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Koyun Karaciger Sitozolik Ahinin Aminotransferaz Enzimine Isi,
pH ve Bazi Metal Iyonlarinin Etkisi. Alanin ve o - Keto Glutarat
icin Km Degerlerinin Bulunmasi. *

The Effects of Heat, pH, and Some Metalic lons on the Sheep Liver
Cytosolic Alanine Aiminotransferase Enzyme. The Determination of
Km Values for Alanine and a - Keto Glutarate.

Gazanfer BINGOL** — Seyma OGUT**

GIRiS

Transaminasyon bitkisel ve hayvansal organizmalarda cereyan
eden Onemli bir reaksiyon tipidir. Bu olayda esas olarak bir amino
asi din amin grubu bir keto aside tasinarak yeni bir amino asit ve
ilk amino aside ait keto asit olusur. Transaminasyon olaylarimi ka-
talizleyen enzimlere transaminaz veya aminotransferazlar denir.

Hayvansal organizmada baslica alanin, aspartat, 16sin ve tirozin
aminotransferaz enzimleri Onemlidir.

Calismamizin ~ konusunu teskil eden alanin aminotransferaz
(EC 2. 6. 1. 2)) veya GPT enzimi bugiine kadar cesitli tiirlerin
farkli dokularindan elde edilmis ve bazi 6zellikleri belirlenmistir (1,
2, 3, 4, 5). Enzimin mitokondrial ve sitozolik olmak iizere baslica
iki izozimik formu bilinmektedir. Hiicredeki total enzimin ancak
% 8-15 kadar1 mitokondride, kalani sitozolde bulunmaktadir. Bu
oran tiirden tiire degisiklik gostermektedir (5, 6, 7). Mitokondrial
izozim sitozolik forma gore ¢ok labildir. Enzim mitokondri i¢ zarin-
dan ayrilip coktiiriildiigiinde kisa siirede bilyiik ol¢lide aktivite kay-
betmektedir. Bu durum muhtemelen enzimin i¢ zardaki fosfolipit
ortamindan ayrilmasi ve faz degistirmesinden ileri gelmektedir (7,
8,9,10).
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Koyun Karaciger Stitozolik Alanin

Bu c¢alismada incelenen koyun karaciger alanin aminotransfe-
raz enzimi (EC 2. 6. 1. 2.) sitozolde % 85-90 oraninda bulunmak-
tadir, literatiirde koyun karaciger GPT enzimi ile ilgili etrafli bir
calismaya rastlanmadigindan, enzimin sitozolik ve mitokondrial
formlarinin incelenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Enzim kaynagi olarak Et - Balik Kurumu mezbahasindan te-
min edilen taze koyun karacigeri kullanildi.

Gerecler : Indirgenmis nikotin amid adenin diniikleotid (NADH),
laktik dehidrogenaz (LDH), sigir serum alblimini (BSA), 2-mer-
kapto etanol, L - prolin SIGMA; alanin, « - keto glutarat, tris, amon-
yum siilfat, metal tuzlari, KH,P0,, K.HPO, MERCK; Sephadex
G -200 ve DEAE Sephadex A -25 PHARMACIA firmalarindan te-
min edildi.

Spektrofotometrik islemler Pye Unicam SP 8-100, santrifij
islemleri Sorvall SS -3 ve Ecco - Superior IV BK sogutmali santri-
fiijjleri ile yapildi.

Yontemler : Alanin aminotransferaz etkinliginin tayini :

Etkinlik tayinlerinde Welch tarafindan Onerilen yontem uygu-
land1 (11). Total hacim 2 ml olacak sekilde 1.5 ml 0.3 M Tris-HCI
pH = 8.0 0.2 ml 40 mg/ml a - keto glutarat pH = 7.0, 1 ml 20 mg/
ml alanin pH = 7.0, 0.2 ml 10 U/ml LDH, 0.1 ml 3 mg/ml NADH
(Tris - HC1 tampon iginde) ve 10 pl enzim karistirildi. Kor olarak
enzim igermeyen karigim kullanildi. Enzim birimi 1 dakikada 1 pmol
NADH'1 NAD'ye oksitleyen enzim miktaridir.
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Enzimatik tepkime asagidaki sekilde olmaktadir :
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Protein tayinleri : Lowry (12) ve Warburg yontemlerine gore
yapild1 (13).

