Metil Paration’nun Piruvat Kinaz Enzim Aktivitesine Etkisi
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Metil paration, tarimda ve genel alanlarda zararlilara karsi kullanilan organofosfat grubu bir insektisittir.
Insektisitlerin gevre ve canli organizmalar iizerinde dnemli derecede toksik etkileri bulunmaktadir. Insanlarda farkli
toksisiteye neden olan Metil paration’un metabolizmay1 kontrol eden 6nemli enzimleri etkiledigi bilinmektedir.
Allosterik ozellik gosteren Piruvat kinaz (EC.2.7.1.40), glikolizin son enzimidir ve glikoliz ile devamindaki
molekiiler yolaklarda kontrolii saglamaktadir. Calismamizda Metil paration’nun Piruvat kinaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi aragtirildi. Metil paration’un LDgy dozu (7mg.kg-1) intraperitoneal olarak farkli periyotlarla (2, 4, 8,
16, 32, 64 ve 72 saat) erkek ve disi sicanlara uygulandi. Sicanlarin karaciger, bobrek, beyin ve ince bagirsak
dokularinda Piruvat kinaz enzim aktivitesi analiz edildi. Metil paration maruziyeti sonucunda si¢gan dokularinda
genel olarak Piruvat kinaz enzim aktivitesinde artislar belirlendi. Bu aktivasyonlarin 6zellikle beyin dokusunda daha
erken saatlerde gerceklesmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Karaciger, bobrek ve ince bagirsak dokularinda
aktivasyonlarin disilerde erkeklerden daha erken saatlerde oldugu gézlendi. Sonug olarak bir insektisit olan Metil
paration uygulamasinin sigan dokularinda piruvat kinaz enzim aktivitesinde artiglara neden oldugu bulundu. Metil
parationun glikoz metabolizmasini ve buna bagli olarak diger metabolik yolaklar: etkiledigi tartigildi. Bu nedenle
Metil paration insektisitinin metabolizmay1 etkiledigi, farkli saglik sorunlarina neden olabilecegi diisliniilmeli ve
Diinya Saglik 6rgiitiiniin 6nerdigi uygulama dozuna dikkat edilerek giivenli kullanim i¢in dnlemler alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Insektisit, Piruvat kinaz, Metil paration
The Effect of Methyl Parathion on The Pyruvate Kinase Enzyme Activity

ABSTRACT

Methyl parathion is an organophosphate group insecticide used against pests in agriculture and general fields.
Insecticides have a significant toxic effect on the environment and living organisms. Methyl parathion, which causes
different toxicity in humans, is also known to affect important enzymes that control metabolism. Pyruvate kinase
that allosteric properties (EC.2.7.1.40) is the last enzyme of glycolysis and provides control in glycolysis followed
by molecular pathways. In our study, the effect of Methyl parathion on Pyruvate kinase enzyme activity was
investigated. Methyl parathion LDs, dose (7mg.kg-1) was administered intraperitoneally to male and female rats at
different periods (2, 4, 8, 16, 32, 64 and 72 hours). Pyruvate kinase enzyme activity was analyzed in liver, kidney,
brain and small intestine tissues of rats. As a result of exposure of Methyl parathion, increases in Pyruvate kinase
enzyme activity were generally determined in rat tissues. It was remarkable that the activations took place earlier,
especially in the brain tissue. It was observed that these activations in liver, kidney and small intestine tissues were
earlier in females than in males. As a result, the application of Methyl parathion was found to cause increases in
pyruvate kinase enzyme activity in rat tissues. It was determined that methyl parathion affects glucose metabolism
and the other metabolic pathways. Therefore, it should be considered that methyl parathion insecticide affects
metabolism and may cause different health problems and precautions should be taken in use by paying attention to
the application dose recommended by the World Health Organization.
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kullaniminin 2.994,365 (kg-It) oldugu ve pestisitlerin
icinde insektisit kullanimin 763.293 (kg-1t) oldugu
belirlenmistir  [2]. Pestisitlerin bu kadar fazla
kullaniminin insan sagligini olumsuz ydnde etkiledigi

