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OzET

Bu calismada, Kars yoéresinde bulunan Tuj ve Morkaraman irki
koyunlarda serum ve sit Losin Aminopeptidaz (LAP) aktivitesinin
arastiriimasi amaglandi.

Materyal olarak 87 adet 3-6 yasinda, Tuj ve Morkaraman irki koyun
kullanildi. Koyunlardan uygun alinan kanlardan elde edilen serum ve st
drneklerinde spektrofotometre ile LAP aktiviteleri tayin edildi.

Serum LAP aktivitesi Morkaraman irki koyunlarda 8,93 = 3,50
pg/ml, sit LAP aktivitesi de 16,84 = 6,35 pg/ml olarak, Tuj irki
koyunlarda serum LAP aktivitesi 8,36 + 1,82 pg/ml, sit LAP aktivitesi de
17,00 +£9,17 pg/ml bulundu. Degisik irk ve yastaki koyunlarda yapilan bu
calismada yas ve irka gore istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunmadi.

Sonug olrak sadlikli koyunlarda serum ve st LAP aktivitelerinin
saptanmasiyla ilerde koyunlar tzerinde yapilacak dider arastirmalara

kaynak olusturabilecegi kanaatine varildi.




SUMMARY

This study was aimed to determine LAP activity which were grown
up in and around the Kars.

For this study, 87 Morkaraman and Tuj sheep were used as
material. The Blood serum and milk LAP activities was determined by
spectrofotometer.

As a result, for Morkaraman sheep the serum LAP activity 8,93 +
3,50 pg/ml and the milk LAP activity 16,84 + 6,35 pg/ml for Tuj sheep
serum LAP activity 8,36 + 1,82 pg/ml and the milk LAP activity 17,00 £9,17

pug/ml was found.
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1.GiRiS ve GENEL BILGILER

Diinyada hayvansal tretim faaliyetleri arasinda koyun yetistiriciligi
onemli bir yer tutar. Cesitli Ulkelerde, baska amaglar igin kullanilmayan mera
ve oflaklar koyun vyetistiriciligi yolu ile uygun bir sekilde
degerlendirilebilmektedir. Koyunlar, bdyle alanlardaki dogal vejetasyonu,
insanlarin beslenmesi icin gerekli et ve st gibi besin triinlerine dontsturdr,
yapag! ve deri gibi Grnleri de dretir. Dinyada 1,2 milyar adet koyun
bulunmaktadir. Mevcut koyunlardan yilda 6,1 milyon ton et, 8,6 milyon ton st
tretiimektedir. Bu tretim miktari diinya toplam et ve sut tretiminin sirasiyla

%4 ve % 2’ sine denk gelir(1).

Turkiye'nin biyik bir béliminde yazlarin kurak ve kiglarin sert olmasi
nedeniyle mera ve otlaklar genellikle fakirdir. Ulke yuzélciminin %23
kadarini bu tip mera ve otlaklar olusturur. Turkiye'de ortalama et tretiminin
%32'si ve siit Uretiminin %22'si bu yetistirme kolundan saglanmaktadir. Ote
yandan koyunculuk kesiminden yilda 62.000 ton yapagi ve 67.000 ton taze
deri elde edilmektedir. Bu driinler hali, yinli dokuma ve deri sanayilerinin

ham maddelerini olusturmaktadir(1).

Tum dinyada hayvansal Uranler agisindan &énemli yeri olan
koyunlardan ve diger evcil hayvanlardan daha fazla verim alinmasinin
yanisira hastaliklardan da korunma, teshis ve tedavide 6nemli yer tutan
biyokimyasal parametrelerin tesbiti ve ozelliklede enzim testleri onemlidir.
Enzimler genellikte tipta bazi hastaliklarin teshisinde ve bir dereceye kadar
da tedavide kullaniimaktadir(2,3).

Gunlimiizde veteriner hekimlik alaninda enzim testlerinden yeterince
yararlanildigini sdylemek olanaksiz bulunmakla birlikte, 6ntimtzdeki yillarda,
ozellikle cabuk sonug veren, duyarll ve yeterince ucuz tekniklerin
gelistiriimesine bagli olarak uygulamalarin yayginlik kazanabilecegi
anlasiimaktadir. Oncelikle kan serumunda, daha az da beyin- omurilik sivisi,
sinovya gibi organizma sivilari ile stt, idrar ve digki érneklerinde enzim

aktivitelerinin olctilmesi klinik biyokimya alaninda giderek artan bir deger




kazanmis ve ozellikle karaciger, miyokardium ve kan hastaliklarinin

taninmasi ve izlenmesi amaci ile kullaniimasi yayginlagsmistir(2,4).

Bu calisma ile Kars yoresindeki Tuj ve Morkaraman irki koyunlarda
serum ve sit LAP aktivitelerinin tesbiti ile ileride yapilacak ¢alismalarda da

bir kriter olarak kullanilabilmesi amaglanmistir.
1.1. Koyun Irklari

TUrkiye, degisik cografi yapida ve farkli iklim sartlarina sahip cesitli
bélgelerden meydana geldiginden her bélgede o bélgenin sartlarina uyum
saglamis koyun irklari yetistiriimektedir. Turkiye'de yetistirilen koyun irklari
kuyruk yapisina gore dort grupta incelenir(1).
a)Yagh kuyruklu irklar:

Akkaraman, Morkaraman, Daglig, ivesi, Karagil
b) Yagsiz uzun kuyruklu irklar:

Kivircik, Karakaya, imroz, Sakiz, Turk Merinosu
c) Uylugu yagh irk

Tuj

d) Diger Koyunlar

Kamakuyruk, Herik, Candir, Kesber vb.

Kars ve yoresinde ise genellikle Tuj ve Morkaraman irki koyun
yetistiriimektedir.

a) Tuj : Turkiye'nin Rusya sinirina yakin kuzeydogu bdlgesinde,
ozellikle Kars, Ardahan ve Igdir gevresinde yetistirilen bu irk Kars koyunu,
Cildir koyunu ve kesik olarak da bilinir. Vicut beyaz renkli kaba-karisik
yapag ile értuludir. Goz etrafinda ve ayaklarda siyahliklar bulunur. Erkekler
boynuzlu digiler boynuzsuzdur. Uylugu yagh bir irktir. Kuyruk kisa ve yagli
olup dip kisminda ve butlarin i¢ yuziinde yad kitlesi bulunur. Vicut orta
iriliktedir. Yapagisi Akkaraman ve Morkaraman yapagisindan iyidir.

Anac koyunlarda; canl agirlik 445 kg., kirli yapagi verimi 2 kg., lule
uzunlugu 115 cm., yapag: kalitesi 40-50 S (C-D), sut verimi 560 kg.,




laktasyon siiresi 140-150 giin, ikiz dogum orani %5-10, yapag! randimani
%60-65 dir(1).

b) Morkaraman: Yerli bir irktir ve Dogu Anadolu'da yetistirilir. Bu itk sayi
olarak Turkiye'de ikinci sirada (%23,2) yer alir. Viicut kahverengi veya kizil
kahverengi kaba-karisik yapagi ile értuludir. Erkekler ve disilerde boynuzlu
ve boynuzsuz olanina rastlanir. Bas, boyun, karinalti, bacaklar ciplaktir. Bas
uzun ve dar, boyun uzun, viicut dar ve kisa, bacaklar uzundur. Kuyruk yagli
ve S kivrimlidir. .