Sitozolik enzimin elde edilmesi : Taze olarak alinan koyun ka-
racigeri buz i¢inde laboratuvara getirilerek soguk 0.05 M Tris-HCI,
0.1 M KCI, 0.01 M alanin pH = 8.0 tamponu ile birka¢ kez yikandi
ve kiyma makinasindan geg¢irildi. Cam - teflon homojenizatorde
% 30 -40 homojenat1 hazirland1 ve siiziildii. Elde edilen siispansi-
yon 45°C de 5'is1 denaturasyonuna tabi tutuldu. Bu siirenin sonun-
da buzlu suda 5°C ye kadar sogutuldu. Coken proteinler sogukta
6000 devirde 10' santrifiij edilerek ayrildi. Supernatana % 30-45
amonyum siilfat kesiti uygulandi ve c¢okelek santrifiij edilerek top-
landi. Toplanan enzim 0.05 M Tris-HCI, 0.1 M KCI1, 10-M 2-mer-
kapto etanol pH = 7.8 tamponuna kars: sogukta diyaliz edilerek yi-
ne ayni tamponla dengeli Sephadex G -200 kolonundan gegcirildi.
Tek bir pik halinde kolondan ¢ikan enzim, % 60 (NH,), SO, doy-
gunluguna getirilerek santrifiij edildi ve cokelek alindi. Bu cokelek
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0.025 M Tris - HC1, 10°M 2 - merkapto etanol pH = 7.8 tamponu-
na karsi diyaliz edilerek yine ayni tamponla dengeli DEAE - Sepha-
dex A -25 kolonuna uygulandi, Kolonda tutulan enzim 0.C5 M Tris-
HC1, 0.5 M KCl1, 10-°M 2 - merkapto etanol pH = 7.8 gradienti ile
elde edildi. Aktif fraksiyonlar birlestirilerek % 65 (NH,), SO, doy-
gunlugunda ¢oktirildii.

pH deneyleri : Iyon degistirici kolondan eliie edilen enzimin
farkli pH'lardaki aktivitesini izlemek icin pH = 6.5 ile 9.5 arasin-
da 0.3 M fosfat, Tris - HC1 ve bikarbonat tamponlar1 hazirland1 ve
aktivite Olgiimleri yapildi.

Is1 deneyleri : Iyon degistirici kolondan alinan ve kati amon-
yum siilfat ile ¢oktiiriilen enzim, 0.05 M Tris - HCI, 10-> M 2 - mer-
kapto etanol pH = 7.8'e kars1 diyaliz edilerek elde edilen enzim ¢6-
zeltisine farkli sicaklik derecelerinin etkisi incelendi. Bunun igin
spektrofotometre kiivetleri 27 - 47°C ler arasinda sicak su sirkiilas-
yonu ile 1sitilarak normal enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Bu deneye pa-
ralel olarak 0.01 ML - prolin iceren deney ortaminda aktivite ol-
climleri tekrarlandi. Sonuglar grafikle gdsterildi.

Metal iyonlarinin etkisi : 0.025 M Tris - HCI ile eliie edilen en-
zime bazi metal iyonlariin etkisini incelemek i¢in son konsantras-
yon 10° M olacak sekilde deney ortamina MgCl,, NaCl, KC1, LiCl,
CaCl,, NH,Cl, CuSO, SnCl,, CdCl, FeCl, ilave edildi. 30° de aktivi-
teler Olciildii. Deneyler sirasinda diger substrat miktarlarinda degi-
siklik yapilmadi.

Alanin ve o - keto glutarat icin Km degerleri tayini : GPT en-
zimi ¢ift substratli olarak tepkimeye girdiginden 6nce alanin sabit
a - keto glutarat degisken, sonra « - keto glutarat sabit alanin de-
gisken substrat olarak alindi ve 30°C de enzimatik hizlar dl¢iildi. Se-
cilen alanin konsantrasyonlar1 0.374, 0.748, 1.119, 1.496, 1.870, 2.33
mM'dir. Ilk ii¢ deger sabit konsantrasyon olarak alimmistir. ¢ - keto
glutarat konsantrasyonlar1 0.074, 0.149, 0.223, 0.299, 0.374, 0.467
mM'dir. ilk {ic deger sabit konsantrasyon olarak alinmistir. Deney-
ler sonucu elde edilen hizlarin 1/v degerleri alinarak 1/S'e kars1
lineweaver-Burk egrileri ¢izildi. Egrilerin -x eksenini kestigi nok-
talar 1/sabit substrat konsantrasyonuna karsi tekrar grafige ge-
cirilerek alanin ve e - keto glutarat icin Km degerleri bulundu (14>
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BULGULAR

Koyun karacigeri alanin aminotransferaz enzimi (EC 2. 6. 1. 2.),
amonyum siilfat kesiti, Sephadex G - 200 (Sekil : 1) ve DEAE. Sep-
hadex A -25 (Sekil : 2) kolon kromatografileri ile % 5 verimle 71
kez saflastirildi. Enzimin en aktif oldugu pH araliklar1 7.5 - 8.0 ola-
rak bulundu (Sekil : 3)

. 280 nm
A
1

0.D
O 2

Enzim axtiviteri ve 0.

