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ERİTROSİT ZARI Ca2+ ATPaz ENZİMİNİN KİNETİK ÖZELLİKLERİ VE 
ENZİM AKTİVİTESİNE PEROKSİTLERİN ETKİSİ 

Kinetic properties of erythrocyte membrane Ca2+ A TPase and 
eff ects of peroxides on the activity of the enzyme 
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Özet: Hayvansal organizmaların hücre içi ve 
hücre dışı kalsiyum iyonlarının fizyolojik sınırlJ;lr 
içerisinde sabit tutulmasından sorumlu olan cd+ 
ATPaz enziminin aktivitesi insan eritrosit 
zarlarında farklı inkübasyon ortamları 
kullanılarak ölçülmüş, enzimin aktivatörü olduğu 
bildirilen kalmodulinin (CaM) enzim aktivitesine 
etkisi incelenmiştir. Enzimatik reaksiyonun 
maksimum hızı (Vm), 16 µmol Pilmg prot. saat, 
Michaelis Menten hız sabiti (Km), 1,9 mM ve 
aktivasyon enerjisi (Ea), 4,5 kkal!mol olarak 
bulunmuştur. Aktif oksijen bileşiklerinden hidrojen 
peroksit (H202) ve tersiyer butil hidroperoksitin (t­
BHP) enzim aktivitesini azalttığı ancak t-BHP'in 
H202 'ye göre daha fazla inhibisyon etkisine sahip 
olduğu saptanmıştır. 
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Hayvansal organizmalara ait hücrelerde hücre ~i 
serbest Ca2+ derişimi (0,1 µM), hücre dışı Ca + 
derişiminden (1,0 mM) çok düşüktür. Hücre içi 
Ca2+ düzeyi, hormonal bir uyarıya bağlı olarak 
hücre zarındaki veya hücre içinde bulunan 
endoplazmik retikulum ve mitokondri zarlarındaki 
Ca2+ kanallarının geçici olarak açılması ile aniden 
1 µM'a kadar yükselir. Hücre içi Ca2+ düzeyinin 
artması hücre içindeki çeşitli enzimlerin aktif hale 
geçmesine, glikojenin parçalanıp kullanılmasına, 
bazı zararlı maddelerin hücre dışına atılmasına, 
kas hücrelerinde kasılmaya neden olur. Ancak 
görevi bittiği anda Ca2+ iyonlarının yeniden 0,1 
µM seviyesine düşürülmesi gerekir. Aksi halde 
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Summary: ,1ctivity of human erythrocyte 
membrane cet+ ATPase which is resppnsible for 
maintaining the inside and outside ca2+ concent­
ration of the celt within physiological limits, was 
measured by using different incubation mediums. 
The ejfect of calmodulin (CaM) on the activity of 
the enzyme was investigated. Maximum velocity of 
the reaction ( specific activity) (Vm), Michaelis­
Menten Coefficient (Km) and activation energy 
(Ea) were determined as 16 µmol Pi!mg prot.h, 
1.9 mM and 4.5 kcal!mol, respectively. Ejfects of 
two activated oxygen species, tert-butyl 
hydroperoxide (t-BHP) and hydrogen peroxide 
(H202) on the enzyme activity were also 
determined. Both peroxides inhibited the enzyme 
activity, however their ejfects were different and t­
BHP has more inhibitory ejfect than H202. 
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uyarı süreklidir ve Ca'.l.+ iyonları hücre içinde bol 
bulunan fosfatlarla kalsiyum fosfat olarak çökelir. 
Fazla Ca2+ 'un hücre dışına atılmasını, hücre içi 
Ca2+ derişiminin ayarlanmasını hücre zarında 
yerleşmiş olan Ca2+ A TPaz enzimi (EC:3. 1.6.38) 
gerçekleştirir. Bu enzim Ca2+ 'un hücre dışına 
taşınması sırasında A TP'nin hidrolizi ile açığa 
çıkan enerjiyi kullanır (1-3). İlk kez 1973 rlında 
Bond ve Clough (4) insan eritrositlerinde Ca + AT­
Paz'ı aktive eden bir aktivatör proteinin 
(Kalmodulin) varlığını göstermiştir, ancak 
günümüzde henüz kalmodulinin etki mekanizması 
tam olarak bilinmemektedir (5-7). 

Hücre zarında bulunan enzimlerin aktivitesinin 
enzimin yakın çevresindeki Iipidlerle ve/veya 
enzim proteinin kendi kompozisyon ve 
konformasyonunda meydana gelen 
değişikliklerden etkilendiği bildirilmektedir (8). 
Bu değişikliklere neden olabilecek ajanlar arasında 
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oksidan bileşikler önemli bir yer tutmakta ve 
çeşitli peroksitlerin hücre zarına ve hücre zarı 

enzimlerine etkileri araştırılmaktadır (8-10). 

