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OZET

FARKLI KAYNAKLARDA AMINOPEPTIDAZLARIN
DAGILIMININ iNCELENMESI VE SPESIFIiKLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Moniri Toragay, Ehsan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Prof.Dr. Figen ZIHNIOGLU

Eyliil 2013, 44 sayfa

Aminopeptidazlar (amino agil peptid hidrolaz EC: 3.4.11-) protein ve
peptidlerin ~ N-terminalindeki  peptid baglarinin  hidrolizini  katalizleyen
ekzopeptidazlardir. Aminopeptidaz aktivitelerinin belirlenmesi ~ uygulamali
biyolojik bilimlerde biiyiilk bir Oneme sahiptir. Aminopeptidazlar gerek
prokaryotlarda gerekse Okaryotik organizmalarda substrat spesifikleri ve yapisal
ozellikleri agisindan genis bir dagilim gdstermektedir. Bu dagilim organizma ve
subseluler diizeydeki fonksiyonlar ile iliskilidir. Aminopeptidazlar N
terminalindeki amino asite olan ilgilerine, inhibitorlere verdikleri yanitlara ve
subselliiler kompartmanlardaki lokalizasyonlarina gore siniflandirilirlar. Hiicre
icindeki anahtar patofizyolojik reaksiyonlarindaki rollerinden dolay:r da gida ve
ilag sanayinde Onemli uygulamalar1 vardir. Aminopeptidazlar proteinlerin
olgunlagsmasinda, aktivasyonunda, biyoaktif peptidlerin degradasyonunda ve
proteinlerin kararliginin belirlenmesinde énemlidirler ve bir¢cok biyolojik proseste
(angiogensis, hiicre dongli  diizenlenmesinde, iiretimde, kan tansiyonunun
kontrolu) gorev alirlar. Ayrica gida sanayisinde (et, siit liriinlerinde, tahil, vb)
Ozellikle peynir yapiminda peynirdeki aciligin giderilmesinde ve gidada lezzet

zenginlestirici 6zellige sahip olarak 6nemlidirler.

Bu tez projesi kapsaminda aminopeptidaz kaynagi i¢in alternatif olabilecek
farkli kaynaklarda aminopeptidazlarin dagilimi, subseliiler lokalizasyonu ve

spesifiklerinin belirlenmesi hedeflendi.
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Aminopeptidazlarin ~ farklh tiir ve dokulardaki dagilimimin, subselliiler
lokalizasyonunun belirlenebilmesi i¢in ¢esitli kaynaklardan (bitkisel ve hayvansal)
enzim  preparatlart  hazirland1 Hazirlanan  enzim  preparatlarinda
aminopeptidazlarin (Prolilaminopeptidaz, Glutamilpeptidaz, , Losil peptidaz)
aktiviteleri kromojenik substratlar kullanilarak (H-Pro-pNA, H-Glu-pNA, H-Leu-
pNA) belirlendi.

Anahtar Sozciikler: aminopeptidaz, ekzopeptidazlar, subselliiler, fraksiyonlama
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ABSTRACT

DISTRIBUTION AND SPECIFICITY OF AMINOPEPTIDASES
FROM VARIOUS SOURCES

Moniri Toragay, Ehsan
MSc in Biochemistry Department

Supervisor: Prof. Dr. Figen ZIHNIOGLU

September 2013, 44 pages

Aminopeptidases (amino acyl peptide hydrolase EC: 3.4.11-) are
exopeptidases that catalyse the hydrolysis of peptide bonds at N-terminus of
proteins and peptides. Determination of the aminopeptidase activity has a big
importance in applied biological sciences. Aminopeptidases show a range variety
in terms of substrate specificity and structural properties in prokaryotes as well as
eukaryotes. This distribution is related with organism and subcellular functions.
Aminopeptidases are classified based on their affinity to aminoacid at N-terminus,
response to inhibitors and localization at subcellular compartments. Because of
the key role at pathophysiological reactions in the cell, there are important
applications in the food and pharmaceutical industries. Aminopeptidases are
important at maturation and activationsof proteins, degradation of bioactive
peptides and determination of protein stability. Aminopeptidases are involved in
many biological process (angiogenesis, the regulation of cell cycle, production,
blood pressure control). Also, they have importance in food industry (meat, dairy
products, cereals, etc.) especially by removing bitterness in cheese at cheese

production and having a feaure as a flavor enhancer.

Therefore the aim of this work is to investigate the distribution, subcellular

localization and specificity of aminopeptidases.

In order to determine the distribution of aminopeptidases at different species
and tissues, enzyme extracts were prepared from various sources (plant and

animal). Aminopeptidase (Prolyl amino peptidase, Glutamyl peptidase, Leucyl
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peptidase,) activities were estimated by using chromogenic substrates (H-Pro-

pNA, H-Glu-pNA, H-Leu-pNA).

Key Words: Aminopeptidases, exopeptidases, subcellular fractionation
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1. GIRIS

Proteazlar uygun kosullarda proteinlerin peptid baglarmin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir ve proteinaz, proteolitik enzim ya da peptidazlar olarak
da adlandirilirlar. Tiim proteazlar pH, sicaklik, iyon gereklilikleri, spesifik aktivite
ve kararlilbik yoOniinden karakteristik oOzelliklere sahiptirler ve bunlar
hidrolizlenecek proteindeki amino asitlere baglidir. Bu parametreler bir proteazin
uygulama  alanimm1  belirler.  Proteazlar  kaynaklarima  (hayvan, bitki,
mikroorganizma), katalitik aktivitelerine (endopeptidaz veya ekzopeptidaz), ve
aktif merkezlerinin yapisina gore ( serin, sistein, aspartil, metallo vb.)
siiflandirilmaktadirlar. Ekzopeptidazlar polipeptid zincirini amino ucundan veya
karboksi ucundan hidrolizlerler ve buna gore sirasiyla aminopeptidazlar veya

karboksipeptidazlar olarak adlandirilirlar.

Aminopeptidaz  dagiliminin  ¢esitli  organizmalarda  farklilagmasi
organizmada gerceklesen biyolojik fonksiyonlar ac¢isindan Onemlidir. Bu
baglamda patofizyolojik ve ticari bircok uygulamalarda ©nemli olan
aminopeptidazlar ile son yillarda yapilan ¢alismalar yogunlasmistir. Tezin amact
aminopeptidaz  kaynagi ic¢in alternatif olabilecek farkli kaynaklarda
aminopeptidazlarin  dagilimi, subseliiller lokalizasyonu ve spesifiklerinin

belirlenmesi olarak hedeflendi.

1.1. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar peptid baglarin1 proteinlerin ve polipeptidlerin  N-
ucundan hidrolizlerler. Aminopeptidazlar ii¢ alt sinifta incelenebilir :1. Ilk peptid
baglarint bir polipeptid zincirinde tek bir aminoasit artifindan hidrolizleyen
aminopeptidazlar; (aminoagil- ve iminoagil peptidazlart [EC 3.4.11]), 2.
Polipeptid zincirlerinden dipeptidleri ve tripeptidleri hidrolizleyenler (dipeptidil
ve tripeptidil peptidazlar1 [EC 3.4.14]), 3. Sadece dipeptidilleri veya tripeptidleri
hidrolizleyenler(dipeptidazlar [EC 3.4.15] ve tripeptidazlar [EC 3.4.14.4])
Aminopeptidazlar bakteriler, mantarlar, bitkiler ve memelilerde yaygin olarak
bulunmaktadir.( Barret ve ark., 2004). Bu enzimler, sitoplazma, lizozomlar ve

membranlar gibi farkli organellerde ve ayrica hiicreler aras1 ortamda latent olarak
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bulunurlar. Katalitik mekanizmaya goére ¢ogu aminopeptidazlar metallo-
enzimlerdir, ancak sistein ve serin peptidazlari da bu grupta bulunurlar. Bazi
aminopeptidazlar monomerik yapiya sahipken, 6zellikle 6karyotik organizmalarda
bulunanlarin ¢ogu multimerik yapidadirlar Bir ¢ok aminopeptidazin ii¢ boyutlu
yapilar1 belirlenmistir, bu da katalitik mekanizmanin ve iglevlerinin anlagilmasina
katkida  bulunmaktadir.  Aminopeptidazlar  ¢esitli  proteolitik  yollarin
tamamlanmasinda diger peptidazlar ile uyum iginde c¢aligirlar. Boylelikle diyet
proteinlerini ve viicut proteinlerini etkili bir sekilde parcalayabilirler ve bu sayede
protein olgunlagmasi, hormon seviyesinin diizenlemesi ve hiicre dongiisii kontrolii
gibi gorevlerin yan1 sira beslenmede de rol oynarlar. Memelilerin bir ¢ok enzimi
saglik ve hastalik kosullarinda hiicresel siireglerde 6nemli islevlere sahiptir ve bu
nedenle ilag¢ endiistrisi i¢in onemli bir hedeftir. Ayrica bazi aminopeptidazlar
biyoteknoloji ve tarim endiistrisi uygulamalarinda biiyiik bir ilginin odagidirlar

(FitzGerald ve O’Cuinn, 2006).

1.2. Aminopeptidazlarin Simiflandirilmasi ve Terminolojisi

Aminopeptidazlar spesifik 0Ozelliklerine (genis veya secimli), katalitik
mekanizmalaria (metalo-, sistein ve serin peptidazlar) ve molekiiler yapilarina
gore smiflandirilirlar. Birgogunun (aminoagil veya iminoagil) terminolojisi belirli
bir N-ucu amino asitinin 6zelliklerine veya gerekliliklerine gore belirlenir. Buna
gore, en yiiksek hidroliz oran1 N-ucu metionil baglarinda gergeklesiyor ise;
metionil aminopeptidaz veya aminopeptidaz M olarak adlandirilir. Karigikliktan
kacinmak i¢in, subseliiler lokalizasyonlar1 da (membran, mikrozomal, sitosolik,
vb.) benzer ozellikleri olan aminopeptidazlar1 adlandirmak i¢in kullanilmaktadir.
dipeptidil (DPP) ve tripeptidil peptidazlarinin (TPP) ardindan Romen rakamlari
getirilerek tanimlanan ¢esitli tiirlerin arasindaki farkin ayirt edilmesi saglanmustir.
Laktik asit bakterilerinde bulunan peptidazlarin terminolojisinde ‘Pep’ terimi,
kars1 gelen peptidaz gen diziliminin bilindigi durumlarda kullanilir ve bilinen
diger peptidazlar ile farkliliklarin1 ve benzerliklerini ifade eden bir biiyiik harfle
gosterilir. (orn; Pep N, aminopeptidaz N‘in benzerligi, Bununla birlikte, alternatif
isimler ve kisaltmalar da literatiirde mevcuttur. Yakin zamanda, MEROPS
peptidaz veri tabaninda peptidazlarin siniflandirilmasi i¢in familyalar ve klanlar

halinde gosterilen hiyerarsik bir sistem uygulanmistir. Bir familyanin tyeleri
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homologlara ve homolog olduklar1 diisiiniilen familyalar ise klanlara gore
gruplandirilmiglardir. Tek bir evrimsel kokii paylasan peptidaz familyalarinin
olusturdugu klanlar, tglinciil yapilarindaki ve/veya Kkatalitik-yapt aminoasit
artiklar1 diizenlerindeki ve katalitik aminoasit artiklari genel dizilislerindeki

motiflerinin benzerlikleriyle kanitlanmaktadirlar.