Anag koyunlarda; canli agirlik 50-60 kg., kirli yapagi verimi 2-2,5 kg.,
lile uzunlugu 10-12 cm., yapag kalitesi 36-42 S, sGt verimi 80-90 kg.,
laktasyon siiresi 150-160 gun, ikiz dogum orani %20-30, yapag! randimani
%65-72 dir (1).

1.2. Enzimler

Enzimler cok az miktarlari ve Ustun katalitik ggleri biyokimyasal
reaksiyonlari katalizleyen protein yapili molekullerdir. Oyle ki enzimle
katalizlenen bir kimyasal reaksiyonun hizi enzimsiz bir reaksiyona gore 108-
102 kat daha fazladir. Biyolojik aktif proteinler olan enzimler reaksiyon
sirasinda bazi fiziksel degisimlere ugrasalar da reaksiyon sonunda tekrar

baslangigtaki durumlarina déntsirler, harcanarak ortadan kaybolmazlar (2).

Uluslararasi Biyokimya Birligi Enzim Komisyonunun 1964 yilinda
enzimleri sistematik bir isimlendirme ve siniflandirmaya tabi tutmustur. Bu
sistem (zerinde 1972 ve 1978 yilarinda yapilan dizenlemelerle enzimler 6
ana sinifa ayrilmistir. Enzim kod numaralari noktalarla ayriimis 4 rakamdan
ibaret olup ilk rakami enzimin 6 ana siniftan hangisine girdigini, ikinci rakam
etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel grubu, tgtinct rakam akseptord,
dordincii rakam ise belli bir sinifta enzimin aldigi sira numarasini gésterir
(2).

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlarini

katalizleyen enzimler bu sinifta toplanmigtir. Bu sinif enzimlerin substratlari




genellikle elektron ve hidrojen dondrleridir. NADH, NADPH, FADH,, FMNH
gibi koenzimleri bulundururlar. Laktat dehidrogenaz (LDH), ve katalaz bu
grup enzimlere drnektir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubu, bir donérden bir akseptore
tastyan enzimlerdir. Sistematik isim donor, akseptér grup transferaz
seklindedir. Transaminazlar bu gruba en iyi érnektir. Bu grubun en iyi bilinen
enzimleri glutamat-okzalasetat transaminaz (GOT) ve glutamat-privat
transaminazdir (GPT).

3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini katalize eden enzimlerdir.
Substratin gesidine gore ester, eter, peptid v.s. baglari hidrolize eder.
Fosfataz, siilfatazlar, pepsin, tripsin bu gruba érnek verilebilir.

4, Liyazlar: Bu grup enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglari
hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina
bir cok cift bad ilave ederler. Karboksiliyazlardan dekarboksilazlar, privat
dekarboksilaz, dehidratazlardan fumaraz bu gruba érnektir.

5. izomerazlar: Bir grup igindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri
katalize eden enzimler olup yaptiklari izomerizme gbére rasemazlar,
epimerazlar, cis-trans izomerazlar, izomerazlar, tautomerazlar, mutazlar, ve
siklo-izomerazlar adini almaktadirlar.

6. Ligazlar: Ligazlar C-O, C-S, C-N, C-C arasindaki bir bagin
olusmasini saglayan enzimlerdir. Bu enzimler genellikie ATP deki veya diger
trifosfatlardaki  pirofosfati  hidrolize ederek iki molekilin birbirine
baglanmasini katalize eder. Asetati CoA ile birlestirerek As-CoA'yI meydana
getiren asetil CoA sentetaz bu gruba érnektir(2,3).

Enzim kod numaralari noktalarla ayriimis 4 rakamdan ibaret olup ilk
rakami enzimin 6 ana siniftan hangisine girdigini, ikinci rakam etki ettigi
kimyasal yapiy! ve fonksiyonel grubu, Gigtincii rakam ise akseptord, dordinct
rakam ise belli bir sinifta enzimin aldigi sira numarasini gosterir(2).

Losin Aminopeptidaz LAP (3.4.11.1) érnegdinde oldugu gibi ik rakam
olan enzimin bir hidrolaz oldugunu, ikinci rakam peptidleri hidrolize eden

peptidaz oldugunu, tglincti rakam peptidleri amino grubundan parcaladigini,




dordincti rakam ise onun spesifitesini gosteren l6sin igeren bilesikleri

hidrolize ettigini gostermektedir(7).
1.2.1. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar, barsak kanalinda proteinlerin sindiriminde onemli
roli olan enzimlerdir. Polipeptidlerin sindirimi, pankreastan salinan ginko
iceren bir enzim olan karboksipeptidaz ve duedonumun Brunner’s bezleri ve
Lieberkihn bezlerinden salgilanan aminopeptidaz ve dipeptidaziarin bir
karigimiyla gergeklesir (4).

Aminopeptidazlar ¢ok genis bir sinifa sahip proteinazlarin bir tyesi
olup, protein olugumu, hormon Uretimi ve peptidlerin sindiriminde gérev
alirlar. Ayrica bu enzimlerin, proteinlerin pargalanmasinda ve biyolojik aktif
peptidlerin metabolizmasinda buytk 6nemleri vardir. Aminoasitleri protein

molekilinin N-terminalinden pargalayan ekzopeptidazlari igerirler(4,5).
1.2.1.1. Lésin Aminopeptidaz (LAP EC 3.4.11.1)

1929 yilinda Lindertrom-Lang, domuzlarin intestinal mukozasindan
ekstrakte edilen erepsinin l6sildiglisini hizla hidrolize eden bir enzim igerdigini
gosterdi. Bu enzimin erepsinin diger peptidazlarindan farkli oldugu énceleri
Euler ve ark. tarafindan gésterilmigti. Daha sonralari, Johnson ve ark.
tarafindan kismen saflastinimig ve ilk olarak I6silpeptidaz olarak
isimlendirilen bu enzimin Mg* ile aktive edildigi gésteriimistir. Johnson ve

Berger daha sonra bu enzimin Mn*? ile daha iyi aktive olabilecegini gosterdi

(5).

Daha sonralari yapilan galigmalarda L-I6silamid bilesiklerini hidrolize
ettigi fakat N-asetil bilesiklerinin dayanikli oldugunun bulunmasindan sonra
bu enzime Lésin Aminopeptidaz (LAP) adi verildi (5,6,8).

GlnUmizde  sadece l6sin iceren bilesikleri hidrolize etmedigi

bilinmektedir (5-8).




Smith 1940 ve 1950’li yillar arasinda yaptigi bir ¢ok c¢aligmada bu
enzimin bilyiik cogunlukta peptid ve amidleri hidrolize ettigini gésterdi, metal

iyonunu aktivasyonunu da agikladi (10,11).

Bir ekzopeptidaz olan LAP; polipeptid ve peptid zincirindeki N-terminal
amino asitleri hidrolize eder. Her ne kadar LAP adi enzimin spesifitesini
belirtse de, hidrofobik bir cok amino asidi kolaylikla hidrolize edebilir. Arginin,
lizin, prolin gibi bazi amino asitler zayif substrat 6zelligi gésterirler. Bununla
beraber enzimin parcaladidi tim amino asitler L-konfigrasyonunda olmalidir
(5,7,9,12,13).

LAP sitozolik bir aminopeptidaz olup, 6zellikle ince barsak mukozasi,
pankreas, bobrek, uterusun stroma hicreleri ve karaciger hucrelerinde
yiilksek aktivitede olmak Uzere insan ve hayvan dokularinda(5,44), bitkilerde
ve bakterilerde bulunur (44). Enzim hicrenin sitoplazmasina lokalize olmus
durumdadir (6,7).