Bu araştırmada insan eritrositlerine ait zarlarda 
Ca2+ ATPaz enziminin maksimum aktivite 
gösterdiği koşulların seçilerek Ca2

+ ve 
kalmodulinin enzim aktivitesine etkisi; enzimin 
Vm, Km, Ea gibi kinetik parametrelerinin 
saptanması ve H202, t-BHP'in enzim aktivitesine 
etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

METODLAR 

Araştırmada kullanılan tüm kimyasallar analitik 
kalitede olup Sigma ve Merek firmalarından 
alınmıştır. Araştırmada kullanılan kan örnekleri 
Ç.Ü Tıp Fakültesi Kan Bankasından sağlanmıştır. 

Eritrosit zarlarının hazırlanmasında Hanahan ve 
Echolm (11) tarafından bildirilen ve esası 
hipotonik şoka dayanan yöntem kullanılmıştır. 
Zar örneklerinin protein içerikleri Lowry yöntemi 
(12) ile tayin edilmiş ve örnekler kullanılıncaya 
dek -20°C de saklanmıştır. Enzimin en yüksek 
aktivite gösterdiği koşulların saptanması amacıyla 
üç değişik inkübasyon ortamı denenmiş ve en 
yüksek aktivitenin görüldüğü Lynch ve ark . (1) 
tarafından bildirilen ve son derişimleri 40 mM 
Tris-HCl (pH:7.4), 3 mM MgC12, 80 mM NaCl, 20 
mM KCl, 0,2 mM ouabain, 100 µM EGT A, 100 
µM CaCl2, 0,2 mM kalmodulin ve 0,1 mg/ml zar 
proteini olacak şekilde hazırlanan inkübasyon 
ortamı kullanılmıştır. Ölçümler Ca2+ ve 
kalmodulin yokluğunda, Ca 2+ varlığında 
kalmodulin yokluğunda, Ca 2+ yokluğunda 
kalmodulin varlığında ve hem Ca2

+ hem 
kalmodulin varlığında olmak üzere dört ayrı 
koşulda farklı ATP derişimleri için yapılmıştır. 

Ca2+ ATPaz aktivitesinin ölçümü belirlenen 
inkübasyon ortamında enzimin birim zamanda 
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ATP'den açığa çıkardığı inorganik fosfatın (Pi) 
ölçülmesine dayanmaktadır. İnorganik fosfatın 
ölçümünde Atkinson ve ark (13) tarafından 
bildirilen yöntem kullanılmış ve enzim aktivitesi 
µmol Pi/mg pi-ot.saat olarak verilmiştir. 

H20ı ve t-BHP'in etkilerini araştırmak için yapılan 
çalışmalarda eritrositler son derişimleri 0,1 ; 0,2 ; 
0,3 ; 0,4 ve 0,5 mM olacak şekilde ayn ayn söz 
konusu peroksitlerde, 37°C'de yarım saat muamele 
edilmişlerdir. Bu hücreler serum fizyolojik ile üç 
kez yıkandıktan sonra hücre zarları hazırlanarak 
Ca2+ A TPaz aktivitesi tayin edilmiştir. 

Yapılan istatistik analizlerinde y;;b+ax doğru 
denklemini, R ise korelasyon katsayısını 
göstermektedir. 

BULGULAR 

Farklı substrat (ATP) derişimlerinde Ca2+ ve 
kalmodulin yokluğunda, ca2+ varlığında 
kalmodulin yokluğunda, Ca 2+ yokluğunda 
kalmodulin varlığında ve hem Ca2+ hem 
kalmodulin varlığında ölçülen Ca2

+ ATPaz 
aktiviteleri Tablo I'de verilmiştir. 

Enzim aktivitesinin en yüksek olduğu Ca2+ ve 
kalmodulin varlığında enzim için Line-Weaver 
Burk grafiği çizilmiş, Şekil 1, ve bu şekilden 
enzim için Vm;;16 µmol Pi/mg prot.saat, Km;;l,9 
mM olarak hesaplanmıştır. Enzim aktivitesinin 
sıcaklığa bağlı değişimleri farklı sıcaklıklarda 
(10, 25, 37, 45, 60 °C ) araştırılmış ve değişimler 
Şekil 2'de gösterilmiştir. Bu bulgulardan 
faydalanılarak Arrhenius sıcaklık eğrisi çizilmiş, 
Şekil 3,ve bu şekilden faydalanılarak enzimin 
akti vasyon enerjisi 4, 7 kkal/mol olarak 
hesaplanmıştır. t-BHP ve H202'nin enzim 
aktivitesine etkileri ayrı ayrı incelenmiş ve 
bulgular sırasıyla Şekil 4 ve Şekil S'de 
gösteri imiştir. 
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Şekil 1. Ca 2+ ve Kalmodulin varlığında Line-Weaver 
Burk grafiği 
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Şekil 2. Enzim aktivitesinin sıcaklığa bağlı değişimi 
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Ş_ekil 3. Ca 2+ ATPa z enzimi için Arrhenius sıcaklık eğri­
sı 
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Tablo I. Farklı substrat derişimle~i için Ca"'.,. v1 kalmodulin yokluğunda (- Ca"'.,. -CaM), Ca "'.,.
2 
varlığında 

ve kalmod~lin yokluğunda(+ Ca + _ CaM), Ca
2 
+ yokluğund~ ve kalmodulin varlığında (- Ca + + CaM) 

ve hem Ca + hem kalnıodulin varlığında ( + Ca + + CaM) Ca + A TPaz aktiviteleri 

ATP Ca2+ ATPaz Aktivitesi 
(mM) (µmol Pi/mg prot.saat) 

