Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
Cilt 21, Say1 2, 521-534, 2017

Siileyman Demirel University
Journal of Natural and Applied Sciences
Volume 21, Issue 2,521-534, 2017

DOI: 10.19113/sdufbed.27859

Agir Metallerin Pinus brutia Ten. igne Yapraklarinda, Glutatyon S-Transferaz Enzimleri
Uzerindeki Tekil ve Baz Biitiinlesik inhibisyonlari

Can YILMAZ"

1Y{iziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B6liimt, 65080, Van

(Alinis / Received: 21.09.2016, Kabul / Accepted: 23.12.2016, Online Yayinlanma / Published Online: 18.02.2017)

Anahtar Kelimeler
Pinus brutia Ten.,
Glutatyon S-transferaz,
Agir metal,

Inhibisyon mekanizmasi

Ozet: Bu calismada 6 farkli agir metal iyonunun toplam glutatyon S-transferaz enzim
aktivitesi tizerine tekli ve ikili inhibitor mekanizmalar Tirkiye’ye 6zgii bir ¢cam tiirt
olan Pinus brutia Ten. (kizilgam) igne yapraklarindan elde edilen homojenatlarda
incelenmistir. Bu amagla Cu*?, Ni*2, Pb*2, Zn+*2, Cd+*2 ve Hg*2 agir metal iyonlarinin tekli
inhibisyon etkisi kullanilan substratin, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), farklh
konsantrasyonlari i¢in 6l¢iilmiistiir. CDNB’nin ti¢ farkli konsantrasyonu i¢in (0,50 mM,
0,75 mM, 1,0 mM) dort farkl agir metal ikilisinin (Ni*2-Cd+*2, Ni*2-Zn*2, Pb*2-Cu*2, Pb+*2-
Hg*?) yine 3 farklh karisim kombinasyonunun (2A+B, A+B, A+2B) etkileri de
Olctilmustiir. Cu*2, Ni*2, Pb*2, Zn*2, Cd*2 ve Hg*? agir metal iyonlarn icin sirasiyla
yarismali-tersinmez (Ki: 0,1794 mM), kismi yarismal (Ki: 50,5 mM), tam karnisik (K; :
1140,6 mM), kismi yarismal (Ki : 23,9 mM), kismi kansik (Ki : 205,2 mM) ve tam
yarismali (Ki: 27,2 mM) modeller belirlenmistir. Ni*2-Cd*2, Ni*2-Zn*2, Pb*2-Cu*2, Pb*2-
Hg*2 agir metal ciftleri i¢in ise {2A+B/A+B/A+2B} sirasiyla {kismi bagimh (Ki: 69,9
mM) / kismi bagimh (Ki : 58,7 mM) / tam yarismasiz (Ki: 530,3 mM)}, {kismi karisik
(Ki: 34,5 mM) / kismi kangik (Ki: 23,2 mM) / kismi karisik (Ki: 72,3 mM)}, {kismi
yarismasiz (Ki: 123,9 mM) / tam bagiml (Ki: 360,1 mM) / tersinmez (Ki: 32,1 mM)},
{tam bagimh (Ki: 316,1 mM) / tam yarismal (Ki: 117,6 mM) / tersinmez (K; : 8,6
mM)} sonuglar1 bulunmustur. Literatiirde ilk defa yayinlanan ikili etki sonuglarn
iyonlarin konsantrasyonlari arasindaki iliskinin ortaklasa yarattiklar1 inhibisyon
modelinde belirleyici oldugunu gostermektedir.

Singular and Coupled Inhibition of Some Heavy Metal Ions on Glutathione S-
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Abstract: In this study, singular and coupled inhibitory mechanisms of 6 different
heavy metal ions on total glutathione S-transferase enzyme activity were examined by
needle homogenates of Pinus brutia Ten. (Turkish redpine) which is a pine species
specific to Turkey. For this purpose, Cu*?, Ni*2, Pb+*2, Zn*2, Cd*2 ve Hg*2 ions’ singular
effects were measured at different concentrations of the substrate (CDNB). For three
concentrations of CDNB (0,50 mM, 0,75 mM, 1,0 mM), the effects of three mix-
combinations (2A+B, A+B, A+2B) of four heavy metal couples (Ni*2-Cd*2, Ni*2-Zn*?,
Pb*2-Cu+*?, Pb*2-Hg*2) were measured. For Cu*?, Ni*2, Pb+?, Zn*2, Cd*? ve Hg*? ions;
competitive-irreversible (Ki : 0,1794 mM), partially-competitive (Ki: 50,5 mM), fully-
mixed (Ki : 1140,6 mM), partially-competitive (Ki : 23,9 mM), partially-mixed (K; :
205,2 mM) and fully-competitive (Ki: 7,2 mM) models were determined, respectively.
For Ni*2-Cd+*2, Ni*2-Zn*2, Pb*2-Cu*?, Pb*2-Hg*2 couples with the {2A+B/A+B/A+2B}
order; {partially uncompetitive (Ki: 69,9 mM) / partially uncompetitive (Ki: 58,7 mM)
/ fully noncompetitive (Ki : 530,3 mM)}, {partially mixed (Ki : 34,5 mM) / partially
mixed (Ki: 23,2 mM) / partially mixed (Ki: 72,3 mM)}, {partially noncompetitive (Ki :
123,9 mM) / fully uncompetitive (Ki: 360,1 mM) / irreversible (Ki : 32,1 mM)}, {fully
uncompetitive (Ki: 316,1 mM) / fully competitive (Ki: 117,6 mM) / irreversible (K; :
8,6 mM)} models were stated, respectively. Coupled effect results, which were the first
in the literature, demonstrated that the relationship inbetween the concentrations of
the ions were determinative in inhibition model that they created together.

