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Alanin - aminotransferaz Enziminde (E.C.2.6.I.2) 
Polirnorfizim ve' Kromatografik Fra ksinasyonla Elde Edilen 

Enzim Franksiyonlarnun Özelliklerinin incelenmesi. 

Isozymie and Polimorphisme in Alanin - aminotransferase and 
the Study of the Properties of the Enzyme Fractions 

Obtained by Chromatographic Fractionation. 

Gazanfer BİNGÖL (*) 

G IRI Ş : 

Özellikle 1964 yı lından bu yana yap ı lan ara ş t ırmalar alanin -
aminotransferaz (E.C.2.6.I.2) veya daha yayg ın ve eski deyimi ile 
Glutamik - piruvik - transaminase (GPT) enziminin de LDH, MDH 
ve diğer baz ı  enzimler gibi polimorfizim gösterdi ğ ini ortaya koy-
muş tur. Ancak bu alanda yap ı lan baz ı  araş tırmalara ra ğmen GPT 
enziminin polimorfik ş ekilleri veya izoenzimleri hakk ında yeterli 

ve kesin bilgilere sahip bulunmuyoruz. Son zamanlarda bu alanda 
bazı  araş tırmalar yap ı ldığı nı  görüyoruz. Örneğ in Takeda, Ichi-
hara ve arkada ş ları  (I) 1964 yı l ı nda s ıçan karaci ğerinden GPT' ı n 
iki izozimini soluble GPT (GPTs) ve mitokondrial GPT (GPTm) 
ayırd etmi ş lerdir. Yoshinobu Tsukamoto ve arkada ş ları  (2) 1967 
yı lmda DEAE - Sephadex kolon kromatografisinden yararlanarak 
normal ve skorbütik kobaylar ın gingivalann.daki GPT izozimlerini 
tayin ve kantitatif de ğ i ş ikliklerini incelemi ş lerdir. 

Biz de 1967 - 68 yı lları  aras ında GOT ve GPT enzimlerinin mo-
lekül ağı rlıkları nı  tayin için yapt ığı m ız kolon kromatografisi çal ış -
maları  s ıras ında, serumda bulunan alanin - aminotransferaz (GPT) 
enziminin kolonda daha küçük elüsyon volümü veren daha büyük 
moleküllü bir izoziminin bulunduğundan ş üphelenildiğ ini ve bu 
hususta ara ş tırmalara lüzum bulunduğunu aç ı klamış tık (3). W. 
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Rotzsch ise (4) ka ğı t elektroforezi ile yapt ığı  çalış malar sonucun-
da (1966) insan kan serumunda GOT'a ait iki izozim tesbit etti ğ i-
ni ve fakat GPT' ın spesifik olmayan bir bölünme gösterdi ğ ini bu 
fraksiyonlar ın globulinlerle birlikde göç etti ğ ini bildirmi ş tir. 

Adams P. Orfanos ve arkada ş lar ı  (5) 1970 y ı l ında yay ınladık-

ları  çalış ma sonuçlar ında, kolon kromatografisi ile yapt ıkları  de-

neylerde GPT' ın iki değ iş ik molekül halinde bulunduğunu (izozim) 

saptad ıklarını  aç ıklam ış lard ı r. Ayni ara ş tırmac ı lar izozimlerin ay ırd 
cdilmelerinde DEAE-A50 (dietilaminoetil Sephadex) ile yap ı lan Iyon 

değ i ş tirme metodundan yararlanm ış lard ı r. 

Gussmann ve Rames'e göre (6) GPT enziminin po ı imorfizmi 
ilk defa Chen U. Giblett (7) taraf ından aç ı klanmış t ı r. 

