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EDTA VE 8-HIDROKSI KINOLIN ILE METAL
IYONLARININ SERUM ALKALEN FOSFATAZ AKTIVITE
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OZET

Bu galigmada; EDTA ve 8-hidroksi kinolininin serum alkalen fosfataz aktivite
duzeyleri uzerine inhibitor etkileri incelenmigtir. Alkalen fosfataz aktivite
duzeyleri EDTA ile % 90, 8-Hidroksi kinolin ile ¥ 64 azalma gostermigtir.
Inhlblsyonun ardindan ortalama eklenen Zn ve Mg iyonlan ile elde edilen
reaktivasyonlar ile aktivite diizeyleri tekrar yiikselmigtir. Zn ilavesiyle elde
edilen reaktivasyon Mg ile elde edilenden daha yiiksek olarak elde edilmigtir.

SUMMARY

The Effects of EDTA, 8-Hydroxy Quinoline and Metal Ions on the Serum
Alkaline Phosphatase Activity Levels

In this study, the inhibition effects of EDTA and 8-Hydroxy quinoline upon the
serum alkaline phosphatase activity were examined. After this inhibition, the
alkaline phosphatase activity level was decreased (% 90) using EDTA and (% 64)
using 8-hydroxy quinoline. The alkaline 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.

GIRIS

Alkalen fosfataz (ALP, Ortofosforik monoester fosfohidrolaz, E.C 3. 1. 3. 1),
ortofosforik asit esterlerinden fosfat aynlmasin alkali pH’da (pH:10) katalize
eden glikoprotein yapida bir enzimdir(1). Molekil agirhgxr 70-120 Kd arasinda
degigen enzim viicudun birgok dokulannda bulunmaktadir(2). Insanlarda farkh
dokulardan kaynaklanan ALP'lar birbirinden farkh 6zelliklere sahiptirler. Amilan
farkhhk kriterleri degigik substratlara karg: affinite, selektif inhibitorlere kargi
olugan yanitta, 1s1 ve tureye karst olugan denaturasyondaki degigiklik,
elektroforetik mobilite ve immiinolojik farkhliklar olarak belirlenebilir(3). Bu
yontemler kullarularak baghca kemik, karaciger, plasenta, intestinal, bobrek,
Regan(Fetal), Nagao, Kassahara ve dig. olarak bilinen izoenzimler
ayngtnlmgtir(4,5,6,7,8).
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Fenil alanin 5 mM konsantrasyonda plasental, Regan, Intestinal izoenzimleri
inhibe ederken karaciger ve kemik izoenzimlerine daha az etkilidir. Plasental
ALP1n diger izoenzimlerden aynlmasinda ise L-Losinin kullarulabilecegi
bildirilmigtir(9). Insan ve sigan karaciger tumorleri uzerinde yapilan
g¢ahgmalarda ise L-homoargininin L-fenil alaninden daha etkili oldugu
gosterilmigtir(10).

Metallo enzim olan ALP yapisinda Zn iyonu bulundurur. Bunun yanisira Mg,
Co, Mn gibi baz: divalan iyonlar da enzimin aktivatorleridirler(8).

Gelator etkili EDTA’nin ALP uzerinde inhibitor etkisi oldugu bilinmektedir(10).
Aym gekilde 8-Hidroksi kinolin-5 sulfonik asidin de bu enzim aktivitesi tizerinde
% 90’dan fazla inhibisyona neden oldugu bildirilmigtir(11). 8-Hidroksi kinolin
daha ¢ok Mg baglayan gelator ajan olup spektrofotometrik Ca saptanmasinda
Mg interferansiru onlemek amaayla kullanuilmaktadir(12,13).

Bu ¢aligmamizda; Zn, Mg gibi metal iyonlarinin serum ALP enzim aktivitesi
uzerine etkileri ile divalan iyon gelatorii olarak kullanilan EDTA ve 8-Hidroksi
kinolinin serum ALP enzim aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmigtir.

GEREC VE YONTEM

Gahgma gereglerini olugturan kan ornekleri Firat Universitesi Araghrma ve
Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuarnina bagvuran 28 kigiden (10 kadin,
18 erkek) saglanmugtir,

Almnan kan ornekleri 2500 RPM’de santrifiij edilerek serumlar elde edilmig ve
¢ahgma tamamlanincaya kadar serumlar +4°C‘da saklanmigthr. Serumlarda
ALP aktivite duizeyi p-NPP(para nitro fenil fosfat) yontemi ile saptanmigtir(14).
Inhibitdr maddelerden EDTA 10 mM, 8-Hidroksi kinolin 5 mM
konsantrasyonlarda kullanillmig bu maddelerle serum inkiibasyondan once
muamele edilmig ve 10 dakika preinkiibasyonu takiben alinan 6rneklerde ALP
aktivite diizeyi saptanmugtir. Ikinci bolimde ise EDTA ve 8-Hidroksi Kinolin
ile muameleden once ve sonra ortama Zn (10 mM) ve Mg (10 mM) eklenerek
enzim aktivitesinde meydana gelen degigimler gozlenmigtir.

Galhgmada kullarulan kimyasal maddeler Merck marka olup analitik safliktadur.
BULGULAR

Serum ALP aktivitesi tizerine en etkili EDTA konsantrasyonunu saptamak
amaayla yapilan ¢aligmada elde edilen sonuglar Tablo 1°de gosterilmigtir.

Tablo 1:EDTA’nin serum ALP‘az aktivitesine etkisi

Serum ALP Aktivitesi (U / L)

Total Aktivite EDTA (5 mM) EDTA (10 mM)

32.545.5  11.5%6.1 . 3.2:1.8
n:7
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Tablodan goriildagu gibi 10 mM EDTA ile elde edilen inhibisyon 5 mM ile elde
edilenden daha yiiksektir.

inhibisyonu takiben ortalama eklenen ayni konsantrasyondaki Zn ve Mg
iyonlarinin ALP enzim aktive diizeylerine etkisi Tablo 2’de goriilmektedir.

