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Gebelik Suresince Cinko Derilen Tuj Irki Koyunlarda
Serum Losin Aminopeptidaz Aktivitesinin Belirlenmesi
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Ozet

Losin aminopeptidaz (LAP) aktif bolgesinde ¢inko atomuna sahiptir ve gebelikte 6nemli rolleri bulun-
maktadir. Bu calismada Tuj irki koyunlara gebelikleri siiresince disardan ilave olarak verilen ¢inkonun,
gebeligin serum LAP aktivitesindeki degisimlere etkisi arastirmak amaglanmigtir. Caligmada materyal olarak 3
yash 20 adet Tuj irki koyun kullanildi. Hayvanlar kontrol (n=10) ve deneme (n=10) olmak tizere iki gruba
ayrildi. Deneme grubundaki hayvanlara kontrol grubuna ek olarak 30 mg/kg ¢inko verildi. Gebelik boyunca ve
gebelikten sonra hayvanlardan kan numuneleri alinarak, 15 dakika 3000 rpm’ de santrifiigasyona tabii tutuldu.
Gebelik (5 ay siiresince) ve dogumdan sonra alinan serum numunelerinde LAP aktivitesi dl¢iildii. Caligmada
deneme grubundan elde edilen LAP degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir fark
bulunamadi. Aylara gore LAP aktivitesinde ise en yiiksek degerler gebeligin son ii¢ ayinda tespit edildi.

Her iki grupta da gebeligin ti¢iincii ayindan doguma kadar istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde artiglarin
oldugu, ayrica gebelik stiresince artan LAP aktivitesinin dogumdan sonra tekrar azalmaya basladig1 gozlendi.
Sonug olarak gebelik siiresince ilave olarak verilen ¢inkonun LAP aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden
olmadig: gortldi.

Anabhtar sozciikler: Koyun, Gebelik, Cinko, Losin Aminopeptidaz.

Determination of Serum Leucine Aminopeptidase
Activity in Zinc Given Tuj Sheep During Pregnancy

Summary

Leucine aminopeptidase (LAP) has a zinc atom in its active site and this enzyme has important roles in the
pregnancy. This study was aimed to investigate alterations on the activity of serum leucine aminopeptidase and
the effect of zinc supplementation on the activity of leucine aminopeptidase in Tuj breed ewes during
pregnancy. Twenty Tuj breed ewes at 3 years of age were used as animal material. The animals were divided
into 2 equal groups including control (n=10) and the group receiving 30 mg/kg of zinc daily for average of 150
days (n=10). The blood samples from the groups were monthly collected and were centrifuged at 3000 rpm for
15 minutes. The activity of LAP in the serum samples were measured during the pregnancy (for five months)
and after lambing. In this study, LAP activity between control and zinc-received groups was not significant.
The LAP activity of both groups were found to be increased in the last third month of pregnancy.

The activity of LAP increased during the last third month of pregnancy in both groups. In addition, the
observed increase in LAP activity during the last 3 months of pregnancy declined again following the lambing.
The results of this study showed that oral administration of zinc did not change the activity leucine
aminopeptidase during the pregnancy compared to control.
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GIRIS

Aminopeptidazlar, proteinlerin amino terminalin-
den amino asitlerin ayrilmasini katalize eden enzim
sinifi olup, hayvan ve bitkilerde bircok aminopeptidaz
varligi belirlenmistir. Bu tiir aminopeptidazlar protein
matirasyonu, hormon olmayan proteinlerin ve hor-
monal peptidlerin yikimi icin dnem tasimaktadir *. Bir
ektopeptidaz olan I6sin aminopeptidaz (LAP; E.C.
3.4.11.1); yapisinda l6sin, izoldsin, valin ve ayrica di-
stk miktarda aromatik aminoasit bulunduran proteo-
litik 6zellige sahip bir enzimdir 2. LAP aktivitesinin
hicre siklusunun kontroli ile iliskili oldugu ayrica bir-
cok patolojik durumda 6nemli rol oynadig kaydedil-
mistir 1>,

Losin aminopeptidaz’in yapisinda ¢inko bulun-
duran bir metalloenzim oldugu bilinmektedir ®. Cinko
bircok proteinin yapisinda yer aldig gibi 300’den fazla
enzimin aktivitesi icin de gerekli bir elementtir . Bir-
cok canlida, tireme fonksiyonunda ¢ok 6zel bir yere
sahip olan c¢inkonun yetersizliginde cinsel gelisim bo-
zukluklarinin ortaya ¢iktigi, 6zellikle gebelikteki eksik-
liginin normal embriyonal gelisimi, fetal blylimeyi ve
gebelik slresini etkiledigi bildirilmektedir 7%, Koyunlar-
da sinirh sayida calisma bulunmakla birlikte gebelikte
serum LAP aktivitesinde artislarin oldugu, ayrica cinko
ile bu enzimin aktivitesi arasinda iliski oldugu kayde-
dilmektedir #*.

