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Alkalen fosfataz enzimi tim diinyada bilim
adamlarinin ilgisini ¢ekmekte ve bu konu {izerine
yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Alkalen fosfa-
tazlar bugiine kadar bir ¢ok arastirici tarafindan
farkli canli tiirlerinin degisik organ ve dokularindan
saflastirilmis ve fizikokimyasal 6zellikleri incelen-
mistir. Enzim {izerinde yapilan fizikokimyasal ve
kinetik calismalarla birbirinden farkli izoenzim-
lerin varlig1 ortaya konmustur (1). Farkli hastalik-
larda farkli izoenzimlerin tespit edilmesi ve tanida,
tedavinin izlenmesinde klinisyene dnemli bilgiler
saglamasi nedeniyle bu enzimin fizikokimyasal
ozelliklerine olan ilgi artmigtir (2).

Fosfatazlar fosforik asit esterlerinin hidrolitik
parcalanmasini katalizleyen enzimlerdir. Optimal
aktivite gosterdikleri pH bdlgesine gore asit fosfa-
tazlar ve alkalen fosfatazlar olmak {izere ikiye
ayrilir. Alkalen fosfatazlar alkalin pH’da maksi-
mum aktivite gosteren fosfatazlar1 kapsamaktadir
ve farkli bir ¢ok enzimi i¢ermektedir (3,4).

Cesitli hayvansal dokulardan elde edilen al-
kalen fosfatazlar 40.000-200.000 Dalton arasinda
degisen farkli molekiil agirligina sahiptir. E. coli al-
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kalen fosfataz’1 molekiil agirligi 40.000 ve 45.000
olan iki monomerden olusmaktadir (5). Plasental
alkalen fosfataz ise molekiil agirligi 116.000 ve
58.000 olan iki monomerden olusmaktadir.

Alkalen fosfataz aktif bolgede iki Zn*? iyonu
ve bir Mg*? iyonu bulundurur ve dimerik yapidadir.
Alkalen fosfataz membrana bagli bir metalloen-
zimdir (2,6,7). Bu enzimin prostetik grubunu Zn
olusturmaktadir. Zn enzimin katalitik aktivitesi
icin Onemlidir ve substrat baglanmasinda rol alir
(6,8).

Alkalen fosfatazlarin molekiil agirligi gibi
molekiiler yapilar1 da birbirinden farklilik goster-
mektedir. Bununla beraber hepsi glikoprotein
yapisindadir (6,8). Enzimin aktif bolgesinde serin
bakiyesi bulunmakta ve enzimin reversibl fosfori-
lasyonunu saglamaktadir (6). E. coli alkalen fosfa-
tazinda serin etrafindaki aminoasit dizisi asparajin-
serin-alanin seklindedir. insan plasental alkalen
fosfatazin aminoasit bilesimi %50 oraninda non-
polar aminoasitlerden olugmaktadir. Alkalen fosfa-
tazlarin karbonhidrat igerikleri de farklilik goster-
mektedir. Plasental alkalen fosfatazinda fukoz,
mannoz, galaktoz bulunmaktadir (9). Normalde al-
kalen fosfataz 6nemli miktarda sialik asit icermek-
tedir. Insan karaciger, kemik, plasenta alkalen fos-
fatazlarinda sialik asit bulunurken ince bagirsak al-
kalen fosfazinda sialik asit bulunmamaktadir.
Karaciger alkalen fosfatazinda bulunan sialik asit
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bu enzimin aktivitesini regiile etmektedir (4). E.
coli alkalen fosfataz enziminin yapis1 ve fonksi-
yonlar1 daha detayli olarak bilinmektedir (5,6).
Gilinlimiizde E. coli mutasyonu ve E. coli alkalen
fosfatazi konusundaki arastirmalar agirlik kazan-
mistir (8,10,11). Alkalen fosfatazin ii¢ boyutlu
yapis1 x-ray kristallografi ile tespit edilmistir (12).
Farkli aragtiricilar ayni1 doku i¢in farkli sonuglar el-
de ettiginden alkalen fosfatazlarin bazi 6zellikleri
hala kesin olarak 6grenilememistir. Alkalen fosfa-
tazin molekiiler yapisi hakkindaki arastirmalar de-
vam etmektedir (13).

