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OZET :

Infertilitede ¢cok énemli gérevi olan akrozin enzimini ¢needen insan spermlerin-
den modifiye bir metodla saflastirdik. Bu enzimin, safhgmn ve alt birimlerinin
aragtiridmast ise, poliakrilamid jel elektroforezi ile yapdi. Normal poliakrilamid
. jel elektroforezi ile enzim fraksiyonu tek bir band verdi. Sodyum dodesil siilfatl
poliukrilumid jel elektroforezi ile elde edilen bandmn, diger standart maddelerin .
bantlartyla kargilastirimast sonucunda da_enzimin alt birim molekiil agirligi 48.000
olarak bulundu.

GIRIS VE AMA(;

Akrozin, tiiriine 6zgiil bir enzimdir(1). Silaloglikoprotein yapisindadir (2,3)
Proteinleri arginin kisminda fazla, lizin kisminda ise daha az derecede pargalar
(3,4) Akrozin intraseliller ve ekstraselliiler fonksiyonun 6nemli kaialitik regiila-

_torleri olan serin proteinazlar smifindandir(5). Akrozin bu grup iginde, iireme
fonksiyonlarinda gdrev yapan enzimdir(6). Akrozin amino ug dizisi, plazmin
ve kimotripsinle homologdur. Friedberg ve arkadaslar1 (4) aktif akrozin ile zimo-
jenin (proakrozin) amino ug dizilerinin ayn1 oldugunu gosterdiler. Proakrozin 6,

_ akrozin 4 disiiifit kopriisii igerir(4). Ancak enzimin SH gruplari katalize katlmaz.

Proakrozin ve akrozinin molekiil agirliklar: gesitli memeli tiirlerinde farkli farkli-

dir. Proakrozinin molekiil agirligr 42.000-88.000 arasinda, akrozinin molekiil
agirhigi ise 25.000-70.000 arasindadir. Ancak genel kabule gore ortalama molekiil

agirliklar1 proakrozin igin 70.000 ve akrczin igin 30.000 kadardir (7).
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- Aragtirmacilar proakrozinin akrozine doniisiim sekillerini de incelemislerdir.
Bu calismalar (7,8,9,) sonucunda verilen doniisiim zinciri Sekil-1°de ‘gOsterilmis-
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Akrozomal bir proteinaz olan akrozinin ovumunzona pellucidasini sindirerek
fertilizasyona yardimeci olduigu bilinmektedir(10,11). Ulkemizde infertilete vakala-
rinin az olmadift goézéniine alindigindan, calismalarimizda bu enzimin iyice -
taninmasini ve kilinik incelemelere 151k tutmasini hedefledik.

MATERYAL VE METOD

‘Normal poliakrilamid jel elektroforezi( PAJE), enzimin safligin1 kontrol igin
yapildi. Jel Weber’e groe hazirland: (12). Uygulamada 50 ul enzim ¢ozeltisi, 5 pl
bromfenol mavisi(énciil bilesik), 1 damla gliserol 50 pl tampon vortex ile karisti
r1ld1. Bu karigimdan 50 pl kolonlarin iist ucuna tatbik edildi ve karistirildl. Buka
risitmdan 50 pl kolonlarin iist ucuna tatbik edildi ve iizerleri dikkatli bir sekilde
elektroforcz yapilacak tampon ile dolduruldu. Tiip basina 5 mA numune jele
gectikten sonra 8mA /tiip gii¢ tatbik edildi. Bromfoenol mavisi jel gikisina 3 cm
kalincaya kadr, tahminen 8 saat kadar yuriitiildii. Kolonlar tanktan ¢ikarildiktan
sonra 2 saat kadar 1.25 g coomassie brillant bulue, 545 ml %/ 50 metanol ve 46
ml glesial asetik asit ihtiva eden boya ¢Ozeltisi ile boyandi. Boyama siiresi sonunda
boya, asetik asit/metanol/su (75/50/875) ¢dzeltisi ile boya tamamen kolondan
¢ikarilincaya kadar yikandi. Boya ¢ozeltisi her 4 saatte bir yenilendi. Bu jeller
kapakli tiiplerde boya cikarici ¢ozelti icinde oda 1sisinda bekletildi.
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Sodyum dodesil siilfatl: (SDS) PAJE inde bovine albumin (67.500), a-amilaz
(45.000), pepsin (35.000) ve iirikaz (100.000) standart protcin olarak kullanild:
Numuneler %; 1 SDS ve % 1 2- merkaptoetanol ile 2 dakika kaynar su banyosunda
‘tutlarak denatiire edildi. Sonra numune ve standart proteinlerden 0.2 ml, 1 dama
gliserol, 10 pl 6nciil boya karistirilarak kolonlara tatbik edildi. Onciil boya ¢ikisa
3 cm kalincaya kadar yiiriitiiidii. Sonra kolondan ¢ikarilan jeller 2 saat coomassie
brillant blue R-250 ile boyandi. Boyay: ¢ikarmak i¢in asetik asit/su/metanol ¢6-
zeltisi ile 4-6 saatte bir boya gikarici ¢ozeltiyi degistirmek suretiyle 20 saat muamel
edildi. : : '

