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SIGIR BOBREK ALANIN AMINOPEPTIDAZININ KISMEN
SAFLASTIRILMASI, FIZIKOKIMYASAL VE KINETIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Serenay Elgiin® ¢ ismail Hakki Gokhun™

OzeTr

Sigir bobrek alanin aminopeptidazi 121.67 kat saflas-
tinnlarak, bazi fizikokimyasal ve kinetik ézellikleri ince-
lenmigtir. Saflastirma islemi, homojenizasyon, amon-
yum siilfatla ¢oktiirme ve Sephadex G-200 jel filtrasyon
kromatografisi basamaklarini kapsamaktadir.

Kismen saflastirilan enzimle yapilan kinetik ¢alisma-
lar sonucunda enzimin L-alanil-B-naftilamid igin Km
degeri 4x10”° M olarak belirlenmistir. Enzimin fiziko-
kimyasal 6zelliklerine ait deneyler sonucunda, opti-
mum sicaklik araligi 37-50 °C, optimum pH araligi ise
6-7.4 olarak bulunmustur.

Enzim (izerinde bazi efektérler de denenmis, bunlar-
dan sisteinin kompetetif inhibisyon yaptigi, ferrik klori-
din de inhibitor oldugu ama inhibisyon tipinin klasik
tiplere uymadig, tetrasiklinin ise enzim aktivitesi tizeri-
ne higbir etkisi olmadigi gériilmdistiir.

Anahtar Kelimeler: Alanin aminopeptidaz, Sigir béb-
regi

SUMMARY

Partial Purification of Bovine Kidney Alanine
Aminopeptidase

Bovine kidney alanine aminopeptidase was purified
121.67 fold and some of its physicochemical and kine-
tic properties were investigated. The purification proce-
dure included homogenization, ammonium sulphate
precipitation and Sephadex G-200 gel filtration chro-
matography.

Kinetic studies of the partially purified enzyme reve-
aled the Km value for L-alanyl-b-naphthylamide to be
4x10° M. The enzyme had a pH optimum between 6
and 7.4, and optimum temperatures ranged from 37 to
50 °C.

Subsequently, some effectors were tried and among
them, cystein and feeric chloride were found to be in-
hibitory, while tetracycline did not show any effect on
the enzyme activity. Cystein acted as a competetive in-
hibitor, whereas the inhibition kinetics of ferric chlori-
de was not similar to any of the classical inhibition

types.
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Alanin aminopeptidaz (EC 3.4.11.2.) insanda pek
cok dokuda ve viicut sivilarinda bulunan aminopepti-
dazlardan birisidir. Alanin aminopeptidaz (AAP) terci-
hen N-terminalinde alanin bakiyesi bulunan dogal ve-
ya sentetik substratlari hidroliz eder. AAP"In ayrica ce-
sitli biolojik olarak aktif peptidleri hidroliz edebilme
ozelligi de vardir, 6rnegin; met-lys-bradikinin ve lys-
bradikinin (1).

Enzim insanda hemen hemen (izerinde calisilan
her dokuda bulunmustur. Bunlar arasinda, karaciger,
pankreas, bobrek, kalp, ince barsak, meme, beyin,
plasenta, mesane, kas, lenf nodlari ve eritrositler sayi-
labilir. Bébrek ile ilgili ilk calisma ise 1969’da Behal
ve arkadasiar tarafindan yapilmis, AAP insan bébre-
ginden saflastirnlmig ve erkeklerde idrarda bulunan

AAP aktivitesinin bobregin yani sira, prostat veya se-
minal sividan da kaynaklandigi yine ayni galigmada
ileri stirtilmastir (2). 1974'te insan bobreginden yapi-
lan biokimyasal ve immiinolojik bir ¢calismada, AAP’in
bobrek korteksinde, y-glutamiltranspeptidaz ve alka-
len fosfataz ile birlikte proksimal tiibiillerin firgamsi
kenar membranlarinda yerlestigi bildirilmistir (3)

AAP, genellikle, bobrek, karaciger ve plasentada
oldugu gibi membran fraksiyonlarinda yer aldigi halde
(1), iskelet kasi (4), beyin (5) ve bircok kan hiicresi ile
onlarin progenitorlarinda (6) sitoplazmik kompartman-
da bulunmaktadir.