Sistemik Adlandirilmasi
ve Bulundugu Yerler

Uluslararas: Biyokimya Birligi’'nin (IUB) ad-
landirma sistemine gore alkalen fosfataz enziminin
sistematik adi; ortofosforik monoester fosfohidro-
laz (alkalen optimum) E.C.3.1.3.1°dir.

Alkalen fosfatazlar tabiatta ¢gok yaygin olarak
bulunurlar. Enzim insan ve hayvan dokularinin
hemen hemen hepsinde,bazi bitki tiirlerinde, balik-
larda, bakteri ve mantarlarda bulunmaktadir (1,7).
Alkalen fosfataz enzimi 20. yiizyilin baslarinda ilk
defa piringten izole edilmistir. Alkalen fosfataz en-
ziminin bulundugu doku ve organlar; karaciger,
ince bagirsak, pankreas, kemik, tiroid bezi, plasen-
ta, meme glandi, dis minesi, seminifer tubuller,
l16kosit hiicre membrani, endoplazmik retikulum,
mitokondri, niikleus zari, hiicre membrani
(4,14,15,16). Alkalen fosfataz enzimi absorptiv
hiicrelerin dig yiizeylerinde bulunur ve transport
procesinde yardimet olur. Hiicre membraninin aktif
transportunu regiile eden bir enzim oldugu
diisiiniilmektedir. Alkalen fosfataz enziminin
kemik olusumunda Onemli rolii vardir ve os-
teoblastlarda bulunur, ortamin pH’sin1 alkali tu-
tarak pirofosfatlarin ¢6zliniir halde bulunmasini ve
mineral ¢okmesini saglar (16). Alkalen fosfataz ak-
tivitesi karaciger, kemik, bagirsak, bobrek ve
plasentada en yiiksektir. Kemiklegmis kartilaj zen-
gin fosfataz kaynag olarak bilinmektedir (4,17).

I1zoenzimleri

Alkalen fosfataz’in 11 farkli izoenzimi serum-
da tespit edilmistir (4). Elektroforez, 1s1 ile inakti-
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vasyon, lire ile inhibisyon, kimyasal inhibisyon ve
immiinokimyasal metodlarla alkalen fosfataz 8’den
fazla izoenzime ayrilmaktadir. Fakat normal sart-
larda bir sahsin serumunda en fazla 4 izoenzim
tespit edilebilmektedir. Bunlar; kemik, karaciger,
ince bagirsak, plasental izoenzimleridir. Bobrek
izoenzimine ise serumda pek rastlanmamaktadir
(17,18).

Alkalen fosfatazin bashca izoenzimleri

Karaciger izoenzimi; insan serumunda
molekiil agirligi 80.000 olan iki subunitin solubl
homodimeri olarak bulunmaktadir (2).

Kemik izoenzimi; dolasimda solubl dimerik
formda bulunur (2).

Bagirsak izoenzimi; saglikli kiside serumda
solubl degildir, hidrofobikdir, heterojen yapidadir.
Membrana bagli bagirsak alkalen fosfataz aktivite-
si normal duodenal sivida ¢ok yiiksektir (2).

Fetal intestinal izoenzim; amniotik sivida ve
mekonyumda bulunmaktadir. insan serumunda fe-
tal intestinal alkalen fosfatazin bulunmasi ¢ok
nadirdir (2).

Plasental izoenzim; insan serumunda iki form-
da bulunur. Solubl dimerik form ve heterojen hete-
rojen hidrofobik formdadir (2) (Sekil 1).

Lokosit izoenzimi; normal 16kositlerde 2 tip al-
kalen fosfataz bulunmaktadir; termolabil ve ter-
mostabil formda. Lokosit alkalen fosfatazi grantilo-
sit matlirasyon marker’1 olarak dikkate alinir ve
akut faz reaktani olarak degerlendirilir. Lokosit al-
kalen fosfatazi biyokimyasal ve immiinolojik 6zel-
likler agisindan karaciger, bobrek ve kemik alkalen
fosfatazlari ile aynidir (2,19).

