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0ZET .

Bu ¢aligmada, sifar pankreas elastaz’imn elastini sindirme dzellifi tzerine, cegitli potas-
yum tuzlanmmn etkisi incelenmigtir. .

K,50,, K,HPO,, CH,COOK ve KCl ‘iin, ¢aligma kogullarmmzda elastaz aktivitesini in-
hibe ettigi gériilmiig ve inhibisyon ile tuz konsantrasyonu arasmda dogru bir orant1 oldugu sap-
tanmagtir,

Etkisi aragtunlan tuzlar arasinda; potasyum siilfat en biiyiik, potasynm kloriir en diigik
inhibitér etkiyi gistermektedir. Di-potasyam hidrojen fosfat ve potasynm asetat’in inhibitor
etkileri potasyum siilfat’tan daha diigiik, potasyum kloriir’e oranla daha yiksektir,

GIR1S

Pankreas elastazimin (Pancreato peptidase E, EC, 3.4.4.7) elastolitik ak-
tivitesi hakkinda ilk bilgilerin verildigi 1870 lerden bu yana 5, enzimin Gzellik-
lerinin agikliga kavugturulmas: yolunda énemli adimlar atilougtir. Bu konuda
yapilan aragtirmalar, enzimin substrat spesifiklifi ve gegitli maddelerce inhibe
veya aktive edilebilirlifi yéniinde yogunlagtinlmgtur.

1949 yihnda Balo ve Banga'nin ! insan ve hayvan serumlarinm elastaz’in
elastin’] sindirme 5zelligini azalttifini saptamalarindan senra, bu defa Lewis
ve ark. * 1956 yihinda gesitli iyonlann aktivite iizerine etkisini aragtirmuglardir.

- Aragtmilar, Zn, Mn, Co, Mg, Ca ve Na gibi iyonlarn etkileri hakkirda genig
bir bilgi vermelerine karsin, potasyuma ¢ok kisa olarak deginmekle yetinmis-
lerdir, Bunu takip eden yillarda birgok aragtiric gesitli iyonfarin -etkilerini in-
celeyip yaymlarken, potasyzma ¢ahgymalarinda yer vermemiglerdir. '
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Olanaklanmz élgtisiinde yaptigimz literatiir taramalarmda potasyum tuz-
larimn elastaz aktivitesine etkisi tizerinde yeterince durulmadigim saptama-
miz, bizi gesitli metabolizma olaylarmda ¢ok etken rol oynayan bu iyonun elas-
toliz olayindaki yerini aydinlatmaya yoneltti.

GERE( VE YONTEMLER

I — Elastin eldesi

Elastin, Banga ve ark. mn ? NaOH ile kaynatma yintemi esas alinarak
sifir aortundan izole edilmistir. Ince disseksiyonla tunica adventitia’dan te-
mizlenen aortlar kiyma haline getirilip, nce aseton daha sonra dietil eter ile
uzunca bir siire galkalandi. Béylelikle yag ve suyu uzaklastinlan aert parga-
ciklan kurutulup toz haline getirildi. Elde edilen aort tozu 0.1 N NaOH ile 60
dakika, 98°C de sitilarak kollajen ve diger proteinler hidrolize edildi, Hidro-
lize uframayan elastin santrifiijle goktiirme yoluyla elde edildi ve kurutularak
toz haline getirildi. :

_II — Elastaz eldesi

Elastaz, Grant ve Robbins’in3, Yenson ve ark.nca ® yveniden diizenlenen
—ybntemine. gore izole edildi.

Birkag kez kiyma makinasindan gegirilen siir pankreaslan aseton ve di-
etil eter ile muamele edilerek yag ve sudan kurtarildi. Pargaciklar kurutularak
toz haline getirildi.

