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OZKT

Fog gnligmudn,  Gibmenin  prlimer vehlord  olan Auuvhelow
WaklMatuyYd Luru siveilgluehlerin, srsgidon toplenun ve kolunlden
alinan Orneklerinin, ae (hean emmemig) ve yaBlanmiy olanlorinds,
Pirimiphos methyl (% 1, % 2 ve % 4 luk) ve OQuubain’in (5, 2%, 50
mikromolur  lik) wrtan dozlarinin in vitro kopullards
uydulsnmusiyle, Na-K/Mg, Mg ve Ca/Mg ATPsz enzimlerinin spesifik
shtivitelerl fizerindekl inhisyon ethisl aruyticilmaiytler.

Kullanilan sivrisinek gruplarinin ATPuz saklivitesi, hem
Atkinson hem de¢ Fiske-Subbarow tayin yontemlerine gore Na-K/Mg
ATPsz icin en yiksek olduBu ve bunu sirasiyle Mg ATPaz ile Ca/Mg
ATPwz 1n  izledipi ve Arszi oOruneklerinde, ATPwz whktivitesinin
kolonl drnvklerindekine nazaran daha yuksek oldugu sasptandi.

Arwgi ve koloni orneklerine Pirimiphon mebthyl'in  srisn
dozlary (X 1, % 2 ve % 4 lik) uygulandifinds her iki grupta da
ingektisit dozunun wrtisine puralel olarak ATPuz aktivitesinin
inhibe olduBu (giderek azaldiBi) ve bu inhibisyonun Mg ATPaz -
tzerinde non-kompetetif oldufu saptandi. Ayrica Ousbain’in artan
dozlarinin her iki grubun Na-K/Mg ATPuz’ . Gzorinde inhibluyon
yuptago, Jdigor ATPus (Mg ve Coe/Mg ATPueg) wuglmlurinl lue Fegln
wbhllvmodigi bulundu.

Arnzi wivrisineklerinin yo@lanmiyg digilorine % 4 lok
Pirimiphos methyl in, yuglanmsmis olunluru khiyusla dahbiu sz etkili
oldugu, yunli ATPuy whbtivilesini daehu wg inhibe vbligli bulundu.

VI



1. GiRIS
1.1. B81VR1SINEKLERIN GENEL OZELLIKLER1

Sivrisineklerin ba9lai bulundugu Culicidae familyasi,
icerdigi 2500 kadar tur ile insan ve hayvan yasaminda oldukca
Gnemli bir yer tutmaktadir. Bu familya icerisinde Anopheles,
Gulex ve Aedes gibi insan sagliQina tehdit eden cinsler yer
almaktadir. Sivrisinekler tam metamorfoz geciren Holometabol
boceklerdir. Yumurta, larva ve pgpm gvraeleri euda, @rgin
wvrelers ibe kereda ywcer. Hivrisinekler sitma ve filarya gibi
paraziter hastaliklar ile sara humma, ensafalitler gibi
arthropod ktkenli viral hastaelaik etkenlerinin vektorudur,

Subtropikal kusakta yer alan Ulkemizde iklim kosullari ve
doGal sartlar, sivrisineklerin yasamasi: ve Uremesi icin son
dereca uygundur. Ulkemizde Anopheles cinuwinin On Lura
birlinmektedir. B turlerden, sitmanin ydayl lmaws  bakimindan en
onemlisi olan Ap. pagbareyd nan hem dogade hem de laboratuvarda
birincl derecede sitma vektoru olduQu saptanmigtir (Ramadale
1978, Kasap ve ark. 1987, 1989). Vektdr Apn. gagharvi cukurova
bolgesinde oldukca yaygin olup, tum yil boyunca gorulmekte,
hatta kis aylarinda bile kan emmis disilerine rastlanmaktadar
(Kasap ve ark. 1983, Kasap 1987, Kasap ve ark. 1989),.

An. sagharovi larvalarina deniz seviyesinden 1720 metre
yukseklige kadar olan bolgelerde rastlanmasl (Gokberk, 1961) ve
21-32°C arasindaki sicakliklara uyum safliyabilmeleri, ayrica
@erginleérin vukesek eicakliQa ve neme toleransls  olmalar:
(Bradley ve ark. 1949, Clements 19463) ulkemiczde ve ozellikle
Cukurova boOlgesinde basl Anepheles turlerinin yaygan olarak
bulunhmasing ve sislmanin  yayilmasina Aeden olmaktadir. An.
BAGNAravs digilerli Cukurova b&lgesinde tum yi1l boyunca
bulunmakta ve yumurta geliaim;nin durmasi cok kiwva bir peryada
(Sadece Aralik-Dcak aylari) rastlamaktadir (Kasap ve ark.
1981). Vektor kie aylarinda, ®sicak ve kuru olan insan
barinaklarindan zivade kuytu, nemli ve sicakl110) 1D 1490 alan,
icinde hayvan bulunan barinaklaer: tercih etnektedir,

tnsektisit genel olarak bocekleri herhangi bir biyolojik
wathada oldurmek icin kullamilan bir kimyasal madde veya madde
grubudur. Turkiye'de tarimeal ve halk wsa@li@ini koruma amaciyla
insektisit uygulamans 1947 vyailanda kullanilmaya baglanmistir.
tnsektisitler etkili oldugQu bOceg@in biyolojik evrelerine,



bowe@in  vucuduna giries bicimine ve kimyasal vyapilarina gore
siniflandirilir. Kimyasal vyapilarina gore ise insektisitler
dogal Bryganik v wwntwtik erganik bilegsikler olarak
s;nlflandxrzlir. tnsektisitlerin dogQal organik kokenli olup
bitkilerden Chrysanthamum tdrlerinin ciceklerinden elde edilen
prethroidier. kalacilaik suresinin kisaliQi ve pahall olusu
nedeniyle fazla tercih edilmeyen bir insektisit grubudur.
Sentetik organik bilesikler grubuna dahil olan insektisitler
organoklorlu, organofosforlu, karbamatli olarak uce ayrilair.,

Organuklorlu tneektisitler s Bu grup insektisitlerin coQu temas
yolu ile bazilarida mide zehiri ya da solunum yolu ile vicuda
girip kas sinir sistemi (lzerinde zehir etkisi yaparlar. DDT,
DLN (Dieldrin), BHC (Benzen hekzaklorit) bu gruptandar,

Organofosfatli tnsektisitler ¢ Bu grup bilesikler kolinesterac

ez imind bawk:  allina alip winar impulslarinin surekli
kaslara gecmesini saglayarak zehir etklsi vaparlar., Kalicrlik
etkileri organoklorliulera gbre daha kisadir, Malathion,

Fenitrothion, Parathion, Diclorvos, Fenthion, Tesephos (ebabe)

ve bu caliwmada kullanda@amiz Pirimyphos methyl (Actellic) bu
gruptandar,

Karbamatla touwektisitler 3 Bu Qrup Insekbtisitlerin etka
mekanizmas: organoklorlu  bilesiklerde oldu@Qu gibi kas-sinir
silstemi uzerinde ve organofosfatlilar gibi asetilkolinesteraz
aktivitesinin bloke edilmesi prensibine dayali olan temaw

etkili insektisitlerdir. Bendiocarp, karbaryl ve propunur bu
gruptandar.

Pyretroit Gurubu tnsektisitler : Sentetik olarak elde edilmis
olan Pyrethrinlerdir. Etki mekanizmalari doQal pyrethrinlerinkil
gibi kas-sainir sistemi Uzerindedir. Bunlar genel olarak ani
etk fhnouck ~duwn) vaparlar. En cok kullantlanlars allethr in,
rewmelhe 3o ve perinethein’ dis,

Bocelk hiyume hormonlara, teromonlar ve makroblal
insektinsitlerde wsentewtik organik blleeplkler Qrubuna dahil olup
kullanimlars su anda sinirlaidie.

ja%]



1.1.1. CUKUROVA°da tNSEKTISIT UYBULAMALARI

Cukurova ve 6zellikle Adana bélgesinde 1957 vyilandan
itibaren planl: bir sekilde kullanilmakta olan deQisik
insektisitlerin, An. sacharovi’' de gelistirdigl fizyolojik
rezistans farkla olup, rezistans ve sitma vakalarindaki artas
arasinda da cok belirgin bir iliski vardir (Gokberk ve
Bavadal 1962).

Turkiye'de 1997-199% vyillara aerasinda sitma vektaru
sivrisineklerle mucadele icin konutlarda : kalica insektisit
plarak klorlu hidrokarbonlardan DT kullanilimawtar., Bu
insektisite karsi An. gachargyi’'de 1999 yilinda gelisen
direnc (rezistans) nedeniyle 1999 vyalaindan itibaren aym
grupten DLN (Dieldrin) kullamilmaya baslanmistir (Curtie
1962, GBokberk 1989, De Zulueta 1959, Ramwdale 1970 ve Kawap
M. 1989). Bu insektisite karws da direne gelietaginden 1Y71
yilinda terkedilmiptir (Hamedele, Herath ve Davidson 1980).

PDaha BORra orgenafosferliu insektinitlere gecilerek
Malathion kullanilmaya baglammigtir. Malathion'a karsi hatif
bir direnc gelismekle beraber kotu kokusu ve duvarlarda
birakti@i lekeler yuzunden 1984 yilinda vazgecilmis (Unsalj
1982) ve 1990 yilina kadar ayni gruptan Pirimiphos-methyl
(Actellic) kullanilmigtair. Pirimiphos methyl’ ' e kargli herhangi
bir direnc olugmamis (Kasap ve ark. 1990) ancak uzun yillar
kullanildi9indan, sivrisineklerde gelisecek muhtemel bir
direnci onlemek icin kullamnaim dip:s barakilmie ve daha tok@sik
thilwri olduQu kebul edilen karbamallaer grubuna yeyllerek
1970 vilindan BOMra Bendiocarb (Ficam) kullanilmaya
bagplanmistar.

Pirimiphos methyl, kalici insektisit olarak kullanildi@a
villarda hem islanabilir grandl (WP)  fourmu  hem de ®1vi
tormulasyonu (EC). 2¢g a.i/m? olarak konutlarin duvar ve
tavanlarina puskurtllerek uygulanmistair. Alti vyi1l gibi wuzun
bir uygulama suresinden sonra Aan.. gacabravi nin bu
insektisite karvl halen hasses oldugu, sivl formulasyonumn 1 g

ai/md bile kullaniminin bu vekterle mucadelede yeterli oldufu
bulunmustur (Kasap ve ark. 1990).



1.1.2. P1R1M1PHOS METHYL (ACTELLIC)'in TEKNK
OZELL 1 KLER1®

Actellic ve Blax gibi adlarla kullanima sunulmue olan
kimyasal adi ©0-2 diethylamina & metil pirimidin-4-y100
dimethyl phosporothialed olan Pirimiphos methylin kimyasal
yapisai

CHy0
%°> P2 0 N Veys Cyy HagNy OyPg
N CgHg )z

peklinde olup Molekudl aQirligQi 305.4 tur.

