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OZET

Normal ve cinko eksikligi olan ratlarda
karaciger ve bobrek metellolioneini kismen
saflastirildi ve serum c¢inko diizeyleri ile iliskisi
incelendi. Kontrol grubundaki rotlar 21 giin siire
ile standartlaboratuvar diyeti ve musluk suyu
ile, deney grubundakiler ise cinko-eksik diyet ve
deionize su ile beslendiler. Bu siirenin sonunda
hayvanlar oldiiriildii, karaciger ve bobrek ornek-
leri alinarak ultrasantrifiij ile sitozol fraksiyonu
hazirland1 ve sefadeks G-75  kolon
kromatografisine uygulandi. Kolon
boliimiimiizde geligtirilmis olup cift cidarlidir ve
gel distan buzla sogutularak 0°C'de tutulmak-
tadir. Biyolojik aktif cinko kontrol grubu
karaciger  sitozoliinde  2.06 kere,  bobrek
sitozoliinde 1.91 kere saflagtinldi. Cinko yetmez-
ligi olan ratlarda bu cinko fraksiyonu goriilmedi.

Anahtar Kelimeler: Metallotionein, Sephadex G-75 kolon
kromatografisi.
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GIRIS

Hepatik ve intestinal ¢inko metabolizmasinin
onemli bir komponenti metallotioneindir (1,2). Bu
protein ilk kez kadmium toksikolojisindeki rolii ile
dikkati ¢ekmis daha sonra bir ¢inko thionein
oldugu gosterilmistir (3).

Karaciger ve ince barsakta metallothioneine
baglanan c¢inko diyetle alinan miktar ile dogrudan
baglantilidir. Deney hayvanlarinda ve insanda
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SUMMARY

Experiments were carried out on two groups
of rats to study the relation of serum zinc levels
and tissue metallothioneins. Rats in the control
group were maintained on standard laboratory
chow and tap water ad lib. Rats in experimental
group were fed zinc-deficient diet and deionized
water for 21 days. Atthe end of this periodthe
animals were sacrified, their livers and kidneys
were removed, homogenized andthe cytosolic

fractions were prepared by ultracentrifugation
andwere appliedto Sephadex G-75 column
chromatography. The method utilized was
developedin ourdepartment as an icejacketed
column and gel filtration was performed at 0°C.
Biologically active zinc was purified 2.06 foldin
hepatic and 1.91 fold in renal cytosol of the con-
trol group this fraction was not observedin the
zinc deficient group.
KeyWords: Metailothionein, Sephadex G-75 Column

chromatography.
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yapilan ¢alismalarda oral ve parenteral ¢inko birik-
tigi ve metallotionein biyosentezinin arttigir gosteril-
migtir  (4,5). Hepatik ¢inko birikimi ve metal-
lotionein sentezinin indiiklenmesi Onceden ac-
tinomycin D, corydepsin veya cycloheximid veril-
mesi ile engellenir. Cinko-eksik diyetle beslenen
ratlarda mctallotioneinc bagli ¢inko olgiilemeyecek
kadar azalir, diyete ¢inko eklendiginde belirgin
olarak artar (4-6). Karacigerde metallotionein

* Bu ¢alisma TUBITAK Arastirma Egitimi ve Uygulama Unitesi ile Anadolu Saghk ve Arastirmalar Vakfi tarafindan desteklenmistir.
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Tablo 1. Sefadeks G-75 Kolonunun Cinko vc Protein Olarak Verimi

Zn' (ug) Protein (mg)
Giren Cikan % verim Giren Cikan % verim
Kontrol Gr. Karaciger 6333 6080 926 132.15 122.80 93
Deney Gr. Karaciger 6650 6450 97 147.30 135.60 92
Kontrol Gr.Bébrek 2490 2364 95 4233 38.52 91
Deney Gr. Bobrek 2115 2010 95 36.78 34.56 94

olarak biriken ¢inko acglikta artar, actinomycin D
bu birikmeyi Onler, bu da dc-novo protein sentezi
gerektigini gosterir (7). Bakteriyel enfeksiyonda ve
travmada plazma ¢inkosunda azalma olur ve
hepatik metallotionein miktar: artar (8,9). Karbon
tetrakloriir veya streptozotosin ile deneysel diabet
olusturulan ve yanik, siddetli egzersiz. Soguk, sicak
gibi streslere maruz birakilan ratlarda da benzer

sonuglar alinmigtir (2,10).

Karacigerde metallotionein biyosentez.ini et-

kileyen deneysel sartlarin baslicalar1 artiritler,

alkilleyici ajanlar, kadmium, bakir, endotoksin,
epinefrin, glukokortikoidler, glukagon, interleukin
ve isoproponoldiir (1).