Sit(19), serum, idrar gaita, safra ve mide sivisinda 6nemli aktivitede
bulunan enzimin fizyolojik fonksiyonu ve sitoplazmadan viicut sivilarina nasil
gectigi heniiz aydinlatilamamstir (7,19,20).

LAP metallopeptidazlar grubundan olup tripeptidleri, tetrapeptidleri,
pentapeptidleri hidrolize etmesine ragmen dipeptidler Uzerinde bir aktivite
gostermez(9). Serbest -NH, grubuna sahip peptid baglarinin yikiminda
spesifik bir enzim olan LAP’In aktivite gbsterebilmesi i¢in serbest karbonil
grubu gereklidir (12,14).

LAP’In hayvansal organlardaki dagilimi ile ilgili genig caligmalar
yapllmasina ramen meme dokusu ve sit LAP aktivitesi hakkinda
literattirlere rastlanmamistir.

Enzimin aktivitesini etkileyen énemli faktorler inek suti LAP aktivitesi
tayini icinde yapilmistir(19). Optimal élgim sartlarini saglamak ancak farkls
arastirma gruplarinin  farkli zamanlarda elde edilen sonuglarinin
karsilastiriimasi ile mumkindur. Farkl faktorlerin enzim aktivitesine etkisiyle
ilgili kosullarin optimize edilmesi ile sonuglarda guvenirlige gidilebilir.

Olgtimiin optimize edilmesi saklama kosullar, inkiibasyon sresi, inkibasyon




Isisi, substrat konsantrasyonu, sitteki pH degeri, saklama derecesi ve
aktivatorlere baghdir. Yapilan galismalar sit LAP aktivitesi igin en uygun
inkiibasyon stresinin 372 C'de 30 dk. oldugunu géstermektedir. Bu strede
enzim substrati ile doyurulmaktadir. Bundan daha dusiuk ve yiksek
inkiibasyon sureleri de bulmak muimkindur. 60°C’ deki 1sida enzim
aktivitesinin %80’in1 kaybettigi, 75° C’' de ise higcbir aktivite gostermedigi
kaydedilmistir (19).

Sut érnekleri ile yapilan galigmalarda pH degerinin 6,6-7,5 arasinda
degistigi bildirilmistir (19).

Sut LAP aktivitesinde sulandirma islemi igin higbir literatir bilgisi

bulunamamisgtir.

1.2.1.2. Molekiiler Yapisi

Aminopeptidazlar hakkinda ¢ok az bilgi olmasina ragmen 6zellikle
sigir lens LAP'1 iyi bilinmektedir. Molekal agirigr 324 000 Da. olup, 15 a-
heliks ve 11 B-katlanmis yaprak yapisi hakimdir. Her birinin molekul agirligi
54,000 olan 6 tane alt birimden ve 12 tane cinko iyonundan olugan
hekzamerik bir yapiya sahiptir. Bu enzimin amino asit zinciri hem DNA hem

de protein kismi igin aydinlatilmistir (9,12,13).

Sekil I. Sigir lens 16sin aminopeptidazi (51)




1.2.1.3. Monomer Yapisi

LAP 487 tane amino asit ve iki tane de ¢inko iyonu igeren bir ¢inko-
peptidazdir. Yapida buluna amino asitler a- ve (- gibi iki katli bir molekdl
olustururlar. Bu molekultn yarigapi yaklasik 90x55x55 A” kadardir. Sekonder
yapinin ise %401 a-heliks, %19 da B-katlanmis yaprak seklindedir (9,12).

N-terminaldeki 150 amino asit katlanarak doért tane a-heliks arasina
girer ve bes kenarl bir B-katlanmis yaprak tabakasi olusturur. Olusan bu
tabakanin dort tanesi paralel kenar bir tanesi de antiparalel kenardir. Bir a-
heliks ve besinci B-katlanmis yaprak tabaka birleserek uzun bir spiral
olusturur ki bu spiral yapr Arg-137 ile Lys-138 amino asitleri arasindadir
(12,13).

a-heliks yapilarindan bir tanesi 151. ve 170. amino asitleri arasinda
olusur ve N-terminal ile C-terminal bélgeyi birbirine baglayan merkezde sekiz
tyeli sandalye seklindeki B-katlanmis yaprak yapisi hakimdir. Buna ilaveten
monomer ylzeye lokalize olmus ve enzimin diger hekzamer Uyelerine etki
edebilen ¢ kenarl kiguk bir B-katlanmis yaprak tabakasi daha vardir. Aktif
bolge ve iki tane cinko iyonu ise tamamen katalitik bélgeye lokalize olmus
durumdadir (11,12,14,15).

Sekil Il . LAP'in monomer yapisi (51)




Norbert ve ark.’nin X-iginlari ile yaptiklari bir calismada, Escherichia
coli'den elde edilen aminopeptidaz A (PepA) ve sidir lensinden elde edilen
LAP'In yapilarinin ¢ok benzer oldugu, her iki yapida da katalitik etki gdsteren
cinko iyonu yakininda arjinine bagh bir bikarbonat iyonunun (HCOg) bagli
oldugu gosterildi. Bikarbonat iyonlarinin, ¢inko iyonu ile bagh su
molekullerinden, ayrilan peptid grubuna proton transferini kolaylastirdigi, Arg-
356 ya bir bikarbonat iyonunun baglanmasinin enzim aktivitesini artirdigi

fakat enzimin aktivitesi icin cok gerekli olmadigi kaydedilmistir (17).
1.2.1.4. Hekzamer Yapisi

LAP’In ¢ boyutlu yapisi simetrik bir diizlem Uzerinde dusunalurse
hekzamer yapinin tiggen bir sekil aldigi ve kenar uzunluklarinin 115 A°
oldugu gérilur. Ug katli eksen boyunca hekzamer yapinin mesafesinin en

fazla 90 A2 oldugu elektron mikroskobu ile gésterilmistir (12,13,15,18).

o

Sekil lll . LAP’in hekzamer yapisi (51)




1.2.1.5. Aktif Bolgesi

LAP’In aktif boélgesi sekiz kenarli B-katlanmis yaprak bélgesinin
hemen yanina lokalize olmus durumdadir. Alti tane aktif bélge,hekzamer
yapinin igine lokalize olmustur ve bunlar yarigapi 150 A°, yiiksekligi 10 A°
olan disk seklinde bir bosluktan ibarettir (14,16).

Iki ¢inko iyonu arasindaki uzaklik yaklasik 2,88 A° kadardir. Daha
6nceki calismalarda da belirtildigi gibi bu iki ¢inko iyonu ayni degildir. Cinko
iyonlarindan bir tanesinin digerine gére daha siki bir sekilde baglandig
goralur. ikinci pozisyondaki ginko iyonu, Asp-225 nin bir O® atomu, Asp-332
nin bir O%, bir karbonil oksijeni ile Glu-334’nin bir O® atomu ile koordine
olarak tetrahedral bir yapi olusturur. Diger c¢inko atomu ise protein
molekiliine daha gevsek baglanmis durumdadir ve bir Asp-273 O® atomu, bir
Asp-225 O° atomu ve bir tane de Glu-334 0% atomu iie koordine haldedir. Bu
alanda doértlu bir liganda rastlanmamistir. Daha 6énceleri sigir lens LAP’inin
metal-substrat calismalari her iki pozisyondaki ¢inko iyonunun Mg*?, Mn*?, ve

Co* gibi iyonlarla birlikte bulundugunu kanitlamistir (11,1213,16).

