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OZET

BAZI PESTISITLERIN KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERi UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
AYBIKE BALTACI
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, SUBAT - 2021

Bu c¢alismada insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I ve II)
saflastirildi ve bazi pestisitlerin bu izoenzimler {izerine inhibisyon etkileri arastirildi. Bu
izoenzimler Sepharose-4B-4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensulfonamit kimyasal yapisina
sahip afinite kolonu kullanilarak insan eritrositlerinden saflastirildi. izoenzimlerin safligi,
Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edildi. Bu
calisgmada kullanilan pestisitlerin hCA-1 ve hCA-II izoenzimlerini in vitro olarak farkli
diizeylerde inhibe ettigi belirlendi. Bu pestisitlerin i¢erisinde hCA—I enzimi icin en gucli
inhibitor Karbofuran (1Cs0:6,52 uM; Ki:3,58 M), en zayif inhibitor ise 1-Naftol (1Cs0:16,55
MM; Ki:14,4 pM) oldugu belirlendi. hCA-Il icin en gucli inhibitér Koumatetralilin
(1C50:5,06 puM; Ki:1,62 pM), en zayif inhibitér Dimetaklor (1Cso 14,6 pM; Ki:8,44 uM)
oldugu tespit edildi.

ANAHTAR KELIMELER: Pestisit, karbonik anhidraz enzimi, inhibisyon.
Bilim Kod / Kodlar1 : 20104 Sayfa Sayis1: 105



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME PESTICIDES ON CARBONIC
ANHYDRATE ISOENZYMES
MSC THESIS
AYBIKE BALTACI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. NAHIT GENCER) )
BALIKESIR, FEBRUARY - 2021

In this study, carbonic anhydrase isoenzymes (hCA | and Il) were purified from human
erythrocytes and the inhibition effects of some pesticides on these isoenzymes were
investigated. The isoenzymes were purified from human erythrocytes by using an affinity
column that has a chemical structure of Sepharose-4B-4- (6-Amino-hexyloxy) -
benzenesulfonamide. The purity of the isoenzymes was checked by Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDSPAGE). It was determined that the
pesticides used in this study inhibit hCA-1 and hCA-11 isoenzymes at different levels in vitro.
It was determined that the strongest inhibitor for the hCA-1 enzyme was Carbofuran (ICso:
6.52 uM; Ki: 3.58 uM) and the weakest one was 1-Naphtol (IC50: 16.55 uM; Ki: 14.4 uM)
among these pesticides.It was also found that the strongest inhibitor for the hCA-Il enzyme
was Coumatetralil (IC50: 5.06 uM; Ki: 1.62 puM) and the weakest one was Dimethachlor
(IC50 14.6 pM; Ki: 8.44 uM).

KEYWORDS: Pesticide, carbonic anhydrase enzyme, inhibition.
Science Code / Codes : 20104 Page Number : 105
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1. GIRIS

1.1 Pestisit

Diinya niifusundaki hizli artis sebebiyle gelecek yillarda diinyada sorun yaratacak olan,
sucul, aglik ve karasal problemleri ekosistemlerde birim alandan daha fazla ve verimli trin
alinmasiyla giderilmeye calisilmaktadir [1]. Bu amagla, tohum kaybmm yaninda firiin
kaybma neden olan tarmmsal hastaliklarin ve benzeri zararli organizmalarin etkilerinden
korumak amaci ile tarim alanlarinda gesitli kimyasallar uygulanmaktadir. Bu kimyasallar,

genel olarak pestisit olarak isimlendirilir [2,3].

Pestisitler; besin maddelerinin “iiretimi, tiiketimi ve depolanmalar1” sirasinda besinlerin ve
zarar veren mikroorganizmalar degerini bozan zararlilari yok etmek, uzaklagtirmak ayrica
bitki blytmesini kontrol etmek amaciyla kullanilan biyolojik ya da kimyasal tirtindiir diye

de tanimlanabilir [4,5].

Pestisitler; kullanim1 kolay ve maliyeti diisiik olmas1 sebebiyle fazla ve bilingsiz sekilde
kullanilmaktadir [6]. Hasilattaki tiriinleri; boceklerden, yabanci otlardan, hastaliklardan ve
diger olumsuz etkilerden koruyarak verim ve kaliteyi yiikseltmesi sebebiyle tarimda oldukca

onemli bir yere sahiptir [7].

Pestisitler © etkili madde’ veya ° aktif madde ‘ olarak adlandirilabilir. Pestisitin aktif kism1
etken madde olarak bilinir. Pestisitin i¢cinde bulunan etkili madde éldurici etki gosteren ana
maddedir [8,9]. Formiilasyon ise zirai ila¢ yapiminda kullanilan aktif maddelerin bir takim
yardimc1 maddeler ile karistirilmasi ve kullanilmasina denir. Formiilasyon uygulanmasinin
sebebi gevre ve canlilarin sagligi agisindan olabildigince daha giivenli, az zararlh ve maliyeti
daha diisiik olmasin1 saglamaktir [9]. Pestisitin ve formilasyonun tipine, uygulanma sekline
ve tarimsal alanin yapisina gore zararh etkilerin dozu ayarlanir. Ttim pestisitler sadece hedef
organizmalar1 degil ayn1 zamanda omurgali ve omurgasiz diger tiim organizmalarin da

yasam faaliyetlerini etkilemektedir [10].

Pestisitler dogada kimyasal, fiziksel ve biyolojik siireglerle parcalanip yavas bir sekilde yok
edilmektedir, ayn1 zamanda icerdikleri kimyasal yap1 6zelliklerinden dolay1 olduk¢a zor

parcalanirlar. Baz1 pestisitler ise parcalandiktan sonra ana bilesikleri ¢cok daha tehlikeli



kimyasallara doniismektedir. Ayrica yapay pestisitler ¢evrede oldukga yuksek dizeyde
kalic1 bir etkiye sahiptir [3,11].

Pestisitler dogada buharlasarak, baska alanlara suruklenerek veya sizilerek yer
degistirmektedir. Bu sebeple pestisitler hedef alanin disinda da etki gosterirler [12].

1.1.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler; kullanim alanlari, etki mekanizmalari, kullanildiklar1 zararli grubu, zararhinin
biyolojik 0mrii, formiilasyon sekli ve icerigindeki aktif madde gruplarina gore
smiflandirilabilirler [13].

Bu smiflandrma ¢esitlerinden en c¢ok tercih edileni zararli grubuna gore yapilan

smiflandirmadir. Bu smiflandirma da pestisitler sekiz alt gruba ayrilmaktadir [14,15].

Tablo 1.1: Pestisitlerin siniflandirilmasi.

PESTISIT TURU SINIFLANDIRILMASI
Intektisitler Bocek Oldurticiiler
Akarisitler Akar Oldurticiler
Herbisitler Ot Olduructiler
Fungusitler Mantar Oldiirtictiler

Rodentisitler Fare Oldurticiler
Mollusitler Yumusakca Oldiiriiciiler
Nematisitler Nematod Oldiriiciiler
Avisitler Kus Oldiiriiciiler

1.1.2 Pestisitlerin Genel Ozellikleri
Pestisitler canli hiicrelerde birikebilen ve uzun bir siire bozulmadan bitki, su veya toprakta
kalabilen kimyasaldir. Toksit 6zellige sahip bir maddenin pestisit olarak kullanilabilmesi

icin bazi kriterlere sahip olmas1 gerekir [16]. Bu 0zellikler asagidaki gibi siralanmaktadir:

e  Stabil olmah

e Kolay uygulanabilir

e  Hedef canliya kars1 zehirli olmal:
e Ucuz

e  Gulvenilir

e  Cevre ve canli Organizmaya zarar vermeyen



e Toksit olmayan maddelere basit bir sekilde doniistiiriilebilen
e  Biyolojik olarak aktif olmalilardir [10].

Pestisitlerde aranilan en 6nemli 6zellik zararli olan hayvan ve bitkilere karsi toksit ancak

zararli olmayan hayvan, bitki ve insanlara kars1 antitoksit olmasidir [17].

1.1.3 Pestisitlerin Kullanim Alanlari

Pestisitlerin baslica kullanim alanlar1 sunlardir:

e  Tarimsal liretim

e (ida saklanmasi

e  Bdcek kontroli

e  Ormancilik

e Insaat

e Evve bahcgeler

e  Hayvancilik

e Bahcecilik

e  Toplum hijyeni

e  Balik yetistiriciligi [18].

1.1.4 Pestisitlerin Canlilar Uzerinde Etkileri
Pestisitlerin gorevi istenmeyen organizmalar1 imha etmektir. Bircok pestisit sadece hedef
olan organizmalara degil diger canlilara kars1 da tehlike yaratmaktadir. Pestisitlerin zehirlilik

orani igerdigi etken maddeler ve bu maddelerin oranlarina gére degismektedir.

Canlilar pestisitleri organizmalarma ii¢ farkli yolla almaktadir [10,19]. :

1. Agiz yoluyla; tiketilen pestisitler agizda bulunan lipaz ve amilaz
enzimleriyle etkilesime girerek bazi metabolitlere doniislirler. Bu
metabolitler alinan pestisitin aktif maddesine oranla daha az veya daha fazla

zehirli lirtin olusturabilmektedir.



2.  Deri yoluyla; organizmaya alan pestisit deri tabakalarindan emilerek sinir
sistemine ulasir ve canlinin ¢ liimiine sebep olur.

3. Solunum yoluyla; organizmaya alinan pestisitler difiizyon ile damarlardan
kana gegerek organlara ulasir ve canlinin liimiine sebep olur. Ayrica bu yolla

pestisitler hizli bir sekilde organizmaya girmektedir.

Pestisitler yiiksek toksisiteye sahiptir. Belirli bir miktarda hedef hayvana uygulanan pestisit
canlinin 6liimiine sebep olur ancak en 6nemli sorun bu miktar insanlarin tolerans limiti
icerisinde olabilme ihtimalidir. Bu da insanin ciddi kronik hastaliklar yasamasina sebep
olmaktadir [12].

1.1.5 Pestisitlerin Insanlar Uzerinde Etkileri

Pestisitlerin insan sagligi tizerindeki etkileri sunlardir:

e (Canli 6limii

e Kanser

e Derinin {izerinde tahris ve yaralarin olusumu
e Bagisiklik ve sinir sisteminin bozulmasi

e Mutasyon

e Yaralarin iyilesmemesi ve hiicre yenilenmesini engellemektedir.

Yiiksek dozda pestisit bulunan gidalarin viicuda alinmasiyla akut ya da kronik zehirlenmeler

meydana gelmektedir. Akut zehirlenmeler organizma hizli bir sekilde ve siddetli etki
gosterdikleri icin canlinin direk 6liimiine sebep olmaktadir [17]. Kronik zehirlenmeler ise
organizma uzun bir siirede ve yavas etki etmektedir. Canlinin direk 6liimiine degil de ¢esitli
ciddi hastaliklara (kanser, deride tahris vb.) neden olmaktadir [17,20].

1.1.6 Pestisitlerin Zararlan
Pestisitler toksik kimyasal madde olmasi sebebiyle canlilar ve ekosisteme zarar vermektedir.

Pestisit kalintilarmim en sik rastlandig1 yer gida iiriinleridir[21].



Bilingsiz bir sekilde kullanilan pestisitler kullandigimiz gida maddeleri iizerinde kalarak

canli sagligina oldukga tehlike sunmaktadir[22].

Teknik kullanim talimatina uyulmadan kullanilan pestisitler birgok alanda kalinti
olusturmaktadir. Kalintilar gida maddelerinde, toprakta, suda ve havada gézlemlenebilir. Bu
pestisitler bilingsiz bir sekilde pargalanmasiyla kendilerinden daha zehirli maddeler
iiretmektedir. Bu zehirli bilesikler canli organizmada baz1 hastaliklara sebep olmaktadir. Bu

hastaliklara 6rnek olarak: kanser, sinir sistemi bozuklugu verilebilir [23,24].

1.2 Kullanmilan Pestisitler

1.2.1 Propoksur

Propoksur karbamatli insektisit olup tarim ilaci olarak kullanilan bir pestisittir. (Sekil 1.2.1).
1959 yilinda piyasaya sunulan Propoksur Diinya Saglik Teskilat1 (WHO) tarafindan kabul
edilmis olup insan sagligina uygun olarak kullanilan insektisittir. Propoksur’un toz, aerosol

ve tanecik seklinde farkli formiilasyonlara sahip fiziksel 6zellikleri mevcuttur [25].

Tablo 1.2: Propoksur‘un kimyasal 6zellikleri.

KiMYASAL FORMULU |C11Hi5NO3

IUPAC ADI 2-izoproksi fenil N-metil Karbamat
MOLEKUL AGILIGI 209,25 g/mol

YOGUNLUK 1,082 g/cm?

Propoksur tarim alanlarinda bit, pire, akarlar, karincalar1 6nlemek ve sitma hastaligina karsi

sivrisinek olusumunu engellemek igin kullanilir [25].
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Sekil 1.1: Propoksur’un kimyasal yapis.
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1.2.2 Alaklor

Alaklor bir¢ok tarim alaninda ¢im ve mahsullerdeki yillik genis yaprakli yabani otlarin
kontroliinde kullanilan kloroaseranilit grubundan olan herbisit tirevli bir pestisittir (Sekil
1.2.2). Alaklor bitkilerin kok uzamasini engeller ve bitkinin protein iiretme kabiliyetini
azaltarak blyumesine engellemektedir. Alaklor kokusuz ve beyaz bir kat1 madde olmasi gibi

fiziksel 6zelliklere sahiptir [26].

Tablo 1.3: Alaklor’un kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU | C14H20CINO:

IUPAC ADI 2-kloro-2,6-dietil-N-metoksimetilasetanilid
MOLEKUL AGILIGI 269.77 g/mol

YOGUNLUK 1,133 g/cm?

Alaklor tumadr hucrelerini aktive ederek kanser olusumuna sebep olmaktadir. Bu nedenle
Alaklor USEPA ( United States Environmental Protection Agency ) tarafindan B2 grubu

kanserojen madde olarak tanimlanmustir [10,27] .
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Sekil 1.2: Alaklor’un kimyasal yapisi.

1.2.3 1-Naftol
Karbaril karbamat grubuna ait bir bocek ilaci olarak kullanilan bir pestisittir. Karbaril’in sulu
ortamda bozunmasiyla 1- naftol olusur. Bozunma sonucu olusan 1— Naftol oldukca toksik

flioresan beyaz kati organik bilesiktir [28].

Tablo 1.4: 1- Naftol’iin kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU | CioHsO
IUPAC ADI Naftalen-1-ol
MOLEKUL AGILIGI 144,17 g/mol
YOGUNLUK 1,1 g/cm3




1-Naftol Sitokrom P450 ile ksenobiyotiklerin metabolizmasinda bir ara madde olan karbar

ve naftalinin metabolitidir [29].

OH

Sekil 1.3: 1-Naftol’iin kimyasal yapisi.

1.2.4 Klorpirifos

Klorpirifos organik fosforlu insektisit; bocek ve tarim ilaci olarak kullanilan bir pestisittir.
Klorpirifos beyaz kristal seklinde ve kiikiirt kokulu fiziksel forma sahiptir [30]. Apolar bir
molekildir ve sudaki ¢oziiniirliigii oldukga disiiktiir [31]. Klorpirifos’un aktif bdlgesinde
fosfor atomu bulunmaktadir. Bu Fosfor atomu kullanilan pestisitin kimyasal yapisinin,
ozelligine bagl olarak dogadaki kaliciligin1 belirlemektedir. Ayn1 zamanda Fosfor atomu
pestisitin par¢alanmasi sirasinda kullanilan hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlarini

etkilemektedir [32].

Tablo 1.5: Klorpirifos’un kimyasal 6zellikleri.

KiIMYASAL FORMULU | CoH1:CIsNOsPS

IUPAC ADI 0, o-dietil 0-3,5,6-trikloro-2-piridmonotio fosfat
MOLEKUL AGILIGI 350,62 g/mol

YOGUNLUK 1,4 g/cmd

Klorpirifos Asetilkolin esteraz enzimini inhibe etmektedir. Bdylece bdceklerin sinir
sistemlerini aktive ederek canlinin §liimiine sebep olmaktadir. Klorpirifos solunum ve deri
yoluyla viicuda alinarak orta derece zehirleyici olarak belirlenmistir[33]. Ayrica klorpirifos

cocuklarda gelisme geriligi, davranis bozukluguna sebep olmaktadir [34,35] .
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Sekil 1.4: Klorpirifos’un kimyasal yapisi.



1.2.5 Simazin

Simazin tarim alanlarinda kullanilan herbisit tlirevine ait bir pestisittir. Simazin tarim
alanlarinda genis yaprakli yabanci otlar1 ve yillik otlar1 fotosentetik elektron tasima islemi
ile inhibe ederek onlarm kontrol altinda tutulmasini saglar [36]. Ayni zamanda su
sistemlerinde yosun olusumunu engellemek i¢in kullanilan bir tarim ilacidir. Simazin sivi

formda bulunan bir fiziksel yapidadir [37].