*ilgili yazar: cyilmaz@yyu.edu.tr

521



C. Yilmaz / Agir Metallerin Pinus brutia Ten. igne Yapraklarinda, Glutatyon S-Transferaz Enzimleri Uzerindeki Tekil ve Baz1 Biitiinlesik inhibisyonlar

1. Giris

Bitkiler agir metalleri cogunlukla kok ve gévdelerinde
biriktirir, ya da daha sonra kullanmak veya farkl
organlara yonlendirmek tizere toksik olmayan bir
formda yapraklarinda depolarlar [1]. Agir metallerin
bitki fizyolojisi ve biyokimyasi lizerine etkilerini konu
alan c¢alismalarin biiyltik bir bolimi doz-etkili
degisimleri takip eden [2,3] veya agir metallerin
organizmanin farkli kisimlarinda ne oranlarda
biriktirildigini inceleyen analitik arastirmalardir
[4,5,6]. Doz-etkili c¢alismalarda uygulanan metot
kontrollii ¢cevre kosullar1 saglayan seralar icerisinde
bitki 6érneklerine farkli miktarlarda ve siirelerde agir
metallerin uygulanmasi sonucunda aciga ¢ikan baski
faktorlerindeki degisikliklerin, cesitli kimyasal ve
molekiler tekniklerle takip edilmesi esasina
dayanmaktadir. izlenen metabolik faktérler ve
enzimlerdeki degisimler ise toplam metabolizmanin
bu baski kosullarina olan genel ve spesifik yaniti
olmaktadir. Ancak, tiim bu ¢alismalar arasinda, agir
metallerin dogrudan enzim molekiilleri iizerine
etkilerini, inhibisyon modellemeleri yaparak ortaya
koyan ¢ok az sayida giincel calisma mevcuttur.
Bunlarin igerisinde orman agaglarini, 6zellikle ¢cam
tlrlerini konu edinenler ise yok denecek kadar az
sayidadir [7]. Oysaki, serbest metal iyonu
karisimlarinin bitki metabolizmasi ve 6zellikle uzun
siire bu tiir etkenlere maruz kalan agag¢ tiirlerindeki
mevcut toksisitelerinin ve karsilikli etkilesimlerinin
belirlenmesi, son derece kritik 6neme sahip olmakla
birlikte kinetik hesaplamalar1 agisindan da bir o
kadar zordur [8].

Faz-1 ve Faz-1I enzimlerinin, dogal metabolik
fonksiyonlar neticesinde tiim organizmada aciga
cikan, reaktif oksijen tiirlerinin yarattigi zararl
etkilerin ortadan kaldirilmasindaki onemi goz
oniinde tutuldugunda, bahsi gecen bu konuda agir
metal iyonlarinin biyokimyasal yolaklar {iizerine
dogrudan veya dolayl olmak iizere mevcut
etkilerinin ve etki derecelerinin tespiti biliyiik dnem
arz etmektedir [9].

Amino asit dizileri temel alindiginda bitkiler
aleminde dort ana Glutatyon S-transferaz (GST)
izozim sinifi bulunmaktadir: hayvanlar aleminde de
bulunan GST-8 ve GST-z ile sadece bitkiler alemine
6zel olan GST-t ve GST-¢@'dir [10,11]. Son yillardaki
calismalarda GST-¢ ekspresyonunun kuraklik,
yaralanma, aktif oksijen tiirleri, patojenlerin saldirisi
gibi cevresel etkenlerce artirildigi; GST-t izoziminin
miktarinin ve aktifliginin ise cesitli fitohormonlar ve
agir metaller ile yine patojenler etkisiyle degistigi
bildirilmistir [12,13]. Bu durum, bu izozimlerin
bitkilerde, hiicre dongiisiiniin tim asamalarinda, tim
biyotik ve abiyotik baski kosullarinda hali hazirda
belirli bir seviyede bulunduklarini kanitlamaktadir.

Hiicre icerisinde GST’lerin en popiiler rolii glutatyon
(GSH) ile konjuge ederek niikleofilik ksenobiyotikleri
detoksifiye etmektir. GSH, aktif oksijen tiirlerine karsi
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gelistirilen koruma mekanizmasi icerisinde 6nemli
bir molekiildiir. Coziinilir glutatyon S-konjugeleri pek
¢ok metabolik detoksifikasyon islemlerine ve
oksidatif baskiya kars1 devreye giren mekanizmalara
katilan ve bitkilerin ikincil metabolizmalari dahilinde

sayllan Faz-II  enzimlerini iceren kofullarda
bulunurlar [14,15,16]. Bu sitozolik savunma sistemi,
normal metabolizma silirecinde agiga ¢ikan

elektrofilleri, GSH molekiiliinii ya kosubstrat ya da
koenzim olarak kullanmak yoluyla baglar [17]. Bitki
GST’lerinin dort grubu da GSH'in tiyolat formuyla
konjugasyon, peroksidaz ve izomeraz reaksiyonlari
gerceklestirecek sekilde serin aktif bolgesinde bir
serin yapisi bulundurmaktadirlar.

Bakir ve cinko gibi bazi agir metallerin diisiik
konsantrasyonlar1 bitki metabolizmasi icerisinde
onemli enzimlerin kofaktorleri olarak 6nem arz etse
de [7], nispeten daha yiliksek konsantrasyonlarda
GST’ler tarafindan gerceklestirilen GSH
konjligasyonunu da iceren pek c¢ok enzimsel
reaksiyonu inhibe edebilirler.

GST’nin katalitik aktivitesi glutatyondaki siilfiir
atomunun ¢ok cesitli substratlarda elektrofilik
merkeze niikleofilik etkilesimine dayanir. 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen = (CDNB)  GST  aktivitesinin
Olciilmesinde  kullanilan genel substrattir ve
bitkilerdeki ana GST izozimleri icin bu substrat ile
GSH molekiilii arasindaki konjugasyon tepkimesi
diger substratlarin verdikleri reaksiyonlar igerisinde
ilk sirada bulunmaktadir [12,18,19].

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan kimyasallar

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (Sigma, min 98%),
indirgenmis glutatyon (GSH) (Sigma, min 99%), PVP-
K30 (Fluka), hidroksimetil aminometan (Tris)
(Sigma, min 99.9%), nonidet P-40 (Sigma), sigir
serum albiimini (BSA) (Sigma), etanol (Riedel-de
Haén, %99.8), Folin-Ciaceltau fenol soliisyonu
(Sigma), bakir siilfat (CuS04.5H20) (Riedel-de Haén,
extra pure), sodyum-potasyum tartarat (Fluka, min.
99%), sodyum hidroksit (Merck), dipotasyum
hidrojen fosfat (Merck, extra pure), potasyum
dihidrojen fosfat (Fluka, min. 99%), sodyum karbonat
(Riedel-de Haén, extra pure), 2-merkaptoetanol
(Merck, min. 98%), pepstatin (Fluka), hidroklorik asit
(Merck, 37%), bakir (III) Kloriir (Fluka), civa (II)
klortir (Sigma, 99.999%), c¢inko Kkloriir (Sigma,
99.999%), kadmiyum Kloriir (Sigma, 98%), kursun
(I) Klortr, nikel (II) kloriir, P-PER bitki protein
ekstraksiyon kiti. Biitiin kimyasal malzemeler analitik
kalitededir ve miimkiin olan en ytiksek saflikta olmak
lizere ticari firmalardan temin edilmistir.

