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Baz1 metal iyonlarimin tavuk bobreginden saflastirilan glutatyon
rediiktaz enzimi iizerine in vitro etkilerinin arastirilmasi

Yusuf Karagézoglu !, Mehmet Ciftei”
Ozet

Glutayon rediiktaz enzimi tavuk bobreginden saflastirildi ve bazi metal iyonlarinin bu enzim aktivitesi iizerine in vitro
etkileri arastirildi. Saflagtirma prosediirii i¢ basamaktan olustu; homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve affinite
kromatografisi. Bu ii¢ basamak sonucunda 8,595 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip enzim ~ % 57 verimle 369 kat
saflastirildi. Enzimin saflik kontrolii sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile yapildi ve bazi metal
iyonlarmmn (Ni'%, Zn'2, Pb*?, Hg'?, Ag" and Al"’) glutatyon rediiktaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Metal
iyonlar1 i¢in K; ve ICs degerleri Lineweaver-Burk ve % vs [I] aktivite grafikleriyle belirlendi. Ni?, Hg+2 ve Ag’ yarismasiz
inhibisyon gosterirken, Zn'? ve Pb'? yar1 yarismali inhibisyon gosterdi. Diger metal iyonlarimn aksine Al** enzim iizerinde
aktivator etkisi gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz; tavuk bobregi; metal iyonlari; inhibisyon

Investigation of in vitro effects of some metal ions on purified glutathione
reductase from chicken kidney

Abstract

Glutathione reductase (GR) was purified from chicken kidney and in vitro effects of some metal ions on glutathione
reductase were investigated. The purification procedure was composed of three steps: homogenate preparation, ammonium
sulphate precipitation and affinity chromatography. After three consecutive steps, the enzyme, having a specific activity of 8.595
EU/mg proteins, was purified approximately 367-fold with a yield of 57 %. SDS-PAGE was carried out to control the purity of
the enzyme and inhibitory effects of metal ions (Ni*%, Zn"%, Pb™, Hg", Ag"and Al"™) on glutathione reductase were investigated.
K; constants and ICs, values for metal ions were determined by Lineweaver — Burk graphs and plotting activity % vs. [I]. While
Ni%, Hg" and Ag" showed noncompetitive inhibition, Zn" and Pb*? displayed uncompetitive inhibition. In contrast, Al"
exhibited activatory effect on the enzyme.
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1. Giris

Glutatyon rediiktaz [Glutatyon; NADP+ oksidorediiktaz,
EC 1.8.1.7: GR] flavoenzimlerin piridin-niikleotid distilfit
oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim glutatyon
disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-
sisteinil glisin; GSH)’a NADPH yada NADH’1 bir
indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini katalizler
[1,2]. Hiicrede GR ve GSH eksikligi oksidatif hasara yol
acarak alzheimer, parkinson, karaciger ve akciger
hastaliklari, kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, HIV, AIDS,
kanser, ateroskleroz, felg, sizofreni, epilepsi ve diyabet gibi
birgok hastaliga neden olabilir [3,4].

Glutatyon rediiktaz enzimi, insan eritrositleri, dana
karacigeri, buzagi karacigeri, sigir bobrek korteksi, sigir
eritrositleri, sigir karacigeri, hindi karacigeri, koyun beyni,
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domuz eritrositleri, sigan bdbregi, sigan karacigeri ve tavuk
karacigeri [5-19] gibi memeli kaynaklardan; Escherichia
coli, degisik tiirde parazit, cesitli bakteri, alg ve maya [20-
26] gibi birgok mikroorganizmadan ve bugday, musir,
bezelye [27-31] gibi birgok bitkisel kaynaktan saflastirilms
ve karakterize edilmistir.

