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OZET

Bu calisma, sican karacigerinden 6ziitlenen alkalen fosfataz (ALP) enziminin kismen 6ziitlenmesini, inhibitorsiiz
ve inhibitdér varliginda kinetik Ozelliklerinin arastirilmasini kapsamaktadir. Deneysel sonuglar yardimiyla
Michaelis Menten ve Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden K, ve V.. degerleri hesaplandu.
Degerler: Inhibitorsiiz K= 0,047 V,,,,=24.,87; Ure inhibitdrlii K= 0,054 V1, =20,83 ; Kreatinin inhibitdrlii K=
0,037 Vx=20,83 olarak hesaplanmistir. Bu degerlere gore enzimin substrata ilgisi ve maksimum hiz tespit
edildi. Inhibitér maddeyle deneyler tekrarland1 ve inhibisyon tipi belirlendi. Kandaki yiiksek iire ve kreatinin
seviyesinin alkalen fosfataz enzimini nasil etkiledigi bulundu. Kandaki ALP (Alkalen Fosfataz) iizerinde iirenin
inhibitor olarak kullanildigi c¢alismada reaksiyonun yarigmasiz (nonkompetetif) bir reaksiyon, kreatininin
inhibitdr olarak kullanildigi ¢alismada ise reaksiyonun yarismaci olmayan (unkompetetif) bir reaksiyonla
gerceklestigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkalen fosfataz, Michaelis Menten, yarismasiz inhibisyon, yarigmaci olmayan inhibisyon.

ISOLATION, INHIBITION AND KINETIC MODELLING OF ALKALINE
PHOSPHATASE (ALP) ENZYME

ABSTRACT

This study scopes the purification of alkaline phosphatase enzyme extracted from the liver and the investigation
of kinetic properties for the reactions with and without inhibitor. Michaelis Menten and Lineweaver Burk graphs
were drawn by means of experimental results. K, and V,,, values were calculated from these graphics.
According to these values, substrate affinity (K,,) and maximum velocity (V) values were determined. Values
without inhibitor; K= 0,047 V.x=24,87; with urea inhibitor K= 0,054 V,.x=20,83 ; with creatinin inhibitor
K= 0,037 Viax=20,83. The experiments were repeated with inhibitory substance and inhibition type was
established. How high blood urea and creatinine levels affected alkaline phosphatase activity were determined.
In this study, urea was found to cause noncompetetive inhibition and creatinine to cause uncompetetive
inhibition on liver ALP.

Key Words: Alkaline phosphatase, Michaelis Menten, Lineweaver Burk, noncompetetive inhibition,
uncompetetive inhibition.

1. GIRIS INTRODUCTION)

ALP (Alkalen fosfataz enzimi) dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Insanlardan bakterilere kadar biitiin
tirlerde varligmi siirdiirmektedir. Bu durum, s6z
konusu enzimin biyokimyasal reaksiyonlarda énemli
oldugunu gostermektedir [1,2]. Yapilan bazi
aragtirmalarda embriyonik hiicre migrasyonunda
ALP'1n rolii olabilecegi gosterilmistir. Ozellikle
uzun zincirli yag asitlerinden zengin diyetle
beslenmede bagirsak alkalen fosfataz enziminin

artmas1 ve lipid konsantrasyonu ile bagirsak alkalen
fosfataz ~ enziminin  aktivitesi arasinda  bir
korelasyonun olmasi, lipid transportunda bagirsak
alkalen fosfataz enziminin bir roli olabilecegini
diisindiirmektedir [3].

Laboratuvar sartlarindaki ¢aligmalarda fosfatin geri
almmasimin dogrudan inhibe edilememesi, ALP'in
fosfat transportunda indirek rolii  oldugunu
gostermektedir. Bagirsak hiicrelerinde Pi
transportunun  ALP  aktivitesine bagli olarak
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degismesi enzimin bobrek ve bagirsak fosfat
transportunu  diizenleyebilecegini  gostermektedir
[4,5]. Bagirsaklarda kalsiyum emilimi ile ALP artigi
paralel gitmektedir. D vitamini alinmasi ile bagirsak
ALP enziminde 2-3 kat artma goriilmektedir [6].
Plasental ALP enziminin, fetusa antikorlarin
gecisinde gorev aldiklari iddia edilmistir [7].