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 Mg konsantrasyonlan 10 mM‘dur.

Tablo 2'den goriilebilecegi gibi Serum ALP aktivitesi EDTA ile inhibe edilirken
ortama eklenen iyonlarla EDTA inhibisyonu onlenmektedir. Bu 6nlemede Zn
iyonu Mg’a oranla daha etkili olup reaktivasyon gucia daha fazladir.

EDTA inhibisyonundan once ortama eklenen iyonlarin serum ALP aktivitesi
uzerine etkilerini gostermek igin EDTA uygulamasindan once ilgili enzim
kaynagr serum, Zn ve Mg (10 mM) iyonlan ile inkiibe edilmig daha sonra
ortama EDTA eklenmigtir. Elde edilen sonuglar tablo 3'de sunulmugtur.

Tablo 3:EDTA inhibisyonundan once Zn ve Mg inkiibasyonunun serum ALP
aktivitesi tizerine etkisi

Serum ALP Aktivitesi (U / L)
Total Serum+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 konsantrasyonlan 10 mM’diir.

Tablo 3’den de gozlenebilecegi gibi Mg iyonlan serum ALP enzimini EDTA
inhibisyonuna karg1 koruyamazken Zn iyonlar1 hem inhibitortn etkisini ortadan
kaldirmakta bunun yar sira enzim aktivitesini baglangig aktivitesine oranla da
arttirmaktadir.

Zn ve Mg iyonlannin inhibitor ile birlikte uygulanmasinin serum ALP enzim
aktivitesi uizerine etkilerini gozlemek amaciyla yapilan galigmada elde edilen
sonuglar tablo 4’de verilmigtir.
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Tablo 4:Zn, Mg iyonlanrun EDTA ile birlikte uygulanmasimin serum ALP
aktivitesi uzerine etkisi.

Serum ALP Aktivitesi (fI/L)

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)

‘7n.Mg ve EDTA konsantrasyonlan 10 mM’dur.

Tablodan izlenebilecegi gibi Zn ve Mg iyonlanyla inkiibasyondan sonra EDTA
ile inhibe edilen serum ALP aktivitesi ile, bu iyonlann birlikte kullanilmasiyla
inhibisyona kargi koruyucu etkilerini daha kuvvetli olarak yaptklariu
gostermektedirler.

Serum ALP aktivitesi tizerine EDTA’ya benzer etki gosterecegi duguntlen 8-
Hidroksi kinolin enzimle inkiibe edildikten sonra ortama eklenen Zn iyonunun
etkisi Tablo 5‘de gorulmektedir.

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

Serum ALP Aktivitesi (U/L)

Total Serum+8-OH kinolin Serum+8-OH Serum +8-OH kinolin+Zn(20mM)
Aktivite kinolin+Zn(10 mM)
37 13.715.9 39.0¢7.4 41.919.4
* 8-OH kinolin konsantrasyonu 5 mMdur.
** n:4

Serum alkalen fosfataz aktivitesi izerine 8-Hidroksi kinolin etkisi incelendiginde,
bu madde ile olugan inhibisyonun daha sonra ortama eklenen Zn iyonlan ile
ortadan kaldinldigan gozlenmektedir. Bu reaktivasyon Zn iyon
konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile daha da etkili olmaktadir.

Serum ALP aktivitesi uizerine 8-Hidroksi kinolin inhibisyonunu onlemede Mg
iyonlarinin etkisi Tablo 6’da sunulmugtur.

Tablo 6:Serum ALP aktivitesine 8-Hidroksi kinolin ve Mg iyonlannin 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 konsantrasyonu 5 mM, Mg konsantrasyonu 10 mM'dar.
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Tablodan da gozlenebilecegi gibi Mg iyonlarimin enzimi 8-Hidroksi kinolin
inhibisyonuna kargt koruma orarmi Zn'ya oranla daha digtuk olarak elde
edilmigtir.

TARTISMA

Galigmada kullarulan divalan iyon gelatori EDTA‘mun serum ALP aktivitesine
% 90 inhibisyon etki yaptg gorulmugtir. Bunu da enzimin aktivitesi igin
gerekli divalan iyonu kendine baglayarak sagladigy dugunulmektedir. Enzim
aktivite Olgiminde, inkiibasyon ortamina eklenen Zn iyonlanyla bu
inhibisyonun ortadan kaldinlmasi da enzimin katalitik aktivitesi igin Zn
iyonlanna gereksinim oldugu bilgilerini dogrular niteliktedir(8). Mg iyonlarinin
bu anlamda etkisinin Zn iyonlanna oranla az olmas1 da ALP enziminin Zn
gerektiren bir metallo enzim olmasi 6zelliginden ileri gelmektedir.

Benzer etki 8-Hidroksi kinolin ile de gozlenmigtir. Her iki tur inhibisyonda
enzim aktivitesinin reaktive edilmesi Zn iyonlanyla daha yiksek oranda
olmaktadir. Burada iyonlarin inkiibasyon ortamina inhibitér maddelerden 6nce
veya sonra katilmasinin sonug tizerine fazla etkisi olmadigy goriilmektedir.

Bu galigmada enzim kaynag olarak serum kullaulmasinin nedeni laboratuar
kogullanmizin enzim saflaghrma olanaklarina uygun olmamasiydi. Ay
g¢ahigmanin saflaghnlmig ALP preparatlarinda tekrarlanmasi ile daha ileri
bilgilerin elde edilebilecegi kanisindayz. :
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