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OZET

Losin aminopeptidaz, hamilelik boyunca kan serumunda normalin ¢ok iistiinde
aktivite gostermektedir. Cegitli' dokulardan saflagtirilan losin  aminopeptidazin
- ozelliklerinin aragtirilmasy ile enzimin kaynagma inilebilir. Bu amacla dnceden
insan plasentasindan modifiye bir metodla lésin aminopeptidazi saflastirdik.

Plasental losin aminopeptidaz’in - safligimin ve alt bilrimlerinin arastirilmasi
. ise, poliakrilamid jel elektroforezi ile yapildi. Normal poliakrilamid jel elektroforezi
ile enzim fraksiyonu tek bir band verdi. Sodyum dodesil siilfath. poliakrilamidcjel
elektroforezi ile elde edilen bandin, diger standart maddelerin bantlaryla karsilag-
tirllmast sonucunda da enzimin alt birim molekiil agiwrhgi 51.000 olarak bulundu. -

‘GIRIS VE AMAC

Losin aminopentidaz (LAP-: EC 3.4.11.1), Karaciger, pankreas, bobrek ve
ince bagarsakta yiiksek aktiviteli olmak iizere, genellikle insan dokularinin hep-
- sinde bulunur (1,2,3,4). LAP’1n esas kaynag1 pankreas hiicreleridir ve burada pro-
teolitik ezimler vasitasiyle,sindirim siiresince serbest kalan peptidlerin tam yikimi
igin tretili(5). e

LAP ¢inko metalopeptidaz olup, molekiil agirlig1 320.000 dalton civarindadir
(6,7,8,9). LAP’1n 6 adet altbirimi vardir ve her bir altbirimi 2 tane iki degerlikli
metal katyonu (Zn**) ihtiva eder (6,7,8,9). Bu yap1t LAPZng Zn¢ seklinde gos-
terilebilir (6,8,9). Her altbirim bir tek polipeptid zincirinden ibarét olup, herbirinin
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molekiil agirligi 54.000 dalton civarindadir (10), LAP’1n yapisinda 13sin, izol6sin
ve valin gibi amino asitler bol bulunmakla beraber, diigiik muhteviyatta da olsa
aromatik amino asitler mevcuttur (11).

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAJE): proteinleri, molekiil agirliklarina,
elektriksel yiiklerine ve molekiil bigimlerine gore ayiran bir tekniktir(12). Bu yon-
temle enzimlerin safl1g1 kontrol edilebildigi gibi molekiil agirliklar: ve altbirim sa-
yis1 ile onlarmn molekiil agirliklarini da saptayabilir. Jel, akrilamidin gapraz
baglayic1 olarak kullanlan, N, N-metilen-bis-akrilamid tarafindan polimerize
edilinesiyle hazirlanir. Bu reaksiyon fotokatalizor etkisi gGsteren, riboflavin-N,
N,N’,N’-tetrametilen diamin (TEMED) veya amonyum persiilfat-TEMED kari-
simlar: tarafindan katalizlenir. Maddelerin (akrilamid ve bis) konsantrasyonlari
ve katalizoriin cinsi ve pH, jelin gézenek biiyiikliigiinii etiler. pH ve yiizdesi diisiik
jel (pH 6.8 ve 9 3 gibi) daha genis gozenkli olur. pH’si ve yiizdesi yiiksek jel ise
daha sik gozeneklidir(12).

MATERYAL VE METOD

Jelin hazirlanis1 Weber’e gore yapildi (13,14). Once % 10 luk akrilamid ¢o-
zeltisi hazirlandi. Bunu igin 22.2 gr akrilmid ve 0.6 gr metilenbisakrilamid 100 -
ml suda ¢6ziildii. Bu ¢6zelti siiziilerek bundan 13.5 ml alindi, 15 ml jel tamponu
(0,2M Na-Fosfat tamponu), ile karistirildi.

Bu karigima 1.5 ml taze hazirlanmig amonyum persiilfat (15 mg/ml) ve 0.045
ml TEMED Kkatildi. Bu son karisim, alt taraflar1 parafilm ile kapatilmig ve dik
olarak yerlestirilmis 0.6 x 10 cm boyunda cam kolonlara iist ten yaklagik 0.5 cm
bosluk kalincaya kadar dolduruldu.

Normal Poliakrilam;d Jel Elektroforezinin Yapiligi:

Normal PAJE enzimin saflifin1 kontrol igin denendi. Uygulama Davies ve
Shuster’in metodlarina gore yapildi (15,16). 50 pl enzim gozeltisi 5 pl Brom fenol
mavisi (6nciil boya), 1 damla gliserin ve 50 pl tampon, vortex ile karistirildi. Bu kari-
. stmdan 50 pl kolonlarin iist ucuna tatbik edildi ve iizeri elektroforez yapilacak tam-
pon (Fosfat tamponu pH 7.0 ) ile dolduruldu. Tiip bagina 6nce 5 mA ve numune
jele gectikten sonra 8 mA gii¢ tatbik edildi. Onciil boya jel ¢ikisina 3 cm kalin-
caya kadar yiiriitiildii. Sonra jel kolondan ¢ikarilarak, 1,25 gr coomassie brillant
blue+ 545 ml % 50 metanol+ 46 ml glesial asetik asid ihtiva eden boya g¢6zeltisi
icinde 2 saat bekletildi.- Boyama siiresi sonunda boya, asetik asid/metanol/su
(70/50/875) g¢ozeltisi ile tamamen ¢ikincaya kadar yikandi. Bu jeller kapakli tiip-
lerde boya gikarici ¢ozelti iginde oda sicakhiginda bekletildi.
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Sodyum Dodesil Siilfatli (SDS) Poliakrilamid Jel Elektroforezinin Yapilis1:

Standart olarak monomer yapida olan ya da at birim molekiil agirliklart bili-
nen bovine albumin (67.500), a-amilaz (45.000), pepsin (35.000) ve iirikaz (100.000)
standart protein olarak kullanildi.

