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OZET 

Bu çalışmada; EDTA ve 8-hidroksi kinolininin serum alkaJen fosfataz aktivite 
düzeyleri üzerine inhibitör etkileri incelenmiştir. AlkaJen fosfataz aktivite 
�üzeyleri EDTA ile % 90, 8-Hidroksi kinolin ile % 64 azalma göstermiştir. 
Inhibisyonun ardından ortalama eklenen Zn ve Mg iyonları ile elde edilen 
reaktivasyonlar ile aktivite düzeyleri tekrar yükselmiştir. Zn ilavesiyle elde 
edilen reaktivasyon Mg ile elde edilenden daha yüksek olarak elde edilmiştir. 

SUMMAR Y 

The Effects of EDT A, 8-Hydroxy Quinoline a.nd Metal lons on the Serum 
Albline Phosphata.se Activity Levels 

In this study, the inhibition effects of EDTA and 8-Hydroxy quinoline upon the 
serum alkaJine phosphatase activity were exarnined. After this inhibition, the 
alkaline phosphatase activity ]eve] was decreased (% 90) using EDTA and (% 64) 
using 8-hydroxy quinoline. The alkaJine phosphatase activity was restored with 
addition Zn and Mg ions after inhibition. Reactivation of alkaline phosphatase 
activity due addition of Zn was higher than Mg. 

GiRiŞ 

Alkalen fosfataz (ALP, Ortofosforik monoester fosfohidrolaz, E.C 3. 1. 3. 1), 
ortofosforik asit esterlerinden fosfat ayrılmasını alkaJi pH'da (pH:10) katalize 
eden glikoprotein yapıda bir enzimdir(l). Molekül ağırlığı 70-120 Kd arasında 
değişen enzim vücudun birçok dokularında bulunmaktadır(2). Insanlarda farklı 
dokulardan kaynaklanan ALP'Jar birbirinden farklı özelliklere sahiptirler. Anılan 
farklılık kriterleri değişik substratlara karşı affinite, selektif inhibitörlere karşı 
oluşan yanıtta, ısı ve üreye karşı oluşan denaturasyondaki değişiklik, 
elektroforetik mobilite ve immünolojik farklılıkla:ı- olarak belirlenebilir(3). Bu 
yöntemler kullanılarak başlıca kemik, karaciğer, plasenta, intestinal, böbrek, 
Regan(Fetal), Nagao, Kassahara ve diğ. olarak bilinen izoenzimler 
aynştırılmıştır(4,5,6, 7,8). 
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Fenil alanin 5 mM konsantrasyonda plasenta], Regan, Intestinal izoenzimleri 
inhibe ederken karaciğer ve kemik izoenzimlerine daha az etkilidir. Plasenta] 
ALP'ın diğer izoenzimlerden aynlmasında ise L-Lösinin kullanılabileceği 
bildirilmiştir(9). Insan ve sıçan karaciğer tümörleri üzerinde yapılan 
çalışmalarda ise L-homoargininin L-fenil alaninden daha etkili olduğu 
gösterilmiş tir(lO). 
Metallo enzim olan ALP yapısında Zn iyonu bulundurur. Bunun yanısıra Mg, 
Co, Mn gibi bazı divalan iyonlar da enzimin aktivatörleridirler(8). 
Çelatör etkili EDTA'nın ALP üzerinde inhibitör etkisi olduğu bilinmektedir(lO). 
Aynı şekilde 8-Hidroksi kinolin-5 sülfonik asidin de bu enzim aktivitesi üzerinde 
% 90'dan fazla inhibisyona neden olduğu bildirilmiştir(ll). 8-Hidroksi kinolin 
daha çok Mg bağlayan çelatör ajan olup spektrofotometrik Ca saptanmasında 
Mg interferansını önlemek amaoyla kullanılmaktadır(l2,13). 
Bu çalışmamızda; Zn, Mg gibi metal iyonlarının serum ALP enzim aktivitesi 
üzerine etkileri ile divalan iyon çelatörü olarak kullanılan EDTA ve 8-Hidroksi 
kinolinin serum ALP enzim aktivitesi üzerindeki etkileri incelenmiştir. 
GEREÇ VE YONTEM 