12.5 g yagsmlagtlnlmlf;' pankreas tozu, ayni yontemle elde edilen 1.25 g
duodenum tozu ve 1 g NaClile birlikte asetat tamponu (pH 4.7 0.05 M) icinde
beg saat stireylé 15°C de galkaland: ve santrifiij édildi. Ust siva etanol (96°) ile
coktiiriildii ve ¢okelek kurutulup toz haline getirildi. +4°C de saklanan bu toz
her galismadan énce 9, 0.85 NaCl icinde stispanse edildi ve ¢oziinmeyen kisim-
lar aynidi. Ust siv1 elastaz ekstresi olarak kullanildi.

II — Dencylerin diizenlenisi o , v

.. Banga ve ark.? geligtirdiklefi gravimetrik yéntem kullamlarak elastaz’in
clastin’e etkisi tizerine, ortama katilan: gesitli potasyum tuzlarimn etkisi ince-
lendi. : -
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Deneylerde kullamlan cam tupler 105°Clik etiivde 45 dakika tutularak
sabit tartima getirildi ve tartildr:
a. Koér deneyler : Tuplere 20 mg elastin, 4. 8 ml karbonat-HClE tamponu
ve 0,2 ml destile su katildi.

- h.+Kontrel-deneyler-:-Tuplere-20-mg-elastin-4.8-mi- kar-bonat‘-HC]- tampo-

nu ve 0,2 ml elastaz katild: ve tamponlanmg bir ertamda elastazin sin-
dirdigi elastin miktan kér deney sonuglara gz oniinde tutularak sap-
tandi. Elde edilen degerler %, 100 aktivasyon (%, 0 inhibisyon) olarak
kabul edildi. ‘

¢. Inhibisyon deneyleri : Deneyler aynen kontrol demeyleri gibi diizen-
lendi. Ancak burada kullanilan karbonat-HCl tamponu belirli konsan-
trasyonlarda potasyum tuzlan igermekte idi.

Karbonat-HCl tamponu; pH 8.8, tyonik kuvvet 0.05.23 m1 0.1 M NaZCOS
ve 20 ml 0.1 M HCI karistinlarak destile su ile 86 ml ye tamamlandi.
Bu tampon destile su ile 1:1 oraminda seyreltilip kullamldi.

IV — Deney iglemi

37°C deki su banyosunda bir saat tutulan tiipler, stk s1k kanstirilarak elas-
tin siispansiyon halinde tutuldu ve elastaz ¢ozitnmez elastin iizerine etki etti-
rildi. Oda 1s1s1na getirilen tiipler 5000 g de 15 dakika santrifiije edildi. Elastaz
etkisivle ¢iziinen elastin kisimlarm igeren iist s1vi uzaklagtinldi. Cikelek 5'ml
etanol (96°) ile yikanarak tekrar santrifiijlendi ve iist siv1 dekante edildi. Tiip-
ler sabit tartima getirilerek elastolizden kurtulan elastin miktar1 tartild: ve
reaksiyona sokulan elastin miktarindan gikartildi. Inhibisyon oranlar ;

A—B
I= 100 — (C B X 100) formiiliiyle saptand.

I = Y, inhibisyon 7
A = Inhibisyon deneylerine ait tartim farklar: aritmetik ort.
B = Kbr deneylere ait tartim farklar1 aritmetik ort.

C = Kontrol deneylere ait tarium farklan aritmetik ort,

BULGULAR

Farkh konsantrasyonlarda gesitli potasynm tuzlarinm elastaz aktivitesini
d6g1§1k derecede inhibe ettifi saptanms ve ';.all§mam1z1n sonuglan $ek11 1-4 de
toplu olarak suuulmugstur : L
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I.  Farkh konsantrasyonlardaki potasyum klorir ile yapilan deneylerde,
50 mM KCl 9, 20.38 inhibisyona, 100 mM KCI 9 39.12, 150 mM KCl 9%, 68.1,
200 mM KCl %, 72.4, 225 mM Xl %, 87.1 ve 250 mM KC1 9%, 94.2 inhibisyona
neden olmmstur. Hesaplanan (P) degerlerinden potasyum Kloriiriin 50 mM
konsantrasyonda anlameiz, 160 ve 150 mM konsantrasyonlarda anlamh ve da-
ha yiiksek konsantrasyonlarda ileri derecede anlamh inhibisyonlara neden ol-
dugu gorilmigtiir. $ekil 1’de potasyum kloriir’iin mluhlsyon egrisi goriilmek-
tedir.