Bitki zararlilarina karsi, halk sagliginda ve
calismamizda kullanilan Actellic, 1970 yilainda ICI (Imperial
Chemical Industiries) Firmasinin Plant Protection Division
(Hitki Koruma Boluma) tarafaindan "PP 311" kod numaress Lle
uretilmistir, Parimiphos methyl (Actellic) organik
cuzuculerinin ¢uQu 1le cozlUlur, kuvvetli asidik ve bazik
ortamlarinda hidrolize olur. Temas ve solunum yolu (fumigant)

ile etki gdsteren bir insektisit olup akarisit olarak da
kullamnilar,

1.2. HOCRE ZARI (=PLAZMA ZARI)

Hucre zaril gecirgenligi uzerinde vapilan ilk
arastirmaler hucre zarindan yal ve valda erimis maddelerin
kolayca gectigQini gdstermistir. Bu nedenle hiucre zarinin
lipid icerdiQi ve yaQda eriyen maddelerin kolayca gecebildiQi
BONUCUNa variimanl 1le zarin iki katli lipid’'den olustuQu
kabul edilmistir. Ayrica suda eriyebilen cofu kicidk molekillu
maddelerin de kolayca girip ciktiQi da gézlendiQinden zarin
por denen delikcikler ve lipid olmayan bolgeler icerdiQi
disunulmistur. 1930 yilinda Davson ve Danielli hicre zar:



hakkindeki bu goruslerl birlestirerek hucre zari yapisini
lipoprotein sandvig modeli ile aciklamislardir (Andagc 1977).
Buna gbre hucre zari, ortadaki bir ¢ift fosfolipid tabakasa
ile bunlari saran bir ¢ift protein tabakasindan olusur (Sekil
1). Zarin yapisina giren proteinler, Robertson tarafindan
onerilen unit membran yapisinda (Sekil 2), tabaka seklinde
gosterilmis olup Sandvic modelini Oneren Davson-Danielli
modelinde ise globular yapida gosterilmistir. Her i1ki modelde
de hucre zari; ortadaki bir g¢ift lipid tabakasi ile bunlara
saran bir gift protein tabakasindan olugur. Bu modellere gore
membran elemanlarinin simetrik bicimde yer almasi 1le ¢ok
karmasik olan membran islevlerinin aciklanmasi mumkuan

olmadigindan Singer ve Nicolson taraTxhdan wivi zar moadell
lleri surdlmustdr.
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1.2.1. HOCRE ZARININ SIVI MOZAY:1K MODEL1

1972 vilinda Janathan Singer ve Garth Nicolwsoan
tarafindan biyolojik zarlarim vaplrsl bhakkinda sivi-mozayik
zar modeli dnerilmistir (Singer, Nicolson 1972). Bu modele
gore asimetrik ¢ift fosfolipid tebakasi ve globuler protein
tabakalarindan olusmakta ve normal sartlarda bu cift tabaka
si1vil halde bulunmaktadir (Bretscher 1973). Lipidlerin polar
(hidrofilik) wuglari distaki sulu ortama do9ru yonelirken,
hidrofobik (apolar) uglari zar yapisinin i¢clne doQru uzanir
(Rothman ve ark. 1977). Protein ve glikoproteiﬁler tabaka
halinde de@il, fakat parcali ve asimetrik olarak
vyerlestiginden zara mozayik gorinumi vermektedir (Sekii 3).

Kprqonhitjmt
zincirieet

Sekil 3. Hucre zarimin Sivi-Mozayik Modeline gore sekli.

Hucrenin cevreden gelen wuyarilara cevap vermesinde,
hucre zarinin gbrevi blyuktur. Cok karmasik fonksiyonlarin
yerine getirilmesine; membran yapisinda mevcut olan ve zarin
i¢ ile dis vyilzeyi arasinda deQisik kompozisyonlarda yer alan
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proteinlerin vermis oldufu asimetri ile bu proteinlerin zar
butunlugunl bozmiyacak sinirli hareketlerinin onemi buyuktdr.
Ayrica normal sartlarda 1lipid ve turevlerinin neden olduQu
akici ozellikten kaynaklanan dinamizm, hucre zarinin
Lwlevierini yerine getirmesin daha iyl acik layan  wiwva
morzayik modeli, dnerilen diQer model lere gore guoamuacde dabha
ok kabul gormektedar .

1.2.2. HUCRE ZARININ KtMYASAL YAPRPISI ’

Hucre zar oslsteminde lipid, protein ve karbonhidrat
olmak uzere uc ana madde mevcuttur. Zar lipidleri fosfolipid,
glikolipid ve kolesterol olmak lizere baslica u¢ gruptan
olusur.

LiP1DLER:

Fosfolipidler : Membran yapisinda yver alan fosfolipidlerin en
cok rastlamilani fosfogliseridlerdir, 3 karbonlu gliserolun,
2 yag asidi ve fosforlanmis alkol ile ester baQir yapmasindan
olusmustur, Diger fosfolipidlerde ise 3° fosfat grubus
etanolamin, kolin, serin, gliserol yada inositol gibi
alkdlLer ile ester baQ: vyapmis olarak bulunduQu icin bunlara
foafntidilkblin, fosfotidilserin ve fostotidil etanolamin
Yyibir swimler verilir. Fosfolipidlerde biv  polar bas 1 le
apular buyrul meveat tuar,

Olikolipidler = Karbonhidratlar, karbonhidrat tureviers,
stingosin ve yaQ asidini igeren lipidlerdir. Bunlar vyaygin
vlarak serebrozid ve gangliozid sekillerinde bulunurlar.
Serebrozidler sfingozinin primer alkol grubuna bir Dgalaktoe
veya D-glukous baQlanmewiyla olusan yapilardir., Gangliozid
beynin kul renglr maddesinden ve dalaktan elde edilmis,
hidrolizyr noraminik asit, galaktoz, glikoz, kondrozamin,
s1fingozin ve Cu. ile Cna yag asitler:i veren lipidlerdir.
Kolesterol : Bu  sterol genellikle okaryotik canlilarda
bulunur, Kolesterol, zarin her iki tarafinda esit olarak
dagrlmigtir. Kolesterolin lokalizasyonu fosfolipid dagalamy
ile vyakin bir ilgi igindedir. Ayrica lipidlerin dagailima
cesitli. zarlarda deQiskenlik gosterir, OrnegQin myelinli
aksonlaran zarinda % 80 lipid tUrevleri bulunmasina karsilik,
iskelet kasi zarinda ancak % 15 oraninda lipid vardar.



KARBONHtDRATLAR =

Okaryotik hucre zarlari % 2-10 arasinda glikolipid ve
glikoprotein seklindeki karbonhidratlardan olusmustur. Yuksek
organizmalarda bulun sfingosin turevi glikolipidler bir veya
daha fazla seker icerirler. Zar vyapisinda yer alan seker
molekilleri, protein vyan =zipciri olarak serin, treonin,
asparagin, N—asetil glukozamin veya N-asetil galaktozamine
bagli olarak bulurnurlar,

PRUOTLINLLR 3
Hucre Zari Proteinleri ve Gorevleri

Fosfolipid molekilleri, zarin destek ve koruyucudluk
0zelligini saflarken su ve suda eriyen maddelere kars:i da bir
engel olusturur. Zaran yaplsinda yer alan proteinler, zardaki
lokalizasyonuna (icte ve dista olusuna) gbre periferal yada
integral olarak ikiye ayrilir. Fakat hicrenin digs ortamla
alan idiliskisinde ¢ok Onemli vyer tutan 2ar proteinleri
iplevierine gore su swkilde siniflandirilarlar,

1) Kanal Proteinleri : Bu proteinler hucre zarini enine kat
ederek su ve suda erimis maddelerin geclpineg olanak waglar.,
Hazilari  her  zaman  agaktar. Hazilary  ise  hicrentin
tonkesiyonuna gore acllir veyva kapaniy.

2) Elektron transfer Proteinleri: Elektronlari bir molekilden
digerine tasiyarak lslev goren proteinlerdir, Fotosentez ve
wolunumda orev yvapan sitokromlar bu gruba girer.

S) lTamayrctr Hroteinler 1 Doka alusumanda  ve hicrelor ar st
tligktlerde QOr eV yajpan bu protelnlere genellikle
polisakkarit zincirleri bagli olarak bulunur. Bu vyapilar
hucrelerin Dlrbirine baglanmasinda rol oyrnadiga gibi

bulundugu hucreye Orgu davranly ve esgudumli (koordinasyonu)
de sa@Qliyabilir.

4) Reseptior Proteinleri : Bu proteinler bazi madddelerin
ba8lanmasini salliyarak hucre metabolizmasinda ve
davranisinda etkili olur. orne@in somatotropin (Buyume
hormonu) reseptdrlerinin baza enzimleri etkileyerek hudcrenin
biyumesi ve bolunmesinde rol oynadiga gibi.

%) Transport Proteinleris Kanal proteinlerine bdyuk benzerlik
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gosteren bu proteinler, hicrenin durumuna goére dis ortamiyla

yapti@i madde alisverisi, zarin elektrik potansiyelinin
korunmasi i¢in (Sodyum-Potasyum pompasi) vya da Kalsiyum
pompasinda olduQu gibi) gerekli kimyasal gradiyentin

saQlanmass veya korunmasi gibi gbrevler igin Ozellesmis
proteinlerdir. Hicre hacminin kontrolinde direkt olarak ol
oynayan bu proteinler, hlucrenin i¢ ve dis ortamiyla madde
(iyon, aminoasit, seker v.b., gibi) alasverisini kinetik
prensiplere bagQli olarak gerceklestirir.

1.72.5. MELMURAN DAN MADDE ULGIUL

Hucre zarindan gececek olan maddeler blcrenin ihtiyaclnae
ve molekdllerin buyukquune baglidir. Hucre zorinden maddele-
FAD geeied i suyun Ok yuQun oldugu  ortemden ez yvoQun olduu
ortama, vari ygecirgen bir zar aracili@iyla diffldzyonu olan
Ozmos1s ve molekul, diyon gibi maddelerin yoQun olduklars
artamdan az yoéun olduklariy ortama kendi kinetik enerjileri
ile yayirlmalari olan diffuzyon olaylar: ile gerceklesir.

Diffuizyon basit yada kolaylastirilmis sekilde olabil-
mektedir. Kolaylastirilmis diffdzyonda, hicre icin gerekli
clan aminocasit, seker gibi‘molekullerin herhangi bir enerjiye
ihtiyag duymadan sadece gecirgenliQi artiran yada azaltan ba-

21 Ozel tasiyici proteinler araciligivyla vapirlan bir
transport igidir.

1.2.3.1. AKTiF TASIMA

Molekal v ayoniar in FODLantr auyon veya ek Lrokimyasal
Yradiyent farkindan dJdolaeyl zaerden geclsiyle 1l1gili olan ve
metabolik enerjiye ihtiyag gosteren bir tasima seklidir.
Akttt tasinmada, benzer molekul ve iyonlarin  carin bar

vuzunden diQer yucune tek yonlo olarak tasinmasi uniport,
farkla iki maddenin ayni anda ayni yonde tasinmasl simport
(s1trat, malat ve a-keto glutarat’ in potasyum eeliQinde ayna
yone tasinmalari) ve farkli iki molekul yada 1yonun hucre
zaraindan farkli iki yone tasinmalara olan antiport seklinde
olmaktadir. Antiport sistemine en iyl drnek Na*+-K+*
pompasidir. Tum okaryotik hicrelerin, hicre zarinda ver alan
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bua Lyun PUIMPES L Sd Ly v kaw yaby butrelerduks  gar
potansiyelesinin olusmasindd, hucre hacminin kontrolunde ve
hazi maddelerin hucrelere hirlikte tasinmasinda  anemli rel
Oynar (YUekil 4),

’
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bkl 4. Madde ve molekullerin bucre zarinddah geglisl.