GIRIS
Pestisitler dzellikle gida ve tarim alanlarinda zararlilara
kargt kullanilan maddelerdir. Cok genis kullanim

alanina sahip olan pestisitlerin, artan niifusa bagl olarak
diinya genelinde kullanim orani da artmaktadir. Pestisit
kullanimimin diinya genelinde 1990-2017 verilerine gore
4,5 milyon tona ulastig1 bildirilmektedir [1]. Ulkemizde

2002-2017 yilinda yapilan istatistiklerde pestisit
kullanimi 2017 yilinda 54 bin tona ulastig
goriilmektedir. Bursa ilimizde ise toplam pestisit

de bilinmektedir. Pestisitler kimyasal formiillerine gore
farkli siniflara ayrilirlar. Bu simiflardan biri de fosfat
grubu iceren organofosfatli pestisitlerdir. Bu sinifin
¢ogunlugunu insektisitler olusturmaktadirlar.
Organofosfath insektisitler hem tarimsal hem de genel
alanlarda siklikla zararlilara karsi kullanilmaktadirlar.
Insektisitlerin bilingsiz sekilde kullanimlar1 hem gevreyi
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hem de canli organizmalar1 etkilemektedir [3]. Metil
paration (O,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioat; MP) I.
smif toksik grubunda yer alan organofosfatli insektisittir
[4]. Canlilar MP’a, ya topraga/suya karismasi ya da
mesleki maruriyet nedeniyle maruz kalmaktadirlar. Bu
toksik maddenin diizensiz kullanilmasi organizmalar ve
cevre ilizerinde zararli etkilere neden olmaktadir [5].
Yapilan calismalarda karaciger, bobrek ve beyin gibi
dokularda toksisiteye neden oldugu gosterilmistir [6, 7].
Ayrica bu insektisit canli sistemlerde spesifik enzimleri
iceren metabolik yolaklar1 da etkileyebilmektedir [8-
10]. Yine MP’nin oksidatif strese, DNA hasarina ve
genotoksik etkilere neden oldugu da gostermistir [11-
13]. Piruvat kinaz (PK) (EC.2.7.1.40), glikolizin son
asamasinda yer alan fosfat grubunun fosfoenolpiruvat
(PEP)’dan adenosin difosfat (ADP)’a aktarilmasiyla
piruvat ve adenosin trifosfat (ATP) olusumunu
katalizleyen allosterik bir enzimdir [14]. PK enzimi,
glikoliz ve ozellikle de glikolizin devamindaki
metabolik yolaklarin kontrolii i¢in kritik 6neme sahiptir.
PK, aktivitesi i¢in monovalent (K") ve iki degerlikli
katyonlara (Mg veya Mn*®) ihtiya¢ duymaktadur.
Tepkime fizyolojik kosullar altinda geri dondiiriilemez
olarak gerceklesmektedir. Ayrica, olusan Piruvat gesitli
metabolik  yollarda  kullanilmaktadir. ~ Hiicresel
metabolizmada boyle merkezi bir pozisyonda olmasi
PK’nin metabolizmadaki dnemini gdstermektedir [15].
Calismamizda tarimsal alanlarda siklikla kullanilan
MP’nin glikoliz yolaginda kontrol gorevi olan PK
enzim aktivitesine olan etkisi arastirilmigtir. Erkek ve
disi sicanlarin MP maruziyeti sonrasinda karaciger,
bobrek, beyin ve ince bagirsak dokularinda PK
aktivitesi degerlendirilmis ve tim dokularda PK
aktivasyonlar1 kaydedilmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada oncelikle 200-250 g agirliginda olan
Rattus norvegicus sicanlar1 kontrol grubunda 2 erkek ve
2 digi; MP uygulanan grup 4 erkek ve 4 disi olacak
sekilde ayrilarak planlanmistir. Tim analizler icin
toplam 84 hayvan kullanilmistir. Siganlar Bursa Uludag
Universitesi Deney Hayvanlar1 Besleme ve Arastirma
Merkezi'nden temin edilmistir.  Bursa  Uludag
Universitesi Hayvan Bakim ve Kullamm Komitesi,
caligmamiza etik kurul raporu vermistir (3.06.2003/3).
Deney grubuna MP'nin 7 mg kg’ (LDsy) MP dozu,
kontrol grubuna ise musir yagi intraperitonal olarak
enjekte  edilmistir. Hayvanlar belirlenen zaman
periyotlarindan (2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 72 saat) sonra
servikal dislokasyon yolu ile oldiiriildiikten sonra
dokular  ¢ikarilmis  ve  homojenize  edilmistir.
Homojenatlar 48000 g’de 30 dak 4°C de santrifiij
edilerek  siipernatantlar enzim kaynagi  olarak
kullanilmigtir.  Fosfoenolpiriivattaki  fosfat grubunu
ADP’ye aktararak ATP ile piriivat meydana gelmesini
saglayan PK aktivitesi, meydana gelen piriivatin laktat
dehidrogenez (LDH) aktivitesi ile laktata doniistimii
esnasinda kullanilan NADH’1n azalan absorbans hizinin
340nm dalga boyunda kinetik olarak OoOlgiilmesiyle
hesaplanmistir. Aktivite deneyleri optimum kosullarda