Metal iyonlari, kimyasal tepkimelerde serbest radikal
olusumuna neden olurlar. Reaktif oksijen ve nitrojen
bilesiklerinin olugmas: hiicrede artmus oksidatif strese, DNA
baz kiriklarina, artmis lipid peroksidasyonu ve birgok
hastaliga neden olur [32]. Metal iyonlarindan civa (Hg),
kadmiyum (Cd™) ve nikel (Ni'?) zararli etkilerini GSH
konsantrasyonunu azaltip proteinlerin siilfidril gruplarna
baglanarak gosterirler. Arsenik (As) dogrudan tiyol
gruplarina baglanmaktadir. Sonug¢ olarak, metal iyonlari
toksik ve karsinojenik etkilerini reaktif oksijen ve nitrojen
tiirevlerini olusturarak gosterirler [33].
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Alerjik 6zelligi bulunan Ni'*"in akciger kanserine neden
oldugu bildirilmistir [34,35]. Redoks aktif bir metal olan
Ni? peroksidasyona karsi koruyucu hiicresel antioksidan
savunma mekanizmalarima zarar verir [36,37]. Ni? hiicrede
reaktif oksijen bilesikleri (ROS) {iretimini ve lipid
peroksidasyonunu arttirarak redoks dengeyi bozar ve bunun
sonucunda hiicresel proteinlere zarar verir [38-41]. Yasam
icin énemli bir eser element olan Zn"?’nun birgok hiicresel
proteini 6zellikle aktif merkezinde sistein bulunan enzimleri
etkiledigi bilinmektedir [42-44]. Hiicrede ¢inko derisiminin
artmastyla birlikte 6zellikle GR 6nemli derecede etkilenir.
Zn'? toksik derisimlerde bulundugunda GR inhibisyonuna
bagli olarak GSH derisiminde bir azalma GSSG’ de ise bir
artts meydana gelir [45,46]. Zn? astrositlerde GR’ yi
inaktive ederek GSSG: GSH oranimin artmasina ve hiicre ici
ROS iiretimine neden olur [47].

Bu ¢alismada, tavuk bobrek dokusundan GR enzimi ilk
defa saflagtirildi ve Ni'? ve Zn™, Pb", Hg" Ag’, Al®,
metal iyonlarinin saflastirilan enzim aktivitesi lizerindeki in
vitro etkileri aragtirildi.

2. Materyal ve metod
2.1. Kimyasal materyali

NADPH ve GSSG Sigmadan, 2',5' ADP-Sepharose 4B
Pharmacia Firmasindan alind1. Diger kimyasallar ise Sigma
veya Merck’ten analitik saflikta alindi.

2.2. Homojenatin hazirlanmasi

Canli tavuk kesildikten sonra alinan tavuk bdbrek
dokular1 daha sonra kullanilmak {iizere -80°C’de derin
dondurucuda muhafaza edildi. Kullanilacak olan dokular
kiiciik pargalara ayrildiktan sonra 50 mM KH,PO, (pH=7,5)
homojenat tamponunda homojenize edildi. Homojenize
¢ozelti ultraturrax homojenizatdrle parcalanarak elde edilen
stispansiyon +4°C’de 13.500 rpm devirde 1 saat boyunca
santrifiij edildi ve alttaki ¢Okelti atilarak homojenat elde
edildi.

2.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Coktiirme islemleri sonucunda tavuk ylirek GR enzim
aktivitesinin tamaminin % 20-80 araliginda ¢oktiigi
belirlendi. Saflastirma esnasinda bu aralikta ¢oktiirmenin
yapilabilmesi i¢in numuneler santrifiij tiiplerine konularak
+4°C’de 13000 rpm devirde 15 dakika siireyle santrifiij
yapildi.  Siipernatantlar  atildiktan sonra  ¢okelekler
¢ozlinebilecegi minimum fosfat tamponunda (50 mM
KH,PO,, pH=7,5) ¢oziildii. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
islemleri siiresince ortamin sicaklifi buz banyosuyla diisiik
tutulmaya calisildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde
edilen numuneler diyaliz torbasina yerlestirilerek yarim saat
stireyle diyaliz tamponuna (50 mM K,HPO, / KCH;COO,
pH=7) kars1i diyaliz edildi. Diyaliz islemleri, +4°C ‘de
gerceklestirildi.

