ALKALEN FOSFATAZ
I. ALP enzim seperasyonu ve purifikasyonu
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OZET

Alkalen fosfataz enzim kaynagi olarak dana ince barsaklar:
kullamldi.  Yontemlerde modifikasyonlar da uygulanmak suretiyle
i-ALP enzim proteini separe edildi; separasyon boyunca enzim akti-
vitesi gdstermeyen proteinler uzaklastirlarak purifikasyon temin
edildi.

Seperasyon ve purifikasyon i¢in bashca Morton ydntemi (1,2)
degistirilerek kullamldi. i-ALP enzimi %, 26 verimle 564 kat saflas-
tirlds.

GIRIS VE AMAC

Alkalen fosfataz enzimi iizerinde calisabilmek igin hergeyden énce enzimin
yeteri kadar mevcut olmasi gerekmektedir. Ayrica kinetik calisma .da yapimak
istendiginden enzimin olduk¢a saflastirilmis olmasi zorunludur. Ticari olarak
istenilen saflikta enzimi bulmak zordur. Bu bakimdan enzimin bizzati arastirici
tarafindan elde edilmesi lazimdir. )

Biz yavru dananmn ince barsagint segtik. insandaki gibi hemen ayni fonksiyonu
gbren bu enzim, mezbahada kesimde anne karmndan ¢ikan yavru danalarin ince
barsaklarinda bol bir kaynak olarak mevcuttu. Boylece yeteri enzim eldesi sagla-
lanabildi.

YONTEMLER

Mezbahada kesimden hemen sonra dana ince barsaklart toplandi. Mezenterik
membranlart uzaklastirildi. Sifir derecenin altindaki soguk sartlarda (Kisin bol-
gesel tabii sartlar dolayisiyle sogutma kaplarina gogu kez ihtiyag olmamustir),
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laboratuvara getirildi. Ince barsaklarin mukozast orta boy mantar delicinin yuvar-
lak keskisi igerisinden gegirilerek siyirmak suretiyle kolayca ayrildt (modifikasyon)
Mukozanin otolizine mani olmak yoniinden ilk islemler siiratla gergeklestirildi.
(Orijinalde tim barsaklar makasla kesiliyordu). Biz sadece mukozay:r styirarak
gereksiz islemleri attik. Mukoza disinda barsaklarda aktivite kalmadi.

KADEME 1: Suda Homojenizasyon

Mukoza, hacminin ii¢ kat1 0°C’ta suda dagitildi. IN NaOH ilavesiyle dikkatlice
pH 7,5’a ayarlandi. Sicaklik 0°C iistiine ¢ikmayacak sekilde homojenizatdrde 45 000
devirde iki dakikada pargalandi. Buchner hunisinde iyice yikanarak nétiir hale
getirilmis siizgecten siiziilerek yaglar ve ¢Sziinmiyen agregatlar uzaklastirildi.
Sliziintiiler 0°C de toplandi. Cokeltide %, 10’dan fazla ALP aktivitesi yoktu.

KADEME 2: Asidik Coktiirme

Soguk siiziintli 2 M asetat tampon (pH 4) ilivesiyle pH’5’e ayarlanarak tek-
rar 0°C de 45 (dakika) bekletildi. pH 5’te olusan ¢okelti alindi, birinci hacmini
8/9’u kadar 0,15 M NaCl igerisinde dagitildi. Siispansiyon 0,5 M Na,CO; ile
pH 7,5’a ayarland:. 0-2 C° de bir gece nazikge manyetik karistiricr ile karistirldi.
pH 5’deaynen ¢oktiriildii,cevrildi, ¢okelti alindi,Bu kademede iist sivi  berraktir.
Igerisinde ¢oziiniir protein bulunmaz.

Cokelti ikinci defa ayni miktar, fakat bu kez su iginde dagitilarak yikandi.
Bu yolla iyonik gligleri azaltilmig ve ¢6ziiniir proteinin eser miktar: da temizlenmis
oluyor. Aynen cevrilerek ¢Skelti alindi, ilk hacmin 5/9’u kadar suyu (0°C) dag-
tild1

KADEME 3: (Modifiye) n-Butanol Ayirmasi

flk hacmin 2/9°i kadar n-butanol, 15 dakika icerisinde devam I1 pervaneli ka-
nigtiricr ile karigmakta olan sudaki suspansiyonailave edildi. Hemen 1800 g’de
30 dakika gevrildi. Bu suretle enzim proteini n-butanol tabakasina gegmis oluyor.
Vacuvette pompa ile bu iist tabaka-emildi.Whatman No:1 siizge¢ kagidindan (5n-
ceden Buchner hunisinde yikanmig) siiziildii.