1.3. Aminopeptidaz Tiirleri ve islevleri

1.3.1.Memeli aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar memeli dokularinda ilk kesfedilen proteazlardandirlar ve
bir cogu karakterize edilmistir (Albiston ve ark., 2004). En iyi karakterize edilmis
memeli aminopeptidazlari ve bunlarin kimyasal 6zellikleri Cizelge 1.1° de

gosterilmistir. Bunlar spesifikliklerine gore degisik gruplarda incelenebilirler:

a) Genis spesifiklife sahip aminopeptidazlar (érn; Losil aminopeptidazi,

membran ve sitozol alanil aminopeptidazlari);

b) Oncelikleri temel aminoasit artiklar1 olan se¢imli spesifik aminopeptidazlar;
asidik aminoasit artiklar1 (glutamil ve aspartil aminopeptidazlari), sistein (sistinil
aminopeptidazi), metiyonin (metionil aminopeptidazi) veya prolin (prolil

aminopeptidaz ve aminopeptidaz P)

¢) Di- ve tripeptidil salimimimi gergeklestiren dipeptidil peptidazlar1 (DPP I, I,
111 ve IV) ve tripeptidil peptidazlar: (TPP I ve II) .

1.3.1.1. Genis substrat spesifikligine sahip memeli aminopeptidazlari

Losil  aminopeptidazi (LAP) sitozol aminopeptidazi veya 16sin
aminopeptidaz1 olarak da adlandirilan bir enzimdir. Tanimlanan ilk sitozolik
aminopeptidaz olma 6zelligini tasir LAP oncelikle peptidlerin N-ucunda bulunan
Losin salintmini gergeklestirir. Bunun yani sira Prolin i¢in de etkin iken Arginin
ya da Lizin i¢in etkin degildir. Bu enzim homolog bir heksameridir ve 324-360
‘kDa’luk bir molekiiler kiitleye sahiptir.
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Cizelge 1.1. Memeli aminopeptidazlarin tiirleri ve 6zellikleri

Enzyme EC number Cartalytic type Specificity Family
Aminopeptidase (AP) X-1l-Y-(Z),
Leucyl AP 34.11.1 Metallo X =Leu M17
Membrane alanyl AP 34.11.2 Metallo X = Ala, Ml
Phe, Tyr, Leu
Cytosol 34.11.14 Metallo X =Ala M1
alanyl AP
Aminopeptidase B 34116 Metallo X = Arg, Lys Ml
Glutamyl AP 34117 Metallo X = Glu, Asp M1
Cystinyl AP 34113 Metallo X =Cys Ml
Methionyl AP 34.11.18 Metallo X = Met M24A
Aminopeptidase P 34119 Metallo Xand Y = Pro M24B
Prolyl AP (PIP) 34.115 Serine X = Pro S33
Bleomycin hydrolase 342240 Cysteine X = Met, Leu, Ala ClB
Bleomycin peptide
Dipeptidyl peptidases (DPP) X-Y--(Z)n
DPP 1 34.14.1 Cysteine X # Arg or Lys, Cl
Y or Z # Pro
DPP 11 34.142 Serine Y = Ala or Pro 528
DPP 111 34.144 Metallo X-Y = Arg-Arg M49
DPP IV 34.145 Serine Y = Pro S9B
Tripeptidyl peptidases X-Y-T--(Z)n
(TPP)
TPP I 34.14.9 Serine Gly-Pro-T = 553
hydrophobic
TPP 11 3.4.14.10 Serine Ala-Ala-Phe S8
Tor Z # Pro

Alanil aminopeptidazi da membranda lokalize olmasina gore aminopeptidaz

M ve/veya ndtral amino asitlere spesifikligi nedeni ile aminopeptidaz N olarak da

tanimlanir. Oncelikli olarak spesifik oldugu amino asit Alanin’dir, ancak Prolin

dahil bir ¢cok amino asit bu enzim tarafindan hidrolizlenir. Ugta bulunan

hidrofobik bir amino asitin ardindan Prolin geldiginde, X-Pro dipeptidi olarak

salmabilirler. Bir¢ok tiirde 280-300 kDa molekiiler kiitlesi olan ve glikozillenmis

bir homodimerdir. Memeli enzimi gastrik ve pankreatik proteaz hidrolizi

sonrasinda elde edilen peptidlerin sindiriminde rol oynarlar. Ayrica bobrekte

bulunan enkefalin ve ndropeptid “Substance P gibi kanda olusmus peptidlerin

deaktivasyonu acisindan da 6nem tasirlar (2006, Albiston ve ark., 2004).



1.3.1.2. Secimli substrat spesifikligine sahip memeli aminopeptidazlari

Glutamil aminopeptidazi, aminopeptidaz A, anjiyotensinaz A ve aspartat
aminopeptidazi olarak da bilinir. Bir peptidin N-ucundan Glutamik asit (ve daha
az siklikta Aspartik asit) salinimini saglar. Membrana bagli bir enzimdir. Kan
basincinin merkezi kontrolii {izerinde etki yaparak beyinde anjiyotensin III
olusturulmasinda ve kan damari olusumunun diizenlemesinde rol oynar (Fournie-

Zaluski ve ark., 2004).

Metionil aminopeptidazi; peptidaz M olarak adlandirilir. Peptidlerin amino
ucunu tercihen metionini ikincil arti@i kiigiik ve yiiksliz amino asitler oldugu
zaman hidrolizler. Okaryotlarda, mitokondride (tip 1) ve sitoplazmada (tip II)
olmak iizere iki ¢esit metionil aminopeptidazi bulunur. Tip I peptidaz1 bakteriyal
metionil aminopeptidazina, tip II ise archeae da bulunan enzime benzerlik
gosterir. Memeli enzimleri protein sentezinin diizenlenmesinde ve normal gelisim,
timor gelisimi ve metastazda yeni kan damarlarinin olusturulmasi igin gereken

proteinin iglenmesinde rol oynarlar (Zhong ve ark., 2006).
1.3.2. Mikrobiyal aminopeptidazlar

Mikrobiyal aminopeptidazlar {izerine yapilan ilk ¢aligmalar 40 yildan fazla
bir zaman Oncesine aittir ve o zamandan beri mikrobiyal kdkene sahip bir ¢ok
aminopeptidaz karakterize edilmistir Sanz ve ark., 2002; Barret ve ark., 2004;
Nampoothiri ve ark., 2005; Savijoki ve ark., 2006).. Giiniimilize kadar karakterize
edilmis mikrobiyal aktivitenin ana tipleri ve ozellikleri Cizelge 1.2 ‘de verilmistir.
Bu enzimler spesifikliklerine gére memeli enzimlerinde agiklananlar ile benzer

gruplarda incelenebilir:

a) Genis spesifiklik gosteren genel aminopeptidazlar (PepN, PepC, LAP ve
Peps),

b) Asidik amino asitler (PepA) ve metiyonin (MAP), D-amino asitler (DppA)
veya prolin iceren peptid baglar1 (Pepl ve PepP) gibi belirli amino asit

artiklarini hidrolize eden se¢imli spesifigi olan aminopeptidazlar,

¢) Prolin iceren peptid baglarini hidrolize eden dipeptidazlar,
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d) Sadece dipeptidleri veya tripeptidleri hidrolize eden genis spesifikli
dipeptidazlar (PepV va Pep DA) ve tripeptidazlar (PepT); ve (v) N-ucu X-Pro
icin spesifik gosteren dipeptil peptidazlari.

Cizelge 1.2. Mikrobiyal aminopeptidazlarin tiirleri ve 6zellikleri

Enzyme EC number/ Catalytic type Specificity Family
homologous

Aminopeptidases (AP) X- J-(Y)-(2),
PepN/ Mammalian Metallo X = Lys, Leu, -
Lysyl aminopeptidase AP N
Bleomycin hydrolase 34.22.40 Cysteine X = Arg, Tyr ClB
GAL6/BLHI/YCPI Bleomycin
PepC/aminopeptidase C Bleomycin Cysteine X = Lys, Glu, CIB
hydrolase Ala, Met, Leu
X or Y= Pro
PepA/aminopeptidase A - Metallo X = Glu, Asp, Ser M42
PepS - Metallo X = Arg, Trp M29
CAP/PepA 34.11.10 Metallo X = Leu, Met, M17
Leucine aminopeptidase Phe, Arg
Aminopeptidase Y/yscl 34.11.15 Metallo X = Arg, Lys, Ala M28
Aminopeptidase M/MAP 34.11.18 Metallo X = Met M24A
PepP/AminopeptidaseP 34.119 Metallo Y = Pro M24B
Pepl/Proline iminopeptidase 34115 Serine X =Pro 533
D-stereospecific - Serine X = D-Ala, D-Ser or S12
aminopeptidase/DppA D-Thr
Dipeptidases X-1-Y
PepV/peptidase V - Metallo X = Lys, Leu, Met M20A
BAla-dipeptides
PepD/PepDA - Cystein X = Lys, Met, Leu ce9
PepQ/prolidase 34.13.19 Metallo Y = Pro M24B
PepR/prolinase - Serine X = Pro -
Tripeptidases X-1-Y-Z
PepT/Peptidase T - Metallo Leu-Gly-Gly -
Dipeptidyl-peptidases X-Y--(2),
PepX/X-Pro-dipeptidyl 34.14.11 Serine Y = Pro S15

peptidase

Mikrobiyal aminopeptidazlar eksojen proteinlerden esansiyel amino
asitlerin eldesinde ve bunlarin protein sentezi, metabolik enerji iiretimi ve
kofaktorlerlerin geri doniistimiinde kullanilmasinda onemli bir rol oynarlar.
Ayrica protein dengelenmesinin, yeni sentezlenmis proteinlerin islenmesi ve
yiiksek kopya sayili plazmidlerin stabilize edilmesi gibi daha 6zgilin hiicresel

islevlerin son agamalarinda da rol oynarlar.



1.3.3.Bitki aminopeptidazlar:

Aminopeptidaz bitkilerde de tanimlanmistir. Bu enzimlerin ¢imlenme,
protein olgunlagmasi, eseyli bdoliinme, cimlenmeden sonra kotilodonlardaki
protein mobilizasyonu, protein dengelenmesi ve strese yanit olusturma gibi bir¢cok
onemli biyolojik proseste rol oynadiklarina bilinmektedir. Bitkilerde tanimlanan
aminopeptidazlar da genis ve secimli substrat spesifikligine sahip olmalari
acisindan diger organizmadakilere benzer o6zellik gosterirler. Bunlarin iginde
domatesteki (Lycopersicon esculentum) Losil aminopeptidaz, genis substrat
spesifikligi agisindan en 1iyi karakterize edilmis aminopeptidazlarindan bir
tanesidir. Bu gruptaki en iyi bilinen enzim LAPa-A, tercihen amino ucu Leu, Arg
veya Met artiklarini iceren substratlar1 hidrolize eden ve homo-heksamer yapida
yaralanma ile indiiklenen bir metallo aminopeptidazdir (Tu et al., 2003).
Aminopeptidaz N, ayrica salatalikta (Cucumissativus L. suyo) ve Arabidopsis
thaliana da  tanmimlanmistir. M1  familyast i¢inde simiflandirilan N
aminopeptidazlarina benzer bir spesifiklik ve dizi homolojisi olan bir metallo-
enzimdir(Yamauchi ve ark., 2001). Se¢imli spesifikligi olan aminopeptidazlardan
olan metiyonin aminopeptidazlart da ayrica Arabidopsis thaliana gibi gesitli bitki
tiirlerinde tanimlanmiglardir ve normal bitki gelisimi i¢in gereklidirler (Ross ve
ark., 2005). Aminopeptidaz P domateste tanimlanmistir ve memeli
aminopeptidazt P’ yle % 40 dan fazla bir oranda benzerdir. Bradikinin’in amino
ucundaki X-Pro baglarini hidrolizler ve endopretolitik aktiviteye sahiptir (Hauser

ve ark., 2001).

