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OZET :

Lésin aminopeptidaz, hamilelik boyunca kan serumunda normalin ¢ok iistiinde
aktivite gostermektedir. gesitli dokulardan saflastirlan [osin aminopeptidazin
ozelliklerinin aragtirilmasy ile enzimin kaynagina  inilebilir. Bu amagla onceden
insan plasentasindan modifiye bir metodla losin minopeptidaz scflagtird k. Ayrica
hamile kadin serumlarindan da lésin aminopeptidaz kismen saflastirdik.

Bu ¢alismada, insan plasentas: ve gebe serumlarindan saflastirilms Iosin amino-
peptidaz iizerine metal-+2 iyonlar; ile etilendiamintetraasetik asid (EDTA) ve
p-kloromerkiiribenzoat (PCMB’in etkileri aragtirdnystir. Sonugta, bu maddelerin
etkilerinin aym dogrultuda oldugu gozlendi.

GIRIS VE A MAC :

Losin aminopeptidaz (LAP: aminoagil peptid hidrolaz EC 3.4.11.1), normal
olarak serum, idrar ve safrada bulunan proteolitik bir enzimdir (1,2). Daha once
yapilan arastirmalarda bu enzimin birgok hastzalikta, serumda yiikselmis degerleri
gozlenmistir(3,4). Artiglar ozellikle hepatobiliyer hastaliklarda daha fazladir(3,4).
Gebeligin son ii¢ ay1 boyunca serum LAP aktivitesi 6nemli derecede artar; ancak
bu ilging durumun fizyolojik sebebi agiklanamamistir (3,4,5). Gebelik siiresince
artmis olan serum LAP aktiviitesi, dofumdan 6-8 hafta sora normale doner (6
Gebelikteki bu istisnai durum hakkinda gelisen goriigler vardir. Enzimin kord
kaninda bulunmamas: nedeniyle plasental barriyeri asamadig: ve dolayisiyle pla-
sental kaynakli olamiycag: goriisiinii savunanlarm yant sira (7), tamamen plasen-
tadan kaynaklandig goriisiinde olan arastirmacilar da vardir (8,9).
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LAP, maksimum oarak 0.001-0.002 M Mn-+ veya Mg+-2 aktive edilir. An-
cak Mg--2 ile aktivasyon daha kisa siirede gergeklesit (10-13), Zn-2, Pb-2,
Hg+2, Fe+2, Cd+2, Ni+2, Cu+2, EDTA ve PCMB LAP'm inhibitorle-
ridir(10,13). ' '

Bu inhibitérlerden Ni+2, Zn+4-2 ve Ca+2 inhibisyonlar: zayiftir. Cd4-2,
Cu+2, Hg+2, Pb+2, EDTA ve PCMB’in inhibisyonlar: ise kuvvetlidir(12).
Bu inhibitérler aktif bolgedekl Zn+2 iyonlarini baglayarak mhlblsyonu gergekles—
tirirler(14). ~ ~

Bu caligmada, plasental ve serum LAP’larl ﬁzeriﬁe'aktivatér ve inhibit6rlerin
etkisi incelenmis olup, gebelik siiresince yiikselen serum LAP 1 kaynaglna yakla-
silmigtir.

MATERYAL VE METGD

Mn-2, Mg+2, Co+2Zn+2, Fe+2, Cu+2, Pb+2, Ni+2 ve Cd+2 iyon-
Jarinm degisik konsantrasyonlarda (1,1.5,2,5 mM) ¢ozeltileri tamponlanmis subs-
trat ¢dzeltisi iginde hazirlandi. Ayrica ayni sekilde hazirlanan EDTA ve- PCMB
¢ozeltileri kullanilarak da aktivite olculdu Aktivite, Goldbarg Rutenburg metodu
‘ile tayin edildi ( 15).

