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ÖZET 

Normal ve çinko eksikliği olan ratlarda 
karaciğer ve böbrek metellolioneini kısmen 
saflaştırıldı ve serum çinko düzeyleri ile ilişkisi 
incelendi. Kontrol grubundaki rotlar 21 gün süre 
ile standart laboratuvar diyeti ve musluk suyu 
ile, deney grubundakiler ise çinko-eksik diyet ve 
deionize su ile beslendiler. Bu sürenin sonunda 
hayvanlar öldürüldü, karaciğer ve böbrek örnek­
leri alınarak ultrasantrifiij ile sitozol fraksiyonu 
hazırlandı ve sefadeks G-75 kolon 
kromatografısine uygulandı. Kolon 
bölümümüzde geliştirilmiş olup çift cidarlıdır ve 
gel dıştan buzla soğutularak 0°C'de tutulmak­
tadır. Biyolojik aktif çinko kontrol grubu 
karaciğer sitozolünde 2.06 kere, böbrek 
sitozolünde 1.91 kere saflaştınldı. Çinko yetmez­
liği olan ratlarda bu çinko fraksiyonu görülmedi. 

Anahtar Kelimeler: Metallotionein, Sephadex G-75 kolon 
kromatografisi. 
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S U M M A R Y 

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. At the end of this period the 
animals were sacrified, their livers and kidneys 
were removed, homogenized and the cytosolic 
fractions were prepared by ultracentrifugation 
and were applied to Sephadex G-75 column 
chromatography. The method utilized was 
developed in our department as an ice jacketed 
column and gel filtration was performed at 0°C. 
Biologically active zinc was purified 2.06 fold in 
hepatic and 1.91 fold in renal cytosol of the con­
trol group this fraction was not observed in the 
zinc deficient group. 

KeyWords: Metailothionein, Sephadex G-75 Column 
chromatography. 
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GİRİŞ 
Hepatik ve intestinal çinko metabolizmasının 

önemli bir komponenti metallotioneindir (1,2). Bu 
protein ilk kez kadmium toksikolojisindeki rolü ile 
dikkati çekmiş daha sonra bir çinko thionein 
olduğu gösterilmiştir (3). 

Karaciğer ve ince barsakta metallothioneine 
bağlanan çinko diyetle alınan miktar ile doğrudan 
bağlantılıdır. Deney hayvanlarında ve insanda 

yapılan çalışmalarda oral ve parenteral çinko birik­
tiği ve metallotionein biyosentezinin arttığı gösteril­
miştir (4,5). Hepatik çinko birikimi ve metal­
lotionein sentezinin indüklenmesi önceden ac-
tinomycin D, corydepsin veya cycloheximid veril­
mesi ile engellenir. Çinko-eksik diyetle beslenen 
ratlarda mctallotioneinc bağlı çinko ölçülemeyecek 
kadar azalır, diyete çinko eklendiğinde belirgin 
olarak artar (4-6). Karaciğerde metallotionein 

* Bu çalışma TÜBİTAK Araştırma Eğitimi ve Uygulama Ünitesi İle Anadolu Sağlık ve Araştırmalar Vakfı tarafından desteklenmiştir. 
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Tablo 1. Sefadeks G-75 Kolonunun Çinko vc Protein Olarak Verimi 

Giren 
Z n 2 + (u.g) 

Çıkan % verim Giren 
Protein (mg) 

Çıkan % verim 

Kontrol Gr. Karaciğer 6333 6080 96 132.15 122.80 93 
Deney Gr. Karaciğer 6650 6450 97 147.30 135.60 92 
Kontrol Gr. Böbrek 2490 2364 95 42.33 38.52 91 
Deney Gr. Böbrek 2115 2010 95 36.78 34.56 94 

olarak biriken çinko açlıkta artar, actinomycin D 
bu birikmeyi önler, bu da dc-novo protein sentezi 
gerektiğini gösterir (7). Bakteriyel enfeksiyonda ve 
travmada plazma çinkosunda azalma olur ve 
hepatik metallotionein miktarı artar (8,9). Karbon 
tetraklorür veya streptozotosin ile deneysel diabet 
oluşturulan ve yanık, şiddetli egzersiz. Soğuk, sıcak 
gibi streslere maruz bırakılan ratlarda da benzer 
sonuçlar alınmıştır (2,10). 

Karaciğerde metallotionein biyosentez.ini et­
kileyen deneysel şartların başlıcaları artiritler, 
alkilleyici ajanlar, kadmium, bakır, endotoksin, 
epinefrin, glukokortikoidler, glukagon, interleukin 
ve isoproponoldür (1). 

Metallotionein çeşitli türlerin karaciğer, 
böbrek ve ince barsak mukozalarından 
saflaştırılmış ve 6-7000 dalton molekül ağırlığında 
aromatik amino asit ihtiva etmeyen, primer yapının 
üçte birine yakını sistemden oluşan tek bir polipep-
tid olduğu gösterilmiştir. Saflaştırmada kullanılan 
başlıca metodlar sefadeks G-75 ve D E A E -
sefadeks kolon kromatografileri ile ultrasantri-
füjdür (11-14). 

