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Ozet: Cinko, viicuda digaridan alinan inorganik bir maddedir ve enzimlerin aktivitelerini diizenlemesi,

proteinlerin yapilarina katilip stabilizasyonlarini saglamas1 ve gen ifadesini kontrol etmesi nedeniyle
organizmada dnemli rollere sahiptir. Bu ¢alismada ¢inko siilfatin, glikolizin son basamaginda yer alan laktat
dehidrogenaz enziminin aktivitesine in vitro etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Cinko’ nun laktat
dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisini incelemek amaciyla; 1mg/ml, 0.5mg/ml ve 0.25mg/ml derisimine
sahip 3 farkhi derisimdeki ¢inko siilfat varliginda laktat dehidrogenaz ortama ilave edilmis ve 5 farkl
substrat(piruvat) derisiminde aktivite degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Km ve Vmax
degerleri saptanmistir. Laktat dehidrogenazin Vmax degeri 1.43 umol piruvat/mg protein/dakika, Km degeri
32.57 mM olarak hesaplanmistir. Tepkime ortamina 1, 0.5 ve 0,25 mg/ml ¢inko siilfat eklendiginde laktat
dehidrogenaz enzimin sirasiyla %81.2, 77.7 ve 70.7 oraninda inhibe oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
¢inko stilfat derisimindeki artisin, enzimin hem Km hem de Vmax degerlerinde 6nemli bir azalmaya neden
oldugu ve substrat derisiminin arttirilsa bile enzim inhibisyonun devam ettigi tespit edilmistir. Bu durum da
inhibisyon tipinin unkompetetif inhibisyon oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Cinko, Laktat Dehidrogenaz, inhibisyon

Investigation of the In Vitro Effect of Zinc on the Lactate Dehydrogenase Activity
Abstract: Zinc is a inorganic substance taken from outside of the body. It has important role in an organism,
because it organizes activity of enzyme and controls gene expression, joins structure of proteins and makes their
stabilization. In this study, examining the effect of zinc sulfate on the activity of the enzyme lactate
dehydrogenase in the last step of glucose was aimed. Lactate dehydrogenase in 3 concentration have 1mg/ml,0.5
mg/ml, and 0.25 mg/ml density to enviroment in the presence of zinc sulphate was added and activity values
were at 5 different substrate concentration were determined. Km and Vmax values were defined. Vmax value of
lactate dehydrogenase was calculated as 1.43 mol pyruvate/mg protein/minute, and Km value was calculated as
32.57 mM. When 1, 0.5 and 0.25 mg/ml zinc sulfate were added, it was determine that lactate dehydrogenase
enzyme were inhibited with respectively %81.2, 77.7 and 70.7 ratio. Consequently, it was defined that the

increasing of zinc sulfat concentration, and enzyme caused decreasing of not only Km but also Vmax and even if
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substrate conceration were increased, enzyme inhibition continued. This situation show that inhibition type is

uncompetitive inhibition.
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1. GiRIS

Organizmaylr meydana getiren hiicrelerin hayati
fonksiyonlarin1 devam ettirebilmeleri, boliinmeleri
ve farklilagmalari icin organik molekiillerin
yaninda inorganik maddelere de ihtiya¢lar1 vardir.
Bu inorganik maddelerin en 6nemlilerinden biri
¢inkodur.  Esansiyel bir mineral olan ¢inko,
organizma i¢in biiyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle,
canlilar biyolojik fonksiyonlarini yerine
getirebilmek i¢in her giin belirli bir miktar c¢inko
almak zorundadirlar (1). Cinko, metabolizmanin
yapim ve yikim tepkimelerinde rol alan birgok
enzime baglanarak bu enzimlerin aktivitelerini
diizenler. Bununla birlikte, proteinlerin yapisina
katilarak ti¢ boyutlu yapinin stabilitesine katki
saglar. Ayrica, niikleik asitlerin yapisini stabilize
eder, ifade

hiicre ici tasinimda ve genlerin

edilmesinin kontroliinde 6nemli rolleri vardir
(1,23). Metabolizmadaki 6nemli rolleri nedeniyle
eksikliginde blyilime-gelisme geriligi gorulir.
Bununla birlikte, immun sistem olumsuz yoénde
etkilenir, tat ve koku duyusunda bozulmalar ve
(19).