BULGULAR

"Plasental LAP (pLAP) v3serum LAP (sLAP) aktivitesine Mg-+2 ve Mn-+2
iyonlarinin etkisi Sckil-1-2’de gosterilmistir. Sekilden de goriilecegi gibi 2. mM
Mg--2 konsantrasyonunda hem pLAP hem. da SLAP maksimum aktivite goseter-
miglerdir. Mn—+-2 iyonlar: ile deaktivite artis1 gézlendi. Ancak pLAP 1,5 mM
Mn+2 konsantrasyonunda, sSLAP isc 2 mM Mn--2 konsantrasyonunda maksimum
aktivite ‘verdiler. ;

Fe-+2 ve Co+2 iyonlarnin aktivite {izerine olan etkisini arastirmak ama-
‘cryla yapilan deneylcrden elde edilen egriler (Sekil-3-4) incelendiginde goriilecegi
gibi hem pLAP hem de sLAP aktivitesi Fc-+2 iyonlari ile 6nemli derecede inhibe
édilmisir. Cc +2 iyonlariyla ise, 6zellikle'1-1.5- mM’lik konsantrasyonlarda aktivi-
te de artig gozlenmistir. Ancak pLAP aktivitesindeki artis daha yiiksektir. - -

Pb+2 ve Zn+2 iyonlarna ait aktivite grafiklori (Sekil -5-6) incelendigi za-
man goriilece gi fizere, Pb+2 iyonlar1 ile LAP aktivitesi inhibe edilmistir (6zellikle
5.mM Pb+-2 konsantra syon]armda) Zn —(—2 1yonlar1n1n da enzim 9kt1v1tesm1 oncmli
derecede 1nh1be ettigi gozlcrdl

PLAP ve sLAP aktivitesine Cu+2 1Ie Ca+-2 1y0’1lar1n1n etk151 Sek11-7 8
de verilmigtir. Sekilden de anlasilacag: gibi Cu-2 iyonlarienzim aktivitesini nemli
derccere inhibe ctmistir. Ca--2 iyonlartyla gozlenen inhibisyon da ka.ydade-
ferdir. : ‘
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Ni+2 ve Cd+2 iyonlarina ait aktivite grafikleri (Sekil-9-10) incelendigi
zaman goriilecegi iizere, her iki iyonla da 6nemli inhibisyonlar tesbit edilmistir.

EDTA ve PCMB nin aktivite iizerine olan etkisini incelemek amaciyla yapilan
deneylerdenelde edilen egriler (Sekil-11-12) incelendiginde gériilecegi gibi, her iki
maddenin de enzim aktivitesi {izerinde 6nemli inhibisyonlar: vardir.

A . W
U U o
Pl tal LAP A
* Plasenta aSLAP
100 ® Serum LAP e
80 801
\\
o T ——
&0 ~e—a 401 an
201 204
123 ¢ 5 (Mgt mM 1 2 3 4 & [,fmqu‘M

Sekil-1. :LAP Aktivitesine Mg'z
iyonunun Etkisi

Sekil-&: LAP Aktivilesine Mn*2

_iyonunun Etkisi

Ua . )
U 100
e Plasental LAP
801 ° Serum LAP
¢ Plasental LAP
60 o Serum LAP 60
40 .,a\\ 40 \::__ N
T
20 ~— 20
U234 S frayy 1203 45 (eatymm
$ekil-3:'LAP Aklivitesin‘e' Fer? Sekil-4: LAP Aktivitesine Cgt2
iyonunun Etkisi iyonunun Etkisi
u ut
1001 1001
N sPLAP
80| o PLAP & o SLAP
o SLAP
60! 564
40 40 —
/\\ -
201 I — 201
1t -2 3 4 5 [Pb"']mM 12 3 45 (20t
Sekil- 5:LAP Aktivitesine Pbt2 5-m‘ 6:LAP Aktivitesine Zn*Z
. nunun Etkisi.. /iyarunun E‘lel

) 117



ub ud

1001 100

S I 801 Sk

sl  eSLAP sl

o o T
F Y w 201

1 2 3 & 5[c;‘13rm

Sekil- T: LAP .Aktivitesine Cu*2
ivorunun Etkisi

V203 4 S [et]mM
Sekil- @: LAP Aktivitesine Ca'2
iyonunun etkisi

ub ot
1001 1001

ePLAP e PLAP
80 ® SLAP 80 ¢ SLAP
60 60

——— .

