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Ozet: Calismamizda malathion’un karaciger, bobrek ve ince bagirsak alkalen fosfataz aktivitesi (izerine etkisi incelendi. Farelere
intraperitonal (I P.) enjeksiyonla 40 mg kg-! malathion dozu verildi. Malathion uygulamasindan 0,4,8,16 ve 24 saat sonunda
hayvanlar, servikal dislokasyon yoluyla 6ldurildu ve dokulart gikartildi. Enzim kaynagi olarak dokularin tim homojenatinin 48000xg
de 30 dak santrifiij edilmesiyle elde edilen sipernatant kullanildi. Malathion'un bobrek alkalen fosfataz aktivitesini artirip, karaciger
ve ince bagirsak alkalen fosfataz aktivitesini azalttigi bulundu.

Anahtar Sézciikler: Malathion, Karaciger, Bobrek ve Ince Bagirsak Alkalen fosfataz

The Effects of Malathion Alkaline Phosphatase Activity in the Liver,
Kidney and Small Intestine in Mice

Abstract: The effects of malathion on alkaline phosphatase activity in the liver, kidney and small intestine was investigated.
Malathion doses of 40 mg Kg-! were injected intreperitonally (I:P) into mice. At O, 4, 8, 16 and 24 hours after treatment with
malathion, mice were decapitated and tissues were removed. Homogenate of the tissues was centrifugated at 48000xg for 30
minutes. The supernatant was used as an enzyme source. It was found that the malathion increased alkaline phosphatase activity in

the kidney and decreased alkaline phosphatase activity in the liver and small intestine.
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Giris

Zirai mucadelede yaygin olarak kullanilan kimyasal
maddeler genelde guclu ve secici enzim inhibitérlerini
kapsamaktadir. Ancak insektisitlerin kendileri her zaman
toksik etki gostermezler. Bazen, sonugta biyokimyasal
veya biyofiziksel bir lezyon olusturan, bir ya da bir kac
metabolitin  6nclsu olabilirler. Bir calismada organik
fosforlu bir insektisit olan malathionun, dusik memeli
toksisitesine sahip oldugu gosterilirken (1), baska bir
calismada sinir sisteminde ve bazi organlarda asetil kKolin
esteraz aktivitesini inhibe ederek, akut toksik etki
olusturdugu gosterilmistir (2).

Pestisitler organizmanin normal isleyisini olumsuz
yonde etkileyerek istenmeyen bazi durumlarin ortaya
clkmasina neden olmaktadir. Uzun siure bozulmadan
toprakta kalan (3), besin zinciri yoluyla viicuda giren
pestisitler, ya da onlarin yikim trtnleri, zamanla doku ve

organlarda kansere Kkadar gidebilen bazi agir Klinik
tablolarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (4).

Malathion, suda ¢dzinme derecesi oda isisinda 145
ppm olan acgik kehribar renkli bir sividir. Petrol yaglarinda
sinirli olarak c6zllmekle beraber bir ¢ok organik
cOzucide cozunebilir. Genel olarak fitotoksik dedildir.
Ancak sera sartlarinda salatalik, cali fasllyesi ve kabagda
zararli olabilir. Tarimda ve bahgecilikte genis bir kullanma
sahasi vardir. Ayrica sivrisineklerin, sineklerin, ev
hagerelerinin, hayvan dig parazitlerinin ve insan bitinin
kontrolinde halen kullaniimaktadir. LDs, dederi akut
agizdan sicanlara 2800 mg kg', akut deriden 24 saat
temasla tavsanlara 4100 mg kg dir (5). Akut agizdan
farelere LDy, degerinin, bir kaynakta 480-5800 mg kg
arasinda degistigi belirtilirken (6), bir baska kaynakta
1375 mg kg' oldugu belirtimektedir (7). Farelere
dermal yolla LD50 dederi >4444 mg kg’1 olarak
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verilirken, cocuklardaki letal doz miktari 100 mg kg’
olarak verilmistir. Ayrica arilara ve baliklara zehirli oldugu
da vurgulanmaktadir (7,8)

Alkalen fosfataz (AP) aktivitesi membran aktif
transportunu ve pinositik aktivitenin ¢ok yogun oldugu
ince bagirsak mukoza epiteli ve bdbrek proksimal tibulis
epitellerinde ¢ok fazladir (9,10). Bu enzimin fosforik asit
esterlerini hidrolizlemede (11) ve metabolitlerin hiicre
zarindan alig verigini Kolaylastirmada ©nemli goérevleri
vardir (12).

