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BAZI AGIR METAL TUZLARININ ELASTOLIZ UZERINE ETKILER1
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OZET

Sipar pankreas elastazimin aort elastinini sindinme Gzelligi (elastoliz) iizerine agwr metal-
lerin inhibitér etkilerinin arastinldifn bu galymada, kadmiyum, civa ve giimiigiin, suda
cozimen gesitli tuzlar  kullamlmigtir. Kadmiyum, kadmiyam klorir, kadmiyam npitrat,
kadmiyum asetat vé kedmiyum siilfat; civa, civa - II - kloriir ve cva ~ II - asetat; giimilg
ise, suda ¢baziinebilen tek tuzu giimiiy nitrat ile denenmigtir.

Elde edilen bulgulardan,

1 — Denenen her ii¢ metalin de elastolizi inhibe ettifi saptanmistir.

2 — Inhibisyon giicii, bu metaller arasinda erva > giimiig > kadmiyum sirasim izlemek-
tedir.

3 — Ajor metal yamnda, kullamlan anyon tiiriiniin de inhibisyonda etkili oldugu gizlen-
migtir.

GIR1S

Bir endopeptidaz olan pankreatik elastaz, oteki endopeptidazlardan
farkli olarak, elastin iizerine giigli bir sindirim etkisi gosterir. Pankreatik
‘elastazin bu elastolitik aktivitesiyle ilgili ilk bilgiler, yiizyil kadar énce veril-
migtir'?, Ancak, 1949 yilinda Bange ve ark. tarafindan elastazin, pankreas
ekstraktindan izole edilmesiyle bu enzim fizerine ayrintih bilgi edinme olanaf
dogmustur®. Daha sonralar, bir yandan enzimin yapisi, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri arastinhrken®®'°, Gte yandan, elastaz-elastin iligkisinin klinik
degeri helirlenmege galisilmgtie™*>®. Elastazin, elastin igin spesifik bir enzim
oldugu kesinlikle belirdikten sonra, bu iligkinin ortam kogullanndaki degis-
melerle nasil etkilendigi aragtinlmus, degisik iyonlarin inhibitér ve aktivator
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etkileri incelenmistir. Bu konuda Lewis ve ark.mn yaptig: cahsmalar nemli
yer tutar'’.

Afir metallerin enzimlerle iligkileri, Gtedenberi arastirilan bir konudur.
Olanaklanimiz élgiisiinde yaptifimuiz literatiir taramasinda, 1960 yilinda
Mandl ve Cohen’in, giimiis nitrat, civa kloriir ve kadmiyum asetatmn, flavo-
bakterium elastazi iizerine inhibitér etkilerini aragtirdiklar1 bir galigmay:
saptayabildik”. Bakteriyel elastazin, 'panquatik elastazdan bircok dzellik-
leri agisindan farkh: oldugu goz Sniipe almirsa, Mand! ve Cohen’in bulgularin-
dan pankreatik elastaz ile ilgili sonuglar ¢ikarmanin olanaksizhgn goritliir.
Bu nedenle, ¢calismamzin pankreatik elastazin elastini sindirimi iizerine
yapilan ¢aligmalara bir katkist olacagina inamyoruz.

YONTEM VE GERECLER

I — Tamponlar

1. Asetat tamponu : pH 4.7

3.85 g Amonyum Asetat 800 ml destile su iginde ¢bziildii, bu ¢ozelti
943 Asetik Asid ve destile suile pH 4.7 olacak sekilde 1000 ml'ye tamamland:.

2. Karbonat - HC1 Tamponu: pH 8.8, iyonik kuvvet 0.05%,

23 ml 0.1 M Na,CO,, 20 ml 0.1 N HCI alnarak destile su ile 86
ml’ye tamamland:. Bu tampon kullamilmadan énce destile suile 1:1 oramnda
seyreltildi.

II — Elastin eldesi

Elastinin saflastmlmasi, Banga ve ark. laninca uygulanan NaOH ile
kaynatma yoéntemi temel alinarak yapﬂdls.