Numuneler %; 1 SDS ve % 1 2- merkaptoetanol ile 2 dakika kaynar su ban-
yosunda tutularak denatiire edildi. Sonra numune ve standart proteinlerden 0.2
ml. 1 damla gliserol, 10 pl énciil boya karistirilarak daha once anlatildig: sekilde
kolonlara tatbik edildi. Onciil boya gikisa 3 cm kalincaya kadar yiiriitiildii. Son-
ra kolondan g¢ikarilan jeller 2 saat coomassie brillant bule ile boyandi. Boyay:
¢ikarmak igin 9 10’luk asetik asid ile 4-6 saatte ‘bir degistirmek suretiyle mua-
mele edildi.

Her kolondaki protein standartlarinin ve nuﬂmu_nclerin hareketlilikleri asagi-
daki formiilden hesaplandi.

Protein bandinin aldig1 mesafe Boyadan 6nceki jel boyu
Hareketlilik= X

Boyadan sonra jel boyu Onciil boyanin aldig1 mesafe

BULGULAR

_ Enzim preparati normal poliakrilamid jel elektroforezinde bir protein bandi
verdi. Elde edilen tek band, enzimin saflagmis oldugunu gésterdi (Resim-1)

Resim-1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi Band1

 Enzim preparati, SDS’i poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Elde
“edilen banttan hesaplanan hareketlilik molekiil agirliklarina kars1 grafiklendi. Bu
sekilde enzimin alt birim molekiil agirligt 51.000 olarak bulundu (Sekil-1).

425



Urikaz
Bovine Albumin

<~ amilaz
35

LAP

Molekil Agirigr X 103

' 1] (?.2 03 04 05 06 07 08 09 >|.0 Hq,:;u,-“k
Sekil=1: SOS i poliakrilamid jel elektroforezi ile " alt

birim moleki! agirtiGinin st r i
BT eolel §irhig andart ejriden

'TARTISMA

Enzim c¢6zeltisi ile yaptigimiz normal poliakrilamid jel elektroforezi sonucu
tek bant goriilmesi safligin bir isareti sayildi. Enzimin alt birim molekiil agirhig
SDS’It poliakrilamid jel elektroforezi ile 51.000 bulundu (Sekil-1). Enzimin 6 alt
birimi oldugu bilindiginden molekiil agirhig: 306.000 olarak hesaplandi. Bu sonug-
larimiz literatiirle uygunluk igindedir. Himmelhoch, domuz bobreginden saflastir-
dignt LAP’1n molekiil agirligini Sefadeks G-200 kromatografisi ile 300.000 bulmus-
tur (8). Kohno, insan karacigerinden elde ettigi enzimin molekiil agirhgini sefadeks
G-200 kromatografisi ile incelenmistir. S6z konusu galisma sonucu enzimin mo-
lekiil agirhg 358.000, alt birim molekiil agirlig ise yaklastk 60.000 olarak tesbit
edilmigtir (17). Wart, sigir lensinden saflagtirdigt LAP’1n alt birim molekiil agirhig
SDS’li poliakrilamid jel elektroforezi ile 54.000 olarak bulmugstur. Bu sonugtan
giderek 6 alt birimli LAP’1n molekiil agirhginin 320.000 oldugu tesbit edilmistir
(6). Ayrica sigir lensinden saflastirilan enzimin, molekiil agirhgmin da 54.000
olarak bulundugu bir ¢ok kaynakta kayithdir (6,7,10,18).

Bunlardan da anlagilacag1 iizere, LAP molekiil yapist bakimindan dokudan
dokuya pek dnemli fark gdstermemektedir. Ayni zamanda molekiil yapisin1 aydin-
latmak i¢in kullamlan metodlarin sonucunda 6nemli farkliliklar goriilmedigi -
igin, poliakrilamid jel elektroforezi her laboratuvarda uygulanabilir ve metod ola--
rak ortaya ¢ikmaktadir. :

SUMMARY. :

THE STUDY ON THE PURIFICATION LEVEL AND SUBUNITS OF
THE LEUCINE AMINOPEPTIDASE PURIFIED FROM HUMAN
PLACENTA BY POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS

The activity of leucine aminopeptidase is very high in serum during the preg-

nancy. Investigation on the properties of leucine aminopeptidase purified from
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other tissues assists to find their source. Thus, we purified leucine aminopeptidase
from human placenta by a modified method.

The study on the purification degree and the subunits of the leucine amino-

peptidase was made by polyacrylamide gel electrophoresis. Fraction enzyme sho-
wed a single band with polyacrylamide gel electrophoresis. The molecular weight
of the enzyme subunit was found as 51.000 dalton using sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis.
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