2.2.igne yapraklardan sitozolik homojenat eldesi

P. brutia Ten. igne yapraklart 30 farkll saglikl
bireyden olmak iizere ODTU arazisi igerisinde
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Yalincak mevkiinde bulunan yerel bir popiilasyondan
Mayis ay1 sonlarinda toplanmistir. Toplama
esnasinda distile su ile yikanip kurulanan igne
yapraklar ozel siseler icerisinde sivi azot tankina
birakilarak dondurulmus ve laboratuvardaki -80°C
dondurucuya yerlestirilinceye kadar soguk zincir
bozulmamuistir. Seramik havan-havan eli ile, siv1 azot
marifetiyle dondurulan igne yapraklar toz haline
getirilmis ve 30 Ornek homojen tek bir havuz
olusturacak sekilde karistinlarak tekrar -80°C
dondurucuya yerlestirilmistir.

Homojenatlar P-PER bitki ekstraksiyon kiti ile, kit
icerisindeki talimatlar takip edilerek elde edilmistir.
Son santrifiij sonrasi elde edilen stipernatant, 500ul
hacimlere ayrilarak -80°C dondurucuda saklanmistur.

2.3. Toplam GST enzim aktivitesi ve Kinetik
olciimler

Toplam GST enzim aktivitesi spektrofotometrik
yontemlerle, reaksiyon ortaminda  tiyo-eter
olusumunun  takibi  esasina  dayali  olarak

gerceklestirilmistir. 340 nm’de, substrat olarak CDNB
kullanilarak, Habig ve ark. (1974) [20] onerdigi
metodun ELISA mikroplaka okuyucu sisteme gore
optimize edilmis haliyle yapilmistir [21]. Her bir
reaksiyon ortami, yani her bir kuyucuk 100 mM, pH:
7,8 potasyum fosfat tampon, GSH (1 mM), CDNB’nin
farkli konsantrasyonlari, agir metal veya agir metal
ciftinin farklh konsantrasyonlari1 ile 3,5-6 mg/ml
konsantrasyon araliginda  (degerler  bulgular
kisminda verilmektedir) homojenat icermektedir.

Tekli metal inhibisyonunun dl¢tilmesinde CDNB’nin 6
farkli konsantrasyon degeri (0,25-1,5 mM) ile agir
metallerin 5-7 farkh derisim degeri (10-1000 uM)
Olciilmiistiir. Her 6lciim ¢l tekrar esasina uygun
olarak yapilmigtir. ikili etki 6él¢iimlerinde ise agir
metal ciftlerinin 6 farkli konsantrasyon degeri (10-
500 uM) icin 3 farklh kombinasyon (2A+B, A+B,
A+2B) hazirlanmis; bunlar da CDNB’nin bu defa 3
farkl konsantrasyonunda (0,50-1,0 mM) tgli tekrar
esasina uygun olarak élciilmiigtiir. ikili metal ciftleri
Nikel-Kadmiyum, Nikel-Cinko, Kursun-Bakir ve
Kursun-Civa olarak tasarlanmistir. Tekrarlarla
birlikte, kor kuyucuklari harig¢, toplamda yaklasik
5000 ayr kuyucukta 6lgiim yapilmistir. Her 6l¢iim
grubu icin kontrol gruplar da tasarlanmis ve enzim
aktivitesi 6lciimleri 10dk icerisinde 20 6l¢iim alacak
sekilde programlanmis mikroplaka okuyucuda,
25°C’de, 340 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.
Absorbans degerleri asagidaki formiil ile spesifik
enzim aktivitesi olarak hesaplanmistir:

dA

dt
[g(mM—)]xDFx(mgprotein)

(1)

ml

dA/dt birim zamanda (ms) absorbansdaki degisimi
(mOD), € ekstinksiyon sabitini (¢ = 9.6 mM-lcm) ve
DF ise diliisyon faktdriinii simgelemektedir.
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Protein miktarlar1 ise Lowry'nin metodu ile [22],
ELISA mikroplaka okuyucuya uyarlanmis prosediir
lizerinden 6l¢iilmiistiir.

2.4. istatistiksel hesaplamalar

Enzim spesifik aktiviteleri kayith ve lisansh SIGMA
Plot 13.0 ile -“Enzyme Kinetics Module” kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan yazilim secilen tersinir
ve tersinmez inhibisyon seceneklerine gore yine
tercih edilen modellere (yarismali, yarismasiz, karisik
ve bagiml inhibisyon) ve bunlarin kismi (partial)
sekillerine uygun olacak hesaplamalari
gerceklestirmekte ve ilgili grafikleri ¢izmektedir
(Michaelis-Menton, Lineweaver-Burk, Dixon, Hill,
Hanes-Woolf, ve digerleri). Bu sayisal hesaplamalar
neticesinde her bir model ve sekli icin Rz ve Akaike
Information Criterion (AICc) degerlerini iceren bir
siralama yapmaktadir. Bu siralamada 6ncelik,
literatiirde de belirtildigi tlizere, AICc degerine
taninmistir. En diisiik AICc degerine sahip olan model
inhibisyon modeli olarak kabul edilmistir ancak 2
veya daha az sayisal fark olmasi durumunda R2
degeri de dikkate alinmistir. AICc degerinin negatif
¢ikmasi durumunda cebirsel olarak daha kiiciik olan,
yani “daha negatif’ olanina sahip model gecerli
inhibisyon modeli olarak bildirilmistir. Bu kriterlerle
istatistiksel olarak farkli denilemeyen modeller
birlikte degerlendirilmistir.