Tablo 1.6: Simazin’in kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU |C7H12CINs

IUPAC ADI 6-kloro-N, N-dietil1,3,5-triazin-2,4-diamin
MOLEKUL AGILIGI 201.66 g/mol

YOGUNLUK 1,3 g/cm3

Sekil 1.5°de goriildiigii gibi Simazin pestisitinin yapisindaki Karbon/Azot halkasi pestisitin
kararlihigmi ve aromatikligini saglar. Bu 6zelligi ile pestisit zor parcalanmaktadir, bu sebeple

dogada kalicilik siiresi artmaktadir [37].
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Sekil 1.5: Simazin’in kimyasal yapisi.

1.2.6 Diklofluanid

Diklofluanid tarim ilact olarak kullanilan fungisit grubuna ait bir pestisittir [38].

Tablo 1.7: Diklofluanid’in kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU | CgH11Ci2FN20,S;

IUPAC ADI N-dikloroflorometiltio-N ', N'-dimetil-N-fenilsiilfamid
MOLEKUL AGILIGI 333.2 g/mol

YOGUNLUK 1,55 g/cmd




Diklofluanid tarim alanlarinda bitki ve meyveleri hastaliklardan (kif, ¢lriik, mantar vb.)
korumak i¢in kullanilan bir pestisittir. Bunlara ilaveten meyve depolanmasinda meyvenin

uzun siire kalict olmasi, bozunmamasi i¢in kullanilmaktadir [37].
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Sekil 1.6: Diklofluanid’in kimyasal yapisi.

1.2.7 Klorpirifos - Metil

Klorpirifos — Metil; bocek ve tarmm ilaci olarak kullanilan organofosfat grubunda yer alan
bir insektisittir. Sebze ve meyvelerin depolanmasinda olusabilecek zararli etkilerin
onlenmesini saglamaktadir. Ayrica bitkilerde olusabilecek hastaliklara karsi bitkileri
korumaktadir. Tarim ilac1 olarak ise ev bdceklerine ve sivrisineklere kars1 kullanilmaktadir
[39].

Tablo 1.8: Klorpirifos — Metil’in kimyasal 0zellikleri.

KIMYASAL FORMULU |C;H;CI;NO3PS

IUPAC ADI O,0-dimetil O-3,5,6-trikloro-2-piridil fosforotiyoat
MOLEKUL AGILIGI 322,5 g/mol

YOGUNLUK 1,67 g/cm?

Klorpirifos — Metil; WHO (World Health Organization) ‘ne gére (IV) az zehirli ilag grubuna
girmektedir. Yine de az miktarda bile viicuda alimmasiyla canlilar Uzerinde norolojik

sorunlara yol agmaktadir. Yani beyin, omurilik gelisimlerini olumsuz etkilemektedir [40].
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Sekil 1.7: Klorpirifos — Metil’in kimyasal yapisi.



1.2.8 Azinfos — Etil

Azinfos— Etil; tarim ve bdcek ilaci olarak kullanilan organofosfor grubuna ait insektisit ve
akarisit olarak kullanilan bir pestisittir. Azinfos—etil renksiz kristal sekline sahip fiziksel bir
formdadir [41]. Canli metabolizmasinda sistemik olarak etkili olmayip viicutta

birikmemektedir [42].

Tablo 1.9: Azinfos — Etil kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU | Cy;H16N3O3PS;
S-(3.4-Dihidro-4-Oksobenzo(D)- (1,2,3)- Triazin- 3-il
IUPAC ADI Metil) O,0-Dietil Fosforotiyoat
MOLEKUL AGILIGI |3454 g/mol
YOGUNLUK 1,284 glcm?

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan tehlike smifi IB olarak tanimlanan canllar igin
oldukga zehirli ve tehlikeli oldugu ispatlanmistir [43].
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Sekil 1.8: Azinfos — Etil’in kimyasal yapisi.

1.2.9 Dimeta Klor

Dimetaklor bocek ve tarim ilaci olarak kullanilan herbisit grubunda olan bir pestisittir. Yillik
ve yabani otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. Dimetaklor renksiz, kokusuz ve kristal

fiziksel forma sahiptir [44].

Tablo 1.10: Dimetaklor’un kimyasal 6zellikleri.

KiMYASAL FORMULU | Cli3H1sCINO »

[UPAC ADI (RS )—2_—k|0ro— N- (2,6-dimetilfenil) -N- (2-metoksietil)
asetamid

MOLEKUL AGILIGI 255.74 g/mol

YOGUNLUK 1,23 glcm3
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Tarim alaninda ise canlinin hiicre bolinmesini engellemektedir. Dimetaklor pestisit

olmasinin yani sira ksenobiyotik, ¢evre kirletici olarakta kullanilmaktadir [45].
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Sekil 1.9: Dimetaklor’un kimyasal yapisi.

1.2.10 Tebukonazol

Tebukonazol tarim ilaci olarak kullanilan genis etki alanina sahip fungusit grubuna ait bir
pestisittir. Tebukonazol’iin aktif maddesinde preparat triazole bulunmaktadir. Bu madde
hayvan hiicrelerinde hiicre zarinda bulunan ve kolestroliin hayvan hiicrelerinde gorev yaptigi
fonksiyonlar1 inhibe etmektedir. Tebukonazol’iin fiziksel 6zellikleri renksiz veya beyaz

renkte, kristal yapida ve kendine has bir koku olmasidir [46].

Tablo 1.11: Tebukonazol’un kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU | CysH,,CIN3O

UPAC ADI 1- (4-_k|orofen|I) -4,4-dimetil-3- (1,2,4-triazol-1-
ilmetil)pentan-3-ol

MOLEKUL AGILIGI 307,82 g/mol

YOGUNLUK 1,25 g/lcm?

Tebukonazol tarim alanlarinda bitkileri hastaliklardan korumaktir. Ayrica hastalik kapmis

bitkilerde hastaliginin yayilmasimi 6nlemektedir[47].

N
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Sekil 1.10: Tebukonazol’un kimyasal yapisi.
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1.2.11 Amitraz

Amitraz bocek ve tarim ilaci olarak kullanilan sistemik olmayan akarasit ve insektisittir

grubuna ait bir pestisittir. Organik fosforlu ve karbamat grubuna ait pestisitlere karsi

dayanikli tiirlere etkili olup onlarin bozunmasini saglamaktadir [48].

Tablo 1.12: Amitraz’in kimyasal 6zellikleri.

KiMYASAL FORMULU | Cj9H23N3
N'-(2,4-dimetilfenil)-N-[(2,4-dimetilfenil)iminometil]-

IUPAC ADI N-metilmetanimidamid

MOLEKUL AGILIGI 293,41 g/mol

YOGUNLUK 0,98 g/lcm3

Amitraz tarim ilac1 olarak cesitli bitkilerin gelisimlerini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir.

Bocek ilaci olarak ise canlinin sinir sistemi aktivitesini azaltarak liimiine sebep olmaktadir.

Genellikle sokucu ve emici boceklere karst kullanilmaktadir[48][49].

<
<

Sekil 1.11: Amitraz’in kimyasal yapisi.

1.2.12 Dazomet

Dazomet; tarim ve bocek ilaci olarak kullanilan fumigant grubuna ait bir pestisittir. Dazomet

bitki biiyiimesini engelleyen zararli yapilari, yabanci ot olusmasini engellemek igin

kullanilan bir pestisittir. Ayrica toprak yapisina zarar veren canlilari (kif, mantar, bakteri )

onlemek i¢in kullanilmaktadir [50,51].

Tablo 1.13: Dazomet’in kimyasal dzellikleri.

KiMYASAL FORMULU | CsH1oN,S,

IUPAC ADI

3,5-dimetil-1,3,5-tiyadiazinan-2-tion

MOLEKUL AGILIGI 162.27 g/mol

YOGUNLUK

1,29 g/cm?3

12



Dazomet’in parcalanmasiyla Metil izotiyosiyanat olusmaktadir. Bu kimyasal bitkilerin
bliylimesini engelleyen canlilara zarar vererek zehirli bir gaz agifa ¢ikarmaktadir.
Dazometin ¢esitli yollarda su kaynaklarina ulagsmasiyla su canlilar1 i¢in oldukca zehirli etki
olugturmaktadir. Dazomet gozleri tahris edici etkiye sahiptir ayni zamanda canliy1 akut

olarak zehirlemektedir[52].

H5C. _CH
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Sekil 1.12: Dazomet’in kimyasal yapisi.

1.2.13 Koumatetralil
Koumatetralil; kemirgen élduruci bir bocek ilaci olan bir pestisittir [53].

Tablo 1.14: Koumatetralil’in kimyasal dzellikleri.

KiMYASAL FORMULU |Ci9H1603

IUPAC ADI 4-hidroksi-3-kromen-2-on
MOLEKUL AGILIGI 292,33 g/mol
YOGUNLUK 1,19 g/cm3

K vitamini antikogiilan1 olarak kullanilmaktadir. Bu o6zelligiyle kanin pihtilasmasini
Onleyerek canlnin Oliimiine sebep olmaktadir. Kumarmetrolin ayni zamanda canlilarin
sekonder zehirlenmesine sebep olmaktadir; yani karaciger de pestisit birikerek canlinin

yasamini olumsuz etkilemektedir [54].

Sekil 1.13: Koumatetralil’in kimyasal 6zellikleri.
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1.2.14 Karbofuran

Karbofuran; karbamat grubuna ait bocek ilaci olarak kullanilan bir pestisittir. Karbofuran
kimyasal 6zellikleri a¢isindan sistematik etkili intektisit, akarisit ve nematositler arasinda
yer alan en toksik karbamatli birlesiktir. Karbofuran beyaz renkte kristal bir formu ve

kendine has kokusu olan fiziksel 6zelliklere sahiptir.

Karbofuran 1s1ya maruz kaldiginda toksik azot oksiti meydana getirmektedir. Bu da canli da

akut toksisiteye neden olmaktadir [55,56] .

Tablo 1.15: Karbofuran’in kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU |Cy2H1sNO3

IUPAC ADI 2,2-Dimetil-2,3-dihidro-1-enzofuran-7-il metilkarbamat
MOLEKUL AGILIGI 221.105 g/mol

YOGUNLUK 1,18 g/cm3

Karbofuran tarim alanlarinda istenmeyen bocekleri dnlemek icin kullanilmaktadir. Ayrica

karbofuran Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek canlinin sinir sistemini etkilemektedir

[57][58].

Sekil 1.14: Karbofuran’in kimyasal yapisi.

1.2.15 Karbaril

Karbaril; karbamat grubuna ait oldukga zehirli bir bocek ilaci olan bir pestisittir. Karbaril
cesitli sartlarda (yuksek sicaklik, diisiik pH) kolayca bozularak 1-Naftol’e doniismektedir.
Olusan ana iiriin karbarilden daha zehirli bir birlesiktir. Karbaril beyaz renkte kristal kat1
forma sahip fiziksel 6zellikleri mevcuttur. Karbaril tarim alanlarinda istenmeyen boceklerin

kontroliinde kullanilmaktadir [55].
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Tablo 1.16: Karbaril’in kimyasal 6zellikleri.

KIMYASAL FORMULU |Cy,H1:NO;

IUPAC ADI 1-Naftil Metil Karbamat
MOLEKUL AGILIGI 201,22 g/mol
YOGUNLUK 1,2 g/cm3

Karbaril Asetilkolin enzimini inhibe etmektedir. Bunun sonucunda canlinin sinir sistemi
zarar gormektedir. Karbaril canli viicuduna alinirsa kaslarda olumsuz etkiler (titreme,

cirpinma) Ve felce sebep olup canlinin 6liimiine neden olmaktadir [10,59].

Sekil 1.15: Karbaril’in kimyasal yapisi.

1.3 Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik Anhidraz (CA, Karbonat Hidroliyaz, E.C.4.2.1.1), canlilarda bircok dokuda
bulunmaktadir. CA’nin en 6nemli gérevi; canli hiicrelerin yagsaminin devam etmesi i¢in canli
hiicrede olusan CO> ‘in farkli hiicrelere tasinmasi veya disar1 atilmasini saglamaktir. Enzim
30 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu belirlenmistir [60,61,62].

CA CA
H,CO; = HCO; + HY

CO, + H,O

Denklemde meydana gelen H>COs; Karbonik Anhidraz enziminin denge reaksiyonu ile hizli
bir sekilde HCO3 ve H* iyonlarina ayrigmaktadir. Karbonik Anhidraz enziminin bir diger
gorevi de CO. ve HCO3 arasindaki dengeyi katalizlemektir. Ayn1 zamanda olusan H2CO3

kan ve hiicreler arasinda tampon olusturmaktir [63,64].

Karbonik Anhidraz enzimi metalloenzim olup enzimin aktif bélgesinde Cinko (Zn*?) iyonu

bulunmaktadir [65]. Enzimlerin icerdikleri metal iyonlar1 kimyasal aktiviteyi arttiran
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Ozelliklere sahiptirler. Bu o6zellikler pozitif yiiklerin olusmasi ve kinetik olarak baglarin

stabil kalabilmesini saglamaktir [66].

Karbonik Anhidraz enzimi; once omurgalilar ve memelilerde daha sonra da bitkilerde,
alglerde ve bazi bakterilerde bulunmustur [67]. Karbonik Anhidraz enzimi ilk olarak sigir
eritrositlerinden saflastirilmistir.  Karbonik Anhidraz enzimi, bitkilerde genellikle
kloroplastlarda ve az miktarda sitozolde bulunmaktadir. Bu durumda Karbonik Anhidraz
enzimi bitkilerde fotosentez esnasinda elektron transportunu saglayarak bikarbonat
iyonunun olusmasmda goérev alir [68]. Canlilarda HCO73 ‘in dehidratasyonu ve CO2’in

hidratasyonunu katalizleyen enzimdir [69]

CA enziminin asil gérevi CO2 ‘in transportunu saglamak oldugu i¢in bircok dokularda

(bobrek, gbz lensi, eritrositler, beyin) H* ve HCO; birikimini saglamaktadir [60,70].

1.3.1 Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Insanlardaki farkli gen yapisi ile karbonik anhidraz enziminin izoenzimleri belirlenmistir ve
bu izeoenzimlerin fonksiyonlar: ile enzim karakterize edilmektedir ancak bulundugu doku
ve organlara gore farklilik géstermektedir. Bu dokulara 6rnek olarak; akciger, bobrek, g6z

lensi, kaslar, pankreas verilebilir [71,72].

Canlilarda Karbonik Anhidraz enzimininl6 izoenzimi mevcuttur. Bunlardan bes tanesi
sitoplazmik (CA-I, I1, 11, VII ve XII1), iki tanesi mitokondriyal (CA-VA, VB), bir tanesi
salgisal (CA-VI), dort tanesi membrana bagh (CA-IV, IX, XIl ve XIV), U¢ tanesi
nonkatalitiktir (CA-VIII, X, XI) [73,74] .

hCA-—I insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir. Bu izeoenzim solunum olayinda

goOrev almaktadir [75].
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hCA-I1 izoenzimi kemik, beyin ve bébrek dokular igin oldukga 6nemli bir enzimdir. hCA-
| izoenzimine oranla insanda daha az miktarda bulunmaktadir. hCA-Il izoenzimi bobrek
korteksinde Na* ve suyun geri emilimini saglamaktadir; bu sebeple eksikliginde bobrek tasi,
kemik ve beyinde kireglenme meydana gelmektedir [76]. hCA-II enzimi ¢ogu hiicrelerde

bulunurken hCA-I eritrositlere kars1 spesifiktir.

hCA-III izoenzimi iskelet kaslarinda bulunan diistik aktiveteli bir izoenzimdir. Laktik asit —
laktat dengesinde 6nemli bir goreve sahiptir. Kirmizi kas dokusunda zayif baglandigi i¢in

doku kapilerinde CO> ‘in diflizyonunu saglamaktadir [53].

hCA-IV akciger kapilerinde plazma yiizeylerinde bulunmaktadir. hCA-IV ve hCA-II goz
lensi, kornea da bol miktarda bulunmaktadir. hCA-IV ve hCA-VI izoenzimleri sinyal

izoenzimleridir ve sinyallerin hedef doku veya organlara ulagmasini saglamaktadir [77].

hCA-V izoenzimi baz1 dokularda mitokondri matriksinde ve karacigerde bulunmaktadir.
hCA-V izoenzimi bikarbonat iyonunun olugsmasimni saglar ayrica tire devri, glukoneogenez

de gorev almaktadir [78].

hCA-VI ve hCA-VII tikirik bezinde salgilanan izoenzimdir. Insan tiikiir(igiiniin pH
dengesini ayarlamakta gorev almaktadir [79].hCA-VII izoenzimi tlkirikte bulunan

bikarbonatin salgilanmasinda gorev almaktadir [79].

hCA-VIII izoenzimi sigan beyninde elde edilip cDNA kesfedilmesinde kullanilmigtir [80].

hCA-1X ve hCA-XII izoenzimlerinin timor hicrelerini aktive ederek kanser olusumunu

sagladigi bulunmustur [73].
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Sekil 1.16 : CA izoenzimlerinin katalitik olarak aktif hiicredeki yerlesimleri.

Tablo 1.17: Karbonik anhidraz izoenzimleri [81].