Kanserli dokulardan kaynaklanan izoenzimler;
Regan, Nagao, Kasahara izoenzimleridir ve ¢esitli
kanserlerde serumda bulunurlar (17,18). Regan
izoenzimin Ozellikleri plasental izoenzime benzer.
Son yapilan aragtirmalar da Regan ve Nagao izoen-
zimlerinin polipeptid yapilarinin %88 nin homolo-
ji gosterdigi 12 aminoasitlik kismin ise degistigi
bulunmustur (20).
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Alkalen fosfataz'in cesitli invivo formlari ve invitro deneylerde degisimi
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Sekil 1. Alkalen fosfatazin ¢esitli formlarinin invivo yer alis1 ve invitro deneyler ile degisiminin semasi (2).

Invitro deney: Jel kromatografisi sonuglart.

Sol: Solubl dimerik karaciger, kemik, bagirsak, plasental alkalen fosfatazlari.
Anch: anchor-bearing karaciger, kemik, bagirsak, plasental alkalen fosfatazlari (farkli formlar).
Mem: Membrana bagl karaciger, kemik, bagirsak alkalen fosfatazlari.

Alkalen fosfataz izoenzimlerinin ayriminda
cesitli metodlar kullanilir. Is1 ile denatiirasyon ve
aminoasitler ile spesifik inhibisyon en eski yontem-
lerdir ve alkalen fosfatazin fizikokimyasal 6zellik-
lerine dayanarak gelistirilmistir (Tablo 1). Jel kro-
matografisi izoenzimlerin ayriminda kullanilabilir.
Fakat rutin laboratuarda kullanima uygun bir teknik
degildir. Rutinde izoenzim ayrimi i¢in HPLC kul-
lanimu tarif edilmistir. Alkalen fosfataz izoenzim-
lerinin tayininde son zamanlarda kullanilan metod-
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lar immiinokimyasal tekniklere dayanmaktadir. Im-
miinokimyasal teknikler elektroforezden daha sen-
sitiftir. Kemik alkalen fosfatazin tayini i¢in
gelistirilen son yillardaki ¢aligmalarin odaklandigi
spesifik metod lektin ile kemik izoenzimin presipi-
tasyonudur ve son zamanlarda ¢ok merkezli ¢alig-
malarla degerlendirilmistir. Bu teknigin dezavanta-
j1 ise yalmiz kemik izoenzimini 6lgmesi ve diger
izoenzimler hakkinda bilgi vermemesidir.
(2,18,21). izoenzimlerin ayriminda elektroforez
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Tablo 1. Alkalen fosfataz 1zoenzimlerinin fizikokimyasal metodlarla ayrimi (2).

lkemil

karaciger

intestinal plasental Germ-cell

10 dak. 56°C
10 dalk. 65°C
?Jru
[-fenmlalanin - -
L-triptofan =

L-homoarginin
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Levarmsol 4

= inhibisyon
orta derecede nhibisyon
giiclii inhibisyon

teknigi de kullanilmaktadir. Elektroforezde en hizl
gbc eden izoenzim karaciger izoenzimidir. Bu ilk
bandin ardindan kemik dokusuna ait izoenzimin
band1 gelir. Ugiincii olarak daha yavas go¢ eden
bagirsak izoenzimin verdigi band goriiliir.
Elektroforez teknigi karaciger ve kemik izoenzim-
lerinin ayrimina olanak vermeyen bir yontemdir.
Giliniimiizde agaroz elektroforez izoenzimlerin
ayriminda kullamlmaktadir. iki dimensionlu elek-
troforez izoenzim calismasinda kullanilmaktadir.
Fakat rutin kullanima uygun degildir. izoelektrik
focusing teknigi ile ise alkalen fosfataz en az 10-20
farkli banda ayrilmaktadir (3,16,18,21,22). Kemik
ve karaciger izoenzimlerinin katalitik Ozellikleri
cok az farklilik gostermektedir. Halbuki 1s1 ve iire
ile inaktivasyonlar1 farklidir. Ure ile inaktivasyon

1s1 ile inaktivasyona benzer. Is1 ve iire inaktivas-
yonu irreversibl kinetik reaksiyonlardir ve zamana
baghdir (3,21). Ure ile sadece karaciger izoenzimi
aktive olurken diger izoenzimler inaktive olmak-
tadir (18). Alkalen fosfataz 1s1 ile denatiirasyona
ugratildiginda kemik, karaciger, bagirsak ve
plasenta izoenzimlerine ayrilir. Isiya en dayaniksiz
olan izoenzim kemik alkalen fosfatazi, en dayanik-
I1 olan izoenzim ise plasental alkalen fosfatazdir.
Regan izoenzimi de 1siya dayanikhidir (3,20).
Plasental izoenzim 65°C’de 30 dak. bekletildiginde
aktivitesinde bir degisiklik olmamakta, bu 1sida
diger izoenzimler aktivitelerini tam olarak kaybet-
mektedir (3).