3. Bulgular

3.1. Tekli agir metal inhibisyonuna iliskin kinetik
modeller

Tekli agir metal inhibisyonunun ¢6ziimiine iliskin
yapilan enzim aktivitesi Ol¢limleri sonucunda, bu
iliskiyi AICc ve R2Z degerleri ile birlikte ifade
edebilecek  grafik  kiimeleri  olusturulmustur.
Kadmiyum icin c¢izdirilen Michaelis-Menten (MM),
Linewaver-Burk (LB) ve Hill grafikleri, hem tersinir
hem de tersinmez inhibisyon modellemelerinde kismi
karisik inhibisyonu gostermektedir (Sekil 1).

Bakir icin ¢izdirilen grafikler ve istatistiksel
hesaplamalar tersinir ve tersinmez inhibisyon
modelleri icin, AICc degerleri goz 6niline alindiginda,
ayirt edici bir fark ortaya koyamamakla birlikte, R2
degerleri bakir iyonlarinin tersinmez inhibisyon
yarattigini ve bu agir metal iyonlarinin CDNB
substrati ile yarisarak baglandig1 bolgede geri
dontlisiimsiiz bir kompleks olusturdugunu
gostermektedir (Sekil 2).

Civa agir metal iyonu kullanilarak tamamlanan tekil
etki Olctimlerinde ise cizdirilen grafiklerden elde
edilen veriler ve kinetik hesaplamalar tam yarismal
modeli ifade etmistir (Sekil 3).

Nikel kullanilarak yapilan élgiimlerin sonuclari igin
cizdirilen grafiklerden ve Onerilen modellerden
istatistiksel olarak anlaml bir farkla en uygun olani
kismi yarismali modeldir (Sekil 4).
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Michaelis-Menten

GST aktivitesi (umol/dk/mg protein)
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8

1/v (umol/dk/mg protein)*

-
1/CDNB (mM-?)
Hill
00 -
o i

10

CDNB (mM)

Sekil 1. Kadmiyum iyonlarinin, kizilgam igne yapraklarinda
toplam GST enzim aktivitesi tlizerindeki kismi karisik
inhibisyon etkisi. Hesaplanan Vmax degeri 0.1477
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.2112 mM, Ki degeri
ise 2052 mM olarak hesaplanmistir. SigmaPlot 13.0
Enzyme Kinetics yazihmi tarafindan, -1201.945 AICc degeri
ve 0,92907 R2 degeri ile dnerilen inhibisyon modeli kismi
karisik modeldir.

Kursun igin tekrarlanan olgiimleri sonuglar1 igin
cizdirilen cift-ters grafikler ve yapilan istatistiksel
hesaplamalar tam karisik inhibisyon modelinin
digerlerine oranla daha uygun oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 5).

Cinko icin gerceklestirilen olciimler ve ¢izdirilen
grafikler, iki farkli tersinmez modeli, birbirlerine
oldukca yakin oranlarda isaret etmistir; ancak,
tersinmez model i¢in yiriitiilen yazilim, ayn1 enzim
aktivitesi degerleri i¢in, tersinmez model kadar diisiik
AlCc degeri saglamasa da, tersinir modellerden
hangisinin daha uygun olduguna dair ipucu
olusturacak nitelikte kismi yarismali modeli 6n plana
cikarmistir (Sekil 6).
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Michaelis-Menten

e & & & 8 8
g 8 8 3 &8 =

GST aktivitesi (umol/dk/mg protein)
o
]

g

o8 10
CDNB (mM)
Lineweaver-Burk

0.0 06

5 8 8 § 3

1/v (umol/dk/mg protein)!
g

1/CDNB (mM-1)
Hill

V/ (Vs - V)

CONB (mM)
Sekil 2. Bakir iyonlarinin, kizilgam igne yapraklarinda

toplam GST enzim aktivitesi tizerindeki tersinmez
inhibisyon etkisi. Hesaplanan Vmax degeri 0.1491
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.2968 mM, Ki degeri
ise 0.1794 mM olarak hesaplanmistir. SigmaPlot 13.0
Enzyme Kinetics yazihmi tarafindan, -1201,945 AICc degeri
ve 0,94190 R? degeri ile tersinmez inhibisyon modeli
onerilmistir. AICc degeri olarak tersinir model ile fark
bulunmamakla birlikte, R2 degeri acgik bir sekilde bu
inhibisyon modelini isaret etmistir.

3.2. ikili agir metal inhibisyonuna iliskin kinetik
modeller

ikili agir metal inhibisyonunun c¢éziimiine iliskin
yapilan enzim aktivitesi 6lciimlerinde izlenen temel
yol her iki agir metal iyonunun birbirlerine oranlarini
degistirerek ancak total agir metal konsantrasyonunu
da sabit tutmak suretiyle, metal ciftinin birbirlerinin
tekil olarak yarattigi etkiyi nasil degistirdigini veya
tamamen ayr1 bir model mi yarattiklarim kesfetmekti.
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Michaelis-Menten

GST aktivitesi (pmol/dk/mg protein)

0.0 0z 04 06 o8

CDNB (mM)

10

Lineweaver-Burk

8 8

1/v (pmol/dk/mg protein)!

1/CDNB (mM-)
Hill

V/ (Vax - V)

10

CDNE (mM)

Sekil 3. Civa iyonlarinin, kizilgam igne yapraklarinda
toplam GST enzim aktivitesi iizerindeki tam yarismali
inhibisyon etkisi. Yazilima hesaplatilan Vimax degeri 0.1347
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.1047 mM, Ki degeri
ise 27,2 mM olarak hesaplanmistir. SigmaPlot 13.0 Enzyme
Kinetics yazilimi tarafindan, -986,237 AlCc degeri ile tam
yarismali inhibisyon modeli 6nerilmistir.

3.2.1. Ni-Cd agir metal ciftinin inhibisyon etkisi ve
kinetik modeli

Nikel ve Kadmiyum iyonlarinin inhibisyon etkisi ti¢
farkli kombinasyon icin Ol¢ilmistir. (2A+B)
kombinasyonu icin yapilan 6l¢limlerin ve cizdirilen
grafiklerin (Sekil 7) sonucunda Onerilen kinetik
model kismi bagimhdir.

(A+B) kombinasyonu i¢in yapilan enzim aktivitesi
6lciimlerinin sonucu yazilimda islendiginde ve ilgili
grafikler cizdirildiginde (Sekil 8) yine kismi bagimh
model dnerilmistir.