Hucre 7arinin ig yUuzeyi diva oranla daha negatif
olduQundan 1ki yuzey arasinda bir potansiyel farki vardir ve
buna membran potansiyeli denir. Bu potansiyelin korunmasi
kismen K¥ kanali:l yolu ile hucre disina sizan K* un  tekrar
hucre 1¢ine alinmasina ve ayni  kanaldan hdcre 1c¢cine sizma
@gilima gousteren Na*'un hucre disina verilloesine ba@lidar.,
Iyanlarin bulunmalari gereken yerlere gonderiimesl ise Na*=K*
pompasl ile gerceklesir., 11k defa 1937 yilinda Sodyum
Potasyum pompaslnlﬁ bir. Na*-K* ATPaz olduQu anlagilmiptar
(Skou, 1907). Daha wsonra yapilan arastirmalarda doku ve
organlardaki hucrelerde defisik iyon ve molekillerin
tasinmasinda gorevli, enzim &zglilllQu gdsteren ve tasaidiklara
tyon veya maddelere gore lsimlendirilen farkli pompa («ATHag)
proteanter s baluaomustar . ornegin Hidrojen nNlbtas, Mayhie s yum
Atar,  bkalws)yom/Magnweyoam  fAlags  ve Lodyam Polasyam Albaz
gibi,
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1.3. Na*-K*/Mg*= ATPaz (S0DYUM-POTASYUM ATPaz)

Sodyum—-Potasyum pompasi oligomerik yapida bir
transmembran: proteini olup, 270 kilo dalton molekul
agirlifinda uglls yapisinda bir tetramerdir. Bu lebtranerlerdon
@ bavaimingn molekul afarligar 99 kilo daltondur. Bu  birimde
AlF  hidrolizy meydana gelir, kardiyotomnik steroidierde bu
birime baflanir. Beta biriminin moleklul aQarliQi 40 k dalton
olup karbonhidrat gruplarl tasir., Karbonhidrat gruplari diger
car glikoproteinleri ile birlikte bulunmaktadir. Sekil %' te
goruldliQu gibi her alfa birimi zari dikine kat eder. Ayrica
alfa birimleri birbirine yakan olup beta birimleri ise
birbirine uzaktir,

Pompanin calismasi suresince fosforilasyona baQli sodyum
ve defosforilasyona baQli potasyum transportu gerceklesir.
Baslangic durumunda hiucre icindeki sodyum konsantrasyonu'nun
fazla olmasi nedeniyle Uc sodyum sitosdlden alinir ve ATP'nin
alfa alt birimini fosforile etmesi sonucu pompanin yapisinda
meydana gelen konformasyonel degisim ile disari barakilir. Bu
durumda pompa disa doQru acik olduQundan potasyum kabul
edecek durumdadir. Potasyumun pompaya baglanmasi ve
defosforilasyonun neden olduQu konformasyonel deQisim ile
potasyum iyonlari sitousdle birakilip pompa baslangic durumuna
dnnwr}

Na*=kK*/Mg* AfPaz enzimi (CTHE, 1TR, GTR  ve UIMP  gibi
nukleotidleri substrat olarak kullanabilmesine raQmen enzimin
birinci derecede substrats ATP dir. Enzimin ATP ye baQlanmasi
icin ortamda ma@nezyum iyonunun bulunmasi gerekir (Flaschner
ve ark.1978). EQer ortamda maQnrezyum yoksa ba@Qlanma
gerceklesmez. MaQnezyum disinda enzim % 10 oraninda mangan ve
kobalt gibi iki deQerli aktivatorleri de kullanir. Fakat
Fev=, Ca*=, Inp*®, Ba*® ve Be*® gibi bazi iki deQerli
katyonlar ATP hidrolizini inhibe eder. Enzim vzerinde
spesifik inhibisyon yépan diger bir madde ise Ouabain‘'dir
(Akera, 1971). Enzim JUzerine ouabainin etkisi, Ouabain’'in
hicre disindan verilmesi ile olmakta, sitozéle verilmesi
durumunda ise hichir etki olmamaktadir. Inhibisyon sirasinda
ouabain/ATP orani 1/1 dir. Na*-K* pompasina ouabainin yaptiga
inhibisyon defosforilasyon basamafinda olup inhibisyon
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Pompanin baslangiy durumu:
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derecesi ortamda bulunan potasyum konsantrasyonuyla ters
orantiliy bigimdedir (Ronald, E, 1970). Yani dis ortamdaki K=

derieimi yukseltilerek bu inhibitor elkil azalbailabylmek Ledr .,
Kt owvar ba@ande avalan ha anboabtuyona barpo ik Na' var Liginda
inhibiwyan hicelanak badir (Rkeara, 19/71), Ousbain-enzim

kompleksinin olusumu ylukesek K™ ile yavas yavags Onlenir. Fakat
olusan ouabain~enzim bile%igi, enzim-substral bilesifinden
daha stabildir. K= un artan konsantrasyonlarinin ouabainin
enzim duzerindekl inhibitor etkisinli azaltmasl su sekilde
agiklanmaktadir. Potasyum enzim Uzerine .baQlamarak enzimin
vapisinda konformasyonel bir deQisim yapmakta ve bundan
dolay: ouabainin enzime baglanmasinl enqgel lemektedir
(Motzydlowski, Fates, 1980). Ouabain inhibisyornunun K+ a
kompetetif olmasina karein, ATP hidrolizinin baslangic yeri
olan ic kisma (sitozéle bakan kisma) etkisinin allosterik ve
nonkompetetif olduQu ileri sdrulmustur (Akera, 1971).
Insektisitlerde, insektisit’'in c¢esidi ve dozuma (DDT ve
turevleri gibi) ba@l: olarak inhibisyona neden olmaktadir
(Akera ve ark. 1971, Bailin ve ark. 1988). Bu inhibisyonun

membran kompozisyonunda vaptigQi deQigsim ozelliklede
fusfaolipidlier in yapisindak i deQiaikliklen ya o vie bimin Oyl
substratinae benserlik  gouteren  iohibbor “leltdnr molekuler
yapisandan kbayiaklanabilir .,

Hwer e Lurde Lnhibisyon olurea olsun  bununr erzim
kineti1Q1 acisindan belirli bir anlami vardir. ornedin yapilan
caliwmalarda QOuabain’in Na* -G+ AlTHae ©ive Ly wearinde

kFampeletir (Vmas lar ayns Km farkli) inhibisyona neden oldufu
bildirilmistir (Akera ve ark. 1970). Oysa orgonoklorliu bir
insektivit olan Aldrin’in Na*-K* ATPaz uzerinde nonkompetetif
(Km ayni Vmax farkli), Magnezyum ATPaz da ise un kompetetif
(Vmax ve Km ler Tarkli) inhibisyona neden olduQu
bildirilmistir (Chandra ve Podda 1990).

Na*—K*/Mg ATPaz zar sistemine baQli diQer -enzimler gibi
zar sisteminden deterjan, fosfolipaz ve benzerlerinin yardima
lle izole edilmekle birlikte lipidlerin uzaklastirilmas:,
enzimin kismen veya tamamen inaktive olmasima neden olur
(Stephen, Goldman, Albers, 1972)., Bu deQisimin ortamdan tam
fosfolipidlerin uzaklagstirilmasiyla m1 vyada ozel bazi
fosfolipidlierin ayrilmas: msornucu ma meydana geldifl henonr tam
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anlamiyla anlasilamamistar (Noyan, 1979). Yapilan
aragstirmalar sonucu, enzam fraksiyonlarinda fosfotidil serin,
fuwfut Lt;H.l inoegital "un aktivasyonu en yliksek noktaya caibardig
yoelenmistir. Nkt ivasnyondan  fosfolipidier oo polac graplar
mi'? yuksa yal awillerinin mi BUrumlu oldugu hala
tartismalidir. Deterjan ve benzer wetkl yapan maddelern bu tur
olumsuz etkilerinden sonra ortama konulan fosfotido]l serin
(PS) in, ATP az enzimi i¢in en yuksek restorusyan kaynagli
olduQu gozlenmistir (Hokin, 1999, Priestlind, Whittam 1972).

1.4, Ca*2/Mg*® ATPaz (KALS1YUM / MAGNEZYUM ATPaz)

Magyne zyum ve ATP, Na*-K*/Ma*?ATPaz da wldu@u gibi
Cav=/Mg~= ATPaz in da gercek bir substratidir. Daha cok
sarkoplazmik retikulumda calipan bu @enaim, kaléiyum
iyonlarainin tasinmasindan sorumludur (Petithory ve Jenks
1988) ., Eritrousit zaranda bulunan GCa*™49/MgT= AlHae 190,000
dalton molekuler a@Qarlaikta olup bir ATP baQlama, bir
fosforilasyon ve iki kalsiyum, bagléma bolgesine sahiptir.
Ca*?2/Mg*= ATPaz her mal ATP hidrolizi ile kalsiyum iyonunun

AT ™) teandden hacre  diginag tasiriimasiig wallbamabk tadlye o Ftkot
mwbang smastidda, AT ndn Cavt fMy+? NTTae  a bafllanmasinin
malne sy fyanuna gerebainsm  duymass , bu sneams Mat /b /e’

ATPwe dan ayirt wdlocl nitellktedir (Reaading ve 1sbir 1980).
Ca®2/Mg~2  ATPaz enziminin katalik etkiei Fonusunda  Na*

K*/Myg+*2 ATPaze igin orerilen mekanizmanain bencsera
onerilmektedir. Ca*2/Mg*? ATPaz, divalan katyonlardan mangan
ve kobalt % 70 verimle @nzim Uzerinde olumlu etki
yapabli lmek te, baryum ve bakir ise agktivauvyonu inhibe
etmektedir. Ancak monovalent katyonlarain inhabitor vya da
uyarics etkiwine ait higbir sonuc gozlenmemiptir. Ouabainin
Na*-K*/Mg*2 ATPaz Uzerinde oldugQu gibili bu enzimin ozglin bir
inhibitord olmadi9:1, ayrica oligomisinden etkilendi@Qi rapor
edilmistir (Whitton ve Ager 19695).
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1.9. Mg*® NTPaz (MAGNLZYUM NTPaz)

MaOQnesyum 1yonunun transportundan sorumlu olan  Mg*?

angzimi hakkindaki bilgilerimiz henltz yeterli deQildir;g
Seker wve fosfatlarin tasinmasindan
surulmek tedir. | Yalnie

AlPaz

sorumlu  oldugQu ileri
narctransmitlerler in  tasinmasindan

vorumlu oldugu kesinlik kazanmies @ibidir (Harrison ve Lunt
1990).
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2. ARASTIRMANIN AMACI

Turkiye de czellikle Cukurova bholgesinde Halk sagliQina
etkileyen zararlilar ve tarimsal zararlilarla mucdaele i¢gin
yoQun bir peeslivil kullanimi vardar. Bunlaerdan insektisitler
cararliva Lemas, s0lunum veya mide yvolu 1le gecerek etkili
olmaktadir, Son villarda organo-fosfatly insektisitlierin

kullarmnima agirlaik kazanmigstir. Organo-fosfatla (ve
karbamatli) insektisitlerin aseti]l kolinesteraz enzimini
inhibe ederek, sinir-kas yapisinda impuls gecisini bozmasi
SONUCU, hedef canlainin olumine neden olduQu iyi

bilinmekiledir. Ayraca inwektisitlerin uygulendiQs zararlida

AP az aktivitesini etkiledifi hakkinda s1n1rli sayida vyayin

bulunmaktadir; calismamizda bu konudaki bhilgilere katkida

bulunmak uzere sitma vekttrua An. gecharovi nin halen hassas
oldugu Pirimiphos methyl'in bu turdn farkli gruplarindaki

ATPaz aktivitesine etkilerinin incelenmesi dusunulmus ve bu

amagcla asaQidaki hususlarin arastirilmasi planlanmistir:

1. tnsektisit (Pirimiphos methyl)in araziden toplanan ve
koloniden alinan (. gaeharovs wrginler anin AlPac
aktliviteslie wlkisinin incelenmess .

l.a. Na-K/My, Mg ve Ca/Mg ATPaz aktivitesinin
Nuabain’den nawvll etkilendifinin incelenmesi

1.b. Ouabain ve tnwektinit an birlikte uygulanmasinin
ATPas aktivitesini nasil etkilediQinin incelenmesi.

l.c. ATPaz 1n Gzgll substrati olan ATP ile insektisit’'in
enzim kineti9i acisindan incelenmesi.