Y, intubizyon

100

1 1 1 1 | - 1
[ 50 100 150 200 E 250

Potasyurn kloriir [mM ]

KSekil 1. Ortama katilan potasyum kloriir konsantrasyonu ile inhibisyon yiizdesi arasindaki
ligki.
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II. Potasyum siilfat’m elastaz aktivitesi iizerine inhibitir etkisi arasti-
rildifinda; 10, 20,.40, 60 ve 70 mM K,SO,'m srastyla %, 8.8, 2, 39.3, 9/ 53.5,
% 76.3 ve %, 95.3 inhibisyonlara neden oldugu saptanmgtir. Ihmblsyon oran-
larn incelenmesinden, (P) degerinin artan potasyum siilfat konsantrasyon-

lanina paralel olarak kiigiildiigii ve dolayisyla inhibisyonun. gok.ileri derecede

anlambbk kazandlgl saptanmigtir. Bravais-Pearson formulnylc gizilen inhibis-
yon egrisi Jekil 2°de sunulmustur: :

*/v nhitasyon

- 1 I 1 1
o B 40
Potasyum siilfat [mM]

151:;11 2. Ortama katilan potasyum siilfat konsantrasyonn ile inhibisyon yiizdesi arasndaki
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YIL 7 10; 25,50, 75 ve 100 mM di-potasyum hidrojen fosfat, elastaz akti-
vitesini srastyla, % 74, % 30.1, % 34.6, % 72,5 ve o/, 92.02 orammda inhibe
“¢tmistir. Olugan inhibisyonlarm anlamlihk derecesi saptann.:us, 10 mM K, BPO,
"0.05 den biiyiik (P) degeri verdiginden, bu konsantrasyonda olugan inhibisyon
an]ams;lz-lbulunmugtur: QBﬁnh"kafguil_ES'vé 50 mM K,HPO, anlamh; 75 ve 100
‘mM K,HPO, ise ileri derecede anlamlt bir inhibisyon gostermigtir. Di-potas-

yum hidrojen fosfat’in inhibisyon egrisi Sekil. 3°dé gosterilmistir.

*/4 inhibisyon
.
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* Gekil 3. Ortama katilan di-potasyum hidrojen fosfat konsantrasyonu ile inhibisyon yiizdesi

arasmdaki iligki.

iligki,
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1V. Ortamdaki konsantrasyonn 25-175 mM arasi degigecek gekilde kul-
lgmlan potasyum asetat 9, 17.5 ten 9, 86.06 ya varan inhibisyonlara neden
olmustur. Elde edilén inhibisyon yiizdelerinin t-testine uygulanmas: ile sapta-
nan (P) degerleri, potasyum asetat konsantrasyonlan arttikga kiiciillmiis ve in-
hibisyonlar gittik¢e anlamhlik kazanmstir. Farkh konsantrasyonlardaki po-

tasyum asetat’m elastaz aktivitesi uzerindeki etkisi Bravais-Pearson formiili
yard1m1yla gizilen inhibisyon egrisinde gosterilmistir (Sekil 4). o

*1s ‘mhibisyon
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1 1
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50 100
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Seki
Sekil 4. Ortama katilan potasyum asetat konsantrasyomu ile inhibisyen yiizdesi arasndaki

...... . ;
. L - L [ :
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IRDELEME VE SONU(

- Farkh anyonlar igeren potasyum tuzlarimin elastaz iizerine etkisi, qegitﬁ
oranlarda inhibisyon meydana getirmistir. Elde edilen sonaglar, regresyon eg-
rileri iizerinde incelendiginde : :

I — a. Elastaz aktivitesi iizerine etkisi aragtinlan potasyum tuzlan ara-
smda en yiiksek inhibisyon etkisine potasyam siilfat’in sahip oldugu anlagl-
mughr.