IZOENZIM | KATALIK AKTIVITE BULUNDUGU
BOLGE
CAI Diisiik Sitozol
CAll Yiksek Sitozol
CA Il Cok Diisiik Sitozol
CAIV Yuksek Membrana bagl
CAV Orta-ylksek Mitokondri
CA VI Orta Tukdrukte gizli
CA VII Ylksek Sitozol
CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik
CA IX Yiksek Membrana bagl
CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
CA-RP XI Akatalitik Membrana baglh
CA XII Diisiik Membrana baglh
CA XIlI Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor
CA XIV Diisiik Membrana bagh

1.3.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar
Karbonik anhidraz CO, molekiliinin hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, renin siyamide

veya siyanatin karbamik aside reaksiyonlarini da katalizlemektedir.

Ayni1 zamanda CA enzimi Karboksilik, stlfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizlerini
katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi disinda, Tablo 1.18’de
gosterildigi gibi elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren, aldehit, pirlivat ve alKil
pirlivatlarm  hidratasyonu, pirtvik silfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarini da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan

bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi heniiz bilinmemektedir [82,83].
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Tablo 1.19: Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri.

(1) 0=C=0+ H,0 «—= HCO;+H-

2 O=C=NH + H,0 «—H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,O «—2 H,NCONH,

4) RCHO + H,0 «—2 RCH(OH),

5) RCOOAr + H,0 &— RCOOH + ArOH

(6) RSO.Ar + HLO «—=2RSO.H + ArOH

@) ArOPO;2+ H20 &— HPO,2+ ArOH

(8) ArF + H,O &—>HF + ArOH (Ar= 2,4 dinitrofenil)
9) PhCH,OCOC | + H,O «<—2PhCH,0OH + CO, + HCI
(10) RSO.Cl + H,O «<—2 RSO;:H + HCI (R=Meg;Ph)

1.3.3 Karbonik Anhidraz Siiflandirilmasi
Karbonik anhidraz enzimi; aminoasitlerin farkli dizilisi, katlanmalari, ayrica farkl
yapitaslarindan olusmasiyla farkli gruplarda siniflandirilmaktadir. Genel olarak “ a- , B-, y-

, 0- ve &- “ 0lmak Uzere bes gen ailesi ile siniflandirilmaktadir [84,85].

a- Smifi CA enzimi biitiin omurgali dokularda, bakteriler, algler ve bitkilerin yapisinda
bulunan bir¢ok izoformu olan monomer yapida bulunan enzimdir. Hicre igerisinde farkli
dokularda bulunan ve 16 farkli CA izoenzimi ve CA proteini (CARP) bulunmaktadir
[86,87].

B-Smifi CA genellikle bakterilerde, alglerde, fungiler de bulunan dimer, tetramer, hekzamer
ve oktomer yapida bulunan bir enzimdir. B-CA’lar genellikle 25-30 kDa molekl

agirligindan olusmus oligomerlerdir [88].

y-Siifi CA prokaryot hicrelerde bulunup okaryot hicrelerde bulunmayan bir trimerik

molekiil yapisinda olan bir enzimdir [89].
0-Smifi CA; 27 kDa molekiil agirligina sahip monomerik yapida bulunan bir enzimdir. X —

isin1 arastirmalar1 ile enzim hakkinda yapilan caligmalara ragmen detayli bir bilgi

literaturlerde bulunmamaktadir [90].
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¢-Smift CA,; aktif bolgesinde Cd(ll) veya Zn(II) iyonlar1 bulunan ¢oklu metal baglayici
enzim olarak saflastirilmaktadir. Yaklasik 69 kDa molekiil agirligina sahip tetrahedral

geometri yapisinda bulunan bir enzimdir [90,91].

n-Sinifi CA; aminoasit rezidiisii sayis1 bakimindan fazlalik gosteren a-, y- ve 8- smifi gibi

uc histidin rezidiisti bulunan bir enzimdir [92].

1.3.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi
CA enziminin metabolizmada olduk¢a 6nemli olmasi, ¢ozelti ortaminda kararli ve uygun
sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli 6zelliklere
sahip oldugu igin CA enziminin katalitik mekanizmasi aydinlatilmaya ¢aligilmistir.
Bu ¢aligmalar sonucunda, CA enziminin yapisal olarak iki dnemli 6zellige sahip oldugu
belirlenmistir [93]:

e Aktif bolgede Zn*? iyonu ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir.

e Aktif bolge yakmindaki amino asitler proton gradienti ve proton verici olusturacak

sekilde koordine olmuslardir.
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Sekil 1.17: Karbonik anhidraz enziminin CO2-hidratasyon reaksiyonunun kataliz
mekanizmasi.
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Enzimin aktif formu Zn*? iyonuna OH™ iyonunun baglanmasiyla meydana gelmektedir.
Enzimin aktif formu gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO2 molekullne atakta bulunur ve bunun
sonucunda Zn*? iyonuna baglanmis HCO7 iyonu olusur. Olusan HCO3 iyonu bir H2O
molekiilli ile yer degistirir ve Zn*? iyonuna su molekiilii baglanir. Bu da enzimin asit formuna
donlsmesini saglar [94]. Enzimin tekrar bazik forma geg¢mesi igin ortamdaki tampon

bolgeler aktif bolgelerdeki protonlar: yakalar ve proton transferi gergeklesir [95].

Aktif bolgede Zn*? metal iyonu ile koordine bir sekilde bulunan su molekiilii, Thr199’un
hidroksil kismiyla hidrojen bagi olusturmaktadir. Ayn1 zamanda Glul06’nin karboksilat
kismi Thr99 ile bagl bulunmaktadir. Su molekiiliiniin Zn*? iyonu ile etkilesimi sonucu su

molekiiliiniin niikleofil karakteri artmaktadir [96].

1.3.5 Karbonik Anhidraz inhibitorleri
ki smifta Karbonik Anhidraz inhibitorleri incelenir ;
= Metallerle kompleks yapan inorganik anyonlar

= S{lfonamidler

Karbonik anhidraz enziminin en gucli organik inhibitorleri; heteroaromatik stilfonamidler
ve aromatiklerdir. Sulfonamidler kimyasal yapisi R-SO,NH, seklindedir. Burada R,

genellikle heteroaromatik veya aromatik halka sistemleridir.
R-SO;NH; #&—= R-SO,NH + H*

Sulfonamidlerin CA enzimi Uzerine inhibisyon etkisi son derece 6nemlidir ¢lnki
Sulfonamidler kolaylikla iyonik yapi kazanabilmektedirler. Silfonamidler icerdikleri bu
hidrofilik bélgeye ek olarak, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bolgelere de sahiptirler.
Silfonamidler enzimle etkilesmesi, Oncelikle R-SO,NH- bilesigindeki N atomunun CA
enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn+- iyonuna iyonik baglanmasiyla olur. Daha sonra

hidrofobik etkilesimlerle inhibitdriin enzime baglanmasiyla tamamlanir [97,98].

Inorganik anyonlarda yalnizca hidrofilik baglanma s6z konusu oldugundan CA enzimi

uzerine Sulfonamidler kadar giiclu inhibitér gérevine sahip degillerdir.

Hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde CA inhibitorlerinin ehemmiyeti, glukom hastaligi
tedavisi icin CA enzimi lizerine yapilan inhibisyon ¢aligmalarinin neticesinde ortaya
cikarilmistir. Bahsedilen konu c¢alismalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarmin

aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati
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fonksiyonlar1 anlasilmis ve bunun sonucunda CA enziminin inhibitdrleri ve aktivitelerinin

sentezlenmesine hiz verilmistir [99].

S0z konusu ¢alismalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler

basta glukoma tedavisinde ilag, epilepsi, agr1 kesici, antitiimor, ve norolojik rahatsizliklarda

ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans belirlenmesinde (MRI)

diagnostik teshis materyali, antiiilser, diliretik ilaglarm gelismesinde yol gdsterici ve

antibiyotik olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA enziminin inhibisyon

mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok bliyiikk ehemmiyet

kazanmustir [99].

1.3.6 Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlar

1.
2.

© © N o g~ w

Bobreklerde bikarbonat geri emilimini saglayarak mide asitligini azaltmaktadir.
Karbonik anhidraz enzimi gozde bulunan humor akoz Gretimi igin bikarbonat
salimini saglayarak goérme olayinda rol oynamaktadir.

Tukirak, gastrit asit, safra, pankreas 6zsuyu Uretiminde rol oynamaktadir.

Bircok organ ve dokuda elektrolit salgilanmasinda gorev almaktadir.

Tat ve koku alma konusunda gorev almaktadir.

Kas fonksiyonlarini diizenlemekte gorev almaktadir.

Hiicresel strese adaptasyonu saglamaktadir.

Biiyliime bozukluklar1 ve Sinyal iletiminde gorev almaktadir.

Yag asiti biyosentezinde gorev almaktadir.

10. Timor hiicrelerini aktive ederek kanser olusumunu tetiklemektedir[100].

11. Kemiklerin kireclenmesini ve bobrek tasina sebep olmaktadir[101].

12. Otistik bozukluga yol agmaktadir.

Bu caligmanin amac1 yukarida bahsedilen pestisitlerin; cok dnemli fizyolojik fonksiyonlara

sahip olan karbonik anhidraz enzimi ilizerine inhibisyon etkilerini arastirmaktur.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal
2.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Arastirmada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma veya Merck

firmasindan temin edilmistir.

Akrilamid/Bis Hidroklorik Asit Propuksur

Amonyum Persilfat Metanol Alaklor

Asetik Asit Metil Alkol 1- Naftol

Aseton SDS Klorpirifos

Bromfenol Mavisi Sodyum Asetat Simazin

CO2 Gazi Sodyum Bikarbonat Diklofluanid

Coomassie-Brilliant Blue R-250 | Sodyum Hidroksit Klorpirifos - Metil

Di Sodyum Fosfat Sodyum Karbonat Azinfos - Etil

D! Sodyum Hidrojen Fosfat D Sodyum Karbonat Dimetaklor

Hidrat

Distile Su Sodyum Perklorat Tebukonazol

DMSO Sodyum Stilfat Amitraz

Ester Stan.d aft Serum Dazomet
Albimin

Fenol Red Sulfurik Asit Koumatetralil

Fosforik Asit TEMED Karbofuran

Glasiyal Asetik Asit Tris — Baz Karbaril

Gliserol Tris — Sulfat B -Merkapto Etanol

1.1.2 Kullanilan Alet Ve Cihazlar

Kullanilan Cihaz

Model

Calkalayici Clifon

Elektroforez sistemi Hoefer, HSI

Hassas terazi Libror, AEG 220

Kromotografi Kolonu Sigma (1cmcap )

Kronometre Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr
Manyetik Karistirict ARE magnetic

Otomatik Mikropipetler Eppendorf Reserch Plus

pH metre Orion model 920A

Sogutmali Santrifiij Sigma 3-18K

UV-Spektrofotometre Biotek Power Wax XS

\Vorteks

Fisons Whirli Mixer
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2.1.2 Kullamlan Kimyasal Cézeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.2.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

1 M NaOH, 100 mL Cozeltisi: 4 g NaOH tartilip beher igerisinde saf su ile ¢oziiliir.
Daha sonra ¢ozelti 100 mL ‘lik bir balon jojeye aktarilarak saf su ile 100 mL

tamamlanir.

4 M NaOH 100 mL Cozeltisi: 16 g NaOH tartilip beher igerisinde saf su ile ¢oziiliir.
Daha sonra ¢ozelti 100 mL'lik bir balon jojeye aktarilarak saf su ilel00 mL

tamamlanir.

1M HCI 100 mL Cozeltisi: 100 mL'lik balon jojenin icerisine az bir miktarda saf su
konulur daha sonra tizerine % 37 ‘lik HCI’ten 8,3 mL HCI eklenir. 100 mL'lik balon

joje saf su ile tamamlanarak karistirilir.

0,1 M NaHCO3 pH:10 1L Tamponu: 8,401 g NaHCOs tartilip beher icerisinde 900
mL saf su ile ¢oziiliir. pH, 1M NaOH ile pH 10’a ayarlanir. Daha sonra ¢0zelti 1L
‘lik balon jojeye aktarilarak saf su ile 1L’ye tamamlanir.

0,05 M Tris — SO4 pH:7,5 250 mL tamponu: 1,5143 g Tris — SO4 tartilip beher
icerisinde 200 mL saf su ile ¢ozilur. H.SOy4 ile pH 7,5 ‘a ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti

250 mL'lik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 250 ml’ye tamamlanir.

2.1.2.2 Enzim Saflastirilmasinda Kullanilan Cozeltiler

Afinite jelini dengeleme tamponu 1L pH: 8,7: 3,124 g ( 25 mmol ) Tris — Base ve
14.20 g (0,1mol) NazSOs tartilarak bir beher i¢erisinde 950 mL’lik saf'su ile ¢oziiliir,
1 M HCl ile pH = 8,7 ye ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti 1L lik balon jojeye aktarilarak

saf su ile hacmi 1L ¢ ye tamamlanir.

Hemolizat tatbikinden sonra afinite jeli ytkama tamponu 1L pH: 8,7: 3,0275 g
(25mmol ) Tris — Base ve 3,124 g (22mmol) Na>SOj tartilarak bir beher igerisinde
950 mL’lik saf su ile ¢oziiliir, IM HCl ile pH= 8,7 ¢ ye ayarlanir. Daha sonra ¢o6zelti

1L 1ik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 1L ’ye tamamlanar.
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hCA | Eltisyon tamponu 500 mL pH: 6,3: 3,55 g (25mmol) Na,HPO4 ve 29,25 g (
0,5mol) NaCl tartilarak bir beher i¢erisinde 450 mL’lik saf su ile ¢6ziiliir, IM HCI
ile pH: 6,3 ‘e ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti 1L’lik balon jojeye aktarilarak saf su ile

hacmi 1L’ye tamamlanir.

hCAII Elusyon tamponu 250 mL pH: 5,6: 2,04 g ( 0,15mol ) NaCH3COO ve 15,31
g (0,125mol) NaClOs tartilarak bir beher i¢erisinde 200 mL’lik saf su ile ¢oziiliir, 1
M HCI ile pH: 5.6 ¢ ya ayarlanir. Daha sonra ¢dzelti 250 mL’lik balon jojeye

aktarilarak saf su ile hacmi 250 mL ¢ ye tamamlanur.

2.1.2.3 SDS -PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

SDS — PAGE Elektroforezinde kullanilan boyama c¢ozeltisi: 0,66 g Coomassie
brillant blue R-250, 120 mL metil alkol icerisinde ¢6zulur, 24 mL asetik asit ve 120

mL saf su eklenerek ¢ozelti hazirlanir.
SDS — PAGE Elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi : %5°lik 50 mL Metil

Alkol ve % 87.5’1ik 875 mL saf'su ve %7.5’lik 75 mL Asetik asit karistirilarak ¢ozelti

hazirlanir.
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Tablo 2.1: Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari.

MADDE MIKTAR
Distile su 1,0 mL
%10’luk SDS 8,0 mL
Gliserol 4,0 mL
0,5 M Tris-HCI 50mL
B -merkapto etanol 2,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Tablo 2.2: Elektroforezde kullanilan yiiriitme tamponu.

MADDE MIKTAR
SDS 28,8 ¢
Glisin 144 ¢
Tris-HCI 6,09
Distile su ile hacim 2 L’ ye tamamlandi.

Tablo 2.3: Elektroforezde kullanilan renklendirme ¢6zeltisi.

MADDE MIKTAR
Coomassie-Brilliant blue R-250 1,32¢g
Glasiyal asetik asit 48 mL
Metanol 240 mL
Distile su 240 mL

Tablo 2.4: Elektroferezde Yigma Ve Ayirma Jelleri.

Yigma Jeli Ayirma Jeli
3% 10%
1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8) - 12,5 mL
Akrilamid/Bis (%30) 1,65 mL 2,6 mL
%10’ luk SDS 400 pL 1mL
TEMED 20 pL 25 pL
%10’ luk amonyum persiilfat 400 pL 750 uL
0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8) 5mL -
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2.1.2.4 Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
= Coomassie Brillant Blue G-250 Cozeltisi 1L: 100 mg Coomassie brillant blue G-250
tartilarak 50 mL etil alkolde ¢oziiliir. Hazirlanan bu ¢dzeltiye %95 * lik 100 mL fosforik
asit eklenir. Daha sonra ¢ozelti 1 L ‘lik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 1L’ye

tamamlanir.

= Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL) : 25 mL saf su igerisinde 25mg standart

serum alblimin ¢oziilerek ¢ozelti hazirlanir.

2.1.2.5 CO,. Hidrataz Aktivitesi i¢cin Kullanilan Cozeltiler
»  Fenol kirmizist ¢ozeltisi 1L : 0,2184 g NAHCOs3 ve 0,011256 g Fenol Red tartilip
bir beher icerisinde saf su ile ¢ozilur. Daha sonra bu ¢6zelti 1L’lik balon jojeye

alinarak saf su ile 1L’ye tamamlanir.

= CA Aktivite tamponu 1L pH =10 : 15,9 g (0,15mol) Na.COsz ve 8,4 g (0,1 mol)
NaHCO:s tartilarak bir beher igerisinde 950mL saf su ile ¢ozultr, 1M HCl ile pH : 10
‘a ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti 1L’lik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 1 L’

ye tamamlanir.

= CO; Cozeltisi : 0-C saf su icerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlanmaktadir.