Tunica adventitialan disseke edilerek temizlenen taze sigir aortlar kiyma
haline getirildi. Once aseton sonra dietil eter ile hir kag saat galkalandi. Boy-
lece ya@ ve suyu uzaklagtinlan aort pargaciklar kurutulup, toz haline geti-
rildi. Bu toz, 0.1 N NaOH ile bir saat 98 C°de 1siuilarak hidroliz ile koHajen
ve dteki proteinler ortamdan uzaklastimldi. Kangim santrifiij edilerek elas-
tin ¢oktiiriildii. Saflastirma islemi tamamlanan elastin, kurutularak toz
toz haline getirildi. +4°C de sakland,
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I — Elastaz eldesi

Elastaz, Grant ve Robbins'in bildirdigi’ Yenson ve erklarinca dejis-
tirilen. yontemle'® elde edildi.

Makroskopik olarak disseke edilen taze sifir pankreaslan, vikamp, kiy-
ma makinasindan gegirildi. Once asetonla, sonra dietil eter ile bir kag saat
¢alkalamp siizilldii. Yagi ve suyu uzaklastrrilan pankreas parcaciklar kuru-
taulup toz haline getirildi. Ay islemler uygulanarak taze bulbus duodeni-
lerden saglanan 1.25 g duodenum tozu, 12.5 g pankreas tozu ve 1 g NaCl,
500 ml asetat tamponu iginde karigtinhp, 5 saat siire ile 15°C de ¢alkaland.
Santrifiij edilip, iist sivt 96° etanol ile goktiiriildii. Cékelti kurutulup toz
haline getivildi ve -+ 4°C de saklandi. Cahsmadan hemen &nce bu tozdan
alnarak %0.9 NaCl iginde 25 mg/ml olacak sekilde suspansiyonlar hazir-
landi, santiifiij edildi. Ust sivi elastaz ckstresi olarak kullamldi.

1V - Deneyler
1. Deneylerin hazrlanmase

Deneylerde, Bange ve ork. lanmn uyguladigi gravimetrik }fﬁntems

esas alinmugtir.

a) Kor deneyler: Tiiplere 20 mg elastin, 4.5 ml karbonat-HCl tamponu
ve 0.5 ml destile su konuldu.

b) Kontrol deneyleri: Tuplere 20 mg elastin, 4.5 ml karbonat-HCl
tamponu, 0.3 ml destile su ve 0.2 ml elastaz konuldu. Elastazin sindirdigi
elastin miktar, kir deney sonuglar: gz Sniinde tutularak saptandi. Bulunan
degerler 9,100 elastaz aktivasyonu olarak alindi.

¢} Inhibisyon deneyleri: Elastoliz iizerine etkileri aragtirilacak agir
metal tuzlarinm destile su ile 30 mM’hk ana ¢ozeltileri hazirland:. Bunlar-
dan, istenilen konsantrasyon saglanacak gekilde seyreltmeler yapilarak ca-
hgild:. Tiiplere 20 mg elastin, 4.5 'ml karbonat-HCl tamponu, 0.3 ml metal
tuzu ¢ozeltisi ve 0.2 ml elastaz konuldu.

2. Deney islemi

Biitiin tiipler bos olarak sabit tartima getirilip tartildi. Daha énce an-
latildig gekilde hazirlanan kér, kontrol ve deney tiipleri, 37°C deki su ban-
yosunda bir saat, ara sira ¢alkalanarak tutuldu. Boylece elastazin elastin
tizerine etkisi saglandi, Inhibisyon tiiplerinde agrr metal hidroksidlerinin
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olusturdugu bulamkhk kayboluncaya dek ortama, 0.1 N HCI kauld: ve pH
saptand:. Biylece, sindirilmemis elastinle birlikte, hidroksid ¢okeltisinin de
tartilmasindan dogacak yanhs degerlendirme onlendi. Kér ve kontrol tiip-
leri 0.1 N HCl ile, aym pH’ya getirildi. Tipler santrifij edilip, iist sivi
atildi. Cékelti 5 ml 96°C etanol ile yrkanarak yeniden santrifiij edildi. Ust
sivi digart alindi. Biitiin tiipler sabit tartima getirilerek elastolizden kurtulan
elastin miktar: tartild: ve ilk konulan miktardan gikartildi. Elde edilen de-
gerlerden kor deneylerdeki kayip qikartihip, inhibisyon oranlar,

. A—B *
I= [100 — (C B) X 100] formiiliiyle saptands,

*I + Inhibisyon
A : Inhibisyon deneylerine ait tartim farklan aritmetik ortalamas
B : Kir deneylere ait tartim farklan aritmetik ortalamas:

C : Kontrol denevylerine ait tartim farklan aritmetik ortalamasi

BULGULAR

Bu ¢ahsmada, kadmiyum, civa ve giimiis tuzlarimn elastoliz iizerine
inhibitdr etkileri arastirilda.