lem’lik  kuvars spektrofotometre kiivetleri icinde
gerceklestirilmis ve azalan absorbans degerleri 5 dk
boyunca takip edilmistir. Elde edilen veriler U/mg
protein olarak hesaplanmistir [16]. Protein derisimleri,
Bradford (1976) yontemi kullanilarak belirlenmistir
[17].

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.0 (Demo
Versiyonu; GraphPad, San Diego, CA) programi
kullanilarak yapildi. Deneyin sonuglari, verilerin
ortalamas1 hesaplanarak + SH (standart hata) olarak
sunulmugtur. Anlamlilik, iki y6nli varyans analizi
kullanilarak hesaplanmistir. P <0.05, P <0.01 ve P
<0.001 degerleri istatistiksel olarak anlamli olarak kabul
edilmigtir.

BULGULAR

Metil Paration’nun Karaciger Dokusunda Piruvat
Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi
Karaciger dokularinda MP’nin PK enzim aktivitesine
etkisi degerlendirildiginde; erkek sicanlarda PK
aktivitesinin 32 ve 64. saatlerde kontrol grubuna gore
istatistiksel ~olarak anlamli  bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0.05, p <0.001; Sekil 1A). PK aktivite
artisginin ~ 72. saatte azaldigi goriilmektedir. Disi
siganlarda ise PK aktivitesinin daha erken saatlerde
arttigl ve bu artigin 4. saatten itibaren anlamli sekilde
yiikseldigi belirlenmistir. PK aktivite artiginin en yiiksek
8. saatte oldugu da dikkati ¢ekmektedir. Bu saatten
itibaren PK aktivitesinde bir azalma olsa da
aktivasyonun deney periyodu sonuna kadar devam ettigi
goriilmiistiir (p <0.05, p <0.01; Sekil 1B).
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Sekil 1. Metil Paration’nun erkek (A) ve disi (B) siganlarin
karaciger dokusunda Piruvat Kinaz (PK) aktivitesi
(U/mg.protein) iizerine etkisi. *Kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli farkliliklart belirtir *(p<0.05); **(p<0.01);
*#*(p<0.001). Verilerin ortalamasi ve standart hatalari
hesaplanarak verilmistir (n=3).

Metil Paration’nun Bobrek Dokusunda Piruvat
Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi
MP’nin bobrek dokularinda PK enzim aktivitesinde
kontrol grubuna kiyasla genel olarak bir aktivasyona
neden oldugu belirlenmistir. Bu aktivasyon erkek
sicanlarda 8. saatte istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmisken (p <0.05, Sekil 2A), disi siganlarda 4.
ve 8. saatlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p <0.05; p <0.001, Sekil 2B). PK aktivite
artisinin hem disi hem erkek siganlarda en yiiksek 8.
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saatte oldugu gozlenmistir. 8. saatten itibaren PK
aktivitesinde bir azalma olsa da aktivasyonun deney
periyodu sonuna kadar devam ettigi gorilmustiir (Sekil
2A ve B).
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Sekil 2. Metil Paration’nun erkek (A) ve disi (B) sicanlarin
bobrek  dokusunda  Piruvat Kinaz (PK) aktivitesi
(U/mg.protein) tizerine etkisi. *Kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli farkliliklart belirtir *(p<0.05); **(p<0.01);
*#*(p<0.001). Verilerin ortalamast ve standart hatalar
hesaplanarak verilmistir (n = 3).