2.1.2.6 Karbonik Anhidraz Enzimi Esteraz Tayininde Kullanilan Cozeltiler
= Esteraz aktivite tamponu Tris — SO4 1L pH = 7,4 : 6,055 g (0,05 M) Tris — Base
tartilarak bir beher igerisinde 950 mL saf su ile ¢oziiliir. 1 N H2SOq4 ile pH = 7.4 ‘e
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti 1L’lik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 1L’ye

tamamlanuir.
= p-Nitrofenol Asetat substrat ¢ozeltisi 50 mL: 0,0272 g ester tartilarak 1 mL Aseton

icerisinde ¢ozilir. Daha sonra 50 mL'lik balon jojeye aktarilarak saf su ile hacmi 50

mL'ye tamamlanir.
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2.1.2.7 Kullanilan Pestisitlerin Hazirlanmasi

0,01 M Propoksur : 0,00418 g Propoksur tartilarak 2 mL DMSO igerisinde ¢6ziilil.
0,01M Alaklor : 0,00539 g Alaklor tartilarak 2 mL DMSO igerisinde ¢6ziildii.

0,01 M 1- Naftol : 0,002883 g 1- Naftol tartilarak 2 mL DMSO igersinde ¢oziildii .
0,01 M Kilorpirifos : 0,00701 g Klorpirifos tartilarak 2 mL DMSO igerisnde ¢6ziildii.
0,01 M Simazin : 0,004 g Simazin tartilarak 2 mL DMSO igerisinde ¢6ziildii.

0,01 M Diklofluanid : 0,00666 g Diklofluanid tartilarak 2 mL DMSO igerisinde
¢ozalda.

0,01 M Klorpirifos — Metil : 0,00645 g Klorpirifos - Metil tartilarak 2 mL DMSO
icerisimde ¢Ozuldi.

0,01 M Azinos —Etil : 0,0069 g Azinfos — Etil 2 mL tartilarak DMSO igerisinde
¢ozalda.

0,01 M Dimetaklor : 0,00511 g Dimetaklor tartilarak 2 mL DMSO igerisinde
¢ozalda.

0,01 M Tebukanazol : 0,00615 g Tebukanazol tartilarak 2 mL DMSO igerisinde
¢ozildu .

0,01 M Amitraz : 0,01467 g Amitraz tartilarak 5 mL DMSO igerisinde ¢o6ziildii.
0,01 M Dazomet : 0,0081 g Dazomet tartilarak 5 mL DMSO igerisinde ¢oziildii.
0,01 M Koumetralil : 0,01461 g Koumetralil tartilarak 5 mL DMSO igerisinde
¢ozildu .

0,01 M Karbofuran : 0,01106 g Karbofuran tartilarak 5 mL DMSO igerisinde
¢ozalda.

0,01 M Karbaril : 0,01 g Karbaril tartilarak 5 mL DMSO igerinde ¢6zuldi.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Enzim saflastirma konusunda en ¢ok kullanilan metot afinite kromatografisi metotudur.
Afinite kolonundan saflastirilmasi istenilen molekiil karisimi gegirilirse sadece istenilen
molekiil ligand tarafindan tutulmaktadir ve bu kromatografi bir ¢esit adsorbsiyon
kromatografisine girmektedir. Saflastirilmasi istenen molekiil ligand bilesigine yani matriks
ad1 verilen kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis birlesik spesifik veya
tersinir olarak baglanmasini saglayan bir tekniktir. Matriks olarak “ Sephadex, Sepharose ve
Biogel “ gibi ¢esitli jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligant saflastirilmasi istenen molekiile

kars1 spesifik ve tersinir olarak baglanma 6zelligine sahip olmasi gerekir [102,103].

2.2.1.1 Sepharose — 4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Sepharose — 4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanmistir. Bu matriks ; CNBr ile
aktiflestirildikten sonra, herhangi bir uzanti1 kolu kullanilmadan 4-(6-Amino-hekziloksi)-
benzensulfonamid, Sepharose-4B’ye baglanmistir[104]. Jelin hazirlanma asamalari

asagidaki gibidir:

2.2.1.2 Sepharose — 4 B’nin Aktiflestirilmesi ve Siilffonamidin Baglanmasi

20 mL Sepharose-4B alinip, 20 mL saf su eklenerek iyice yikanip dekante edilir. Bu islem
birka¢ defa yapilarak yapist bozuk olan jellerin ortamdan uzaklastirilmas: saglanir. Jel
slispansiyonu buz banyosu igerisine alinarak CNBr eklenir, magnetik karistirici tizerinde
karistirilmaya devam edilir. pH-Metre kullanilarak sispansiyonun pH’14 M NaOH ile 11°e
cikarilir, pH degismeyinceye kadar bu isleme devam edilir. pH ayarlanirken siispansiyonun
sicakligr yaklasik 20°C’de tutulur. pH ayarlamasi yapildiktan sonra siispansiyon 24 saat
buzdolabinda bekletilir. Karisim buchner hunisine aktarilarak siiziiliir. Daha sonra pH’s1 10
olan 250 mL soguk 0.1 M NaHCO3 tamponu ile iyice yikanarak jel bir behere alinir. Yikanan
jel 0.1 M NaHCO0s tamponu ile muhafaza edilir. Ayni1 tampondan yaklagik 20 mL almarak
icerisinde 100 mg 4-(6-Amino-Hekziloksi)-Benzensulfonamid ¢6zilir ve tampon
icerisindeki jel iizerine eklenerek yaklasik 90 dk karistirilir. Hazirlanan siispansiyon
+4°C’de 16 saat bekletilir. 16 saat sonunda jel tekrar buchner hunisine alinir yeteri kadar (
yaklagik 2L) saf su ile yikanir. Daha sonra pH: 8,7 CA dengeleme tamponu ile yikanarak

dengeleme islemi yapilir. Bu tampon igerisinde jel muhafaza edilir. Bu islemler sonunda
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matriks olarak kullanilan Sepharose-4B aktiflestirilip higbir uzant1 kolu kullanilmadan aktif

olan jele dogrudan ligand baglanmistir. Reaksiyonun agik formiilleri asagida gosterilmistir:

SO,NH,
OH
CNBr 0
—_—
C=—=NH
H:11
A VAN

HaN
Sepharose - 4B \/\/\/\0

4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensulfonamid

Sepharose - 4B -4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensulfonamid

Sekil 2.1 : Afinite jelinin hazirlanmasi.

2.2.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastirilmasi
2.2.2.1 Hemolizatin Hazirlanmasi

Taze alinan yaklasik 30 mL insan kani teflon tiiplere konularak +4 °C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santriflij islemi tamamlaninca iist kisimda bulunan kan plazma ve lokosit
tabakasi alinarak atildi. Altta ¢Oken eritrositler % 0,9’luk NaCl ile 2 defa yikandi. Bu
islemler sonucunda elde edilen eritrositler hacminin yaklagik 3 kati kadar soguk desitile su

ile karistirilir. Teflon tiiplerin agz1 kapatildi. Yaklasik 10 dakika kadar kopiirtmeden teflon
tiipler calkalandi.
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Elde edilen hemolizat, hiicre zarlarinin ayrilmasi i¢cin 15000 rpm’de 45 dakika santrifij
edildi. Santrifij isleminden sonra, tistteki sivi kisim alinir ve altta biriken hiicre zarlari atilir.
Hemolizatin kolona tatbiki islemi sirasinda hemolizat igerisinde kalan hiicre zarlarinin
kolonu tikamamasi igin siizge¢ kagidindan yavasea siiziiliir. Hemolizat buz dolu kabin igine

yerlestirilip pH:8,7°ye Tris-Base ile ayarlandi.

Sekil 2.2: Hemolizatin pH:8,7’ye Tris-Base ile ayarlanmasi.

2.2.2.2 Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzim Ellsyonu

Hazirlanan jel kolona paketlenir. Dengeleme tamponu (pH:8,7 Tris-HCI/Na2SOa ) ile
dengeleme islemi yapildi. 280 nm de 0,02 absarbansin altinda pik verene kadar dengeleme
islemi yapilir. Dengelenme islemi yapildiktan sonra hazirlanmis olan hemolizatta bulunan

CA enziminin jele baglanmasi i¢in kolona yavas bir sekilde tatbik edilmelidir.

Hemolizat hepsi kolona yiiklendikten sonra yikama tamponu(pH:8,7 Tris HCI/Na2SOa) ile
jel yikamasi islemi yavas bir sekilde yapildi. Bu islemin amaci insan eritrosit bulunan
karbonik anhidraz izoenzimleri jelde tutunur ve kalan ortamdaki istenmeyen safsizliklarin

uzaklastirilmis olur.

hCA — I eliisyon islemi i¢in 6 adet falkon tiipler hazirlanir. Kolona hCA-I eliisyonu igin
hazirlanan hCA-1 elusyon tamponu (NaCl/Na2HPOs4 pH:6,3 ) ilave edilir. Her eliat 4 mL'yi
gecmeyecek sekilde eliiatlar toplanir. Alinan eliiatlar 280 nm de absorbans degerlerine gore

protein miktarlar1 belirlenir.
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hCA —II eliisyon islemi i¢in 6 adet falkon tiipler hazirlanir. Kolona hCA-II eliisyonu igin
hazirlanan hCA-11 eltisyon tamponu (CH3COONa /NaClO4 pH 5.6) ilave edilir. Her eltat 4
mL'yi gegmeyecek sekilde eliiatlar toplanir. Alman eliiatlar 280 nm de absorbans degerlerine

gore protein miktarlari belirlenir.

Sekil 2.3: Karbonik Anhidraz enzimi saflastirilmasi.

2.2.3 Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yontemleri

2.2.3.1 CO2 - Hidrataz Aktivitesi

Karbonik  Anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi, enzimin CO2 molekulinin
hidrasyonundan, HCOz iyonunun dehidratasyonundan ve bazi esterlerin hidrolizinden

sorumlu olma 6zelliginden yararlanilarak belirlenmektedir.

CO, + H,0 -.—A—"‘ H,CO, HCO; + HY

Maren ve arkadaslarinm gelistirmis olduklar1 yontem ile CO2’nin hidrasyonu sonucu agiga
¢ikan H* iyonu ile pH 10.0’dan 7.4 ‘e diismesi igin gegen siirenin 6lglilmesi prensibine gore
COz hidrataz aktivitesi bulunmustur. Tampon olarak pH = 10.0 karbonat tamponu(0.15 M
Na,CO3 + 0.1 M NaHCO:s), indikator olarak ise pH = 7.4 ‘de renk degistiren fenol kirmizi
kullanildi[105].
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Deney islemleri su sekilde gerceklesmektedir: Deneyde kullanilan “indikator ¢ozeltisi,
enzim, saf su, tampon ¢ozeltisi ve doygun CO2 ¢ozeltileri” buz bulunan bir kaba yerlestirilir.
Reaksiyon tiipiine 1,9 mL fenol kirmizisi indikatorii ¢ozeltisi, 1,3 mL doygun CO; ¢Ozeltisi,
saflagtirilan enzim ¢ozeltisinden 100 UL ve hizli bir sekilde 400 pL karbonat tamponu
katilarak, kirimizi rengin saritya donmesi igin gegen siire kronometre ile 6lguldii(tc) . Ayni
islemler her 6rnegin ¢alisilmasindan 6nce enzim ¢ozeltisi yerine 100 pL destile su konularak
tekrar yapildi (to) . Bu metota gore, CA aktivitesi icin enzim dnitesi (EU) , enzimsiz olarak
meydana gelen CO. hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak
tanimlanir. Asagida gosterilen formiile gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim

iinitesi hesaplanir.

to —tc

Enzim aktivitesi =

2.2.3.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Esteraz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat1 348 nm’de
absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon
reaksiyonu Sekil 2.4 “ de verildigi gibidir. Bu yontemden de anlasildig1 gibi karbonik

anhidrazin esteraz aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir[106].

fa)
1 CA
02—“4@—0-(:0{3 +H,0 OzN‘QOH + CH;COOH

p-Nitrofenl asetat p-Nitrofenol

Sekil 2.4: p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniigiim reaksiyonu.
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348 nm ° de p — nitrofenol ve p- nitrofenolat’in her ikisi ayni1 absorbansi gostermektedir. Bu
sebeple fenol grubunun H* iyonunun ayrisip ayrigmamasi dl¢iimii etkilememektedir. Bu dalga

boyunda kor olarak p — nitrofenilasetat kullanilmaktadir[107].

Spektrofotometre Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi ile sifirlandi .800 pL Tris-SO4 tamponu, 700
ML p-Nitrofenol Asetat substrati, 100 pL Karbonik Anhidraz enzimi, gerekli inhibitor ve saf
su ile ¢ozelti hazirlandiktan sonra her 1 dakikada bir absorbans niktar1 okundu ve 3 dakika
sonundaki 25°C de 348 nm’de absorbansi okunarak absorbans farki alindi. Yapilan
deneylerde kullanilan substrat (p-Nitrofenol Asetat) ginlik taze hazirlanir. Kinetik

calismalar esnasindaki aktivite 6l¢limleri enzimin esteraz aktivitesi ile ger¢eklestirildi.

2.2.3.3 Inhibitorler icin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

Bu ¢alisma kapsaminda Karbonik anhidraz enzimi ile 15 farkli pestisit inhibitor olarak
kullamild1. Inhibitdr calismasmda farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda aktivite dlgiimleri
yapildi. Olgiilen aktivite degerlerine uygun olarak inhibitdrlerin %Aktivite grafikleri
cizilerek egrinin denkleminden ICsq degerleri saptandi. Asagidaki tabloda kullanilan pestisit

inhibitorlerinin agik kimyasal yapilar1 gosterilmektedir.

2.2.3.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Km Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Insan kanindan saflastirilan hCA izoenziminin en az bes farkli fenil asetat substrat
konsantrasyonu kullanilarak Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in optimum sartlarda
aktivite 6l¢timii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km ve Vmax degerleri

hesapland..
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Tablo 2.5: Kullanilan pestisit inhibitdrlerinin agik kimyasal yapilari.
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2.2.4 Protein Tayini

2.2.4.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin ve
triptofan aminoasitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanan
Warburg metodu olarakta bilinen yolla gergeklestirilmektedir[108] Eluatlar egit hacimde kuvars

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 UV-spektrofotometrede kore kars1 okutulur.

2.2.4.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Afinite kromotografisi teknigi ile saflastirilan enzim ¢6zeltileri ve hemolizatlardaki protein
miktarlarimi belirlemek igin Bradford yontemi kullanildi. Bu yontem, fosforik asitli ortamda
Coomassie brillant blue G-250’nin proteinlere baglanmasi esasina dayanir. Olusan
kompleks, 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi, 2 dakika gibi ¢ok hizli bir zamanda gergekleir. Bu yontemin hassasiyeti, 1-100
ug arasindadir[109].Protein miktarlar1 tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva
eden standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pL
alinir ve saf su ile tim tlplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant Blue
G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi ve vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm
dalga boyunda Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250

reaktifinden olusan karisim ile 3 mL’lik kuvars kiivetlerde absorbans degerleri okundu.

Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri, standart grafik olarak elde
edildi. Olusturulan grafikteki denklem iizerinden enzimin protein degerleri mikrogram

cinsinden hesaplandu.
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2.2.5 Sodyum Dedosilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS — Page ) ile Enzim
Safhiginin Kontrolii

Karbonik Anhidraz enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan sonra iki farkl
akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, aymrma jeli % 10 olacak sekilde kesikli
sodyum dodesil sulfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan gelistirilen
yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi[110].Bu amagla elektroforez cam
plakalar1 dnce su, sonra etil alkol ile iyice temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik
aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri tizerine konuldu ve elektroforezin
dokme aparatina sabitlendi. Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm kalana
kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina 6zenle dikkat edildi.
Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-bitanol ile ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra (1 gece) iist yiizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin
arasma tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave
edildi. Jel kasetindeki yukleme jelinin Uzerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi 30 dakika beklendi. Yikleme jeli polimerlestikten sonra kuyucuklarin
arasinin bozulmamasima 6zenle dikkat edilerek tarak ¢ikarildi. Kuyucuklar énce saf suyla
sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankimin alt ve st kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Afinite kromatogafisi sonucunda elde edilen elliatlardan 280 nm dalga boyunda yiksek
absorbans degeri gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢6zelti toplam hacim 100 pl olacak
sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Standart protein ¢dzeltisi igeren
Marker 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiklenecek numuneler 3 dakika
100°C’de termoblok da bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara dikkatlice yiiklendi.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini
incelemeye yarayan numune tamponu icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda
voltaj 120 volt’a ¢ikarildi. Yiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam
edildi. Daha sonra akim kesilerek yiiritme durduruldu. Bu islem yaklasik 1-1,5 saat surdd.
Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi, yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein
bantlarini igeren aymrma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine konuldu ve 1,5-2 saat kadar
calkalayici lizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renk
acma cozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip

protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢cinde ¢alkaland:.
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Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile

gorintu bilgisayara aktarildi.

ond core when running 1 or 2 gels.
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38



3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastiriimasi

3.1.1 Afinite Kromatagrafisi ile Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastiriimasi

Boliim 2.2.1 de de belirtildigi gibi hazirlanan jel kolana tatbik edildi. Kolona paketlenen jel,
jel dengeleme tamponu olan pH:8,7 Tris-HCI/Na;SOs ile dengeleme islemi yapildi.
Dengeleme islemi 280 nm de 0,02 absarbansin altinda pik verene kadar devam edildi.
Dengeleme islemi tamamlandiktan sonra hazirlanmis olan hemolizat kolona yavas yavas
tatbik edildi. Verimin artmasi i¢in bu basamak dikkatlice yapildi. Hemolizatin tamami
tilkkendikten sonra, kolon iizerinden yikama tamponu olan pH:8,7 Tris-HCI/Na.SOs ile jel
yikamasi yapildi. Bu sekilde ortamdaki istenmeyen safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Bu
basamak yavas yapildi. Yikamanin tamamlandigini anlamak i¢in 280 nm de absorbans

degeri okundu. Bu deger 0,02 nin altma diistiigiinde yikama islemine son verildi.

hCA-I eliisyon islemi igin 15 adet 2 mL’lik tiip hazir edildi. Bu islem igin kolona hCA-I
elusyon tamponu NaCl/NaHPO4 pH:6,3 tamponu aktarildi. Hemen kolon muslugu agildi ve

eliiatlar toplandi. Her bir eliiatin hacminin 2 mL’yi gegmemesine dikkat edildi.

hCA-II eliisyon islemi i¢in 10 adet 2 mL’lik tiip hazir edildi. Bu islem i¢in kolona hCA-II
elusyon tamponu CH3COONa /NaClOs pH 5.6 tamponu aktarildi. Hemen kolon muslugu
acild1 ve eliiatlar toplandi. Her bir eliiatin hacminin 2 mL’yi gegmemesine dikkat edildi. Bu

basamaklar hizli yapilmalidir.