(A+2B) seklinde sembolize edilen ve kadmiyum iyon
konsantrasyonunun nikelinkinin iki kati oldugu
durumda ise, ¢izdirilen grafikler (Sekil 9) ve kinetik
hesaplamalar sonucunda anlasildigi iizere, inhibisyon
modeli kismi bagimlidan tam yarismasiz modele
dontismiistir.
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Sekil 4. Nikel iyonlarinin, kizilcam igne yapraklarinda
toplam GST enzim aktivitesi ilizerindeki kismi yarismali

inhibisyon etkisi. Hesaplanan Vmax degeri 0.1328
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.6627 mM, Ki degeri
ise 50.5 mM olarak hesaplanmistir. SigmaPlot 13.0 Enzyme
Kinetics yazilimi tarafindan, -664,878 AICc degeri
hesaplanmistir ve bu deger inhibisyon modelinin acik bir
sekilde kismi yarismali model oldugunu ortaya koymustur.

3.2.2. Ni-Zn agir metal ciftinin inhibisyon etkisi ve
kinetik modeli

Benzer oOlciimler Nikel-Cinko ¢iftinin ¢ farkh
kombinasyonu icin de tekrarlanmistir. (2A+B)
kombinasyonu icin yapilan o6lcliimler sonucu
cizdirilen grafikler (Sekil 10) ve kinetik hesaplamalar
acik sekilde kismi karisik modeli ortaya koymustur.

(A+B) seklindeki her iki iyonun es konsantrasyonlari
ile hazirlanan karisimin enzim aktivitesine etkisi
cizdirilen grafikler (Sekil 11) ve yapilan hesaplamalar
sonucu yazilm tarafindan kismi karisik olarak
Onerilmistir.



C. Yilmaz / Agir Metallerin Pinus brutia Ten. igne Yapraklarinda, Glutatyon S-Transferaz Enzimleri Uzerindeki Tekil ve Baz1 Biitiinlesik inhibisyonlar

Michaelis-Menten

GST aktivitesi (umol/dk/mg protein)
o & © & o o
2 8 8 3 & 2

:

g

3

oz 04 08 08

CDNB (mM)
Lineweaver-Burk

N
e

. ’.‘?‘.‘\\\}\5.

L \
1/v (umol/dk/mg protein) !

&

1/CDNB (mM-)
Hill

CDNB (mM)
Sekil 5. Kursun iyonlarinin, kizilcam igne yapraklarinda
toplam GST enzim aktivitesi iizerindeki tam karisik
inhibisyon etkisi. Vmax degeri 0.1328 pmol/dk/mg
protein’dir. Km degeri 0.6627 mM, K; degeri ise 50.5 mM
olarak hesaplanmistir. SigmaPlot 13.0 Enzyme Kinetics
yazilimi tarafindan hesaplanan AICc degeri -1.072,991’dir
ve tersinmez modele karsi, glivenli ve anlamh istatistiksel

aralikta tam karisik modeli 6nermistir.

(A+2B) kombinasyonunun enzim aktivitesine etkisi
cizdirilen grafikler (Sekil 12) ve yapilan kinetik
hesaplamalar sonucu yazilim tarafindan kismi karisik
olarak Onerilmistir.

3.2.3. Pb-Cu agir metal ciftinin inhibisyon etkisi
ve Kinetik modeli

Kursun-Bakir cifti icin de 3 farkli konsantrasyon
kombinasyonu hazirlanarak tlim Olctimler
tekrarlanmistir. ilk olarak (2A+B) icin almnan
degerlerin olusturdugu grafikler (Sekil 13) ve kinetik
hesaplamalar kismi yarismasiz modeli gostermistir.

Ayni agir metal ciftinin (A+B) kombinasyonu icin
cizdirilen grafikler (Sekil 14) ve kinetik hesaplamalar
tam bagimli modeli isaret etmektedir.

(A+2B) kombinasyonu i¢in alinan degerler, tersinmez
inhibisyonu isaret eden grafiklerle (Sekil 15) ve
kinetik hesaplamalarla sonuglanmistir.
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Sekil 6. Cinko agir metal iyonlarinin, kizilcam igne
yapraklarinda toplam GST enzim aktivitesi tzerindeki
kismi yarigsmali inhibisyon etkisi. Yazilm tarafindan
hesaplanan Vmax degeri 0.1328 pmol/dk/mg protein’dir.
Km degeri 0.6627 mM, Ki degeri ise 50.5 mM olarak
hesaplanmistir. AICc degeri -1.342,973, R? degeri ise
0,94129'dir.

3.2.4. Pb-Hg agir metal ciftinini etkisi ve Kinetik
modeli

Son agir metal cifti olarak, kursun ve civanin farkh
konsantrasyon kombinasyonlari hazirlanarak
digerleriyle benzer ol¢timler yapilmistir. (2A+B) igin
yazilima cizdirilen grafikler (Sekil 16) ve kinetik
hesaplamalar tam bagimli modeli 6nermistir.

Aynm1  metal ciftinin (A+B)  konsantrasyon
kombinasyonuna ait ol¢iimlerin degerleri yazilim
tarafindan islenip kinetik hesaplamalar ve grafikler
(Sekil 17) olusturuldugunda en uygun inhibisyon
modeli tam yarismali model olarak belirlenmistir.
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Sekil 7. Nikel-Kadmiyum agir metal ciftinin (2A+B)
kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tizerindeki kismi bagimli inhibisyon etkisi.
Yazilim tarafindan hesaplanan Vmax degeri 0.2138
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.5444 mM, Ki degeri
ise 69.9 mM olarak hesaplanmistir. Modele ait AICc degeri
-509,935 olarak hesaplanmistir ve tersinmez modelden de
istatistiksel olarak anlamli bicimde farkli olacak sekilde
olciilen degerlere daha uygundur.

Calismanin son olciimleri kursun civa agir metal
ciftinin (A+2B) kombinasyonu i¢in yapilmis ve
cizdirilen grafikler (Sekil 18) ve kinetik hesaplamalar
tersinmez inhibisyonu gostermistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

4.1. Agir metallerin kizilcam igne yapragindaki
toplam GST aktivitesi uizerine tekil inhibisyon
modelleri

Agir metallerin enzimler lizerine hem tersinir hem de
tersinmez inhibisyon etkileri oldugu hali hazirda
literatiirde de belirtilen bir durumdur. Ancak, bu
durum konsantrasyon degerleriyle de dogrudan
iligkilidir. ~ Soyle ki,  yiksek agir metal

527

Michaelis-Menten

GST aktivitesi (umol/dk/mg protein)

0,08 4
0,06 4
0,04 -
0,02
0,00 4 - - - - - - - +
00 01 02 03 04 05 06 OF 08 08 10 11
[CONE] (mM)
Lineweaver-Burk
- 181
E 16
g "] = ¥ —
=
s 0

\

s o\l §

L]
L

!

o q

A q
&4
o
T
w

1/CDNB (mM-?)