Sekil IV. LAPin Aktif bélgesi (53).

Ayrica aktif bolge iki tane asidik amino asit artigi da ihtiva eder. Bunlar
Lyz-250 ve Arg-336'dir. Lyz-250 birinci pozisyondaki cinko iyonu ile lokalize
olmus durumdadir. Arg-336 ise iki ¢inko iyonuna da ayni uzaklikta lokalize
olmustur. Bu amino asitlerin enzimin katalitik glictunu etkileyip etkilemedigi

henlz bilinmemektedir (9).
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Sekil V. LAP’In Hekzamer Yapisi ve Aktif Bolgesi

LAP’in aktif bélgesindeki C-terminali 173 ile 487. amino asitleri kapsar.
Bu alan yaklasik 7A° buyuklugundedir. Hidrofobik bélge olan bu alanda Thr
359, Gly 362, Ala 451, Met 454 mevcuttur (9).

1.2.1.6. Etki Mekanizmasi

LAP serbest amino grubu bulunan birgok amid ve peptidi hidrolize
eder. Hidroliz kapasitesi substratin bilytkligiine ve R gruplarinin polaritesine
baghdir ( 16sin > izolosin > valin > alanin > glisin). Sayet substratta herhangi
bir fonksiyonel grup veya polar grup iceren amino asit varsa enzimin hidroliz

derecesi diiser (4,6).
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NH, O
I I
R-C - C-NH-KR
Ayrica R’ de enzimin hidrolizi (izerinde etkilidir. Eger R’ polar bir grup

intiva ederse, hidroliz biraz yavaslar (4).

Diger deneysel bir calismada metal iyonunun aminopeptidazlarda bir
kdpri gorevi Ustlendigi, enzim ve substrat ile koordine bir kompleks
olusturdugu belirtilmistir (4,5,7).

Mn*2 kadar iyi bir aktivatér olmayan Mg* iyonu enzimin stabil hale
gecmesi icin gereklidir. Bu, Mn*?nin alkali pH’da optimal aktivitenin oldugu
anda olusan oksidasyon Qrhnlerinin - enzime zararsiz  etkisinden
kaynaklanmaktadir. Optimal pH'da iyon enzime imidazol veya amin
grubundan baglanir. Yapilan ¢alismalar géstermistir ki metal iyonlarindan
yalniz bir tanesi enzimin aktif ytizeyine baglanir. Katalizleme sirasinda metal-
enzim kompleksi substrata gegici olarak baglanir. Bu baglanma yeri serbest
uctaki amino grubudur. N-agil ve N-aril gruplarinin bu kompleks igin substrat
olmadig bildirilmistir. Baglanma yeri amino grubunun azot atomudur (11,13).

Yukarida sunulan deliller; metal iyonunun, substratin enzime
baglanmasinda aracilik ettigini géstermekte ve substrat ile protein molekdli
arasinda olusan mekanizmayi agiklamaktadir. Metal iyon-peptid kompleksleri
tizerinde yapilan galismalar, etkiyen kismi yliksiz amino gruplari ve peptid
amidleri veya esterin oksijen atomu oldugunu géstermistir. Substrat-metal
iyonu-enzim kompleksi olusumunda reaksiyon hizi her ne kadar ¢ok artsa da

“bu anda katalitik bir etki beklenmez. Ribonlikleaz ve kimotripsin igin suyun

bagli oldugu bir bélgenin var oldugu bilinmektedir. Béyle bir yapinin LAP igin
de olabilecegi dustnulmus, ve alkol ile yapilan inhibisyon g¢aligsmalarinda
bunun uygun olabilecedi gosterilmistir. pH aktivite egrileri, katalizleme igin
substratin amino grubu ve su bagll bolge olan imidazol grubuna varligina
ihtiyac oldugunu gostermistir (22).

Norbert ve ark. yaptiklari caligmalarda LAP igin bir etki mekanizmasi
éne surmuslerdir. Buna gére Arg-356 nin yakininda bulunan bikarbonat iyonu

metal képrusi ile kurulu olan su molekilinden bir proton kabul eder. Alinan
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bu proton tedrahedral yapidan amino grubunun koparilmasini kolaylastirir
(17).

1.2.1.7. Inhibitorleri

Enzim EDTA ve sitrat ile kuvvetli bir sekilde inhibe olur. Hem EDTA
hem de sitrat, Mg*? ve Mn*?icin kuvvetli kelat yapici maddelerdir. En yiiksek
inhibisyon diizeyi pH 8-8,5 arasinda bulunmustur. Ayrica Cd*?, Cu*?, Hg** ve
Pb*? iyonlari da enzim igin inhibitsr maddeler olarak kabul edimektedir.
Enzim bestatin, alkol p- klorcivabenzoat ve a-aminoboronik asit ile de inhibe
olur (7,15,18,21,24).

1.2.1.8. Klinik Onemi

Herhangi bir enzimin, bol bulundugu organ ya da dokunun genellikle
hiicresel harabiyetinin bir gostergesi olarak plazmadaki aktivitesi ylkselir.
LAP aktivitesinin de artigi baglica hastaliklar hepatit, siroz, tikanma sariligi ve

karaciger kanseridir (25,26,29,30).

Roswell ve ark. insan dokularinin gogunda mevcut olan proteolitik bir
enzim olan LAP aktivitesini g¢esitli maling hastalikli doksan hastada ve 25
normal kontrol grubu ile gesitli maling hastalii olmayan 38 hasta ile
karsilastirdilar. (29). Bas ve boyun kanseri olan 6 hastanin ikisinde LAP
seviyelerinin arttigi goérilmis, timérun lokalize edildigi dért hastada LAP

degerleri normal olarak bulunmustur (40).

Gastro intestinal sistem (GIS) kanseri 18 hastanin 16’sinda hastalik
iyice yayilmig, 2'sinde ise tumorler 6nceden ¢ikariimigtir. Hastaligin yayilmig
oldugu hastalarda idrar LAP seviyelerinin artisi hepsinde hemen hemen ayni
bulunmustur Brons kanseri olan 20 hastadan biri hari¢ hepsinde LAP

seviyesinin normali astigi gézlenmistir. Metastazl 20 hastadan 7’sinde serum
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LAP seviyesi yuksek bulunmustur. Bronsit tedavisi yapilan 2 hastada ise

serum LAP aktivitesi normal olarak bulunmustur (39,40).

Prostat kanser olan 18 hastadan kemige metastaz yapmis 6 hastanin
hepsinde yikselmis alkalen fosfataz ve LAP artigi bulunmustur. Buna

ilaveten bes hastada idrar LAP aktivitesinin arttigi ileri strtimustur (39,47).

Bobrek ya da idrar kesesinden ileri gelen GiS kanserli 18 hastada LAP
idrar aktivitelerinin, metastasli hastalarin hepsinde yikseldigi, fakat mesane
kanseri yayilmis olan 3 hastada LAP’In serum aktiviteleri anormal olarak
ylksek bulundugu bildirilmistir. Mesane timéri 6nceden gikariimis ve tekrar
olugmamis 2 hastada idrar ve serum LAP aktivitelerinin normal olarak
bulundugu, hipernefromali 3 hastanin idrarlarinda ve bir vakaninda
serumunda LAP aktivitesinin yuksek seviyede bulundugu kaydedilmistir
(31,39,40,47).