Alanin - aminotransferaz' ın değ i ş ik fraksiyonlar ı  için kimyasal 
niteliklerine, elde edildikleri baz ı  organlara ve hücre içi lokalizas 
yonuna göre literatürde de ğ i ş ik terimler kullanı lmaktad ır. Bu 
fraksiyonlarla ilgili olarak anyonik fraksiyon, katyonik fraksiyon, 
A izozimi, B izozimi, Mitokondrial fraksiyon - Soluble fraksiyon, 
GPTı  - GPTıı  gibi terimler literatürde yer almaktad ır. GPT izozim 
veya multiform fraksiyonlar ının elektroforetik davran ış ları  hak-
kında bazı  ön bilgilere sahip olunmakla beraber bunlar ın molekül 
büyüklükleri de kesinlikle saptanm ış  değ ildir. Esasen bu hususla 
ilgili olarak çok az ara ş tırmaya rastl ıyoruz. GPT enziminin de ğ iş ik 
fraksiyonlar ının adland ı rı lmas ında görülen bu farkl ı lığı  ve mülti-
form ş ekillerinin ili şkilerini mümkün olduğu kadar aç ıklığ a ka-
vuş turmak ve ay ı rd edilebilen fraksiyonlar ın molekül büyüklükle-
rini tayin etmek amac ı  ile çalış malar yapt ık. Çah şmalarımı zda, 
Sephadex G - 200 jel kolonu kromatografisi ve DEAE - A50 sellüloz 
kolon kromatografisi tekniklerinden yararland ı k. 

MATERYAL ve METOD 

Alanin - aminotransferaz izozimlerinin ay ırd edilmesinde DEAE -
A50 iyon değiş tiricisi ile yap ılan iyon değ iş tirme tekniğ inden, 
fraksiyonlar ının molekül ağı rl ıklar ının tayininde ise G - 200 dekstran 
jeli ile haz ırlanan kolon kromatografisi metodundan yararlan ı l-
m ış t ı r. 
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DEAE - A50 Ion - Exchange metodu için kullan ı lacak DEAE -
A50 Sephadex iyon değ iş tiricisi önce k ısa süre (üç defa 30 ar da 
kika) distile su içerisinde b ırak ı lmış  ş işmeyi takiben küçük parti-
küller dekantasyon yolu ile uzakla ş t ırı lmış , daha sonra fosfat tam-
ponu (0.02 M, pH 7.2) içerisine konarak 24 saat süre ile bekle-
tilmi ş tir. Tamponla dengelenen jel 15 mm çap ında bir sephadex 
kolonuna doldurulmu ş tur. Jelin kolon içerislindeki yüksekli ğ i 150 
mm ye ayarlanm ış t ı r. GPT enziminin katyonik fraksiyonunun elde 
edilmesi için gene ayn ı  fosfat tamponundan, anyonik fraksiyonun 
elde edilmesi için de 0.2 M NaC1 çözeltisinden yararlan ı lmış tır. 
Kolondan ç ıkan elüat önce 3 er ml. lik porsiyonlar halinde top-
lanılarak en yüksek enzimatik aktivite gösteren porsiyon tesbit 
edilmiş , daha sonraki toplamalarda bu elüsyon volümüne yakla-
şı ldığı nda elüat 1 er ml. lik porsiyonlar halinde toplan ı larak en 
yüksek enzimatik aktivite gösteren mililitre kesin olarak saptan-
mış tır. Gerek katyonik gerek anyonik fraksiyonlar ı n elde edilme-
sinde aynı  ş ekilde hareket edilmi ş tir. Transaminaz aktivitesinin 
tayininde Reitmann ve Frankel'in kolorimetrik metodundan (8) 
yararlanı lmış tır. Deneylerin yap ı lmas ında karaciğer hastal ıkl ı  kim-
selerin yüksek aktivite gösteren kan serumlar ı  (*) kullan ılmış , 
kolona her defas ında 5 ml serum uygulanm ış , transaminasyon reak-
siyonu için elüattan 0.2 ml kullan ı lmış tır. Kolorimetrik tayinler 
için Bausch and Lomb spektrofotometresinden yararlan ı lmış  so-
nuçlar 505 nm dalga uzunluğunda okunmu ş tur. 

Sephadex G - 200 dekstran jel kromatograt ı si ile fraksiyonlarrn 
ay ı rd edilmesi ve molekül a ğı rl ıklar ının tayininde 25 mm çap ı nda 
bir Sephadex kolonundon yararlan ı lmış , kolon içerisindeki jel 
3atağı nın yüksekliğ i 38 cm olarak ayarlanm ış t ı r. Kromatografi 
için jel'in haz ı rlanmasında Sephadex teknik kitab ı nda açıklanan 
(9) jeli kaynatma metodu uygulanm ış t ır. Jelin tanecikleri önce 
0.1 M KCI solusyonu ile i ş leme tabi tutulmu ş  sonra Tris - HCI 
tampon solusyonu ile (pH 7.4) dengelenmi ş tir. Kolonun haz ı rlan-
masında laboratuvar ı m ızda ötedenberi kullan ı lmakta olan usulden 
(3 ) faydalan ılmış tır. 