Alman eliiatlarin 280 nm de protein miktarlarni belirlemek igin absorbans degerleri okundu.
Bu degerler hangi tiipte enzimin protein miktarinin daha fazla oldugunu gostermektedir.
Ayrica her bir tiipte aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1

protein miktar1 ve aktivite grafigi ¢izildi.
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—a&— Protein
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Sekil 3.1 : Kolona tutunmus hCA-I izoenziminin Protein-Aktivite grafigi.
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Sekil 3.2 : Kolona tutunmus hCA-I1 izoenziminin Protein-Aktivite grafigi.

3.1.2 Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltisindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlenmistir. Ilk olarak standart bir egri hazirlanmigtir. Hemolizat ve afinite kromotagrafisi
sonucu elde edilen enzim cozeltilerindeki protein miktarlar1 bu standart grafikten
faydalanilarak bulunmustur. Standart ¢ozeltilerin pg/ml proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3 : Bradford yontemi ile protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik.

3.1.3 CA Izoenziminlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflasgirma Basamaklar1

Saflastirma islemi sonucunda elde edilen saf enzimden ve hemolizattan alinan 1’er mL

numune ile, Esteraz aktivitesi ve Bradford yontemi kullanilarak protein tayini yapilmustir.

Elde edilen degerlere bakilarak hemolizatin Sepharose-4B-4-(6-Amino-hekziloksi)-

benzensiilfonamid afinite kolonuna uygulanmasi sonucunda saflastirma isleminin kag¢ kat

yapildig1 kaydedildi ve sonuglar Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1 : hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri i¢in saflagstirma tablosu.

Toolam Spesifik
Saflastirma | Hacim| Aktivite | Toplam | Protein Prgtein Aktivite | Verim | saflasgtirm
Basamagi (mL) | (U/mLdak) | Aktivite | (mg/mL) (mg) (U/mg (%) | @aDerecesi
9 protein)
Ham 20 110 2200 | 14,82 | 296,40 7,42 - -
Ekstrakt
Afinite
kromatografisi 10 156 1560 0,22 2,20 709,09 70,91 | 95,53
hCA - 1
Afinite
kromatografisi 8 144 1152 0,09 0,72 1600 52,36 | 215,56
hCA - 11
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3.1.4 Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel
Elektroforezi

Afinite kolonundan en iyi eliisyon tamponlari ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

(hCA-1, hCA-II) safligin1 kontrol etmek igin, boliim 2.2.5°de anlatildig1 gibi hazirlanan slab jel

SDS-PAGE elektroforezi ile, insan eritrositlerinden saflastirilan enzim numunelerinin protein

bantlar1 elde edilmistir. Elde edilen protein bantlarmin fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.4).

18.4

25.0

35.0

45.0

Sekil 3.4 : Afinite kolonundan saflastirilan hCA-I ve hCA-Il izoenzimlerinin SDS-PAGE
elektroforezi.

3.2 hCA-1 VE hCA-Il izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon
Etkileri

Insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde 15 farkli

pestisitin inhibisyon etkisi ¢alisildi. Olgiimler hidrataz aktivite tayin yontemi ile yapildi. %

Aktivite’ye kars1 hacim grafigi ¢izilerek ICso degerleri hesaplandi.

3.3 DMSO’nun hCA-I ve hCA-II izoenzimleri Uzerine Etkisi

DMSO’nun hCA-I ve hCA-I1 izoenzimlerinin aktiviteleri Uizerindeki etkisini incelemek
icin, CA enzim aktivite tayin yonteminde belirtilen kosullarda 800 pL 0,05 M Tris-SO4
(pH 7,4) tamponu, 700 pL p-nitrofenil asetat substrati, 100 uL enzim ve reaksiyon hacmi
400 pL olacak sekilde degisen miktarlarda distile su ve saf DMSO kullanild1.
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Reaksiyon, hCA-1 veya hCA-II izoenzimlerinin eklenmesi ile baslatildi. 25 *C’de 348
nm’de ilk absorbans1 6l¢iildii ve absorbans farki enzimin aktivite hesaplamasinda

kullanildi.
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Sekil 3.5 : DMSO’nun hCA-I izoenziminin aktivitesi Uzerine etkisi.
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Sekil 3.6: DMSO’nun hCA-Il izoenziminin aktivitesi (izerine etkisi.

Yukaridaki sekillerde goriildiigii gibi bizim ¢alistigimiz hacimlerde DMSO’nun enzim

aktivitesi tzerine inhibisyon etkisi yoktur.

43



3.4 hCA-1 VE hCA-II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon

Etkileri

Tablo 3.2: Propoksur inhibitérinin hCA — I enzimi tzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Engi %
‘..”“;tz.‘s.‘ Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu 0 n.Zt' m Akt'o it

CC(’lZfL)'S' Hacmi (uL) | Hacmi(uL) | °Y | Hacmi(uL) (L) (M) nitest vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 10,33 | 95,01
1900 1300 100 200 100 400 0,250 9,30 | 85,55
1900 1300 150 150 100 400 0,375 8,85 | 81,46
1900 1300 200 100 100 400 0,500 6,37 | 58,57
1900 1300 250 50 100 400 0,625 521 | 47,91

Tablo 3.3: Propoksur inhibitérinin hCA — 11 enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kvetteki pestisit | . %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Un_ztlm_ Akt'o't
C(z;i)m Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (uM) nrtest vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 6,58 | 89,58
1900 1300 100 200 100 400 0,250 5,37 | 73,16
1900 1300 150 150 100 400 0,375 4,56 | 62,19
1900 1300 200 100 100 400 0,500 4,46 | 60,72
1900 1300 250 50 100 400 0,625 3,61 | 49,20
120 ¢ hCA-I Izoenzimi
BhCA - II izoenzimi
100
Z 60
% 40
g
> 20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
PROPUKSUR
(HM)

Sekil 3.7: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 11 izoenzimlerinin farkli
propoksur inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi
icin gizilen grafik.
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Tablo 3.4: Alaklor inhibitdériniin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Engi %
‘..”“;tz.‘s.‘ Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu 0 n.Zt' m Akt'o it

CC(’;eL)'S' Hacmi (uL) | Hacmi(uL) | °" | Hacmi (uL) (L) (M) nitest vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 10,87 | 88,96
1900 1300 100 200 100 400 0,250 9,22 | 75,43
1900 1300 150 150 100 400 0,375 7,72 | 63,19
1900 1300 200 100 100 400 0,500 6,87 | 56,21
1900 1300 250 50 100 400 0,625 5,68 | 46,49

Tablo 3.5: Alaklor inhibitdriniin hCA — Il enzimi Gzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar.

KFenoI Substrat inhibitor Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit .
1Irmizisi PO R Saf T Enzim %
bzeltisi Cozeltisinin Cozeltisinin Su Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi | Aktivite
CCE;EL) Hacmi (uL) Hacmi (pL) Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,73 | 88,10
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,13 | 76,86
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,61 | 67,18
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,78 | 51,81
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,26 | 42,02
120 ¢ hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II Izoenzimi
é 80
2
= 60
>
<
X 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
ALAKLOR (M)

Sekil 3.8: Hidrataz aktivitesi metodu ile HCA-1 ve HCA- 1l izoenzimlerinin farkli Alaklor
inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
grafik.
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Tablo 3.6: 1- Naftol inhibitértinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

Fenol . " : . . -
Substrat Inhibitor Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit -
Kl..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Ssaf Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Sn.ztl m Akfc)'A) it
CC(’;eL)'S' Hacmi (uL) | Hacmi(uL) | °" | Hacmi (uL) (L) (M) nites vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 16,25 | 84,37
1900 1300 100 200 100 400 0,250 13,67 | 71,00
1900 1300 150 150 100 400 0,375 13,57 | 70,46
1900 1300 200 100 100 400 0,500 10,58 | 54,93
1900 1300 250 50 100 400 0,625 9,83 | 51,01

Tablo 3.7: 1- Naftol inhibitdriinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar.

1- NAFTOL (UM)

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kvetteki pestisit | . %
1"r;n:tzilsi1 Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti(\)/it
CCEMEL) s Hacmi (uL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (M) e €
1900 1300 50 250 100 400 0,125 9,35 | 79,91
1900 1300 100 200 100 400 0,250 8,96 | 76,61
1900 1300 150 150 100 400 0,375 8,87 | 75,79
1900 1300 200 100 100 400 0,500 6,60 | 56,40
1900 1300 250 50 100 400 0,625 6,26 | 53,46
120 & hCA-I Izoenzimi
. _ T . .
100 hCA - II Izoenzimi
80
=
i~ 60
=
5‘: 40
N
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7

Sekil 3.9: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-1 ve hCA- II izoenzimlerinin farkli 1- Naftol
inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
grafik.
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Tablo 3.8: Klorpirifos inhibitérinin hCA — | enzimi Gizerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 10,39 | 94,38
1900 1300 100 200 100 400 0,250 9,68 | 87,93
1900 1300 150 150 100 400 0,375 8,05 | 73,15
1900 1300 200 100 100 400 0,500 7,23 | 65,65
1900 1300 250 50 100 400 0,625 4,82 | 43,76

Tablo 3.9: Klorpirifos inhibitérinin hCA — 11 enzimi tzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

9% AKTIVITE

100

80

60

40

20

0.1

0.2

0.3

0.4

KLORFIiRRIiFOS (uM)

¢ hCA-I [zoenzimi

0.5 0.6

BhCA - II Izoenzimi

0.7

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akt'o it
CC(J;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nrtest vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 6,78 | 97,17
1900 1300 100 200 100 400 0,250 535 | 76,71
1900 1300 150 150 100 400 0,375 4,96 | 71,13
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,92 | 56,12
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,39 | 34,19

120

Sekil 3.10: Hidrataz aktivitesi metodu ile HCA-1 ve HCA- II izoenzimlerinin farkli
Klorpirifos inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in
cizilen grafik.
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Tablo 3.10: Simazin inhibitorinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

Fenol e : _ Kuvetteki
Kl.orzlgll ;1;1 Q'sogetﬁ;[sriitin Qlonzleli':)lgl?lrm Ssif lezzer:'fi?nin Tgr::;xl)gu kon Sgiitriit onu Err:lztlerg Ak(t)fi/i te
¢ (uL) Hacmi (uL) | Hacmi (uL) Hacmi (uL) (nL) (M) Y
1900 1300 50 250 100 400 0,125 8,81 | 84,04
1900 1300 100 200 100 400 0,250 7,76 | 74,05
1900 1300 150 150 100 400 0,375 6,78 | 64,68
1900 1300 200 100 100 400 0,500 5,62 | 53,63
1900 1300 250 50 100 400 0,625 4,99 | 47,64

Tablo 3.11: Simazin inhibitorinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akt'o't
CC(J;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nitesi vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 514 | 87,32
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,71 | 80,02
1900 1300 150 150 100 400 0,375 4,19 | 71,06
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,32 | 56,32
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,81 | 47,77
120 . .
& hCA-I Izoenzimi
100 BhCA - II izoenzimi
= 80
o
2
= 60
-
<
L 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7
SIMAZIN (uM)

Sekil 3.11: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Simazin
inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmast i¢in gizilen
grafik.
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Tablo 3.12: Diklofluanid inhibitdriinin hCA — | enzimi Uizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

C(pL) Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 500 | 82,37
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,11 | 67,63
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,96 | 65,20
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,11 | 51,21
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,70 | 44,48

Tablo 3.13: Diklofluanid inhibitdriniin hCA — 11 enzimi tGizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit Engi %
l..r;":tzilsil Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Urr11|ztlm| Akti(\)/it
CCEMEL) s Hacmi (uL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (M) es €
1900 1300 50 250 100 400 0,125 5,02 | 86,02
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,15 | 71,03
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,94 | 67,44
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,94 | 50,41
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,50 | 42,84
120 .
¢ hCA-I 1zoenzimi
100 B hCA - II Izoenzimi
= 80
Z
= 60
.“-d
<
X 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
DIKLOFLUANID (uM)

Sekil 3.12: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Diklofluanid inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in
cizilen grafik.
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Tablo 3.14: Klorpirifos — Metil inhibitérinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat Inhibitor saf Enzim pH=10 Kavetteki pestisit | - . %
g;:;tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 8,27 | 96,31
1900 1300 100 200 100 400 0,250 7,38 | 85,96
1900 1300 150 150 100 400 0,375 6,15 | 71,58
1900 1300 200 100 100 400 0,500 5,67 | 66,00
1900 1300 250 50 100 400 0,625 4,12 | 47,97

Tablo 3.15: Klorpirifos — Metil inhibitdrinin hCA — Il enzimi izerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
1"r;n:tzilsi1 Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti(\)/it
CCEMEL) s Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) e €
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,73 | 81,98
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,05 | 70,20
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,60 | 62,42
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,20 | 55,51
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,79 | 48,41
12 .
0 & hCA-I 1zoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
= 80
z
= 60
=
<
S 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

KLORPIRRIiFOS - METIL (uM)

Sekil 3.13: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Klorpirifos — Metil inhibit6rii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.16: Azinfos — Etil inhibitdrinin hCA — | enzimi tizerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 5,57 | 90,32
1900 1300 100 200 100 400 0,250 477 | 77,31
1900 1300 150 150 100 400 0,375 4,22 | 68,34
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,13 | 50,79
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,55 | 41,40

Tablo 3.17: Azinfos — Etil inhibitoriinin hCA — Il enzimi tzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

AZINFOS - ETiL (uM)

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akt'o't
CC(J;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nitesi vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,99 | 84,03
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,44 | 74,80
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,74 | 63,00
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,10 | 52,14
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,69 | 45,26
120 . L
¢ hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II Izoenzimi
=80
Z
= 60
M
«
L 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7

Sekil 3.14: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1l izoenzimlerinin farkli Azinfos
— Etil inhibitori konsantrasyonunlariyla calisilan IC50 degerinin bulunmast i¢in ¢izilen
grafik.
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Tablo 3.18: Dimetaklor inhibitortinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;g:tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/ite
¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,65 | 83,40
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,34 | 77,91
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,46 | 62,16
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,84 | 51,06
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,79 | 50,10
Tablo 3.19: Dimetaklor inhibitériniin hCA — Il enzimi Gzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.
Fenol P - _ . . .
Karmuzist §ubs_tr_at_ l"nhlb-lt-()l: Saf "Enz_lr'_n ) pH=10 Kivetteki pestisit Enzim %
szeltisi Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi | Aktivit
CCEMEL) s Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) es €
1900 1300 50 250 100 400 0,125 2,85 | 85,47
1900 1300 100 200 100 400 0,250 2,49 | 74,63
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,25 | 67,51
1900 1300 200 100 100 400 0,500 1,69 | 50,85
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,62 | 48,72
120
¢ hCA-I [zoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
= 80
5
= 60
N
<
S 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
DIMETAKLOR (uM)

Sekil 3.15: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Dimetaklor inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in
cizilen grafik.
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Tablo 3.20: Tebukonazol inhibitdriinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat Inhibitor saf Enzim pH=10 Kavetteki pestisit | - . %
g;:;tzilssil Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Un'ztl - Akt'o't
¢ L) Hacmi (uL) | Hacmi (uL) Y| Hacmi (uL) (uL) (M) fes vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,48 | 81,23
1900 1300 100 200 100 400 0,250 3,87 | 70,28
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,41 | 61,94
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,79 | 50,57
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,78 | 50,51

Tablo 3.21: Tebukonazol inhibitoranin hCA — Il enzimi tzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit Engi %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Un_ztlm_ Akt'o it
CC(J;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nrtest vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 2,73 | 84,54
1900 1300 100 200 100 400 0,250 2,57 | 79,66
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,15 | 66,58
1900 1300 200 100 100 400 0,500 1,84 | 56,96
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,57 | 48,69
120 @ hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
=80
z
= 60
-
<
X 40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
TEBUKONAZOL (uM)