Çalışma gereçlerini oluşturan kan örnekleri Fırat Universitesi Araşhrma ve 
Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuarına başvuran 28 kişiden (10 kadın, 
18 erkek) sağlanmıştır. 
Alınan kan örnekleri 2500 RPM'de santrifüj edilerek serumlar elde edilmiş ve 
çalışma tamamlanıncaya kadar serumlar +4 °C'da saklanmıştır. Serumlarda 
ALP aktivite düzeyi p-NPP(para nitro fenil fosfat) yöntemi ile saptanmıştır(14). 
İnhibitör maddelerden EDTA 10 mM, 8-Hidroksi kinolin 5 mM 
konsantrasyonlarda kullanılmış bu maddelerle serum inkübasyondan önce 
muamele edilmiş ve 10 dakika preinkübasyonu takiben alınan Örneklerde ALP 
aktivite düzeyi saptanmıştır. İkinci bölümde ise EDTA ve 8-Hidroksi Kinolin 
ile muameleden önce ve sonra ortama Zn (10 mM) ve Mg (10 mM) eklenerek 
enzim aktivitesinde meydana gelen değişimler gözlenmiştir. 
Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler Merek marka olup analitik saflıktadır. 

BULGULAR 

Serum ALP aktivitesi üzerine en etkili EDTA konsantrasyonunu saptamak 
amaoyla yapılan çalışmada elde edilen sonuçlar Tablo l'de gösterilmiştir. 

Tablo 1:EDTA'nın serum ALP'az aktivitesine etkisi 
• > 

Total Aktivite 

32.5±5.5 
n:7 

Serum ALP Aktivitesi (U / L) 

• 
> 

EDTA (5 mM) 

11.5±6.1 

EDTA (10 mM) 

·' 3.2±1.8 



136 

Tablodan görüldüğü gibi 10 mM EDTA ile elde edilen inhibisyon 5 mM ile elde 
edilenden daha yüksektir. 

İnhibisyonu takiben ortalama eklenen aynı konsantrasyondaki Zn ve Mg 
iyonlarının ALP enzim aktive düzeylerine etkisi Tablo 2'de görülmektedir. 

Tablo 2:Serum ALP aktivitesine EDTA ve Zn, Mg etkisi 

Serum ALP Aktivitesi (U/L) 

Total aktivite Serum+EDTA Serum +EDTA+Mg Serum+EDTA +Zn 

124 2.2(% 1. 77) 43.5(% 35.0) 143.6(% 115) 

45 3.3(% 7.30) 19.3(% 42.6) 43.9(% 97.5) 
*EDTA, Zn ve M g konsantras onlan 10 mM'dür.y 

Tablo 2'den görülebileceği gibi Serum ALP aktivitesi EDTA ile inhibe edilirken 
ortama eklenen iyonlarla EDTA inhibisyonu önlenmektedir. Bu önlemede Zn 
iyonu Mg'a oranla daha etkili olup reaktivasyon gücü daha fazladır. 

EDTA inhibisyonundan önce ortama eklenen iyonların serum ALP aktivitesi 
üzerine etkilerini göstermek için EDTA uygulamasından önce ilgili enzim 
kaynağı serum, Zn ve Mg (10 mM) iyonları ile inkübe edilmiş daha sonra 
ortama EDTA eklenmiştir. Elde edilen sonuçlar tablo 3'de sunulmuştur. 

Tablo 3:EDTA inhibisyonundan önce Zn ve Mg inkübasyonunun serum ALP 
aktivitesi üzerine etkisi 

Serum ALP Aktivitesi (U / L)

Total Seruın+Mg Serum+Zn Serum+Mg+EDTA Serum+Zn+EDTA 
Aktivite 

38 40.7(% 107.1) 44.0(% 115.8) 7.8(% 20.5) 45.8(% 120.5)

74 68.1(% 92.0) 83.6(% 112.9) 5.2(% 7.0) 85.1(% 115.0) 

•zn2+, Mg2+ ve EDTA konsantrasyonları 10 mM'dür.

Tablo 3'den de gözlenebileceği gibi Mg iyonlan serum ALP enzimini EDTA 
inhibisyonuna karşı koruyamazken Zn iyonları hem inhibitörün etkisini ortadan 
kaldırmakta bunun yanı sıra enzim aktivitesini başlangıç aktivitesine oranla da 
arttırmaktadır. 

Zn ve Mg iyonlarının inhibitör ile birlikte uygulanmasının serum ALP enzim 
aktivitesi üzerine etkilerini gözlemek amacıyla yapılan çalışmada elde edilen 
sonuçlar tablo 4'de verilmiştir. 



Tablo 4:Zn, Mg iyonlanrun EDTA ile birlikte uygulanmasının serum ALP 
aktivitesi iizerine etkisi. 