Kolonun kalibrasyonu, molekül a ğı rl ı klar ı  bilinen Gamma glo-
bulin, fibrinojen, ovalbumin ve hemoglobin geçirilmek suretiyle 
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yapı lmış tır. Elüat üçer ml. lik porsiyonlar halinde tomlan ı lmış , 
porsiyonlar içerisindeki protein orant ı s ı  Beckrnan U.V spektrofo-
tometresinde 280 nm dalga uzunlu ğunda absorbans dereceleri öl-
çülerek bulunmu ş tur. Kalibrasyonda kullan ılan bu proteinlerin 
elüsyon volümlerinde gösterdikleri absorbanslar ına göre a ş ağı da-
ki kalibrasyon grafi ğ i hazırlanm ış tı r. 
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Kolonun haz ı rlanmas ı  ve kalibrasyonundan sonra GPT enzim 
aktivitesi yüksek (*) serumlardan 0.5 ml almak suretiyle kolona 
uygulanmış t ır. Elüsyon için de (pH 7.4) Tris HCI tampon solus-
yonu kullan ı lmış tır. Elüat 3 er ml. lik porsiyonlar halinde toplan ı l-
mış  ve deneyler 5 ayr ı  serum örneğ i ile tekrar edilmi ş tir. Elüat por-
siyonlarmın enzimatik aktivitele ırinin tayininde yine Reitrnann, 
Frankel metodundan yararlan ı lmış  ve her beş  deneyin ortalama 
değeri al ınmış tır. Reitmann deneyi için elüattan her defas ında 0.2 
ml kullanılmış tır. Sonuçlar Bausch - Lomb cihaz ından yararlarula-
rak 505 nm dalga uzunluğunda okunmuş tur. 

Kolona uygulanan serum örnekleri önce do ğrudan doğ ruya 
tampon ile kar ış t ırı larak kolona verilmi ş , sonra redüktan bir mad- 

(*) 360 - 1000 ünite 
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de olan Ç3- merkaptoetanol ile 0.02 M l ık tampon solusyonu halinde 
uygulanmış t ır. 

SONUÇLAR 

Yüksek GPT aktivitesi gösteren kan serumu örnekleri kulla-
nı lmak suretiyle DEAE - A50 Sephadex iyon de ğ iş tiricisi ile haz ı rla-
nan kolondan elde edilen elüat' ın birisi katyonik di ğeri anyonik 
olmak üzere iki GPT fraksiyonu ihtiva etti ğ i görüldü. Önce fosfat 
tampon solusyonu (0.02 M pH 7.2) ile yap ı lan elüsyon sonucu 9 
ml. de ba ş layan 6. tüpte yani 18 ml. de azami transaminaz reaksi-
yonu veren katyonik bir fraksiyonunu bulundu ğu anlaşı ldı . Art ı k 
transaminasyon reaksiyonu vermeyen ba ş langıç düzeyine dü şül-
dükten sonra, 12. tüp yani 36 ml. den itibaren 0.2 M NaCI solus-
yonu kullan ı larak elüsyona devam edildi. Bu defa 40.5 ml. de ba ş -
layan ve 51. ml. de pik gösteren ikinci anyonik fraksiyon elde edil-
di. Değ iş ik serumlar kullan ı lmak suretiyle tekrar edilen bütün de-
neylerde çok ufak de ğ i ş iklerle ayn ı  sonuçlar elde edildi. (grafik : 2) 

A - Fosfat tamponu ile DEAE A50 kolonundan elüe 

elüe ediler ı  anyoni k 	f raksiyonun ikinci defa G-200 

Bu defa DEAE - A50 kolonundan elde edilen katyonik ve anyo-
nik fraksiyonlar ayr ı  ayrı  G - 200 Sephadex jel kolonuna uygulana- 
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rak bu fraksiyonlar ın molekül ağı rl ı klarının tay ınine çal ışı ldı . 6. 
tüpte toplanan ve azami konsantrasyon gösteren katyonik fraksi-
yorum G - 200 kolonuna uygulanmas ı  sonucu elde edilen elüat frak-
siyonlar ından 56. mililitrede azami GPT reaksiyonu veren bir por-
siyon saptand ı . Deneyin be ş  defa tekrarlanmas ı  ile elde edilen or-
talama değer grafikde gösterildi. 