AAP’In bugiin icin yapisi ve 6zellikleri aydinlatil-
mis olan izoformlari, karaciger, bobrek, duodenum,
pankreas ve plasenta kokenlidir. insan bobrek AAP’i

* Bu makale ayni adli tez galismasinin kisaltilarak yazilnis seklidir.
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Behal ve arkadaglari tarafindan saflastiriimis ve idrarda
bulunan AAP izoenzimlerinden birinin kadin ve er-
kekte ortak olan bobrekten, bir digerinin ise erkekte
seminal sivi ve prostat glandindan koken aldigi bildi-
rilmistir (2). insan bobrek AAP’inin fiziksel ve kinetik
ozellikleri 1978’de Kao ve arkadaglarinca aragtiriimig
ve enzimin sialik asit iceren bir glikoprotein oldugu
bulunmustur (7). Enzim, sialik asitin yani sira heksoz-
lar ve glukozamin de icermektedir. Molekiil kiitlesi
236000 civarinda olan bir dimerdir ve herbir mono-
mer yaklasik 119500 + 7300 Dalton agirlhigindadir.
Ayni zamanda enzim, yapida siki bagh olarak cinko
iceren bir metalloenzimdir. 1980 yilinda yine bobrek-
ten izole ve karakterize edilen AAP’in yaklagik 211000
Dalton’luk bir dimer oldugu ve iki identik alt birimi
bulundugu, yapinin %17.4’li kadar karbonhidrat icer-
digi, aminoasit bilesimi incelendiginde yiiksek oranda
aspartik asit, glutamik asit ve l6sin, en az miktarda da
sistein ve metiyonin icerdigi gosterilmistir (8). 1990'da
bobrek AAP/inin klinikteki yeri ve éneminden dolay:
cahsmalar hizlanmig ve bu izoformun insan dokularin-
da bulunan diger izoformlarla ayni karakteristikleri ta-
sidigi ve genel hiicresel protein katabolizmasinda go-
rev aldig ileri strtlmasgtir (9).

AAP (o-aminoacil-peptid hidrolaz, arilamidaz,
aminopeptidaz M, aminopeptidaz N) tercihen, N-ter-
minalinde bir alanin bakiyesi bulunan dogal veya sen-
tetik substratlari hidroliz eder (1). Enzim asagidaki re-
aksiyonlardan ilkini katalizlemektedir:

L-alanil-B-naftilamid + H,0O — L-alanin + B-nafti-
lamin

B-naftilamin+ NaNO, + H* — Diazo reaktifi

Diazo reaktifi + N-(1-naftil)- etilen diamin — Ma-
vi azo boyasi

Substrat spesifikligi ¢alismalari sonucunda, enzi-
min hem aminoasit-B-naftilamid hem de aminoasit-p-
nitroanilidli substratlari hidrolizleyebildigi, en yiiksek
Vmax'in da alanin-B-naftilamid ile elde edildigi goste-
rilmistir (2, 10, 11, 12, 13). Bugtin igin aktivite tayin-
lerinde en ¢ok kullanilan substratlar alanin ve [6sinin
p-nitroanilidleri veya B-naftilamidleridir.

AAP’In optimum pH’si, tampona ve substrata bag-
[i olmak kaydiyla 6.5-8.5 arasinda bulunmustur (2, 3,
11, 14). Enzim 50 °C ve altinda stabil iken, 50 °C’in
tzerinde aktivite giderek azalmakta, 70 °C’ta tama-
men inaktive olmaktadir (8).

AAP’in hticrelerdeki ve dolagimdaki fizyolojik ro-
ltint aydinlatmak icin pekcok arastirma ve tahmin ya-
ptlmistir. Enzimin, cesitli peptid hormonlarin yapim ve
yikimi veya barsaktan emilen peptidlerin hidrolizin-