Serum ALP Aktivitesi (U/L) 
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Total Aktivite Serum +Mg+Zn Serum +Mg+Zn+EDTA Serum+EDTA 

38 38.5(% 101) 44.5(% 117) 4.4(% 11.6) 

74 79.2(% 107) 78.6(% 106) 3.3(% 4.4) 
-

•zn.Mg ve EDTA konsantrasyonları 10 mM'dur.

Tablodan izlenebi1eceği gibi Zn ve� iyonlanyla inkübasyondan sonra EDTA 
ile inhibe edilen serum ALP aktivitesi iJe, bu iyonların birlikte kullanılmasıyla 
inhibüsyona karşı koruyucu etkilerini daha kuvvetli olarak yaptıklarını 
göstermektedirler. 

Serum ALP aktivitesi üzerine EDTA'ya benzer etki göstereceği düşünülen 8-
Hidroksi kinolin enzimle inkübe edildikten sonra ortama eklenen Zn iyonunun 
etkisi Tablo S'de göriilmektedir. 

Tablo 5:Zn ve 8-Hidroksi kinolininin serum ALP aktivitesine etkisi. 

Serum ALP Aktivitesi (Ü/L) 

Total Serum+8-0H kinolin Serum+8-0H Serum+8-0H kinolin+Zn(20mM) 
Aktivite kinolin+Zn(lO mM) 

37 13.7:tS.9 39.0:t7.4 41.9:t9.4 

• 8-OH kinolin konsantras y onu 5 mM'dur.
•• n:4

Serum alkalen fosfataz aktivitesi üzerine 8-Hidroksi kinolin etkisi incelendiğinde, 
bu madde iJe oluşan inhibisyonun daha sonra ortama eklenen Zn iyonları iJe 
ortadan kaldırıldığı gözlenmektedir. Bu reaktivasyon Zn iyon 
konsantrasyonlarının arttırılması ile daha da etkili olmaktadır. 

Serum ALP aktivitesi üzerine 8-Hidroksi kinoJin inhibisyonunu önlemede Mg 
iyonlarının etkisi Tablo 6'da sunulmuştur. 

. Tablo 6:Serurn ALP aktivitesine 8-Hidroksi kinolin ve Mg iyonlarının etkisi 

Serum ALP Aktivitesi (U/L) 

Total Aktivite Serum +8-OH kinolin Serum+8-OH Kinolin+Mg 

38 16.5(% 43.4) 28.8(% 75.7) 

74 13.2(% 17.6) 22.2(% 30.0) 

* 8-OH kinolin konsantras onu 5 mM, M y g konsantras onu 10 mM'diir.y 
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Tablodan da gözlenebileceği gibi Mg iyonlarının enzimi 8-Hidroksi kinolin 
inhibisyonuna karşı koruma oranı Zn'ya oranla daha düşük olarak elde 
edilmiştir. 

TARTIŞMA 

Çalışmada kullaruJan divalan iyon çelatörü EDTA'run serum ALP aktivitesine 
% 90 inhibisyon etki yapbğı görülmüştür. Bunu da enzimin aktivitesi için 
gerekli divalan iyonu kendine bağlayarak sağladığı düşünülmektedir. Enzim 
aktivite ölçümünde, inkübasyon ortamına eklenen Zn iyonlanyla bu 
inhibisyonun ortadan kaldırılması da enzimin katalitik aktivitesi için Zn 
iyonlanna gereksinim olduğu bilgilerini doğrular niteliktedir(8). Mg iyonlarının 
bu anlamda etkisinin 2n iyonlanna oranla az olması da ALP enziminin 2n 
gerektiren bir metallo enzim olması özelliğinden ileri gelmektedir. 

Benzer etki 8-Hidroksi kinolin ile de gözlenmiştir. Her iki tür inhibisyonda 
enzim aktivitesinin reaktive edilmesi Zn iyonlanyla daha yüksek oranda 
olmaktadır. Burada iyonların inkübasyon ortamına inhibitör maddelerden önce 
veya sonra katılmasının sonuç üzerine fazla etkisi olmadığı görülmektedir. 

Bu çalışmada enzim kaynağı olarak serum kul1aruJmasının nedeni laboratuar. 
koşullarımızın enzim saflaşbrma olanaklarına uygun olmamasıydı. Aynı 
çalışmanın saflaşbnlmış ALP preparatlannda tekrarlanması ile daha ileri 
bilgilerin elde edilebileceği kanısındayız. 
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