Hill
10 o
3
HIER
2 =
>
01 )
0.1 1 10
[CDNB] (mM)

Sekil 8. Nikel-Kadmiyum agir metal ciftinin (A+B)
kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tizerindeki kismi bagimli inhibisyon etkisi.
Vmax degeri 0.1577 pmol/dk/mg protein’dir. Km degeri
0.2403 mM, Ki degeri ise 58.7 mM olarak hesaplanmistir.
Modele ait AICc degeri -524,653 olarak hesaplanmistir ve
tersinmez modelin degerine nazaran istatistiksel olarak ¢ok
daha anlamhdir.

konsantrasyonlarinda tersinmez inhibisyon oraninin,
digerinin belirlenmesini ve 6l¢iilmesini engelleyecek
oranda biiyiik oldugu arastirmaci tarafindan da
gozlenmistir. Kullanilan en yiikksek agir metal
konsantrasyonlarinin bazi agir metallerde
digerlerinden daha diistik olmasinin temel nedeni de
budur. Ornegin nikel icin uygulanan 1000 pM
konsantrasyonda, mikroplaka kuyucuklarinda aninda
bir kararma ve sonrasindaki incelemede muhtemel

bir protein ¢okelmesi izlenmistir. Ayrica, bu
calismanin ana amaci, ¢ok disiik
konsantrasyonlardaki inhibisyon modellerini

belirlemek ve hatta eger var ise, daha evvel bazi
calismalarda da belirlendigi tizere, kimi agir metaller
icin diisiik derisimlerdeki aktivasyon etkisini de
gozlemleyebilmekti. Ancak, boyle bir durum mevcut
6lciimlerde gozlenememistir. Agir metal iyonlarinin
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timi, uygulanan  biitin = konsantrasyonlarda
inhibisyon gerceklestirmistir; ancak, bazi metal
iyonlar1 ve yine bazi derisim degerleri i¢in yazilim
tarafindan belirlenen inhibisyon modeli tersinir veya
tersinmez nitelikte olabilmektedir (Tablo 1).

Civa, nikel ve cinko iyonlar1 icin belirlenen model
tersinir yarismali modeldir. Bu modelde enzime aktif
bolgeden veya allosterik nitelikte olan ve
baglanilmasi durumunda aktif bolgeyi baska bir
molekiiliin baglanmasina kapatan ikinci bir bolgeye
baglanabilmek icin substrat ve metal iyonu
yarismaktadir. Cinko biyolojik makromolekiillerin
yapisina katilmasi1 ve o6zellikle bazi proteinlerin
fonksiyonlarin1 gerceklestirme noktasinda varligi
zorunlu bir element olmasi ag¢isindan bu tiir bir
durum icin esasinda beklenebilecek bir sonug
dogurmustur. Nikel iyonlar1 i¢in de benzer bir
durumun s6z konusu olabilecegini s6yleyebiliriz;
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Sekil 9. Nikel-Kadmiyum agir metal ciftinin (A+2B)
kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tlizerindeki kismi bagimli inhibisyon etkisi.
0.1559 umol/dk/mg protein Vmax degeri, 0.2988 mM Km
degeri ve 530.3 mM Ki degeri ile tam yarismasiz model
onerilmektedir. Modele ait AICc degeri -565,451"dir.
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nikel iyonlar1 metabolizmaya dahil olduklar1 zaman
temelde 7 ana enzim tarafindan baglanabilirler:
bunlar iireaz, hidrogenaz, CO-dehidrogenaz, metil-
koenzim M rediiktaz, Ni-superoksit dismutaz,
glioksalaz I ve sis-trans izomerazdir [23]. Benzer bir
etkilesimin GST aktif bolgesi (veya muhtemel
allosterik bolge) ile gercgeklesip gerceklesmedigi
baska bir arastirma projesinin konusunu teskil
etmektedir.

Civa, kursun ve kadmiyum digerlerine nazaran ¢ok
daha “reaktif” agir metal ajanlardir; ¢iinki
transsiilferasyon mekanizmasinin  herhangi  bir
noktasindan, kukiirt iyonlarina olan yogun ilgileri
miinasebetiyle devreye girebilmektedirler. Civa igin
belirlenen yarismali model ile diger ikisi i¢in
yazilimin o©nerdigi karisik modeller aslinda ayni
noktaya ¢ikiyor diyebiliriz: aktif/allosterik bolgeye
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Sekil 10. Nikel-Cinko agir metal iftinin (2A+B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tizerindeki kismi karisik inhibisyon etkisi.
Yazilim tarafindan hesaplanan Vmax degeri 0.2089
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.3664 mM, Ki degeri
ise 34.5 mM olarak hesaplanmistir. Modele ait AICc degeri
509,441olarak hesaplanmistir.
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baglanmak icin degisen oranlarda bir yars
gostermektedirler-ki bu da GST enzimlerinin olduk¢a
korunumlu yapisal benzerlik gosterdigi aktif
bolgelerinde bulunan sistin amino asitlerinden
kaynaklanmaktadir. GSH  molekiiliindeki -SH
grubunu tasima islevlerinde muhakkak biyiik bir
sorumluluk iistlenen bu aktif bolge sistin amino asidi
her li¢ agir metal iyonu icin de muhtemel bir hedef,
bir baglanma noktasi olusturmaktadir. Nitekim
kursun iyonlarinin bazi proteinler tarafindan
baglandigi veya bu iyonlarnin proteinlerin aktif
bolgelerindeki etkilesimlerde devreye girdigi daha
evvelki calismalarda da  bildirilmistir  [24].
Calismamizda boyle bir durumun olup olmadigini,
yani aktif bolgedeki sistin amino asidinin/amino
asitlerinin civa, kursun ve kadmiyum tarafindan
baglanip baglanmadigini ancak ileri analiz yontemleri
ve cihazlariyla kontrol edebiliriz.
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Sekil 11. Nikel-Cinko agir metal ciftinin (A+B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tizerindeki kismi karisik inhibisyon etkisi.
Yazilim tarafindan hesaplanan Vmax degeri 0.1217
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.0380 mM, Ki degeri
ise 23.2 mM olarak hesaplanmistir. Modele ait AICc degeri
-560,480 olarak hesaplanmistir.
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Bakir iyonlari, diger agir metal iyonlarindan farklh
olarak, tersinmez reaksiyon gerceklestirmislerdir.
Burada ilk akla gelen, daha da diisiik konsantrasyon
degerleri i¢cin sonucun nasil ¢ikacagl yoniinde olabilir.
Ciinkii literatiirde bu iyonlarin GST enzimlerinin aktif
bolgelerinde bulunan tiyol gruplarina doz-bagimh
olarak ve hatta ortamdaki diger bazi antioksidanlarin
konsantrasyonlarina bagimh sekilde baglandigini
gostermistir [25]. Calismanin bu kisminin farkh agir
metal iyonu derisimleri araliginda ve askorbik asit