1.4. Katalitik Mekanizmalarina Gore Aminopeptidazlar

1.4.1. Metallo-aminopeptidazlar

Aminopeptidazlarin en genis grubunu olusturan metalo-aminopeptidazlar,
divalent metal katyonu ile aktive edilen ve peptid bagina niikleofilik atak ile sulu
ortamda gerceklesen hidrolizlerdir (Barret ve ark., 2004). Baz1 aminopeptidazlar
kataliz i¢in tek bir metal iyonuna gerek duyarlarken (orn; Metiyonin amino
peptidaz), bazilar1 da iki metal iyonuna (orn; Sigir lens Metiyonin
aminopeptidazi;  gerek  duyarlar  (Lowther ve  Mattgews,  2002).

Aminopeptidazlarin bilinen metal ligandlar1 His, Glu, Asp ve Lys aminoasit
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artiklaridir. Bu metal ligantlara ek olarak Glutamik asit, Lizin ve Arginin gibi en
az bir ilave aminoasit artig1 kataliz i¢cin gereklidir (Barret ve ark., 2004).
Metaloaminopeptidazlar arasindaki yapr ve metal merkezlerdeki farkliliklara
ragmen benzer bir reaksiyon mekanizmasina sahiptirler. Substratin karbonil grubu
aktif 6lgeye baglanarak metal bolge 1 ve korunmus enzim artidi ile etkilesime
girer. Substrarin N-ucu da, ya metal bdlge 2 ile ya da bir veya daha fazla enzim
aminoasit artig1 ile etkilesime girer Baglanma ceplerindeki farkliliklar substrat
spesifiklerindeki farkliliklarin sebebidirler. Korunmus amino asit zincirleri ve
metal merkeze bitisik olan iskelet atomlar1 etkilesimlere olanak tanirlar(Lowther

ve Mattgews, 2002).

Metaloaminopeptidazlar; katlanmalariarina, aktif bolge yapilarina ve
icerdikleri metal iyonlarina gore alt1 alt klana (MA, MF, MG, MH, MN ve MQ)
ayrilmislardir. En iyi bilinen metaloaminopeptidazlar MA klaninda (alt klan
MA(E)) bulunurlar. Bunlar tek bir katalitik iyona sahip olan enzimlerdir. Alt klan
MA(E), peptidaz familyas1 M1 igerisinde yer alir ve ¢inkoya-bagimli peptidazdir.
Bu grup bakteriyal lizil aminopeptidazi (PepN), memeli enzimleri; membran
alanil aminopeptidazi (aminopeptidaz N) ve 16kotrien A4 hidrolaz1 icermektedir,
M1 familyasinin peptidazlart katalizinde korunmus bir His-Glu-X-X-His
(HEXXH) motifi vardir ve aktivite i¢in ¢inko iyonu gereklidir. Katalitik ¢inko
iyonu motifteki iki histidin ile baglanir ve glutamik asit katalitik bir aminoasit

olarak atki gdsterir.

Klan MF oOkaryotlarda(LAP) ve bakterilerde (PepA) igeren peptidaz
familyast M17°den meydana gelir. Bu enzimler aktivite i¢in kokatalitik metal
iyonlara ihtiya¢ duyarlar(Barret ve ark., 2004). Sigir lens LAP’in ii¢-boyutlu
yapisi aydinlatilarak proteinin bir homoheksamer oldugu, her bir monomerin N-
ve C- terminal olmak tizere iki domaini oldugu ve bir metal merkezi igerdigi
belirlenmistir (Cappiello ve ark., 2006). Iki domain de alfa ve beta yapilar igerirler
ve alfa/beta/alfa olarak siralanmistir. Zn 1 ve Zn 2, iki metal iyon olarak, enzimin
korunmus amino asitlerinin yan gruplar ile koordine edilirler. Zn 2 substratin N-
ucunu baglar; Zn 1’ in ise substrat ve gecis asamalar1 i¢in kritik baglama ve
stabilize etme islevleri listlendigi diistiniilmektedir. E.coli enziminin (S$ekil 1.1)
lic-boyutlu yapist da si@ir lens Losin aminopeptidazina benzer heksamerik

yapidadir, ancak aktif bolgesinde iki manganez iyonu igerir.



Sekil 1.1. Heksamerik E.coli 16sil aminopeptidaz genel yapisi

Klan MG, M24 familyasinin peptidazlarini icerir ve kendi icinde iki alt
familyaya ayrilir: Metionil aminopeptidazlari igeren M24A ve aminopeptidaz P ve
prolidaz (X-Pro dipeptidaz veya PepQ) tipi peptidazlari iceren M24B. Aktif
merkezlerinde iki kobalt veya iki manganez iyonlar1 vardir. Secimli spesifiklikleri,
bu enzimlerin genel protein par¢alanmasindan c¢ok diizenleyici olarak rol

oynadiklarinmi diistindiirmektedir.
1.4.2.Sistein ve serin aminopeptidazlar

Sistein ve serin aminopeptidazlarin, yapilarinda iyonik ko-faktorleri yoktur.
Katalizde, son derece reaktif bir sistein veya serin aminoasit artigina gereksinim
duyulur. Iki durumda da, reaksiyon substratin peptid baginda bulunan karbonil
grubunun karbonuna niikleofilik atak ile bagslar. Sistein aminopeptidazda atak
stilfidril grubunun kiikiirdii tarafindan yapilirken, serin aminopeptidazda atak
hidroksil grubundan oksijeni tarafindan gerceklesir (Gonzalez ve Robert-
Baudouy, 1996). Bu tip enzimler metallo-aminopeptidazlar kadar bol bulunmazlar
Bleomisin hidrolaz1 ve PepC gibi genis subtrat spesifiklikleri olanlar ve prolin-
spesifik peptidazlar (Pepl veya prolil aminopeptidazi, PepX ve DPP IV) gibi

secimli spesifiklikleri olan peptidazlar igerirler.

Sistein aminopeptidazlar1 klan CA ve familya C1B’ ye dahil edilmislerdir.
Papain siiperfamilyasinin katalitik bolgesinin dizisine ve kataliz i¢in 6nemli olan
amino asit artiklarina (Gln, Cys, His, ve Asn/Asp) sahiptirler. Lactococcus lactis

PepC’nin kristalografik modeli, alt iinitelerinin peptidlere erisimini engelleyen dar
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bir kanal birakan bir homohekzamer oldugunu ortaya koymustur. C-ucu kolunun

aktif bolgeye yansitilmasi papaine gore biiylik bir farklilik gosterir.

Serin aminopeptidazlar tripsin ve subtilisin tarafindan temsil edilen serin
proteolitik enzim familyalarina ait degildirler. Peptid dizi analizleri, prolil
aminopeptidaz (PIP), Pepl, DPP IV ve PepX’in, Ser, His ve Asp’ dan olusan bir
katalitik triad icerdiklerini ortaya cikarmistir (Engel ve ark., 2005). Cesitli
bakterilerin PIP larinin {ig-boyutlu yapilar1 tanimlanmigtir. PIP proteini iki bitisik
bolgenin i¢ine katlanmistir. Daha genis olan bolge alfa/beta hidrolaz tabakasinin
genel topolojisine sahiptir ve iki sarmal ve bir tarafindan 11 N-ucu aminoasit
artig1 ve diger taraftan dort sarmal tarafindan kesilen merkezi bir sekiz-katmanli
beta tabaka ozelligi gosterir. Daha kiiclik olan bolge ise genis olanin iizerinde
konumlanmistir ve alti sarmaldan (Sekil 1.2) meydana gelir. Katalitik triad (Ser
113, His 296 ve Asp 268) iki domain arasindaki arabirimdeki genis oyukta

konumlanmustir.

Sekil 1.2. Prolil aminopeptidaz monomeri

Laktokokal PepX in ve bir ¢ok sayida memeli DPP IV enzimlerinin kristal
yapilart, DPP IV inhibitorlerinin terapdtik potansiyelleri ve gesitli diizenleme
reaksiyonlarindaki oynadiklari anahtar rollerinin 6nemi sayesinde ¢oziilmiistiir
(Engel ve ark., 2005). Memeli enzimi bir alfa/beta-hidrolaz olup normal

proteolitik aktivite gosterebilmesi i¢in oligomerizasyona gereksinim duymaktadir.



11

1.5 Prolil, Losil ve Glutamil Amino Peptidazlarin Bazi Ozellikleri

1.5.1. Prolil aminopeptidaz (PAP)

Prolin amino peptidazlar, prolil aminopeptidazi ve X-Pro aminopeptidazi
olarak tanmimlanirlar. Bir peptidden N-ucu prolinini salinmasini saglarlar. Bu
enzim ilk olarak E. Coli’ de belirlenmistir ve dogada yaygin sekilde
bulunmaktadir. X-Pro aminopeptidazi da ayrica aminopeptidaz P ve prolin
aminopeptidazi olarak adlandirilir. Memeli enzimi membrana bagli olarak ve
sitozolde bulunur. Kardiyovaskiiler ve solunum sistemlerindeki biyoaktif
peptidlerin  islenmesine ve kollajen iiriinlerinin  azaltilmasmna katkida

bulunmaktadir (Cottrell ve ark., 2000).

Memeli peptidil peptidazlar i¢inde, dipeptidil peptidazi IV (DPP IV) en iyi
bilinendir. Sondan iki 6nceki aminoasit artig1 Prolin olan ve sondan ii¢ Onceki
aminoasit arti§1 Prolin (tercihen ama 6zellikle degil) veya hidroksiprolin olmayan
polipeptidlerin amino ucundan dipeptidin salinmasinmi katalizler. Bu enzim hiicre
membranina bulunur ve bir ¢ok hiicre tipinde goriiliir. Molekiil kiitlesi yaklasik
88 kDa’ dir ve bir homodimerdir. DPP IV bir ¢ok diizenlenme reaksiyonunda
anahtar rol oynar, noropeptidler, endomorfinler, peptid hormonlari, glukajon-
benzeri peptidler (GLP-1 ve GLP-2), gastrik inhibitory peptidler (GIP) ve parakrin
kemokinleri gibi bir ¢ok biyoaktif oligo peptidler ilizerinde etki sahibidir ve
bunlarin biyolojik aktivitelerinin modifikasyonuna veya deaktivasyonuna sebep

olur (Augustyns ve ark., 2005).
1.5.2. Losil aminopeptidaz (LAP)

Losil aminopeptidazi (LAP; EC:3.4.11.1) sitozol aminopeptidaz1 veya 16sin
aminopeptidazi olarak da adlandirilan proteolitik bir enzimdir. Tanimlanan ilk
sitozolik aminopeptidaz olma ozelligini tasir LAP Oncelikle peptidlerin N-
ucundaki Losin salimimimi gergeklestirir. Bu enzim homolog bir hekzameridir.
Insan LAP’> 1 intraseliiler proteazlarin peptid iiriinlerinin ileri asamada
parcalanmasina katilir. Kodlama geninin ekspresyonu gamma inferon tarafindan
saglanir. Losin aminopeptidaz Insan ve hayvan dokularinda, bitkilerde ve

mikroorganizmalarin ¢ogunda bulunur.
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Sekil 1.3. Losil aminopeptidazin aktif merkezinin yapisi

LAP1n klinik bakimidan 6nemli olmayan bir ¢ok izoenzimi vardir. LAP’1n
hiicre i¢i fonksiyonu heniiz bilinmemekle beraber peptid baglarinin hidrolizini ya
da 16sinin bir peptitten digerine transferini sagladig1 diisliniilmektedir. LAP L-
konfigrasyondaki substratlar1 daha hizli hidroliz eder. Ornegin, L-16sil L-alanin

stereoziomeri L- 16sil-D- alaninden 25 kez daha hizl hidroliz ettigi bilinmektedir.