Cinkonun eksikligi gibi fazlalig1 da organizma icin

yara iyilesmesinde gecikmeler yasanir
istenilir bir durum degildir. Cinko diizeyindeki

ylikselmenin enzimlerin aktivitelerinde
inhibisyonlara neden olarak toksik bir etkiye
neden olabilecegi gosterilmistir (26). Bu toksik
etkilerine ragmen, cinkonun enzimler iizerindeki
etkilerini inceleyen ¢alismalar az sayidadir.

Laktat dehidrogenaz enzimi, anaerobik glikolizin
son basamaginda yer alan bir enzimdir. Bu enzim,
NADH varlhiginda piriivatin laktata c¢evrildigi

reaksiyonu Kkatalizler. Organizmadaki dokularda
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yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat, diger

dokularla karsilastirildiginda kalp kasi, eritrositler
ve iskelet kasindaki diizeyleri oldukca yiiksektir
(9). Laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesinde
bircok hastalikla

meydana gelen degisimler

iliskilendirilmistir. Neoplastik hastaliklarda
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. Bunu yaninda,
neoplastik olmayan diabetik asidoz, kalp krizi ve
aktivitesinde

hepatit de diizeyleri ve

(10). Bu

artis

olmaktadir enzimin aktivitesinde
meydana gelen degisimler metabolizmay1 olumsuz
yonde etkileyeceginden dolay1 biliyiik ©6neme
sahiptir.

Bu nedenle, bu c¢alismamizda, glikolizin son
basamaginda yer alan ve canlilarda biiyiik 6neme
sahip olan laktat dehidrogenaz enziminin
aktivitesine ¢inkonun in vitro etkisinin incelenmesi

amaglanmistir.

2.MATERYAL VE METOT:
Bu c¢alismada kullanilan tris Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany), NADH Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany), sodyum piruvat Merck
(Darmstadt, Germany)' den temin edilmistir. Bu
calisma icin, laktat dehidrogenaz enzimi ise Sigma
Aldrich  (Steinheim, Germany)' den tedarik
edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler analitik
olarak uygun safliktadir.

Laktat Dehidrogenaz Aktivite Tayini

Laktat dehidrogenaz enzimine ait reaksiyon hizi,
NADH ‘in oksidasyonu sonucu 340 nm dalga
azalmasi

boyundaki  absorbans

saptandi. pH 7.3 ve 25°C’ de dakikada 1 pmol

araciligiyla
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NADH ’in oksidasyonu bir iinite aktivite olarak
belirlendi. Laktat dehidrogenaz enziminin spesifik
aktivite degerleri asagidaki esitlik yardimi ile
hesaplandi (5).

AA340/min
Units/mg =
6,22xmg enzim/ml reaksiyon karisimi
Cinko siilfatin laktat dehidrogenaz enziminin

kinetik davranisina Kkarsi etkisi incelemek tizere 5
farkli substrat derisimine karsilik aktivite degerleri
hesaplandi. Daha sonra 1/Aktivite ‘ye karsi
1/derisim grafigi olan Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. 1mg/ml, 0.5mg/ml ve 0.25mg/ml
derisimine sahip cinko siilfat varliginda laktat
dehidrogenaz ortama ilave edilerek yine 5 farklh
substrat derisimine karsilik aktivite degerleri elde
edildi. Aktivite deneyleri tliger kez tekrarlandi.
Buradan elde edilen verilerin ortalamasi alinarak
Lineweaver Burk grafigine eklendi.

Enzimin maksimum hiz (Vmax) ve Michaelis
Menten sabit (Km) degerleri saptandi (Tablo 1). Bu
bulgular yardimiyla ¢inko siilfatin  laktat
dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerine in vitro

etkisi degerlendirildi.

3.BULGULAR

3.1. Cinko’'nun Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi
Uzerine In Vitro Etkisi

Laktat dehidrogenaz enziminin Km ve Vmax

degerlerini hesaplamak amaciyla 30, 15, 10, 7.5 ve
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6 mM olmak iizere 5 farkli Na-piruvat derisiminde,
enzim aktivitesi Ol¢iilerek Lineweaver Burk grafigi
cizildi. Bu grafikten Laktat dehidrogenazin Vmax
degeri 1.43 pumol piruvat/mg protein/dakika, Km
degeri 32.57 mM olarak belirlendi. Cinko siilfatin

laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerine

etkisini incelemek amaciyla bes substrat
derisiminde (30, 15, 10, 7.5, 6 mM) tepkime
ortamimma 1mg/ml, 0.5mg/ml ve 0.25mg/ml