Pankreatik kanallarin mutasyonu ile ortaya g¢ikan
kistik fibrosisde levamisol gibi ALP aktivitesini
azaltan ilaglar kullanilarak kanallarm acildigir one
striilmiistiir [8]. ALP beyin mikro damarlarindaki
ana enzimlerden biridir. Insiilinin beyin ALP
aktivitesini  belirgin  sekilde  inhibe  ettigi
gosterilmistir.  ALP'm  insiilin ile kan-beyin
bariyerini diizenleyen anahtar enzim olabilecegi
diigiiniilmektedir [9,10]. Hansen-Smith  ve
arkadaslar1 ALP enziminin azligi ve yoklugunda
kalp ve iskelet kaslarinda hipoksik bolgeler
olustugunu gostermislerdir [11]. ALP'in en 6nemli
rolii iskelet mineralizasyonu {izerinedir. Kemik ALP
aktivitesinin en yiiksek oldugu yer osteoblastlarin
(kemik yapim hiicresi) plazma membranidir [12].

ALP izoenzimleri degisik metotlar kullanilarak
birbirinden  ayrilabilir.  Bunlar  elektroforez,
kromotografi, sicaklik, iire, L-fenilalanin ile
inhibisyon gibi metotlardir.

Bu calismanin amaci; kandaki yiiksek iire ve
kreatinin seviyesinin alkalen fosfataz enzimini nasil
etkiledigini  belirlemek  ilizere, karacigerden
oziitlenen ALP ‘in, aktivasyonu ve inhibisyonunun
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk esitliklerinin
olusturulmasiyla incelemektir.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIAL AND
METHOD)

Deneysel calismada; Waring Blender, Sorval
Superspeed S1 Santrifiij, Sanyo Harrier 18/80
Sogutucu Santrifiij, Heldolph Manyetik Karistirici,
Grant CB2 50 Z Su Banyosu, Derin Dondurucu ve
Unicam-UV  Visible Spektrofotometre kullanildi.
Calismada kullanilan kloroform, etanol ve NaCl
Merck firmasindan satin alindi.

Iki ana boliimde yapilan calismalarin ilk béliimiinde
alkalen fosfataz enzimi karacigerden izole edilerek
kismen saflastirildi. Ikinci boliimde ise saflastirilan
enzimin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek K., ve V. degerleri hesaplandi.
Inhibitdriin enzimin kinetik davranisina kars1 etkisi
aragtirtldi.

Buz icerisinde muhafaza edilen karacigerden 4,2 g
alimarak 8 ml serum fizyolojik (% 8,75 lik NaCl
¢ozeltisi) igerisinde 3500 devirde 10 dakika
homojenize edildi. Santrifiij sonucu dibe ¢oken kisim
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atildt ve st kisimdaki enzimleri barindiran kisim
calismalarin devami igin 9 ml olarak ayrildi. Bu
kisimdan yaglar1 uzaklastirmak i¢in homojenizatorde
15 ml koloroform-9 ml etanol karigimi ile muamele
edildi ve 3500 devir/dakika hizda santrifiij edildi.
Olusan iki fazdan alttaki kisim kloroform fazi, iistteki
kisim ise etanol-su fazi olarak ayrildi. Proteinler
etanol-su fazina gegerken, yaglar kloroform fazina
gegerek uzaklastirilmig oldu. Farkl
konsantrasyonlarda substrat cozeltilerinin
hazirlanmas1 Tablo 1 de verilmektedir. ALP enzim
aktivitesi Bessey-Lowry’nin tarif ettigi metodla
asagidaki tabloda belirtildigi sekilde yapilmistir.