Bu enzimin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber, yapilan ilk
calismalar serum LAP Aktivitesinin gebelik siiresince arttigin1 gostermistir. Bu
yilksek enzim seviyesinin, dogumdan 6-8 hafta sonra normale dondigi
goriilmistiir. Karaciger hastaliklarin bir ¢ogunda serum LAP seviyesi yiikselir.
Siroz, hepatit, tikanma sariligi, pankreatit, pankreas kanserleri ve karaciger

metaztazlarinda, serum ve idrar LAP seviyesinin arttig1 goriilmiistiir.
1.5.3. Glutamil Aminopeptidaz (GAP)

Glutamil aminopeptidazi;(EC 3.4.11.7) aminopeptidaz A, anjiyotensinaz A
ve aspartat aminopeptidazi olarak adlandirilmaktadir. Bir peptidin N-terminalinde
yer alan Glutamik asidin (ve daha az siklikta olarak Asp) birakilmasini saglar.
Glutamil aminopeptidazinin secilmis inhibitdrleri, potansiyel anti-hipertansif ajan

0zelligi tasir ve arteriyel kan basincinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar.
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1.6. Aminopeptidazlarin Endiistriyel Uygulamalar

1.6.1.1lac endiistrisi

Aminopeptidazlar ¢ok farkli biyolojik proseslerde dnemli rol oynarlar. Bu
baglamda fizyolojik ve patofizyolojik silirecte gerek diyagnostik gerekse
aktivitelerinin kontroliine yonelik ¢alismalara agirlik verilmistir (Brown, 2005).
Ozellikle bircok hastalikta aktivitelerinin artist  nedeni ile spesifik
aminopeptidazlar i¢in inhibitdrlerin tasarlanmasi ile yeni ila¢ hedefleri ve bunlarin
gelistirilmesi  iizerine odaklanilmistir. Gliitamil aminopeptidazinin  se¢imli
inhibitdrleri, anjiyotensin II’ yi anjiyotensin III’ e doniistiirerek arteriyel kan
basincinin kontroliinii saglamaktadir. Bu nedenle anti-hipertansif ajan olarak
kullanim1 giindeme gelmistir (Cogolludo ve ark., 2005; Inguimbert ve ark., 2005).
Ayrica bu enzimlerin anjiyogenez ve timdr gelisiminde oynadiklari rol sebebiyle
Metiyonin aminopeptidazlarinin inhibitorlerinin tasarimida terapdtik potansiyel
olarak degerlendirilmektedir. Atesli hastaliklar, kanser, 16semi, diyabetik
nefropati, romatizmal eklem iltihabi gibi durumlarda alanil aminopeptidaz
(aminopeptidaz N) inhibitorleri, bu hastaliklar1 kontrol etmek igin ayrica
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. DPP IV ve diger prolin-spesifik peptidazlar icin
onemli endokrin metabolizmalarinda yer almalar1 nedeni ile potansiyel ilag olarak
tizerinde siklikla ¢alisilan konular arasindadir (Augustyns ve ark., 2005). PepX
(Streptococcus gordonii’ nin yol agtigt enfeksiyona), stereospesifik DppA
aminopeptidazi (peptidoglikan sentezi) ve metiyonil aminopeptidaz gibi diger
aminopeptidazlarin inhibisyonu da mikrobiyal enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in

potansiyel farmalojik hedefler olustururlar.
1.6.2. Bioteknoloji ve gida endiistrisi uygulamalar

Aminopeptidazlarin  ve mikrobiyal kaynaklarmin ana endiistriyel
uygulamalarindan biri de soya, et, siit, misir gevregi, vb. gibi kaynaklardan besin
degeri yiiksek protein hidrolizatlarinin eldesidir (Chevalet ve ark., 2001; Scharf ve
ark., 2006). Gida endiistrisinde kullanilan protein hidrolizatlari, yiyecek ve
iceceklerin dayanikliliklarinin giiglendirilmesi ve biyoaktif peptidlerin ve saglik
iirlinlerinin dretilmesi gibi farkli amaglar kullanilabilmektedirler (FitzGerald ve

O’Cuinn, 2006). Aminopeptidazlarin bu endiistriyel islemlerde kullaniminin besin
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degerinin ylkseltilmesinin yani sira hidrofobik peptidlerin parcalanarak aciligin
giderilmesi ve aromaya katki yapilmasi amaci ile de kullanilmaktadir. Siit
kazeinlerinde hidrofobik amino asit artiklarinin yiiksek oranda bulunmasi
sebebiyle, bu stratejilerin peynir imalatina uygulanmasi giindeme gelmistir.
Prolin-spesifik peptidazlarin genis spesifikteki aminopeptidazlar ile (orn,. LAP)
birlikte kullanilmas1 gida endiistrisinde 6zellikle basarili sonuglar dogurmustur
(Raksakulthai ve Haard, 2003). Yiyeceklerdeki aciligi azaltmak i¢in kullanilan
baz1 ticari mikrobiyal aminopeptidazlar laktik asit bakterisi, Rhizopus oryzae,
Aspergillus oryze and Aspergillus sojae gibi tiirlerde bulunan LAP lardir
(Nampoothiri ve ark., 2005). Laktik asit bakterisinin kullanimiyla gida protein
islenmesinde ortaya c¢ikan spesifik peptidaz aktiviteleride siit ve misir gevregi
proteinlerinde bulunan toksik ve alerjenik epitoplarin seviyelerini azaltmak
amaciyla arastirllmaktadir. Benzer bir yaklasim antihipertansif, bagisiklik sistemi
diizenleyici ve antimikrobiyal 6zellikler sahip biyoaktif peptidlerin tliretilmesi i¢in
kullanilmistir (D1 Cagno ve ark., 2004). Yakin zamanda Lactobacillu helveticus
R211 ve R38’un peptidazlarin, kazeinden-tiiremis peptidler olusturarak
labaratuvar ortaminda anjiyotensin doniistiiriicii enzimi(ACE) inhibe ettikleri

bulunmustur (Leclerc ve ark., 2001; Seppo ve ark., 2003).

Bunun yaninda, kozmetik amacl kullanimlar igin kollajeni hidrolize
edebilen peptidazlarin kombinasyonlarinin uygulamalart da gelistirilmistir
(Shigeri ve ark., 2005). Ayrica, 1siya dayanikli yiiksek aktiviteli aminopeptidazlar
ile rekombinant proteinlerinin islenmesi gibi biyoteknolojik uygulamalarda da

alternatif kullanim olanaklar1 sagladiklar1 rapor edilmistir (Gilboa ve Ark., 2001).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu ¢aligmada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler ilgili boliimlerde

ayrintili olarak verildi. Tiim kimyasal maddeler ve ¢ozgenler analitik safliktadir.

Aminopeptidaz dagiliminin incelenmesi amact ile kullanilan kobay
organlart Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Bornova Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitlistinden temin edildi. Calismada kullanilan bitkiler ise yerel

marketlerden ve aktardan (Yelken Baharat-Izmir) sagland.

2.2. Kobay ( Guinea pig ) Doku Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Kobaydan alman 11 farkli dokunun (B&brek, Incebagirsak, Kalinbagirsak,
Pankreas, Mide, Dalak, Karaciger, Testis, Timus, Beyin, Kalp) ekstraksiyonu sivi

azot varliginda ( freeze- thaw ) gergeklestirildi.

Dokular 0,15 M NaCI (Riedel-Almanya) yikandi, kurutma kagidi ile nemi
alind1 ve kiigiik parcalara ayrilarak tartildi. Dokular sirayla havan ig¢ine alinarak
sivi azot varhi@inda 6giitiildi. Agirhiginin 3.5 kat1 hacmi kadar 50mM Tris-HCL
pH 7.4 tamponu eklendi, 1 saat 4 °C’ de karistirildi ve 600 rpm, 4 °C’ de 10
dakika santrifiijlendi (Hettich Universal 30 rh-almanya) . Siipernatant cam
yiiniinden siiziildiikten sonra 10.000 rpm’ de 30 dakika 4 °C’ de santrifiijlendi.
Elde edilen siipernatant aktivite ve protein tayinleri i¢in porsiyonlanarak -20°C’de

depolandi.

2.3. Bitki Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Farkl:1 bitkilerde aminopeptidaz dagiliminin incelenmesi amaci ile acibakla,
avokado, avokado kabugu, bezelye, kivi, misir, pazi, turp otu, 1sirgan otu,
ebeglimeci ve karahindiba secildi. Bitkilerin 6zellikleri dikkate alinarak farkli

yontemler ile ekstraktlar hazirlandi.



16

Acl bakla (Lupinus albus) Avokado Bezelye (Pisum Sativum)
(Persea americana)

e Ebe glimeci
Turp otu (Malva sylvestris)
(Raphanus raphanistrum)

Karahindiba
(Taraxacum officinale)

Yas bitkiler (avokado, avokado kabugu, bezelye, kivi, misir, pazi, turp otu,
1sirgan otu, ebegiimeci ve karahindiba) tartilarak agirliginin 3 katt hacminde
50mM Tris-HCL pH 7.4 tamponu ile blendirda(Arzum-Tiirkiye) homojenize
edildi ve 600 rpm, 4°C’de 15 dakika santrifiijlendi(Hettich Universal 30 RH-
Almanya). Siipernatant cam yiiniinden siiziilerek 10.000 rpm’de 30 dakika 4°C’de
santrifiijlendi ve aktivite ve protein tayinleri i¢in porsiyonlanarak -20°C’de

depolandi.

Acibakla ise dgiitiiciide (IKA M20-Almanya) dgiitiilerek un haline getirildi.
Agirliginin 3.5 kat1 hacmi kadar 50 mM Tris-HCL pH 7.4 tamponu eklendi, 1 saat
4 °C’ de kanstirildi ve cam yiiniinden siiziilerek 10.000 rpm’de 30 dakika 4°C’de
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santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant aktivite ve protein tayinleri icin

porsiyonlanarak -20°C’de depolandi.

2.4. Kobay Karaciger Dokusu Subselluler Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Farkli dokularda aminopeptidaz larin  hiicre i¢i  dagilimlarinin
fonksiyonlarina gore farklandig1 bilinmektedir. Ancak bu caligmada sadece kobay
farkli organ dokularimin ekstraksiyonu sonrasinda amino peptidaz aktivitesi
acisindan en zengin organlardan biri olan karaciger subseliiler lokalizasyonun

incelenmesi i¢in tercih edildi.