Sekil 3.16: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Tebukonazol inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in
cizilen grafik.
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Tablo 3.22: Amitraz inhibitorinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat Inhibitor saf Enzim pH=10 Kavetteki pestisit | - . %
g;:;tzil:il Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 493 | 86,41
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,48 | 78,54
1900 1300 150 150 100 400 0,375 4,12 | 72,29
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,92 | 51,17
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,49 | 43,68

Tablo 3.23: Amitraz inhibitorinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akt'o't
CCE;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nitesi vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,63 | 98,57
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,36 | 92,76
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,67 | 78,15
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,62 | 55,67
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,16 | 45,88
120 & hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II zoenzimi
E 80
Z
= 60
N
<
X 40
20 -
O T T T T T T
0 0.5 15 2 25 3 35
AMITRAZ (uM)

Sekil 3.17: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Amitraz
inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi igin ¢izilen
grafik.
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Tablo 3.24: Dazomet inhibitorinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzil:il Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 501 | 98,94
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,06 | 80,16
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,73 | 73,69
1900 1300 200 100 100 400 0,500 3,54 | 69,93
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,52 | 49,82

Tablo 3.25: Dazomet inhibitortinin hCA — 11 enzimi Gzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

KFenoI Substrat inhibitor Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit .
1Irmizisi o i e e Saf o e Enzim %
Cozeltisi Cozeltisinin Cozeltisinin su Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi | Aktivite
(L) Hacmi (uL) Hacmi (pL) Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 3,16 | 87,00
1900 1300 100 200 100 400 0,250 2,94 | 80,89
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,56 | 70,50
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,49 | 68,52
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,78 | 49,12
120 & hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II Izoenzimi
- 80
=
Z 60
=
M
< 40 -
N
20 -
0 T T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 25 3 35 4
DAZOMET (UM)

Sekil 3.18: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Dazomet inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmas: i¢in
cizilen grafik.
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Tablo 3.26: Koumatetralil inhibitdruniin hCA — | enzimi tzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzil:il Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 6,04 | 99,89
1900 1300 100 200 100 400 0,250 3,88 | 64,16
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,95 | 48,72
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,64 | 43,64
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,49 | 41,16

Tablo 3.27: Koumatetralil inhibitériniin hCA — 11 enzimi Gizerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit Engi %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Un_ztlm_ Akt'o't
CCE;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nitesi vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 4,19 | 99,42
1900 1300 100 200 100 400 0,250 2,91 | 69,09
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,49 | 59,15
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,31 | 54,94
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,92 | 45,56
120 1 & hCA-I izoenzimi
100 ¥ * BWhCA - II izoenzimi
= 80 -
2
=~ 60 -
M
<
2 40
20 -
0 ‘ ‘ ;
0 1 2 3
KOUMATETRALIL (uM)

Sekil 3.19: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Koumatetralil inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi
icin gizilen grafik.
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Tablo 3.28: Karbofuran inhibitdriinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat inhibitor saf Enzim pH=10 Kiivetteki pestisit Enzim %
g;:;tzil:il Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 5,06 | 95,90
1900 1300 100 200 100 400 0,250 4,23 | 80,08
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,00 | 56,82
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,86 | 54,16
1900 1300 250 50 100 400 0,625 2,52 | 47,68

Tablo 3.29: Karbofuran inhibitdriiniin hCA —I1 enzimi Gizerinde etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

2
KARBOFURAN (1M)

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kivetteki pestisit | . %
1"r;n:tzilsi1 Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti(\)/it
CCEMEL) s Hacmi (uL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (M) es €
1900 1300 50 250 100 400 0,125 3,82 | 97,40
1900 1300 100 200 100 400 0,250 3,45 | 87,95
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,53 | 64,42
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,03 | 51,87
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,89 | 48,24
120
100 ¢ hCA-I Izoenzimi
hd BhCA - II Izoenzimi
= 80
=
2
= 60
-
3
< 40 -
20 -
0 T T T 1
0 4

Sekil 3.20: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli
Karbofuran inhibitdrii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi igin
cizilen grafik.
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Tablo 3.30: Karbaril inhibitériniin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

KFenoI Substrat Inhibitor saf Enzim pH=10 Kavetteki pestisit | - . %
g;:;tzil:il Cozeltisinin Cozeltisinin S Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Onitesi Akti‘\)/i te

¢ (L) Hacmi (pL) Hacmi (pL) u Hacmi (pL) (nL) (nM)
1900 1300 50 250 100 400 0,125 3,11 | 83,04
1900 1300 100 200 100 400 0,250 2,93 | 78,39
1900 1300 150 150 100 400 0,375 2,06 | 54,95
1900 1300 200 100 100 400 0,500 1,72 | 45,99
1900 1300 250 50 100 400 0,625 151 | 40,33

Tablo 3.31: Karbaril inhibitériniin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar.

KFenoI Substrat inhibitor Saf Enzim pH=10 Kuvetteki pestisit Engi %
l..rm:tz.ls.l Cozeltisinin Cozeltisinin Sa Cozeltisinin | Tamponu konsantrasyonu Un_ztlm_ Akt'o't
CCE;EL)ISI Hacmi (uL) Hacmi (uL) u Hacmi (pL) (nL) (M) nitesi vite
1900 1300 50 250 100 400 0,125 3,61 | 84,10
1900 1300 100 200 100 400 0,250 3,567 | 83,18
1900 1300 150 150 100 400 0,375 3,12 | 72,76
1900 1300 200 100 100 400 0,500 2,39 | 55,76
1900 1300 250 50 100 400 0,625 1,93 | 45,01
120 - #hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
E 80
o
2
= 60
=
<
X 40
20 -
0 T T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3 35 4
KARBARIL (uM)

Sekil 3.21: Hidrataz aktivitesi metodu ile hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Karbaril
inhibitorii konsantrasyonunlariyla ¢alisilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
grafik.
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3.5 hCA-I VE hCA-II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerinde inhibisyon Etkileri

Insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde 15 farkl pestisit

iizerinde inhibisyon etkisi ¢alisildi. Olgiimler esteraz aktivite tayin yontemi ile yapildi. %

Aktivite’ye karst hacim grafigi ¢izilerek IC50 degerleri hesaplandi.

Tablo 3.32:Propoksur inhibitérinin hCA — I enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

Tampon Substrat inhibitor | Kiivetteki pestisit | Toplam
1?0;;?' Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim @3 4A0[:m) Akzt\)/i te
- Hacmi (ul) ) (nM) (ml)

(pH=7,4)
800 700 350 100 50 2,5 2 0,2871 | 82,98
800 700 250 100 150 7,5 2 0,2486 | 71,85
800 700 200 100 200 10,0 2 0,2246 | 64,91
800 700 150 100 250 12,5 2 0,198 | 57,23
800 700 100 100 300 15,0 2 0,155 | 44,80
800 700 50 100 350 17,5 2 0,125 | 36,13

Tablo 3.33: Propoksur inhibitériinin hCA — 11 enzimi tzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

PROPUKSUR (UM)

Tampqn Substrat inhibitor | Kiivetteki pestisit | Toplam
l'\S/I..T”S_ Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim AA %.
Ulfat . (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (ul) (uD) (uM) (mt)
800 700 350 100 50 2,5 2 0,0351 | 82,98
800 700 250 100 150 7,5 2 0,0304 | 71,87
800 700 200 100 200 10,0 2 0,0254 | 60,05
800 700 150 100 250 12,5 2 0,0218 | 51,54
800 700 100 100 300 15,0 2 0,0193 | 45,63
800 700 50 100 350 17,5 2 0,0175 | 41,37
120 ¢ hCA-I [zoenzimi
100 BhCA - II izoenzimi
2 80
Z
= 60
2
S 40
20
0
0 5 10 15 20

Sekil 3.22: hCA-I ve hCA- 11 izoenzimlerinin farkli Karbaril inhibitorii

konsantrasyonlartyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.34: Alaklor inhibitértiniin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&n}ﬂc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 250 100 150 7,50 2 0,2633 | 92,06
800 700 200 100 200 10,00 2 0,2548 | 89,09
800 700 150 100 250 12,50 2 0,2218 | 77,55
800 700 50 100 350 17,50 2 0,1584 | 55,38
800 700 25 100 375 18,75 2 0,1393 | 48,71

Tablo 3.35: Alaklor inhibitériiniin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar.

il"\a/llmTprc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) () (»M) (ml)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0277 | 75,07
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0264 | 71,54
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0221 | 59,89
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0198 | 53,66
800 700 50 100 350 17,50 2 0,0154 | 41,73
800 700 25 100 375 18,75 2 0,0148 | 40,11
120 . .
& hCA-I 1zoenzimi
100 BhCA - 1I [zoenzimi
2
= 60
M
S
X 40
20
0
0 5 10 15 20
ALAKLOR (M)

Sekil 3.23: hCA-1 ve hCA- II izoenzimlerinin farkli Alaklor inhibitorii
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.36: 1-Naftol

inhibitdrinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

Tampon Substrat inhibitor | Kiivetteki pestisit | Toplam

1M Tris- e . - - AA %

(psg':f?; | (%IO;S:;S(IE]I)n Saf su (ul) | Enzim(pl) H(e;(l:lr)m konsa(rl\lt;/[a)syonu h(arﬁll ;n (340nm) | Aktivite
800 700 350 100 50 2,50 2 0,3198 | 95,92
800 700 300 100 100 5,00 2 0,2928 | 87,82
800 700 250 100 150 7,50 2 0,2743 | 82,27
800 700 200 100 200 10,00 2 0,2688 | 80,62
800 700 150 100 250 12,50 2 0,2143 | 64,28
800 700 100 100 300 15,00 2 0,1869 | 56,06
800 700 50 100 350 17,50 2 0,1544 | 46,31

inhibitorinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar.

Tablo 3.37: 1-Naftol

Tampon Substrat inhibito Kuvetteki pestisit | Toplam
1'\8/!'1—”8- Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(ul) 'Il—ial\crln(i)r konsantrasyonu hacim AA %
Ulfat . (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (ul) ()] (M) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,026 | 80,75
800 700 300 100 100 5,00 2 0,023 | 71,43
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0187 | 58,07
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0165 | 51,24
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0144 | 44,72
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0128 | 39,75
800 700 50 100 350 17,50 2 0,0106 | 32,92
120 .
& hCA-I Izoenzimi
100 BhCA - 1I izoenzimi
80 4
=
z ¥
>
= 40
X
<20
0
0 5 10 15 20
1- NAFTOL (uM)

Sekil 3.24: hCA-I ve hCA- 11 izoenzimlerinin farkli 1-Naftol inhibitori
konsantrasyonlartyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.38: Klorpirifos inhibitérinin hCA — | enzimi tzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&n}ﬂc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,115 | 94,96
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0951 | 78,53
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0761 | 62,84
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0659 | 54,42
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0516 | 42,61

Tablo 3.39: Klorpirifos inhibitorinin hCA — 11 enzimi Uzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

I&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (ul) (n) (»M) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0203 | 98,07
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0184 | 88,89
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0166 | 80,19
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0143 | 69,08
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0102 | 49,28
120
¢ hCA-I Izoenzimi
100 BhCA - II fzoenzimi
EJ 80
£
= 60
-
<
S 40
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
KLORFIRRIFOS (uM)

Sekil 3.25: hCA-I ve hCA- II izoenzimlerinin farkli Klorpirifos inhibitorii
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.40: Simazin inhibitorinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0769 | 89,84
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0676 | 78,97
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0604 | 70,56
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0517 | 60,40
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0411 | 48,01

Tablo 3.41: Simazin inhibitorinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

il"\a}lmTprc:gl §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) (n) (»M) (ml)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0232 | 81,40
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0214 | 75,09
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0179 | 62,81
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0155 | 54,39
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0133 | 46,67
120 & hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
=
g
2
= 60
N
$
X 40
20
0
0 5 10 15 20
SIMAZIN (uM)

Sekil 3.26: hCA-1 ve hCA- II izoenzimlerinin farkli Simazin inhibitorii

konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.42: Diklofluanid inhibitdriinin hCA — | enzimi Uizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

I&n}ﬂc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(oH=7.4) | Hacmi D) ) (nM) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0877 | 94,10
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0823 | 88,30
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0717 | 76,93
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0574 | 61,59
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0456 | 48,93
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0398 | 42,70

Tablo 3.43: Diklofluanid inhibitdriiniin hCA — 11 enzimi tGizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

il"\e;lmTprc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(ul) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) (n) (»M) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0221 | 80,07
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0192 | 69,57
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0137 | 49,64
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0115 | 41,67
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0104 | 37,68
800 700 100 100 300 15,00 2 0,00987 | 35,76
120 ¢ hCA-I Izoenzimi
100 BhCA - II izoenzimi
= 80
o
2
= 60
Z
< 40
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
DIKLOFLUANID (uM)

Sekil 3.27: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Diklofluanid inhibitorii
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.44: Klorpirifos - Metil inhibitorinin hCA — | enzimi izerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat inhibitér | Kivetteki pestisit | Toplam N %

Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) Akti‘\)/ite
N Hacmi (1) ) (nM) (ml)

(pH=7,4)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0641 | 85,92
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0568 | 76,14
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0466 | 62,47
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0354 | 47,45
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0311 | 41,69

Tablo 3.45: Klorpirifos - Metil inhibitérinin hCA — Il enzimi Gizerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

il"\a/llmTprc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) () (»M) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0367 | 83,41
800 700 300 100 100 5,00 2 0,029 | 65,91
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0253 | 57,50
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0204 | 46,36
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0163 | 37,05
120 ¢ hCA-I [zoenzimi
B hCA - II izoenzimi
100
=80
o
£
= 60
-
<
X 40
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
KLORPIRRIFOS - METIL (uM)

Sekil 3.28: hCA-I ve hCA- II izoenzimlerinin farkli Klorpirifos - Metil inhibitori
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.46: Azinfos - Etil inhibitorunin hCA — | enzimi tizerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&n}ﬂc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0726 | 98,64
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0649 | 88,18
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0551 | 74,86
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0511 | 69,43
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0401 | 54,48
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0344 | 46,74

Tablo 3.47: Azinfos - Etil inhibitdrtintin hCA — 11 enzimi Uzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

I&n}ﬁc:g Substrat ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
_ Hacmi (ul) (n) (»M) (ml)
(pH=7,4)
800 700 350 100 50 2,50 2 0,0367 | 89,73
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0312 | 76,28
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0275 | 67,24
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0206 | 50,37
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0174 | 42,54
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0153 | 37,41
120 # hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
é 80
2
= 60
-
S
X 40
20
0
0 5 10 15 20

AZINFOS - ETiL(uM)

Sekil 3.29: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Azinfos - Etil inhibit6ri
konsantrasyonlartyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.48: Dimetaklor inhibitortiinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat inhibitér | Kivetteki pestisit | Toplam N %

Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) Akti‘\)/ite
- Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)

(pH=7,4)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0764 | 79,25
800 700 250 100 150 7,50 2 0,068 | 70,54
800 700 200 100 200 10,00 2 0,062 | 64,32
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0516 | 53,53
800 700 100 100 300 15,00 2 0,042 | 43,57
800 700 50 100 350 17,50 2 0,039 | 40,46

Tablo 3.49: Dimetaklor inhibitortiiniin hCA — Il enzimi Uizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

il"\a/llmTprc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) (n) (»M) (ml)
800 700 300 100 100 5,00 2 0,0312 | 82,98
800 700 250 100 150 7,50 2 0,0287 | 76,33
800 700 200 100 200 10,00 2 0,0263 | 69,95
800 700 150 100 250 12,50 2 0,0211 | 56,12
800 700 100 100 300 15,00 2 0,0174 | 46,28
800 700 50 100 350 17,50 2 0,0152 | 40,43
120 @ hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
2
= 60
z
N 40
20
0
0 5 10 15 20
DIMETAKLOR (uM)

Sekil 3.30: hCA-I ve hCA- 11 izoenzimlerinin farkli Dimetaklor inhibitorii
konsantrasyonlartyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.50: Tebukonazol inhibitériinin hCA — I enzimi tzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 300 100 50 2,50 2 0,0897 | 91,07
800 700 250 100 100 5,00 2 0,0798 | 81,02
800 700 200 100 150 7,50 2 0,0727 | 73,81
800 700 150 100 200 10,00 2 0,0643 | 65,28
800 700 100 100 250 12,50 2 0,0516 | 52,39
800 700 50 100 300 15,00 2 0,042 | 42,64

Tablo 3.51: Tebukonazol inhibitériinin hCA — I enzimi tzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

Tampc_m Substrat inhibitor | Kiivetteki pestisit | Toplam
1'\8/!.1—”8' Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(ul) | Hacmi konsantrasyonu hacim AA %
Ulfat . (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) (n) (»M) (ml)
800 700 300 100 50 2,50 2 0,0312 | 78,20
800 700 250 100 100 5,00 2 0,0276 | 69,17
800 700 200 100 150 7,50 2 0,0239 | 59,90
800 700 150 100 200 10,00 2 0,0198 | 49,62
800 700 100 100 250 12,50 2 0,0175 | 43,86
800 700 50 100 300 15,00 2 0,0153 | 38,35
120 ¢ hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
2
= 60
~
$
X 40
20
0
0 2 4 6 10 14 16
TEBUKONAZOL (uM)