2.4. Enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Enzim aktivitesi spektrofotometrede 25°C’de Carlberg
and Mannervik'in tanimladig1 gibi 1 ml’lik kiivetlerle yapildi
[17].  Bu metod GSSG varliginda NADPH’in
yiikseltgenmesinden dolayr azalan NADPH' in 340 nm'de
absorbans vermesi esasina dayanir.

2.5. Protein tayini

Protein miktar1 spektrofotometrik olarak 595 nm de
Bradford metoduna gére yapildi. Olgiimde bovin serum
albiimin proteini standart olarak kullanild: [48].

2.6. 2, 5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi

10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2, 5' ADP
Sepharose 4B jeli tartildi. 400 ml destile su ile birka¢ defa
yikand1. Sigmis jelin havasi alindiktan sonra %25 dengeleme
tamponu (0,1 M K-asetat / 0,1 M K-fosfat pH=6) ve %75 jel
olacak sekilde 1x10 cm’lik kapali sistem olusturucu ve
sogutmali — yine ayn1 tamponu i¢eren-kolona paketlendi. Jel
¢oktiikten sonra dengeleme tamponuyla (0,1 M K-asetat /
0,1 M K-fosfat pH=6) yikandi. Dengeleme ve yikamada akis
hizt 50 ml/saat olarak uygulandi [30]. Numune kolona
yiiklendikten sonra sirastyla 25 ml 0,1 M K-asetat / 0,1 M
K-fosfat pH=6, 25 ml 0.1 M K-asetat / 0,1 M K-fosfat
pH=7.85 ve 25 ml 0,1 M KCl / 0,1 M K-Fosfat pH=7,85
¢ozeltileriyle yikandi. Daha sonra 25 ml 80 mM K-fosfat +
80 mM KCI + 0,5 mM NADP* + 10 mM EDTA pH=7,85
¢ozeltisi kolona uygulanarak enzim eliie edildi. Ayrica
homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve enzim
¢ozeltisinde spesifik aktiviteler ayr1 ayr1 belirlenerek
saflagtirma tablosu hazirlandi. Saflastirilan enzim ¢ozeltisi
50 mM K-asetat / 50 mM K-fosfat, pH=6 ¢ozeltisiyle diyaliz
edildi [49,50].

2.7. SDS - Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimin safligimin kontrolii igin %3-8 kesikli sodyum
dodesil siilfat (SDS-PAGE) poliakrilamid jel elektroforezi
Laemmli tarafindan anlatildig1 gibi yapilarak tek bant elde
edildi [51].

2.8. Molekiil kiitlesinin belirlenmesi

Sekil 2’deki SDS-PAGE fotografindan yararlanilarak
her bir standart protein ve enzim igin Log MA - Rf grafigi
cizilerek enzimin mol kiitlesi hesaplandi. Standart olarak
molekill E. coli B-galaktozidaz (120 kDa), sigir serum
albumin (85 kDa), tavuk yumurtast ovalbumin (50 kDa),
sigir eritrosit karbonik anhidraz (35 kDa), inek siitii B-
laktoglobulin (25 kDa) proteinleri kullanildi.

2.9. In vitro inhibisyon ¢alismalar

Bu caligmada, GR enzimi iizerine Ni*? ve Zn+2, Pb+2,
Hg, Ag’, AI", iyonlarini etkileri arastirildi. Her bir metal
icin ICs, degerlerinin belirlenmesi i¢in 0,8 mM substrat ve
bes farkli metal iyonu konsantrasyonlarinda elde edilen
degerler ile % aktivite-[I] grafikleri (Sekil 3, 4 ve 5)
cizilerek aktivite degerleri kullanildi. Ayrica inhibisyon
etkisi gdsteren metal iyonlar1 i¢in K; sabitlerinin belirlemesi
amactyla ii¢ sabit inhibitér konsantrasyonlarinda uygun bes
farkli substrat konsantrasyonu ile aktivite dl¢iimleri yapildi.
Elde edilen degerlerle her bir inhibitér igin Lineweaver-
Burk grafikleri (Sekil 6, 7 ve 8) cizilerek K; sabitleri ve
inhibisyon tiirleri belirlendi.