den sorumlu olabilecegi diistintilmstiir. Ayrica, sialik
asit tasidigi igin, hiicresel ve sirkiilatuar immin yanit-
ta 6zellikle, spesifik hiicre ylizey antijenlerinin antikor
tarafindan taninmasinda rol aldig1 ve organizmanin ve
hiicrenin yabanci ajanlar tarafindan isgaline karsi sa-
vunma mekanizmalarinin gelisimine katildigi sanil-
maktadir (12). Yerlesik olan son gortis ise, enzimin, ge-
nel hiicresel protein katabolizmasinda son derece
onemli bir role sahip oldugudur (9). Enzimin klinik bi-
okimyadaki 6nemi, bu alanda yapilan ilk calismayla
anlasilmis ve AAP’in pankreas bagsi kanserlerinin tani-
sinda kullanilabilecegi gosterilmistir (15). Hepatobili-
yer hastaliklarin yani sira, AAP, renal hastaliklarda da
tani ve takipte kullanilmaktadir. idrar AAP diizeyleri,
pyelonefrit ve toksik bobrek harabiyetinde (16), nefro-
tik sendromun (17) ve renal hiicreli karsinomlarin (18)
tani ve takibinde kullanilabilmektedir.

Bobrek hastaliklarinin tanisinda kullanilan ve re-
nal fonksiyonun 6lctimiine dayanan metodlar erken
tanida yeterince sensitif degildir. Bu nedenle giini-
muizde, bu soruna yénelik ¢calismalar hizla siirmekte-
dir. Biz de bu calismalara katkida bulunmasi ve ileriki
klinik calismalarimiza baglangic olusturmasi amaciyla
bu galismayi planladik.

MATERYAL ve METOD

Arastirma iki asamada gerceklestirilmistir. Once,
sigir bobreginden enzim izole edilerek saflastirilmig,
sonra da kinetik ozellikleri incelenmistir.

A) Saflastirma:

Bu amagla, W. Sidorowicz ve arkadaglarinin kul-
landiklari metod kismen modifiye edilerek uygulan-
mustir (19).

1. Basamak: Sigir bobregi, soguk serum fizyolojik
ile yikandiktan sonra, yag ve bag dokulari ayrilmis ve
kiictik parcalar halinde kesilmistir.Bundan sonra so-
guk fosfat tamponu (0.01 M, pH=7.2) eklenerek, Wa-
ring blendorda 4-5 dakika stireyle homojenize edil-
mistir. Bu ham homojenatin 400 mL.si ile deneye de-
vam edilerek, filtrasyon uygulanmis, elde edilen filtra-
tin 200 mL.si ile 2. Basamaga gecilmistir.

2. Basamak: Filtrata, 4 °C'ta %80 doygunluga eri-
secek sekilde amonyum stilfat eklenerek, 16 saat karig-
tirilmistir. Santrifiij edildikten sonra, sediment alinarak
minimum miktarda tamponla 148 mL.lik bir suspensi-
yon haline getirilmisgtir.

3. Basamak: Suspensiyon, gecirgenligi 10000
g/mol olan diyaliz membranina konularak, pH=8 bo-
rat/NaCl (0.05 M: 0.05 M) tamponuna karsi 24 saat di-
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yaliz yapilmistir. Diyalizden sonra yapilan santrif(j
(15000 devirde, 1 saat) sonrasinda sedimentle devam
edilmistir.

4. Basamak: Bu agsamada, numune kolona uygula-
narak jel filtrasyonuna tabi tutulmustur. Jelin islatiima-
st ve kolona doldurularak pH’sinin ayarlanmasinda yi-
ne pH = 8’lik borat/NaCl (0.05 M:0.05 M) tamponu
kullaniimistir. Bu amagla Sephadex G-200 tipi jel kul-
laniimistir. 2.5 x 60 cm.lik kolon jel ile doldurularak,
kolon akis hizi 20 mL/saat olacak sekilde ayarlanarak,
tamponla dengelenmistir. Bundan sonra 2 mL. Numu-
ne kolona uygulanarak, toplam 1 L. Tampon gegiril-
mistir. Kolondan ¢ikan eluatlarin absorbanslari 280
nm. de tampona karsi okunarak, absorbansi yiiksek
olan fraksiyonlarda Lowry metodu (20) ile protein ta-
yini yapilmis ve protein miktari yiiksek olan tiiplerde
de AAP aktivitesi tayin edilmistir. Aktivitesi yiiksek
olan tiipler toplanip birlestirilerek kismen saflastirilmig
enzim numunesi elde edilmistir. AAP tayini igin Gold-
barg ve Rutenburg (15) ile Garner ve Behal’in (14) me-
todlarina dayandirilan Sidorowicz’in modifiye spekt-
rofotometrik metodu (19) kullanilmistir. 37 °C’ta inkii-
basyondan sonra triklor asetik asitle reaksiyon durdu-
rulur. L-alanil-B-naftilamidin hidrolizi sonucunda aci-
ga cikan B-naftilamin sodyum nitrit eklenerek diazo
reaktifi elde edilir. N-(1-naftil)-etilen diamin dihidrok-
lortir ile renklendirme yapilarak, 580 nm.de absor-
bans okunur.