Bu amagla karaciger siv1 azotta 6giitme islemi yerine farkli sekilde isleme
tabi tutuldu. tiim iglemler +4°C’de gergeklestirildi. Karaciger dokusu iizerindeki
kan 0,15 M NaClI(Riedel-Almanya) igeren 50 mM Tris-HCI (Sigma-Almanya-
Riedel-Almanya) pH 7,4 tamponuyla yikandi, kurutma kagidi ile dokunun nemi
alind1 ve kiigiik parcalara ayrilarak tartildi. Agirhiginin 3 kati hacminde 0,25 M
Siikroz (Riedel-Almanya), iceren S0mM Tris-HCI pH 7.4 ile blendirda(Arzum-
Tiirkiye) homojenize edildi ve 600 rpm, 4°C’de 15 dakika santrifiijlendi (Hettich
Universal 30 RH-Almanya). Pellet (nuclei, hiicre debrisi) ayrilarak slipernatant
cam yiiniinden siiziildii ve 10.000 rpm’de 30 dakika 4°C’de santrifiijlendi. Pellet
(lizozom, mitokondri) ayrilarak silipernatant igerisinde konsantrasyonu 8 mM
olacak sekilde yavasca CaCl, ilave edildi. 1 saat 4°C’de karistirma sonrasinda
10.000 rpm de 1 saat santrifiijlendi. Pellet (mikrozom) ve siipernatant (sitozol)
ayrildi. Mikrozomal pellet 0,1% Triton-X-100 igeren 50mM Tris-HCL pH 7.4
tamponunda buz i¢inde 1 saat karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. Tiim asamalarda
elde edilen fraksiyonlar aktivite ve protein tayinleri yapilincaya degin -20°C’de

depolandi.

2.5. Protein Tayini

Tiim asamalardaki protein tayinleri sigir serum albumin standart olarak
kullanilarak Bradford (1976) yontemine gore (milro plaka format) gerceklestirildi.
Boya baglama temelli yontemlarin en yaygini olan bu yontem Coomassie Brilliant
Blue G-250 boyasmin asidik gruplar ile proteinlerin bazik gruplarinin(Lys, Arg)

etkileserek renk olusturmasi esasina dayanmaktadir.
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Standartlar : S1g1r serum albumin(BSA)(Fluka-Almanya) ; 25 — 175 pg/ml

Bradford reaktifi : 40 mg Coomassie Blue G-250(Fluka-Almanya), 50 ml 95%
etanolde(Sigma-Almanya) ¢oziildi. 55 ml [85% (wW/v)]

fosforik asit(Riedel-Almanya) yavas yavas ilave edildi ve

distile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

e 10 ul her bir standart, bilinmeyen 6rnek ve distile su(kor) mikro plaka
kuyucuklarina pipetlendi.

e 200 ul Bradford reaktifi ilave edildi.

e 10 dakika oda sicakliginda bekleme sonrasi 595 nm de absorbanslar
okundu.

e Standartlar ile olusturulan kalibrasyon egri ve katsayilar yardimi ile
seyrelme faktorleri de goz Oniine alinarak protein konsantrasyonlari
hesaplandi.

e Olgiimler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.6. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Aktivite Tayini

Aminopeptidaz enzimlerinin aktivite tayini enzimin sentetik (kromogenik
veya florogenik) substratlar1 kullanilarak belirlenmektedir. Yontem, enzimin
sentetik substratlarindan hidroliz reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan p-nitroalanin’in
405 nm’de absorbsiyonunun mikroplaka okuyucu(Thermo-Multiskan FC-

Finlandiya) ile spektrofotometrik 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Enzim aktivitesi (1 Unite); optimum kosullarda dakikada 1 pmol p-

nitroalanin ag¢iga cikartan enzim miktar1 olarak ifade edildi.

Tiim calismalarda (farkli dokular, bitki ekstraktlari ve subseliiler fraksiyon
ornekleri) enzim aktivite tayinleri en az li¢ farkli seyrelme ve 2 tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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Tampon : 0.1 M Tris/HCI pH 7,4 (Sigma-Almanya/Riedel-Almanya)
Substrat :  H-Pro-pNA(Prolin  aminopeptidaz), H-Glu-pNA(Glutamil

aminopeptidaz), H-Leu-pNA(Lsin aminopeptidaz); (Bachem-Isvigre); 2 mM (0.1
M Tris/HCI pH 7,4 tampon i¢inde hazirlandi)

Standart : p-nitroanilin (Merck-Almanya) (10-250 uM)

e 10 pl her bir standart, enzim preparatlar1 (farkli seyrelmelerde) ve

tampon (kor) mikro plaka kuyucuklarina pipetlendi.
e 140 pl tampon ve 50 pl substrat ilave edildi.

e 37°C de 15 dakika mikroplaka okuyucu i¢inde inkiibasyon sonrast 405
nm de absorbanslar okundu. Standartlar ile olusturan kalibrasyon egri
ve katsayilar yardimi ile seyrelme faktorleri de g6z Oniine alinarak

enzim aktiviteleri hesaplandi.

2.7. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Enzimlerinin Aktivitesi

Uzerine Metal Iyonlarimin Etkisi

Metal iyonlarinin Kobay doku 16sin, glutamil ve prolil aminopeptidaz enzim
aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesinde, ¢esitli metal iyonlarinin [MnCl,,
(Fluka-Almanya), CuCl,, NiCl,, (Merck-Almanya), MgCl,, (SigmaAldrich-
Almanya)] 5,0 ve 10,0 mM konsantrasyonlar1 ile hazirlanmis olan doku
preparatlar1 37°C’de 15 dakika on inkiibasyona tabii tutuldu. Metal iyonunun
varlig1 ve yoklugundaki enzim aktivitesi standart kosullarda (Boliim 2.6) ol¢iildii.

Olgiimler en az 2 tekrarli olarak gergeklestirildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Enzimlerinin Kobay

Dokularinda Dagilimi

Aminopeptidazlar ile ilgili gliniimiize degin yapilan ¢aligmalarda ¢ok farkli
izoformlarin farkl kaynaklarda belirlenerek bunlarin substrat spesikliklerine ve
secimli olmalarma gore dagilim gosterdikleri bulunmustur. Bu calismalarin
cogunda genellikle insan aminopeptidazlarin dagilimlari incelenmis olup diger
organizmalar ile ilgili dagilim caligmalar1 ise histokimyasal cailsmalar ile
sinirlidir. Bunun yanisira direkt doku spesifik saflastirma ve karakterizasyon
hedefli ve hastalik gibi degisen kosullarda aminopeptidaz aktivite degisimlerinin
arastirilarak  klinik Onemlerini vurgulayan ¢alismalarda mevcuttur. Ancak
giinimiize degin kobay dokularinda ve bu calismada taranan bitkiler ile ilgili bir

caligmaya literatiirde rastlanamamustir.

Bu baglamda bu calismada oncelikle 11 farkli kobay dokusunda Losil
aminopeptidaz (LAP), Glutamil aminopeptidaz (GAP) ve Prolil aminopeptidaz
(PAP) enzimlerinin aktivite dagilimlarina bakildi (Cizelgede 3.1).

Cizelge 3.1 incelendiginde taranan tiim dokularda Losin aminopeptidaz
(LAP) aktivitesinin genelde glutamil ve prolil aminopeptidazlara kiyasla daha
yilksek oldugu ve 11 fakli doku arasindan da en 1iyi aktivitenin bobrek
(38,23+£6.58 U), incebagirsak (33,51+£0.13 U) ve karaciger (27,51£6.75 U) de
oldugu gozlendi. Ancak spesifik aktivite olarak degerlendirildiginde ise protein
degerinin diisiik olmasi nedeni ile en etkin dokunun pankreas oldugu (15,3 + 1.30)
ve Timusta da 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu gozlendi. Prolil aminopeptidaz (PAP)
aktiviteleri ise taranan tiim dokularda saptanmasina ragmen en fazla aktivite
bobrekde (26,4+1.59 U) belirlendi. Ancak spesifik aktivite ag¢isindan
degerlendirildiginde pankreas ve dalakta PAP’in daha etkin oldugu belirlendi.
Glutamil aminopeptidaz sonuglar1 degerlendirildignde ise literatiir de verilen diger
bir ¢ok organizmadakine benzer olarak kobayda da bobrek (22,0 = 2.80 U) ve
karaciger’in (27,57 + 6.75 U) en fazla aktiviteye sahip oldugu goriildii.
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Cizelge 3.1. Losil, glutamil ve prolil aminopeptidaz enzimlerinin kobay dokularinda dagilimi

Losil aminopeptidaz (LAP)

Prolil aminopeptidaz (PAP)

Glutamil aminopeptidaz (GAP)

Protein Aktivite Spesifik Aktivite Aktivite Spesifik Aktivite Aktivite Spesifik Aktivite
Doku (mg/ml) (U) (U/mg) (U) (U/mg) (U) (U/mg)
Beyin 3,47 £ 0.06 10,9 £ 1.53 3,13+0.45 7,25+ 1.75 2,09 +£0.72 3,45+ 0.85 0,99 £ 0.33
Bobrek 17,3 +0.22 38,2 +6.58 2,20+£0.35 26,4 +1.59 1,52 +0.04 22,0 +2.80 1,27 £0.05
Pankreas 0.62 £0.01 9,50 +0.20 15,3+1.30 5,85+ 1.85 9,43+4.5 3,68 £0.13 5,93 +1.01
Kalp 4,40 +0.21 12,4+ 1.70 2,81 +0.40 11,3+2.45 2,57+ 0.63 9,0+1.20 2,00+ 0.30
Kalinbarsak 3.74 £ 0.06 16,2 +£2.72 4,32+0.73 5,92+ 1.19 1,59 £0.75 2,55+£0.55 0,68 +0.20
Incebarsak 6,59+0.18 33,5+1.13 5,08+ 0.10 5,25+ 1.53 0,79 +0.17 12,54 £ 2.36 1,90 +0.27
Dalak 3,34+0.21 23,4+2.30 7,00 + 0.69 14,14 £2.61 423+1.17 13,25 £0.65 3,96 + 0.30
Testis 8,18 +0.25 17,1 £1.03 2,15+0.37 10,07 £ 0.63 1,23 £0.05 2,70 +0.40 0,33 +0.03
Timus 1,25+ 0.11 12,5+ 3.06 10,0 +£2.42 4,58 +£0.53 3,66 0.3 7,97+ 047 6,37 +1.50
Karaciger 12,3 +0.23 27,5+ 1.75 2.24+£0.04 11,02 +0.92 0,89 +0.37 27,57 £6.75 2,24 +0.14
Mide 4,50+ 0.27 14,7+ 1.09 3.26+0.25 1,03+ 0.15 0,22 +0.05 3,28 £ 0.08 0,72 +£0.02
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Genel olarak tiim dokularda her ii¢ formun da var olmasi ancak deger olarak
birbirinden farkli sonuglar géstermesi bu enzimlerinin dokulardaki dagilimlarinin
farkli olmas1 olarak degerlendirildi. Ozellikle LAP’1n tiim dokularda digerlerine
gore daha yiiksek aktivite degerlerine sahip olmasinin nedeninin ise genis substrat

spesifikligine bagli oldugu diisiiniildii.

Literatiirde aminopeptidazlarin kobay dokularinda dagilimi ile ilgili bir
calismaya rastlanmadigindan elde edilen verilerin kiyaslamasi yapilamamakla

birlikte farkli kaynaklarda bu enzimlere ait veriler asagida 6zetlenmistir.

