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GIRIS :

Insektisitlerin enzimler tizerindeki tesirleri hayvan tirle-
rine gore, degistigi gibi enzimlerin bulundugu organ ve. doku-
lara. gore de farkhliklar gosterir (1, 3). Bu c¢alismada metil ve
etil parationun sigan bobrek ve karaciger homogenatlarmdaki
alkali fosfataz lizerine tesirleri arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Enzim aktivitesi tayini : Disodyum fenil fosfat substratinin
alkali ortamda (pH=10) alkali fosfataz tarafindan hidrolizi
esasia dayanan kolorimetrik metot vasitasiyla tayin edilmis-
tir (8).

Insektisit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi : Etanol alkali fosfa-
tazi % 29 oranminda aktive eder. Metanol ise ancak % 2 kadar
bir inhibisyona sebep olur (6). Bunun igin ¢dztct olarak me-
tanolll kullandik.

Metil paration gﬁzelti’si: % 99 safliktaki metil paration
preparatindan metanolde metil parationun 10> M hik ¢Ozeltisi-
ni hazirladik. (pH = 2.35), ’
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‘Etil paration c¢ozeltisi: % 98.8 safliktaki etil parationun
metanoldeki 10-* M lik gozeltisini hazirladik. (pH = 2.20).

Organ homogenatlarmin hazirlanmasi : Deney hayvan:
olarak agirliklari 140 - 170 gr olan beyaz erkek sicanlar kulla-
nildi. Hayvanlar dekapite edildikten sonra karaciser ve béb-

L8 A=214

rekleri gikarildi. Sogukta (+4° C de) organlarin zar, yag gibi
yabanci doku kisimlar: ayiklandi. Kigtk parcalar haline geti-
rildi. 0.15 M NaCl ¢ozeltisi ile bir kac defa yikandi. Doku agir-
Ligmin iki kati1 hacimda 0.15 M NaCl c¢ozeltisi ilave edildi. Pot-
ter - Elvehjem tipi cam-cam homogenizatér ile homogenize edil-
di. Homogenat 0.15 M NaCl c¢ozeltisiyle 100 ml. ye tamamlan-
di. Sogukta 8500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Sediment-
ler atiddi. Siupernatanlar alinarak pH lar ol¢tldi. Karaciger
homogenat: pH=6.67 ve bobrek homogenat: pH=6.82 olarak
- teshit edildi. ' ‘

insektisitlerin tesiriyle ilgili deneyler: Metil ve etil para-
tion alkali ortamda hizla hidrolize ugrarlar. Bu bakimdan al-
kali fosfatazin tayin edildigi pH=10.0 da da pargalanirlar. Ay-
rica. organik fosforlu insektisitler kimyasal yapi1 bakimindan
disodyum fenil fosfat substratinin analogu oldugundan pH=10.0
da alkali fosfataz tarafmdan spontan olarak hidroliz edilirler.
Parcalanma Urini olarak burada da gene fenol fesekkiil eden
ve yanhs sonuglar elde edilmesine sebep-olur (7). Bu sebepler-
den dolay: alkali fosfataz aktivitesini tayin etmeden oOnce ho-
mogenatlar: insektisitlerle inkiibasyona tabi tuttuk. Homoge-
nat - insektisit karigimi (pH=6.35 = 0.25) hem insektisitlerin
olduk¢a dayanikli cldugu hem de alkali fosfatazin optimum
-pH sinm altinda bulundugu bir ortam teskil etmektedir. (1.
Tablo). Bundan sonra homogenat - insektisit karisimindan ali-
nan numunede kalan alkali fosfataz aktivitesini tayin ettik (5).
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1. Tablo : Inkiibasyon safhast
Kontrol Niimune
Homogénat 0.5 ml 0.5 ml
Insektisit _— 0.1 ml
37° C de 20 dakika bekletilir
2. Tablo : Sican bdbrek homogenat1 alkali fosfataz aktivitesi
n x SD P % i
[Optik dansite)
Kontrol 14 |0.1772:£0.0006 |0.0021
P <0.001] 9.71
Etil parationla 14 | 0.1600£0.0006 | 0.0024
Kontrol 12 10.2215+0.0003 ]0.0008
P < 0.001
Metil parationla 12 [0.2327+0.0003 [0.0008




