ORGANIK FOSFATLI ILACLARA KARSI HASSAS VE
MUKAVIM COLAN ORUMCEKLERDE CHOLINESTERAZ
AKTIVITESI 1
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Cholinesteraz ve acetylcholine'mm  Karmtzn  Oriimeek  (T.Urticae)
(Koch) (1) da bulundufu bilinir. Umumiyetle bu anzimin kirilmas: organik
fosfat zehirlenmesinin tesiri olarak. kabul edilir. Bu sebeple Sriimceklerde
cholinesteraz Vitro (Uzun milddet yagayamaz durumdaki ayrilmig biyolojik
sistemlerde kimyevi maddelerin tesiri kastedilir) olarak birkag organik
fosfata mukavim nesil ilizerinde calisildi. Ciinkii teorik olarak mukavemet,
hassas ve mukavimm nesillerde cholinesterazin bazi dzelliklerinin farkll ol-
mas1 sebebiyle meydana gelebilir.

Helle tarafindan c¢aligilan (2) mukavim nesiller hassas nesillerle geriye
dogru melezlemeyi tekrarliyarak ve mukavim nesillerden parathionla
selekte edilerek elde edildi (Siyxtox) (3). Bu mukavim nesil hagsas nesills
mukavemeti haric geniy &l¢lide benzerdi ki yar1 dominant ve monofak-
toriyal oldugu Helle (2) tarafindan tecriibe ile ispatlandi. Hassas ve mu-
kavim nesil igin Systox Prof. Untersten bdfer, A.G. Bayer, Leverkusen
Germany’den temin edildi ve Voss, Dittrich ve Saba (4) tarafindan kul-
lanmilda, : ‘

Gelisimin cesitli devrelerindeki erkek ve disi oriimcekler veya selekte
edilmis ergin disiler 0.1.M. Pyrophosphate ihtiva eden PH 8 3 % liik Nacl,
ile 0°C de homogenize edildi. Homogenize Nitrojen altinda 1 dakika yiikszk
frekans tatbik edilersk tamamlandi. Elde edilen suspansiyon 30 dakika
30.000 g devirle santrufuj edilerek ist kisim kullanildi.

Cholinesteraz aktivitesini tayin etmek {izere Ellmann ve arkadaslart (5)
tarafindan agiklanan metotta substrete solusyon olarak acetylthiocholine -
kullamldi. Reaksiyon toplam voliimi (0.7 ml. olan yar microsele alindi.

Reaksiyon kariiminda son konsentrasyon asagida izah edildigi gibiy-
di. Homogenize maddenin {ist yllzliniin her ml. 1 mg Sritmecek; 3x 10— M
acetylcholine; 3x10— M 5.5-dithio-bis 2mnitrobenzoic asit; 0.1.M. pyro-
phosphate PH. 8 ve 9 % Sodyum chloride. 5-thio-2-nitrobenzoic asitin sari -
renkte gdriilebilen yogunlugu thiocholine ayriraciyla azaltilarak 412 my da
dlciildili. Thiol bilesiklerinin oksidasyonunu onlemek i¢in seller lastik tipa
ile kapatilip (6) enjeksiyon iSnesiyle havasi bosaltildi. vakwm nitrojenle

1 Bu vazi «Science, January 10, 1964 Vol, 143 No 3602 sayfa 129-131» de nesredilmistir.
2 Laboratory for research on |Insecticides, prinses Marijkeweg 22 Wagennigen, Netherlands
3 Ziral Micadele ilac ve Alstleri Enstitisi Bocek Toksikoloji. Laboratuvari ™ Asistani
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saglandi. Yogunlukta goriilebilen degisme oda sicaklifinda Beckman D.U.'
. Epectrophotometer’iyle 1 saatta kayvdedildi.

3x 10—t M acetylthiocholine ile aktivite eserineyle normal tutuldu.
Homogenize hassas nesiller 2x 1—7 M eserinede 50 % reaksiyon gistari-
- yordu. Hassas nesillerle yapilan solusyonun st kisminda cholinesteraz
aktivites] mukavim olanlara gére 3 misli fazlaydi. Biitiin homogenize mad-
de kullanildigl zaman benzer netice alindi fakat bu halde reaksiyon esna-
sinda meydana gelen thiol bilesiklerinin oksidasyonunda karigma vardi
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Monometric cartesian diver teknigi keyfiyet bakimimdan substre ola-
rak 1,5x 10— M acetylcholine kullanildiinda benzer netice verdi fakat ter-
cihen substre solusyonda yiiksek Co, tegekkiili yoktu.