+ Pirimiphos methyl ' in A, sagharpvi disilerinde ATRaz
aktivitesine etkisinin incelenmesi.

N
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3. ARAC GEREC VE YONTEMLER
3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. KiMYASAL MADDELER

Calismada kullanilan ayiraclar, Potasyum dihidrojen
fosfat, Molibdik asit, sulfirik asit, lubrol, sodyum klorur,
LDTA, Folin Ciliudaelleuw Fenol, Bovine albumin, Adencsin 9 -
fosfat, Potasyum klordr, MaQnezyum klordr ve Kalgsiyum
klorurden hazairlanmigtar.

3.2. BiYOLOJ1K MATERYAL

Bivaoloyik inteleme materyald Olan  sive itk Ter (-
gatharovi ergin disileri olup Taebaklar (Tuc¢la-Adana) kayunden

toplenan dogGal populasyon (yabani) ornekleri ile Cukurova
Universi tesl lip Fakultesi Tibbi Hiyoloji Anabilim Dal:
insektaryumunda 26 * 2°C ve % 60-B0 nispi nemde yetigstirilen
koloni orneklerinden olusmaktadir. ATPaz aktivitesi nanomol
inorganik fosfat/miligram protein/saat {(nmol Pi/mg
Protein/saat) seklinde spesifik aktivite olarak
Abelirlendiginden, sadece kan emmemis ve yaQlanmis disiler
ayri gruplar halinde incelenmistir. Diger fizyolojik vyas
gruplari (kan emmis, yari-gravit ve gravit olanlar) ATPaz
spesifik aktivitesinin o&lguminde yuksek protein deQeri
vererek yanilgilara neden ulacagl 1cin kullanilmamistir.

3.3. CtHAZLAR VE Di1BER GERECLER

Bivyolojik materyalin (sivrisine@in) hazirlanmasinda
Our Lar 1us leradt, VIirbtis (Vireonit-300) wonik homojeni 2ator,
Navee (NF-410) wantrifu) aleti, ATPa?z ensim nintemi  olcuminde
Tse  GHimadesu UV-140 spektrofotometresi ve Grant Benmar i
Cihazlari kullanilmistir.
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3.4. AYIRACLARIN HAZIRLANMABI
3.4.1. ATK2INSON YONTEMINE GORE tNORGANtK FOSFAT
OLCUMUONDE KULLANILAN AYIRACLAR

a) Cirrasol ALN-WP (LUBROL): % 35 konsantrasyonunda su
banyosunda i1sitilarak hazirlanmis ve misel agregasyonuna
bagla bulanikliQin giderilmesi icin kullanilmadan dcne 37°C
de su banyosunda bekletilmistir.

b) Molibdik asit cozeltisi: % 2 Molibdik asit’in 1.8 M
sUlfirik asit iginde ¢Ozunmesiyle hazirlanmistir. Bu cozelti
+ 4°C de ve poliestilen sisede uzun slre saklanabilmektedir.

¢) Cirrasol-Asit Molibdat CoHzeltisi: 10 hacim % S’ 1ik
L abeorl 4 DM ohaeam Y% D Tk Molibabyk At b 0 G0 b b wal s
Forawtarvgbar tdmiwbar o Da wOsel bl yunduk hasir banar s, Lda
iwiwinda U waaly + 490 do £4 saatl dayanikladar,

4) Standart fosfat cozeltisinin hazirlanmasis 27 mg
KH:zPOa 100 ml saf suda 0.2 mM alarak hazirlandi. Trnkiibatyon
v taminda 2.0 ml tyun ve tampon kullenslmass ger ek Liginden
2.0 ml 3 1000 x 0.2 mM=300 nmol inorganik fosfat bulunacak
sekilde stok sollusyon hazirlandi. Stok soludsyonun 1:1, 1:4,
1:10 olarak sulandirilmasiyla 250, 125 ve 50 nmol/2.5 ml
konsantrasyonlarinda standart inorganik fosfat cozeltileri
hazirlanmistir. Stok standart ¢ozeltisine bozulmasini Onlemek
icin % 1 lik kloroformdan 1-2 damla ilave edilmistir. )

$.4.2. Fi1H8KE SUHBAROW METODUNA GORE I1NORGBANtK FDSFAT
OLCUMUNDE KULLANILAN AYIRACLAR

a) Fiske-Subbarow Reducer: Sigma Firmasindan alinan ve
icinde 1 aminu-2 naftol~4 sulfanik asit’ in sOdyum bisulfit ve
wOdyum wul fitin baripimindan olugar Rerdue e e )
Fullantimigt v,

L) Amonyum  Molibdat 3 % 2.9 Asunyum molibdel 1 val wsuda
bucwnmenlyle hazirlanmlstir.,

C) Bultirik Avits % N wllfirik asit {n havir lanmass igin
HABL1 ml Y 907 ik ve 1.0% gr/cm™  yoQunlukta  wlan wtok
BUlfirih asil & 431,99 ml su ilave aUdillmeniyle hadirlanmiptir.,

d) Standart fosfat solusyonu'nun  hazarlanmasi icin
0.1363  gr analitik safliktaki KHzPO4 in 100 ml suda
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cozunmesiyle elde edilen 0.2 mM stok sollsyonun 131, 1:4 ve
1110 seklinde sulandirilmasiyle 250, 129 ve 950 nmol/2.5 ml
icindeki konsantrasyonlari hazarlanmistair.

3.4.3. ATPaz TAYiNt 1CiN tNKUBASYON ORTAMININ
HAZIRLANMASINDA KULLANILAN AYIRACLAR :

1. 0,75 mM Kalsiyum klorir cozeltisi
Kalsiyum klordr 00,0275 gr,
250 ml saf suda gOzuldr.

2. 30 mM Magnezyum klorir cOHzeltisi
Magnezyum klordr 1.52 gr.
230 ml saf suda ¢dzuldr.

T WU omM Fotawyam kb lovrar 6Oeem b dea

Hotasyum klorur 04646 gr

290 ml saf suda ¢bz2ulur.

4, 500 mM Sodyum kloriur coHzeltisi:
Sodyum klordr 7.303 gr.
230 ml saf suda cOzular.

5. 2.3 mM EDTA Na=x cozeltisi ;
EDTA Nag 0.2326 Qr.
250 ml saf suda cozalur.

6. 125 mM Tris PHs 7.4 (B,)
Trie HCL .72 gr.
frim Baz 1.66 gr.
400 ml saf suda coHzUlur.

7. 211 mM Tris PH=7.4 (Bx)
Tris HCI1 9.72 qgr.
fyris Has Ve yr .,

47 ml waf wudes OLUlur.
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8. 306 mM Tris PH= 7.4 (Bz)

Tris HCI 7.72 gr.

Tris Baz 1.66 gr.

980 ml saf suda cozdllr.
P. 117.9 mM Tris PH< 7.4 (Ba)

Tries HGI D78 gyr.

Tri1s Baz 1.66 gr.

370 ml saf suda cdzulur,
10,202.9 mM Tris PH=7.4 (Bb)

Tris HCL 5.72 gr. .

Triw Has 1.66 gr.

H89 .70 ml saf suda cazulur.,
11.287 oM Triw PH=7.4 (Bce)

Tris HCI 3.72 gr.

Tris Baz L.66 gr.

7118 m] saf suda ¢bzdliur,
12, 73 mM ATP disodyum

ATP disodyum 0.4674 gr.

Saf su 10 ml.

3.4.4. PROTEIN TAYINiNDE KULLANILAN AYIRACLAR

Analizi yapilan drneklerin protein miktar:, S1Q1r Serum
Albumini (BSA), Folin Cicocalteus Fenol, Deoksikolat (DOC),
Triklorasetat (TCA) ve Lowry solUsyonundan olugan kimyasal
maddelerin bulunduu (Sigma) Protein Tayin kiti (P-5656) ile
yapildi.

3.5. YONTEMLER

3.5.1. BtYOLOJtK MATERYALIN HAZIRLANMASI

Bivlojlik matwryalin hazirlanmasinda, Albers ve
arkadaslari (Rlbers ve ark, 1963) tarafindan gelistirilen
yontem kullanilmistir. Arazi ve koloniden saQlanan sinekler
miligram afQirliklarina gore 1000 kez sulandirilarak
homojenize edildi. Kullanilan sonik homojenizatérin yiksek
frekansta protein denaturasyonuna neden olmamasi igin,
Grnekler buzlu ortama alinda. Ayrica 1in vitro deney
kogullarinda  izotonikli@in saQlanmasi ve ozmolaritenin
degismemesi igin 0.32 M sukroz ile muamele edildi.
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fivrisineklerin yaprwinda bulunan kitin, homojenizator ile
parcalanmadi@indan Ornekler 3 defa 3 er dakikalik slrelerle
5000 rpm’' de santrifiuj edildi. BOylece kitinden araindarilmis
olan ornekler ATPaz enzim tayini icin hazir hale getirildi.

Kontrol ve diger deney gruplarina ait ATPaz tayini icin
her deney 10 kez tekrarlanmis ve her calismada 7-12 arasinda
de@isen sivrisinek kullamalmistar, ATPaz enzimlerinin
spesifik aktivitelerine ait elde edilen deQerler icin
waniflanmamiy gruplarde aritmetik ortalama ve wtandart hata

ielalivlihlwr L yapslarak wrtalamalagr bulunmumtur.
3.5.2. ATPaz AKTtVITESININ OLCUOMO

Adenozin  trifosfatae aktiviteni, inkubesyon wirawsindag
ortama eklenen 5 oM dieodym AP varliQunda her mi ) iyram
protein  jgin bilr aaatte aci1@a Li1kan PrioEgan ik fumtat an
olcilmesi prencsibine dayanarak 6lcdldu.

3.5.2.1. ATKINSON'A GORE tNORGANtK FOSFAT OLCUMU

1lke 3 inkubasyon ortamina wklenen ATP den acila Gikan
inorganik fosfatin, Cirrasol ALN-WF (Lubrol) ve fosfomolibdat
ile komplex kurmasi ilkesine dayanir (Atkinson ve ark. 1973).

tolem 1 Busda bekletilen ve inkubaswyon ortamindan dolay)
iceri@i 2.5 ml olan tuplere 5 ml Cirrasol-Asit molibdik
ayiraci eklenir ve 10 dakika bekletildikten Bsonra, kor tuplune
bars: 390 nm'de absorbaneg deQerleri alinie.

DeQerlendirme : Standart eQrinin cizimi icin mililitrede
O.l. 0.05 ve 0.02 mikromol KHzPO. iceren ortofosfat
vstandartlari hazirlanir ve 390 nm dalga boyunda bu standart
soluisyonlarin optik dansitelerine (0.D.) gore standart
inorganik fosfat eQrisi Cizilmigtir (Sekil &). orneklerde,
NTPaz akltiviles) sunuty agifa G Lkan nuryganik fusfatin
miktaring belirlemek igLn standart LAOFYan ik fuefal
wQrisinden yararlanilmistir.
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Absorbans (390 am )

y ¥ ¥ v Y

Kons {Mmol /mi}

bekil O, ALkinson yonteming youre odzilen standart
inorganik fosfat eQrisi.

