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OZET

FARKLI KOYUN IRKLARINDAN KARBONIK ANHIDRAZ ENZiMININ
SAFLASTIRILMASI VE BAZI PESTISITLERIN ENZIM UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZI
YILDIZ YALCIN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SEMRA ISIK)
BALIKESIR, TEMMUZ - 2022

Bu calismada, canlilarin yapisinda son derece onemli fizyolojik role sahip karbonik
anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1) enziminin Dorset Down, Merinos, Kivircik koyun kan
eritrositlerinden saflagtirillmistir ve bazi pestisitlerin enzim {izerine inhibisyon etkileri
arastirilmistir. Karbonik anhidraz enzimi, Sepharose - 4B - etilendiamin - 4-izotiyosiyanat
benzen siilfonamid jeli kullanilarak afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmistir.
Enzim i¢in %verim ve saflagtirma dereceleri sirasiyla Dorset down 1rki i¢in %22.48 verim
ve 320.5 kat, Kivircik irki i¢in % 28.3 verim ve 182.66 kat ve Merinos 1rki i¢in %16.79
verim ve 69.1 kat saflastirildigi bulunmustur. Enzim safligi kontrolii Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edilerek ii¢ koyun tiirii i¢in
de enzimin molekiiler agirligi yaklasik 29 kDa olarak tespit edilmistir. Dorset down,
Kivircik ve Merinos CA enziminin fenil asetat substratina karst Km ve Vmax degerleri
belirlenmistir. Dorset Down, Merinos, Kivircik CA enzimi Km Ve Vmax degerleri sirastyla
0.007 uM, 0.116 U/mLdk, 0.015 uM, 0.443 U/mLdk, 0.015 uM, 0.443 U/mLdk olarak
bulunmustur. Bu ¢aligmada kullanilan pestisitler karbonik anhidraz enzimini in vitro olarak
farkli diizeylerde inhibe ettigi tespit edilmistir. Dorset Down CA enzimi i¢in en giiglii
inhibitor Karbofuran (ICso: 4.90 uM) ve en zayif inhibitor Klorpirifos — Metil’dir (1Cso:
126.42 uM). Kivircik CA enzimi i¢in en giiglii inhibitér Amitraz (ICso: 26.23 uM) ve en
zayif inhibitéor Koumatetralil (ICso: 61.45 uM) iken Merinos CA enzimi i¢in en giiclii
inhibitor Karbofuran (ICso: 5.78 uM) ve en zayif inhibitor ise Diklofluanid'dir (IC50: 62.05
uM).

ANAHTAR KELIMELER: koyun, kan, afinite kromatografisi, karbonik anhidraz,
pestisit

Bilim Kod / Kodlari : 20104 Sayfa Sayisi : 81



ABSTRACT

PURIFICATION OF CARBONIC ANHIDRASE ENZYME FROM DIFFERENT
SHEEP BREEDS AND INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME
PESTICIDES ON ENZYME
MSC THESIS
YILDIZ YALCIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SEMRA ISIK)
BALIKESIR, JULY - 2022

In this study, carbonic anhydrase (CA, E.C.4.2.1.1) enzyme, which has an extremely
important physiological role in the structure of living things, was purified from Dorset
Down, Merino, and Kivircik sheep blood erythrocytes and the inhibition effects of some
pesticides on the enzyme were investigated. Carbonic anhydrase enzyme was purified by
affinity chromatography technique using Sepharose — 4B — ethylenediamine — 4 —
isothiocyanate benzene sulfonamide gel. The yield and purification degrees for the enzyme
were found to be 22.48% yield and 320.5 times for the Dorset down breed, 28.3% yield
and 182.66 times for the Kivircik breed, and 16.79% yield and 69.1 times for the Merino
breed, respectively. Enzyme purity was checked by Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), and the molecular weight of the
enzyme was determined to be approximately 29 kDa for all three sheep breeds. Km and
Vmax Values of Dorset down, Kivircik and Merino CA enzymes were determined against
phenyl acetate substrate. Dorset Down, Merino, Kivircik CA enzyme Ky and Vmax values
were found as 0.007 uM, 0.116 U/mL.min, 0.015 uM, 0.443 U/mL.min, 0.015 uM, 0.443
U/mL.min, respectively. The pesticides used in this study were found to inhibit the
carbonic anhydrase enzyme at different levels in vitro. The strongest inhibitor for Dorset
Down CA enzyme is Carbofuran (ICsp: 4.90 uM) and the weakest inhibitor is
Chlorpyrifos-Methyl (ICso: 126.42 uM). For the Kivircik CA enzyme, the strongest
inhibitor is Amitraz (ICso: 26.23 uM) and the weakest inhibitor is Coumatetralil (ICso:
61.45 uM), while the strongest inhibitor for Merino CA enzyme is Carbofuran (ICse: 5.78
uM) and the weakest inhibitor is Diclofluanid (ICso: 62.05 uM).