Osamo ve Ark. (2004) Losil aminopeptidaz enziminin insan endotel
hiicrelerinde lokalize oldugunu belirlemislerdir. Wu ve Ark. (2008), Kizildeniz
cipura (Pagrus major), iskelet kas1 ve bobreginde ve ileana ve Ark. (1992), ise

insan lokositinde PAP enziminin aktivitesinin yliksek oldugu gozlemislerdir.

Kenji ve Ark. (2003) tavuk etinden glutamil aminopeptidaz enzimini
saflastirmislar ve karakterize etmislerdir. Maria Dolores ve arkadaslar1 (2001),
fare beyin frontal korteksinde, Abdelouahab ve arkadaslar1 (1979), domuz
bagirsaginda ve Maria Jesus ve arkadaglar1 (2001), sican astrositlerinde aspartil ve
glutamil amino peptidaz enziminin karakterizasyonu ve indiiklenebilirligi {izerine

calismalar yapmislardir.

Diger yandan Ileana ve arkadaslar1 (1992), tarafindan insan 18kositinden

Prolil amino peptidaz enzimi elde edilmis ve karakterize edilmistir.

Literatiir verilerinden de acikca goriilebilecegi gibi kaynaga gore hemen
hemen her dokuda aminopeptidazlarin bulundugu ancak kosullardaki farklanmaya
gore seviyelerinin degistigi gorliilmiistiir. Bu nedenle bu tez kapsaminda yapilan
caligmalarin ileri asamada genisletilerek gerek daha farkli substratlarin
kullanilmas1 gerekse degisen kosullarda enzim seviyelerinin incelenmesi

gerekliligi agiktir.
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3.2. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Enzimlerinin Bitkilerde

Dagilimi

Bitkiler birgok proteaz ve peptidaz icin onemli kaynaklardir. Bu baglamda
aminopeptidazlarin ~ bazt  bitkilerde = tanimlanmasi,  saflastirilmasi  ve
karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismada segilen bitkilerde
calisilmig diger proteazlar ile ilgili calismalar olmakla birlikte aminopeptidazlar
ile ilgili veriler literatiirde yoktur. Aminopeptidaz dagilimmin bazi bitkilerde
incelenmesi amaci ile acibakla, avokado, avokado kabugu, bezelye, kivi, musir,
pazi, turp otu, 1sirgan otu, ebeglimeci ve karahindiba secildi. Hazirlanan bitki
ektraktlarinda protein tayini ve 16sil aminopeptidaz(LAP), glutamil aminopeptidaz

(GAP) ve prolil aminopeptidaz (PAP) aktiviteleri 6l¢iildii ( Cizelge 3.2 ).

Sonuglar degerlendirildiginde, protein konsantrasyonlariin genelde diistik
olmasina ragmen her ii¢ enzimin de tiim bitkilerde aktivite gosterdigi belirlendi ve
spesifik aktiviteler dogal daha yiiksek bulundu. LAP, aktiviteleri en fazla avokado
ve 1sirgan otunda bulunmasina ragmen diger bitkilerde birbirine benzer aktiviteler
gozlendi. Glutamil aminopeptidazin ise sirastyla 1sirgan otu, misir ve acibaklada
en etkin oldugu diger bitkilerde birbirine yakin aktivitelere sahip oldugu gozlendi.
Prolil aminopeptidaz enzimi ise ¢alisilan tiim bitkiler ve enzimler arasinda en
yiiksek aktivite degeri olarak acibaklada saptandi. Bu sonug bir uygulama alani da
aciligin giderilmesi olan prolil aminopeptidazin etkinligi ac¢isindan anlamli olarak
degerlendirildi. Bu baglamda prolil aminopeptidaz icin acibaklanin, glutamil
amino peptidaz i¢in musirin ve 16sil aminopeptidaz i¢in avokadonun iyi bir kaynak
olabilecegi disiiniildii. Ancak calisilan bitkilerde her ii¢ enzim i¢in bulunan
aktiviteler birbirine yakin oldugundan gergek degerlendirmenin spesifik aktiviteler

cinsinden yapilmasi gerekmektedir.

Peptidazlarin bitkilerin ¢imlenme vb. farklanan evrelerinde ve stres
kosullarinda ekspresyonlarinin arttig1 bilinmektedir. Bu baglamda gerek dagilim
ve lokalizasyon gerekse fonksiyonel acidan iyi bir degerlendirme yapabilmek i¢in
aminopeptidaz enzimlerinin bitkinin tohum, kok, govde, yaprak, meyve vb.
dokularinda dagilimlarinin ve degisen kosullarda ekspresyonel bazda incelenmesi

gerekliligi agiktir.
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Cizelge 3.2. Losil, glutamil ve prolil aminopeptidaz enzimlerinin bitkilerde dagilimi

Losil aminopeptidaz

Glutamil aminopeptidaz

Prolil aminopeptidaz

piikdler Protein Aktivite Spesifik Aktivite | Aktivite | Spesifik Aktivite Aktivite Spesifik Aktivite
(mg/ml) (U) (U/mg) (U) (U/mg) (U) (U/mg)
Acibakla (Lupinus albus) 4,30£0.35 7,9 £1,0 1.84+0.24 10,6 £0,5 2.45+0.14 29,01 £1,5 6.74£0.39
Avokado (Persea americana) 0,91£0.14 16,4 +0,8 18.2+0.80 6,6 £1,0 7.2540.75 8,4 £0,5 9.240.45
Avokado kabugu (Persea americana) 0,30+0.04 3,1+0,5 10.3+£0.70 8,5 10,7 28.3+2.40 9,5 £0,5 31.7£1.13
Bezelye (Pisum sativum) 1,23£0.23 8,5 10,5 6.91£0.70 7,2+0,5 5.85+0.60 11,4+1,8 9.27+0.55
Kivi (Actinidia chinensis) 0,3340.10 7.9 1,0 23.9+1.57 56+1,5 16.9+1.54 7,7 40,8 23.30.89
Misir (Zea mays) 1,09£0.35 8,5%1,0 7.8+£1.26 16,2 +2,0 14.9+0.89 10,4 1,0 9.54+0.59
Paz1 (Beta vulgaris) 0,28+0.19 6,0£0,5 21.440.81 7,87£0,5 28.1£1.79 7,8+0,5 27.9+14
Turp otu (Raphanus raphanistrum) 0,95£0.25 9,6+0,8 10.1£0.53 9,0£0,7 9.47+0.68 10,0£1,0 10.52+0.49
Isirgan otu (Urtica dioica) 1,73+0.16 11,0£1,0 6.36£0.70 12,6£1,0 7.28+0.85 14,0£0,5 8.09+0.76
Ebegiimeci (Malva sylvestris) 0,51+0.17 5,540,5 10.8+0.81 8,3+1,5 16.3+1.20 7,2£1,0 14.1+£0.94
Karahindiba (Taraxacum officinale) 0,18+0.08 2,7+0,6 15.0+0.64 5,94+0,5 32.8+1.43 4,840,2 26.7+1.45
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Bitkilerde yapilan 16sil aminopeptidaz ile ilgili baz1 ¢alismalar
incelendiginde Ogiwara ve Ark. (2004) arpada (Hordeum vulgare L), Yong ve
Ark. (2000), domates yapraginda (Solanum lycopersicum), Vujcic ve Ark. (2010 ),
patatesde (Solonum tuberosum) ve Premarathne ve Ark. (2010), kivi meyvesinde
(Actinidia chinensis) LAP enziminin karakteristik Ozelliklerini inceledikleri

gorlilmektedir.

Javier ve Ark. (2008) domates yapraginda (Lycopersicon esculentum) ve
Armia ve Ark. (2000), Hint keneviri tohumunda (cannabis sativa) glutamil

aminopeptidaz enzimi {izerine ¢alismalar yapmislardir.

Bu calismada da etkinligi incelenen prolil amino peptidaz 6zellikle gida ve
potansiyel medikal uygulamalari nedeni ile farkli organizmalarda siklikla
calisilmigtir. Bitkilerde ise Stephen ve Ark. (1983), tarafindan bugdayda (7riticum
aestivum L.),) Morinova ve Ark. (2008) lahana yapraklarinda (Brassica oleracea)
ve Kuzuki ve Ark. (2004), mantarda (Lentinus edodes) prolil amino peptidazlarin

saflastirilmasi ve karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar yapmislardir.

3.3. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Enzimlerinin Kobay

Karaciger Subselliiler Fraksiyonlarinda Dagilimi.

Aminopeptidazlarin hiicrei¢i lokalizasyonlarinin belirlenmesi amaci ile
yapilan histokimyasal ¢alismalar olmakla birlikte enzim aktivite seviyelerindeki
farklanmalar1 inceleyen g¢aligmalar sinirhidir. Bu nedenle bu caligmada kobay
dokularindan en iyi aktivteye sahip olan dokulardan biri olan karaciger dokusunda
subseliiler fraksiyonlar hazirlandi ve aktiviteler farkli fraksiyonlarda olgiildii.
LAP, GAP ve PAP enzimlerinin karaciger subselliiler fraksiyonlarinda dagilimi

Cizelge 3.3 de verildi.

Cizelge 3.3 den de goriildiigii gibi LAP ve GAP i¢in en yliksek aktivite
lizozomal preparatta gdzlenirken prolil aminopeptidaz tiim fraksiyonlarda benzer
aktivitelere sahiptir. Bunun yan1 sira mikrozomal preparatta da sitozole kiyasla her

LAP, GAP ve PAP icin kayda deger aktiviteler belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Losil, glutamil ve prolil aminopeptidaz enzimlerinin kobay karaciger

subselliiler fraksiyonlarinda dagilimi

Losil Glutamil Prolil
aminopeptidaz aminopeptidaz aminopeptidaz

Fraksiyon | Protein | Aktivite | Spesifik | Aktivite | Spesifik | Aktivite | Spesifik
(mg/ml) (U) Aktivite (U) Aktivite (U) Aktivite

(U/mg) (U/mg) (U/mg)
Lizozom./ '\ o) 5 1r 4 | 123.147.5 | 50415 | 1024458 | 42+1.1 | 71.6410.7 | 3.0+1.8
mitokondri
Sitozol 30,4423 | 67,34,8 | 224096 | 58.8+3,9 | 19+0.7 | 75.6£6,6 | 2,5t1,3

Mikrozom | 29,8435 | 88,6+6,4 | 2,9+1.0 | 78,5+8,0 | 2,6%1,5 85,2+7,6 2,9t1,4

Lizozomlar hiicre iginde yaslanmis, yipranmis yada islevlerini yitirmis
organellerin sindiriminden sorumlhidurlar ve ¢ok etkili hidrolitik enzimler igerirler
ve bu nedenle aminopeptidazlarn lizozomal preperatta daha etkin olmasi beklenen
bir sonug olara degerlendirilebilir. Ayrica lizozomal preparattaki mitokondri ¢ok
farkli 6nemli metabolik olaylarda etkin olan bir organeldir ve bu nedenle matriks
ve i¢ membranin protein ve proteaz enzimlerinin orani diger membranlara gore

daha ytiksektir.

Giliniimilize degin farkli kaynaklarda aminopeptidazlar ile ilgili yapilan bir
cok calismada Lizozom/mitokondri preparati hazirlandigt ve bu preperattan
saflastirma ve karakterizasyon calismalarinin gerceklestirildigi goriilmektedir.
Kobay  karacigerinin  siibselliler  fraksiyonlarinda  aminopeptidazlarin
lokalizasyonlar ile ilgili bir ¢alismaya literatiirde yer verilmemesine ragmen elde
edilen sonuclarin farkli tiirlerde elde edilen veriler ile uyum icinde oldugu

distintldii.