3. Bulgular

Glutatyon rediiktaz enzimi 2',5'-ADP-sepharose 4B
afinite kromatografisi kullanilarak tavuk bdbreginden
saflastirildi ve saflastirma sonuglar1 Tablo 1°de gosterildi.
Enzimin safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE yapilarak elde
edilen SDS-PAGE fotografi Sekil 1’de gosterildi. Enzimin
mol kiitlesinin hesaplanmas: i¢in log MA - Rf grafigi
cizilerek Sekil 2°de gosterildi. Enzim aktivitesi {izerinde
inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlar igin elde edilen ICs,
degerleri, ortalama K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri Tablo 2’
de verildi.
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Tablo 1. Tavuk bobrek dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enziminin saflagtirma basamaklari

Sekil 1. Afinite kolonundan eliie edilen tavuk bobrek GR
enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii; 1. kuyu: Standart

proteinler, 2. ve 3. kuyu: afinite kolonundan eliie edilen saf
GR enzimi

54 -
51
< 48 -
= )
o0
Q
245 -
42 . . . . .
0 02 04 06 08 1
Rf

Sekil 2. Tavuk bobreginden saflastirilan GR enziminin SDS-
PAGE sonucu molekiil kiitlesini bulmak i¢in ¢izilen log MA
- Rf degeri grafigi. Standart proteinler: E. coli B-
galaktozidaz (120 kDa), sigir serum albumin (85 kDa),
tavuk yumurtasi ovalbumin (50 kDa), sigir eritrosit karbonik
anhidraz (35 kDa), inek siitii f-laktoglobulin (25 kDa).

Aktivite (%)
[}
[}

Saflastirma Toplam | Aktivite Protein Toplam Toplam Spesifik % Saflastirma
Basamagi Hacim | (EU/ml) (mg/ml) Aktiyite Protein A]g(ivite Verim Katsayisi
(ml) EV) (mg) (EU/mg)
Homojenat
15 0,509 21,77 7,635 326,55 0,0233 100 1
Amonyum siilfat
¢oktiirmesi (%
20-80) ve 5 0,973 13.81 4,865 69.05 0,0704 63,719 3,021
diyaliz
2'.5'- ADP
senhaross 4B 6 0,722 0,084 4,332 0,504 8,595 56,738 368,884
120
100 y= 1006—4,105)(

40 -
20 -
0 . . . .
0 0,08 0.16 0,24 032
[Pb"] (mM)

Sekil 3. Tavuk bdbrek GR enzimi icin 5 farkli [Pb™]
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[ Pb*?] grafigi

120
100

Aktivite (%)
[}
[}

y = 100,86¢3-672x

0,1 02
[Hg] (mM)

0,3 0,4

Sekil 4. Tavuk bobrek GR enzimi igin 5 farkli [Hg+2]
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-| Hg'?] grafigi

250 -

200 -

Aktivite (%)
@
[}

y= 100e!-3682x

0,15 0,3

[AI*’] (mM)

0,45 0,6

Sekil 5. Tavuk bobrek GR enzimi icin 5 farkli [AI™]
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[ Al™] grafigi
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Sekil 6. Tavuk bobrek GR enzimi igin 3 sabit [Pb™] igin 5
farkli substrat (GSSG) konsantrasyonlarinda ¢izilen
Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 7. Tavuk bobrek GR enzimi igin 3 sabit [Hg™] igin 5
farkli substrat (GSSG) konsantrasyonlarinda ¢izilen
Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 2. Tavuk bobrek GR igin % Aktivite-[I] ve
Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen ICs, degerleri,
K;sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