Anyonik fraksiyonun maksimum halde bulundu ğu ve NaCI so-
lusyonu ile elde edilen 51. mililitrenin Sephadex G- 200 Jel kolo-
nuna uygulanmas ı  sonucu ise bu defa sadece 86 ml. de maksimum 
enzimatik aktivite gösteren 56. ml. de ise herhangi enzimatik bir 
reaksiyon vermeyen bir enzim fraksiyonunun bulundu ğu saptand ı . 

DEAE-.A50 SEPHADE- X KOLONUNDA 

A_Foslat tamponü ile elue edlen fraks ı yon 

B-0-2M NaCI le elde edilen fraks ı yonu 

t  
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Ayni deneyler bir defada ters yönde yap ı ld ı . Sephadex G - 200 
Jel kolonuna uygulanan ve yüksek GPT aktivitesi gösteren, birisi-
nin elüsyon volümü 56 ml diğerininki ise 86 ml olan iki ayr ı  enzim 
fraksiyonu elde edildi. 

Sephadex G - 200 kolonundan elüe edilen ve maksimum enzi-
matik aktivite gösteren bu iki de ğ i ş ik elüsyon volümü bu defa 
ayrı  ayrı  DEAE - A50 iyon de ğ iş tiricisi kolonuna uyguland ı . 56 ml 
yi meydana getiren ve fosfat tampon solüsyonu ile elüe edilen por-
siyonun DEAE - A50 iyon değ iş tirici kolonundan geçirilmesi so-
nucu katyonik fraksiyonun elüe edildiği 17 nci mililitrede mak- 
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simum enzimatik aktivite veren bir fraksiyon bulundu ğu saptan-
dı . 86 ncı  mililitreyi meydana getiren eluat ın Sodium Klorür so-
lusyonu ile elüsyonu sonucu 51 nci mililitrede maksimum enzi-
matik aktivite gösteren anyonik bir fraksiyon elde edildi. 

Yüksek GPT aktivitesi gösteren serumlar ı n Sephadex G - 200 
kolonundan elüsyonu için yap ı lan bir seri deneylerde 0.02 M fi - 
markaptoetanol - tris - HCl tampon solusyonundan yararlan ı ldı . Bu 
defa kolondon elde edilen elüatin 56. ml sinde enzimatik aktiviteye 
rastlan ı lmad ı . Sadece 86. ml civar ında maksimum enzimatik akti-
vite saptand ı . Tekrar edilen deneylerde de 56 ml. ve civar ı nda her-
hangi bir enzimatik aktiviteye tesadüf olunmad ı . 

merkaptoetanollü tris - HCl tampon solusyonu kullan ı larak 
Sephadex G - 200 kolonundan elüe edilen ve katyonik fraksiona te-
kabül eden 56. nci mililitrenin bu defa fosfat tampon solusyonu ile 
DEAE-A50 Jel kolonundan elüsyonu sonucunda 18 inci mililitrede 
katyonik fraksiyona rastlarnlmad ı . Buna kar şı l ık 51 inci mililitre-
de anyonik bir fraksiyonun bulundu ğu saptand ı . 

TARTI Ş MA 

Ara ş tırma sonuçlar ı , DEAE - A50 iyon değ i ş tirme tekni ğ i ile 
gerçekden kan serumunda katyonik ve anyonik iki de ğ iş ik fraksi-
yonun bulunduğunu ortaya koymu ş tur. Katyonik ve anyonik frak-
siyonların ayr ı  ayr ı  G - 200 Sephadex kolonuna uygulanmas ı  
bunlardan katyonik fraksiyonun kolondan 56 ml, anyonik fraksi 
yonun ise 86 ml civar ı nda elüsyona u ğ rad ığı m göstermiş tir. Bu 
elüsyon volümleri kalibre edilmi ş  kolon grafiğ ine uyguland ığı nda 
anyonik fraksiyonun 86 ml lik elüsyon volümü ile 155.000 mol. a ğı r-
l ığı  gösteren bir globuler protein gibi, katyonik fraksiyonun ise 
56 ml lik elüsyon volümü ile mol. a ğı rlığı  337.000 civar ı nda bulu-
nan bir protein gibi davrand ığı  gözlemi yap ı lmış tı r. Anyonik frak-
siyonun 86 ml civar ındaki elüsyon volümü ve buna uyan molekül 
ağı rlığı  evvelce yapt ığı mız çal ış ma sonuçlar ına (3) uymaktad ır. 56. 
ml de elüsyon volümü ve ortalama olarak 337.000 civar ında mol. 
ağı rlığı  gösteren katyonik fraksiyon ise önceki çal ış malar ı m ızda 
belirtilen ş üphelerimizi do ğ rular niteliktedir. Bu sonuca göre baz ı  
ara ş tırıcı larca anyonik diye adland ı r ı lan fraksiyon 155.000T-15.500 
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civarında bir moleküler a ğı rlığ a sahip olup bu değer+15.500 kabul 
olunduğu taktirde literatürde yer alan (10) 180.000 de ğerine çok 
yaklaşmaktad ır. Elde edilen bu sonuç insan serumu alanin - ami-
notransferaz' ı n ın s ı çan karaciğ eri alanin - aminotransferase' ından 
(11) (mol. ağı r. 114.000) daha büyük moleküllü oldu ğunu göster-
mektedir. 