3.4. Losil, Glutamil ve Prolil Aminopeptidaz Enzimlerinin Aktivitesi

Uzerine Metal Iyonlarimin Etkisi

Metal iyonlarinin enzimlerin katalitik mekanizmasina etkisi ¢esitlidir. Bazi
enzimler (metalloenzimler), katalitik mekanizmasina kovalent olarak baglanmis

bir veya birkag metal iyonlarmin varlhigiyla karakterize edilirken, bazi
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enzimler(metal bagimli veya metalle aktive edilen enzimler) ise, metal iyonuna
dogrudan baglanmaz, ancak metal iyonunun varligi katalitik aktiviteye katki
saglar. Baz1 enzimler (metal bagimsiz enzimler) i¢in ise, katalitik aktivite i¢in
metal iyonunun varlig1 zorunlu degildir, bununla birlikte varlig1 enzim aktivitesini

etkiler.

Metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine etkisinde, metal iyonunun
konsantrasyonu ve yiikk durumu da 6nemlidir. Konsantrasyon artist ¢ogunlukla
aktiviteyi olumsuz yonde etkilerken, metal iyonunun monovalent veya divalent
olusu da enzim aktivitesinde farkli etkilere(aktivator veya inhibitdér) neden
olmaktadir. Divalent iyonlarin genellikle monovalent iyonlara goére enzim

tizerinde daha fazla etkin oldugu goriilmektedir.

LAP, GAP ve PAP enzimlerinin aktivitesi lizerine metal iyonunun etkisi
kobay dokularinda divalent metal iyonlari (Mg™ , Mn"?, Ni"? | Cu*?) kullanilarak
gerceklestirildi. Farkli metal iyonu konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi

boliim 2.7°de anlatilan sekilde belirlendi (Cizelge 3.4, 3.5, 3.6).

3.4.1. Kobay Dokular1 losil aminopeptidaz enzim aktivitesi iizerine

metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarinin farkl kobay dokularindaki 16sil amino peptidaz aktivitesi

izerine etkisi Cizelge 3.4 de verildi.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde Mg™, Mn™, Ni? , Cu™
metallerinin  bobrek LAP aktivitesi iizerine inhibitor etkisi gosterdigi
goriilmektedir. Mg™, Mn™, Ni** iyonlar1 diger dokularda aktiviteyi arttirirken,
Cu™ nin ise tim dokularda inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi. Aktivite
artiglarinin iyon konsantrasyonundaki artig ile dogrusal olmadigi goriildii. Bu
konuda kesin bir yargiya varabilmek ancak 5 mM’lik iyon konsantrasyonundan
diisiik miktarlarda yapilacak calisma sonuclarinin degerlendirilmesi ile miimkiin
olabilecektir. Dokular arasinda en belirgin aktivite artignmn Mn" iyonlari
varliginda beyin, karaciger ve testiste oldugu ve Ni™* iyonlarn varhiginda ise
beyin, mide ve testiste oldugu goriilmektedir. Karaciger dokusunda ise 5 mM
nikel konsantrasyonunda aktivite artis1 yiiksek iken 10 mM da inhibisyon etkisi

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Kobay dokular1 16sin aminopeptidaz enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarmin etkisi

Mg+2 Mn*2 Ni®2 Cu™?
Doku Kontrol Konsantrasyon | Sp.Aktivite Aktivite | Sp.Aktivite Aktivite | Sp.Aktivite Aktivite | Sp.Aktivite Aktivite
(U/mg) (mM) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%)
. 5 21,0£07 45 19,0405 41 38,0415 82 13,0420 28
+
Bobrek 46,3+2,0 10 197415 42 17,0401 36 38,0410 82 11,0410 23
. ] 5 27,6420 119 36,0620 155 298406 128 222406 95
+
Incebagrsak 23,2410 10 287410 124 410412 177 43,8407 189 18,1420 78
5 389410 120 502405 158 49,0415 151 28,0420 75
+ b b 9 b b b b b
Dalak 32,342,0 10 402410 124 545410 170 52,041,0 170 242415 74
Bevin Csilo 5 107405 165 167420 257 137405 211 61402 94
y S 10 123410 186 215415 330 19.6+1,0 301 46405 71
] 5 228+03 114 30,0610 150 30,941,0 155 16,0415 80
+
Kalmbagirsak 20,0£0.6 10 250410 125 27,0404 135 33,0425 165 11,0402 55
5 21,0410 100 240420 115 27,0420 130 158405 75
+ b b b b b b b b
Kalp 20,8+1.0 10 25.042,5 120 25,0415 122 31,042,5 150 142406 70
Karacider L7508 5 165410 137 200410 247 30,0410 247 10,005 83
g dae 10 196404 167 33,0410 282 9.4+05 80 48410 41
. 5 19.0£01 122 220410 141 41,0610 264 8.840.6 56
+
Mide 15,5£1,0 10 27,0405 147 31,0415 200 41,7410 269 80405 51
5 870410 109 96,6+48 120 123.042.0 153 69.1418 86
+ 9 b b b b b
Pankreas 80,0+4,0 10 119,040,5 148 116,642.6 145 12504 1.5 156 440430 55
Testis 0205 5 105410 128 140410 175 23,0408 286 55405 67
A 10 122405 152 20,6+05 257 18.2+0.6 227 35405 47
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Cizelge 3.5. Kobay dokular1 glutamil aminopeptidaz enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi

Mg+2 Mn™* Nit? Cu™
Doku Kontrol Konsantrasyon Sp.Aktivite  Aktivite Sp.Aktivite  Aktivite Sp.Aktivite Aktivite | Sp.Aktivite Aktivite
(U/mg) (mM) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%)
. 5 13,6408 165 18,0403 219 30,0404 365 45405 54
+
Bobrek 8,240,1 10 15640,1 190 17,0403 207 32,016 390 43405 52
. , 104408 127 108406 131 11,5410 140 63+15 76
+
Incebagursak 8,240,2 10 112406 136 10,8402 132 14,6+41,0 178 36408 43
21,0402 116 179420 99 22,6416 125 16,5¢0,1 92
+
Dalak 18,040.3 10 21,6403 120 318411 176 282410 156 89423 50
Bevin 33505 32410 96 42420 127 52405 157 25402 75
y 20, 10 50410 150 73410 212 97410 293 15403 45
w 70402 233 45420 150 73410 245 22+40.1 73
+
Kalinbagursak 3,0+0,2 10 75401 250 6,041,5 200 6,542,0 216 15402 50
10,5405 108 12,0402 123 17.841,0 183 83+1.0 85
+
Kalp 9,740, 10 10,741,0 110 12,8405 131 18,5415 190 8,040,5 82
Karacider 130420 5 180410 138 36,0410 276 43,0420 330 122410 92
g RS 10 200410 154 31,0402,0 238 31,0410 238 85+10 65
. 5 4040,1 114 55410 157 11,0402 314 30402 85
M i 9 9 b b 9 9 9 9
ide 3,540,5 10 70401 200 10,042.0 285 90405 257 25401 71
5 158410 118 14041,5 105 16,6500 124 14,140,1 106
+
Pankreas 13,340,1 10 158410 118 175405 131 183+0,1 137 76401 57
. 5 13405 158 1.0£1,0 117 30410 341 06+0,1 75
+ 9 9 b b b b b b
Testis 0,85+0,5 10 20410 258 14406 165 35405 411 0540, 60
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Cizelge 3.6. Kobay dokular1 prolin aminopeptidaz enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarin etkisi

Mg+2 Mn™* Nit? Cu™
Doku Kontrol Konsantrasyon Sp.Aktivite Aktivite Sp.Aktivite Aktivite Sp.Aktivite Aktivite | Sp.Aktivite Aktivite
(U/mg) (mM) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%) (U/mg) (%)
. 5 14,041,8 166 23,0403 273 255405 303 5,7+12 67
+
Bobrek 8,440,7 10 184+1,8 219 274420 326 28+0,4 333 4,6+1.0 54
incebagirsak L0402 5 29402 136 35404 184 24405 126 1.940.2 100
g 710, 10 28+0,1 147 31405 163 3,040,1 157 1,620.1 84
5 203+0,5 130 234404 150 23410 142 113415 72
+
Dalak 15,640.4 10 30,041.0 190 283+1,5 181 30,0023 172 5.8+1.0 37
Bevin 54510 5 50406 144 45410 132 52402 152 3,541.0 102
y Al 10 55402 161 8,1+0,5 238 10,540.1 307 1,540,8 44
w 5 5040.1 125 60402 150 10,040,1 250 40402 100
+
Kalinbagursak 4.0+0,3 10 75408 187 8,004 200 13,040,1 325 2,7+0.1 67
5 23,0402 115 30,6408 153 358+12 180 195401 97
+
Kalp 20.00,1 10 23.6+1.0 118 34,0401 170 475401 237 19.040,1 95
Karaciser S010.5 5 70405 140 114412 228 10,0402 200 5.141.0 102
g 0%, 10 77405 154 13.440,5 268 55405 170 40420 80
. 5 30408 130 34405 147 6,5¢1,5 283 17403 73
M 2 il. 9 9 b b 9 9 b b
ide 310 10 36402 156 56402 243 40420 173 1.040.1 43
5 353404 117 37,0402 123 450440 150 220405 73
Pankr 30.0+0 4 2 S ’ S
anxreas g 10 39540.8 131 51,0440 170 56,043.0 186 10,0412 36
Testis 4ol 5 6,540.2 147 55405 125 6,043.0 136 30407 68
A0, 10 70402 160 72405 163 11,6£1.0 253 25401 56
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Sonug¢ olarak Cu™ iyonlar1 tim dokularda inhibisyon etkisi gosterirken
diger iyonlar bobrek haricinde tiim dokularda kismen veya yliksek aktivite artisina

neden olmustur.

Arastirmacilar tarafindan farkli kaynaklardan 16sil aminopeptidaz enzimi
lizerine c¢esitli metal iyonlarinin etkisi incelenmistir. Bulunan bazi sonuglar

asagida Ozetlenmistir.

Morty ve Ark. (2002) Mn?, Mg™ , Co™ Ni™ metallerinin patojenik bir
bakteride ve Lei Dong, (2005) Helicobacter pylori de Mg™, Mn™ ve Ni*

iyonlarinin enzim aktivitesini arttirdigini gézlemlemislerdir.

Natasa ve arkadaslar, Mg™ ve Mn" iyonlarmm 5 mM konsantrasyonunda
morimus  funereas bocegindeki LAP enzimin aktivitesini  arttirdigin

belirlemislerdir (Natasa ve Ark. 2008)

Hatta ve arkadaslari, kenede (Haemaphysalis longicornis) yapmis olduklar

2

bir ¢alismada 10 mM Cu'” iyonlarinin LAP enzimin iizerine inhibisyon etkisi

gosterdigini, 10 mM Ni'? iyonlarinin ise aktiviteyi arttirdigini gézlemislerdir.

Nampoothiri ve arkadaslart mantar (Aspergillus sp.) dan elde ettikleri LAP
iizerine Mg™, Mn™ ve Cu™ iyonlarmin etkisini incelemislerdir. 2mM metal
konsantrasyonunda Mg™ ve Mn"™ iyonlarmim aktiviteyi ¢ok az diisiirdiigiinii
ancak bakirin ise kuvvetli inhibsiyon etkisi oldugunu gostermislerdir

(Nampoothiri ve Ark. 2005).