(Orijinal yontemdeki 38°C de 5 dakikalik 1sitma islemi kaldiridmistir. Aktivite
kaybimna sebep oldu. Selektif 1st denatiirasyonunu sonraki kademeye aldik). Siiziintii
pH 8,5’a ayarlandi 0°C’ta bir gece bekletildi, yine siiziildii.

KADEME 4: Asetonla Coktiirme (Modifiye)

 Siiziintii pH 6,4’e ayarlandi. -5°C’a sogutuldu. Enzim, -5°C’de sadece aseton
ile stizintiiniin %) 60 hacmine kadar ilave edilerek ¢oktiiriildi. Bir gece -15°
de beklettikten sonra iist sivi emilerek atildi. Enzim g¢okeltisi -7°C de cevrile-
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rek (4000 g,20 dakika) elde edildi, -15 de Once susuz aseton ve sonra aneste-
tik eterle  yikandt

Desikatorde, H,SO 4 i.izerinde,‘buz dolabinda daha sonraki saflastirma kade-
meleri igin ultrafiltre edilen niimune depolanip saklanabilir. Yeterli miktar elde
edildiginde kurutma islemine girifmeden saflastirmaya devam edilebilir. (Orijinal
yontemdeki 9, 10 eter ilavesi ¢Oktiirme islemlerinden ¢ikarildi. Sadece aseton
ile ¢coktiiriildii. Santrifugasyon igin 4000 ¢ denenerek uygun bulundu (yontemde
belirtilmemis). Kurutma islemi N, gazi akinu yerine ultrafiltre edilerek gercek-
lestirildi (3).

KADEME 5: Amonyum Siilfat Ayirim

9 60 (v/v) asetonda toplanan ¢okelti 0,05 M veronal-HC!1 (pH 7,7) 50
ml. tamponda ¢éziilldii. Bu ¢ozelti 3000 g’de 20 dakika gevrildi. Coziinmeyen
artiklar uzaklastirildt. (Cozme islemi pH 6,4 yerine 7,7 tercih edildi).

Berrak iist sivi katt (NH 4),SO ile 9 46 doygunluga getirildi. 24 saat bekle-

tilerek cokelti toplandi. Cékeltinin iist sivilart toplanarak birlestirildi, daha ileri
(NH 4),80 4 ayrimina tabi tutuldu. Doygunluklari; 7 46-60, % 60-70 %, 70-80,
97 90-100 olan (NH4)2S04 konsantrasyonlarinda ayirima tabi tutuldu. Herbir
¢Bkelti icin -5°C’de 3 saat beklendi. Bu ¢okeltiler redistile suda ¢Oziildii ve bir ge-
ce suya kars: dializ edildi. 9 70-80, o, 80-90 doygunluktaki ¢okeltiler ayrt top-
landi ve kiiciik miktar 0,05 M veronal -HCI (pH 7,7)de ¢oziildii. Aktivite, en-
cok % 46-60, % 60-70, %, 70-80 doygunluktaki ¢okeltilerde gorildii. Cokeltile-
rin aktif fraksiyonlar: birlestirilerek isleme devam edildi. Meveut hacmin 97 401
kadar aseton (-5°C) ilave edildi. Ustte yiizen hafif ¢okelti atildi. Aseton 74 50 o-
funcaya kadar ildveye devam edildi.

Bu 9 50 aseton g¢okeltisi kademe 6’daki gibi tamponda ¢ozildi ve dializ
edildi. (Saflastirma islemlerinin bu kademesinde Morton yonteminde bulunmayan
bu aywim ilave edildi).