-ca2+.caM +ca2+ -CaM 

0,1 0,04 0,09 
0,2 0,20 0,35 
0,3 0,30 0,50 
0,4 0,50 0.75 
0,5 1,50 2,40 
1,0 2,00 2,80 
2,0 2,40 3,98 
4,0 7,80 10,5 
6,0 9,20 11,5 
8,0 10,40 11,8 
10,0 10,80 13,2 
12.0 11,00 13,3 
15,0 11,01 13,4 

TARTIŞMA 

Tablo I'den görüleceği gibi tüm ATP derişimleri 
için en yüksek enzim aktivitesi hem Ca2+ hem de 
kalmodulinin birlikte bulunduğu koşullarda 
ölçülmüştür. Tek başına Ca 2+ veya kalmodulin 
Ca2+ A TPaz aktivitesinde hafif artışlara neden 
olurken ikisinin birlikte bulunması enzim 
aktivitesinde anlamlı artışlara neden olmuştur. Bu 
bulgu Ca 2+ varlığında ortamda CaM 'de 
bulunuyorsa enzimin maksimum aktivitesine 
ulaşabileceğini göstermektedir . 

Niggli ve ark (14) kalmodulin - ilgi kromatog­
rafisi ile saflaştırdıkları enzim için maksimum hızı 
3,8 µmol Pi/mg prot.saat olarak, Graf ve ark. (15) 
21,2 µmol Pi/mg prot.saat olarak, Moore ve ark. (8) 
ise 0,539 µmol Pi/mg prot.saat olarak rapor 
etmişlerdir. Lynch ve Cheung (1) kalmodulin 
varlığında enzimin tek bir Km değerine sahip 
olduğunu ve Km'nin 120 µM olduğunu rapor 
etmişlerdir. Caride ve ark (6) ·,ise kalmodulin 
varlığında enzimin biri düşük diğeri yüksek ilgili 
olmak üzere iki farklı A TP bağlama bölgesine sahip 
olduğu ve bu bölgeler için gözlenen Km 
değerlerinin sırasıyla 100-500 µM ve 2-10 µM 
olduğunu bildirmişlerdir. Bizim bulgularımız enzim 
için tek bir Km değerinin olduğunu göstermektedir . 

Enzim akti vitesinin sıcaklığa bağlı 
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-ca2+ + CaM- + ca2+ +C aM 

0,08 0,23 
0,30 0.35 
0,40 0,70 
0,60 0,77 
2,00 4,00 
2,40 5,50 
3,00 7,80 
9,50 11,0 
10,4 12,0 
10,8 12,7 
11,6 13,2 
11,8 14,6 
12,0 14,6 

değişiminin incelenmesinden (Şekil 2), enzim 
aktivitesinin 45 °C 'ye kadar sıcaklık ile orantılı 
olarak arttığı, 45°C 'den sonra azalmaya başladığı 
ve 60 °C 'de aktivitenin oldukça düştüğü 
görülmektedir. Bu bulgu enzimin 45 °C 'nin 
üzerindeki sıcaklıklarda denatüre olmaya 
başladığını göstermektedir. Enzimin aktivasyon 
enerjisi ise Arrhenius eğrisinden (Şekil 3), 
faydalanılarak 4,7 kkaVmol olarak hesaplanmıştır. 

t-HBP (Şekil 4), ve H202 (Şekil 5), varlığında 
enzimin inhibe edildiği, inhibisyon derecesinin 
peroksitl erin derişimi ve inkübasyon ko~ullarına 
bağlı olduğu görülmüştür. Hem Ca + hem 
kalmodulin varlığında yapılan ölçümler bu koşulda 
enzimin aktivitesinin peroksitlerin etkisine karşı 

daha korunmuş olduğunu göstermektedir. Şekil 4 ve 
Şekil 5'in karşılaştırılmasından görüleceği gibi t­
BHP'in inhibitör etkisi H202'ten daha fazladır. Ca2

+ 

ve kalmodulin varlığında hidrojen peroksitin 
inhibitör etkisi 0,3 mM ve üstündeki derişimler için 
saptanırken, t-BHP için inhibitör etki 0,2 mM ve 
üstü derişimler için görülmüştür. Literatürde Moore 
ve ark (8) ile Rohn ve ark (10) benzer i bulgular 
rapor etmişlerdir. Bu durumun organik peroksitlerin 
anorganik peroksitlere göre lipidlerde 
çözünürlüğünün yüksek oluşu ve hücre içine daha 
kolay girerek daha fazla zararlı etki yapıyor 
olmalarından kaynaklanabileceği sonucuna 
varılmıştır. 
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