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OZET :

Insan spermlerinden saflastirilmis akrozinin kinetik ¢zellikleri (Enzim-substrat
iliskisi ve pH nin etkisi) arastirildy. Substrat konsantrasyonunun (BAEE),. aktiviteye
etkisi Lineweaver-Burk grafigi ile incelendi. Grafikten Km: 4x10-5 M ve Vmax:
30.0 uM bulundu. PH 5.5 ild 10.5 arasinda aktivite olgiimleri yapudi. Enzim pH
8.0 de maksimum aktivite gosterdi.

GIRIS VE AMAC

Akrozin (EC 3.4.21.10) intraselliller ve ckstraselliller fonksiyonun: onemli
katalitik regiilatdrleri olan serin proteinazlar siifindandir (1). Akrozin bu grup
iginde, iireme fonksiyonlarinda gérev yapan enzimdir. Uzun zamandan beri
~ spermin yumurtaya penetrasyonunun akrozomal enzimlere baglt oldugu -kabul
edilmektedir(2). Akrozinin' testis epididim ve cjakiiel spermlerinde bir zimojen
seklinin bulunmasi proakrozih-akrozin sistemini ilging hale getirmistir (3). Bu
sebeple akrozin iizerine bir ¢ok arastirma yapilmistir. Bu caligmalar sonucunda
insan akrozinin i¢ akrozom membranina, proakroiinin ise membrana baglt oldugu
ortaya ¢ikmustir (4,5,6). Akrozin tiirlere 6zgii bir enzim oldugu. i¢in; amino asid
asit bilesimleri, molekiilagirliklar: ve bir cok oOzelligi tiirden tiire degisir (7,8).

Akrozomal bir proteinaz olan akrozinin ovumunzona pollucidasini sindire-
rek fertilizasyona yardimci oldugu bilinmektedir. (9,10). Ulkemizde infertilite
vek’alarinin az olmadigi gdzdniine alindigindan, calismalarimizda bu enzimin
iyice taminmasint ve bdylece klinik incelemelere 151k tutmasint hedefledik.
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MATERYAL VE METOD

Substrat olarak No-benzoil-L-arginin etil ester (BAEE) kullanild1.  0.25
0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 mM konsantrasyonlarinda substrat kulla-
nilarak ve enzim miktar1 degistirilmeden enzim-substrat iligkisi incelendi. So-
nuglar Michealis-Mentan ve Lineweaver Burk egrileri ile -gosterildi.

Enzim aktivitesine pH’nin etkisini tesbit etmek igin, cesitli pH larda bir seri
tampon ¢dzelti (sitrat tamponu pH 5.5, fosfat tamponu pH 7.0, fostfat tampunu
pH 7.4, tris tampon pH 8.0, glisin tamponu pH 10, glisin tamponu pH 10.5)
hazirland1. Bu farkli pH lardaki tamponlar ile enzim 5 dak. inkiibe edildikten
sonra BAEE’i hidrolizetme hizi ve aktivitesi Olgiildii. Enzim aktivitesi Schwert
ve Takenake’ye gore yapildi (11,12). ’

BULGULAR

Enzimin substrat1 olan BAEE konsantrasybnuna bagli olarak ativitesindeki
degisiklik olgiildii. Elde edilen bulgularla ¢izilen Michealis-Mentan ve Linewea-
ver-Burk egrileri Grafik-1 ve Grafik-2’de gosterilmistir. Grafik-2’den de griilece-
cegi iizere, Km : 4x10-5 ve Vmax: 30.0 MM bulundu. PH 5.5 ila 10.5 arasinda
yapilan aktivite dlgiimleri Grafik-3'de gosterilmistir. Enzimin pH 8.0 de maki-
mum aktivite verdigi gézlendi.
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Grafik 1. Substrat (BAEE) Komsentrasyomumum Akrezia Aktivitesine
Btkisi, (Michealie-Montem) Edrisg
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TARTISMA

Artan substrat konsantrasyonlarmda enzim ativitesi Michealis-Mentan ve
Lineweaver Burk kinetik egrilerine uygulandi. Bu grafiklerden Km: 4x10-5 M ve
" Vmax: 30.0 pM/dak. olarak bulundu. Bu konuda literatiirde sadece bir kag ¢a-
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lismada bu degerler verilmistir. Domuz akrozini igin Polakoski ve Mc Rorie Km
i 4.8 x10-5'M ve Vmax *13.1 pM/dak/U olarak vermislerdir (12). Insan akrozini
icin Anderson ve arkadaglar1 (13) Km ’i 3.6 x10-5 M olarak bulmuslardir. Bizim
bulgularimiz her iki ¢aligmanin sonuglari ile uyum igindedir. Stambough ve Bucklen
saflagtirilmig tavsan sperm ekstraktlarinda Km: 5.2x10-6 M bulmuslardir(12).
Bu sonug¢ bizim buldugumuz degerden daha kiigiik bir degerdir.

Akrozin aktivitesine pH nm etkisini arastirmak igin, gesitli pH larda enzim
5 dak. inkiibe edildikten sonra akrozin aktiviteleri 6lgiildii. Enzim aktivitesi diisiik
pH larda daha kararli olmasina ragmen (14,15,16). optimal pH 8.0 olarak bulun-
mugtur. Bu pH da enzim 9,100 aktivite gdstermektedir. Baz1 arastiricilar pH 1
8.2-8.5 arasinda ‘bullusturlar (14,17). Fakat, yayinlarin ¢ogu optimal pH y1 8.0
olarak vermektedir (16,18,19). Bizim bulgularimiz literatiir bulgular: ile uyum
gostermektedir. pH 6.0 nin altinda ve 10.0 un iistiinde aktivitesini ¢ok kaybettigi
‘igin nétral proteinazlar grubuna sokulabilir (18).

SUMMARY

THE STUDY ON THE KINETIC PROPERTIES OF ACROSIN
 PURIFIED FROM HUMAN SPERMATOZOA

The kinctic properties (relation of enzyme-substrate and the effect of pH)
of acrosin purified from human spcrmatozoa have been investigated. The efect
of substrate concentration on activity have been determined by Lineweaver-Burk
equation. Km and Vmax were respectively 4x10-5 M and 30.0 pM. Activity mea-
surements between pH 5.5-10.5 were made. Maximum activity observed at pH 8.0.
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