N

! — Kadmiyumun, -siilfat, -kloriir, -nitrat ve -asetat bilegikleri ile
calsildr.

a) Kullamlan deney kogullannda kadmiyum siilfat ile saglanan
inhibisyon, 0.1 mM’da 9(18.7, 0.3 mM’da 9,42.46, 0.6 mM’da 9,65.12,
1.2 mM’da 9%,90.62 ve 2.0 mM’da 9%94.94 olarak saptandi (Sekil: 1).

by 6.1, 0.3, 0.6, 1.2, 2.0 ve 3.0 mM kbnsant;‘asyonlarda denenen
kadmiyum kloriir ile swrasiyla, 94.64, %11.44, 9,18.9, 9,62.29, 9,83.34
ve %94.78 oranlarmda inhibisyon gorildd (Sekil : 2).

Sekilden de izlenebilecegi gibi, kadmiyum kloriir ile degigik konsentras-
yonlarda saglanan inhibisyonda, 0.6 mM konsantrasyonda saglanan %,18.9
degeri, 1.2 mM degerine qkildiginda 9,62.29 gibi ¢ok biiyiik bir artis gister-
mektedir.
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Sekil : 2 Kadmiyum kloriiriin:her. konsantrasyen igin bulunan ortalama mhxhlsyon degerlen
ile gizilen inhibisyon egrisi.
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Sekil : 1 Kadmiyum siilfatin her konsantrasyon u;m bulunan orta.lama mlulnsyon degerleri
ile gizilen inhibisyen efrisi.

¢) Kadmiyum nitrat, 0.1 mM’da %,7.72, 0.3 mM’da 9,20.3, 0.6 mM’
da 9,30.24, 1.2 mM’da %,65.12, 2.0 mM’da %,79.78 ve 3.0 mM’da %,90.74
inhibisyona neden oldu (Sekil : 3). Burada da en biiyiik mhlblsyon artig,
(0.6 mM konsantrasyondan 1.2 mM konsantrasyona qunld.lgmda gorulmekte
ve 9%30.24 degerinden 9,65.12 degerine yiikselmektedir. '




166 AKER - BAZI AGIR METAL TUZLARININ ELASTOLIZ UZERINE ETKILERI

100
750
50
2
c -|f
g
v
o
=
e
1 1 L i I 1
L 2,0 30

Konsantrasyon {mM)

Sekil : 3 Kadmiyum nitratm her konsantrasyon igin bulunan ortalama inhibisyon degerieri
ile gizilen inhibisyon egrisi.

d) Kadmiyum asetatin 0 1, 03 0.6, 1.2, 2.0 ve 3.0 mM konsan-
trasyonlarda elastaz aktivitesi iizerine yaptig: inhibisyon ise, suasayla, 943.6,
%21 64, %41.16, %56.1, %75.4 ve 992,52 dir (Sekil : 4).
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Konsantragsyonlar arasindaki inhihisyon artiglarim inceledigimizde,
konsantrasyon yiikseltildikge, goriilen inhibisyon degerierinin, dengeli bir ge-
kilde arttigum, bir konsantrasyondan tekine ¢ikildifinda, inhibisyonda ¢ok
biiyiik artig olmadigim gordiik.

50

inhibisyon (*/)
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1 1 L 1 ] 1
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Sekil ;: 4 Kadmivum asetatin her konsantrasyon igin bulunan ortalama iuhibis-yon degerleri
ile gizilen inhibisyon efrisi.

2 — Denenen ikinci afir metal, crva, civa-Il-kloriir ve civa-Il-asetat
tuzlan geklinde kullanilds.

a) ..Cwva-II-kloriir, elastaz aktivitesi tizerine gu(;lu hu‘ inhibisyon
gosterdi. 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 ve 0.9 mM konsantrasyonlarda saptanan inhi-
bisyon degerleri, sirastyla, 9,10.84, 9,34.96, 9%,82.16, 9,90.3 ve 9,95.14
oldu (Sekil ; 5). : .
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Crva-Il-kioriir. ile saglanan inhibisyonda en biiyiik artis, goriildiigii gibi
0.3 mM konsantrasyondan. 0.6 mM kon.santrasyona glluldlgmda oldu ve
%34.96 dan %(82.16’ya yiikseldi. :
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Sekil : 5 Civa - II - kloriiriin her konsantrasyon i¢in bulnnan ertalama inhibisyon degerleri
ile ¢izilen inhibisyon egrisi.

b) 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 ve 1.0 mM konsantrasyonlarda denenen civa-
Ii-asetatin, civa-II-kloriire benzer bir etkisi oldugu goézlendi. Saptanan in-
hibisyon degerleri siramyla, 9,15.34, %,34.0, %65.52, 9%,84.12 ve 9,93.48
olup, 0.3 mM’daki' 9,34.0 inhibisyondan 0.5 mM’da 9,65.52 degermde ula-
§11ma31 dikkat gekici bulundu (Sekil : 6).