Sekil 3.31: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Tebukonazol inhibit6rii
konsantrasyonlartyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.52: Amitraz inhibitdoriinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (uD (uM) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0775 | 96,51
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0712 | 88,67
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0518 | 64,51
800 700 200 100 200 6,00 2 0,04145 | 51,62
800 700 100 100 300 9,00 2 0,03565 | 44,40

Tablo 3.53: Amitraz inhibitoriinin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

I&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(ul) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (ul) ()] (M) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0184 | 75,72
800 700 300 100 100 3,00 2 0,01535 | 63,17
800 700 250 100 150 4,50 2 0,01405 | 57,82
800 700 200 100 200 6,00 2 0,0115 | 47,33
800 700 100 100 300 9,00 2 0,0102 | 41,98
120 ¢ hCA-I Izoenzimi
B hCA - II izoenzimi
100
L 4
2
= 60
M
<
X 40
20
0
0 2 4 6 8 10
AMITRAZ (uM)

Sekil 3.32: hCA-1 ve hCA- II izoenzimlerinin farkli Amitraz inhibitori
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.54: Dazomet inhibitoriinin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (uD (uM) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0512 | 80,13
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0499 | 78,09
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0455 | 71,21
800 700 200 100 250 7,50 2 0,03247 | 50,81
800 700 100 100 300 9,00 2 0,03144 | 49,20

Tablo 3.55: Dazomet inhibitortinin hCA — 11 enzimi Gzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

I&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
_ Hacmi (ul) (n) (»M) (ml)
(pH=7,4)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0175 | 78,48
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0158 | 70,85
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0124 | 55,61
800 700 200 100 250 7,50 2 0,0112 | 50,22
800 700 100 100 300 9,00 2 0,0104 | 46,64
120 & hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
£ 80
o
>
E 60
-
<
O\o 40
20
0
0 2 4 6 8 10
DAZOMET (UM)

Sekil 3.33: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Dazomet inhibit6ri

konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.56: Koumatetralil inhibitorinun hCA — I enzimi Gzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&n}ﬂc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (ul (uM) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0765 | 82,08
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0694 | 74,46
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0588 | 63,09
800 700 200 100 200 6,00 2 0,0506 | 54,29
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0411 | 44,10

Tablo 3.57: Koumatetralil inhibitorinun hCA — Il enzimi uUzerinde etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

I&n}prc:g Substrat ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) (n) (»M) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0265 | 72,40
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0254 | 69,40
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0205 | 56,01
800 700 200 100 200 6,00 2 0,0155 | 42,35
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0147 | 40,16
120 # hCA-I izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
= 80
.; .
=
< 60
<
N 40
20
0
0 2 4 6 8
KOUMATETRALIL (uM)

Sekil 3.34: hCA-I ve hCA- 1l izoenzimlerinin farkli Koumatetralil inhibit6ri
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.58: Karbofuran

inhibitdrinin hCA — | enzimi Gizerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam N %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite

(pH=7,4) Hacmi (ul) (uD (uM) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,07902 | 95,55
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0676 | 81,74
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0519 | 62,75
800 700 200 100 200 6,00 2 0,0411 | 49,69
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0378 | 45,70

Tablo 3.59: Karbofuran

inhibitdrinin hCA — 11 enzimi (izerinde etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari.

I&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kivetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(ul) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
(pH=7.2) Hacmi (pl) () (»M) (ml)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0263 | 84,29
800 700 300 100 100 3,00 2 0,02125 | 68,11
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0198 | 63,46
800 700 200 100 200 6,00 2 0,01735 | 55,61
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0128 | 41,03
120 .
¢ hCA-I Izoenzimi
100 BhCA - 1I Izoenzimi
80
=
£ 60
2
g 40
<
(=]
S 20
0
0 2 6 8
KARBOFURAN (UM)

Sekil 3.35: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Karbofuran inhibitorii
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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Tablo 3.60: Karbaril inhibitdriniin hCA — | enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari.

;&nijrc:g Substrat inhibitor | Kiivetteki pestisit | Toplam N %

Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) Akti‘\)/ite
- Hacmi (ul) (uD (uM) (ml)

(pH=7,4)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0505 | 90,34
800 700 300 100 100 3,00 2 0,04465 | 79,87
800 700 250 100 150 4,50 2 0,03347 | 67,03
800 700 200 100 200 6,00 2 0,02845 | 50,89
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0268 | 47,94

Tablo 3.61: Karbaril inhibitériniin hCA — Il enzimi Uzerinde etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar.

I&n}prc:g §ubs_tr_at_ ' inhibiti_ir Kvetteki pestisit | Toplam AA %
Silfat Cozeltisinin | Saf su (ul) | Enzim(pl) Hacmi konsantrasyonu hacim (340nm) | Aktivite
_ Hacmi (ul) (n) (»M) (ml)
(pH=7,4)
800 700 350 100 50 1,50 2 0,0308 | 75,49
800 700 300 100 100 3,00 2 0,0284 | 69,60
800 700 250 100 150 4,50 2 0,0249 | 61,02
800 700 200 100 200 6,00 2 0,0184 | 45,09
800 700 150 100 250 7,50 2 0,0133 | 32,59
120 & hCA-I Izoenzimi
100 B hCA - II izoenzimi
=
g & [
£
[
g 60
<
40
20
0
0 2 4 6 8
KARBARIL (uM)

Sekil 3.36: hCA-I ve hCA- 1I izoenzimlerinin farkli Karbaril inhibitéra
konsantrasyonlariyla ¢aligilan IC50 degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen grafik.
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3.6 p-Nitrofenilasetat Substrat1 i¢in Km Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

W Kontrol | Kontrol
hCA -1 *7,5uM 140 hCA -1l 4 5um
A 10uM
4 12,5uM

120

1/v

1/v

-500 ) 500 1000 1500 2000
-500 0 500 1000 1500 2000 -20
1/18]

-20 1/[S]

Sekil 3.37: Karbonik Anhidraz enzimi izerine Propoksur inhibitérinin p -
nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.

® KONTROL ® KONTROL
hCA -1 *125uM hCA - 1I * SuM
140 418,75 uM 250 A 10uM
200
150
>
< ; 100
- 1 1 2
-500 0 500 1000 1500 2000 200 P 500 000 500 000
-20 1/[S] 50 1/[8]

Sekil 3.38: Karbonik Anhidraz enzimi izerineAlaklor inhibitérintn p -nitrofenilasetat
ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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m KONTROL

B KONTROL
hCA - | *7,50M hCA-1I s
120 A 12,5uM
A 10 uM
180

100

80

60

1/v

-500 0 500 1000 1500 2000

-500 0 500 1000 1500 2000
20 1/[S] 20 1/[8]

Sekil 3.39: Karbonik Anhidraz enzimi izerine 1- Naftol inhibitérinin p -nitrofenilasetat
ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.

H Kontrol m KONTROL
hCA - | +75 hCA-Il s
120 412,5uM 160 46,25 UM

100
80
60
> >
) =
-500 0 500 1000 1500 2000
1/[S] 1000 500 0 500 1000 1500 2000
-20 20 1/[S]

Sekil 3.40: Karbonik Anhidraz enzimi (izerine Klorpirifos inhibitériiniin p -nitrofenilasetat
ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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1/v

-500

120

-20

0

hCA - |

500 1000

1/Is]

m KONTROL
¢ 10 uM
A 15uM

1500 2000

1/v

-500

180

hCA - I

160
140
120
100
80
60
40

20

0!<

=

0 500
20 1/[s]

1000

® KONTROL
¢ 10 uM
A 15 uM

1500 2000

Sekil 3.41: Karbonik Anhidraz enzimi lizerine Simazin inhibitoriintn p -nitrofenilasetat
ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.

1/v

-500

120

hCA - |

m KONTROL
¢5uM
A10uM

-20

500

1000
1/1s]

1500 2000

1/v

-500

hCA - I

140

0 500

1000
20 1/[S]

B KONTROL
43,75 uM
A75uM

1500 2000

Sekil 3.42: Karbonik Anhidraz enzimi izerine Diklofluanid inhibitérinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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u Kontrol

hCA - | v75

A12,5uM
120 "

100
80

60

1/v

40

20

-500 0 500 1000 1500 2000

20 1/1s]

1/v

160

X O

-1000 -500

-20

hCA - I

0 500 1000

1/Is]

M KONTROL
43,75 uM
A 6,25 uM

1500 2000

Sekil 3.43: Karbonik Anhidraz enzimi lizerine Klorpirifos - Metil inhibitoriinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.

H Kontrol
hCA -1 75w
A4 12,5uM
>
S~
-
-500 0 500 1000 1500 2000

1/1s]

200

1/v

-500
-20

hCA -1l

500 1000

1/s]

1500 2000

u Kontrol
¢ 5uM
A 10 uM

Sekil 3.44: Karbonik Anhidraz enzimi izerine Azinfos - Etil inhibitdrindn
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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m KONTROL m KONTROL
hCA -1 *75uM hCA- I ®7,5uM
70 A12,5uM 140 A12,5uM
120
100
> 80
S~
i
2 60
-
40
20
6 0
-1000 -500 0 500 1000 1500 2000 -500 500 1000 1500 2000
-10 1/[S] -20 1/[S]
Sekil 3.45: Karbonik Anhidraz enzimi tizerine Dimetaklor inhibitorinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
M KONTROL m KONTROL
hCA -1 *75uM hCA - Il i
A11,25uM A7,5uM
140
180
120
100
80
>
S z
i
40
20
ol
-500 0 500 1000 1500 2000 500 500 1000 1500 2000
-20 1/[S] -20 1/1s]

Sekil 3.46: Karbonik Anhidraz enzimi tizerine Tebukonazol inhibitérinin

p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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1/v

-500

-20
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500
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1/[s]

m KONTROL
hCA-1  -sw hCA-1I  cusw
A 75uM A 3,75 uM
120
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100
< >
-l S~
-
|
-1000 -500 0 500 1000 1500 2000
-2000 -1000 0 1000 2000
20 1/[S] 20 ' 1/[8]
Sekil 3.47: Karbonik Anhidraz enzimi tUzerine Amitraz inhibitorinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
m KONTROL M KONTROL
hCA - 1| *6uM hCA -1l 2,25 M
140 A9um 180 A4,5uM

1500 2000

Sekil 3.48: Karbonik Anhidraz izoenzimleri tizerine Dazomet inhibitdrindn
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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® KONTROL m KONTROL
hCA - | hCA -1l
120 47,5uM 160 47,5uM
100
80
60
= 2
-1000 -500 0 500 1000 1500 2000 -500 0 500 1000 1500 2000
-20 1/[8] -20 1/1s]
Sekil 3.49: Karbonik Anhidraz izoenzimleri tizerine Koumatetralil inhibitérinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
W KONTROL m KONTROL
hCA - | *45uM hCA - Il *3uM
120 46,75 UM 200 46 uM
100
80
60 S
bl )
i
40
-500 0 500 1000 1500 2000 -500 0 500 1000 1500 2000
-20
-20 1/[S] 1/[S]

Sekil 3.50 : Karbonik Anhidraz izoenzimleri Gizerine Karbaril inhibitérindn

p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.
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Sekil 3.51: Karbonik Anhidraz izoenzimleri Gizerine Karbofuran inhibitérinin
p -nitrofenilasetat ile elde edilen Linewear- Burk grafigi.

Tablo 3.62 :Kullanilan pestisitlerin Vmax - Km degerleri.

Vmax Vmax KM KM
(EU/mI) | (EU/mI) (UM) (UM)
BILESIKLER hCA- | hCA- I hCA- | hCA- I
0,114 0,083 0,004 0,004
1.Propuksur
0,058 0,094 2,927 0,010
2. Alaklor
0,092 0,058 0,003 0,003
3. 1- Naftol
0,101 0,051 0,002 0,004
4. Klorpirifos
0,100 0,791 0,005 0,053
5. Simazin
0,273 0,108 0,014 0,006
6. Diklofluanid
0,188 0,045 0,009 0,002
7. Klorpirifos - Metil
0,127 0,067 0,003 0,005
8. Azinfos - Etil
0,002 0,003
9. Dimetaklor 0,090 0,05
0,815 0,048 0,148 0,011
10. Tebukonazol
0,04 0,029 0,004 0,001
11.Amitraz
0,130 0,113 0,006 0,007
12. Dazomet
0,127 0,459 0,005 0,031
13. Koumatetralil
0,121 0,097 0,005 0,008
14. Karbofuran
0,061 0,179 0,002 0,010
15.Karbaril
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Tablo 3.63: Kullanilan pestisitlerin genel inhibisyon tablosu.

I1Cso(UM) | ICso(UM) | IC50(UM) | 1Cso(UM) Ki Ki s
] ] (Hidrataz) | (Hidrataz) | (Esteraz) | (Esteraz) | (uUM) (nMm) INH.II_EIRSBJ{ ON
BILESIKLER hCA-I hCA-11 hCA-I hCA-1l1 | hCA-1 | hCA-II
Kompetitif
1.Propuksur 0,600 1,280 13,85 | 13,520 | 7,970 | 6,400 Inhibitér
Unkompetitif
2. Alaklor 2,360 0,536 16,320 | 9,060 | 12,470 | 4,050 Inhibitor
Unkompetitif
3.1- Naftol 1,310 0,685 16,550 | 10,200 | 14,400 | 5,190 Inhibitor
Nonkompetitif
4. Klorpirifos 0,591 0,527 15,400 | 12,750 | 10,750 | 5,900 Inhibitor
Kompetitif
5. Simazin 0,366 0,594 14,590 | 13,900 | 8,660 | 7,260 Inhibitér
Nonkompetitif
6. Diklofluanid 1,395 0,529 13,000 | 8,010 | 5,560 | 3,090 Inhibitor
Unkompetitif
7. Klorpirifos - Metil | 0,614 6,040 12,830 | 9,550 | 5,480 | 4,100 Inhibitor
Nonkompetitif
8. Azinfos - Etil 0,534 0,544 13,980 | 10,950 | 8,320 | 5,680 Inhibitor
Unkompetitif
9. Dimetaklor 0,585 0,578 13,700 | 14,600 | 7,530 | 8,440 Inhibitor
Kompetitif
10. Tebukonazol 0,602 0,603 13,300 | 9,850 | 7,350 | 4,500 Inhibitor
Unkompetitif
11.Amitraz 3,300 3,470 7,400 5,270 | 4,880 | 1,740 Inhibitor
Nonkompetitif
12. Dazomet 3,860 3,900 8,450 6,350 | 4,990 | 2,490 Inhibitor
Unkompetitif
13. Koumatetralil 6,410 8,740 6,550 5,060 | 3,660 | 1,620 Inhibitor
Unkompetitif
14. Karbofuran 3,350 3,410 6,520 6,300 | 3,580 | 2,420 Inhibitor
Unkompetitif
15.Karbaril 2,860 3,460 6,820 5,350 | 3,800 | 1,920 Inhibitor
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada bazi pestisitlerin CA izoenzimleri iizerinde etkileri incelenmistir. Bu amagla
Propuksur, Alaklor, 1- Naftol, Klorpirifos, Simazin, Diklofluanid, Klorpirrifos — Metil,
Azinfos — Etil, Dimetaklor, Tebukonazol, Amitraz, Dazomet, Koumatetralil, Karbofuran,
Karbaril pestisitleri kullanilmistir. Bu pestisitlerin se¢ilmesinin en 6nemli nedeni {ilkemizde
kontrolsiiz bir sekilde kullanilmas1 sonucu, besin zinciri yolu ile insanlara kadar

ulasabilmesidir.

Aragtirmamizda enzim olarak CA enzimini se¢ilmesinin nedeni ise, bu enzimin canlilarin
yapisinda son derece énemli fizyolojik fonksiyona sahip olmasidir. CA’nin CO3 ile olan
reaksiyonu sonucu H+ ve HCO3- iyonlar1 olusmaktadir. Bu katalitik reaksiyon bobrek,

gastrik mukoza ve goz lensi gibi bircok 6nemli dokuda meydana gelmektedir.

Karbonik anhidrazin aktivitesi tayini iki metotla yapildi. Bunlardan birincisi, CO2-hidrataz
aktivitesi adi verilen Maren ve arkadaslarmin modifiye ettikleri Wilbur- Anderson
yontemidir [111]. Bu yontemle, CO, molekilinin su ile reaksiyona girmesi neticesinde
meydana gelen H.COs; molekilinin, H® ve HCOgs™ iyonlarina ayrisarak, ortamm pH’sin1

degistirme siiresi 6l¢iilmektedir.

Karbonik anhidraz enziminin diger bir aktivite tayin metodu ise, esteraz aktivitesidir.
Armstrong ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bu metot, karbonik anhidrazin ester bagini
hidroliz etmesi (esteraz aktivitesi) esasina dayanmaktadir [112]. Karbonik anhidraz enzimi
p-nitrofenilasetat’s p-nitrofenol’e hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorpsiyon

vermektedir.