AAP aktivitesinin 1 Unitesi, bu deney kosullari al-
tinda, 1 umol substrati 1 dakikada hidroliz eden en-
zim miktari olarak tarif edilir.

B) Saflastirilan Enzimin Kinetik Ozelliklerinin in-
celenmesi:

Kismen saflastirilan enzim kullanilarak L-alanil-f-
naftilamid substratiyla Michaelis-Menten ve Linewe-
aver-Burk grafikleri cizilerek Km degeri hesaplandi.
Ayrica, sistein hidrokloriir, ferrik klorid ve tetrasiklin
hidroklortir gibi efektorlerle birlikte sicakhk ve pH'nin
enzim aktivitesine (izerine olan etkisi incelendi.

SONUCLAR

Sekil 1’de numunenin kolona uygulanmasindan
sonra kollektorde toplanan tiiplerde okunan 280
nm.deki protein degerleri ile 580 nm.deki AAP aktivi-
teleri bir elisyon profili seklinde verilmistir. Tablo
1’de ise sigir bobrek AAP’nin saflastirma kademeleri
ve her kademede elde edilen degerler gosterilmekte-
dir. Sekil 2 ve 3, artan substart konsantrasyonunun en-
zim aktivitesine etkisi incelenerek cizilen Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafiklerine aittir, L-ala-
nil-B-naftilamid icin Km degeri 4x10~> M olarak belir-
lenmistir. Sekil 4 ve 5’te artan substrat konsantrasyo-
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Sekil 1: AAP Sephadex G-200 eliisyon profili. (Seri 1-AAP ak-
tivitesi (IU/mL), seri 2-280 nm.deki protein absorbans-
larini gostermektedir.)
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Sekil 2: L-alanil-B-naftilamid igin Michaelis-Menten grafigi.

Tablo 1: Sigir bobrek AAP’nin saflagtirma basamaklarina ait sonuclar.

Saflagtirma Hacim Aktivite Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
basamag (mL) (IU/mL) (mg/mL) (IU/mg) Orani (%)
Ham homojenat 400 6.23 54 0.12 1
Santrifiij sonrasi 380 4.45 24 0.19 1.58
Amonyum siilfat ve diyaliz sonrasi 30 4.74 7 0.68 5.67
Sephadex G-200 kolon kromatografisi sonrasi 33 0.73 0.05 14.6 121.67
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Sekil 3: L-alanil-B-naftilamid icin Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 6: Sicakligin AAP aktivitesine etkisi.
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Sekil 4: Artan substrat konsantrasyonunda sistein icin Linewe-
aver-Burk grafigi. (I - inhibitorsiiz normal Lineweaver-
Burk egrisini, | + ise sisteinli egriyi gostermektedir.)
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Sekil 5: Artan substrat konsantrasyonunda ferrik klorid (FeCl,
icin Lineweaver-Burk grafigi. (I - inhibitorsiiz normal
Lineweaver-Burk egrisini, | + ise ferrik kloridli egriyi
gostermektedir.)

nunda enzim igin birer inhibitér olduklari belirlenen
sistein hidrokloriir (AAP aktivitesini %50 inhibe eden
sistein hidrokloriir konsantrasyonu 200 uM olarak be-
lirlenerek) ve ferrik klorid (AAP aktivitesini %50 inhi-
be eden ferrik klorid konsantrasyonu 200 pM olarak
belirlenerek) icin cizilen Lineweaver-Burk grafikleri
verilmistir. Tetrasiklin hidrokloriiriin ise AAP aktivitesi

Aktivite (Iu/mL)