M A T E R Y A L V E M E T O D 

Deneyler Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Deney Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma 
Laboratuvarlarından sağlanan 150-200 gr 
ağırlığında erkek ratlarda yapıldı. Kontrol grubunu 
oluşturan 7 rat 21 gün süre ile özel metabolik 
kafeste korundu, standart laboratuvar diyeti ve 
musluk suyu ile, deney grubunu oluşturan 6 rat ise 
aynı kafeslerde çinko eksik diyet ve deionize su ile 
beslendiler. Belirtilen sürenin sonunda hayvanlar 
öldürüldü, kan, karaciğer ve böbrek örnekleri 
alındı. 

Kan örneklerinin serumu ayrılarak atomik ab-
sorbsiyon spektrofotometresi (AAS) ile çinko 
ölçümü yapıldı. Karaciğer ve böbreklerden 1 gr 
kadar örnek alındı, dıştan buzla soğutularak Potler 
Elvejhem cam-teflon homojenizatörle gr/2 ml 250 
mM sukroz, 50 nıM Tris-asctat p H : 8.2 tamponu 
içinde homojenize edildikten sonra Beckman 
ultrasantrifüjde 100.000 g'de 20 dak santrifüj edil­
di, elde edilen süpernatan (sitozol) Sefadeks G-75 
kolonuna uygulandı. 

Sefadeks G-75 soğutulmuş kolonu 
bölümümüzde geliştirilmiş olup çift cidarlıdır, iç 
içe iki silindirik kolondan oluşmaktadır. Dıştaki 
(jacked) kolonda kırılmış buz mevcuttur ve 
içtekinin 0°C'de tutulmasını sağlamaktadır. Kolon-
boyutları 70x2.5 cm olup, 250 mM sukroz, 50 mM 
Tris-asetat p H : 8.2 elüsyon tamponu ile dengelen­
di. Akış hızı 15 ml/saat olarak ayarlandı ve her 5 ml 
birtüpe alınarak A A S ile Zn" ölçümü (15) ve 
Warburg, Christian metodu (16) ile protein tayin­
leri yapıldı. 

SONUÇLAR 

Kontrol grubundaki 7 rat ve deney grubundaki 
6 ratm karaciğer sitozolünün Sefadeks G-75 kolon 
kromatografisi sonuçlan Şekil l 'de özetlenmiştir. 
Kontrlo grubunda birincisi 80-90, ikincisi 150-160 
ml elüsyon hacminde iki protein ve beraberinde iki 
çinko zirvesi gözlendi. Birinci zirve yüksek molekül 
ağırlıklı (> 75.000 dalton) proteinlere bağlı çinkoyu 
göstermektedir. İkincisi ise düşük molekül ağırlıklı 
proteinlere bağlı çinkoyu göstermekle ve metal­
lotionein ihtiva etmektedir. Bu farksiyonun 
Zn /protein oranı Sefadeks kolonuna uygulanan 
karaciğer sitozolüne göre 2.06 kere fazladır, başka 
bir deyişle biyolojik aktif çinko 2.06 kere 
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Şekil 1. 21 gün süre ile standart laboratuvar diyeti ve musluk suyu (kontrol grubu), çinko-eksik diyet ve dieonize su (deney grubu) ile 
beslenen ratlann karaciğer sitozolünün Sephadex G-75 kolon kromatografisi. Kolon çift cidarlı olup gel filtrasyonu dıştan 
buzla soğutularak yapılmıştır. Kolon boyutları 70x2.5 cm, elüsyon tamponu 250 mM sukroz, 50 mM Tris-asetat pH: 8.2, akış 
hızı 15 ml/saat. Her nokta kontrol grubunda 7, deney grubunda 6 rattan elde edilen karaciğer sitozolünün sonuçlarının or-
talamasıdır. 

Çinko 
Protein 

saflaşmıştır. Kolonun verimi proteinler yönünden 
% 93, çinko yönünden % 96'dır (Tablo 1). 

Çinko eksikliği oluşturulan deney grubuna 80-
90 ml elüsyon hacminde bir protein ve beraberinde 
bir çinko zirvesi gözlendi. 140 ml elüsyon hacmin­
deki ikinci protein zirvesinde ise çinkoda belirgin 
bir artış yoktu. Bu fraksiyon düşük molekül 
ağırlıklı proteinlere ve metallotioneine bağlı çin­
koyu göstermektedir. İkinci protein zirvesinin 
Zn /protein oranında kontrol grubunda meydana 
gelen artma deney grubunda görülmedi. Kolonun 
verimi protein yönünden % 92, çinko yönünden % 
97'dir (Tablo 1). 

Böbrek sitozolünün Sefadeks G-75 kolon 
kromatografisi sonuçları Şekil 2'de görülmektedir. 