3. Tablo: Sigan karaciger homoge nati alkali fosfataz aktivitesi

n X SD P % i
(Optik dansite. :
Kontrol 17 | 0.1696--0.0009 | 0.0036
. - P <0.001] 17.22
Etil parationla 17 | 0.1404-0.0006 | 0.0024
Kontrol 12 | 0.18550.0003 | 0.0008 ’
P > 0.050| 0.00
12 0.0020

Metil parationla

0.1855 +0.0003

4. Tablo : Insektisitlerin AP a tesir tarzi’

Effektor

Sican bodbrek AP 1

Sican karaciger AP 1

Etil paration

Metil paration

(0)

(+)-

(0) = Tesirsiz
(—) = Inhibitor

(+) = Aktivator




5. Tablo: Sigan bébrek AP 11 ve % i baglantis:

I = Etil paration konsa,ntfaé.yon\i (mM), % i
1.25X10-2 ) 0.‘55 +0.02
-'2.50X10-2 12.64 +0.05
3.75X10-* 50.05+0.12
5.00X10-* 81.12+1.41
6.52X10-* 91.00+1.35
7.50)<(10—2 95.18+1.13

6. Tablo: Sican bébrek AP 1t (Zaman) ve % i bagmntisi

t (Dakika) % i
10 6.730.42
20 17.4-910.63
30 31.40::0.21
40 33.64 +0.24
60 34.53+0.18

AP = Alkali fosfataz
% i= 1-Vi/V
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a} Etil parationsuz
\% s 1/V 1/3
(Optik dansite) (mM) (mM-1)
0.094::0.003  0.328 10.63 3.048
10.157:0.006 0.656 6.36 1.524
| 0.248+0.002 1.312 4.03 0.762
'0.386¢o.011, 2.624 2.59 0.381
8000 F 6080 3,280 3.23 0.304
b) Etil parationlé
\'4 S UV 1/S
(Optik dansite) (mM) (mM-1)
0.056 =0.002 0.328 17.80 3.048
0.100:£0.004 = | 0.656 10.00 1.524
o.zodi 0.002 1.312 5.00 0.762
0.3130.005 2.624 3.19 0.381
0.277?30.009‘ 3,280 3.61 0.304
a) Et1l pa,fationsuz Km = 1.74 mM
Km = 3.04 mM

b) Etil parationla
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Inhibisyon tipinin arastirilmasi: Sican bébrek alkali fosfa-
tazinn artan substrat konsantrasyonunda etil parationsuz ve
etil parationla Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk baginti-
iarini inceledik. Enzimi karakterize eden Km sabitesini hesap-
la ve grafikle tayin ettik. Elde ettigimiz egrilerin sekil ve Km
degerleri inhibisyonun kompetitiv oldugunu gostermektedir
{2).

MUNAKASA

Kimyasal effektorlerin enzimler tizerinde net bir tesirinin
tesbiti icin nuimunedeki enzim aktivitesinin, serumdaki aktivi-
tenin en az 10 kat1 olmasi gerekir (7)., Karaciger ve bobrek al-
kali fosfatazlari tizerinde metil ve etil parationun in vitro te-
sirlerini incelemeden Once homogenatlardakl enzimi klsmen
saflastirarak gerekli akt1v1tey1 sagladik.

Deneylerimiz sonunda bdbrek ve karaciger alkali fosfata-
zinin metil ve etil paration karsisinda farkh bir davranis gos-
terdigini miisahede ettik. Metil paration bobrek alkali fosfa-
tazin1 aktive etmekte, karaciger alkali fosfatazi Uzerinde ise
aktivator veya inhibitér olarak hig bir tesir gdstermemektedir.
Etil paration karaciger alkali fosfatazmi bdbrek alkah fosfata-
zindan daha fazta inhibe etmektedir.