KADEME 6: Dializ

Kademe 5’te elde edilen enzim, minimum miktar 0,05 M veronal-HCl pH
7,7 lik tamponda ¢oziildii. Aym pH’da 0,015 M magnezyum asetata karst (4
saat, 4° de) dializ edildi. Mevcut hacmin ; 35-48’iarasinda  aseton ilavesiyle -5°C
de enzim c¢oktiiriildii. 0,05 M pH 7,7 veronal-HC1 tamponunda ¢ozilerek cam
distile suya kars1 0°C de organik ' ve inorganik solventlerden armncaya kadar
(4-5 saat) dializ edildi. Dializ siiresi aktivite kaybi olmayacak siirede ayarland.
(Morton’da belirtilmemis. Daha uzun siiveler aktiviteyi azaltiyor).

KADEME 7: Selektif Ist Denatiirasyonu

Dializat 0,05 N asetik asit ile pH 4,9°a ayarlandi. 48°C de iki dakika tutuldu.
0,5 magnezyum asetattan dializattaki magnezyum konsantrasyonu, 0,015 M o-
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luncaya kadar katildi. pH 6,4’¢ ayarlandi. Bundan sonraki safhada liyofilize edi-
lerek, kolan kromatogra filerine gegildi.

BULGULAR

Enzim proteininin, diger proteinlerle birlikte daha kiiciik bir alana ayrilmast
icin proteinlerin asidik ¢oktiirilmesinden yararlanildi. 2M asetat tampon (pH 4)
ile enzim proteininin pH 5’de kontrollii bir sekilde denatiire edilmeden coktiiriil-
mesi, proteinlerin bir elde toplanmasinda ilk islem olup, saflasma, protein fazlaligs
nedeniyle azdir.

Dana ince barsagi-alkalen fosfataz enzim proteininin ayrilmasinda esas islem
n-butanol kademesinde yiiriitiiliir. Enzim proteini membrana baglh bir enzim oldu-
Sui¢in n-butanol, lipidprotein baglarinin ¢éziilmesinde yardimet olur. Enzim hemen
hemen kantitatif olarak n-butanol tabakasia geger. Bu nedenle en fazla saflagtir-
ma islemine olanak saghyan kademe budur. Saflasma orani kaba ekstreye kiyasla
50 defa artmustir.

Asetonla ¢6ktiirme, muhtelif %/ karigim miktarlarinda ve calisilan ortamdaki
meveut proteinler igerisinden enzim proteinini ayirmada difer bir protein ayirimi
olarak tatbik edildi.

Burada protein ¢Skelegi sogukta elde edildi ve sogukta daha yitksek devirde
cevrilerek yaklasik bir Oncesine kiyasla iki misli civarinda daha saflasti.

Morton saflastirma islemlerine, amonyum siilfatin ¢esitli doygunluklarmdaki
ayirmm dahil edildi, spesifik aktivite artirildi. Amonyum silfattaki en  aktif frak-
siyonlar {izerinden yine sofukta bu kere biraz daha fazla asetonla ¢oktiirme ya-
puabildi.

Dializ kademesinde proteinden kiiciik molekiiller dializ torbalarindan rahathk-
la ayrildi ve bu arada Mg+t iyonlart da aktivite kaybini 6nledi. Dializattan ase-
ton ¢Oktiirmesi ile ayrilan enzim selektif olarak pH 4,9 da (ki daha asagilara diig-
mesine miisaade edilmeden) 48°C 1s1 denatiirasyonuna iki dakika siireyle bira-
kild.
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SONUC

Tablo I Dana Ince Barsak Alkalen Fesfatazimn  Satlastinilmasina
Ait Bulgular.

Sp Akt
(Aktivite Prot.  LU./mg Verim Saflasma
Kademse Vimh LU/ml/dk T.U mg/ml. Prot %  Orani
1) Suda Homojenizasyon 1500 1,02 1530 18,00 0,056 100 ]
2} Asidik Céktlirme 575 2,04 1172 R00 0,255 76,7 4,6

3) n-Butanol Ayirtm 220 50 1106 1,74 2,840 71,8 50,7
4) Asetonal Coktiirme 150 6,3 945 1,05 6,000 61,8 1071
5) Amonyum Siilfat Avirtmn 60 11,2 750 0,96 10,790 49,0 1928

6) Dializ ) 28 15.2 442 0,75 21,060 28,9 3761
7) Selektif Isi Denatiiras-
yonu (48°C, 2 dakika) 20 22,1 398 0,70 21,590 26,0 564.2
Agiklama: Sp. Akt. Spesifik aktivite

Prot. Protein

T.0. : Toplam aktivite {inite olarak

1.U: Uluslararast anite, mikro M/ml/dk.