gibi bir antioksidan maddenin farkh
konsantrasyonlarinda  tekrarlanmasi  tersinmez
inhibisyon  karakterinin aciga ¢ikarilmasini
saglayacaktir.
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Sekil 12. Nikel-Cinko agir metal ciftinin (A+2B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi tizerindeki kismi karisik inhibisyon etkisi.
Vmax degeri 0.5476 umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 2.3
mM, Ki degeri ise 72.3 mM olarak bulunmustur. Modele ait
AlCc degeri ise -562,381 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 13. Kursun-Bakir agir metal ¢iftinin (2A+B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi lizerindeki kismi yarismasiz inhibisyon
etkisi. Yazilimca hesaplanan Vmax degeri 0.1496
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.2269 mM, Ki degeri
ise 123.9 mM olarak bulunmustur. Modele ait AICc degeri
olarak -548,033 hesaplanmistir ve en yakin aday
modelinkinden giivenli aralikta farkhidir.

4.2. Agir metallerin Kkizilcam igne yapragindaki
toplam GST aktivitesi iizerine biitiinlesik
inhibisyon modelleri

Agir metal ciftlerinin birbirlerine karsi olan farkh
konsantrasyon oranlar1 icin bulunan inhibisyon
modelleri incelendiginde ilk géze ¢arpan, agir metal
ciftlerinin, karisim igerisindeki oranlar1 ne olursa
olsun mevcut ikilinin tekil inhibisyon testleri icinde
gozlemlenmeyen modelleri de yaratmis olmalaridir.
Bir baska ifadeyle, tek baslarina uygulandiklarinda
ortaya koyduklar1 inhibisyon modellerinden farkli,
hatta bir tiglincii modeli ortaya ¢ikarabilmektedirler
(Tablo 2).
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Sekil 14. Kursun-Bakir agir metal ¢iftinin (A+B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi iizerindeki tam bagimlh inhibisyon etkisi.
Hesaplanan Vmax degeri 0.1839 pmol/dk/mg protein’dir.
Km degeri 0.4998 mM, Ki degeri ise 360.1 mM olarak
bulunmustur. Modele ait AICc degeri olarak -476,816, R2
degeri olarak da 0,75067 hesaplanmistir ve en yakin aday
inhibisyon modeline ait degerlerden istatistiksel olarak cok
da anlaml olmamakla birlikte farklidir.