*/e inhibisyon

2
7
il
all
ZR7Z7R7/R7

Konsantrasyon (mM}
Sekil 5. 50 mM konsantrasyonda dort aym potasyum tuzu jle elde edilen inhibisyon yiizdeleri.
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b. Di-potasyum hidrojen fosfat’mn inhibitSr etkisi, potasyum siil-
fat’a oranla daha diigiik fakat, potasyum asetat ve potasyum kloriir’e gire da-
ha yiiksektir. 70 mM K,S0,’m olusturdugu inhibisyon orami ancak 100 mM
K,HPQ, ile elde edilebilmektedir. :

- ¢: Potasyum asetat’in inhibitér etkisinin potasyum siilfat ve di-po-
tasyum hidrojen fosfat’tan oldukga diigiik fakat, potasyum kloriir’den yiiksek
oldugu anlagilmsgtir.

d. Elastaz aktivitesi dizerine e¢tkisi arastirilan potasyum tuzlan ara-
sinda, potasyum kloriir’iin en disik inhibitér etkiyi gésterdigi anlasilmgtir.
1956 yilinda Lewis ve ark. 70 mM NaClile 9, 50 oramnda bir inhibisyon elde
etmiglerdir . Arastmeillar KCl i¢in kesin bir rakam vermemisler, etkisinin
NaCl’e benzediini bildirmiglerdir. Bizim ¢galigmamizda ise 70 mM K Cliin 9/, 23
oramnda inhibisyona neden oldugu gorilmiistiir.

II — Aym konsantrasyonda dért ayn potasyum tuzunun sagladif inhi-
bisyonun birbirinden olduk¢a farkh oldugu gorillmektedir. Ornegin, 50 mM
konsantrasyonlarda potasyum kloriir, potasyum asetat, di-potasyum hidrojen
fosfat ve potasyum siilfat’in olugturduklar inhibisyon oranlan sirasiyla, %, 23,

%, 27.5, 9, 46, 9% 67 dir (Sekil 5).

Gériiliiyor ki, gesitli potasyum tuzlan elastaz aktivitesini farkh oranlarda
inhibe etmektedirler. Aktivite iistiine etkisi aragtinlan dort potasyum tuzunun
da in vitro inhibisyon géstermesi ve inhibisyon oranlarimin artan tuz konsan-
trasyonlarina paralel olarak yii.\kselmesi, potasyum iyonunun spesifik bir elas-
taz inhjbitorii oldugunu kamtlamaktadir. Fakat bu inhibitér etki potasyuma
bagh anyonun tiiriine gore degisim gostermektedir.

SUMMARY
EFFECTS OF VARIQOUS POTASSIUM SALTS ON THE ELASTASE DIGESTION OF ELASTIN

In this present study, the effects of various potassium salts on the digestion of elastin by
bovine pancreatic elastase, has been carried out.

Potassium sulphate, di-potassium hydrogen phosphate, potassium acetate and potassium
chioride have shown an inhibitory effect on elastase activity. Inhibitions were directly propor-
tional with salt concentrations.

The effects of the salta can shortly be summarized as follows :

. 1. Potassium sulphate appeared as having the maximal inhibitory effect.
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2. The inhibitory effects of di-potassium hydrogen phosphate and potassium acetate were
weaker than potassium sulphate.

3. Potassinm chloride seemed to have minimal inhibitory effect in respect to others.

As a result, potassium ions can be regarded as specific elastase inhibiting agents. And it
has been establnshed that, this m.h]bltory effect varies according to the anion bounded to potag-
smm
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