Sonug olarak kobay dokular1 16sil aminopeptidaz enzimi iizerine metal
iyonlarinin etkisi degerlendirildiginde literatiir verilerine benzer sonuclar elde
edilmistir. Literatiirde genelde aminopeptidaz inhibisyonunda etkili metal olan
Cu® kobay daki dokularda da enzimi i¢in de inhibisyon etkisi gostermistir. Yine
literatiirde aktivator etkisi gosteren metaller (Mg™, Mn™> ve Ni™) beyin dokusu
hari¢ diger dokularda LAP enzimi i¢in de aktivator gorevi gormiistiir. Ancak
kaynaga, lokalizasyona ve dolayisi ile fonksiyona gore enzimlerin iyonlar ile
etkilesimleri sonucunda aktivitedeki dgisimler s6z konusu olabilecegi gibi ilgili
amino peptidazin reaksiyon mekanizmasindaki metal iyonunun roliiniinde

aydinlatilmas1 gerekliligi agiktir.
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3.4.2. Kobay dokular1 glutamil aminopeptidaz enzim aktivitesi iizerine

metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarinin farkli kobay dokularindaki glutamil amino peptidaz

aktivitesi iizerine etkisi Cizelge 3.5 de verildi.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde tiim dokularda Mg, Mn"?, Ni*
metallerinin glutamil aminopeptidaz aktivitesini arttirdigi goriiliirken Cu’™
iyonlarinin inhibitor etkisi gosterdigi goriilmektedir. Losil aminopeptidazdan
farkli olarak glutamil aminopeptidaz aktivitelerindeki artisin veya inhibisyonun
genelde iyon konsantrasyonuna bagli oldugu goriildii.. Glutamil amino pepditaz
aktivasyonunda ise hemen hemen tiim dokularda Ni** iyonlarinm en etkili oldugu
gozlendi.. Dokular arasinda ise en belirgin aktivite artiggmn 10 mM Ni™
konsantrasyonunda testis ve bdbrek dokusunda, en belirgin inhibisyonun da

bobrek, ince bagirsak ve beyin dokularinda oldugu goriilmektedir.

Aragtirmacilar tarafindan farkli kaynaklardan glutamil aminopeptidaz
enzimi lizerine ¢esitli metal iyonlarinin etkisi incelenmistir. Bulunan bazi sonuglar

asagida Ozetlenmistir.

Sarah Sarid ve arkadaglari, 1 mM metal konsantrasyonlarmda Mg
iyonlarinin insan lenfositlerindeki GAP enzim aktivitesine hi¢ bir etkisi olmazken,
Mn"*? metallerinin enzim aktivitesini ¢ok az arttirdigimi ve Cu'> metallerinin ise

aktivitenin % 50’sini inhibe ettigini gézlemlemislerdir (Sarid ve Ark.(1992).

Takashi Kuda ve arkadaslar1 Cu™ metalinin 1 mM konsantrasyonda bakteri
(S. Suis) GAP enziminin aktivitesini % 70’ini azaldigin1 belirtmislerdir (Takashi
Kuda ve Ark, 2005).

Hama ve Ark.(1982), 0,1 mM Zn" ve 0,1 mM Cu™? metalleri ve 1 mM Mn "
iyonlarinin insan bdbregindeki GAP enzim aktivitesi ilizerine hi¢ bir etkilerinin

olmadigini belirtmislerdir.

Kenji ve Ark. (2001), ise 1 mM metal konsantrasyonunda Mg™ ve Ni*

metallerinin tavuk eti GAP enzim aktivitesini arttirdiklar1 gézlemlemistir.

Sonug olarak kobay dokular1 glutamil aminopeptidaz enzimi lizerine metal

iyonlarinin etkisinde literatiir verilerine benzer sonuglar elde edilmistir.
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Literatiirde enzim inhibisyonu iizerine etkili olan Cu™ iyonlar1 kobay glutamil
aminopeptidaz enzimi i¢in de inhibisyon etkisi gdstermesi temel benzerliktir.
Ancak diger metaller igin farkli organizmalarda aktiviteyi etkilemedigi veya az
oranda arttirdig1 veya azallttuna iligkin sonuglara yer verilmistir. Bunun yani1 sira
bu caligmada glutamil aminopeptidaz enzim aktivitesinin nikel iyonlar1 varliginda
belirgin bir sekilde artmasi GAP enzimi i¢in nikel iyon varliginin aktivite i¢in son
derece onemli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle ilgili amino peptidazin
aktivasyonunda nikel iyonunun etki mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekliligi

aciktir.

3.4.3. Kobay dokular1 prolil aminopeptidaz aktivitesi iizerine metal

iyonlarmin etkisi

Metal iyonlarinin farkli kobay dokularindaki prolil amino peptidaz aktivitesi

tizerine etkisi Cizelge 3.6 de verildi.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde tim dokularda Mg™, Mn™,
Nimetallerinin prolil aminopeptidaz aktivitesini arttirdigi goriilmektedir. Cu™
iyonlar1 ise 16sil ve glutamil aminopeptidaza benzer sekilde inhibitor etkisi
goztermekle birlikte inhibisyonun 5 mM konsantrasyonda diger iki enzim kadar
etkin olmadigi 10 mM konsantrasyonda daha etkin oldugu belirlendi. Ozellikle
ince bagirsak, beyin, kalin bagirsak ve karaciger dokularmda 5 mM Cu™
varliginda aktivite hi¢ degismezken 10 mM konsantrasyonda yaklasik 20-40%
aktivite kayb1 oldugu goézlendi. Ayrica aktivitelerdeki artis veya inhibisyonun
genelde iyon konsantrasyonuna bagli oldugu goriilmektedir. Prolil aminopeptidaz
aktivasyonunda hemen hemen tim dokularda Ni™ iyonlar1 basta olmak iizere

Mg ve Mn " iyonlarimin etkili oldugu gozledi.

Arastirmacilar tarafindan farkli kaynaklardan glutamil aminopeptidaz
enzimi tizerine ¢esitli metal iyonlarimin etkisi incelenmistir. Bulunan bazi sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

Yukihiro Yamamata ve Ark.(2011), 1 mM konsantrasyonunda Mg™ , Cu™

metallerinin bakteri (Stereptomayces sp.) PAP enzim aktivitesine etkisini
incelemislerdir ve 1 mM Mg"? konsantrasyonunda enzimin aktivitesinin arttigini,

1 mM Cu™ konsantrasyonunda ise aktivitenin degismedigini belirtmislerdir.
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Marinava ve Ark. (2008), ImM ve 5 mM konsantrasyonlarda Mn "™, Ni** ve
Cu™ iyonlarimin Aspergillus oryzae rekombinant PAP enzimi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Mn™ ve Ni'? iyonlarmin aktiviteyi arttirdigimi ve Cu'? nin ise

inhibsiyon etkisi gosterdigini belirtmislerdir.

Ninomiya ve arkadaslarikayis1 tohumlarindan prolil aminopeptidazi
saflagtirarak karakterize etmisler ve 0,1 mM ve 1 mM konsantrasyonunda Mg ve
Ni"? ve Cu™ metallerinin etkisini incelenmislerdir. Mg ve Ni'? iyonlarinin
aktiviteyi az arttirdigini ve Cu’” nin ise POP aktivitesine hi¢ etkisi olmadigini

belirtlemislerdir

Sonug olarak kobay dokular1 prolil aminopeptidaz enzimi {izerine metal
iyonlarinin etkisinde literatlir verilerine benzer sonuclar elde edilmistir. Bu
calismada prolil aminopeptidazin 16sil ve glutamil aminopeptidaza kiyasla daha
yiiksek bakir konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi gosterdigi diger iyonlarin ise
aktiviteyi olumlu ydnde etkiledigi belirlendi. Ileri asamada amino peptidazinlarin
kaynaga, lokalizasyona ve tiire gore saf enzim preparatlarinda iyon etkilerinin

arastirilmasi etki mekanizmasinin tanimlanmasi agisindan 6nemli olacaktir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Bu calismada farkli kaynaklarda aminopeptidazlarin  dagiliminin
incelenmesi amaci ile doku ve bitki ekstraklar1 hazirlandi ve aktiviteleri olgiildii.
(Calisma kapsaminda incelenen 16sil aminopeptidaz, glutamil aminopeptidaz ve
prolil amino peptidaz enzimlerinin arastirilan tiim kobay ve bitki dokularinda
varlig1 belirledi ancak kaynaga gore enzim seviyelerinde farkliliklar oldugu

gozlendi.

Kobay dokularinda Losin aminopeptidaz (LAP) aktivitesinin genelde
digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu ve 11 fakli doku arasindan da en iyi
aktivitenin bobrek, incebagirsak ve karaciger de oldugu goézlendi. Prolil
aminopeptidaz (PAP) ise en fazla bobrekde, glutamil aminopeptidaz (GAP) ise

bobrek ve karacigerde en fazla aktiviteye sahip oldugu goriildii.

Bu ¢aligmada incelenen bitkilerde her {i¢ enzim igin tiim bitkilerde birbirine
benzer aktivite degerleri belirlendi. En dikkat c¢ekici ve en belirgin aktivite farki

acibaklada prolil aminopeptidaz enziminde bulundu.

Aminopeptidazlarin siibselliiler fraksiyonlarinda dagiliminin incelenmesi
amaci ile kobay karaciger lizozom/mitokondri, sitozol ve mikrozomal preperatlari
hazirlandi. LAP ve GAP i¢in en yiiksek aktivite lizozomal preparatta gozlenirken
prolil aminopeptidaz tiim fraksiyonlarda benzer aktivitelere sahip oldugu

belirlendi.

Aminopeptidaz aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi tim dokularda 5
mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan Mg+2, Mn+2, Ni? ve Cu™
divalent iyonlar ile degerlendirildi. Genel anlamda Cu™ iyonlarinin LAP, GAP
ve PAP aktivitelerine inhibisyon etkisi gosterdigi, ancak prolil aminopeptidaz i¢in
ise bu etkinin baz1 dokularda yiiksek iyon konsantrasyonlarinda oldugu belirlendi.
Diger yandan Mg, Mn",ve Ni*? iyonlarmim genelde tiim enzimleri aktive ettigi,
glutamil aminopeptidazi ise LAP ve PAP’a kiyasla daha yiiksek oranda etkiledigi
belirlendi.

Tim veriler, literatiir bilgileri ve Onemli biyolojik proseslerdeki

fonksiyonlar1 diisliniildiigiinde amino peptidazlarin yaygin olarak bulunmasi
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stirpriz bir sonug degildir. Ancak amino peptidazlarin gesitliligi, organizmaya gore
degisen karakteristik 6zellikleri, substrat spesifiklikleri ve hastalik gibi farklanan
kosullarda ekspresyonel veya aktivite seviyelerindeki degisikler nedeni ile konuya
iligkin daha detayl aragtirma gerekliligi vardir. Bu baglamda bu enzimlerin organ,
substrat vb. spesifik fomlarin belirlenmesi, saflagtirilmasi ve karakterizasyonlari
ile potansiyel spesifik terapotik ajanlarin bulunmasi veya biyoteknolojik

uygulamalar agisindan 6nemli olacaktir.
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