Bu nedenle yapilan bu ¢calismada gebelik siresince
LAP aktivitesindeki degisimleri 6lgmek ve disardan
ilave olarak verilen ginkonun LAP aktivitesi lizerine
etkisinin olup olmadigini belirlemek amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada materyal olarak canli agirlik ortalama-
s1 47.87+2.83 kg, yaklasik 3 yasli 20 adet Tuj irki
koyun kullanildi. Deneme boyunca tim hayvanlar ad
libitum olarak kuru ot ve konsantre yemle beslendi.
Dogum zamanlari arasinda herhangi bir fark olmasini
ortadan kaldirmak icin koyunlar senkronize edildi. Bu
amagcla hayvanlarin 6stris gostermelerini saglamak
icin 40 mg florogeston asetat (FGA) iceren vajinal
stinger kullanildi. Stingerler 14. glinde ¢ikartilarak her
koyuna 400 IU gonadotropin (PMSG) kas ici enjekte
edildi. Enjeksiyondan sonra 6stris gosteren koyunlari
saptamak amaciyla arama kocu kullanildi.

Ostriis gosteren koyunlar deneme ve kontrol ol-
mak Uzere 10’arh iki gruba ayrildi. Daha sonra 6strus

gosteren koyunlara kog¢ katimi yapildi. Deneme gru-
bundaki hayvanlara ilave olarak ginlik 30 mg ele-
mentel ¢inko gelecek sekilde ZnSO4.7H20 oral yolla
verildi. Ko¢ katimindan sonra 1 defa, gebelik sire-
since her ay ve gebelikten 1 ay sonra hayvanlarin V.
jugularislerinden kan numuneleri alindi. Numuneler
3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlari
ayrildi.

Serum LAP aktivitesi Goldbarg-Rutenburg (G-R)
tarafindan bildirilen kimyasal metot kullanilarak, UV
spektrofotometre ile kolorimetrik olarak belirlendi .
Metot, L-Losin-B-Naftilaminin sulu ortamda LAP yar-
dimiyla Loésin ve B-Naftilamin’e pargalanmasi esasina
dayanmaktadir. Kullanilan ¢ozeltiler; L-l6sil-beta-
naftilamin hidroklorid (6.85x10* M, pH 7.1), triklor-
asetik asit (%40), sodyum nitrit (%0.1), amonyum
sulfomat (%0.5) n-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid
(%0.05) ve beta- naftilamin (%3.6) standard ¢ozeltisi
hazirlanarak metotta belirtildigi sekilde prosediir
uygulanarak 560 nm’de optik dansiteleri su korine
karsi okundu ve standart egriden degerler hesaplandi.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinin he-
saplanmasinda SPSS 10.0 windows paket prog-
ramindan yararlanildi. Gruplarda ortalama degerler
arasindaki farklihiklar varyans analizi (ANOVA) ile
belirlendi. Sonuclar; ortalamazstandart hata (x+Sx)
olarak verildi.

BULGULAR

Kontrol ve deneme grubunda saptanan LAP akti-
vitesinin ortalama degerleri ile standart sapmalari
Tablo-1'de verilmistir. Kontrol grubunda kog¢ katimin-
dan sonra, gebeligin 1. ile 5. aylari ile gebelikten 1 ay
sonra saptanan LAP degerleri sirasiyla; 12.58+0.65;
12.81+0.55; 12.20+0.61; 16.82+0.94; 18.86+0.88;
24.9+1.82; 9.45+£0.77 ile deneme grubunda ise
sirasiyla; 12.48+0.74; 12.88+0.80; 11.01+0.58;
18.62+1.07; 18.04+1.22; 18.83%+1.30; 7.90+0.75ug/dI
olarak bulunmustur. Calismada kontrol ve deneme
gruplarinda en ylksek LAP aktivitesi gebeligin 3, 4 ve
5. aylarinda saptandi. Bu aylarda izlenen LAP deger-
leri gebeligin ilk iki ay1 ve dogum sonrasina gore ista-
tistiksel olarak yiksek bulundu (p<0.001). Yine her iki
grupta da gebeligin ilk aylarinda saptanan LAP aktivi-
telerinin dogumdan 1 ay sonra saptanan degerlere
oranla yiiksek (p<0.001) oldugu goéruldd.