3.5.2.2. F1SKE-SUBBAROW’'A GORE INORGANLIK FOSFAT OLCUMU

tlke : tnkibasyon ortamina eklenen ATP 'den aciQa cikan
inorganik fosfatin, sulfirik asit, Amonyum molibdat ve Fiske-
Subbarow (Fiske-Subborow 1925) indirgeyici ajaniyla komplex
kurmawni ilkesine dayanar,

tslem : tnkibasyon ortamindan dolayi iceri@i 2.% ml olan
tiplere 1 ml BN HzS504, 1 ml Amonyum molibdat ve 0.1 ml Fiske-
Subbarow indirgeyici ajany ilave edildikten sonre wu 1le 10
ml ye tamamlanir. 10 dakika bekletildikten sonra kor tuplune
karsi 660 nm dalga boyunda absorbans de@erleri alinar.

DeQerlendirme 1 Standart eQrinin ¢izimi igin mililitrede
100, B0 ve 20 n mol KHzPOs igeren ortofosfat standartlari:
hazairlanir ve 660 nm dalga boyunda bu standart solisyonlarin
optik dansitelerine gore standart idinorganik  fosfat eQrisi
Clalilmipgtir (SYekil 7). oOrneklerde, ATPaz akltivitesl sonucy
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aci8a cikan inorganik fosfatin miktarini belirlemek icin
standart inorganik fosfat eQrisinden yararlanilmistir.

Absarbans (6568 am )

Y 80 100
Kons (nmel/ mi)

00 20

gd
-

!

Sekil 7. Fiske-Subbarow ydntemine gbre cizilen standart-
inorganik fosfat wdrisi.

3.9.2.3. ATP ENZtM S18TEM: TAYININDE KULLANILAN
tNKUBASYON KOSULLARI

Caligmada, ATPaz enzim aktivitesi, Atkinson ve Fiske-
subbaRow metodlarina gére vyapirlmis olup inklbasyon ortamlar:
tsbir ve Reading (Reading ve tsbir 1979, 1980) tarafindan
onerilen kogul lara dayanilarak hézxrlanmlstxr. ATPRaz
aktivitesi : Na*-K*/Mg*® ATPaz, Mg.2 ve Ca*®/Mg*= ATPaz
olarak 3 deQisik sekilde slclulmistir.

arneklerin adenazin trifusfatag akbiviteler tnin
Olgumunde kullanilan ivonlarin ve tampon sistemlerinin
miktarlara Tablo 1 ve 2'de verilmistir.
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Tablo 1:

ATPaz Tayininde Kullanilan
sistemleri

iyon ve tampon

OLCULEN ATPaz AKT1IVITES?!

Na* ve K* ve Mg™=

Mg+=

Cad-:‘h

Stok Ayaraclar

Her Tipte bulunan son konsantrasyonlar

mM

469 CaCl 100 miM - -

295 mM KCl1 3 mM - ~

30 mM MgCl S5 mM & mM 6& mM
0.75% mM CaClz - - Q.15 mM
2.%0 mM EDTA 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM

125 oM Tris HCl B, 30 mM = -

211 mM Tris HC1 Bz = 135 mM -
306.5 mM Tris HCl Bx = 3 135.08 mM
117.9 mM Tris HC1 B, I3 mM o =
202.9 mM Tris HCl Be = 138 mM =
287,.0 mM Tris HC1 Be - - 137.85 mM

75 mM ATP 3 mM 3 mM 3 mM
Total tyonik Kuvet 144.,1 mM 144.1 mM 144.1 mM
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Tablo 2 : ATPaz Tayini ic¢in Kullanilan Tamponlarain ve
iyaoanlarain Miktarlari

Nea K Mg CaEDTA B, Bx Bs B, By Bz ATP Or.

Na*=» K+ ve Mg*® 0.9 0.5 0.5 - 0,106 - - - - =~ 0.10.2

Mg+ - - 0, - 0,1 - 1.6 - - - -~ 0.10,2

Ca*= -~ = 0,80.,5 0.1 - 1.1.= - - =~ 0.10.2

Oornek Kora

Na* ve Mg*= 0.9 0.5 0.5 - 0.1 - - - 0.7 - - - 0.2

ornek koru

Mg - - 0.5 - 041 ~ - - =17 - - 0.2

ornek koru

Ca+= - - 0.50.5 06,4 ~- - - - - 1.2 - 0,2

ATP kora

Nea ke v fhy* = O 08 0,0~ Q) D - g LIS N
kayrami e

ATP karu .

My+= - - 08 - Q01 -~ L6 - - -~ = Q.1 0.2
kaynamis

ATP kora

Cav= - - 0.5 0.3 0.1 - - lel = = - 0.1 0.2
kaynamis

ATP  ve EDTA'nan disodyum tuzlari kullanildi@indan her
ikisinin sodyum iyon daQilimi 6 mM ve 0,2 mM olup, total
dagilim ise 6.2 mM dir. Stok sodyum iyonunun konsantrasyonu
469 mM  olduQu icin son konsantrasyon 0.5/2.5% . 469=93.8 mM
olur. Bu konsantrasyona ATP ve EDTA'dan gelen sodyum

konsantrasyonlari eklenirse toplam sodyum konsantrasyonu 100
mM olur.

3%
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3.5.3. PROTEIN TAY1Nt

tlke : Orneklerin igerdigi total protein miktari, Lowry
ve arkadaslari (Lowry ve ark.l951) tarafindan gelistirilen
yonteme gore saptamnmis olup, bu yoOntem protein miktara
belirlenscek 6rnek igine konulan Lowry solusyonu ve Fuolin
ciocal teu fenol ayiracainin protein ile renk reaksiyonu
vermesi ve bunun 730 nm dalga boyunda okunup
degerlendirilmesi ilkesine dayanmaktadir. ‘

tslem : 0.2 ml &rnek lzerine 1 ml lowry solisyonu ilave
edilir ve tupler iyice karistirilarak 20 dakika oda 1wisinda
bhekletilir, Gurenin  bitiminde, tuplere 0.9 ml  Folin-
Clocal tous  Fenol ayiracly ilave edilir, 1 ml  maf wu
kullanilarak ayni islem kor tipud icinde uygulanir ve 36
dakika sonra tupler 750 nm dalga boyunda okunur. .

Degerlendirme 3 Standart edrinin Cizimi icin,
mililitrede 50, 100, 200, 300 ve 400 mikrogram/protein igeren
£191r serum albumininden hazirlanmig sStandart solusyonlar,
yonteme gbre gerekli sollsyon ve ayirag ilavesinden sonra 750

1

nm  dalga boyundaki absorbans degerIE(i okunup Standart
protein eQrisi cizilmistir (Sekil B8). Orpeklerdeki protein
miktarinan belirlenmesi igin ayni islemler vyapilmis ve
miktarlar standart protein eQrisinden kargilavtaralarak
hesaplanmistir, ©

Lh 1

1.2 4

Kons (Mg/ mi)
00 50 100 200 300 400
Sekil B. Lowry yontemine gore cizilmis Standart Protein

efrisi.
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3.6. PtRiMtPHOS METHYL (ACTELL3CT™? 1N HAZIRLANMASI

ICI {Imperial Chemical Industries) firmasindan
Pirimiphos methyl ' in teknik (saf) aktif maddesi (a.i = active
incredident) saglanarak Turkiye de ergin sivrisinek
mucadalesinde kullanilan doz (2 g.a.1/m?) géz‘&nun& alinarak
Mazirlandi., Bu calismada Pirimiphos methyl'in % §, % 2 ve 7 4
Tk sonsantrasyonlari: kullanildi. Di@er konsantrasyonlar % 4
luk gozeltiden seyreltilerek hazarlandi. Pirimiphos Methyl'in
cozunmesi i¢in cézucu olarak doymus etil alkollidn uygun oldufu
saptanmis olup, deneylerde cbzlicd olarak kullanilmistir.

Cozeltide kullanilan Pirimiphos methyl ' in miktaraini
bulmak igin su  formulden yararlanild: n=Mm.V . Buna gore Y, 4
lubk akbif (oewltl icin 0,509 Gge Pirimjnhnm medhyl ' in aktif
maddesi 12.9% ml coracide hazirlandiQinda, (Ozeltideks aktif

f 1
| m , 0.50% gr. — l
| = M.V, ; = M, 00,0125 =|O.132| ’
l Maol. AG. 3035.4 | I— '
L ) ]

insektisit konsantrasyonu 0,132 m olur. 0.132 Molarlik bu
inwektisil gozeltisinden alinacak 2950 mikrolitre, 2.5 ml‘'1lik
inkubasyon ortamina ilave edildiginde 1:11 oraninda
seyreldiQinden, 2.2 gr Pirimiphos methyl akti?t maddesi 5 ml
¢Hzuclude hkarigsbtaritlarak % 44 luk  invsektisit Ccozeltisi
hazirlanmiptir, Boylece “ 44 1k Pirimiphos methyl
cozeltisinden alinacak 250 pl lik miktar inkUbasyon ortamina
ilave edildiginde 1:11 oraninda seyreldigQinde bile
insektinit’ in 1lave wdildiQi inkubasyon ortamina gore aktif
Mmadde mikters % 4 te kalmig olmaktadir (Yani hirim hacimdebk {
Ineektivil konsantrasyonu sabit tutulmektadir). Bu % 4  luk
Pirimiphos methyl (insektisit) konsantrasyonundan sulandirma
ile % 2 ve % 1 lik dozlar elde edildi.

X TM= Trade Markt
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3.7. OUABAIN' 1N HAZIRLANMASI

Ouabain’in (Sigma) 50.29% ve 5 mikromolar
kansantrasyonlarinin enzim aktivitesi Uzerinde .yaptlgl
inhibisyonu incelemek igin 50 mikromal ' luk Quabain

hazirlanmis burnun 1:1 ve 1:10 seklind@ gulandirilmasiyla 23
ve B puM liuk konsantrasyonlari elde edilmistir.

50 pyM Duabain’in 35 ml suda hazirlanmasinda gereken
miktari saptamak i¢in su formdl kullanildi.

m AQirlik
o MM B i . @ Mo larite . Hac.
M.Ag. Molekil AgG.
M.Agy w 728.8
Molarite = 50 pM (5.10~% M)
Y = % ml (5.10"% 1t)
M = 1.82 x 1074 gr olur.
Bu sekilde hazirlanan Ouabain cozeltisinden 100
mikrolitre alinip 2.5 wml'lik inklbasyon ortamina ilave
edildiginde 1:26 oraninda seyrelecegi icin 5 ml suya

1.82x10-% gr Ouabain. yerine bu miktarin 26 katai olan
1.82x10794x26=4,73x10"% gr. Quabain ilave edilmistir. BOylece
tNkubasyon ortaminda 50 mikromolluk QOuabain konsantrasyonu

saglanmis oldu. Daha sonra S ml’lik bu stoktan 25 ve 9 uM luk
Ouabain konsantrasyonlari hazirlandzi.
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4. BULGULAR

4.1. F1SKE-SUBBAROW METODUNA GORE SiVR1SiNEKLERDE ATPaz
SPESIFIK AKTIVITES!:
4.1.2. KONTROL GRUPLARINDA ATPaz SPESiF1K AKT1ViTESt

Araziden toplanan ve kontrol plarak kullanilan
sivrisineklerin, Na-K/Mg ATPaz icin spesifik aktivitesi
6681143 nmol Pi/mg Protein/Saat, Mg ATPaz icin 588163
nmol/Fi/Mg Protein/Saat ve Ca/Mg ATPaz icin 526198 nmol Pi/mg
Protein/Saat olarak bulunmustur.