Tablo 1. Farkli konsantrasyonlarda substrat
¢Ozeltilerinin  hazirlanmasi  (Preperation of  substrate
solutions at different concentrations.).
Ozellik Tipl | Tup2 | Tup3 | Tip4 | TipS
Son Tiipteki | 0,1 0,3 ImM | 3mM | 5mM
substrat mM mM
(Adenozin)
Konsantrasy
onu
Substrat 0,1 0,3 ImL | 3mL | 5mL
mL mL
Distile Su 9,7 9,3 7,9 2mL | -
mL mL mL
Serum 0,1 0,Im | 0,1 0,1 0,1
mL L mL mL mL

Bu setler 1 saat 37 °C su banyosunda bekletildi. Her
tipe TCA (trikloroasetik asit) konularak protein
¢oktiiriildii ve siiziildi. Caligmaya siiziintiiden devam
edildi. Boylece proteinler uzaklagtirtlmis oldu. Tablo
2 de verilen madde miktarlar her tiipe ilave edldi ve
15 dakika bekletilerek renk degisimi gozlendi. Herbir
tiplin absorbansi distile suya karst 630 nm de
spektrofotometrik olarak 6l¢lilmiistiir.

Enzim aktivitesi ADA Aktivitesi= [(ODpymune
ODnumune kérﬁ)] / [(ODstandart - ODstandan kérii)] x 50
formiiliine gére once internasyonel {inite olarak (IU:
pmol/dk), sonra her bir numunenin protein miktarina
(mg/mL) boliinerek spesifik aktivite cinsinden (IU/mg
protein) verilmistir.

Tablo 2. Spektrofotometrik dlglimler i¢in kullanilan
reaktifler (Reagents for spectrophotometric measurements)

Ozellik Tipl | Tup2 | Tiup3 | Tip4 | Tips

Siizlinti 2mL | 2mL 2mL 2mL 2mL

Askorbik Asit 0,5 ImL | 2mL ImL ImL
mL

Sulfomolibdik
Reaktifi

ImL | ImL 1ImL 1mL ImL

Numunelerdeki protein miktart Lowry metoduna gore
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Metodun
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prensibi alkali ortamda peptidlerin (proteinlerin) Cu®*
iyonlar1 ile kompleks yapmasi esasina dayanmaktadir
ve bu kompleks 600-700 nm de maksimum absorbans
vermektedir. Bovin  serum  albumini (BSA)
kullanilarak  standart grafik ¢izilerek grafigin
egiminden numunelerdeki protein miktar1 hesaplandi.

Optik  yogunluk  spektrofotometreden  okunarak
kalibrasyon grafiginden aktivite miktarlar1 elde edildi.
Hesaplanan aktivite degerleri substrat
konsantrasyonuna karsi grafige cizilerek Michaelis-
Menten grafigi olusturuldu. Daha sonra sonuglari
kesinlestirmek  igin  (1/aktivite) ‘ye  karsi
(1/konsantrasyon) grafigi olan Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi. Her iki grafikten maximum hiz (V)
ve K., (substratin enzime ilgisi) degerleri kaydedildi
[14].

3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

Protein miktarinin tayininde deney tiipiindeki okunan
absorbans=0.263, kor tiiplindeki okunan absorbans=
0.051 dir. Buna gore protein miktar1 = deney tiipiiniin
absorbansi - Kor tiipiin absorbansi x 20 dir. Buna gore
hesaplanan deger =4.24 g/L dir.

Vimax enzimin en yiiksek hizda calistigi hizdir. K,
enzimin substrata ilgisini gostermekte olup, hizin
hangi substrat konsantrasyonunda yariya geldigini
ifade etmektedir. Enzim substratina ilgiliyse K,
degeri diisiik olur, ilgisi azsa K, degeri yliksek
olacaktir [15]. Bu bilgiler 1s18inda sonuglari
degerlendirebilmek iizere inhibitorsiiz, iire ile ve
kreatinin ile okunan OD (optik yogunluk farkr)
degerleri Tablo 3 de, ALP aktivite degerleri ise Tablo
4 de verilmiktedir.