AP enziminin kandaki seviyesi bazi hastaliklarin
tanisinda ve tedavisinde 6nemli ip uclari vermektedir
ornegin AP aktivitesi bir ¢ok karaciger hastaliginda,
kemik hastaliklarinda, kemik rejenerasyonu meydana
gelen hastaliklarda yikselebilmektedir. Ozellikle rasitizm
de bu artis ¢ok belirgin ve hastaligin agirligi ile oldukca
paralellik gostermektedir. Yapilan bir calismada
malathion’un LDgy dozunun farelere intraperitonal
uygulanmastyla kemik iligi preparatlarinda
mikronukleuslu eritrosit sayisinin arttigi  saptanmistir
(13). Kullanilan pek cok insektisit icersinde memelilere
toksik etkisinin en az oldugu ileri sirilen malathion'un
farelere klastojenik etkisinin oldugu (13,14), fakat
mutajenik etkisinin olmadigi rapor edilmektedir (15). Bir
baska calismada da 40 mg kg' dozunda malathion
uygulanmis farelerde malat dehidrogenaz aktivitesinin
azaldigi glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, hekzokinaz ve
laktat dehidrogenaz aktivitelerinin arttigr bildirilmektedir
(16).

Organik fosforlu insektisitler grubundan olan
malathion, boceklere Kkarsi yaygin bir gekilde
kullanildigindan ~ ¢ok  c¢esitli ~ yollardan  vicuda

alinabilmektedir. Malathion'un sadece Bursa ilinde 1996
yilinda, sivi sekilde yaklasik 8 litre , %25 lik toz halinde
ise 40 kg Kkadar tiketildigi rapor edilmektedir (17).
Vucuda giren bu insektisidin enzim aktiviteleri Uzerine
etkilerine katkida bulunmak amaciyla calismamizda
malathion’un, baglica hiicre membranina yerlesmis ve
transport mekanizmasinda énemli roli olan AP enziminin
Swiss-Albino farelerin (Mus musculus) karaciger bobrek
ve ince bagirsaktaki aktivitelerine etkisi arastiriimistir

Materyal ve Yéontem

Calismamizda 20-25 gr agirhginda Swiss-Albino
(Mus musculus) fareler kullanildi. Hayvanlar, Sivas yem
fabrikasi tarafindan Uretilen standart fare yemi ile
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beslendi. Su ise serbest olarak verildi. Fareler,
enjeksiyondan 24 saat 6nce a¢ birakildi. Farelere, %57
safliktaki veterinerik malathion siit renginde stspansiyon
seklinde 0.1 ml serum fizyolgjik icinde uygulandi. Kontrol
grubu farelerine de sadece serum fizyolqjik verildi. Belirli
derisimdeki malathion ¢ozeltisi ve serum fizyolojik,
farelere ayni hacimlarda sterilize edilmis 1 ml lik
enjektorlerle intraperitonal (I.P) enjeksiyon yoluyla
verildi. Hi¢ uygulama yapilmamis fareler kontrol grubuna
alinmadi. Deneylerimizde veterinerik preparatin, farelerde
akut oral LDy deg@erinin 1/12 ‘i olan 40 mg kg' vicut
agirligr dozu kullanildi. Enjeksiyon isleminden 0,4,8,16 ve
24 saat sonra fareler servikal dislokasyon yolu ile
oldurdldd. Homojenat elde etmek icin karaciger ve
bobrek dokulart ayri ayri 0.15 M soguk KCI ile
yikandiktan sonra 1/3 w/v olacak sekilde 0.15 M KCl ile
B.Brawn tipi homojenizatoriin 1000 devir dak' hiz
durumunda 4 vurusla homajenize edildi. Ince bagirsak
dokusu ise ayni sekilde hazirlanarak 10 vurugla
homajenize edildi. Homojenatlar 48000xg de 30 dak
Beckman ultrasantrifijinde JA 20 bashidinda cevrildi.
Enzim stabilizasyonunu saglamak i¢in homajenizasyon ve
santrifij islemleri 0-4 °C de yapilmasina 6zen gosterildi.
Elde edilen stpernatanttan AP aktivitesine bakildi. Her bir
kontrol grubu icin 5, deney grubu icin 10 fare deneye
alindi.