derisimine sahip cinko siilfat eklenerek her bir
¢inko siilfat derisimi i¢in Laktat dehidrogenaz
aktivitesi olciiliip Lineweaver-Burk egrileri elde
edildi. Bu egriler yardimi ile her bir c¢inko siilfat
derisimi i¢cin enzimin goriinir Km degeri (inhibitor
varligindaki Km degeri) ve Vmax degerrleri
belirlendi Artan cinko stilfatderisiminde hem Km
hem de Vmax degerlerinde dikkate deger bir
azalma tespit edildiginden c¢inko siilfatin enzimi
olarak inhibe

unkompetetif ettigi

saptanmistir(Sekil 1).
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Sekil 1. Laktat dehidrogenaz aktivitesinin 5 farkl substrat (piruvat) ve 3 farkl ¢inko siilfat derisimine bagh
olarak degisiminin Lineweaver- Burk grafigi ile incelenmesi
Figure 1. Investigation of the change of lactate dehydrogenase activity with 5 different substrate (pyruvate) and

3 different zinc sulfate concentrations by Lineweaver-Burk graph

Tablo 1. Laktat dehidrogenaz enziminin 3 farkh cinko siilfat derisiminde ve ¢inko siilfat icermeyen aktivite
ortamindaki elde edilen Km, Vmax degerleri ve inhibisyon ylizdeleri
Table 1. Km, Vmax values and inhibition percentages of lactate dehydrogenase enzyme in three different zinc

sulfate concentrations and in the absence of zinc sulphate

Cinko stilfat yoklugunda Cinko stilfatvarliginda
Km Vmax Cinko stlfat Km Vmax % Inhibisyon
(mM) (umol  piruvat/mg | (mg/ml) (mM) (umol piruvat/mg
protein) /dakika) protein) /dakika)

32.57 1,43 1 8.60 0.27 81,2

0,5 9.90 0.32 77,7

0,25 12,26 0,42 70,7

formu (Zn+2) ise normal kosullarda

4. TARTISMA olusmamaktadir. Cinko hafif asidik olmasi
Cinko tek oksidasyon durumunda divalant bir nedeniyle sisteinin kiikiirdiine, histidinin imidazol
katyondur ve “d” kabugu 10 d elektronlar ile azotuna, aspartat ve glutamatin karbonil oksijeni
doludur. Divalant Zn redoks etkinlik ile suya kuvvetle baglanabilir. Ayrica kiikiirt veya

gostermemekte, okside formu (Zn+3) ile rediikte
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azot atomlan ile kararli kompleksler olusturarak
proteinlerin yapilarini kuvvetlendirir (4).

Cinko nitikleik asit, protein ve karbonhidrat
metabolizmasini iceren enzim sistemlerinde gorev
almakta, iskelet ve lireme sistemini olumlu yénde
gelistirmekte, yangi onleyici 6zelligi ile stres ve
hastaliklarin ortaya ¢ikmasim engellemektedir.
Viicutta oksidorediktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar gibi

cok sayida enzim yapisinda gorev almaktadir (24).

Cinko  ozellikle bu enzimlerden karbonik
anhidrazin  yapisina  katilmakta, = solunum
sisteminde karbondioksitin uzaklastirilmasi,
kalsifikasyon,  Kkeratinizasyon ve  yaralarin

iyilesmesinde islev gormektedir (11).
Cinko metali ve bircok bilesigi diger agir metallerle
karsilastirildiginda diisiik zehirlilik etkisi gosterir

(8). Yasamsal gerekli olan ¢inko, sindirim

prosesinde, besin ¢inko halinde diizenlenir ve ince
bagirsagin alt kisminda emilir ve biiyiik bir oranda
proteinlere baglanir. Bosaltim bagirsaklarda baskin
olmakla birlikte bir kism1 da iire ve ter ile atilir
(8,14,22).

Koroner arter hastalarinin ve saghkl kisilerin
serum Zn dizeylerinin karsilastirildigt  bir
calismada koroner arter hastalarinin serum Zn
diizeyleri olduke¢a diisiik bulunmustur. Cinkonun
aterosklerozla iliskisi ile ilgili olarak, birka¢ Sovyet
arastirmacisi  aterosklerotik  hastalarin  aort
duvarinda bu elementin davranisini inceleyerek
elde edilen verilerin celiskili oldugunu bildirmistir.
Baz1 aort duvarindaki

arastirmalarda ¢inko

konsantrasyon aterosklerozda artarken,

bazilarinda ise azalmakta oldugunu bulmuslardir
(3,17,21).