Tablo 3. Inhibitorsiiz, ire ve kreatinin ile okunan OD

(optik yogunluk farki) degerleri (Optic Density values of
noninhibitory, urea and creatinine )

Aop AoD  (Ure | AOD
(inhibito6rsiiz) ile) (Kreatinin ile)
0,149 0,13 0,136
0,178 0,113 0,147
0,185 0,171 0,157
0,236 0,191 0,19
0,225 0,229 0,195

x10° formiiliinde yerine

Bu degerler
A3

konularak birimler p.mol/L ye cevrildi.

Gazi Univ. Miih. Mim. Fak. Der. Cilt 28, No 1, 2013

Z. E. Durak ve M. Giirii

Tablo 4. Inhibitérsiiz, iire ve kreatinin ile okunan

ALP 06zgiil aktivite degerleri (ALP specific activity values
of noninhibitory, urea and creatinine)

Substrat Aktivite Aktivite Aktivite
konsant (IU/L) (IU/L) (IU/L)
rasyonu | (inhibitors (Ure ile) (Kreatinin
(mM) iiz) ile)
0,1 75,25 65,65 68,68
0,3 89,89 57,07 74,24
1 93,43 86,36 79,29
3 119,19 96,46 95,95
5 113,63 115,65 98,48

Deney sonucu bulunan protein 4,24 mg/mL (4,24 g/L)

mol 1 Ann pmnl
dgir. AOD E X =
L 44 g/L 44q

denkliginden hesaplanan inhibitdrsiiz, iire ile ve
kreatinin ile okunan ALP 0&zgiil (protein basina)
aktivite degerleri Tablo 5 de verilmektedir.

Tablo 5. Inhibitorsiiz, iire ve kreatinin ile okunan

ALP ozgiil (protein bagina) aktivite degerleri (ALP
specific activity values of noninhibitory, urea and creatinine)

Substrat Aktivite Aktivite | Aktivite
konsantrasyonu (IU/mg IU/mg (IU/mg
(mM) protein) protein) | protein)
(inhibitdrsiiz) (Ure (Kreatinin
ile) ile)

0,1 17,74 15,5 16,2

0,3 21,2 13,46 17,51

1 22,0 20,37 18,70

3 28,11 22,75 22,63

5 26,8 27,27 23,22

Bu degerler yardimiyla Michaelis-Menten ve

Lineweaver-Burk  grafikleri  ¢izilerek  esitlikler
olusturuldu, sonuglara gore inhibitor tipi belirlendi.

3.1. Michaelis-Menten Grafikleri (Michaelis-Menten
Graphs)

Once, Tablo 5 deki inhibitorsiiz numunede aktivite
degerlerinin substrat konsantrasyonuna gére degisimi
alinarak Sekil 1 deki grafik olusturuldu.
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Spesifik Aktivite

(nmol/g protein)
30
2% T
. /7 /
15 == Irhibittrsiz

—— Log. (Innibitorsiiz)

0 Substrat Konsantrasyonu
0 1 2 3 4 5 6 (M)

Sekil 1. Inhibitérsiiz numunede aktivite degerlerinin

substrat konsantrasyonuna gore degisimi (Changes of
activity values depending on substrate concentrations in the studies
performed by samples without inhibitor)

Grafikten Vimax degeri okundu. Bu deger 7 ile
carpilarak elde edilen degere karsilik gelen K, degeri
okundu. Dolayisiyla Vi = 25, Vin/2 = 12,5 olmak
tizere Sekil 1 den V. degerine karsilik gelen

konsantrasyon degeri K=0,05 olarak

kaydedilmektedir. Kaydedilen degerler

V =V ., X——— seklindeki Michaelis-Menten
(K, +5)

esitliginde yerine kondugunda esitlik

V = 25x———— haline doniismektedir. Burada
(0,05+55)

V; reaksiyon hizini, S; substrat konsantrasyonunu
gostermektedir [16].

ikinci olarak Tablo 5 deki iire (16 mM) katkili
numunede aktivite degerlerinin substrat
konsantrasyonuna gore degisimi alinarak Sekil 2 deki
grafik olusturuldu.