Laboratuvar kolonisinden alanan kontrol gruplarinda Na-
K/My ATPaz, My ATRaz ve Ca/Mg ATPaz icin spesifik aktivite
deferleri sirasiyle; 2611340, 233+51 ve 194137 nmol Pi/mg
Protein/Saat olarak bulunmustur.

4.1.3. PtRi1M1PHOS METHYL 'iN ARAZ:t VE KOLON1
G1VRISINEKLERININ ATPaz SPEGLIFIK AKTIVLEITLGINL
ETK112

Araziden getirilen drneklere uygulanan Pirimiphos
methyl ' in %1, %2 ve % 4'luk dozlarainin Na-K/Mg, Mg ve Ca/Mg
ATPas wnzimlerinin spesifik aktiviteleri olguldu. %4 1 lik
Pirimiphos methyl dozu uygulandi@inda Na-K/Mg  ATPaz
enzimindeki spesifik aktivite deQeri 471275, 4 2 Pirimiphos
methyl dozu uygulandigainda 384298 ve % 4°1luk en vyluksek
Pirimiphos methyl dozu uygulandigQinda 33050 nmol Pi/mg
Protein/saat olarak bulundu. Mg ATPaz spesifik aktivitesi %
1, %2 ve % 4 Pirimiphos methyl dozlarinin uygulanmasinda
sirasiyle 315170, 272137, 1993:37 nmoul  Pi/mg  Protein/wsaat,
CasMyg ATPaz wpesifik aktivitesi ayni dozlar uygulandiQinda
sirasiyle 450158, 400%44 ve 253143 nmol Pi/mg Protein/saat
olarak saptandi (Tablo 3, Sekil 9).

Pirimiphos methyl in %1, 42 ve % 4 luk dozlari koloni
orneklerine uygulandi@inda Na=K/Mg ATPaz aktivitesni ig¢in
wirasiyle 1&66+26, 143%+24, 126+34 nmol Pi/mg Protein/gsaal My
ATPaz aktivitesi 150332, 132233,109£27 nmol Pi/mg Prolein/
saat ve Ca/Mg ATPa: aktivitesi icin 133125, 116221, 10815
nmul Pa/my Protein/saat olarak bulundu (Tablo 4,8ekil 10).
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ol Pifmg Frotein/Saat |

M kontrol MY Pirimiphos methyl %1
Pirimiphos methyl %2 W pirimiphos methyl %4

LT

Ty

Na~K/Mg ATPaxz Mg ATPaz Ca/Mg ATPu2

Sekil 9, Arazi orneklerinde Pirimiphos methyl " in

Uedlipik dozlarinin ATRaz enzim sistemine
etkileri.

B xoutrol XN Pirimiphos methyl %1
Ecd pirimiphos methyl %2

(il Pirimiphos meohyl %4

w300 4

"

0]

2 260

[

el

2 200 1

]

P .

L 150 4

n

£ el

: 100 - ’

3 o L .
= 0 - & N\ g~ v& lﬁiiw

Ca/Mg ATPaz
Sekil 10. Kolani orneklerinde Pirimiphos methyl in

deQisik dozlarinin ATPaz enzim sistemine
ethkileri. '

Na~K/M
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4.1.4. OUABAIN N ARAZ1 VE KOLON: Si1VR15INEKLERININ
ATPaz SPES1F1K AKTIVITESINE ETKtS:.

Quabain’'in 5, 25 ve 50 mikromol olarak araziden toplanan
sivrisinek oOrneklerine uvygulandiginda, Na~-K/Mg ATP az
spesifik aktivitesi dozlara Qore sirasiyle; 452 + 35, 376 *
13, 350 = 31 nmol Pi/Mg Protein/Saat, Mg ATPaz spesifik
aktivitesi 372 + 14, B446 £ 29, 9813 * 31 nmol Pi/Mg
Protein/saat ve Ca/Mg ATPaz spesifik aktivitesi 53& % 34, 542
t 34, 500 t 20 nmol Pi/Mg Protein/saat olarak bulundu (Tablo

S, Sekil 11). Ouabain © microM B Kootrol

l4 ouabein B0 mioreM Ouabain 26 microM’

588 672 4
~.. 48 oSNNS .
— ® 513 626 536 D42 o

100 4

0 k- W i

Na-K/Mg ATPaz Mg ATPaz Ca/Myg ATPaz

Sekil 11. Arari orneklerinde Ouabalin’'in defisik
dozlarinin ATPaz enzim sistemine etkileri.,

Koloniden alioan ornwklerde Quabaln 5,20 ve DO mllr wnul
duelaranin  Na-K/My AP az  i¢an bulunan wpewifik aktivite
deQerleri, dozlara gbre sirasiyle 153 =+ 22, 144 + 19, 141
21 nmal Pi/Mg Protein/Saat, Mg ATP a: wpesifik aktivitesi 184
Y17, 181 % 21, 179 2 29 nmul Pi/mg Proteln/saat ve Ca/Mg ATP
az spesifik aktivitesi 1683 * 17, 179 =+ 14, 174 + 10 nmol
Pi/Mg Protein /Saat olarak bulundu (Tablo 4, Sekil 12).
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nmel FPifmg ProteindSaat

B xontrol S ouabain & microM
(273 ouabain 26 mioroM @A ousbain 86 microM

e e

261

300 -

2560 4"

200 41

lﬁOJ”
100

50 |

Ca/Mg ATPaz

.

Na-K/Mg ATPaz Mg ATPaz

Sekil 12, Koloni &rpeklerinde Ouabain’ in defisik
dozlarinin ATPaz enzim sistemine ethiler:.

4.1.5. PIRIMIPHOS METHYL (% 1) 11F B1R (KTE KIN L ANTL AN
OUABAIN' IN NRAZL VI KOLUNL S1VRISINEKLERININ
ATPaz AKTIVITESINE ETK1S1.

Araziden taoplanan sivrisineklere %4 1 lik Pirimiphos
methyl ile Ouvabain’in 5, 25 ve 50 mikromol’ ldk artan
konsantrasyonlarinin birlikte uygulanmas: sonucu Na-K/Mg
ATPaz aktivitesi dozlara gore sirasiyle 402 % 47, 369 + 372,

355 = 33 nmol Pi/Mg Protein/Saat, Mg ATPaz aktivitesi 473 +

—

23, 468 * 32, 442 * 31 nmol Pi/Mg Protein/Saat ve Ca/Mg
ATPaz aktivitesi icin 537 + 31, 530 * 32, 489 + 16 nmol Pi/Mg

.

Protein/saat olarak bulundu (Tablo 3, Sakil 13%),
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Sekil 13. Arazi Orneklerinde, % 1 Pirimiphos methyl ve
Ouabain’'in 5, 29, 350 uM dozlarinin ATPa:z
enyim sistemine etkileri,

Koloniden alinan sivrisineklere Y 1 lik Pirimiphos
methyl ile OQOuabain’'in 3, 2% ve 50 mikromol’'lik artan
konsantrasyonlarinin birlikte uwygulanmasi =onucuy  Na- 'K/Mg
ATPaz aktivitesi dozlara gore sirasiyle 163 2 28, 1538 3 30,
141 * 23 nmol Pi/Mg Protein/Saat, Mg ATPaz aktivitesi icin
186 * 30, 177 + 22, 169 * 4% nmol Pi/Mg Protein/Saat ve Ca/Mg
ATPaz aktivitesi ise 168 & 24, 162 + 29, 194 £ X3 nmol Pi/My
Protein/Saat olarak bulundu (Tablo 4, Sekil 14).

a3



nmol Pifmg FroteindSaat

B xontro S Oua & micM %1 P.mty
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Na-K/Mg ATPaz Mg ATPaz Ca/Mg ATPaz
Sekil 14, Koloni &rneklerinde, % 1 Pirimiphos methyl ve
Duabain’'in defisik (5, 25 ve S0 uM) dozlarinan
ATPaz enzim sistemine etkileri.
4.1.6. PIRIMIPHOS METHYL (% 2) 1LE BIRL1KTE KULLANILAN
DUABALIN' 1N ARAZ1 VE KOLON1 S1VR1SINEKLERININ
ATPaz AKTIVITESINE FTK1St.
Araciden toplaman siveisineklere %4 2 11k Pirimiphos 1le
Ouabalin i 9, 25 ve 50 mikromol ' luk artan  konsantrasayon -

Yarinin bhivrltikte uygulanmasgl GONUCU, Na-¥/Mg ATPaz aktivitesl
dozlara gore sirasiyle 390%£23,360%33, 323 +78;Mg ATPaz 386229, 395217, 3482
20 ve Ca/Mg ATPaz aktivitesi icin 457 2 40, 420 % 41, 396 %

20 nmol Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu (Tablo 3, Sekil
13).
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Sekil 15. Arazi drneklerinde, % 2 Pirimiphos methyl ve
Ouabain’in deg@isik (3, 25 ve 850 uM) dozlarinin
ATPaz Enzim sistemine etkileri.
Koloniden alinan aivrisineklere Pirimiphos methyl’'in
sahit % 2 Tik dozuna kargilaik, Ouabain’in artan
konsantrasyonlarinan (3, 295 ve 50 mikromol) birlikte

uygulanmasy sonucu  Na-K/Mg ATPaz aktivitesi deozlara gére
sirasiyle @ 163 + 2%, 180 2+ 20, 136 * 19 nmol Pi/Mg
Protein/Saaty Mo ATPaz aktivitesi 179 4 20, 1469 %+ 20, 192 ¥
%4 nmul Pi/Mg Protein/Saat ve Ca/Mg ATPaz sktivitesi igin 178 £120

174 &+ 28, 150 % 23 nmol Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu (Tablo

4, Sekil 16).
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Sekil 16. Koloni 6rneklerinde % 2 Pirimiphos methyl ve

Ouabain’'in degisik (3, 25 ve 50 uM) dozlarinin
ATRaz Enzim sistemine etkileri.

4.1.7. PiRiM1PHOS METHYL (% 4) 1LE BtRLI1KTE KULLANILAN
OUABAIN 1IN ARAZ: VE KDIL.LONt StVRtStNFEKI.FR1NIN
ATPaz AKTtVITESINE ETK1S1.

Araziden toplanan sivrisineklere Pirimiphos methyl’'in
sabit Y% 4 Yk dozuna  karsilik  Ouaban’in 5, 25 %0

mikromal ' TGk artan  bonaantrasyonlaramn birlikbte uygulanmas)
gunucu Na-K/Mg ATPaz TA40

-

v

aktivitesl duzlara gére sirasiyle
T 38, 308 * 16, 285 * 33, Mg ATPaz sktivitesi icin 266 33,
25% + 54, 230 + 20 ve Ca/Mgf ATPaz aktivitesi i¢in 293 33,

286250, 26834 amol Pi/Myg Protein/Saat olarak bulundu (Tablo 3,
Sekil 17).

(L EC R
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Sekil 17. Arazi drneklerinde % 4 Pirimiphos methyl ve
Ouabain’in deQisik (5, 25 ve S50 pM)
dozlarinin ATPaz Enzim sistemine etkileri.