1Cs Ortalama K Inhibisyon

Metaller (mM) (mM) tipi
Ni*? 0,337 0,558+0,222 | Yarismasiz

Zn" 0,191 | 0,100+0,026 Yan
yarigmali

Pb* 0,168 | 0,077+0,015 Yan
yarigsmali
Hg+2 0,187 0,101£0,007 | Yarigsmasiz
Ag’ 0,289 0,416+0,110 | Yarigsmasiz

4. Tartisma ve sonug

Antioksidan bir enzim olan glutatyon rediiktaz, ¢ogu
organizmanin hiicresel redoks metabolizmada GSSG’nin
indirgenmesinin saglayarak hayati bir rol oynar. GSH redoks
dengesinde, peroksitlerin, 2-oksoaldehitlerin ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev alir [52-57].
Antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir bileseni olan

GR hiicrede serbest radikallerin lipid, protein ve DNA
iizerinde olusturdugu zararl etkilerden korur [3].

Bu 6neminden dolayr glutatyon rediiktaz enzimi iizerine
¢ok sayida galigma yapilmis, birgok kaynaktan saflastirilmig
ve biyokimyasal Ozellikleri incelenmistir [5-31]. Bizim
yaptigimiz bu caligmada tavuk bobrek dokusundan
saflasgtirilan GR enzimi iizerine bazi metal iyonlarinin
inhibisyon etkisi incelendi.

Tablo 1’den goriindiigli gibi spesifik aktivitesi 8,595
EU/ml olan tavuk bobrek GR enzimi, ~ % 57 verimle 369
kat saflastirildi. Elde edilen bu veriler literatiirdeki
degerlerle karsilastirildiginda yeterli verim ve saflagtirma
katsayisina ulasilmis oldugu sdylenebilir [5-19]. Sekil 1’de
goriildiigii gibi 2 ve 3 numarali kuyucuklarda enzim icin
SDS-PAGE’de tek bant elde edilmistir. Bu tek banttan
enzimin tam olarak saflastirildigi goriinmektedir. Sekil
1’deki standartlardan faydalanilarak cizilen sekil 2’den
enzimin mol kiitlesi ~ 92 kDa olarak bulundu. Bulunan bu
deger literatiirdeki degerlerle karsilastirildiginda ¢ogu GR
enzimlerinden farkli oldugu goriinmektedir. Dolayisiyla
tavuk bobrek GR enzimi, diger kaynak dokulardan
saflagtirilmis GR enzimleri ile izoenzim olabilir veya alt
birimlerinin sayis1 farkli olabilir [58-64].

Bu ¢alismada ayrica GR enzimi aktivitesi iizerine Pb*?,
Hg, Zn", Ag" ve Ni"? metal iyonlarmn inhibisyon etkileri
arastirldi. Tablo 2’den goriindiigii gibi bu iyonlarmn ICs,
degerlerinin ve K; sabitlerinin kiiciikten biiyiige dogru
siralamist  Pb*™2, Hg+2, Zn", Ag" ve Ni? seklindedir.
Dolaysiyla enzimi en giiglii sekilde inhibe eden Pb"
iyonudur. Pb**den sonra sirastyla Hg’z, Zn", Ag" ve Ni'2
iyonlari gelmektedir. Ozellikle Pb™® ve Hg®’min enzimi
gliclii bir sekilde inhibe ettigi ICs, degerleri ve K;
sabitlerinin kiigiik olmasindan ¢ikarilabilir. Buna ilaveten bu
metal iyonlari igin inhibisyon tipleri de belirlendi. Pb*™* ve
Hg'? enzimi yar1 yarismali inhibe ederken, Hg'%, Ag" ve Ni'
iyonlarmim ise yarigmasiz olarak enzimi etkiledigi
sOylenebilir. Literatiir arastirmalarinda s6z konusu metal
iyonlartyla ilgili olarak yapilan bazi galismalarda benzer
sonuglarin elde edildigi tarafimizdan tespit edildi [63,65-67].
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