Spesifik Aktivite
(nmol/g protein)
30

25 A

20 =
e

ISW

10

=16 mM Ure

—Log. {16 mM Ure)

C

Substrat Konsantrasyonu

¢ S M)

0 1 2 3 4 5

Sekil 2. 0,2 ml (16 mM) Ure inhibitérlii numunede
aktivite degerlerinin substrat konsantrasyonuna gore

degisimi (Changes of activity values depending on substrate
concentrations in the studies performed by samples with 0,2 ml
urea)

Grafikten VmMax degeri 25 olarak okundu. Bu
deger ' ile garpilarak elde edilen degere karsilik
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gelen K, degeri okundu. V. = 25; Via/ 2 = 12,5 ve
Kiu=0,1 (Vax degerine karsilik gelen konsantrasyon)
degerleri asagidaki Michaelis-Menten hiz esitliginde
yerine konularak Esitlik 1 haline déniismektedir.

V=V S S

X = 25— (1)
(K, +S) 0,1+5)

Ugiincii olarak Tablo 5 deki kreatinin (0,442 mM)
katkili numunede aktivite degerlerinin substrat
konsantrasyonuna gore degisimi alinarak Sekil 3 de
goriilen grafik olusturuldu.

Spesifik Aktivite
(nmol’g protein)

25

) (/
15

=8=(,442 mM Kreatinin

10
5
0 T T 1Substrat Konsantrasyonu
0 2 4 6 (M)
Sekil 3. 0,2 ml (0.442 mM) Kreatinin inhibitorli
numunede aktivite degerlerinin substrat

konsantrasyonuna gore degisimi (Changes of activity
values depending on substrate concentrations in the studies
performed by samples with 0,2 ml creatinin)

Grafikten V., degeri 22 olarak okundu. Bu deger %
ile garpilarak elde edilen degere karsilik gelen K,
degeri okundu. V. = 22; Via/ 2 = 11 ve K;;=0,05
(Vimax degerine karsilik gelen konsantrasyon) degerleri
Michaelis-Menten hiz esitliginde yerine konularak
Esitlik 2 haline donlismektedir.

V=7 5 S

xS0 =x—2 ()
(K, +5) (0,05+ )

Michaelis-Menten grafiklerinden yola ¢ikarak; iirede
Viax sabit  kalmis, K, artmistir. Bu sebeble
modelleme tipi, yarismaci (competetive) olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kreatininde ise V. azalmis, K,
sabit kalmistir. Sonug olarak kreatinin modelleme tipi,
yarigmaci olmayan (noncompetetive) inhibitér olarak
etki ettigi diisliniilmektedir. Fakat bu grafiklerden
kesin sonu¢ c¢ikarmak miimkiin degildir. Kesin
sonuglart elde etmek icin Lineweaver-Burk grafikleri
¢izilmistir.
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3.2. Lineweaver-Burk Grafikleri (Lineweaver-Burk
Graphs)

Lineweaver-Burk esitligini elde etmek iizere aktivite
degerleri substrat konsantrasyonuna bagli olarak
inhibitdrsiiz, 0,016 mol/litre (16 mM) tire katkili ve
4,42.10* mol/litre (0,442 mM) kreatinin katkili her bir
durum ic¢in Olgiilerek, sonuglar Tablo 6°da
verilmektedir.

Tablo 6. Inhibitorsiiz, iire ve kreatinin katkili ALP
aktivite degerlerinin substrat konsantrasyonuna baglh

degisimi (Changing of ALP activity values of noninhibitory, urea
and creatinine added according to the substrat concentration)

Z. E. Durak ve M. Giirii

1/Substr 1/Aktivite 1/Aktivite 1/Aktivite
at (inhibitorsiiz (16 mM (0,442 mM
kos“;::l:m ® pr:)te'n/ Ure ile) Kreatinin
1 i ile
(1/mM) umol) ® ;I:Irlf;f)m/ (g pro:ein/
nmol)
10 0,058 0,067 0,064
3,33 0,049 0,077 0,059
1 0,047 0,051 0,055
0,33 0,037 0,045 0,045
0,2 0,038 0,038 0,044

Genel anlamda Lineweaver-Burk esitligi asagida
verilmekte olup, S; Substrat konsantrasyonunu, V;
hiz1, V.x; Maksimum hizi gostermektedir.

