuk karacigerinden elde ettigi asit fosfataz izoenzimlerinden I
icin pH arahigini 4,5-48 ve I igin 5,2-5,5 (55), Duff ve arkadaglan, siyah har-

dal hiicre siispansiyon Kkiiltiirlinden saflagtirdiklan1 asit fosfatazin optimum pH’ini
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5,6 (16) Avila ve arkadaglan American Leishmania promastigotlarindan elde et-
tikleri asit fosfatazin optimum pH im 52 (4) ve Himeno ve arkadaglari, sican
karacigerinden izole ettikleri asit fosfatazin optimum pH’'mi 50 (31) olarak bil-

dirmiglerdir.

Sonug olarak bu calismada amonyum mobildat ve arsenik asidinin enzim
izerinde kompetitif inhibisyon meydana getirdigi, sodyumpirofosfatin allosterik in-
hibisyona yol acgtif1, prolinin enzim aktivitesi lizerinde hicbir etkisinin olmadifi,
lityum siilfatin enzim aktivitesini artirdifs, sicakhifin etkisinin 37°C ile 60°C
arasinda ani bir aktivite artigt geklinde ortaya ¢iktifi ve bu enzim igin optimal
pH nin 4-5 arasinda bulundufu tespit edilmistir.
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OZET

Bu calismada, sifir délagmdan asit fosfataz enzimi kismen saflagtirlarak, fi-

zikokimyasal ve kinetik ozellikleri incelenmistir.

Salfagtirilan enzimin Once p-nitrofenil fosfat substrati icin Michaelis-Menten
ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km degeri 0,14 mM olarak hesap-
lanmigtir. Daha sonra amonyum molibdat, arsenik asit, sodyum pirofosfat, prolin,

lityumm siilfat, sicaklik ve pH’nin enzim aktivitesi {izerindeki etkileri aragtirlmigtir.

Amonyum molibdat ve arsenik asit’in enzim {izerinde kompetitif inhibisyon
meydana getirdigi, sodyumpirofosfatin, allosterik inhibisyona yol agtifi, prolinin
enzim aktivitesi {izerinde higbir etkisinin olmadigi, lityum siilfatin enzim akftivite-
sini am'rdlgl, sicakligin etkisinin 37°C ile 60°C arasinda ani bir aktivite artig
seklinde ortaya ciktigi ve bu enzim igin optimal pH nin 4-5 arasinda bulundugu

tespit edilmigtir.

35



SUMMARY

In this study, enzyme acid phosphatase had partially purified from bovine

spleen and its physicochemical and kinetic properties were detected.

Initially, we calculate the Km value of the enzyme as 0,14 mM for
substrate p-nitrophenylphosphate, after drawing the graphics of Michaelis-Menten
and Lineweaver-Burk. Then, effects of ammonium molybdate, arsenic acid,
sodium pyrophosphate, prolin, lityum sulphate, temperature and pH on the

enzyme activity were detected.

At the end of our study, we have found the results that: 1-Ammonium
molybdate and arsenic acid are competitive inhibitors of the enzyme
2-sodium-pyrophosphate has an allosteric effect on the bchaviour of the enzyme.
3-prolin has no significant effcct on the enzyme 4-Lityum sulphate activates the
enzyme 5-When we increase the experimental incubation temperature, between
37°C and 60°C, enzyme activity shows a sharp rise. 6-The optimal pH range for

this enzyme is 4-5.
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