Bedir ve ark’'nin yaptidi bir calismada insuline bagl olmayan diabetik
hastalarin idrar LAP aktiviteleri oOlgtlmus, LAP aktivitesi ile kreatinin
konsantrasyonu arasindaki oranin instline bagh olmayan diabetik hastalara
gore anormal bir deger aldigi ve LAP’In diabetik nefropatik hastalarda
hastaligin teshisi igin erken bir gdsterge olarak kullanilabilecegi
kaydedilmistir. Tubular hiicrelerin firga kenar membranindan salinan LAP’nin
idrar aktivitesinin bobrek hastaliklarinda teshis amaglh kullanilabilecegi

bildirilmistir (42).

Helmintler tarafindan Uretilen proteinazlar parazit ve konakgl
arasindaki dengenin saglanmasinda kritik bir rol ustlenirler. Ornegin,
proteinazlar, direkt parazit dokularina kargl immun savunma mekanizmasina,
parazitlerin konakgidan besin temin edilmesine direk olarak katilirlar (13).
Lucia ve ark.’nin Fasciolali koyunlarda yaptiklari calismada LAP’In bu
parazitler icin iyi bir koruyucu madde oldugu Trematodolardan ekstrakte
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edilen LAPIn fasciolali koyunlara asilama yolu ile verildiginde hastalig

azaldigi ileri sirulmustar (41).

Kronik seyirli sistemik hastaliklar siddetlenme ve azalma gibi cok
degisik boyutlar gosterir. Hastaligin aktif ya da stabil olduguna karar vermek
oldukga guctir (39,42). Normal bireylerin serumunda arilamidaz aktivitesi
yiuksek fakat LAP seviyesi- dusuktir. Serum LAP seviyesinin ylkseligi
hicrelerin harabiyetini gésterir. Kronik seyirli sistemik hastalikta serum LAP

seviyesi oldukga artar (39).

Insan serumunun birgok aminopeptidaz igerdigi ve bu aminopeptidaz
aktivitelerinin ~ gebelik  sliresince  arttid  bilinmektedir.  Plesantal
aminopeptidazlarin (P-LAP), kinin, anjiotensin, oksitosin ve vazopresin gibi
aktif peptid hormonlarin seviyelerinin diizenlenmesinde ve normal gebelik
stresince fizyolojik aktivitelerini strdirmelerinde rolu olduklar bilinmektedir
(34,35,49).

P-LAP sistein aminopeptidaz ile es bir aktiviteye sahiptir ve oksitosinaz
(EC 3.4.11.3) gibi kabul edilir. Sistein aminopeptidaz (CAP) aktivitesinin de
gebelik suresince arttiyi gézlenmistir. Fakat bu enzimlerin biyokimyasal
ozellikler hakkinda c¢ok az sey bilindiginden aktiviteleri kesin olarak

aydinlatilamamistir(23,28).

Daha 6nceki calismalar gebe serumunun en az iki tip LAP icerdigini
ispat  etmistir.  Bunlardan  biri, tum insan, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda bulunan normal serum LAP’I, dideri ise yalniz gebelik
sirasinda gorilen gebelik serum LAP’I dir. Her ne kadar normal serum LAP'I
istya ve L-metiyonine duyarli ise de, gebelik serum LAP’1 1siya ve bu amino
aside karsl dayaniksizdir. Bu iki LAP aktiviteleri birbirinden ayirt edilebilir
(45,46).
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Klinik agidan bakildiginda gebelik sirasinda , kan basincinin
ayarlanmasinda ve uterus kanalinin regule edilmesinde bu enzim 6énemilidir.
Hem vazopresin hem de anjiotensin Il vazokontraktif bir aktiviteye sahiptir
(32,33).

P-LAP/oksitosinaz insulini regiile eden bir aminopeptidazdir ve gebelik
siiresince artar. Gebeligin ilk Gi¢ ayinda P-LAP aktivitesi disik, ikinci ve
tiglincli g aylik periyotta ise oldukga ylksektir. Dogumdan hemen sonra
hizla diiser. Bu yiizden, P-LAP normal gebelikte uterusta 6nemli etkisi olan

peptid hormonlarin azalmasiyla 6nemli bir rol Ustlenir (43).

Yapilan bir calismada, gebeligin ilerlemesine paralel olarak
anjiotensinaz ve LAP aktivitesinin artigini ve gebeligin sonunda serum LAP

seviyesinin maksimuma ulastigi gosterilmistir (25).

Kaya’'nin (21) yaptigi bir calismada insan plesantasindan saflastirilan
LAP ile serumlardan kismen saflagtirilan LAP'In 6zelliklerinin gok kuglk
istisnalarla birlikte ayni dogrultuda oldugunu bulmustur. Yine Kaya ve ark.’nin
(53) Morkaraman irki koyunlarin serumunda yaptigi bir arastirmada gebelik
boyunca serum LAP aktiviteleri normal degerin tzerinde bulunmus, gebelik
stresince plasental gelismeye paralel olarak artan serum LAPIn esas

kaynaginin plasenta olacagi kanisina variimistir.

Ozcan ve ark.’nin Morkaraman irki koyunlarda yaptiklar bir galigmada
idrar LAP aktivitesine bakilmis ve gebelik boyunca arttigi gézlenmistir. En
yiksek artisin gebeligin 50. gininde oldugu ve koyunlarda gebelik teshisi

icin kullanilabilecedi kanaatine variimistir (50).

Kozaki ve ark.’nin yaptiklari bir calismada erken dogum yapmis
kadinlarda P-LAP aktivitesinin dlciilmesi ile, erken dogumun olup olmayacagi
hakkinda bir bilgi edinilebilecegini ileri surmustur. Fakat P-LAP aktivitesine

bakilmasinin yalniz basina yetersiz kalacagini savunmuslardir (43).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

‘ Calismada materyal olarak Kars yéresinden degisik yerlerden rasgele
secilen 3-6 yaginda 87 adet Tuj ve Morkaraman irki koyun kullanildi.
Koyunlardan bir enjektér yardimi ile 10 ml. kadar vena kani alindi. Oda
sicakliginda 25-30 dakika bekletildikten sonra pihtilasan kan santriflje
edilerek serum ayrildi ve analizlerde bu serumlar kullanildi.

Ayni koyunlardan 10’ar ml sit usuline uygun olarak kapakli tiplere
alindi. Alinan numuneler st yaginin Ustte toplanmasi nedeni ile santrifije
ters bir sekilde yerlestirilerek, derhal 20 dakika 3000 devirde santrifiij edildi.
Santrifdj isleminden sonra ters gevrilen tiplerde yag tabakasi alta
gectiginden Ustte kalan yagsiz sttten érnekler alinarak analize kadar —25 °C
de saklandi (53).

Calismada kullanilan kan ve sut o6rneklerinin alindi§i bélgeler,

koyunlarin yag! ve tiirii Ek-1 de gdsterilmektedir.
Analizde Kullanilan Cihazlar

* Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)
e Santrifdj

* Su Banyosu (SB100, Niive)

» Otomatik pipet (Eppendorf)

* Terazi (Sartorius)

* Vorteks (Labinco)
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2.2. Metot

2.2.1. Serumda LAP Aktivitesi Tayini
Serumda LAP aktivitesi, Goldbarg-Rutenburg (G-R) metodu ile tayin
edildi. Enzim asagidaki reaksiyonu katalize eder (36-38).