Cinko ile yapilan calismalarin  ¢ogunda,

yetersizlikleri ile ¢akisan faydalar ve degisiklikler
gosterir. Bazilari ise takviyeleri nedeniyle zararlar

bildirir. Cinkonun, uyaric1i ve koruyucu gibi

etkilerini vurgulayan raporlar bulunmaktadir

56

(7,15). Buna ek olarak, ¢inko eksikliginde ortaya
¢ikan bazi zararl etkilerin (6,13,27), yiiksek metal
dozlarinda da ortaya cikabilecegi bildirilmistir
(18). Saglikl insanlarda 8 giinden fazla normalden
5 kat fazla ¢inko verildiginde kemotaksis ve
fagositozda bir azalma oldugu gosterilmistir. Cinko
uygulamasinin 15 gilin siirmesi halinde hiicre
¢ogalmasinin azaldig1 ve ¢inkonun protein tersiyer

yapilarini stabilize ederek islevlerini degistirdigi

bildirilmistir (16).
Farkli hiicre hatlarinda ¢inkonun etkisini
analizleyen bir ¢alismada farkli doz ¢inko

uygulamasi ile gozlemlenen etkilerin sadece tiirler
arasinda degil, ayn1 zamanda hiicrelerin metale
de degisiklik
dozda

maruz kalma siirelerine gore

gosterdigi vurgulanmistir. Burada ayni
metalin, uyarici veya inhibe edici etkilere sahip
olabilecegi ileri siiriilmistiir (25).

Literatiirde Cinkonun LDH enzim aktivitesi lizerine
etkisini inceleyen benzer bir calisma
bulunmamaktadir. Bununla birlikte bir¢cok enzim
lizerine etkisi incelenmis, farkli sonuglar elde
edilmistir (2,12). Johnsen ve ark. Lari, insan spermi
asit ekstraktlarinda akrozinin esterolitik ve
gelatinolitik aktivitesinin ¢inko tarafindan inhibe
edildigini gostermislerdir. insan akrozini iizerinde
yapilan diger bir ¢alismada ¢inko iyonunun enzimi
0,25 mM konsantrasyonda %50, 10 nM
konsantrasyonda ise, %64 oraninda inhibe ettigini
bildirmislerdir. Burada ¢inkonun sistein artiklarina
baglandigini yani stilfhidril baglayici ajan oldugunu
ileri stirmiislerdir (12).

Bizim c¢alismamizda da ¢inko siilfatin Laktat
Dehidrogenaz enzimini unkompetetif olarak inhibe
ettigi belirlendi. LDH enzim aktivitesinin 0,25
mg/mL ¢inko siilfat varliginda bile oldukca ytiksek
oranda azaldigi gorildi. Burada ¢inko zamana ve
olarak LDH enziminde

derisime bagh

konformasyonel degisime neden olarak,

islevselligini degistirmis olabilir.
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Cinkonun faydal etkisi ¢ok iyi bilinmekle beraber
zararli etkileri ile ilgili bilgi olduk¢a azdir. Bu
durum asir1 ¢inko kullanimina neden olmaktadir.
Son yillarda bebek ve cocuklar, ¢cinko destekli
gidalar ile beslenmektedir (20). Bu nedenle ihtiyaci
olmayan bireylerde cinkonun siirekli veya artmis
dozunun potansiyel etkileri hakkinda elde edilen
bilgilerin daha dogru yorumlanmasi gerekir.
Yaptigimiz c¢alismanin sonucunda, ¢inko siilfatin
laktat dehidrogenaz enzimini unkompatatif olarak
inhibe ettigi belirlendi. Laktat dehidrogenaz enzim
aktivitesinin 0.25 mg/mL cinko silfat varliginda
bile olduk¢a yiiksek oranda azaldig1 goérildia
(Tablo1).

Bu nedenle asir1 ¢inko alimi ya da yapisinda ¢inko
maddelere enzimler

bulunduran maruziyet

lizerinde olumsuz etkilere neden olabilir.
Dolayisiyla esansiyel olarak asiri ¢inko aliminin
veya ginlik hayatta karsilasilan  c¢inko
maruziyetinin olumsuz etkilerinin konu alindigi

daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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