Metallotionein cegitli  tiirlerin  karaciger,

barsak
saflastirilmis ve 6-7000 dalton molekiil agirliginda

bobrek ve ince mukozalarindan
aromatik amino asit ihtiva etmeyen, primer yapinin
iicte birine yakimi sistemden olusan tek bir polipep-
tid oldugu gosterilmistir. Saflastirmada kullanilan
sefadeks G-75 ve DEAE-
sefadeks kolon kromatografileri ile ultrasantri-
fujdar (11-14).

baslica metodlar

MATERYAL VE METOD

Deneyler Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi

Deney Hayvanlart  Yetistirme ve Arastirma
150-200 gr

agirliginda erkek ratlarda yapildi. Kontrol grubunu

Laboratuvarlarindan saglanan
olusturan 7 rat 21 giin siire ile 6zel metabolik
kafeste korundu, standart laboratuvar diyeti ve
musluk suyu ile, deney grubunu olusturan 6 rat ise
ayni kafeslerde ¢inko eksik diyet ve deionize su ile
beslendiler. Belirtilen siirenin sonunda hayvanlar
oldurildi, kan, karaciger ve bobrek Ornekleri
alindi.
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Kan 6rneklerinin serumu ayrilarak atomik ab-
sorbsiyon spektrofotometresi (AAS) ile ¢inko
O0l¢timii yapildi. Karaciger ve bobreklerden 1 gr
kadar 6rnek alindi, distan buzla sogutularak Potler
Elvejhem cam-teflon homojenizatorle gr/2 ml 250
mM sukroz, 50 niM Tris-asctat pH: 8.2 tamponu
icinde homojenize edildikten sonra Beckman
ultrasantrifiijde 100.000 g'de 20 dak santrifiij edil-
di, elde edilen siipernatan (sitozol) Sefadeks G-75
kolonuna uygulandi.

Sefadeks G-75 kolonu

bolimiimiizde gelistirilmis olup ¢ift cidarlidir, i¢

sogutulmus

ice iki silindirik kolondan olusmaktadir. Distaki
(jacked) kolonda kirilmis buz mevcuttur ve
ictekinin 0°C'de tutulmasini saglamaktadir. Kolon-
boyutlar1 70x2.5 cm olup, 250 mM sukroz, 50 mM
Tris-asetat pH: 8.2 eliisyon tamponu ile dengelen-
di. Akis hiz1 15 ml/saat olarak ayarlandi ve her 5 ml
birtiipe alinarak AAS ile Zn"
Warburg, Christian metodu (16) ile protein tayin-

Olgimi (15) ve

leri yapaildi.

SONUCLAR

Kontrol grubundaki 7 rat ve deney grubundaki
6 ratm karaciger sitozoliiniin Sefadeks G-75 kolon
kromatografisi sonug¢lan Sekil 1'de oOzetlenmistir.
Kontrlo grubunda birincisi 80-90, ikincisi 150-160
ml eliisyon hacminde iki protein ve beraberinde iki
¢inko zirvesi gozlendi. Birinci zirve yiliksek molekiil
agirliklt (> 75.000 dalton) proteinlere bagli ¢inkoyu
gostermektedir. Ikincisi ise diisiik molekiil agirlikli
proteinlere baglt ¢inkoyu gostermekle ve metal-
lotionein ihtiva etmektedir. Bu farksiyonun
Zn /protein orani Sefadeks kolonuna uygulanan
karaciger sitozoliine gore 2.06 kere fazladir, baska

bir deyisle biyolojik aktif ¢inko 2.06 kere
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Sekil 1. 21 giin siire ile standart laboratuvar diyeti ve musluk suyu (kontrol grubu), ¢inko-eksik diyet ve dieonize su (deney grubu) ile

beslenen ratlann karaciger sitozoliiniin Sephadex G-75 kolon kromatografisi. Kolon cift cidarhh olup gel filtrasyonu distan
buzla sogutularak yapilmistir. Kolon boyutlar1 70x2.5 cm, eliisyon tamponu 250 mM sukroz, 50 mM Tris-asetat pH: 82, akis
hiz1 15 ml/saat. Her nokta kontrol grubunda 7, deney grubunda 6 rattan elde edilen karaciger sitozoliiniin sonu¢larinin or-

talamasidir.
Cinko

Protein

saflagsmistir. Kolonun verimi proteinler ydniinden
% 93, ¢inko yoniinden % 96'dir (Tablo 1).

Cinko eksikligi olusturulan deney grubuna 80-
90 ml eliisyon hacminde bir protein ve beraberinde
bir ¢inko zirvesi gézlendi. 140 ml eliisyon hacmin-
deki ikinci protein zirvesinde ise ¢inkoda belirgin
bir artig yoktu. Bu fraksiyon diisiik molekiil
agirlikli proteinlere ve metallotioneine bagli ¢in-
koyu gbostermektedir. Ikinci protein zirvesinin
Zn /protein oraninda kontrol grubunda meydana
gelen artma deney grubunda goriilmedi. Kolonun
verimi protein yoniinden % 92, ¢inko yoniinden %
97'dir (Tablo 1).