Her kolondaki prctein standartlarin ve numunelerin hareketlilikleri a§é§1daki
formiilden hesalanda.

Hareketlilik= L rotein,bandmm.a.ld@ yol . _Boyadan 6nceki jel boyu
Boyadan sonraki jel boyu onciilboyanin aldigt yol

BULGULAR

. Enzim safligt poliakrilamid jel elektroforezi ile incelendi.‘ ‘ Normal PAJE
inde bir tek band elde edildi. Elde edilen tek bant enzimin saflagmig oldugunu
gosterdi (Resim-1). ’ ’

Resim 1

Saflagtirilmig enzimden alinan numunede SDS ili PAJE yapildiktan sonra
elde edilen bantin hareketliligi hesaplandi ve standartlara gore cizilen molekiil
agirligi grafiginden molekiil agirlig: 48.000 olarak bulundu (Sekil-2).
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Enzim ¢ozeltisi ile yaptigimiz normal PAJE sonucu tek bant goriilmesi saf-
li3in bir isareti sayrdi. SDS-PAJE ile molekiil agirlig tayin edildi. SDS kuaterner
yapilar1 bozar ve bdylece proteinlerin her {initesi sabit negatif bir yiik kazanmig
olur (13). Jel elektroforezinde degisik jel bityiikliikleri, degisik pH lar ve degisik
akimlarin kullanildig ¢alismalar vardir (5,7,9,14) Ayni zamanda SDS-PAJE
ile yapilan molekiil agirligt tayinin de degisik sonuglar elde edilmistir. Polokoski
ve arkadaglarl,(l,'S) insan akrozinin molekiil agirligint 30.000 dalton civarinda
bulmuslardir. Mukerji ve Meizel (16) tavsan akrozini molekiil agirligim 38.000
‘olarak bulmustur. Proakrozin SDS-PAJE ile 55.000 dalton verir. Titrasyon-
dan sonra notral pH da proakrozin kararsiz akrozine doner ve bunun da mole-
kiil agirhig1 48.000 dir ya damolekiil agirhig 35.000 olan gok daha stabil formuna
degisir (4). Proakrozinin molekiil agirhg jel kromatografisi ile 58.000 olarak
bulunmustur (17). Polakoski ve Parrish (9) domuz akrozininin a, B, 8, diye 3
formunu bulmuslardir. Bunlarin molekiil agirliklar: sirasiyle 49.000, 34.000 ve
95.000 dir. Bu sonuglar insan akrozinine yakindir. {nsan akrozini i¢in bu dege-
rler a= 50.000, B= 34.000 ve y'= '40.000 olarakbulunmustur(18).

Cahsmamlzda»akrozinin molekiil agirhgin1 pH °8 de 48.000 olarak tespit
ettik. Alkali ortamda inkiibasyon sonucu proakrozin alfa akrozin formuna kan-
titatif olarak donmektedir(19). Tesbit ettigimiz 48.000 dalton agirhgimdaki ak-
rozin alfa akrozindir ve bulgularimiz literatiir ile uygunluk gostermektedir
( 4,9,18-22 ).

Biitin bunlardan anlagilacag: iizere, akrozin molekill yapist bakimindan
gesitli hayvan nevilerinde pek onemli fark gostermemektedir,
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SUMMARY

THE STUDY ON THE PURIFICATION LEVEL AND SUBUNITS OF
THE ACROSIN PURIFIED 'FROM HUMAN SPERMATOZOA BY
POLYACRLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS

Wehad purified previously acrosin, which has an important role in infertility,
from human spermatozoa, The study on the purification degree and the subunits
of the acresin was made by polyacrylamide gel electrophoresis. Fraction enzyme
showed a band with polyacrylamide gel electrophoresis. The molecular weight of
enzyme subinit was found as 48.000 dalton using sodium dodecyl sulfate-polyacry-
lamide gel electrophoresis.
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