Ornegin, nikel kadmiyum ikilisinin (2A+B) ve (A+B)
derisimsel oranlarinda ortaya ¢ikan tersinir bagimlh
model bu iki agir metalin tekil inhibisyon etkilerinin
olctldigu birinci asama deneylerinde
gozlemlenmemistir. Kadmiyumun karisim
icerisindeki artan orani ise tek basinayken gosterdigi
karisik modeli (muhtemelen nikelin nispi etkisiyle)
yarismasiz inhibisyon modeline tasimistir. Agir metal
iyonlar1 genel olarak protein yapisindaki stlfidril
gruplart kendilerine ilk hedef olarak gorir ve
birbirlerinden farkl afinitelerde, ortam kosullarina
ve degisen konsantrasyonlarina bagh olacak sekilde
degisen oranlarda baglanirlar. GST enzimleri aktif
bolgeleri haricinde de bu tir stlfidril gruplarini
yapilarinda ihtiva etmektedirler [26,27]. Boyle bir
durumda, hangi agir metal iyonunun, hangi bolge ya
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da bolgelere baglanip, ne tirde bir inhibisyon
gosterecegini belirlemek i¢in doz bagimli olmak
lizere ve yine ileri goriintilleme ve analiz metod ve
techizatlarinin  kullanilmasim1  gerektiren testler
yapilmalidir. Calismamizin ortaya ¢ikardigi gergek,
agir metallerin tekil etkilerinin haricinde, ikili (ve
muhtemelen daha fazlasini iceren) gruplar olarak
tasarlanilp uygulandiklarinda farkli inhibisyon
modellerine gore etkilerini gosterebilecekleridir. Bu
yonlyle, dogada, c¢evre Kkirliliginin etkisiyle canl
varliklarda ortaya ¢ikan durumun bir benzeri de
yansitilmaktadir; ¢iinkii, dogada canlhlar bu agir
metal iyonlarina ve diger pek ¢ok inbitdor maddeye
ayni anda ve degisen oranlarda maruz
kalmaktadirlar.
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Sekil 15. Kursun-Bakir agir metal ¢iftinin (A+2B)
kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi lizerindeki tersinmez (geri doniistimsiiz)
inhibisyon etkisi. Hesaplanan Vmax degeri 0.1525
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.3687 mM, Ki degeri
ise 32.1 mM olarak bulunmustur. Modele ait AICc degeri
olarak -511,597 hesaplanmistir ve en yakin aday inhibisyon
modeline ait degerlerden istatistiksel olarak anlamh sekilde
farkhdir.
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Biitiinlesik etki testlerinde bagimli modelin, tekil
uygulamalarda go6zlemlenmemesine ragmen, bu
derece fazla oranda kendini gostermesi, yine ayni agir
metalin hem aktif bolge -S gruplar tizerinde hem de
yapidaki diger siilfidril gruplarindaki inhibisyon
etkisinin “biitiinlesik” bir sonucu olabilir. Ornegin,
kursun civa ciftinde kursunun orami fazlayken
gozlenen model tam bagimh modeldir. Kursun tek
basina tam karisik inhibisyon gostermekte; bir
bakima bagimli ve yarismali modelleri ortaya
koyabilme potansiyelini birbirlerine karsi1 farkh
derecelerde muhafaza etmektedir. Ortama civa
eklendiginde, toplam agir metal konsantrasyonunu
artirmamis olsak bile, inhibisyon modeli karisik olan
bu modelden bagimliya doniismekte, bu da yarismali
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Sekil 16. Kursun-Civa agir metal ¢iftinin (2A+B)
kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi iizerindeki tam bagiml inhibisyon etkisi.
Grafiklerin lizerinde isimleri yazih bulunmaktadir. Vimax, Km
ve Ki degerleri sekilde belirtilmistir. Vmax degeri 0.253
umol/dk/mg protein’dir. Km degeri 0.853 mM, Ki degeri ise
316.1 mM olarak bulunmustur. Modele ait AICc degeri
olarak -502,948 hesaplanmistir ve en yakin aday inhibisyon
modeline ait degerlerden istatistiksel olarak anlamh sekilde
farkhdir.
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modele ait olan aktif bélge icin “yarisma” kavramini
devreden cikarmaktadir. Muhtemelen, civa iyonlari
aktif bolgeyi daha fazla mesgul etmekte, civa ise
substratla bu defa yalnizca bagimli modelde
tanimlandigi sekilde  bir iliski icerisinde
bulunmaktadir: aktif bélgeye birinin baglanabilmesi
icin digerinin aktif bolge haricinde bir allosterik
bolgeye baglanmasi gerekmektedir. Artan civa orani,
bu defa toplamdaki etkinin, tekil durumdayken
kendisinin gosterdigi gibi yarismaliya dénlismesine
neden olmaktadir. Ancak, toplamdaki agir metal
miktar1 aynm kaldig1 halde artirilan civa miktarinin
toplamdaki  inhibisyon = modelini  tersinmeze
doniistiirmesi, ileri metotlarla arastirilmasi gereken
bir diger noktadir.
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Sekil 17. Kursun-Civa agir metal ¢iftinin (A+B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi lizerindeki tam yarismali inhibisyon etkisi.
Hesaplanan Vmax degeri 0.1721 pmol/dk/mg protein’dir.
Km degeri 0.3240 mM, Ki degeri ise 117.6 mM olarak
hesaplanmistir. Modele ait AICc degeri -534,684 olarak
hesaplanmistir.
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Sonug olarak, biitlinlesik etki mekanizmasi icin, tekil
inhibisyon modellerinden yola ¢ikarak basit
¢ikarimlarda bulunmak mimkiin degildir. Agir metal
iyonlarinin GST enzimleri tizerinde birden fazla
noktaya, farkli oranlarda ve farkli mekanizmalar
lizerinden baglanabilecekleri g6z oniine alindiginda
bu calismanin sonuglarinin basit bir sekilde
yorumlanamayacag1 acgiktir. Bu durumda inhibisyon
mekanizmasinin biitlintiyle aydinlatilabilmesi
noktasinda agir metallerin tekil ve biitlinlesik
etkilerinin hem yazilim modellemeleri ile hem de
kristallografi gibi daha spesifik ve hassas tekniklerle
izlenmesi ve analizinin yapilmasi 6nerilebilir.
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Sekil 18. Kursun-Civa agir metal ¢iftinin (A+2B)

kombinasyonunun, kizilgam igne yapraklarinda toplam GST
enzim aktivitesi iizerindeki tersinmez inhibisyon etkisi.
Hesaplanan Vmax degeri 0.1517 pmol/dk/mg protein’dir.
Km degeri 0.2377 mM, Ki degeri ise 8.6 mM olarak
hesaplanmistir. Modele ait AICc degeri -534,831 olarak
hesaplanmistir. R2 degeri ise 0,93938 olarak ¢cikmistir.
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Tablo 1. Agir metal iyonlarinin kizilcam igne yapraklarindaki toplam GST aktivitesi lizerine tekil etkileri.

Agir Metal inhibisyon Modeli AlICc Ki (mM) Vmax (nmol/dk/mg)
Cd Kismi Karisik -1.201,945 205,2 0,1477
Cu Tersinmez -1.040,538 0,1794 0,1491
Hg Tam Yarigmali -986,237 27,2 0,1347
Ni Kismi Yarismali -664,878 50,5 0,1328
Pb Tam Karisik -1.072,991 1140,6 0,1394
Zn Kismi Yarismali -1.342,343 23,9 0,1335

Tablo 2. Agir metal ciftlerinin farkli konsantrasyon oranlarinin yarattigi inhibisyon etkileri.

Agir Metal inhibisyon Modeli AlICc Ki (mM) Vmax (nmol/dk/mg)

Ni-Cd (2A+B) Kismi Bagiml -509,935 69,9 0,2138

Ni-Cd (A+B) Kismi Bagiml -524,653 58,7 0,1577

Ni-Cd (A+2B) Tam Yarismasiz -565,451 530,3 0,1559

Ni-Zn (2A+B) Kismi Karisik -509,441 34,5 0,2089

Ni-Zn (A+B) Kismi Karisik -560,480 23,2 0,1217

Ni-Zn (A+2B) Kismi Karisik -562,381 72,3 0,5476

Pb-Cu (2A+B) Kismi Yarismasiz -548,033 123,9 0,1496

Pb-Cu (A+B) Tam Bagimh -476,816 360,1 0,1839

Pb-Cu (A+2B) Tersinmez -511,597 32,1 0,1525

Pb-Hg (2A+B) Tam Bagimh -502,948 316,1 0,2530

Pb-Hg (A+B) Tam Yarigmall -534,684 117,6 0,1721

Pb-Hg (A+2B) Tersinmez -534,831 8,6 0,1517
TesekKkiir [6] Y.W. Kuang, G.Y. Zhou, D.Z. Wen and S.Z. Liu,
Heavy Metals in Bark of Pinus massoniana
Bu ¢alisma Yizlnci Yil Universitesi Bilimsel (Lamb.) as an Indicator of Atmospheric
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