Metil Paration’nun Beyin Dokusunda Piruvat Kinaz
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

PK enzim aktivitesine MP’nin etkisi beyin dokularinda
arastirildiginda; deney periyotlarinin tiimiinde kontrol
grubuna gore bir artis gozlenmistir. Erkek ve disi
siganlarda erken donemden (2. saat) aktivasyonun
basladig1 dikkat ¢ekicidir. Erkek siganlarda beyin PK
aktivitesinin 2, 4, 8 ve 32. saatlerde istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 (p<0.05, p<0.01; Sekil 3A), en
yiiksek aktivite artiginin 4. saatte oldugu goriilmiistiir.
Disi siganlarda beyin PK aktivitesinin ise 8, 16 ve 64.
saatlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu (p <0.05; p
<0.01; p <0.001, Sekil 3B), en yiiksek PK aktivitesinin
8. saatte ortaya ciktig1 kaydedilmistir.
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Sekil 3. Metil Paration’nun erkek (A) ve disi (B) si¢anlarin
beyin dokusunda Piruvat Kinaz (PK) aktivitesi (U/mg.protein)
tizerine etkisi. *Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar1 belirtir  *(p<0.05); **(p<0.01); ***(p<0.001).

Verilerin  ortalamasi standart hatalar1 hesaplanarak

verilmistir (n = 3).

Ve

Metil Paration’nun ince Bagirsak Dokusunda
Piruvat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Degerlendirilmesi

MP’nin ince bagirsak dokularinda erkek ve disi PK
enzim aktivitesinde ilk periyotlarda (4 ve 8. saat)
kontrol grubuna gore aktivasyonlar gozlenmistir. PK
aktivitesindeki artismn siganlarda 4 ve 8. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p
<0.05; p <0.01; p <0.001, Sekil 4A ve B). 8. saatten
itibaren ince bagirsak PK aktivitesinde deney periyodu
sonuna kadar azalmalar gozlenmistir (Sekil 4A ve B).
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Sekil 4. Metil Paration’nun erkek (A) ve disi (B) siganlarin
ince bagirsak dokusunda Piruvat Kinaz (PK) aktivitesi
(U/mg.protein) iizerine etkisi. *Kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli farkliliklart belirtir *(p<0.05); **(p<0.01);
***(p<0.001). Verilerin ortalamasi ve standart hatalari
hesaplanarak verilmistir (n = 3).

TARTISMA ve SONUC

Tarimda verimi arttirmak igin pestisit kullanimi 6nemli
bir yaklasimdir. Ancak pestisitlerin bilingsiz bir sekilde
kullanimi insanlar, hayvanlar ve ¢evre iizerine olumsuz
etkilere neden olmaktadir [18, 19]. MP, asir1 toksik
olarak simiflandirilmasina ragmen, birgok iilkede halen
kullanilan organofosfatli bir insektisittir [4, 20]. MP'nin
insektisidal aktivitesi deri, oral ya da solunum yoluyla
gerceklesmektedir [21]. Yapilan g¢alismalarda MP’nin
hepatotoksik, norotoksik ve genotoksik etkilere neden
oldugu belirlenmistir [22, 11, 23]. Canlilart dogrudan ya
da dolayli olarak etkileyen MP’nin hiicresel sistemde
enzimleri de etkiledigini gosteren ¢aligmalar vardir [24,
9, 10].

Insektisitler baslica kas ve sinir sistemleri olmak {iizere
biliylimeyi, gelismeyi ve enerji liretimini etkilemektedir
[25]. Calismamizda MP’nin, glikolitik yolun 6nemli
kontrol enzimlerinden biri olan PK aktivitesine olan
etkisi farkli dokularda (karaciger, bobrek, beyin ve ince
bagirsak) incelenmistir. Aldigimiz sonuglarda MP’nin
dokularda PK aktivitesinde aktivasyona neden oldugu
belirlenmistir. Karaciger dokusunda PK aktivasyonu
disi siganlarda erken donemlerde (2, 4 ve 8. saat) iken
erkek siganlarda ise daha ge¢ donemlerde (32 ve 6. saat)
istatistiksel ~olarak anlamli  bir sekilde arttig
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belirlenmistir. Daha o6ncede yapilan bir c¢aligmada
MP’nin sigan karaciger enzimleri olan ve karaciger
hasarin1 gosteren aspartat amino transferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) enzim aktivitelerinde artisa neden oldugu
gosterilmistir [23]. Yine MP’ye maruz kalan bir iscide
yapilan analizlerde MP’nin karaciger ve bobrek
toksisitesine  neden oldugu  belirlenmistir  [6].
Calismamizda bobrek dokusunda PK aktivitesinin 8.
saate kadar artt1ig1 daha sonraki saatlerde ise aktivasyon
seviyesinin azaldig1 gériilmektedir. Fakat genel anlamda
PK aktivitesinde kontrole gore aktivasyonlarin deney
periyodunun sonuna kadar devam ettigi belirlenmistir.