Kolon eleme kromatografisi ile yap ı lan bu mol. ağı rlığı  tayini-
ne göre katyonik fraksiyonun mol a ğı rlığı  anyonik fraksiyonun mol 
ağı rlığı mn iki kat ına yakla şı k bir değer göstermektedir. Bu hal 
katyonik fraksiyonun tav ş anda olduğu gibi (11) bir agregasyon so-
nucu meydana gelip gelmedi ğ i sorusunu ortaya ç ıkarmaktad ı r. 

Gerçekte indirgeyici bir madde olan (3 - merkaptoetanorün 
tampona ilâvesi ile art ı k G - 200 jel kolonundan 56 ml. de yüksek 
moleküllü bir katyonik fraksiyon elde etmek mümkün olamamak-
tad ın. Bu elüsyon volümünde herhangi bir enzimatik reaksiyon gö-
rülmemektedir. Kanımızca 56. ml de reaksiyon veren enzim fraksi-
yonu bir dimerden ba şka birş ey değ ildir. merkaptoetanol di-
merik GPT'ı  meydana getiren her iki enzim molekülü aras ında-
ki disülfid bağ larını  sülfidril bağ ları  şekline indirgeyerek molekül-
lerin parçalanmalar ına ve kolondan elüsyonlar ımn gecikmesine se-
bep olmaktadır. Bu hal GPT moleküllerinin gerçekde jel kolonu 
ile saptand ığı  kadarıyla tek bir molekül a ğı rlığı  gösterdiklerini or-
taya koymuş tur. Ancak katyonik fraksiyonun ise bir dimerden iba-
ret olduğu kanı s ı  kuvvetlenmi ş tir. Bu hal gerçekde bir izozimiden 
ziyade bir polimorfiz ıni kan ı tlamaktad ı r. Bu iki fraksiyon aras ın-
da genetik men şeli bir izozimi söz konusu değ ildir (12). Bununla 
beraber anyonik fraksiyon veya B fraksiyonu da denen küçük mo-
leküllü enzim fraksiyonunun (155.000± 15.500 genetik variasyon 
gösteren izozimlerinin varl ığı  söz konusu olabilir. Chen S.H ve ar-
kadaş ların ın (7) bu yöndeki çal ış malar ı , kendilerinin K.C. Homoje- 
nizatından elde ettikleri ve soluble fraksiyon diye adland ırdıklar ı  
enzim fraksiyonunun elektroforetik incelenmesi s ıras ında genetik 

variasyon gösteren izozimlerinin varl ığı n ı  ortaya koymu ş tur. 

Görünüşe göre bu soluble veya sitoplazmik GPT enzimi, kolon-
dan 86. ml. de elüe edilen anyonik fraksiyonla benzer niteliktedir. 
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Acaba Mitochöndrial diye adland ırı lan GPT fraksiyonu kan se-
rumunda saptanan ve G - 200 Sephadex kolonunda 56. ml civar ında 
elüe edilen büyük moleküllü GPT fraksiyonu ile ayn ı  niteliktemi-
dir? sorusunun, mitokondrial fraksiyonun elde edilerek incelenme-
si suretiyle ayr ı  bir araş tı rma konusu yap ı labileceğ i kan ı sındayız. 