Serumda normal yeni dogan ve c¢ocuklarda
dominant tip kemik biiyilimesi ile ilgili olarak
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Sekil 2. Alkalen fosfataz gen ailesi (2).
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kemik izoenzimi iken, yetiskinlerde dominant tip
karaciger izoenzimidir (18,22). Gebeligin 3.
trimesterinde ise plasental izoenzim anne kaninda
bulunur. Ozellikle 0 ve B kan grubu olanlarda daha
sik olmak tizere normal kisilerin %20’sinde ince
bagirsak izoenzimi serumda bulunur (3,23).

Doku alkalen fosfatazlar1 molekiiler yap1 ya da
genetik faktorden ileri geldigi diisiiniilen fiziko-
kimyasal farkliliklar gostermektedir (24). Alkalen
fosfataz izoenzimlerinin sentezi cesitli gen lokus-
larindan kontrol edilmektedir. Plasental izoenzim 2.
kromozomda, karaciger-kemik-bobrek izoenzimleri
ise 1. kromozomdan kontrol edilmektedir. Non-spe-
sifik doku alkalen fosfatazlar1 (karaciger, kemik,
bobrek), ince bagirsak, plasental ve germ cell al-
kalen fosfatazlar1 en az 4 farkli gen lokusunda kon-
trol edilmektedir. Non-spesifik doku geni’nin post-
translasyonal modifikasyonu ile kemik ve karaciger
alkalen fosfatazlar1 olugmaktadir (2) (Sekil 2).

Katalitik Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

Alkalen fosfataz alkali pH’da fosfat ester-
lerinin ¢ogundan inorganik fosfat1i serbest-
lestirmektedir (2,6,25). Enzimin aktivitesi icin
lizinin e-NH, grubu, sistem’in SH grubu ve ¢inko
iyonu gereklidir. e-NH, grubu enzime substrat
baglanmasinda, SH ve ¢inko ise katalitik aktivitede
rol almaktadir. Alkalen fosfataz fosfat esterleri ve
fosfoproteinlerden inorganik fosfat1 hidrolitik
olarak ayirmaktadir. Alkalen fosfataz enzimi agagi-
daki 3 reaksiyonu katalizlemektedir (17,26):

Enzimin parcaladig1 baglar "/" isareti ile belir-
tilmistir.

H,0
)R-/ 0— PO;H, —» R-—OH+H,PO,
Mg++

ortofosforik mono alkol ortofosfat

ester

Enzim burada hidrolaz olarak goérev alir (12).
P-O baglarim1 pargalayarak inorganik ortofosfat
aciga cikarir. Mg* katalizde enzimi aktive edici rol
alir (27,28)
7 7
2)R—0— P=0+R—OH —=—R—OH+R'—0—P=0
o o

ostofosforik mono fosforik asit
ester ester
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Bu transfosforilasyon reaksiyonudur. Enzim
burada fosfotransferaz olarak rol almaktadir (27).
0 0 0 0
I | H,0 | |
3HP—0— P—O—P%(‘)—R' —R—0—P=0+R—0—P=0

0 o OH OH

Burada enzim pirofosfat (P-O-P) baglarini
hidroliz ederek pirofosfataz aktivitesi gostermekte-
dir.

Etki mekanizmasi: Enzimin etki mekaniz-
masi asagidaki sekilde 2 kademede olusur (2,6,7).

k1 kZ k3
E+R—OP = EROP —— EP — o> E
k, R-OH H,0 P,

E: serbest enzim.
R—OP: substrat

1. kademede; reaksiyonda enzim-substrat kompleksi olugsmak-
ta sonra substrat hidrolizi ile fosforillenmis enzim ve iiriin
olugmaktadir.