Bobrek sitozoliiniin Sefadeks G-75 kolon

kromatografisi sonuglar1 Sekil 2'de gorilmektedir.
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Kontrol grubunda birincisi 90-100, ikincisi 150-160
ml eliisyon hacminde iki protein ve beraberinde iki
¢inko zirvesi go6zlendi. Karacigerdekine benzer
sekilde birinci zirve yiiksek molekiil agirhikli (>
75.000 dalton) proteinlerebagli¢inkoyu gdstermek-
tedir. Ikinci ise metallotionein ve diisiik molekiil
agirliklt proteinlere bagli ¢inkoyu goéstermektedir.
bobrek

Zn' /proteinoran1 58.8'diir. ikinci protein zirvede

Kolona uygulanan ekstresinde
bu oran 112 olup kromatografi sonucunda iki kere

kadar artmistir, yani aktif ¢inko saflagmistir.
Kolonun verimi ¢inko igin % 95, proteinler igin %

91'dir (Tablo 1).

Cinko eksikligi olusturulan deney grubunda 90
ml eliisyon hacminde bir protein ve beraberinde
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Sekil 2. 21 giin siire ile standart laboratuvar diyeti ve musluk suyu (kontrol grubu), ¢cinko-eksik diyet ve dieonize su (deney grubu) ile
beslenen ratlarin bobrek sitozoliiniin Sephadex G-75 kolon kromatografisi. Kolon cift cidarh olup gel filtrasyonu distan
buzla sogutularak yapilmistir. Kolon boyutlar1 70x2.5 cm, eliisyon tamponu 250 m M sukroz, 50 mM Tris-asetat pil: 82, akis
hiz1 15 ml/saat. Her nokta kontrol grubunda 7, deney grubunda 6 rattan elde edilen bébrek sitozoliiniin sonuc¢larinin or-

talamasidir.
Cinko
Protein
bir ¢inko zirvesi gozlendi. Bu yiiksek molekiil Metallotionein 1 ve II olmak iizere baslica iki
agirlikli proteinlere bagh ¢inkodur (> 75.000 dal- isometallotionein vardir, bunlarin amino asit
tOl’l). 150 ml el'usyon hacmindeki ikinci protein zir- blleslmlerl bir miktar farkli olup DEAE-ion
vesinde ise kontrol grubundaki —ginko artisi degistirici kromatografi veya "gel permetion high-

goriilmedi. Bu fraksiyonda Zn’/protein orant
kolona giren bobrek sitozoliine gdre artma goster-
medi. Kolonun verimi ¢inko i¢in % 95, protein igin
% 94'diir (Tablo 1).

performance liquid chromatography" ile ayrilabilir
(17,18). DNA-dizi caligmalari ile doku
ekstrelerinde " reverse phase HPLC" ile yapilan

Kontrol grubu ratlarin serum ginko diizeyleri calismalar ikiden fazla metallotionein geni ve

1449 + 12.1 deney grubundakilerin 114.7 = 10.2
u.g/dl olup aradaki fark istatistiksel bakimdan
onemlidir (p < 0.001) ve ¢inko yetmezligi meydana

isometallotionein oldugunu gdéstermistir (19).

Metallotioneinin metal-baglama bolgeleri ¢ok

gelmistir. ilgi ¢ekmistir. ilk calismalar metal baglanmasindan
sisteinil radikallerinin sorumlu oldugunu goéster-

TARTISMA mistir. Cd-NMR ile yapilan daha sonraki
Metallotionein ilk kez Kagi ve arkadaslar calismalarda protein molekiiliiniin iki salkimdan
tarafindan at bobreginde bulundu ve saflastirildi. olustugu, metal ionlarinin doérdiinin bir salkimda,

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.4,1990
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diger Ug¢ilinlin diger salkimda tiol ligandi yapacak

sekilde yerlestigi gosterilmistir (20).

Metallotionein  ¢esitli  hayvan  tilirleri  ve
dokularindan saflagtirilrnistir. En ayrintili  olarak
incelenenler karaciger, bodbrek ve ince barsak
metallotioneinleridir.  Erigkin  karaciger metal-
lotioneini bir ¢inko-protein olup fizyolojik sartlar-
da bakir da baglamasi her iki eser element metabo-
lizmasi ile de ilgili oldugunu gosterir (21,22). Fetal
insan karaciger metallotioneini ¢6ziiniir fraksiyon-
dan saflastirildiginda baslica ¢inko ihtiva eder, par-
tikiillii kisimdan elde edilen metallotionein ise
daha fazla bakir ile birlesmistir (23,24). Pre- ve

neonatal periodda rat ve koyun karacigerinde bol

miktarda metallotionein bulunur ve bakirca zengin-
dir (25,26).

Bizim ¢alismamizda normal ve ¢inko eksikligi
yapilan rat karaciger ve bobreklerinde metal-
lotionein ilk basamagi olan
sefadeks G-75 kolon kromatografisi yapildi. Bul-

safiagtirilmasinin

literatiirdeki  bilgilere = uymaktadir

(1,2,4,8,11). Calismalarimiz proteinin daha ileri

gularimiz

saflastirmasint yapmak, serum ve doku ¢inko
seviyeleri ve bazi metalloenzim miktarlart ile
karsilastirmak ve radyasyonun etkilerini incelemek

yoniinden devam etmektedir.

Not: Proteinlerin olgiimiinde degerli yardim-
larimi gordiigiimiiz Prof.Dr. Cigdem Altay'a tesekkiir

ederiz.
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