LY 401 L
o TN —— 0]

12 3 4 5[Ni"‘]mM

Sekil-.9:LAP Aktivitesine Ni*Z
iyonunun Etkisi

12 3 4 & [cdmd

Sekil-40:LAP Aktivitesine Cd?
ivonunun Etkisi{

ud vt
. 100}
100
A o PLAP - sPLAP
804 «SLAP eStap
o 601
W 9
— e 204 5&:
20]
A > ] >
12 3 4 5 [epm)mM 7.3 45 (pcme)mu
sekildL: UAP Aktivitesine EDTA Seu1dd: LAP itiviiesine PCMB

vnin Etkisi

TARTISMA :

Mg+2 ve Mn+-2 iyonlarmin 1,5-2 mM’hik konsantrasyonlarinda maksimum
aktivite gozlenmistir. Bu iyonlarin diger konsantrasyonlarinda ise, ya aktivitede
az bir artig ya da higbir degisiklik bulunamamistir. Bu konuda calisan diger aras-
tiumacilar da benzer sonuglar: elde etmislerdir (10,12,16).
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Fe+2 iyonlarmin énemli derecede inhibisyona neden oldugu gdriildii. Bu
etki 6zellikle 5 mM lik konsantrasyonlarinda daha fazlaydi. Bunlar beklenen
sonuglardi. Fakat inhibisyon etkisi bekledigimiz Co+2 iyonlartyla ise, 6zellike
1-1.5 mM lik konsantrasyonlarda aktivite artist bulduk. Bu durum &nce bizi sa-
sirtt1. Ancak derinlemesine bir literatiir arastirmasi yaptigimizda gordiik ki Co+2
iyonlarinin aktivite iizerinde higbir etkisinin olmadiginin gozlendigi calismalarin
(17) yanisira Co-+2iyonlariyla aktivite artisinin bulundugu ¢alismalar da vardir(11).

Katyonlardan Pb+2, Zn+2, Cu+2, Ca+2 Ni+2 ve Cd-+-2 un enzim aktivi-
tesi iizerinde 6Gnemli inhibisyorlarini tesbit ettik. Ayrica, EDTA ve PCMB ¢ozeltile-
rinin de 6nemli derecede inhibisyona sebep olduklar1 gézlendi. Enzim inhibisyonu
fizerirde tesbit ettigimiz bu sonuglar literatiirde uygunluk igindedir (10-13, 17-20).

Bulgularimizdan da anlasilacagi iizere, insan plasentasindan safastirdifimiz
LAP ile hamile kadmlarin serumlarimdan kismen saflastirdigimiz LAP’in aktivator
ve inhibitorlere kars: cevabi, ok kiiclik istisnalarla beraber ayni dogrultudadir.
‘Bu da bizi, gebelik boyunca plasental gelismeye paralel olarak ¢ok yiiksek seviye-
lere ulasan sSLAP’inin esas kaynagmin plasenta olabilecegi sonucuna gotiizmek-
tedir.

SUMMARY :

THE EFFECTS OF METAL+2 IONS ON LEUCINE AMINOPEPTI-
DASE PURIFIED FROM HUMAN PLACENTA AND PREGNANCY
SERA

The activity of leucine aminopeptidase is very high in serum during the
pregnancy. Investigation on the properties of leucine aminopeptidase purified from
other tissues assists to find their source. Thus, we puriufied leucine aminopep-
tida se from human placenta by a modified method. In addition, we purified
leucine aminopeptidase from pregnancy sera.

The effects of metal--2 jons on leucine aminopeptidase purified from human
placenta and pregnancy sera have been investigated in this study. In addition,
the effects of p-chloromercuribenzoate (PCMB) ann ethylendiaminetetraacetic
acid (EDTA) have been investigated. As a result, the effects of metal+2 ions
and other substances on leucine aminopeptidase purified from human placenta
and pregnancy sera were identically.
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