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Özet 
 

Glutayon redüktaz enzimi tavuk böbreğinden saflaştırıldı ve bazı metal iyonlarının bu enzim aktivitesi üzerine in vitro 
etkileri araştırıldı. Saflaştırma prosedürü üç basamaktan oluştu; homojenatın hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi ve affinite 
kromatografisi. Bu üç basamak sonucunda 8,595 EÜ/mg protein spesifik aktivitesine sahip enzim ~ % 57 verimle 369 kat 
saflaştırıldı. Enzimin saflık kontrolü sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile yapıldı ve bazı metal 
iyonlarının (Ni+2, Zn+2, Pb+2, Hg+2, Ag+ and Al+3) glutatyon redüktaz enzimi üzerindeki inhibisyon etkisi araştırıldı. Metal 
iyonları için Ki ve IC50 değerleri Lineweaver-Burk ve % vs [I] aktivite grafikleriyle belirlendi. Ni+2,  Hg+2 ve Ag+ yarışmasız 
inhibisyon gösterirken, Zn+2 ve Pb+2 yarı yarışmalı inhibisyon gösterdi. Diğer metal iyonlarının aksine Al+3 enzim üzerinde 
aktivatör etkisi gösterdi. 
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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+2, Zn+2, Pb+2, Hg+2, Ag+ and Al+3) on glutathione reductase were investigated. 
Ki constants and IC50 values for metal ions were determined by Lineweaver – Burk graphs and plotting activity % vs. [I]. While 
Ni+2,  Hg+2 and Ag+ showed noncompetitive inhibition, Zn+2 and Pb+2 displayed uncompetitive inhibition. In contrast, Al+3 
exhibited activatory effect on the enzyme. 
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1. Giriş 
 

Glutatyon redüktaz [Glutatyon; NADP+ oksidoredüktaz, 
EC 1.8.1.7: GR]  flavoenzimlerin piridin-nükleotid disülfit 
oksidoredüktaz ailesinin bir üyesidir. Bu enzim glutatyon 
disülfiti (GSSG) indirgenmiş glutatyona (γ-L-glutamil-L-
sisteinil glisin; GSH)’a NADPH yada NADH’ı bir 
indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini katalizler 
[1,2]. Hücrede GR ve GSH eksikliği oksidatif hasara yol 
açarak alzheimer, parkinson, karaciğer ve akciğer 
hastalıkları, kistik fibrozis, orak hücreli anemi, HIV, AIDS, 
kanser, ateroskleroz, felç, şizofreni, epilepsi ve diyabet gibi 
birçok hastalığa neden olabilir [3,4].  

Glutatyon redüktaz enzimi, insan eritrositleri, dana 
karaciğeri, buzağı karaciğeri, sığır böbrek korteksi, sığır 
eritrositleri, sığır karaciğeri, hindi karaciğeri, koyun beyni, 
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domuz eritrositleri, sıçan böbreği, sıçan karaciğeri ve tavuk 
karaciğeri [5-19] gibi memeli kaynaklardan; Escherichia 
coli, değişik türde parazit, çeşitli bakteri, alg ve maya [20-
26] gibi birçok mikroorganizmadan ve buğday, mısır, 
bezelye [27-31] gibi birçok bitkisel kaynaktan saflaştırılmış 
ve karakterize edilmiştir. 

Metal iyonları, kimyasal tepkimelerde serbest radikal 
oluşumuna neden olurlar. Reaktif oksijen ve nitrojen 
bileşiklerinin oluşması hücrede artmış oksidatif strese, DNA 
baz kırıklarına, artmış lipid peroksidasyonu ve birçok 
hastalığa neden olur [32]. Metal iyonlarından cıva (Hg), 
kadmiyum (Cd+2) ve nikel (Ni+2) zararlı etkilerini GSH 
konsantrasyonunu azaltıp proteinlerin sülfidril gruplarına 
bağlanarak gösterirler. Arsenik (As) doğrudan tiyol 
gruplarına bağlanmaktadır. Sonuç olarak, metal iyonları 
toksik ve karsinojenik etkilerini reaktif oksijen ve nitrojen 
türevlerini oluşturarak gösterirler [33].  
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Alerjik özelliği bulunan Ni+2’in akciğer kanserine neden 
olduğu bildirilmiştir [34,35]. Redoks aktif bir metal olan 
Ni+2 peroksidasyona karşı koruyucu hücresel antioksidan 
savunma mekanizmalarına zarar verir [36,37]. Ni+2 hücrede 
reaktif oksijen bileşikleri (ROS) üretimini ve lipid 
peroksidasyonunu arttırarak redoks dengeyi bozar ve bunun 
sonucunda hücresel proteinlere zarar verir [38-41]. Yaşam 
için önemli bir eser element olan Zn+2’nun birçok hücresel 
proteini özellikle aktif merkezinde sistein bulunan enzimleri 
etkilediği bilinmektedir [42-44]. Hücrede çinko derişiminin 
artmasıyla birlikte özellikle GR önemli derecede etkilenir. 
Zn+2 toksik derişimlerde bulunduğunda GR inhibisyonuna 
bağlı olarak GSH derişiminde bir azalma GSSG’ de ise bir 
artış meydana gelir [45,46]. Zn+2 astrositlerde GR’ yi 
inaktive ederek GSSG: GSH oranının artmasına ve hücre içi 
ROS üretimine neden olur [47].  