1 (Kpax +95)

1. X
Y S

max

Bu esitligin sabitleri inhibitorsiiz ve ire, kreatinin
inhibitoérli durumlari i¢in Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6
daki grafiklerden hesaplanarak Lineweaver-Burk
esitligi gelistirildi. Once, Tablo 6’daki inhibitorsiiz
numunede 1/aktivite  degerlerinin 1/substrat
konsantrasyonuna gore degisimi alinarak Sekil 4 deki
grafik olusturuldu.

Grafigin ordinati kestigi nokta 1/V, olarak 0,04
degeri okundu. Dolayisiyla hiz, V., = 25 olarak kaba
okumayla kaydedildi. Sabitleri daha hassas belirlemek
lizere dogru denkleminin (y=0,0019x + 0,0402), y=0
degerinde K,;,, x=0 degerinde V,,x degeri hesaplandi.
Bu sekilde, K,= 0,047 ; V.= 24,87 olarak
hesaplandi. ~ Sabit  degerler = Lineweaver-Burk
esitliginde yerine konularak agagida gosterilen Esitlik
3 elde edildi.
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0,07

1/Aktivite

06 (g protein/ pmol)

V=00010%

0,05 =

0,04 155

0,03

0,02

1/Substrat Konsantrasyonu
001 M)

0

0 2 4 b & 10 12
Sekil 4. inhibitorsiiz numunede substrat
konsantrasyonuna gore aktiflik katsayilarinin degisimi
(Changes of activity coefficients depending on substrate

concentrations in the studies performed by samples without
inhibitor)

1 KptS) 1 (004749

1
V' Vi S 24,87 S )

Ikinci olarak Tablo 6 daki iire (16 mM) katkili
numunede 1/aktivite  degerlerinin 1/substrat
konsantrasyonuna gore degisimi alinarak Sekil 5 deki
grafik olusturuldu.

1/Akfivite
(g protein’ pmol)

01
0,08 T

. /r\/"%%
004 ?%

1/Substrat Konsantrasvonu
0 ‘ ‘ (L)
0 1 4 b § 10 12

Sekil 5. 16 mM iire inhibitérlii numunede substrat

konsantrasyonuna gore aktiflik katsayilarinin degisimi
(Changes of activity coefficients depending on substrate
concentrations in the studies performed by samples with 16 mM
urea)

Grafikten kaba olarak okunan 1/V,= 0,049 degeri
ile Vi = 20,4 olarak kaydedildi. Daha duyarli
degerler elde etmek {izere dogru denklemi (y =
0,0026x + 0,048), y=0 degerinde K,,, x=0 degerinde
Vmax degeri hesaplandi. Bu sekilde, K= 0,054 ; V=
20,83 olarak hesaplandi. Sabit degerler Lineweaver-
Burk esitliginde yerine konularak asagida gosterilen
Esitlik 4 elde edildi.
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1 Ky+S) 1

1 (0,054+8)
V' Vi S

20,83 S
“)

Ugiincii olarak Tablo 5 deki kreatinin (0,442 mM)
katkili numunede aktivite degerlerinin substrat
konsantrasyonuna gore degisimi alinarak Sekil 6’ da
goriilen grafik olusturuldu.

007 Ty Aktivite

(g protein/ umol)l’/
0,06
0,05 JV

0,04

0,03

0,02

0,01

1/Substrat Konsantrasyonu
0 T T T T T | (1/mM)y
12

Sekil 6. 0,442 mM kreatinin inhibitérlii numunede
substrat konsantrasyonuna gore aktiflik katsayilarinin

degisimi (Changes of activity coefficients depending on substrate
concentrations in the studies performed by samples with 0,442 mM
creatinin)

Grafikten kaba olarak okunan 1/V,= 0,047 degeri
ile Vi = 21,27 olarak kaydedildi. Daha duyarl
degerler elde etmek iizere dogru denklemi (y =
0,0018x + 0,0481), y=0 degerinde K,,, x=0 degerinde
Vimax degeri hesaplandi. Bu sekilde, K= 0,037 ; V=
20,83 olarak hesaplandi. Sabit degerler Lineweaver-
Burk esitliginde yerine konularak asagida gosterilen
Esitlik 5 elde edildi.