LAP |
L-L6sin-B-Naftilamin + HO Losin + B-Naftilamin

2.2.1.1. Kullanilan Cozeltiler

1. Fosfat Tamponu (0,2 M, pH 7.0):

a) 28,4 g. disodyum fosfat bir miktar distile suda ¢ézildi ve 1 litreye
su ile dilte edildi.

b) 27,2 g. potasyum dihidrojen fosfat distile suda ¢6zldl ve hacmi su
ile 1 litreye tamamlandi.

c) 7 kisim (a) gozeltisi 3 kisimda (b) ¢ozeltisi alinarak karistiriidi.

Sonra pH 7,0’ye ayarlandi ve +4°C’da plastik bir sisede sakland.

2. L-Losil-Beta-Naftilamin Hidroklorid Cozeltisi (6,85x10* M, pH
7,1): 20 mg. substrat 50 ml. distile suda ¢ézildi ve 50 ml. tampon ¢ozelti
katilarak karistirildi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda 30 giin dayanikiidir.

3. Triklorasetik Asit (%40) : 40 g. TCA bir miktar distile suda ¢6zuldu
ve hacmi 100 ml. ye tamamlandi.

4, Sodyum Nitrit Cézeltisi (%0,1) : 01, g. sodyum nitrit bir miktar
distile suda ¢éziildii ve hacmi 100 ml. ye tamamlandi.

5. Amonyum Sulfomat Cozeltisi (%0,5) : 0,5 g. amonyum sulfomat
bir miktar distile suda ¢éziildii ve hacmi 100 ml. ye tamamlandi.

6. N-(1-Naftil)-Etilendiamin Dihidroklorid Cézeltisi (%0,05) : 50 mg.
N-(1-Naftil)-Etilendiamin dihidroklorid %95’lik etil alkolde ¢6zuldu, 100 ml. ye
tamamlandi.

7. Beta- Naftilamin : 18 mg B-naftilamin 500 ml. distile suda ¢6zuldu.

Bu stok ¢ozeltiden cesitli diliisyonlar yapilarak standard gézeltiler hazirlandi.
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2.2.1.2. Deneyin Yapiligi

Bir deney tiplnde 0,1 ml. serum 4,9 ml. distile su ile seyreltildi. Daha

sonra, 3 adet deney tlpu alinip Uzerlerine kér, numune ve numune Kkori

tuplerini  belirlemek i¢in, sirasiyla A, C harfleri  yazildi.
Islem asagida gésterildigi sekilde gerceklestirildi.
Tiip-A Tiip-B Tiip-C
Distile su 1 ml. - =
Dilie Serum (%2’lik) - 1 ml. 1ml.
L-L&sil-Beta-Naftilamin 1 ml. 1 ml -
Dihidroklorid ¢cézeltisi
Fosfat Tamponu - - 1ml.
Batan tupler kanistirildi ve 372 C’de 2 saat inkiibe edildi.
TCA cozeltisi 1ml 1 ml. 1ml.
Tupler iyice karistirilip 5 dk. bekletildi ve 3000 rpm’de 15 dk. santrifij
edildi.
Supernatant 1 ml. iml. 1ml.
Sodyum Nitrit ¢bzeltisi 1 ml. 1 ml. 1ml.
lyice karistirilip 3 dk. bekletildi.
Amonyum Silfomat ¢éz. 1 ml. 1ml. 1ml.
Karistirildi ve 2 dk. beklendi.
N-(1-Naftil)-Etilendiamin
Dihidroklorid ¢c6z. 2 ml. 2ml. 2ml.
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Karistirilip 10 dk. bekletilerek buttn tiplerin su kériine kargl 560 nm.

de optik dansiteleri okundu.

Biitiin bu islemler sonucunda meydana gelen reaksiyonlar asagidaki
gibidir.

N CH
e/

NH- CONH CHy CH LAP
et -

Beta -Naftlamn

H

L- Losin - Betanaftilamid

+

NH,
|
CH - CE-CHCOOH

Cr L- Losin

NH-CH, -CH, -NH,. ;HCI l
2 NN
4@ S0
+
Naftilen Etilen Diamin
Dihidroklorid

NH - CH: -CH, - NHyHCI

N=N
>

Sekil. VI. LAP Aktivitesinin Reaksiyon Mekanizmasi
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2.2.2. Siitte LAP Aktivitesi Tayini

Sut érnekleri dnce kapakl tuplerde ters gevrilerek 3000 rpm de 15
dakika santrifij edildi ve stt kaymagr ayrildi. Kaymagi alinmis sut
orneklerinden 1’er ml. alinarak baska bir tipe aktarildi. Bunlarin Gzerine 1‘er
ml. % 15’lik TCA ¢ozeltisi ilave edildi. Karistinldi ve 3000 rpm de 15 dakika
tekrar santrifiij edilerek siit serumuna ayrildi (53).

Sut serumu tipki serumda oldudu gibi %2 oraninda seyreltildi. Stt
orneklerinin analizinde sut serumu cikarilirken daha o6nce %151k TCA
kullanilarak proteinlerin ¢bktUrUlmesi saglandigr igin %40k TCA tekrar
kullanilmadi. Fosfat tamponu katildiktan sonra 2 saat degil 30 dk. beklendi

(19). Diger biitiin iglemler serumda oldugu gibi aynen takip edildi.

2.2.3. Sonuglarin Hesaplanmasi
| A ve C tiplerinin optik dansiteleri toplami B tlpinin optik
dansitesinden cikarilarak olusan beta-naftilaminin optik dansitesi bulundu.

LAP (nitesi, % 2lik kan ve st serumun 1 ml.’si tarafindan serbest
birakilan beta-naftilaminin mikrogram cinsinden miktaridir. Bundan dolay!
tayin edilen LAP’In aktivitesi Unite cinsinden soyle olur (50,51).

U = Mikrogram beta-naftilamin x 3

Formiildeki 3 dlizeltme faktéradur. Clnkd total 3 ml. ‘lik hacimden 1
ml. alinmigtir.

Elde edilen optik dansitelerin standart egriden pg. beta-naftilamin

degerleri elde edildi.
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2.2.4. Standart Egrinin Hazirlanmasi

Bunun igin daha 6nce hazirlanan beta-naftilamin stok sollisyonundan
cesitli dilisyonlar yapildi. Bu dilusyonlarin hazirlanisi ve mikrogram olarak

tekabdil ettikleri beta-naftilaminin miktari agagidaki gibidir.

Tidp No Stok Stand. Sol. Dis. Su (ml.)  Calisma Standardi B-Naftilamin
(ug /ml.) (ug/ml)
1 9,0 0,0 54 18
2 8,0 1,0 48 16
3 7,0 2,0 42 14
4 6,0 3,0 36 12
5 5,0 4,0 30 10
6 4,0 5,0 24 8,0
P 3,0 6,0 18 6,0
8 2,0 7,0 12 4,0
9 1,0 8,0 6,0 2,0
10 0,5 8,5 3,0 1,0
11 0 9,0 0,0 0,0

Hazirlanan standart solisyonlardan 1’er ml. tiplere aktarildi ve 1’er
ml. fosfat tamponu ile TCA katildi. Bunlardan da 1 ml. bagka tiiplere
aktarildi. Sonra sodyum nitrit ¢ozeltisinden baslamak tzere serumdaki
islemler aynen takip edildi. Renklendirme isleminden sonra da biitiin tiiplerin
reaktif koéruine karsi (Tup-11) 560 nm de optik dansiteleri okundu, ve bir
standart egri grafigi elde edildi (36,37).
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2.2.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi hazir paket program

kullanilarak bilgisayarda yapildi (54).
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3. BULGULAR

Saglikh Tuj ve Morkaraman irki koyunlarda yapilan bu ¢alisma sonucu

elde edilen serum ve sut LAP aktiviteleri Ek-2 de verilmistir.