Bu çalışmada, tavuk böbrek dokusundan GR enzimi ilk 
defa saflaştırıldı ve Ni+2 ve Zn+2, Pb+2, Hg+2, Ag+, Al+3, 
metal iyonlarının saflaştırılan enzim aktivitesi üzerindeki in 
vitro etkileri araştırıldı. 
 
2. Materyal ve metod 
 
2.1. Kimyasal materyali 
 

NADPH ve GSSG Sigmadan, 2',5' ADP-Sepharose 4B 
Pharmacia Firmasından alındı. Diğer kimyasallar ise Sigma 
veya Merck’ten analitik saflıkta alındı.  
 
2.2. Homojenatın hazırlanması 
 

Canlı tavuk kesildikten sonra alınan tavuk böbrek 
dokuları daha sonra kullanılmak üzere -80°C’de derin 
dondurucuda muhafaza edildi. Kullanılacak olan dokular 
küçük parçalara ayrıldıktan sonra 50 mM KH2PO4 (pH=7,5) 
homojenat tamponunda homojenize edildi. Homojenize 
çözelti ultraturrax homojenizatörle parçalanarak elde edilen 
süspansiyon +4°C’de 13.500 rpm devirde 1 saat boyunca 
santrifüj edildi ve alttaki çökelti atılarak homojenat elde 
edildi.    

 
2.3. Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz 
 

Çöktürme işlemleri sonucunda tavuk yürek GR enzim 
aktivitesinin tamamının % 20-80 aralığında çöktüğü 
belirlendi. Saflaştırma esnasında bu aralıkta çöktürmenin 
yapılabilmesi için numuneler santrifüj tüplerine konularak 
+4°C’de 13000 rpm devirde 15 dakika süreyle santrifüj 
yapıldı. Süpernatantlar atıldıktan sonra çökelekler 
çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (50 mM 
KH2PO4, pH=7,5) çözüldü. Amonyum sülfat çöktürmesi 
işlemleri süresince ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük 
tutulmaya çalışıldı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde 
edilen numuneler diyaliz torbasına yerleştirilerek yarım saat 
süreyle diyaliz tamponuna (50 mM K2HPO4 / KCH3COO, 
pH=7) karşı diyaliz edildi. Diyaliz işlemleri, +4°C ‘de 
gerçekleştirildi. 
 
2.4. Enzim aktivitesinin ölçümü  
 

Enzim aktivitesi spektrofotometrede 25oC’de Carlberg 
and Mannervik'in tanımladığı gibi 1 ml’lik küvetlerle yapıldı 
[17]. Bu metod GSSG varlığında NADPH’ın 
yükseltgenmesinden dolayı azalan NADPH' ın 340 nm'de 
absorbans vermesi esasına dayanır.  
 
2.5. Protein tayini 

Protein miktarı spektrofotometrik olarak 595 nm de 
Bradford metoduna göre yapıldı. Ölçümde bovin serum 
albümin proteini standart olarak kullanıldı [48].   

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

10 ml’lik yatak hacmi için 2 g kuru 2', 5' ADP 
Sepharose 4B jeli tartıldı. 400 ml destile su ile birkaç defa 
yıkandı. Şişmiş jelin havası alındıktan sonra %25 dengeleme 
tamponu (0,1 M K-asetat / 0,1 M K-fosfat pH=6) ve %75 jel 
olacak şekilde 1x10 cm’lik kapalı sistem oluşturucu ve 
soğutmalı – yine aynı tamponu içeren-kolona paketlendi. Jel 
çöktükten sonra dengeleme tamponuyla (0,1 M K-asetat / 
0,1 M K-fosfat pH=6) yıkandı. Dengeleme ve yıkamada akış 
hızı 50 ml/saat olarak uygulandı [30]. Numune kolona 
yüklendikten sonra sırasıyla 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 
çözeltileriyle yıkandı. Daha sonra 25 ml 80 mM K-fosfat + 
80 mM KCl + 0,5 mM NADP+ + 10 mM EDTA pH=7,85 
çözeltisi kolona uygulanarak enzim elüe edildi. Ayrıca 
homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi ve enzim 
çözeltisinde spesifik aktiviteler ayrı ayrı belirlenerek 
saflaştırma tablosu hazırlandı. Saflaştırılan enzim çözeltisi 
50 mM K-asetat / 50 mM K-fosfat, pH=6 çözeltisiyle diyaliz 
edildi [49,50].   
 