- 27°C PH s1 7,5x10—% M. acetylecholine kullamilan Hestrin metodu (%)
ile 3 misli fark tekrar elde edildi. Hassas nesillerin homogenize edilmesi
halinde her saatte her mg. da 7 x10—2,;, Mol nisbetinde acetylcholine hid-
rolize oldu. Bu neticeler hassas ve mukavim nesillerin cholinesteraz akti-
vitesi arasmdaki farki kuvvetle ispat eden & ayri esasli, metotla temin
edildi. Organik fosfat zehirlilisin de bu anzimin rolili ve geriye melezlemey-
le mukavim nesil elde etmede kullanilisy bu fark ve mukavemset arasindaki
bagin sebebi olarak diisiiniildii. '
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Bu miitalda organik fosfatlara mukavim ve hassas olan nesillerdeki
cholinesterazin hassasiyetinin mukayesesine yol agti

Bundan dolay1 cholinesteraz kirimasini tesbit igin subrtre solusyonun
ilavesinden 30 dakika &nce Oriimceklerin mukavim ve hassas olan her iki
1rkininda homogenize ed.llen iist yiiziine diezoxson (3) ildve ederek dene-
meler yapildi.

Bu iki denemenin neticesi f1gur 1 de gosterilmis ve reaktif maddenin
konsentrasyonuna kargl % aktivitenin log. olarak degerlendirilmigtir. Neti-
celeri pseudo-first-order kinetick teyit etmistir. Bimolekiiler constant nis
heti sirasiyla hassas ve mukavim nesiller igin 3x106 ve 2x 104 1t. Mole—!
Min—! civarimmdaydl. Reaksiyon deneme esnasinda sabit goriindii ve substre
maddenin konsentrasyonunda 50 defa artmasi tesirsizdi Diazoxon yerine
Paroxon (3) ilave edildigi zaman mukavim olan ve olmayan irklarda takri-
ben 105 ve 102 1t. Mole—! min—! gibi daha fazla farklar vardi. Bu netice
parathiona mukavemetin diazinondan daha fazla oldudu miigahedesine uy
gundur (8).

Organik fosfatli ildclar mukavim nesillerden alinan cholinesteraz {ize-
rinde daha az tesire sahiptir ve organik fosfat zehirlilifinde cholinesterazin
aktif bir yeri oldugu miimkiin gdriillmektedir. Mukavim nesillerde dilgiik
cholinestoraz aktivitesi hayat: fonksiyonlarin normal ida,mesipde émemli bir
deger tasimaz. Clinkii ne Helle nede ben (2) mukavim neslin yagama gliclin-
de azalma belirtisi gdrmedik. Realktif maddede bir aymsma veya herhangi
diger sebeple bozulma yoksa reaksiyon nisbetindeki fark sade 6limii gecik-
tirir. Bunun igin oriimceklerin hassas ve mukavim nesillerindeki bazi me-
kanizmalar miigterek kabul edilir. Mukavim nesiller yeterli bir siirede
zehirliligi elemine eder fakat hassas nesillerde durum aym degildir.

" Mukavim 1tk ile hassas 1irk arasinda geriye dofru melezlenmenin yav-
rulary ile karigmis ergin F, nesli disilerinin super natantlari (Homogenize
maddenin {ist kismi) {izerinde diazoxon’un kirici tesirine ait iki denemenin
neticeleri Sekil: 1 de verilmistir. Xirilmamn iki nisbeti birbirinden fark-
edilebilir. Kabaca % 75 faaliyet takriben 2x 106 min degeri a k, olarak gorii-
liyor, devam eden faaliyet 3x10¢ litre (Min—* mole—!) ak, degeridir. Bu
iki K, degerleri ve birbiri ile aldkali faaliyetler arasmdaka nishet ebeveyn
1rkla.r1n cholinesterazlarindan alinan neticeleri teyit etmektedir,

F, generasyonu supernatantlarmm neticeleri gergekten mukavim ve
. hassas nesiller de cholinesteraz molekiillerinin farkli oldugunu ispat etmis-
tir. Hele’den beri (2) mukavemetin bir genetik faktér ile tayin edildigi,
reaksiyvon nisbetindeki deg151k11g1n kera hu tek faktore dayandigr ispat edil-
mistir.

Boylece mevcut genetik ve bm-klmyew deliller, bizim mukavim irklar-
daki mukavemet mekanizmasinin organik fosforlu zehirlilik mekamzmasm-
da bir hassasiyet azalmasi baska bir deyimle cholinesterazin hassasiyetinin
azalmasi $ek11ndek1 gorisit kuvvetle teyit etmigtir.

Bundan ba.*ska mukavim ve hassas nesillerde reakszyon msbetmm ikd
allel gen tarafindan kontrol edildigi dus,u_nfulmektedlr
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SUMMARY

Evidence is provided that organophosphate resistance in a strain of

spider mites is due to decreased sensitivity of its cholinesterase to
organophosphates. The cholinesterase -activity of the susceptible strain in
vitro was three times that of the resistant strain of mites.
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