T T T L]
o 10 20 30 4

BT

Tip sayisi

Sek. — 1 : Sephadex G-200 kolon kromatografisi elusyon profili. Kolona
uygulanan érnek 0.05 M Tris-HCI, 0.1 M KC1, 10-°M 2 - merkapto etanol pH=7.8
ile eliie edilerek 2 ml fraksiyonlar halinde toplandi. Her tiipte etkinlik (*—¢)
ve 280 nm'de absorbans (0—0) olciildi.
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Sek. — 2 : DEAE Sephadex A - 25 kolon kromatograf isi profili. Ornek kolona
uygulandiktan sonra kolon baslangi¢ tamponu ile yikandi. 0.05 M Tris-HCI,
0.5 M KCI, 10-°M 2 - merkapto etanol pH=7.8 gradienti uvgulanarak 4 ml frak-
siyonlar halinde toplanan ornefin her tipte etkinligi (@—®) ve 280 nm'de
absorbans1 (0O—O0) olguldi.
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Sek. — 3 : Farkli tampon ve pH degerlerinde GPT aktivite egrileri.
(A_—_A) Tris, (g—m) Fosfait, (#—®) Bikarbonat tamponlari.
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Is1 denaturasyonu deneyi yapilan enzimin 38°C den baglayarak
Olciim siiresi i¢inde aktivitesinde diisme gozlendi. Aktivite degerle-
ri sicaklik derecelerine kars1 grafige gecirildiginde 38°C de denatu-
rasyonun bagladigir goriildii (Sekil : 4). 0.01 M L - prolin ile deney
tekrarlanarak ayni sicaklik derecelerinde aktivitenin degismesi goz-
lendi. L - prolinin denaturasyonu geciktirdigi gorildii.

el
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log Enzim aktivitesi
n
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o
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1
>

2,5 r '

Ll T i 1
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7 x 1073 K°
Sek. — 4 : Sitozolik GPT enziminin Arrhenius egrisi.

(O—0) Standart sartlarda,
(®—®) 0.01 M L-prolin varliginda.

Metal iyonlar1 varlifinda yapilan deneylerde ise en diisilk %
aktivite Cu" ve Li" ile, en yliksek % aktivite Ca ile elde edildi.

Km degerleri alanin i¢in 1.66 mM, a -keto glutarat icin 0.33
mM olarak bulundu (Sekil : 5), (Sekil : 6).

/v

T T T T T T T T T L]
10 8 6 & 2 0 2 K 6 8 10 12 14 L/§
«-keto glut.
Sek. — 5 : Alaninin Km degerinin Lineweaver.Burk egrisi ile saptanmasi.
Alanin konsantrasyonu sabit, ¢ -keto glutarat konsantrasyonu degisken olarak
alinmigtir.
178



Koyun Karaciger Stitozolik Alanin

1/v
(1)
o
L]
W
Vi
¥ Ll L] T L) L 1 1
3 2 12 0 1L 2 3 4 S 1/s
alanin
ek. — 6 : - keto glutaratin Km degerinin Lineweaver-Burk egrisi ile sap-
g g g

tanmasi, g -keto glutarat konsantrasyonu sabit, alanin konsantrasyonu de-
gisken olarak alinmistir.

TARTISMA VE SONUC
Alanin aminotransferaz enziminin O6zelliklerini incelemek ama-
ct ile literatiirde ¢ok farkli tiir ve dokularin secildigi goriilmektedir.
Enzim c¢esitli tiir ve dokularda farkli oranlarda bulunmaktadir (5,
15).

Koyun karacigeri GPT enzimi diger tiirlerin enzimlerinden ba-
z1 yonleri ile ayrilmakta, bazi 6zellikleri ise - molekiil agirligi harig
tutulursa - Ozellikle rat karacigeri sitozolik enzimine benzemekte-
dir. Caligmamizda kullanilan taze koyun karacigerinde ortalama 1.6
- 2.3 U/ml enzim etkinligi bulunmustur. Tris - HCI, fosfat ve bikar-
bonat tamponlarla yapilan etkinlik deneylerinde enzim i¢in optimum
pH 7.5 - 8.0 olarak saptanmistir. Deneylerde Tris - HC1 tamponun
tercih edilmesi aktivite tayininde kullanilan NADH''n bu tampon-
da daha dayanikli olmasindan ileri gelmektedir (16).

Is1 denaturasyonu deneyleri sonucunda enzimin 38°C den basla-
yarak aktivitesini kaybettigi, L - prolinli ortamda ise denaturasyo-
nun yavagladigi gorilmiistir (Sekil : 4). Segal - Matsuzawa (17)
L - prolinin rat karacigeri alanin aminotransferaz enzimini 1s1 de-
naturasyonuna karst korudugunu belirtmislerdir. Bu o6zellik koyun
karacigeri enzimi i¢in de gecerli olmaktadir. L-prolin muhtemelen
enzimle baglanarak, 1s1 karsisinda protein baglarinin kopmasini 6n-
lemekte ve denaturasyonu geciktirmektedir. Jung ve Egger'e gore
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(18), serum alanin aminotransferaz enziminin Arrhenius egrisi
27 - 30°C'de kirilma gostermektedir. Bu konuda yapilmis degisik
arastirmalar vardir (18, 20). Caligmamizda Arrhenius egrisi 30°C
de kirilma goéstermistir.