R xontrol
5] Oua2B micM %4 Pty

S oun 6 micM 24 P.mty
W 0uabo micM %4 P.mty
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250 | | o
200 -
150 ‘
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Na-K/Mg ATPaz

Mg ATPaz

Ca/Mg ATPaz

Sekil 18. Koloni érneklerinde, % 4 Pirimiphos methyl ve

OQuabain’'in deQisik (95,

25 ve 50 uM)

dozlarinin ATPaz Enzim sistemine stkileri,
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Koloniden alinan sivrisineklere Pirimiphos methyl’'in
wabit %4 4 1ludk dozuma karsilik Ouabain’in (O, 0 ve o0
mikromel)  artan  konsantrasyonlarinin  birlikile uygulanmatsl
sonuew Na-K/My ATPaz sktivitesi dozlara gore sirasiyle 141
+ 31, 132 £ 28, 115 t 30 nmol Pi/Mg Protein/Saat ; Mg ATP az
aktivitesi 127 * 18, {18 * 27, 9% + 24 nmal Pi/sMg
Protein/Saat ve Ca/My ATPaz aktivitesi icinde 146 * 39, 123 #
44, 107 * 23 nmol Pi/Mg Protein/saat olarak bulundu (Tablo 4,
Sekil 18).,

Tablo 3. Fiske-Subbarow Metoduna gére Pirimiphos methyl
ve Quabain’'in Arazi Sivrisineklerinin ATPaz Enzim Sistemi
wzerindeki Spesifik Aktivitesi (nmol Pi/Mg Protein/saat), X)=
Ortalama, SD= Standart wapma.

Na-K/Mg ATPaz Mg ATPaz Ca/Mg ATPaz

X S X SD X s
Femtrold Gikd 4+ 1 4% .3 ) IR R TR BT
A1 Piramiptam et iyl ary + 73 MhH L0 400 L
% 2 Pirimiphos methyl 384 £ 98 272t 37 400 t 44
% 4 Pirimiphos methyl 330 £ 50 199 + X7 253 + 4%
Ouabein 9 pM 452 + 38 8972 + 14 5336 r 34
Ouabain 25 uM 376 + 13 946 £ 29 242 + 34
Cuabain 50 uM 330 £ 31 513 + 51 o900 + 20
%2 1 P.mty + 5 uM Quabain 402 + 47 473 + 23 537 + 31
%4 1 P.mty + 25 M Quabain 9 + 32 468 + 32 530 + 32
% 1 P.unty + 50 pM Quabain 355 £ 33 442 * 31 489 * 16
72 Pumty ¢+ 5 M Quabain 390 £ 23 386+ 29 457 * 40
4 2 P.mty + 23 uM Quabain 360+ 33 398 + 17 420 £ 44
4 2 Pumty + 30 uM Quabain 323+ 28 348 £ 20 396 t 21
%4 P.mty + 5 uM Ouabain 340 £ 38 266 L 33 293 £ 53
% 4 P.mty + 25 uM Ouabain 308 + 16 253 + 54 286 + 30
% 4 P.mty + 30 pM Duabain 283 + 35 230 + 20 268 + 34
¥ Puamty  Payamiphters it byl



ve
vzerindeki
Protein/saat).

Tablo
Ouabainin Koloni

Spesifik

X= Ortalama,

sivrisineklerinin
Aktivite deQerleri

SD= Standart Sapma

4, Fiske~Subbarow Metodumna gore Pirimiphos methyl
ATPaz

Enzim Sistemi
(nmol

Kontrol
7 1 Pirimiphos methyl
% 2 Pirimiphos methyl
7% 4 Pirimiphos methyl
Ouabain
Ouabain
Ouabain

A
%
74
7
A
%
%
%
%

L]

1 P.mty
1 P.nty
1 P.mty
2 P.mty
2 P.mty
2 P.mty
4 P.mty
4 P.mty

P.mty

it

9 HM

23 M

SO

+ 3 uM Cuabain
+ 25 M Ouabain
+ 30 uM Ouabain
+ 5 M Ouabain
+ 29 M Quabain
+ 090 M Ouabain
+ 3 uM Ouabain
+ 25 uM Cuabain
+ 50 WM Ouabain

X

261 ¢
166 %
1493
126
133
144
141

H

158
141
175
130
136
144
132
115

3 S S S R A S S T N D L L

8D

X

233
150
132
o8
184
181
179
184
177
169
178
163
152
127
118

~0
v

k4
*

H

b ' L S R O o T o L L

18]

31
32

33

27
17
21

25
30

gBSAN

27
24

F.mty =

Pirimipros methyl

PR

X

194
133
116

- 108

183
179
174
168
162
156
178
174
150
144
123
107

IS S S N S C T L S L S L

i+

Na-k/tg ATPaz . Mo ATPaz . Ca/Ma ATPaz.

218)

37
29
21
19
17
14
10
26

Ri/mg
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4.2. ATKINSON METODUNA GORE S1VR1GINEKLERIN ATPaz
AKTIVITES?

4.2.1. KONTROL GRUPLARINDA ATPaz SPES1F1K AKTiVITES?

Araziden toplanan va kontrol olarak kullanilan
sivrisineklerin Na—-K/Mg ATPaz icin spesifik aktivitesi 4378 %
575, Mg ATP az aktivitesi 3866 * 305 ve Ca/My ATPaz
aktivitesi 3473 & 393 nmol Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu.

Keloniden alinan ve kontrol --clakrak kullanilan
Bivrisineklerin Na~K/Mg ATPaz icin spesifik aktivaitesi § 3289
t 197, Mg ATPa: {(¢in 2876 &+ 212 ve Ca/Mg ATPaz icin 2541 %
265 nmol Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu.

4.2.2. PiRtMtPHOS METHYL  tN ARAZt VE KOLONt

S51VR1SINEKLERININ ATPaz SPEStFtK AKT1VITESINE
ETK15G1.

Araziden toplanan sivrisineklere uygulanan Pirimiphos
methyl’in, % 1, % 2 ve %Z 4 luk dozlarinin Na-K/Mg ATPaz
enziminin spesifik aktivitesi dozlara gére sirasiyle 3I768 =
295, 2871 t 414, 2166 t 263 nmol Pi/Mg Protein/Saat, My ATPaz
aktivitesi 3239 2+ 28%, 2393 £ 283, 18B74 * 176 nmol Pi/Mg
Protein/Saat ve Ca/Mg ATPaz aktivitesi ise 3287 * 317, 2651 #*
204, 2189 % 375 nmol Pi/Mg Protein saat olarak bulundu (Tablo
5, Sekil 19).

Koloniden alinan sivrisineklere uygulanan Pirimiphos
methyl'in % 1, %2 ve % 4'lGk dozlarinin Na-K/Mg ATPaz enzim
Spewi fik aktivitesi dozlara gbre sirasiyle 3195 t 300, 23464 2
338, 1373 % 229 nmol Pi/Mg Protein /Saat, Mg ATPaz aktivitesi
2375 * 309, 1478 t 299, 876 * 206 nmol Pi/Mg Protein/Saat ve
CasMg ATPaz aktivitesi ise 2473 T 247, 1795 * 178, 1439 * 272

nmol Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu (Tablo 5, Sekil 20).
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Sekil 19. Araza orneklerinde Pirimiphos methyl ' in
degigik dozlarimin ATPaz Enzim sistemine
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etkileri.

BN Pirtnipbos wethyl %1

W4 pPirimiphos methyl %4
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82880
L4180

Na-K/Mg ATPaz

2870

375

25410473

Y

1478

B78.......

G

Mg ATPaz

Ca/Mg ATPaz

Sekil 20. Koloni érneklerinde Pirimiphos methyl'in
defivik dozlarinin ATPse Enzim aistemine

etkileri,.
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4.2.3. PIR1MIPHOS METHYL (%4 4 lik) 1N YAGLANMIS VE
YAGLANMAMIS ARAZ: StVRISINEKLERININ ATPaz
SPEStFtK AKTtVITESINE ETK1St.

Araziden kontrol amaclyla toplanan yaglanmis
sivrisineklerin Na-K/Mg, Mg ve Ca/Mg ATPaz icin spesifik
aktivitesi, sirasiyle 79531861, 58463+413 ve 35658+378 nmol
Pi/Mg Protein/Saat olarak bulundu.

Araziden kontrol amaciyla toplanan vaglanmamig
sivrisineklere ait spesifik aktivite deQerleri sirasiyle Na-
K/Mg ATRaz {¢in 44%04+498, Mg ATPaz 39711913, Ca/My ATPa: iue
124462471 nmol Pi/My Protwin/Seat olarak bulundu,

Ya@lanmis sivrisineklere % 4 luk Pirimiphos methyl
uygulandiginda Na-K/Mg Mg ve Ca/Myg ATPaz enzimlerine ait
spesifik aktivite sirasiyle 63621786, 57461661 ve 56211578
nmol Pi/Mg Protein/saat olarak bulundu (Sekil 21).

Yaglanmamis sivrisineklere %4 4 1liuk Pirimiphos methyl
duygulandiginda Na-K/Mg ATPaz icin bulunan spesifik aktivite
22252375, Mg ATPaz icin 20261296 ve Ca/Mg ATPaz icinde
1312 2261 nmol Pi/Myg Protein/Saat seklindedir (Sekil 22).

Tablo 5. Atkinson Metoduna Gére Pirimiphos methyl in Arazi
ve Koloni Sivrisineklerinin ATPaz Enzim Sistemi
uzerindekl Spesifik Aktivite deQerleri (nmol
Pi/Mg Protein/Saat). '

gl

ARAZL KOt ON1 “

NaK/Mg Mg Ca/Mg || Na-k/Mg Mg Ca/Mg “
X sD X SD X €| X s X 8 X 8D

Kontrol 43781375 38661305 I475:393[l 3285197 28761212 25411265
%1 Pamethylll 37650290 32394209 32U740317)| 34950300 2375130 24731247
%2 Famethylll 28711414 2393512083 26D12204( 23641338 14761099 17952178
% 4 P.vethylll 21662263 18741176 21891375\ 15731229 ©761206 14394272
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Tablo 6; Fiske—-Subbarow Metoduna gore Pirimiphos methyl

ve Ouabain’'in Arazi sivrisineklerinin ATPaz
enzim sistemi Gzerindeki inhibisyonunu vizade

(%) vlarak gtsteren Tablo

e b bt 3 L VIR0

% 1 Pirimiphos methyl
% 2 Pivimiphos methyl
% 4 Pirimiphos methyl
Chaabeaa in
Ouabain 23
Ouabain

%
%
YA
YA
A
%
A
%
%

1 P.mty
1 P.mty
1 P.mty
2 P.mty
2 P.mty
2 P.mty
4 P.mty
4 P,mty
4 P,mty

0

30

+

+
+
+
+
+
+
+
+

pM

1M
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5 WM COuabain
25 pM Quabain
30 M Ouabain
3 pM Cuabain
25 pM Ouabain
S0 UM Cuabain
5 uM Cuabain
25 puM Cuabain
50 uM Ouabain

Na~-IK/Mg

ATPaz Mo ATPaz
30 44
42 54
@ [=72]
32 7
43 7
47 12
39 19
44 20
47 25
42 33
46 33
51 ‘41
49 55
53 56
37 61

Ca/Ma_ATPaz _ Total ATPaz

14
23
51

3 53 g Eg 8 t: N W N =

26
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Tabla 7. Fiwkw wsubbarow Metudung gore Pirimiphos methyl
ve Ouabain’'in, koloni sivrisineklerinin ATPaz
Enzim Sistemi Uzerindeki tnhibisyonunu ylzde
(7Z) olarak gosteren tablo.