Beyin ve ince bagirsak dokularinda da benzer sekilde
MP’nin PK aktivitesinde aktivasyona neden oldugu
bulunmustur. PK aktivasyonunun §. saate dogru
maksimum seviyeye ulastigi daha sonra aktivasyonda
azalmalar meydana geldigi gozlenmistir. Daha once
grubumuz tarafindan farkli bir pestisit olan 2,2-
diklorovinil dimetil fosfat (DDVP) ile yaptigimiz
calismada DDVP’nin  sican  dokularinda  PK
aktivitesinde artigina neden oldugu da belirlenmisti [26].
Farkli bir ¢alismada 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioksin’nin (TCDD) si¢anlarda hepatotoksisiteye neden
oldugu ve karaciger PK enzim artisina neden oldugu
belirlenmistir [27]. Papadopoulos ve ark. yaptiklari
calismada da MP’nin bdceklerde kullanildiginda PK
aktivitesinde artisa neden oldugunu gostermislerdir [28].
Yine MP’nin hayvan dokularinda katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi enzimlerin aktivasyonuna da neden oldugu
belirtilmistir [29]. Farkli bir ¢alismada da MP’nun CAT
ve Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) enzimlerinde anlamli
artiglar belirlenmistir [10]. Sadece MP degil yapilan
caligmalarda farkli pestisitlerin de baz1 glikolitik yolak
enzimlerinde artisa neden oldugu belirlenmigtir [30-32].
Tim bu c¢aligmalar MP’nun metabolizmada hiicresel
enzimleri etkiledigini gostermektedir. Nitekim bizde
¢alismamiz sonucunda MP’nun genel olarak dokularda
PK aktivitesinin artisina neden oldugu goézlenmistir.
Hiicrede metabolik yolaklarin birbiri ile iliskili olduklar
diistintildiigiinde PK aktivitesindeki bu artisin diger
metabolik yolaklar1 da etkileyecegi agiktir. Ozellikle PK
aktivitesinde olabilecek bir artiy PK’nin katalizledigi
tepkime {riinii olan piruvatin artisina neden olacaktir.
Piruvat hiicresel metabolizmada merkezi bir rol alan ve
pek c¢ok metabolik yolun geceklesmesi igin gerekli
regiilator bir proteindir [15]. Sitoplazmada olusan
piruvat mitekondriye tasinarak burada ATP oksidatif
fosforilasyon ile enerji iiretimine ve pek¢ok biyosentetik
yolagin gergeklesmesine neden olmaktadir. Herhangi bir
nedenle  artan  piriivat  metabolizmasi  enerji
metabolizmasinin  degismesine neden olacak ve
ozellikle beyin gibi ATP’ye bagimli organlar daha fazla
etkilenecektir. Bu durum kanser, kalp rahatsizliklar1 ve
norodejeneratif hastaliklara neden olabilmektedir [33].
Bu yiizden PK artisinin tiim metabolik yolaklar1 da
etkileyecegi aciktir. Bu nedenle calismamizda MP’nun
enerji metabolizmasinda etkili olan PK aktivitesine
etkisini arastirildi. Sonu¢ olarak, c¢aligmamizda MP

toksisitesinin glikoz metabolizmasinda 6zellikle piruvat
kinaz enzim aktivitesinde degisime neden oldugu
belirlenmistir. MP'nin etki ettigi hiicresel mekanizmalari
ve metabolik tepkimeleri aydinlatmak icin daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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