1 Kpt9) 1

1 (0,037+8)
V' Vi S

20,83 S

6))

Sonuglardan yola ¢ikarak; {irenin inhibitdr olarak
kullanildig1 caligmada K, degeri artmis, V.« degeri
azalmig. Bu reaksiyon yarigmasiz (noncompetetive)
bir reaksiyondur. Yani, substrat ne kadar arttirilirsa
arttirtlsin -~ maksimum  hiza  ulasamamaktadir.
Kreatininin inhibitor olarak kullanildigi ¢alismada K,
degeri azalmis, V. degeri sabit kalmistir. Bu
reaksiyon yarigmaci olmayan (uncompetetive) bir
reaksiyondur. Bu inhibisyonda enzimin substratina
karst ilgisi artmasina ragmen, substratin artmasi ile
maksimum hiza ulagilamamaktadir.
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4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Karacigerden alkalen fosfataz enzimi izole edilerek
kismen saflagtirillmistir. Boylece enzimin kinetik
davranigi incelenmistir.

Michaelis Menten ve Lineweaver Burk grafikleri
¢izilmistir. Bu grafiklerden K, ve V. degerleri
bulunmustur.

Iki inhibitor madde mevcudiyetinde deneyler
tekrarlanarak V., ve K, degerleri hesaplanarak
inhibisyon tipi belirlenmistir. Degerler: inhibitorsiiz
K= 0,047 V3=24.87; Ure inhibitorlii K= 0,054
Vmax=20,83 ; Kreatinin inhibitorli K,= 0,037
Vimax=20,83 olarak hesaplanmustir.

ALP viicutta kemik olusumunu saglayan enzimdir.
Fosfatlar1 parcalar bdylece serbest fosfat ortama
gecer. Bu fosfat da kalsiyumla birleserek kemik
yapisint olusturur.

Bobrek yetmezligi durumunda {ire ve kreatinin
bobrekten siiziilemedigi i¢in kanda birikir. Caligmada
gozlemlenen olay; kandaki yiiksek iire ve kreatinin
seviyesi alkalen fosfataz enzimini nasil etkiledigini
belirlemektir. Sonugta bobrek yetmezligi yasayan
hastalarin kemik zayifliginda iire ve kreatininden
dolay1 ALP ‘nin diismesinin énemli olabilecegi ortaya
konmustur. Bu da bize ALP aktivatorleri kullanilarak
bu hastalarda kemik yapisinin diizelmesi ve iyilesmesi
saglanabilecegini gostermektedir. Bu konuyla ilgili
ileri ¢aligmalar yapilarak hastalarin kemik yapilariin

diizelmesi ekonomik ve pratik bir yontemle
saglanabilir. Bunun sonucu bobrek hastalarinin kemik
yapist  problemlerin  ¢dzlimlenebilecegi  ortaya
konmustur.

Sonuglarimiz, karaciger alkalen fosfataz enziminin
aktivitesi lizerine hiicresel toksik yapilar olan
kreatininin ve iirenin olusturdugu inhibisyonun tipini
ve bunlar ile ilgili kinetik sabitleri vermektedir. Bu
sonuglar her iki toksik kimyasal maddenin de alkalen
fosfatazin aktivitesi {izerine ©nemli inhibisyon
olusturdugunu gostermektedir. Bu durum bobrek
yetmezligi gibi bir durumda kandaki seviyesi artan
ire ve kreatinin aym1 zamanda bagka enzimatik
yapilari da inhibe ederek =zararli  sonuglar
dogurabilecegini gostermektedir.

SEMBOLLER (SYMBOLS)
ALP : Alkalen Fosfataz
BSA : Sigir Serum Albiimini
K., :Michaelis sabiti

TCA : Trikloroasetik asit
Vimax : Maximum hiz
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