2. kademede; fosforillenmis enzimden hidroliz ile serbest en-
zim ve Pi agiga ¢ikmaktadir.

E. P: fosforillenmis enzim
E. ROP: enzim substrat kompleksi.

Enzimin katalitik aktivitesi, substrat tliri ve
konsantrasyonuna, pH’ya, aktivator ve inhibitor-
lerin konsantrasyonuna, enzim miktarina, tampon
tipine gore degigsmektedir (18).

Substratlar:

Insan doku alkalen fosfatazlari substratlara
kars1 farkl afinite gdsterir (2). Enzimin subsrat spe-
sifikligi diisiiktiir. Insan doku alkalen fosfataz-
larinin tipik substratlari; primer ve sekonder alkol-
lerin fosfat esterleri, seker alkolleri ve fenollerin
fosfat esterleri, niikleozid monofosfatlardir.

Alkalen fosfataz aktivite tayinlerinde en g¢ok
kullanilan substratlar: B-gliserofosfat, fenil fosfat,
p-nitrofenil fosfat, naftil fosfat, fenol fitaleyin fos-
fat, timol fitaleyin fosfattir (18). P-nitrofenil fosfat
en yaygin kullanilan substrattir.

Kemik alkalen fosfataz’imin substratlari; hek-
zosfosfat, gliserofosfat, etil fosfat, adenilat fosfat, fe-
nil fosfat, fosfomononikleotiddir. Bébrek alkalen
fosfataz’min substratlari; fosfomonoesterler, fosfodi-
esterler, fosfoamidat, metafosfattir. Plasental alkalen
fosfatazin substratlari ise; 5'. AMP, ATP, UMP,UTP,
ADP, PP,, a-gliserofosfat ve p-nitrofenil fosfatdir.
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Alkalen fosfatazlarin tabii substrat: bilin-
memektedir (4,18).

Enzimin Stabilitesi

Cesitli doku alkalen fosfatazlarinin sicakliga
kars1 stabiliteleri farklidir (18). Istya en dayanikli
tip plasental izoenzimdir ve 70°C’de 30 dak. bek-
letildiginde stabil kalmaktadir. Bu sicaklikta diger
izoenzimler stabilitesini kaybetmektedir (18). Istya
en az dayanikli olan izoenzim ise kemik alkalen
fosfatazidir. Serum alkalen fosfatazi +4°C’de 20
giin, -20°C’de donduruldugunda birkag ay stabil
kalmaktadir. Saf enzime ¢inko ilave edilince (0,2
mM) -20°C’de bir yil stabil kalmaktadir. Cinko
ilave edilmediginde ise -20°C’de hizla aktivite kay-
betmektedir. Serum 56°C’de 1sitilinca kemige ait
enzim %90-100 oraninda, karaciger ve bagirsak en-
zimi %50-60 oraninda aktivite kaybetmektedir.
Buna karsilik plasental ve Regan izoenzim 30 dak.
stabil kalmaktadir (16). 56°C ve 65°C enzimlerin
sicaklikla denatiirasyonunda smir derecelerdir. Bu
sicaklik derecelerindeki denatiirasyon izoenzim-
lerin tiplendirilmesinde kullanilan 6énemli bir kri-
terdir. Enzim 37°C’de maksimum aktivite gosterir
(1,18).

Alkalen fosfataz alkali ve notral pH’da sta-
bildir, asit pH’da stabilitesini kaybeder. Alkalen
fosfatazlar pH = 7‘nin istiinde aktivite gosterir (1).
Cesitli dokulardan elde edilen alkalen fosfatazlarin
optimum pH’lar1 farklidir. insan karaciger alkalen
fosfatazi igin optimum pH = 10.2°dir (1). Intestinal
alkalen fosfatazi i¢in optimum pH = 7.35°dir (29).
Sigir karaciger alkalen fosfatazi pH = 10.5’da mak-
simum aktivite gostermektedir (Sekil 3) (1). Cesitli
caligmalarda substrat konsantrasyonunun azalmasi
ile optimal pH’nin azaldiginm tespit edilmistir (2).
Sigir ince bagirsak alkalen fosfatazi iizerinde
yapilan arastirmada 1s1 ve pH’nin artirilmasiyla en-
zimin a-heliks yapisinin bozuldugu gorilmistiir
(30).