Kontrol grubunda birincisi 90-100, ikincisi 150-160 
ml elüsyon hacminde iki protein ve beraberinde iki 
çinko zirvesi gözlendi. Karaciğerdekine benzer 
şekilde birinci zirve yüksek molekül ağırlıklı (> 
75.000 dalton) proteinlere bağlı çinkoyu göstermek­
tedir. İkinci ise metallotionein ve düşük molekül 
ağırlıklı proteinlere bağlı çinkoyu göstermektedir. 
Kolona uygulanan böbrek ekstresinde 
Zn 2 + / p ro t e in oranı 58.8'dür. İkinci protein zirvede 
bu oran 112 olup kromatografı sonucunda iki kere 
kadar artmıştır, yani aktif çinko saflaşmıştır. 
Kolonun verimi çinko için % 95, proteinler için % 
91'dir (Tablo 1). 

Çinko eksikliği oluşturulan deney grubunda 90 
ml elüsyon hacminde bir protein ve beraberinde 
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Husyen hacmi (mi) 
Şekil 2. 21 gün süre ile standart laboratuvar diyeti ve musluk suyu (kontrol grubu), çinko-eksik diyet ve dieonize su (deney grubu) ile 

beslenen ratların böbrek sitozolünün Sephadex G-75 kolon kromatografisi. Kolon çift cidarlı olup gel filtrasyonu dıştan 
buzla soğutularak yapılmıştır. Kolon boyutları 70x2.5 cm, elüsyon tamponu 250 m M sukroz, 50 mM Tris-asetat pil: 8.2, akış 
hızı 15 ml/saat. Her nokta kontrol grubunda 7, deney grubunda 6 rattan elde edilen böbrek sitozolünün sonuçlarının or-
talamasıdır. 

Çinko 
Protein 

bir çinko zirvesi gözlendi. Bu yüksek molekül 
ağırlıklı proteinlere bağlı çinkodur ( > 75.000 dal-
ton). 150 ml elüsyon hacmindeki ikinci protein zir­
vesinde ise kontrol grubundaki çinko artışı 
görülmedi. Bu fraksiyonda Zn 2 + /p ro te in oranı 
kolona giren böbrek sitozolüne göre artma göster­
medi. Kolonun verimi çinko için % 95, protein için 
% 94'dür (Tablo 1). 

Kontrol grubu ratların serum çinko düzeyleri 
144.9 ± 12.1 deney grubundakilerin 114.7 ± 10.2 
u.g/dl olup aradaki fark istatistiksel bakımdan 
önemlidir (p < 0.001) ve çinko yetmezliği meydana 
gelmiştir. 

TARTIŞMA 
Metallotionein ilk kez Kagi ve arkadaşları 

tarafından at böbreğinde bulundu ve saflaştırıldı. 

Metallotionein 1 ve II olmak üzere başlıca iki 
isometallotionein vardır, bunların amino asit 
bileşimleri bir miktar farklı olup D E A E - i o n 
değiştirici kromatografi veya "gel permetion high-
performance liquid chromatography" ile ayrılabilir 
(17,18). DNA-d iz i çalışmaları ile doku 
ekstrelerinde " reverse phase H PLC" ile yapılan 
çalışmalar ikiden fazla metallotionein geni ve 
isometallotionein olduğunu göstermiştir (19). 

Metallotioneinin metal-bağlama bölgeleri çok 
ilgi çekmiştir. İlk çalışmalar metal bağlanmasından 
sisteinil radikallerinin sorumlu olduğunu göster-
mistir. C d - N M R ile yapılan daha sonraki 
çalışmalarda protein molekülünün iki salkımdan 
oluştuğu, metal ionlarının dördünün bir salkımda, 
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diğer üçünün diğer salkımda tiol ligandı yapacak 
şekilde yerleştiği gösterilmiştir (20). 

Metallotionein çeşitli hayvan türleri ve 
dokularından saflaştırılrnıştır. En ayrıntılı olarak 
incelenenler karaciğer, böbrek ve ince barsak 
metallotioneinleridir. Erişkin karaciğer metal-
lotioneini bir çinko-protein olup fizyolojik şartlar­
da bakır da bağlaması her iki eser element metabo­
lizması ile de ilgili olduğunu gösterir (21,22). Fetal 
insan karaciğer metallotioneini çözünür fraksiyon­
dan saflaştırıldığında başlıca çinko ihtiva eder, par-
tiküllü kısımdan elde edilen metallotionein ise 
daha fazla bakır ile birleşmiştir (23,24). Pre- ve 
neonatal periodda rat ve koyun karaciğerinde bol 

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

Bizim çalışmamızda normal ve çinko eksikliği 
yapılan rat karaciğer ve böbreklerinde metal­
lotionein safiaştırılmasının ilk basamağı olan 
sefadeks G-75 kolon kromatografisi yapıldı. Bul­
gularımız literatürdeki bilgilere uymaktadır 
(1,2,4,8,11). Çalışmalarımız proteinin daha ileri 
saflaştırmasını yapmak, serum ve doku çinko 
seviyeleri ve bazı metalloenzim miktarları ile 
karşılaştırmak ve radyasyonun etkilerini incelemek 
yönünden devam etmektedir. 

Not: Proteinlerin ölçümünde değerli yardım­
larını gördüğümüz Prof.Dr. Çiğdem Altay'a teşekkür 
ederiz. 
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