Metal iyonlarinin enzimatik aktiviteye etkilerini inceleyen De
Rosa-Swick (5), en ¢ok Mg**, en az Cu’ ile % etkinlik elde et-
miglerdir. Calismamizda en ¢ok Ca’' ile etkinligin korundugu goz-
lenmistir. ki degerli bir metal olarak Ca, Mg gibi etkinligi koru-
maktadir.

Alanin aminotransferaz enzimi ping-pong mekanizmasi ile ca-
ligmaktadir. Enzimin etki ettigi iki substrata olan ilgisi birbirinden
farklidir. Buna goére alanin ve « -keto glutarat i¢in farkli Km de-
gerleri elde edilmektedir. Km degeri substratin hiicresel seviyesi
hakkinda fikir verir. Ayrica farkli organizmalarin, dokularin veya
gelismenin farkli basamaklarinda ayni doku enzimlerinin birbiri ile
kiyaslanmasinda onemlidir. Farkli bilesiklerin Km iizerine olan et-
kileri olgiilerek enzimatik aktivitenin inhibisyonu ve bu inhibisyo-
nun tipi aydinlatilabilir. GPT enzimi i¢in literatiirde bulunan gesitli
tirlere ait Km degerleri birbirinden farklidir (Tablo : 1). Genel
olarak ileri tepkimede e -keto glutarat i¢in bulunan Km degerleri
alanin i¢in bulunan degerlerden daha kii¢liktiir. Bu da enzimin
o - keto glutarata olan ilgisinin alanine goére daha fazla olmasindan
ileri gelmektedir. Calismamizda alanin i¢in 1.66 mM, (Sekil : 5),
o -keto glutarat i¢in 0.33 mM (Sekil : 6) Km degerleri bulunmus-
tur, onceki caligmalara goére her iki substrat icin de enzimde tek
bir baglanma yeri vardir (21, 22).

Tablo : 1 (EC2.6.1.2) icin cesitli kaynaklardan alinan
Michaelis sabiteleri

Tiir Substrat Km (M)
Domuz Kalbi L - ala 2,8 x 10~
SGPT aketo glu. 40 x 10-

piriivat 3,0 x 10-

L - glut. 2,5 x 10~
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Si1gir Kalbi L - ala 1,0 x 10-°
sGPT

o -keto glu. 1,2 x 10-°

piriivat 2,3 x 10-°

L - glut. 8,1 X 10-

Rat Karacigeri

sGPT L - ala 4.2 X 10-
o

-keto glu. 1,1 x 10-

pirivat 9,0 x 10-

L - glut. 1,5 x 10~

Domuz Karacigeri

mGPT L - ala 1,9 X 10-

% keto glu. 0,42x  10-

Rat Beyni L - ala 9,1 «x 10-
sGPT o

- keto glu. 0,71x 10-

L - ala 6,1 x 10-°
mGPT o

-keto glu. 0,54x 10-°

Rat Karacigeri L - ala 6,1 x 10~
mGPT o

- keto glu. 0,5 x 10-

OZET
Bu ¢alismada alanin aminotransferaz enzimi (EG 2. 6. 1. 2.)

taze koyun karacigerinden elde edilerek optimum pH degerleri 7.5 -
8.0 olarak bulundu.

Is1 ile bozunma deneyleri 38°C den baslayarak Arrhenius egri-
sinin kirildigini, 1s1 ile denaturasyonun 10-° M L -prolinle gecikti-
gini gosterdi. Km degerleri alanin i¢in 1.66 mM, O - keto glutarat
i¢gin 0.33 mM olarak bulundu.

Metal iyonlarindan Ca’ un 10-° M konsantrasyonda aktivite-

yi korudugu, Cu’ nin ise aktiviteyi disirdigi godzlendi.
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SUMMARY
In this study alanine aminotransferase enzyme (EC 2. 6. 1. 2.)

was obtained from fresh sheep liver, and its optimum pH value
was found between 7.5 and 8.0.

The denaturation of the enzyme commenced at 38°C, and a

break was observed in the Arrhenius plot at this temperature. Heat
denaturation was delayed by 10-° M L - prolin.

Km values were determined 1.66 mM for alanine, and 0.33 mM

for a - keto glutarate.

10-°M of Ca’+ ion was found to be effective in the preservation

of the present activity, but Cu’+ ion at the same concentration
decreased nearly all the enzyme activity.
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