AP 6zgul aktivitesi spektrofotometrik olarak 405 nm
dalga boyunda 25°C’de paranitrofenilfosfat’in nitrofenol’e
hidrolizi sonucu artan absorbans, 5 dakika boyunca
kaydedilerek baslangi¢ hizinin dogrusal kismindan elde
edilen AA degerinden asagidaki formdllerle hesaplandi.
Ozgil aktivite tayini icin  Garen ve Levinthal adli
arastiricilarin yontemi kullanildi (18,19).

3,00
18,5.1,0.0,10

Volum aktivite= . AAdak'I[U.ml'l]

Ozgiil aktivite=" OlUM aKtivite
derisim

.[U.mg™" protein]

Ozgil enzim aktiviteleri Unit mg' protein olarak
hesaplandi. Spektrofotometrede Kor olarak 1.5 M pH=
8.0 Tris (hidroksimetil - aminometan) tamponu kullanildi.
Her bir fareden elde edilen doku homojenatlarti,
spektrofotometrede 3 tekrarli olarak okundu ve
ortalama degerler alindi. Homaqjenatlarin 1 ml sindeki
protein miktarlari Technicon RA 1000 otoanalizérinde
Bilre yontemi ile tayin edildi.



AP enzimi asagidaki tepkimeyi katalizlemektedir.

AP

P-nitrofenilfosfat + H,O P-nitrofenol + P,

Spektrofotometre deney ortamina, ©6nce tampon
sonra substrat ve en son olarak da enzim kaynagi konup
deneyler baslatiimistir.

Tris tamponu (Hidroksimetil - aminometan) (1.5 M, pH=8.0) 1.90 ml
P-nitrofenilfosfat (14.56 mM ) 1.00 ml

Enzim kaynagi 0.10 ml

Bulgular

Serum fizyolgjik ve malathion uygulanmis farelerin
karaciger, bobrek ve ince bagirsak AP enziminin 6zgul
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aktivite degerlerinin zamana gére degisimleri Tablo 1 de
gosterilmistir. Malathion, karaciger AP aktivitesini ilk
saatlerden itibaren artirmaya baglamistir. 4. saatteki
aktivasyon maksimum seviyede olup kontrol grubunun 2
kati kadar olmustur. Bu aktivasyon 8. saatte azalma
gostererek 11. saatten itibaren de inhibisyona
dénlgmustir. 16. saatte %41 olan inhibisyon, 24. saatte
artarak devam etmis ve %70 olmustur (Sekil 1). Bobrek
AP aktivitesi ilk saatlerden itibaren artmaya baglamistir.
16. saatte aktivite artisinda bir disme olmakla beraber
24. saatte 1.5 kati ile en yiksek degere ulasmistir (Sekil
2). ince bagirsak AP aktivitesi ise oldukca yiiksek seviyede
bir inhibisyon géstermistir. 8. ve 16. saatte %48 ile en
yuksek degere ulasan inhibisyon, 24. saatte, %14 olarak
tayin edilmistir (Sekil 3).
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Tablo1. Serum Fizyolojik ve malathion uygulanmis farelerin karaciger bobrek ve ince bagirsak alkalen fosfataz enziminin ¢zgul aktivite
(Unite mg! protein) degerlerinin zamana gore dedisimi
KARACIGER BOBREK INCE BAGIRSAK
Enjeksiyondan Serum Malathion Serum Malathion Serum Malathion
sonra zaman fizyolojik uygulanmlg fizyolojik uygulanmlg fizyolojik uygulanmi
(saat) uygulanmlg grup x10° uygulanmi grup x10° uygulanmlg grup x10°
grup x10° grup x10° grup x10°
ORT=+SH ORT=+SH ORT+SH ORT+SH ORT=+SH ORT+SH
0 3.01+0.20 3.10+0.08 4.28+0.27 4.29+0.19 26.0+0.10 26.0+0.19
4 3.20+0.21 6.00+0.18 4.00+0.35 5.00+0.27 30.0+0.28 24.0+£0.22
8 3.21+0.18 4.00+0.20 4.17+0.21 5.90+0.26 29.3+0.17 15.0+0.30
16 3.40+0.09 2.00+0.20 4.45+0.30 5.50+0.10 28.1+0.20 14.6+0.28
24 3.40+0.18 1.00+£0.19 4.45+0.20 6.95+0.17 28.4+0.13 24.0+0.11
ORT= Ortalama SH= Standart Hata
Tartisma alkiltransferaz aktivitesinin farkli dozlarda malathion

Calismamizda, halkimizin kendi hayvanlari i¢in yaygin
olarak kullandigi, malathion olarak bildigi %57 safliktaki
veterinerik preparatin etkilerini arastirmak ve memeli
enzim sistemleri Uzerine etkilerini incelemek amaciyla
hicre membranina  yerlesmis  ve  transport
mekanizmasinda 6énemli roli olan AP enziminin karaciger,
bébrek ve ince bagirsak dokularindaki aktivite
degisimlerini inceledik. Bu arastirmamizda serum AP
aktivitesine bakilmamigtir.