ÖZET 

Yap ı lan ara ş t ırmada, Sephadex Jel Kolonu eleme kromatogra-
fisi ve Ion Exchage tekniklerinden y-ararlan ılarak alanin - amino-
transferaz enziminin de LDH, MDH ve di ğer baz ı  enzimler gibi de-
ğ iş ik karakterde ve değ iş ik molekül büyüklüğünde izoenzimlerinin 
veya polimorf ş ekillerinin bulunup bulunmadığı  incelenmi ş  ve lite-
ratürde değ iş ik isimlerle adland ı rı lan GPT fraksiyonlar ının identik 
olup olmad ıklar ı , bu fraksiyonlar ı n izozim mi yoksa polimorf frak-
siyonlarm ı  oldukları  hususu üzerinde durulmu ş tur. Sonuç olarak : 

1 — Alanin - aminotransferaz enziminin Sephadex G 200 kolo-

nundan birisinin elüsyon volümü 56 ml, diğerinin ki, ise 86 ml. 

olan iki ayr ı  fraksiyon halinde elüe edildi ğ i, . 

2 — 56 ml. de elüe edilen fraksiyonun 337.000 civar ında mole-
kül ağı rlığı na sahip bulunduğu. 86 ml. de elüe edilen fraksiyonun 
ise daha küçük olduğu ve 155.000 civar ında bir molekül a ğı rlığı  
gösterdiğ i, 

3 — Baz ı  araş tı rı cı larca katyonik fraksiyon diye adland ırı lan 

veya A fraksiyonu diye de tan ımlanan GPT fraksiyonunun 56. mI 

de elüe edilen büyük fraksiyon gibi kolondan ayn ı  elüsyon volümü 

lie, B fraksiyonu veya anyonik fraksiyon diye adland ırı lan fraksi- 
yonun da G- 200 Jel kolonundan küçük moleküllü GPT fraksiyonu 

gibi 86. mI de elüe edildiğ i, dolay ı s ıyla bunlar ı n bu yönden iden-
tik olabilecekleri, 

4 — 56 ml de elüe edilen ve mol a ğı rlığı  337.000 civarında bu-
lunan büyük moleküllü katyonik fraksiyonun mol büyüklü ğünün, 
86. ml de elüe edilen ve mol büyüklü ğü 155.000 civar ında bulunan 
küçük moleküllü GPT fraksiyonunun yakla şı k olarak iki katı  oldu-
ğu ve indirgeyici bir madd?. olan Ç  ınerkaptoetanolle haz ırlan- 
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m ış  tampon solusyonu ile elüsyondan sonra kolondan art ık büyük 
moleküllü fraksiyonun elüe edilmedi ğ i, buna kar şı l ık sadece küçük 
moleküllü fraksiyonun elüsyonunun yap ı ldığı , bu nedenle büyük- 
moleküllü GPT fraksiyonunun bir dimer olduğu, dolay ı s ıyla, küçük 
moleküllü fraksiyonun izoziminden ziyade polimorf bir ş eklinin 
olduğu, 

5 — Baz ı  ara ş t ı r ı c ı larca soluble GPT fraksiyonu GPTS diye ad-
land ır ı lan fraksiyonun 155.000 civar ında mol ağı rlığı  gösteren an-
3onik fraksiyonla ayn ı  ş ey olabileceğ i ve fakat mitokondrial diye ad-
land ı rı lan fraksiyonun dimer ş eklinde olup olmad ığı n ın ara ş tı rı l-
mas ı  gerektiğ i, 

6 — Soluble veya sitoplazmik fraksiyon, veya anyonik fraksi-
yonla ayn ı  nitelikte olduklar ı  anla şı lan fraksiyonlar ın genetik vari-
asyonlarm ı n bulunduğu gözönünde tutularak, baz ı  ara ş t ırı c ı lar ta-
ı  afından bir «genetik marker» olarak nitelenen bu fraksiyonun 
Türk halk ı  aras ındaki varyasyonlar ı n ın s ı kl ığı nın araş tırı lmas ının 
yararl ı  olacağı  gözlemleri yap ı lmış tı r. 