TARTISMA

Dana ince barsak-ALP’1 tayinlerimizde degisik Bessey-Lowry-Brock yontem-
leriyle aktiviteyi 1.U./ml/dk. cinsinden kullanmamiza karsin bir kisim aras-
tiricilar kendi yontemlerine 6zgii iiniteleri kullanmislardir. Karsilastirma olanagt
bakimindan bu birimleri uluslararast aktivite birimi icerisinde hesaplamalardaki
bilinen yontemleri kullanarak (4,5) degerlendirmege ¢alisacagiz.

Moton’un n-butanol ayirimint kullanan King-Ahmed’de (6) bu saflasma orant
bizim amonyum siilfat ayirimina tekabiil eden kademede, 25, 6 I.U /mg. Prot.
dir; bizde 10, 79 I.U/mg. Prot. dir. (Bunda ve diger arastirmalardaki aktivite dé-

niisiimleri, aktivite birimleri tarif edilen yontemlerde yapilabilmistir). King-
Ahmed’e gore | Morton iinitesi = 57 King-Armstrong (K.A) iinitesine esittir.
Morton ve King-Armostrong spesifik aktivitelerini mg. azotu basina kendi iinite-
leri cinsinden hasaplamuslardir. Dializ kademesinde spesifik aktivite bizde 21,06
[.U./mg. Prot. iken King’de 38,3 I.U. mg. Prot. elde edilmistir.

Morton’un orijinal yonteminde kendisinin eristigi spesifik aktivite 32,5
I.0./mg. Prot. lik bir aktiviteye esleniktir. Bu spesifik aktivite bizde 31,59 dege-
rindedir ve selektif 1s1 denatiirasyonuna tekabiil eder.

Behal daha ince barsagmdan 33,6 1.U./mg. Prot. spesifik aktivitede enzim
elde etti. Saflastirmalari bize gore diisiiktiir. Ancak ¢alismalarmda sadece degisik
ALP tayin yontemleri igin maksimum aktivite karsilagtiriimas: yapilip herhangi
bir kinetige girilmemistir (7).Danimarkali arastiricilar kemik ve karaciger ALP’t
¢aligmalarint Reaction Rate Analyzer’de inhibisyon ve 1s1 denemeleri igin serumdan
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100 1.U./L’lik spesifik aktivitede saf enzim elde ettiler. Saflasma oran1 verilmeyen
bu calismadaki spesifik aktiviteleri bizim bulgularimizin gok ¢ok altindadir

(8.

Moss-1967 (9) saflastirma yolunu vermedikleri insan dokularindan karaciger
icin 340 kat ince barsak igin 135 kat, FEaton-Moss-1968 (10) kemik icin 670
kat saflastirma ile aktivasyon ve Km denemeleri yapmislardir. Triptik dijesyon
ile dokudan ALP enzimi ayiran Schales (11) bobrek ALP’m 7,2 1.U./gr. doku
aktivitede % 39 verimle elde etti..

Dana ince barsak ALP izoenzimimizin safligt ve saflasma oranlari, kinetik
calismalar yapan muhtelif arastiricilarin degerleriyle galisma yontemlerine gore
bir uyum gostermektedir.

Kinetik calismalara girmeyen arastiricilarin saflastirmalarinin gok iistiinde
saflagtirma yapumistir.

Saflastirma islemlerinde Hoag, plesental ALP icin 130 kat, Lehmann-1975
karaciger antiserumunu 41 1.U./mg. Prot. spesifik aktivitede 188 kat saflikta
elde ettiler (12,13).

Elde ettigimiz dana ince barsak ALP izoenzimimizin kinetik arastirmalarda
kullanilabilecegi, diger caligmalarla karsilastirildiginda anlagilmaktadir.

SUMMARY
I. The ALP Enzyme' Seperation and Purification

The small intestines from young calves areused as the source of alkaline phosp-
hatase enzyme. Intestinal -ALP enzyme proteins have been seperated by means
of modified methods. The purification is obtained by eliminating all of the proteins
which have no enzyme activity during seperations.

For the methods of seperations and purifications. the Morton’s methods
(1,2) are used by some modifications. i-ALP enzymes have been purified 564
times with a yield 26 per cent.
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