Kullanilan insektisidlerin toksik etkileri ~ LDgq
degerlerinden anlasiimaktadir. Toksik etkisi kuvvetli
maddelerin LDgy degeri disik, toksik etkisi zayif
maddelerin ise LDgy degerleri yuksektir. Toksik etkisi
ylksek olan malathion'un bu etkisinin en aza indirilip IP
enjeksiyondan sonra fare olumlerinin 6nine gecebilmek
icin malathion'un 40 mg kg dozu secilerek deneyler
tamamlanmigtir.

Deneylerimizde malathion enjeksiyonu, fare ince
bagirsaginda AP enziminin inhibisyonuna neden olurken,
Karaciger AP’In Once aktivasyonuna daha sonra ise
inhibisyonuna neden olmustur. Bu durum bize malathion
ve onun yikim Urdnlerinin enzim aktivitesi Gzerine inhibe
edici bir etkisinin oldugunu disindirmektedir. Malathion
kan dolasimi ile karacigere gelmekte orada grandlsiz
endoplazmik retikulumda zara bagll olarak bulunan
karisik fonksiyonlu oksidazlar tarafindan — metabolize
edilerek yikim Urunlerine donismektedir. Yikim
Urunlerinin de bazi enzimlerin inhibisyonuna neden
olabildigi degisik arastirmalarla gosterilmistir (20,21).
Yapilan  bir calismada Kkaraciger glutatyon-S-
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uygulanmasiyla azaldigi gosterilmistir (22). Sicanlara
malathion’un degisik dozlarinin oral yolla verilmesiyle,
hepatik AP aktivitesinin dustigu, hucrelerde meydana
gelebilecek bir hasarin bu enzimin sentez ve
sekresyonunu azalttigi hayvanlarin besinlerine Kkatilan
proteinlerin ise olusan inhibisyonlari giderici etki yaptigi
gosterilmistir (23). Bu calismalar bizim bulgularimiza
paralellik géstermektedir.

Deneylerimizde bodbrek AP aktivitesi, malathion
uygulanmastyla kontrolimuze goére belirgin bir artig
gostermistir. Bu artisin, bobregin fonksiyonlari ile ilgili
oldugunu dislnmekteyiz. Bobrek proksimal
tibuluslerinden glomerular filtrasyonu ile siizilen glukoz,
amino asitler gibi bazi molekiller tamamen geri emilerek
tekrar kana Kkarismaktadir. Bu geri emilimde de AP
enziminin roll oldugu bildirilmektedir (24). Glukoz
emilimindeki artis AP enziminin sentezine uyarici bir etki
yapabilir. Sicanlarda malathion’un, kan glukoz seviyesini
yukselttigi  ve  karaciger  glikojenini  azalttigi
bildirilmektedir (2). Kanda derisimi yikselen glukoz,
glomerul filtrasyonu ile bobrek proksimal tubilislerine
gecer, tubuluslerde yuksek glukoz derisimi geri emilim
icin epitel hucrelerindeki AP enziminin sentezini
uyarabilir.

Malathion’un etkisiyle AP enziminde gorulen aktivite
degisiklikleri ve kan glukozunun arttiginin goésterilmis
olmasi (2), dokularda glukoz metabolizmasi ile ilgili
enzimlerin aktivitelerinin degismesine de neden olabilir.
Yapilan bir calismada glukoz 6-fosfat dehidrogenaz,
hekzokinaz ve laktat dehidrogenaz enzim aktivitelerinde



artig, malat dehidrogenaz aktivitesinde ise bir azalmanin
oldugunun gosterilmis olmasi (16) bu dustncemizi bir
noktada destekler niteliktedir.

Birim alandan elde edilebilecek Urtn miktarini
artirabilmek icin bugin zararhlarla micadelede kimyasal
maddeler kullanilmaktadir. Bu ilaglar icersinde ¢énemli bir
yeri olan malathion'un besin zinciri yoluyla insanlara
kadar ulasabilecek olmasini unutmamak gerekir. Degisik
deney hayvanlarinin enzim sistemleri Uzerinde
olusturduklart inhibisyon ve aktivasyonlarin benzerlerinin
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