2.7. SDS - Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 
 

Enzimin saflığının kontrolü için %3-8 kesikli sodyum 
dodesil sülfat (SDS-PAGE) poliakrilamid jel elektroforezi 
Laemmli tarafından anlatıldığı gibi yapılarak tek bant elde 
edildi [51].   
 
2.8. Molekül kütlesinin belirlenmesi 
 

Şekil 2’deki SDS-PAGE fotoğrafından yararlanılarak 
her bir standart protein ve enzim için Log MA - Rf grafiği 
çizilerek enzimin mol kütlesi hesaplandı. Standart olarak 
molekül E. coli β-galaktozidaz (120 kDa), sığır serum 
albumin (85 kDa), tavuk yumurtası ovalbumin (50 kDa), 
sığır eritrosit karbonik anhidraz (35 kDa), inek sütü β-
laktoglobulin (25 kDa) proteinleri kullanıldı. 
 
2.9. İn vitro inhibisyon çalışmaları 
 

Bu çalışmada, GR enzimi üzerine Ni+2 ve Zn+2, Pb+2, 
Hg+2, Ag+, Al+3, iyonlarının etkileri araştırıldı. Her bir metal 
için IC50 değerlerinin belirlenmesi için 0,8 mM substrat ve 
beş farklı metal iyonu konsantrasyonlarında elde edilen 
değerler ile % aktivite-[I] grafikleri (Şekil 3, 4 ve 5) 
çizilerek aktivite değerleri kullanıldı. Ayrıca inhibisyon 
etkisi gösteren metal iyonları için Ki sabitlerinin belirlemesi 
amacıyla üç sabit inhibitör konsantrasyonlarında uygun beş 
farklı substrat konsantrasyonu ile aktivite ölçümleri yapıldı. 
Elde edilen değerlerle her bir inhibitör için Lineweaver-
Burk grafikleri (Şekil 6, 7 ve 8) çizilerek Ki sabitleri ve 
inhibisyon türleri belirlendi. 
 
3. Bulgular  
 

Glutatyon redüktaz enzimi 2',5'-ADP-sepharose 4B 
afinite kromatografisi kullanılarak tavuk böbreğinden 
saflaştırıldı ve saflaştırma sonuçları Tablo 1’de gösterildi. 
Enzimin saflığının kontrolü için SDS-PAGE yapılarak elde 
edilen SDS-PAGE fotoğrafı Şekil 1’de gösterildi. Enzimin 
mol kütlesinin hesaplanması için log MA - Rf grafiği 
çizilerek Şekil 2’de gösterildi. Enzim aktivitesi üzerinde 
inhibisyon etkisi gösteren metal iyonları için elde edilen IC50 
değerleri, ortalama Ki sabitleri ve inhibisyon türleri Tablo 2’ 
de verildi. 
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Tablo 1. Tavuk böbrek dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enziminin saflaştırma basamakları 
 

 
 

 
 

Şekil 1. Afinite kolonundan elüe edilen tavuk böbrek GR 
enziminin SDS-PAGE ile saflık kontrolü; 1. kuyu: Standart 
proteinler,  2. ve 3. kuyu: afinite kolonundan elüe edilen saf 
GR enzimi 
 

 
 

Şekil 2. Tavuk böbreğinden saflaştırılan GR enziminin SDS-
PAGE sonucu molekül kütlesini bulmak için çizilen log MA 
- Rf değeri grafiği. Standart proteinler: E. coli β-
galaktozidaz (120 kDa), sığır serum albumin (85 kDa), 
tavuk yumurtası ovalbumin (50 kDa), sığır eritrosit karbonik 
anhidraz (35 kDa), inek sütü β-laktoglobulin (25 kDa). 
 