Degisik yas ve irktaki koyunlarin kullanildigi bu arastirmada yas ve

irka gore istatistiki olarak énemli bir fark gérilmemistir.

Koyunlarda serum ve Sit LAP aktiviteleri Ek-2 de verilmistir.

Tablo-1. Morkaraman Irki Koyunlarda Serum LAP Aktivitesinin Istatistiksel

Degerlendiriimesi (X+SD)

Yas

3 (N=14)

4(N=13)

5(N=11)

6(N=4)

Morkaraman

8,76+2,46

9,67+5,07

9,075+3,14

6,81+1,21

Tablo-2. Morkaraman Irki Koyunlarda Sit LAP Aktivitesinin Istatistiksel

Degerlendiriimesi (X+SD)

Yas 3 (N=14) 4(N=13) 5(N=11) 6(N=4)
Morkaraman | 18,39+9,51 15,91+6,43 | 16,28+7,35 | 16,00+4,65
Tablo-3. Tuj Irki Koyunlarda Serum LAP Aktivitesinin Istatistiksel
Degerlendiriimesi (X+SD)

Yas 3 (N=18) 4(N=19) 5(N=8)

Tuj 8,17+1,73 8,66+1,71 8,066+2,35

Tablo-4. Tuj Irki Koyunlarda Sut LAP Aktivitesinin Istatistiksel
Degerlendiriimesi (X+SD)

Yas 3 (N=18) 4(N=19) 5(N=8)

Tuj 15,62+9,51 | 21,70+11,00 | 17,00+9,17
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4. TARTISMA VE SONUC

Karaciger ve pankreas hticrelerinde bol bulunan LAP aktivitesi serum,
slt, idrar, safra ve dokularda incelenmistir. (14,19,22,25). Arastirmada gerek
numunelerin  toplanmasi kolaylligi gerekse anlamh sonuglar elde

edilebilecegi duslincesiyle LAP aktivitesi serum ve sitte incelendi.

Arastirmada biyolojik materyal olarak kullanilan sit, kan 6rneklerine
gore bazi avantajlar icermektedir. Oncelikle sit LAP aktivitesi tayini serum
LAP aktivitesi tayininden daha kisa strede gerceklesmektedir. Serum LAP
aktivitesi icin en uygun inkibasyon stresi 2 saat iken st LAP aktivitesi igin
bu stire 30 dk. dir. Ayrica sut 6rneklerini toplanmasi esnasinda hayvan
sahiplerinin olaya kars! ¢ikmadigi, ancak kan &érneklerinde hayvana zarar

gelebilecedi korkusu iginde olduklari gézlendi.

Sit  érneklerinin - toplanmasinda  yetismis bir elamana ihtiyag
duyulmamakta, hayvan sahiplerinin kendileri bile rahatlikla sit ornekleri
toplayabilmektedir. Oysa kan 6rneklerinin toplanmasi ancak uzman bir kiginin
varhiginda mimkiin olabiimekte ve enjektor, tip gibi daha pahali
malzemelere ihtiyac géstermektedir. Ote yandan 6rnek toplama araliginin sik
olmasi hayvanlardan sik sik kan alimi gerektirmekte, bu da hayvanlarda stres
olusmasina veya yanlis bir uygulamanin hayvanda olumsuz bir durumun
ortaya cikmasina yol agmaktadir. Bundan dolayr kan &rneklerinin

toplanmasinin hayvan sahiplerine benimsetiimesi oldukga gugtar.

Serum LAP aktivitesi tayini igin yaygin olarak kullanilan kolorimetrik
metotlarda substrat olarak L-16sil-beta-naftilamin dihidroklorid kullanilir. S6z
konusu metotda, enzim ve substratin 37°C’de inklibasyonundan sonra %2'lik
serumun 1 ml’si tarafindan substratdan olusturulan beta-naftilaminin
mikrograminin LAP aktivitesine tekabiil etmesi esasina dayanmaktadir (38).
Bazi arastiricilar, G-R metodunda c¢esitli degisiklikler yapmislar ve ¢zellikle
inkiibasyon suresini 30 dk. (47) ve 1 saat (65) tutarak zamani kisaltmislardir.
Ancak bu calismada Kaya’'nin (56) daha 6énce yapmig oldugu 6n g¢aligmalara

dayanarak kisaltiimis surelerden daha farkli sonuglar alindigi bildirildigi i¢in
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daha iyi sonuglar veren 2 saatlik inklibasyon stresini tercih edildi. Esasinda
enzimatik reaksiyonlarda en guvenilir metot reaksiyonun tam baglangig
hizinin tespitidir. Ancak reaksiyonun tabiati boyle bir 6lgime firsat

vermemektedir.

Bazi arastirmacilar, LAP aktivitesini L-l6silamidin hidrolizi sonucu
acida cikan karboksil gruplarini 6lgmek suretiyle incelemiglerdir. Ancak bu
metot daha zor ve beta-naftilaminin kolorimetrik élgliminden daha az

glvenilirdir (57).

Fleisher ve ark. (55) substrat olarak L-I6silglisin kullanarak peptidaz
aktivitesini 6lgmuslerdir. Ancak substrat olarak L-I6sil beta-naftilaminin

kullaniimasinin bazi tsttnltkleri vardir. Bu Ustinlukler sunlardir:

1. Az reaktif kullanilir ve islemler kolaydir.

2. Olusan azo boyasi ¢ézulebilir olup, 4°C’de 7 giin dayaniklidir.

3. Bu metodun duyarlihgi fazladir, éyleki substratin 5 mikrograminin
hidrolizi dogru olarak él¢ulebilir.

4. Arzu edilirse inkiibasyon stresi kisaltilabilir.  Cinkl reaksiyonun

hizi 15 dk. dan 4 saate kadar lineardir..

Az hemoliz olmus kanin sonuglari énemli derecede etkilemeyecegi
goériusiune (58) ragmen, biz hemolizsiz kan kullanmaya 6zen gosterdik. Ayrica

serumlari ya hemen yada buz dolabinda birkag giin bekleterek calistik.

Yine st LAP aktivitesi iginde kolorimetrik yontem kullanildi. Yalniz
daha 6nceki calismalarda st igin en iyi inkiibasyon suresinin 30 dk. (19)
oldugu bildirildigi igin inkiibasyon stresi kisaltildi. Metot uygulama esnasinda
siit 6rnekleri daha énceden %15'lik TCA ¢ozeltisi kullanilarak sit serumuna
ayrildigi igin tekrar %40'lk TCA ¢ozeltisi kullaniimadi. Hatta yapilan 6n

calismalarda %40’lik TCA’ nin kullaniimasi ile ayni sonuglar elde edildi.

Hicrenin sitoplazmasina lokalize olan LAP aktivitesinin &zellikle

hepatobiliyer hastaliklarda arttigi (23) bunun yani sira pankreas kanseri, akut
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pankreatit, siroz, safra yolu tasi, metastatik karaciger kanseri, ttkanma sarihgi

ve Ozel bir durum olarak gebelikte yikseldigi bildirilmistir (27,49).

LAP’In gebelik siresince degisebilen enzimlerden biri oldugu ve bu
degisimlerin anormal gebelikte plasental fonsiyonunun teshisinde yararl

olabilecegi kaydedilmistir (23).