e

Na=-K/Mg

APaz Mg ATPaz Ca/Mg ATPaz Jotal ATPaz
7% 1 Pirimiphos methyl 36 . 35 -+ 33 35
% 2 Pirimiphos methyl 44 44 41 43
7. 4 Pirimiphos methyl S1 54 45 50
Ouabain S5 uM 41 21 8 23
OQuabain 25 uM 44 21 i1 25
Ouabain 50 pM 45 23 12 28
% 1 P.mty + S5 pM Cuabain 37 20 15 24
% 3 Punty + 25 pM Duabain 39 24 18 7
Zo) Panty + 00 M (habain 4% w7 w1 31
V2 P.mty + 9 M Ouabain 37 24 10 24
%2 P.anty + 29 M Quabain 42 29 13 28
% 2 Pupty + S50 uM Ouabain 48 34 25 34
%4 4 P.mty + 5 uM Quabain 45 46 27 40
% 4 P.mty + 25 M Quabain 49 50 38 46
% 4 P.mty + 30 uM Quabain 55 59 44 97

Tablo 8. Atkinson Metoduna gbre Pirimiphos methyl ' in Arazi ve
Koloni sivrisineklerinin ATPaz enzim Sistemi

Uzerindeki tnhibisyonunu ylzde (%) olarak gosteren
Tablo,

ARAZ ¢ KOLON'

Na-K/Mg Mg Ca/Mg Total ATP| Na-K/Mg My Ca/Mg Total ATP

% 1 P.methy] 15 16 é 12 | 3 18 X A
%W Paamthy) 39 B A Y ‘ VH ar 4 4
o4 P omeblhyl ol MY k¥4 47 ‘ A 20 4% )

45



4.2.4. ATP VE PiR1iM1PHDS METHYL. ' tN, MG ATPaz AKTiVITES:
WZERINE ETK1S51

% 4° 1k Pirimiphos methyl {insektisitli) ve
insektinitsiz olarak ATP ' nin 40, 60, 80 ve 100 mM’ 1lik artan
konsantrasyonlarina bagla aktivite de@Qisimi Mg ATPaz enzimi
igdn /Y ve 1/8'e donuptudrdlerek Linewewacen-Burk eQrisi
(1/hiz)(1/substrat) cizildigQinde insektisitin ATP ile non-
kompetetif (Km ayni Vmax farkli) oldufu bulunmugtur (Sekil
23).

INSEKTISITLI

Swkil 23. % 41Uk Pirimiphos methy]l ve ATP nin artan
konsantrasyonlarimin My ATRaz enzimi userinde

yaptigi witkiyve ait Linewsaver-Burk graftigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

ATPaz enzimlerinin hicrede, zar‘'a ba@li bir enzim oldufu
ve zar boyunca konsantrasyon veya iyon gradiyentine Lkare:
bazyr iyon yada molekalleri, ATP yil hidroliz ederek tasirdifga
40 seneden  beri bilinmektedir (Skou 1957, 19469, 19647 ve
Jorgensen 1974). Caligmamizda aspesifik aktivitelerini
6lgtagumiz Na~K/Mg, Mg ve Ca /Mg ATPaz enzimleri ve diGer
ATPazlarin bulundugu organizmada, homeostazisi saQlamak icin
hicre hacminin kontrolld, hicre icin gerekli molekdl ve
ivonlarin alanimi, sinir-kas hicrelerinde impuls iletimi,
mide hucrelerinden asit salinmasi, bobrek tubullerinde suyun
geri emilimi ve canlinin biyolojik ritmi gibi biyolojik
olaylarda cok édnemli gbérevieri vardir.

Kontrol amaciyla araziden toplanan ve koloniden alinan
ac (kan emmemis) veya yaflanmis An. sacharovi erginlerinin
ATPaz spesifik aktiviteleri karsilastirildi@Qinda, her grupta
en ylksek aktivitenin Na-K/Mg ATPaz’'a ait olduQu ve bunu
sirasiyle Mg ATPaz ile Ca/Mg ATPazin izledigi saptanmistar,

Na-K/Mg ATPaz aktivitesinin digerlerine nazaran yuksek
olmasi, dkaryotik canlilarda bu enzimin hicre hacminin
kontroldd ve hicre zari denge potansiyelini saQlamadaki

gorevinden ileri geldigi sdylenebilir (Tedeschi 1974).

Arazi ve koloni gruplarinin ATFaz epesifik aktiviteleri,
kullanilan her iki ATPaz Tayin Y&ntemine (Fiske-Subbarow,
Atkinson) gbre kargirlastirildiginda koloniden alinan
brneklerin ATPaz aktivitesi, arazi oOrneklerine gOre daha
dusiuk bulunmustur. Bu durum, laboratuvar kosullarinda
yetistirilen koloni erginlerinin besin, harinak, konak ve
(dreme alani bulma gibi biyolojik ihtiyaclary d¢in fazla
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enerji sarfini gerektirmeyen bir ortama uyum eaQlamalara
nedeniyle, doQal kosullarda yetisen arazi o6rneklerine gére
daha az aktift dolayasiyle daha az ATPa:z aktivitesi
aheterdikleri aeklinde aciklamabilir,

ATRaz enzimleri hiicre zaranin vaplsinda vyer alan
fosfolipidierle iYigki kurmug ve hucre rarina  gomualmis
(tranwmembiy an) proteinlerdir, Hicre zarinin bimyasasl
kaopmozisyonunu etkileyen 1si, organik maddeler ile enzimin
substrat analoglari, direkt vya da indirekt olarak ATPaz
aktivitesini de etkiler. '

Organo-fosfatla insektisitler boceklerin vicuduna,
temas, s0lunum ve mide yollarindan girmektedir,
Arastirmamizda organo-fosfatliy bir insektisit olan Pirimiphos
methyl’'in hicre zarindan gegerken enzimin substrat:i ile
katalitik etkisini enqgelliyerek ATPaz aktivitesini inhibe
ettigi saptanmistar.

Arazi ve koloni orneklerine Pirimiphos methyl’in artan
dozlari (%4 1, 4 2 ve 7 4 luk) uygulandifinda her iki grupta
da insektisit dozunun artisina paralel olarak enzim spesifik
aktivite deQerlerinin distuQu, vani ATPaz enzimlerinin
inhibisyomna uQradiQy  bulunmustur, ATPaz enzimleri arasinda
ise en yuksek inhibisyonu, Mg ATPaz Uzerinde Qosterdifi bunu
sirasiyle Na-K/Mg ve Ca/Mg ATPaz enzimlerinin isledifi
gaptanmiatir. ATPar e dimlerinin spesifik  aktivitelerini
inhibe etmesi, kullanilan insektisitin substrat’'a olan
benzerliginden mi (onunla yarismasindan dolayl myi) vyoksa zar
yaplsaini bozmasindan mi kaynaklandiga konusunu
aydinlatabilmek ig¢in, en ylksek doz olan % 4 lik Pirimiphos
methyl ve en fazla etkilenen Mg ATPaz enzimi kriter olarak
alinmistir. Pirimiphos methyl (% 4) konsantrasyonuna karsilik
ATPaz enziminin &zgil substraty olan ATP' nin 40, 60, BO ve
100 milimol’luk artan konsantrasyonlari birlikte kullanilmis
ve ¢ikan deQerler lineweaver-Burk grafiginde deQerlendiri-
loreok ATP ile noA-kompetetif (yarismasiz) inhibisyon iliskisi
gosterdi@i saptanmistir. Bu sonuca gére Pirimiphos methyl,
hicre zarinda ATPaz enziminin aktif merkezi disinda bir
bslgeye baglanmakta .ve enziminin substrativla vapacaf
katalitik etkilesimi oOnlemektedir. Daha “nce sican beyninde
yapilan calismada (Chandra ve ark. 1990) ise Mg ATPaz'1in
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organo-klorlu bir insektisit olan Aldrin ile un-kompetetif
inhibisyon gbsterdigi bulummugtur. Bu farklailiQin calisilan
nrganirma, doku ve kullanilan insektisitin farkli olmasindan
kayrmaklandi19i dusuntulmektedir,

Arazi ve koloni drneklerinin ATRaz enzimlerine
Duabain'{in 5, 2% ve 80 mikromal ' 10k kbnﬁmntra%ynnlarx tathibk
edildifinde, en ylksek inhibisyonun Na-K/Mg ATPaz uUzerinde
olduBu, diger enzimlerin QOuabain’'den fazla etkilenmedikleri
bulunmustur. Bu durum daha onceki arastairicilaran
(Chipperfield ve Whittam 1972, Ronald 1970) GOuabain’'in Na-
K/Mg ATPaz icin spesifik bir inhibitdor olduQunu gésteren
sonuglariyla uygunluk gostermekte olup Ouabain konsantrasyonu
arttikca Na-K/Mg ATPaz lzerindeki inhibisyonda artmaktadir.

Caligsmamizda Pirimiphos methyl ve QOuabain’'in ATPaz
enzimleri Uzerinde sinerjik bir etki vapmadifi da
pulunmustur. Yani Na-K/Mg ATPaz aktivitesi Pirimiphos methyl
ve QOuabain‘in ayri ayri uygulanmasi durumunda her ikisi ile
de inhibe olmakta, beraber uygulanmasi durumunda ise sadece
Duabain’'in inhibisyon etkisi gorilmektedir. Ouabain ve
Pirimiphos methyl ' in ayri ayri uygulanmasi durumunda Mg ve
Ca/Mg ATPaz enzimi ise sadece Pirimiphos methyl den inhibe
olmaktadir,

ATPaz enzimlerinin, epesifik aktivite deflerlerini tayin
icin kullamilan Fiebp-subbarow ve Atk ison ydntomler i araninda
brery ik Bir vyum bulunmustur. tki yontem karsilastarildigainda,
Atkinson ybntemine gére elde edilen ATPaz aktivite deQerleri,
Fiske~-subbarow yontemine nazaran daha ylkssktir. Bu
farkliligan, Atkinson yénteminde kullanilan lubrol
ayiraci’'nin deterjan 6zellikte olmasi nedeniyle, zar'a
gomulmus olan ATPaz enzimini maskeleyen fosfolipidlerin
etkisini kaldirmis olabilecedi disintlmektedir. Fiske-
Subbarow yénteminde ise, deterjan ve benzer etki yapan
kimyasallar, hicre zara lipidleriyle iliski kurmus ATP a2
enzimini inaktif vyapabileceQi (Hokin 1964, Taniguchi ve ark
1971 ve Tanaka ve ark 1973) siuphesiyle hkullamilmamistir.
Enzimlerin spesifik aktivitelerinde ki bu goreceli
farklailagan, uygulanan yéntemlerde, - deterjan kullanilap
kullanilmamasiyla baQlantili olduQu dusinulmektedir.



Sivrisineklerdeki ya@lammanin, insektisit etkisini ne
ybnde etkiledigini géstermek amaciyla yaptigimiz calismada %
4 lik Pirimiphos methyl ile araziden toplanan yafilanmig ve
yaglanmamigs sivrigineklerin ATPa:z aktiviteleri Atkinson
ybntemine gire dlcldlmis ve insektisit etkisinin yadlanmayla
birlikte azaldi9Qir bulunmustur., YaQlanmis arazi oOrneklerine %
4 hik Pirimiphos methyl uygulandi@inda Na-kK/Mg ATPaz enzimi %
50 Mg ATPaz 7% 69 ve Ca/Mg ATPaz enzimi % A48 inhibe
olmaktadir. Oysa vaflanmie arazi drneklerinde bu inhibisyong
Ma- K/Myg ATPar i in % 20, My NATPas da %4 2 ve CasMyg  NIPaz da
1ot % 1w inmektedir.
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