6 6.8 7.4 8 10.5
pH

Sekil 7: pH’'nin AAP aktivitesine etkisi.

tizerine herhangi bir etkisi gorilmemistir. Sicakhigin ve
pH’nin enzim aktivitesi tizerine olan etkilerini incele-
mek icin farkli sicakhklarda ve farkli pH’larda enzim
aktiviteleri olgtilmis, sonuglar Sekil 6 ve 7’de grafikle
gosterilmistir. Goruldugt gibi, en yuiksek aktivite 50
°C’ta bulunurken, +4 °C ve altinda, 70 °C ve tizerinde
aktivite giderek azalmaktadir. Enzimin optimum pH’si
da 6.8 olarak belirlenmistir, pH=4 ve altinda,
pH=10.5 ve tizerinde aktivite hizla diigmektedir.

TARTISMA

Bu galismada, AAP enzimi sigir bobreginden kis-
men saflastirilmig, kinetigi ve fizikokimyasal 6zellikle-
ri incelenmis ve bazi efektorler denenmistir. Bugtine
kadar bu konuda yapilan galigmalarda izolasyon ve
saflastirma igin pekcok degisik metod kullaniimistir (2,
8,11,19, 21). Bu metodlarin ¢cogunlugunda amonyum
stilfat coktiirmesi ile birlikte jel filtrasyonu ve ardindan
iyon degistirici kromatografi kullanilmistir (7, 8, 11,
19, 21). Bu galismada ise, laboratuar kosullarimiza en
uygun olan Sidorowicz’in kullandigi saflagstirma meto-
du (19) modifiye edilerek uygulanmig ve enzim kis-
men saflastirilabilmistir. Aktivite tayininde ise yine Si-
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dorowicz’in modifiye metodu (19) kullanilmistir.Bu
metod, literatiirde saflastirma ve kinetik deneylerde
tercih edilen metoddur.

F.J. Behal ve M.N. Story, insan bdbreginden yap-
tiklari AAP saflastirmas) sonucunda, enzimi 520 kat
saflastirarak jel filtrasyonu sonunda spesifik aktiviteyi
6.3, son basamak sonunda ise 52 umol/dak./mg pro-
tein olarak bulurken (2), Y.J. Kao ve arkadaslarinin, yi-
ne insan bobreginde yaptiklari saflagtirmada, saflagtir-
ma orani 901, jel filtrasyonu sonunda spesifik aktivite
30.5, son spesifik aktivite ise 76.6 pmol/dak./mg pro-
tein olarak saptanmustir (7). 1980’de K. Hiwada ve ar-
kadaslari, insan bobrek AAP"in1 266 kat saflagtirarak
son basamak olan jel filtrasyonunda spesifik aktiviteyi
96.4 umol/dak./mg protein olarak bulmuslardir (8). En
yeni saflagtirma calismalarindan birisi de, D. Mantle
ve arkadaslarinin 1990’da insan bobreginden yaptig)
saflagtirmadir. Bu galismada, oran 789, iyon degistiri-
ci ve jel filtrasyon kromatografisi sonucunda spesifik
aktivite 80, son spesifik aktivite de 213.3 pmol/sa-
at/mg protein (3.56 umol/dak./mg protein)dir (9). Bi-
zim yaptigimiz izolasyon ve saflagtirma islemleri so-
nucunda, enzim 121.67 kat saflasmis, son basamakta,
yani Sephadex G-200 ile yapilan jel filtrasyonu so-
nunda, enzimin spesifik aktivitesi 14.6 pmol/dak./mg
protein olarak bulunmustur. Gértildigi gibi fazla saf-
lagtirma basamagi iceren ¢alismalarda spesifik aktivite
daha yiiksek bulunmaktadir, bizim sonuclarimiz ise
ilk calismaya yakindir.

F.J.Behal ve M.N.Story insan bobrek AAP’I ile
yaptiklari kinetik calismalar sonucunda L-alanil-B-naf-
tilamid icin Km degerini 5x10* M (2) bulurken,
Y.J.Kao ve arkadaglari 1.23 +0.12x10"*M (7), K.Hiwa-
da ve arkadaglari ise 8.7x10> M (8) olarak bulmuslar-
dir. Bizim ayni substratla yaptigimiz kinetik calismada
Km degeri 4x10-> M olarak saptanmustir. Bu deger, Hi-
wada’nin bulduguna oldukca yakindir. Farkhlikta ise
dogal olarak, bobregin kaynagi ve saflastirma metod-
lar1 ve oranlari rol oynayabilmektedir.