 

 
 

Şekil 3. Tavuk böbrek GR enzimi için 5 farklı [Pb+2] 
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[ Pb+2] grafiği 
 

 
 
Şekil 4. Tavuk böbrek GR enzimi için 5 farklı [Hg+2] 
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[ Hg+2] grafiği 
 

 
 
Şekil 5. Tavuk böbrek GR enzimi için 5 farklı [Al+3] 
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[ Al+3] grafiği 
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Şekil 6. Tavuk böbrek GR enzimi için 3 sabit [Pb+2] için 5 
farklı substrat (GSSG) konsantrasyonlarında çizilen 
Lineweaver-Burk grafikleri 

 

 
 

Şekil 7. Tavuk böbrek GR enzimi için 3 sabit [Hg+2] için 5 
farklı substrat (GSSG) konsantrasyonlarında çizilen 
Lineweaver-Burk grafikleri 
 
Tablo 2. Tavuk böbrek GR için % Aktivite-[I] ve 
Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen IC50 değerleri, 
Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu 
 

Metaller IC50 
(mM) 

Ortalama Ki 
(mM) 

İnhibisyon 
tipi 

 
Ni+2 

 
0,337 

 
0,558±0,222 

 
Yarışmasız 

 
Zn+2 

 
0,191 

 
0,100±0,026 

 
Yarı 

yarışmalı 

 
Pb+2 

 
0,168 

 
0,077±0,015 

 
Yarı 

yarışmalı 
 

Hg+2 
 

0,187 
 

0,101±0,007 
 

Yarışmasız 

 
Ag+ 

 
0,289 

 
0,416±0,110 

 
Yarışmasız 

 
4. Tartışma ve sonuç 
 

Antioksidan bir enzim olan glutatyon redüktaz, çoğu 
organizmanın hücresel redoks metabolizmada GSSG’nin 
indirgenmesinin sağlayarak hayati bir rol oynar. GSH redoks 
dengesinde, peroksitlerin, 2-oksoaldehitlerin ve 
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda görev alır [52-57]. 
Antioksidan savunma sisteminin önemli bir bileşeni olan 

GR hücrede serbest radikallerin lipid, protein ve DNA 
üzerinde oluşturduğu zararlı etkilerden korur [3].  

Bu öneminden dolayı glutatyon redüktaz enzimi üzerine 
çok sayıda çalışma yapılmış, birçok kaynaktan saflaştırılmış 
ve biyokimyasal özellikleri incelenmiştir [5-31]. Bizim 
yaptığımız bu çalışmada tavuk böbrek dokusundan 
saflaştırılan GR enzimi üzerine bazı metal iyonlarının 
inhibisyon etkisi incelendi. 

Tablo 1’den göründüğü gibi spesifik aktivitesi 8,595 
EÜ/ml olan tavuk böbrek GR enzimi, ~ % 57 verimle 369 
kat saflaştırıldı. Elde edilen bu veriler literatürdeki 
değerlerle karşılaştırıldığında yeterli verim ve saflaştırma 
katsayısına ulaşılmış olduğu söylenebilir [5-19]. Şekil 1’de 
görüldüğü gibi 2 ve 3 numaralı kuyucuklarda enzim için 
SDS-PAGE’de tek bant elde edilmiştir. Bu tek banttan 
enzimin tam olarak saflaştırıldığı görünmektedir. Şekil 
1’deki standartlardan faydalanılarak çizilen şekil 2’den 
enzimin mol kütlesi ~ 92 kDa olarak bulundu. Bulunan bu 
değer literatürdeki değerlerle karşılaştırıldığında çoğu GR 
enzimlerinden farklı olduğu görünmektedir. Dolayısıyla 
tavuk böbrek GR enzimi, diğer kaynak dokulardan 
saflaştırılmış GR enzimleri ile izoenzim olabilir veya alt 
birimlerinin sayısı farklı olabilir [58-64].  

Bu çalışmada ayrıca GR enzimi aktivitesi üzerine Pb+2, 
Hg+2, Zn+2, Ag+ ve Ni+2 metal iyonlarının inhibisyon etkileri 
araştırıldı. Tablo 2’den göründüğü gibi bu iyonların IC50 
değerlerinin ve Ki sabitlerinin küçükten büyüğe doğru 
sıralanışı Pb+2, Hg+2, Zn+2, Ag+ ve Ni+2 şeklindedir. 
Dolayısıyla enzimi en güçlü şekilde inhibe eden Pb+2 

iyonudur. Pb+2’den sonra sırasıyla Hg+2, Zn+2, Ag+ ve Ni+2 

iyonları gelmektedir. Özellikle Pb+2 ve Hg+2’nın enzimi 
güçlü bir şekilde inhibe ettiği IC50 değerleri ve Ki 
sabitlerinin küçük olmasından çıkarılabilir. Buna ilaveten bu 
metal iyonları için inhibisyon tipleri de belirlendi. Pb+2 ve 

Hg+2 enzimi yarı yarışmalı inhibe ederken, Hg+2, Ag+ ve Ni+2 

iyonlarının ise yarışmasız olarak enzimi etkilediği 
söylenebilir. Literatür araştırmalarında söz konusu metal 
iyonlarıyla ilgili olarak yapılan bazı çalışmalarda benzer 
sonuçların elde edildiği tarafımızdan tespit edildi [63,65-67].   
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