Arastirmamizda, Morkaraman irki koyunlarda serum LAP aktivitesi
8,93+3,55ug/ml, sit LAP aktivitesi de 16,84+6,35ug/ml olarak, Tuj irki
koyunlarda isé serum LAP aktivitesi 8,36+1,82ug/ml, sit LAP aktivitesi de
18,39+£10,31ug/ml olarak bulunmustur.

Yapilan bir calismada, gebeligin ilerlemesine paralel olarak
angiotensinaz ve LAP aktivitesinin arttigi ve gebeligin sonunda sLAP’In

maksimum aktiviteye ulastigi kaydedilmistir (26).

sLAP aktivitesinin gebeligin 6zellikle son 3 ay1 boyunca arttigi (34) ve
dogumdan 6-8 hafta sonra normale doéndigl, gebelikte artisin ise

aydinlatilamadigi kaydedilmistir(32,33).

Eichel'ln yapmis oldugu bir ¢calismada serum ve st LAP aktiviteleri
arasinda bir iligki olup olmadigi arastirilmis ve sonug¢ olarak sutteki enzim
aktivitelerinin kan serumundan bagimsiz olabilecedine karar verilmistir. 280
adet inek sutinde LAP aktivitesinin 4-150 U/L arasinda degistigi
kaydedilmistir. Ayni calismada inek serum LAP aktivitesi de 5-37 U/L olarak

kaydedilmistir (19).

Kaya ve ark.’nin Morkaraman irki koyunlarda yaptigi bir gahg,rhada
gebelik boyunca sLAP aktivitesinin arttigini ve bu artisin dogum aninda
maksimuma ulastiyi, dogumdan & hafta sonrada normale déndugu
kaydedilmis, ve dogumdan 5. hafta sonra serum LAP aktivitesi 8,04 +2 pg/ml
(U) degerinde bulunmustur (49).
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Yapilan literatir taramalarinda koyunlarda serum ve sut LAP

aktiviteleri hakkinda daha fazla bilgiye rastlanmamistir.

Elde edilen serum LAP aktivite sonuglari Kaya ve ark.’nin (49) daha
once yapmis oldugu galismadaki sonuglarla uygunluk igindedir. Ayrica st
LAP aktiviteleri de Eichel'in inek sitiinde yapmis oldugu calismada elde ettigi

sinirlar icerisindedir.

Degisik irk ve yastaki koyunlarda yapilan bu gal|§madva yas ve Irka

gore istatistiki olarak énemli bir fark bulunmadi .

Serum ve sit LAP aktivitelerine bakildiginda st LAP aktivitesinin
seruma gore daha yiksek oldugu gorilmektedir. Eichel (19) serum ve st
LAP'Inin tamamen birbirinden bagimsiz oldugunu kaydetmigtir. St LAP
aktivitesinin daha yiiksek olusu, sitteki protein miktarinin seruma gére daha

fazla olmasindan kaynaklandigini disunmekteyiz.

Sonug olarak;

Kars ve cevresindeki saglikli koyunlardan toplanan sit ve kan
orneklerinde LAP aktivitelerinin referans dederleri elde edildi. Elde edilen
serum LAP referans degerlerinin; serum LAP aktivitesinin daha Onceki
calismalarda artis gosterdigi kaydedileh, hepatobiliyer hastaliklar, pankreas
kanseri, sarilik, siroz ve ézel bir durum olan gebelik igin ayirici bir tani olarak
kullanilabilecegi, sut LAP referans degerlerinin ise tim gebelik stresince
koyunlardan numune elde edilemedigi i¢in gebelik tanisinda
kullanilamayacag, fakat mastitis gibi meme ve meme bas! hastaliklar ve

meme kanseri igin ayirici bir tani olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.
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6. EKLER

Ek-1. Materyalin toplandig! bélgeler

1. Biilbil Mahallesi

No Tar Yas
1 Morkaraman 4
2 Morkaraman 6
3 Morkaraman 5
4 Tuj 3
5 Tuj 3
6 Tuj 3
7 Morkaraman 6
8 Morkaraman 4
9 Morkaraman 3
10 Tuj 5
11 Morkaraman 6
2. Atatlirk Mahallesi

12 Tuj 4
13 Tuj 3
14 Tuj 3
15 Tuj 4
16 Tuj 4
17 Tuj 5
18 Tuj 3
19 Tuj 4
20 Tuj 4
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3. Subatan Yolu

21
22
23
24
25
26
g7
28
29
30
31

Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman

Morkaraman

4. Sorguckavak Koyt (Digor)

32
33
34
35
36
37
38
39
40

5. Kiimbetli Koyu:

41
42
43
44

Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj

Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman

Morkaraman
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45
46
47
48

6. Mezra Koyd:

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

7. Benliahmet Koyl:

60
61
62
63
64
65
66
67

Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman

Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
Tuj
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8. Azad kéyii:

68
69
70
71
72
73
74
75

9. Karacaoéren Koyu:

76
77
78
79
80
81

10. Gelirli Kdyii:

82
83
84
85
86
87

Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman
Morkaraman

Morkaraman

Tuj
Tuj
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Ek-2. Koyunlarda serum ve Sut LAP Aktiviteleri (U)

Koyun No Serum LAP (pg/ml) | Siit LAP(pg/ml)
1. 6,03 18,60
2. 6,76 14,80
3. 8,41 8,59
4, 10,79 16,28
5. 7,86 22,31
6 6,41 6,40
7. 7,86 22,31
8 9,87 14,08
9. 8,04 19,50
10. 5,12 5,12
11. 5,12 15,73
12. 9,32 11,89
13. 10,06 23,04
14. 6,95 28,10
15. 9,69 19,20
16. 4,75 18,09
17. 9,69 19,20
18. 6,41 3,84
19. 6,40 4,57
20. 12,07 19,02
21. 10,06 20,48
22. 6,40 16,64
23. 8,96 8,04
24. 9,50 25,60
25. 7,62 19,567
26. 15,54 11,89
27. 9,39 19,39
28. 13,89 20,46
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29. 9,87 24,69
30. 11,52 23,47
31. 12,37 8,41

32. 8,23 6,58

33. 9,32 21,03
34, 7,50 4,75

35. 7,31 22,86
36. 9,32 35,85
37. 10,79 28,12
38. 7,50 4,75

'30. 12,43 27,40
40. 9,32 32,56
. 7,31 13,90
42. 8,04 4,57

43. 10,06 19,20
44, 7,50 11,15
45. 5,12 17,19
46. 8,78 24,87
A7. 5,30 12,98
48. 7,82 10,24
49, 9,87 28,17
50. 6,30 34,93
51. 7,68 42,80
52. 9,69 19,75
53, 10,24 20,85
54, 10,79 13,90
55. 8,41 13,17
56. 6,58 8,78

57. 10,42 4,39

58. 5,48 7,64

59. 9,69 17,56
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60. 10,42 19,20
61 5,85 21,76
62.. 7,50 9,51

63. 3,29 12,98
64. 6,76 13,35
65. 11,62 20,12
66. 15,73 32,01
67. 14,63 23,96
68. 5,85 10,79
69. 6,21 8,04

70. 7,31 10,06
71. 8,59 14,63
72. 7,13 12,39
73. 7,86 19,39
74. 10,42 30,91
75. 9,61 21,95
76. 8,23 19,20
77 6,58 6,03

78. 6,95 8,78

79. 8,29 33,10
80. 6,76 27,07
81. 9,69 27,98
82. 6,58 5,30

83. 6,95 8,69

84. 9,32 17,74
85. 9,87 29,08
86. 7,31 26,70
87. 7,68 25,06
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