Genel olarak alkali fosfatazin Michaelis - Menten bagm-
tisina uygunluk goéstermemesi deneylerde bazi glclikler yarat-
maktadir (10). Biz de deneylerimizde bilhassa sigcan karaciger
alkali fosfatazinin Michaelis - Menten egrisinden 6nemli dere-
cede sapma.lar gosterdigini tesbit ettik. Bu durum literattrin
verdigi bilgileri dogrulamaktadir (10). Bobrek alkali fosfata-
71 ise, 6nemsiz baz1 sapmalar disinda, Michaelis - Menten ve
Lineweaver - Burk bagmtilarina uygun sonuglar vermistir (1.
grafik).

Inhibitérlii ve inhibitérsiiz her iki reaksiyonda da yiikse-
len substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesi artmaktadir.
Ancak maksimum hiza ulasildiktan sonra tekrar bir diisis go-
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-rilmektedir. Bu durum asir1 substrat konsantrasyonunun se-
bep oldugu bir inhibisyondur. Burada -aktif ES kompleksi ya-
ninda inaktif veya ¢ok az aktif ESS kompleksi tesekkiil etmek-
tedir (2, 4, 9).

Inkiibasyon siiresinin uzatilmas: halinde inhibisyonun bel-
li bir degere kadar arttig1 fakat mesela 30. dakikadan sonra
oldukca s&bit kaldigi miisahede edilmistir. (4. grafik).

Yiikselen inhibitor konsantrasyonunda inhibisyon tipik
sigmoid bir egri ¢izmektedir (3. grafik).

Inhibisyon tipinin arastirimasinda Lineweaver - Burk eg-
rileri ile inhibitérstiz ve inhibitérlii reaksiyonlarin Km deger-
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' 2.Lineweaver_Burk grafig
(a)Etil parationsuz (o)

(b) Etil parationla (e—e)

leri inhibisyonun kompetitiv oldugunu géstermektedir (2. gra-
fik). Organik fosfat esterlerinin, fosfatazlarin substrat analo-
gu oldugu dikkate alinirsa inhibisyonun kompetitiv olma51 bek-
lenen bir neticedir (6).
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Sican karaciger ve bobrek alkali fosfatazlari kismen saf-
lagtirildi. Metil ve etil parationun alkali fosfatazin bu iki for-
mu tzerindeki tesirleri ve kinetigi ilk defa tarafimizdan aras-

tirildi.

Metil paration bdbrek alkali fosfa,taz1n1 aktive etmekte, ka-

raciger formu tlzerine ise aktiva

sir etmemektedir.

tor ve inhibitér olarak hig te-

Etil paration karaciger ve bobrek alkali- fosfatazinin her
ikisini de inhibe etmektedir.
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Inkiibasyon stiresinin uzatilmasi inhibisyonu belli bir de-
gere kadar artirmakta daha sonra oldukca sabit bir degerde
kalmaktadir.

Yikselen inhibitér konsantrasyonunda inhibisyon tipik
sigmoid bir egri cizmektedir. '

- ZUSAMMENFASSUNG

DIE WIRKUNG DER METHYL-UND ETHYL PARATHION
UBER NIERE - UND LEBER-ALKALISCHE
PHOSHATASE VON RATTEN

Bei vorliegender Arbeit wurde Leber-und Niere-alkalische
Phosphatase von Ratten teilweise gereinigt. .

Die Wirkung und Kinetik von Methyl-und Ethyl Parathion
uber diese beide Formen der alkalischen Phosphatasen wurde
erstmal von uns untersucht.

Methyl Parathion aktiviert WNiere-alkalische Phosphatase.
Aber bei Leberform wurde keine aktivatorische oder inhibito-
rische Wirkung festgestellt.

Ethyl Parafh1011 hemmt Leber-und Niere-alkalische Phosp-
hatase.

Die Verlaengerung der Inkubationszeit'vermehrt die Hem-
mung bis zu einem bestimmten Wert. Dann bleibt die Hem-
mung ziemlich konstant.

Bei der ansteigenden Konzentration des Hemmstoffes zeigt
die Hemmung eine typische Sigmoidkurve.
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