Saflasgtirilan enzimin fizikokimyasal ozelliklerinin
belirlenebilmesi amaciyla farkli sicakhk ve pH deger-
leri denenmistir. Enzimin 4 °C ve altinda aktivitesi
~20 kat azalirken, 70 °C ve tizerinde kaybolmustur.
Sonug olarak, bobrek AAP"1 icin optimum arahgin 37-
50 °C oldugu soylenebilir. Bu bulgular, 70 °C ve {ize-
rinde enzimin hizla inaktive oldugunu goéren Hiwada
ve arkadaglarinin sonuglariyla uyumludur (8). AAP’In
optimum pH araligini bulmak icin yapilan deneyler

sonucunda, en uygun aralik pH=6-7.4, optimum pH
ise 6.8 olarak bulunmustur. Aktivite pH=4 ve altinda,
10.5 ve tizerinde hizla digmektedir. Buna gore sonug-
larimiz optimum pH’y1 6.8 olarak bulan arastirmalar-
la benzesmektedir (2, 11, 19).

Bundan sonra enzim aktivitesi tizerine sistein, fer-
rik klorid ve tetrasiklinin etkileri incelenmistir. Her (g
efektor de literatiirde denenmemistir. Sistein, stlfidril
grubu tagiyan bir amino asittir ve benzeri kukiirtlii bir
amino asit olan metiyoninin enzimin inhibitérii oldu-
gu (13) bilinmektedir. Bu bakimdan aktif bir stlfidril
grubu tasiyan sisteinin enzim tizerinde ne gibi bir et-
kisinin olacagini gérmek tizere denemeler yaptik ve
sonucta sisteinin enzimi kompetetif olarak inhibe etti-
gini ve Ki degerinin 76 uM (7.6x10° M) oldugunu
gordiik. Sistein enzim (zerindeki stlfidril gruplariyla
reaksiyona girerek bir inhibisyon yapiyor olabilir, ¢tin-
kii enzimin sdlfidril gruplarini bloke eden ajanlar(22)
ve siilfidril EDTA bilegikleri (23) ile inhibe oldugu bi-
linmektedir. Bir calismada da stilfidin de reversibl bir
inhibitor oldugu ve karisik tipte bir inhibisyon kinetigi
gosterdigi ancak mekanizmasinin bilinmedigi belirtil-
mistir (24).

Ferrik klorid, enzim tizerinde bugtine kadar dene-
nen metaller arasinda bulunmamaktadir. G :nellikle
enzimin aktif merkezinde bulunan Zn*? gibi bivalan
metaller denenmis, kimisi inhibitor kimisi aktivator
olarak bulunmustur. Biz +3 degerlikli bir metalin ne
gibi bir etki yapacagini gormek amaciyla deney plan-
ladik ve sonucte klasik inhibisyon tiplerine uymayan
bir inhibisyon elde ettik. Ferrik klorid icin Ki degeri 60
UM (6x107> M) olarak bulunmustur.

Tetrasiklin, protein biyosentezini inhibe eden bak-
teriostatik bir ajandir. Bu bakimdan ve ayrica bobrek-
ler Gizerinden atildigindan bobrekteki enzim sentezini
bloke edebilir. Ancak bu etkiyi gorebilmek icin in vi-
vo bir calisma planlanmalidir. Ote yandan, tetrasiklin-
lerin, bazi hastalarda protein yikilimini hizlandirarak,
kilo kaybi ve nitrojen retensiyonuna yol actigi bilin-
mektedir (25). AAP da, peptidlerin amino terminalin-
den yikiliminda gorev alan bir ekzopeptidaz oldugun-
dan, tetrasiklinlerin, bu kademede enzim (izerinde
muhtemelen aktivator etkiyle yikihmi hizlandirabile-
cegi dusuntlebilir. Ancak, ortama tetrasiklin ekleye-
rek yapilan deneylerde, tetrasiklinin enzim (izerinde
herhangi bir yonde etkisi goriilememistir.
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