Alkalen fosfatazlarin ortamdaki iireye karsi da
stabiliteleri farklidir (18). Plasental izoenzim 8§ M
iire ile 7 saat sonra %50 oraninda aktivite kaybe-
derken, 3 M iire ile kemik izoenzimi 7 dak. sonra
%50 oraninda inhibe olmaktadir. Intestinal tip ise
orta derecede stabilite gdstermektedir (17).
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Sekil 3. pH’nin enzim aktivitesine (s181r karaciger alkalen fos-
fatazi1) etkisi (1).

Inhibitorleri

Alkalen fosfatazin inhibitorleri; metal gelati
olusturan maddeler, baz1 +2 degerli katyonlar, orto-
fosfat ve benzeri polivalan anyonlar olmak iizere 3
grup da toplanmaktadir. Metal selati olusturan mad-
delerin basinda EDTA gelmektedir (31,32). Sistein,
a-dipiridil, fenantrolin’de metal selat1 yapmaktadir.
Bu maddeler enzimin yapisindaki ¢inko ile selat
yaparak alkalen fosfatazi kuvvetle inhibe etmekte-
dir. Zayi1f etkili metal selat1 olugturan maddeler his-
tidin, siyaniir, iyodobenzoat, iyodo asetamid,
serindir ve bunlar yiliksek konsantrasyonda in-
hibisyon yapar.

Inhibitor etkili +2 degerli metal iyonlar; Be,
Cd, Ni, Sn, Hg, Fe’dir (18,32). Zn™" diisiik kon-
santrasyonlarda (10-¢ M) aktivatdr etkili olmasina
ragmen 10 M’da intibitor etkilidir. Polivalan an-
yonlar; poli 6stradiol fosfat, polifluoretan fosfattir
ve bobrek ile bagirsak izoenzimini kuvvetle inhibe
eder. Arsenat, pirofosfat, borat, oksalat, karbonat,
vanadat’da enzimin inhibitorleridir (18).

Taurokolat karaciger, kemik, bobrek alkalen
fosfatazini inhibe etmekte, L-fenil alanin ise bagir-
sak, plasenta, Regan izoenzimlerini kuvvetle inhibe
etmektedir (21). Alkalen fosfatazin tiim izoenzim-
leri fosfat tarafindan kompetitif tipte inhibe edilir
(1). Sekil 4’de degisen fosfat konsantrasyonlarinin
enzim aktivitesine etkisi verilmistir.

Aminoasitlerin yalnmz L- formlar1 enzimin za-
yif inhibitorleridir, D- formlar ise etkisizdir. L-ho-
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Kaln Aktivite
(%)

100

80

60 -

40

Fosfat (NaH PO , mM)
2 4

Sekil 4. Degisen fosfat konsantrasyonlarinin enzim aktivite-
sine (si1gir karaciger alkalen fosfatazi) etkisi (1).

moarginin, L- triptofan, L-fenil alanin intestinal ve
plasental alkalen fosfatazlarini inhibe eder (1,2,21).
Levamizol ve imidazol karaciger, kemik izoenzim-
lerini ankompetitif tipde inhibe eder (17,18).
Alfostatin karaciger izoenzimini, triptofan ise
plasental izoenzimi inhibe eder (Tablo 1). insan
karaciger alkalen fosfatazi lizerine yapilan ¢aligma-
da 2 M iire enzimi %60 oraninda, 3 M {ire ise enzi-
mi %90 oraninda inhibe ettigi, 4 M {iirenin ise enzi-
mi tamamen inaktif hale gegirdigi tespit edilmistir

(D.

Aktivatorleri

Alkalen fosfataz enziminin en Onemli akti-
vatorii Mg*? iyonudur (28,33). Reaksiyon ortamina
Mg*? iyonunun ilave edilmemesi aktiviteyi %50
oraninda diisiirir. Mn™, Co*" enzimin aktivator-
leridir. Ince bagirsak alkalen fosfatazi igin spesifik
aktivator sodyum deoksikolat’dir. Zn** diigiik kon-
santrasyonlarda enzimi aktive etmektedir (33).
Diisiik konsantrasyonda iire substrat olarak fenil
fosfat kullanilmas1 halinde karaciger izoenzimini
aktive eder.
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