SUMMARY 

For the definition of two different fractions of alanin - amino-. 
transferase, separated by different technics such as column chro-
matographie, Ion exchange method and electrophoresis different 
terms have been used by various researchers. The two fractions 
eluted from DEAE - A50 column using phosphat buffer (0.02 M pH 

7.2) and NaC1 solution (0.2 M), have been named as «Cationic» and: 
«Anionic» fractions respectively. Fractions eluted from Sephadex 
G - 200 column, for example have been designated as «Fraction - A» 
and «Fraction - B». Alanin - aminotransferase enzymes separated 
from rat liver homogenat defined as «Soluble Fraction» and «Mi-. 
tochondrial Fraction». The two fractions separated by other aut-
hors from the gingiva of guinea pigs, were called «GPT I » and 
«GPT 11 ». 

In order to have a clearer ı dea about the terminology used ta 
define alanin - aminotransferase fractions and examine their beha: 
viour in Sephadex G - 200 Jel column and DEAE - A50 ı on exchange 
columns, their relationships, and also to determine the respective 
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molecular weights of these two fractions variouse experiments ha- 

ve been performed. As a result of these experiments following ob-

servations were made : 

1 — Alan ın - aminotransferase is eluted from Sephadex G - 200 

column as two different fractions having elution volums of 56 and 
86 mililiters. 

2 — The molecular weight of the first fraction eluted at 56 ml 

is approximately 337.000, the one of the second fraction eluted at 86 

ml is approximately 155.000T15.500 

3 — The so called cationic fraction is eluted at 56 ml, and the 

anionic fraction at 86 ml. Fraction A, eluted at 56 ml whereas 

fraction B at 86 ml. 

4 — When the serum of high GPT activity is eluted from Sep- 

hadex G - 200 column by the same phosphate buffer solution con- 

taining 0.02 M (3 - mercaptoethanol, no enzymatic activity could be 

detected in the eluated portion at 56 ml. The enzymatic activity 

continued to be present in the eluted buffer at 86 n ı !. 

5 — After the fractionation of GPT enzyme into its two frac-

tions by DEAE - A50 bon exchange column and the separated ca-

tıonic fraction has been aplied to Sephadex G - 200 column alone, 

and if 13- mercaptoethanol is added to the buffer solution 

instad of observing enzymatic activity at 56 ml fraction, as expec-
ted, activity could only be deteced in the portion of eluate, eluted 
at 86 ml. This observations led to the fact that the enzyme frac-
tion eluted at 56 mi might be a dimeric form rather than being an 
isozyme of genetically determined character. 

6 — Having considered these observations one meigt daim 
that the Fraction - B, anionic fraction and soluble fractions might be 
identical and has a molecular weight of about 155.000± 15.500 

Whereas, fraction - A, and cationic fractions may also be iden-
tical and showe a dimeric character, 
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TABLO 1 

YÜKSEK ALANIN AM İ NOTRANSFERAZ AKTIVITESI GÖSTEREN KAN SERUMU 

ÖRNEKLER İ N İ N - 200 SEPHADEX KOLONUNDAN ÜLÜSYONLAR 

Sı ra No. 

Aktivite Gösteren 

I. Elüsyon Volümü ODm  

Aktivite Gösteren 

Il. Elüsyon Volümü OD20  

1 56 	ml 0.28 86.2 	ml 0.46 

2 55 	mI 0.31 88 	ml 0.39 

3 56 	ml 0.62 86 	mI 0.68 

4 56 	ml 0.56 85 	mI 0.68 

5 55.5 ml 0.43 85 	ml 0.57 

Ortalama 

Değer 55.7 mI 86.04 ml 

Kullan ı lan Serumlar ı n GPT Değ erleri 400 - 1100 Ünite Aras ı nda Değ i ş mektedir. 

TABLO 2 

ÖRNEK OLARAK ALINAN YÜKSEK GPT AKT İ V İ TEL İ  SERUMLARIN SEPHADEX 

KOLONUNDA GÖSTERDIKLERI ELÜSYON VOLÜMLER İ NE GÖRE ORTALAMA 

MOLEKÜL AĞ IRLIKLARI 

Örnek 

S ı ra No. 

1. Elüsyon 

Volümü 

Tekeabül eden 

Molekül ağı r. 

Il. Elüsyon 

Volümü 

Karşı l ığı  olan 

Molekül ağı r. 

1 56 	ml 340.000 86.2 	mI 156.000 

2 55 	ml 330.000 88 	mI 160.000 

3 56 	mI 340.000 86 	mI 155.000 

4 56 	ml 340.000 85 	ml 150.000 

5 55.5 ml 335.000 85 	ml 150.000 

Ortalama 

Değer 55.7 mI 337.000 86.04 m1 154.200 
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