:idj

R

EDIRNE TIP FAKULTESI DERGISI CILT 1, SAYY 2 . 169
1001~
o 75_
—— ” B
#
c..
o
-
1
F
£ 5
1 1
0s . 10

Konsantrasyon (mM )

Sekil : 6 Civa-II- asetatin her konsantrasyon i¢in bulunan ortalama inhibisyon degerleri
ile gizilen inhibisyon egrisi.

3 — Gimiis nitratm 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mM konsentrasyon-
lan ile galigildi. Inhibisyonun, 0.1 mM konsantrasyonda 9,10.72 gibi bir
degere ulashyn gorilldii. 1.0 - 1.5 mM konsantrasyonlar arasinda bityiik bir
artigla inhibisyon, %,26.76 dan 9%,68.8 e yiikseldi. Bu konsantrasyonlar
arasimdaki degisiklik, ok anlaml bir yiikselmeyi vaurgulamaktadir.

Inhibisyon, 2.0 mM’da 9,84.02, 2.5 mM’'da 9%91.76 degerlenne ulag-

maktadir.

»>
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IRDELEME VE SONUCG

Elastoliz iizerine inhibitor etkileri incelenen ve degisik anyonlar igeren
ava, kadmiyum ve giimils tuzlan, farkl inhibisyonlara yol agmaktadirlar.

Kadmiyumun dort degigik tuzu ile goriilen inhil)isyonl.ar int:elendiginde,
enzim inhibisyonunun, en giiglii olarak kadmiyum siilfat ile saglandig sap-
tand:. 2.0 mM konsantrasyonda kadmiyum siilfat ile varilan noktaya (%95
inh.), kadmiyum asetat ve kadmiyum klorir ile 3.0 mM.ko_ns‘antras?ronda
yaklagildigi, kadmiyum nitratin ise 3.0 mM’da %,90.74 inhibisyon ile en
diisiik diizeyde kaldign goriildii. '

Civa-IT-kloriir ve civa-Il-asetatin yaptig: inhibisyonlar kiyaslandiginda,

yiiksek konsantrasyonlara gidildikge aralarinda anlamhhik derecesi artan
bir fark oldugu ve civa-II-kloriiriin daha giighi inhibisyon yaptif) saptand.
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Sekil : 7' Cegitli kadmiyum, civa ve giimiy tuzlannmn elastoliz {izerine inhibitsr etkile!-inin
kiyaslanmasi.
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Agir metallerin degisik tuzlan ile gorilen inhibisyonlarm anyonlarla
iliskisine aqikhk getirmesi yéniinden, aym anyonu kapsayan agir metal
tuzlatimn aym konsantrasyonda yaptiklar1 inhibisyonlar kiyaslandi. Bu
inceleme sonucu vardifinmmz kam, her iig afir metalin de, anyonlara bagh
olmaksizm, farkh inhibisyonlar yaptiklari seklindedir. Ancak, kadniyum
ve cvamn defisik. anyonlar kapsayan tuzlarmn, aym konsantrasyonlarda
farkh inhibisyon degerleri gistermeleri, ‘inhibisyonda anyonlarin' da etkili
oldugunu diigiindiirmektedir (Sekil : . '

SUMMARY

EFFECTS OF SOME HEAVY METAL SALTS ON ELASTOLYSIS

Bovine pancreatic elastase is known to produce elastolytic activity on aorta elastin. In
this study we have investigated the inhibitor effects of heavy metal jons including cadmium,
mercury and silver. Water soluble chloride, nitrate, asetate, sulfate salts of cadmium, chloride,
acetate salts of mercury and nitrate salt of silver were employed.

Cadmium, mercury and silver ions effectively inhibited elastolysis in the order of Hg >

Ag > Cd. The type of anion in the water soluble salts of these metals modified the degree
of inhibition.
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