Aragtirmamizda kullanilan CA enzimi insan eritrositlerinden afinite kromatografisi yontemi
ile saflagtirilmistir. Bu amagla tarafimizdan Sepharose - 4B - 4-(6-Amino-hekziloksi)-

benzensulfonamid kimyasal yapisina sahip jel sentezlenmistir[113]
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hCA-I ve hCA-II izoenzimlerin safligit SDS-PAGE uygulanarak kontrol edilmistir ve tek
bantlar elde edilmistir. Yaklasik molekiil agirliklart 30 kDa agirhginda bulunmustur. Bu
degerlerin literatiirle uyum halinde oldugu tespit edilmistir [114].

Pestisitlerin CA enzimi iizerine inhibisyon etkisini belirlemede IC50 degerleri bulunmustur.
CA | ve CA 1l enzimlerinin ilk 6nce hidrataz aktiviteleri Uzerinde s6z konusu pestisitlerin
inhibisyon etkileri pestisitlerin belirli ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek
suretiyle belirlendi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA I ve CA II enzimleri i¢in bes
farkli uygun inhibitor konsantrasyonunda hidrataz aktivite dlgiimii yapildi. Inhibisyon etkisi

olan bilesiklerin %Aktivite-[I] grafikleri gizilerek, 1Cso degerleri hesapland.

Arastirmamizda kullanilan pestisitlerin hidrataz aktivitesi ile hCA 1 ve II izoenzimlerini
onemli 6l¢glide inhibe ettigi saptanmustir. hCA I i¢in bu pestisitlerin ICso degerleri 0,366 uM
ile 6,41 uM arasinda tespit edilmistir. Bunlar arasinda en gii¢lii inhibitoriin Simazin oldugu
IC50:0,366 uM degerinden anlasilmaktadir. Koumatetralil ise 6,41 uM ICso degeri ile
digerlerine gore daha zayif bir inhibitor oldugu bulunmustur. Simazin pestisitin literatiirde
hCA I {izerine etkisini i¢eren bir ¢alisma yoktur ancak bagka bir enzim iizerinde etkisi rapor
edilmistir. Holovska ve arkadaslar1 domuz bobreginden proliferatif enzimini saflagtirmis ve
bu enzim iizerine Simazin pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (ICso: 17 mM)[109]. Bir
baska calismada ise Sentiirk ve arkadaslar1 asetilkolinesteraz enzimini saflastirmis ve bu
enzim ilizerine Simazin pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (ICso: 10,38 uM) [115].
Ayn1 grubun bir baska calismasinda bal arisindan (Apis mellifera) karbonik anhidraz
enzimini saflastirmis ve esteraz aktivitesi ile bu enzim U(zerine Simazin pestisitinin
inhibisyon etkisini bulmustur (ICs0:0,0273 pM)[116]. Literatir de Koumatetralil icin ise

herhangi bir enzim iizerine etkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamaistir.

Hidrataz aktivitesi ile hCA 1l izoenzimi i¢in ¢alisilan pestisitlerin ICso degerleri 0,527 pM
ile 8,74 uM arasinda tespit edilmistir. Bunlar arasinda en giiclii inhibitoriin Klorfirifos
oldugu ICso: 0,527 uM degerinden anlagilmaktadir. Koumatetralil ise 8,74 uM ICso degeri

ile digerlerine gore daha zay1f bir inhibitér oldugu bulunmustur.
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Koumatetralil pestisitin literatiirde hCA I iizerine etkisini igeren bir ¢calisma yoktur ancak
baska bir enzim iizerinde etkisi rapor edilmistir. Topal ve arkadaslar1 gokkusag: alabaligi
beyninden Asetilkolinesteraz enzimini saflagtrmis ve bu enzim {izerine Klorpirifos

pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50:30ug/L) [117].

Bir diger c¢alismada Assis ve arkadaslari Crassostrea Rhizophora Solungaglarindan
Asetilkolinesteraz enzimini saflastrmis ve bu enzim fiizerine Klorpirifos pestisitinin
inhibisyon etkisini bulmustur (IC50: 7,55 mM) [111] . Kiifrevioglu ve arkadaslar1 gokkusag1
alabalig1 karacigerinden mitokondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimini saflastirmis ve bu
enzim iizerine Klorpirifos pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50: 0,38 uM) [112].
Ayrica Kiifrevioglu ve arkadaslar1 Levrek karacigerinden (Dicentrarchus labrax) karbonik
anhidraz enzimini saflastrmis ve bu enzim iizerine Klorpirifos pestisitinin inhibisyon
etkisini esteraz aktivitesi ile bulmustur (IC50:2,643 uM)[110]. Yine ayn1 hocanin grubu sigir
eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimini saflastirmis ve bu enzim tizerine Klorpirifos
pestisitinin inhibisyon etkisini esteraz aktivitesi ile bulmustur (IC50:84,124 uM)[113].
Literatiir de Koumatetralil i¢in ise herhangi bir enzim iizerine etkisi ile ilgili ¢alismaya

rastlanmamustir.

Esteraz aktivitesi ile pestisitlerin hCA I {izerine etkileri incelendiginde 6,52 pM IC50 degeri
ile Karbofuranin en giiglii inhibisyon gosterdigi buna karsin 1- Naftol’'un 16.55uM IC50
degeri ile en zay1f inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. Karbofuran pestisitin literatiirde
esteraz aktivitesi ile hCA I {izerine etkisini iceren bir ¢aligma yoktur ancak baska enzimler
iizerinde etkisi rapor edilmistir. Sentlirk ve arkadaglar1 bal arisindan (Apis mellifera)
karbonik anhidraz enzimini saflastirmis ve bu enzim fiizerine Karbofuran pestisitinin
inhibisyon etkisini bulmustur (IC50:0,0087 uM)[109]. Bir bagka c¢alismada AsSis ve
arkadaglar1 Crassostrea Rhizophora solungaclarindan Asetilkolinesteraz ~ enzimini
saflagtirmis ve bu enzim lzerine Karbofuran pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur
(IC50: 0,17 mM)[111]. Aymi grubun bir bagka calismasinda ise gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) solungaglarindan karbonik anhidraz enzimini saflagtirmis ve bu

enzim tizerine Karbofuran pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50: 000,4 uM)[111].
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Yine bir baska ¢alismada Sentiirk ve arkadaslar1 asetilkolinesteraz enzimini saflastirmis ve
bu enzim flizerine Karbofuran pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50: 0,544
MM)[115]. Bir diger calismada ise Shukor ve arkadaslar1 Asetilkolinesteraz enzimini
yiiriiyen kedi baligindan (Clarias Batrachus), Elektrikli Yilan Baligindan (Electrophorus
Electricus) ve sigirdan (Bos Taurus) saflastirmis ve bu enzimler iizerine Karbofuran
pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (sirastyla IC50: 6,66 ugl™?, IC50: 6,20 pg/L, 20.94
uglh[116]. 1-Naftol pestisitin literatiirde hCA I iizerine etkisini igeren bir ¢alisma yoktur
ancak baska bir enzim iizerinde etkisi rapor edilmistir. Hiroshi ve arkadagslari insan
karacigerinden Uridin Difosfat-Glukuronosiltransferaz 1-6 enzimini saflastirmus ve bu

enzim Uzerine 1- Naftol pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50:28 puM)[117].

Esteraz aktivitesi ile pestisitlerin hCA II {izerine etkileri incelendiginde 5,06 UM IC50 degeri
ile Koumatetralilin en gii¢lii inhibisyon gosterdigi buna karsin Dimetaklor’un 14,6 uM IC50
degeri ile en zayif inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. Literatiir de Koumatetralil ve

Dimetaklor i¢in ise herhangi bir enzim tizerine etkisi ile ilgili ¢aligmaya rastlanmamustir.

Esteraz aktivitesi ile pestisitlerin hCA | Uzerine etkileri incelendiginde 3,58 UM Ki degeri
ile Karbofuranim en gii¢lii inhibisyon gosterdigi buna karsm 1- Naftol’un 14,4 uM Ki degeri
ile en zayif inhibisyona sahip oldugu bulunmustur. Esteraz aktivitesi ile pestisitlerin hCA 11
tizerine etkileri incelendiginde 1,62 M Ki degeri ile Koumatetralilin en gucli inhibisyon
gosterdigi buna karsin Dimetaklor’un 8,44 UM Ki degeri ile en zayif inhibisyona sahip

oldugu bulunmustur.

Bir inhibitorin inhibisyon etkisini gosteren en iyi parametre K;sabiti olmasina ragmen bir
¢ok arastirmaci, bir inhibitoriin inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in uygulanmasi oldukga
kolay ve pratik yontem olan 1Cso degerini kullanmaktadir. Ki sabiti sonucu; Kompetitif
Inhibitér 6zellige sahip pestisitler: Propuksur, Tebukonazol ve Dazomet’tir . Unkompetitif
Inhibitér Alaklor, 1- Naftol, Diklofluanid , Amitraz , Koumatetralil , Karbofuran ve
Karbaril’dir. Nonkompetitif Inhibitor &zellige sahip pestisitler ise Klorpirifos, Simazin,
Klorpirifos — Metil , Azinfos — Etil , Dimetaklor’dur.
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Calismamizda kullandigimiz pestisitlerin insan karbonik anhidraz enzimi {izerine etkisi
literatlirde daha 6nce ¢alisilmamistir. Ancak bazi arastirmacilar tarafindan farkl tiir karbonik

anhidraz enzimleri veya baska enzimler {izerine etkileri rapor edilmistir.

Omegin Ceyhun ve arkadaslar1 gokkusagi alabahigi  (Oncorhynchus mykiss)
solungaglarindan karbonik anhidraz enzimini saflagtrmis ve bu enzim iizerine esteraz

aktivitesi ile Propoksur pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (I1C50:0,420 uM)[108].

Sentlirk ve arkadaslar1 gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) solungag¢larindan
Glukoz-6-Fosfat enzimini saflagtirmis ve bu enzim iizerine Propoksur pestisitinin inhibisyon
etkisini bulmustur (IC50:12 uM)[108]. Ayn1 grubun bir baska ¢alismasinda bal arisindan
(Apis mellifera) karbonik anhidraz enzimini saflastirmis ve bu enzim {izerine esteraz

aktivitesi ile Propoksur pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50:0,0321 uM)[109].

Sentiirk ve arkadaslar1 bal arisindan (Apis mellifera) karbonik anhidraz enzimini saflagtirmis
ve bu enzim Uzerine esteraz aktivitesi ile Karbaril ve Tebukonazol pestisitinin inhibisyon
etkisini bulmustur (sirastyla; IC50:0,0031 uM ve 1C50:0,0030 upM)[109].

Holovska ve arkadaslar1 Madin-Darby Sigir Bobreginden, tavsan bobreginden, domuz
bobreginden ve s1gir embriyonik pulmoner hiicrelerinden proliferatifenzimini saflagtirmis ve

bu enzim iizerine Diklofluanid pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (sirastyla; IC50:

0,000134 M; IC50: 2,754228 M; 1C50: 0,000309 M; IC50: 0,000147 M)[118]

Celik ve arkadaglar1 insan kanindan ve sigir kanindan karbonik anhidraz enzimini

saflastirmis ve bu enzim lizerine hidrataz aktivitesi ile Klorpirrifos—Metil pestisitinin

inhibisyon etkisini bulmustur (sirasiyla; IC50: 3,7x 102 M; 1C50: 6,3 x 102 M)[119].
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Yoshio ve arkadaglar1 Koi sazanindan (Cyprinus carpio) asetilkolinesteraz enzimini
saflastirmis ve bu enzim tizerine Klorpirrifos—Metil, Azinfos—Etil ve Amitraz pestisitinin
inhibisyon etkisini bulmustur (swrasiyla; 1C50:4,45 puM; 1C50:4,46 pM; 1C50:25,77
mM)[120].

Assis ve arkadaslar1 Crassostrea Rhizophora Solungaglarindan ve i¢ organlarindan
Asetilkolinesteraz enzimini saflastirmis ve bu enzim tizerine Karbaril pestisitinin inhibisyon

etkisini bulmustur (sirastyla; IC50: 0.00013 mM; IC50: 0.0035 mM)[111].

Shukor ve arkadaslar1 Asetilkolinesteraz enzimini Yiriiyen Kedi Baligindan (Clarias
Batrachus), Elektrikli Yilan Baligindan (Electrophorus Electricus) ve Sigir’dan (Bos Taurus)
saflagtirmis; bu enzim lizerine Karbaril pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (sirasiyla;

IC50: 130.00 pg/L; 1C50: 133.01 pg/L; 1C50: 418.80 pg/L)[116].

Anderson ve arkadaslar1 Asetilkolinesteraz enzimini Sineklerden (House fly), Amerikan
kopek kenesinden (American dog tick), Amerikan hamam bdceginden (American
cockroach), Sar1 humma sivrisineginden (Yellow fever mosquito) saflagtirmis ve bu enzim
iizerine Karbaril pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (swrasiyla; IC50: 1.2 uM;

1C50:1.8 uM:; IC50: 0.4 uM:; IC50: 1.2 uM)[104].

Cochon ve arkadaglar1 Kara kurttan (Lumbriculus variegatus) ve tath su salyangozundan
(Biomphalaria glabrata) kolinesteraz enzimini saflagtirmis ve bu enzim tizerine Karbaril

pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (sirasiyla; 1C50:0,10 mg/L;1C50:1,77 mg/ L)[122].

Sentiirk ve arkadaslar1 asetilkolinesteraz enzimini saflagtirmis ve bu enzim {izerine Karbaril

pestisitinin inhibisyon etkisini bulmustur (IC50: 11.27 puM)[123].

Ayrica Alaklor, dimetaklor, dazomet, koumatetralil pestisitlerin literatiirde herhangi bir

enzim (zerine etkileri ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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Yiiksek lisans olarak sunulan bu calismada elde edilen bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenebilir:

v

Insan eritrositlerinden hCA-l ve hCA-ll izoenzimleri, Sepharose - 4B - 4-(6-
Amino-hekziloksi)-benzensulfonamid kimyasal yapisina sahip afinite jeli ile

saflastirilmis ve safligit SDS-PAGE ile kontrol edilmistir.

Aragtirmamizda kullanilan pestisitlerin hCA- | ve hCA- Il izoenzimlerini in vitro

olarak inhibe ettigi saptanmistir.

Bu pestisitlerin I1Cso ve Ki degerleri gizilen grafiklerden hesaplanmistir.

Bunlarin iginde hCA-I i¢in Karbofuran ve hCA-I1 i¢cin Koumatetralilin en gucli

inhibitor oldugu tespit edilmistir.

Bunlarin iginde hCA-I i¢in 1- Naftol ve hCA-II icin Dimetaklor ise en zayif

inhibitor oldugu tespit edilmistir.
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Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler aragirmanin/calismanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
uygun bulunmus olup arastirmamin/alismanin  basvuru  dosyasinda belirtilen merkezlerden izin alinmas sartiyla
gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul (ye tam sayisinin oybirligi ile karar verilmigtir..

llag ve Biyolojik Urinlerin Klinik Aragtirmalari Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar igin Torkiye llag ve Tibbi
Cihaz Kurumu'ndan izin alinmasi gerekmektedir,

KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI :2& :::‘iyolojik Urtinlerin Klinik Aragtirmalart Hakkinda Yonetmelik, lyi Klinik Uygulamalar
BASKANIN UNVANI/ADI/ SOYADI:
.ot Arasgtirma %
Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet ile iliski Katilim Ipzr‘

Gogls " :
Prof.Dr.Fuat EREL Hastaliklan AD | BAUN Tip Fakilltesi ER | KO [EO |HR® |EO |HO >
Prof.Dr.Gillten ERKEN Fizyoloji AD BAUN Tip Fakilltesi EQ (KX |EO [HR |EQ [HO /(/ i

Kadin Hastalikl .
Dog.Dr.Akin USTA V:Dl:)‘gu o AE) | BAUNTipFakiltesi |[ER |KO [ED |HR |EO |HD
Dog.Dr.Eyip AVCI Kardiyoloji AD | BAUN Tip Fakiltesi |E® |k |EQ |H® |EO) | H D‘%
Dr.Ogr.Uyesi Oguzhan Tibbi A ;
FoRkn Farmakoloji AD | PAUN TP Fakiesi | E® | KO |ED |HR [EO [HO [ Ow
Uzm.Dr.Mehmet Halk Saghg Balikesir KEAS
CALISKAN Bolimu Organize Sanayi ER | KO |EQ |HR | EO | HOQ Myt
Av.Erman ARDA Avukat Serbest eR | kO |0 [ |e0 (v [!

Balikesir Saglik

Hiisnit KUNDAKCI Eczaci Uyzulama ve Arg.Hast. EX (KO |EQ |HR [T |HO
Serhat ALDEMIR Emekli ER (kO |e0 |HR |e0 |n j@)

Etik Kurul Bagkaninin

Unvany/Adv/Soyadi:Prof.Dr.Fuat EREL

Imza:

Not: Etik kurul bagkani, imzasimn yer almadigt her sayfaya imza atmalidur.

104



7. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi : Aybike BALTACI
Dogum tarihi ve yeri : 14.10.1995 / Beyoglu

e-posta : aybikebaltaci34@gmail.com

Ogrenim Bilgileri

Derece Okul/Program Yil

Y. Lisans Balikesir Universitesi/Kimya 2018-2021
Lisans Balikesir Universitesi/Kimya 2014-2018
Lise Lefkosa Tiirk Lisesi 2009-2013
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