Tablo 1. Tuj irki koyunlarda gebelikte ve sonrasinda I6sin

aminopeptidaz aktivitesi (ug/dl)

Table 1. The activity of leucine aminopeptidase during

pregnancy and after pregnancy in Tuj sheep (ug/dl)

. KONTROL DENEME
DONEMLER (n: 10) (n:10)
LAP (ug/dl)  LAP (ug/dl)
Kog katimindan sonra 12.58+0.65°  12.48+0.74°
Gebeligin 1. ayi 12.81+0.55¢ 12.88+0.80°
Gebeligin 2. ayi 12.20+0.61°¢ 11.01+0.58°
Gebeligin 3. ayi 16.82+0.94° 18.62+1.07°
Gebeligin 4. ayi 18.86+0.88°  18.04+1.22°
Gebeligin 5. ayi 24.90+1.82°  18.83+1.30°
Dogumdan 1. ay sonra 9.45+0.77 ¢ 7.90+0.75

a, b, ¢, d: Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar
arasindaki fark énemlidir (P<0.001)

TARTISMA ve SONUG

Proteinlerin N-terminal amino grubunu uzaklas-
tiran aminopeptidazlarin aktif bolgelerinde ¢ift metal
merkezleri bulunmaktadir 2. Bunlar biyolojik olarak
aktif rolli olan peptidleri hidroliz ederek hiicre buyi-
mesi ve faklilasmasinin kontroliinde etkili olurlar.
Plasental LAP, uterus kasilmasinda rol alan oksitosin
molekulinin N-terminal zincirinin ayrilmasindan so-
rumlu bir enzim oldugu icin oksitokinaz adi da veril-
mektedir **. Yapilan bir galismada maternal serum
plesantal LAP aktivitesinin spontan erken dogum
vakalarinda azaldigi bildirilmis, bu enzimin kimi erken
dogum vakalarinin teshisi igin klinik olarak bir belirteg
olabilecegi ileri sirGlmustir *. Yamahara ve ark.“
tarafindan yapilan bir calismada, gebelik siiresince
plesanta dokusunda ve serumda LAP aktivitesi
Olgllmis ve gebelikle birlikte bir LAP aktivitesi artisi
oldugu kaydedilmistir. Yapilan calismada gebelik siire-
since elde edilen serum LAP degerlerinin gebeligin 3.
ayindan itibaren artmaya basladigi ve bu artisin dogu-
ma kadar devam ettigi gozlendi. Koyunlarda yapilan
bir arastirmada serum LAP aktivitesinde gebeligin 50.
glinlinden itibaren artislarin oldugu ve bu artisin do-
guma kadar artarak devam ettigi ayrica LAP 6lglimiin-
de kullanilan reaktiflerin ucuz olmasindan dolayi ge-
belik tanisinda ekonomik ve givenilir bir ydontem ola-
bilecegi belirtilmistir °. Koyunlarda yapilan baska bir
calismada gebeligin idrar LAP aktivitesinin 50. 100 ve
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145. glinlinde arttigl ve dogumdan sonra bu diizeyin
tekrar azaldig kaydedilmistir *°.

Yapilan bu ¢alismada gebelik slresince artmis olan
LAP aktivitesinin dogumdan sonra azalma egilimi gos-
terdigi; dogum sonrasi degerlerin gebelikte saptanan
degerlerden daha disuk oldugu saptandi. Cesitli aras-
tirmacilar tarafindan yapilan calismalarda gebelikte
artmis olan LAP aktivitesinin gebelikten sonra normal
dizeylere indigi gosterilmistir. Yapilan bu calismada
da dogumdan sonra gebelik donemine gore disik
dizeylerde saptanan LAP aktivitesi yapilan diger
calisma verileriyle *° uyum gostermektedir.

Normal gebelikle ilgili LAP aktivitesindeki degisim-
lerin bircok calismada bildiriimesine *¥¥ ragmen, ge-
belik stresince ilave olarak yeme katilan ¢inkonun
enzim Uzerine etkisi ile ilgili bir calismaya rastlanila-
mamistir. Cinkonun, gerek enzimin yapisinda yer
almasi Y2 gerekse de gebelik tzerine olan etkileri *®
dolayisi ile yapilan calismada bu enzimin aktivitesinde
bir degisime yol agmasi beklenmekteydi. Ancak, ¢inko
verilen deneme grubundan elde edilen degerler,
kontrol grubuna gore yiksek gibi gorlinse de istatis-
tiksel olarak bir fark bulunamamistir. Elde edilen bu
bulgular, besin destegi olarak verilen ginkonun gebe-
lik donemindeki LAP aktivitesine herhangi bir etkisinin
olmadigini agikga gostermektedir.

Sonug olarak, gebelik siiresince yeme katilan 30
mg ¢inkonun serum LAP aktivitesinde istatistiksel ola-
rak degisime neden olmadigi; her iki grupta da gebe-
ligin Gglincl ayindan doguma kadar istatistiksel olarak
p<0.001 diizeyinde artislarin goruldugi ve gebelik si-
resince artan LAP aktivitesinin dogumdan sonra tek-
rar azalmaya basladig1 gozlendi.
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