KEYWORDS: sheep, blood, affinity chromatography, carbonic anhydrase, pesdicide
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1. GIRIS

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), basit fakat fizyolojik olarak ¢ok
onemli bir tersinir reaksiyon olan karbokdioksitin hidratasyonu ile bir karbonat ve proton
iretimini katalizler. CA'lar a-, B-, y-, 8-, -, n-, 6- ve 1-CA’lar olarak adlandirilan, farkl
katlanmalara ve yapilara sahip olmalarina ragmen ortak CO; hidrataz aktivitesine sahip,
diisik sekans benzerligine bagl sekiz farkli ailede gruplanir [1]. Karbonik anhidraz
metaloenzimdir ve bu sebeple yapisinda metal iyonu bulundurmaktadir. Izoenzimleri;
Memelilerde CA enzimlerinden a-CA ailesi olarak bilinen gen dizilimine bagli 16 adet
farkli izoenzimi, farkli dokularda dagilim gosterir. Ayrica CA gen ailesine baglantili olan
ve proteinlerde etkili olan protein (CARP) tanimlanmistir. Hiicre igerisinde bulunduklari
konum da farklilik gosterir. CA I, CA-11, CA-I11 ve CA VII’nin bulunduklar1 konum itibari
ile sitozoliktir. CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV membran yiizeyine baglidir. CA-VA ve
CA-VB mitokondride, CA VI salgilarda (anne siitii ve tiikriikte) bulundugu bilinmektedir
[2, 3, 4].

Karbonik anhidraz enzimi genellikle metabolik CO> transportunu ve dokularin genelinde
H* ve HCO3 iyonlarinin olusumunda ve bu iyonlarin birikiminde 6nemli rol oynamaktadir
[5]. Bu sekilde viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda énemlidir. Ornegin; bobrek,
gastrik mukoza ve goz lensi dokularindan saflastirilan CA enzimlerinin biyokimyasal
ozellikleri incelenmistir. Bazi bakterilerde, balik solungaglarinda ve salgr yapan
organlarinda, kabuk yapimina ihtiyag duyan kabuklu hayvanlarda bu yapiy1 saglar ve

alglerde bulunan bu enzimin farkl rollerde oldugu ayrica ispatlanmistir [6, 7, 8].

Pestisitler, genellikle tarimda kullanilmaktadir. Niifus artis1 sebebiyle, tarim {irlinlerinin
zarar gOrmeden Uretilmesi gerekmektedir. Bu iriinlerin iiretimi, depolanmasi ve
tilkketiminde, besin maddelerinin dogada bulunan bir¢ok mikroorganizmadan korunmasi
icin pestisitler kullanilmaktadir. Ancak pestisitler ¢ok toksik yapidirlar. Sadece zararli
mikroorganizmalarin hedeflenmesi istense de, iiretilen besinler {izerinde, dolayli yollarla
suya karisarak, hayvanlarin yedigi otlarla viicutta birikmektedir. insanlar ve hayvanlar
besin zincirinden dolay1 birgok pestisiti viicuduna alir. Bu pestisitlerin etkileri viicutta

biriktikge ortaya ¢ikmaktadir [9].



Pestisitlerin bircok ¢esidi bulunmaktadir. Yiiksek diizeyde toksik yapist olan ve
pargalanmasi, bozulmasi gergeklesmeyen, bazi klorlu pestisitler digindaki tarim ilaglarinin
sentezlenmesi bile ¢ok fazla gevre kirliligine sebep olmaktadir [9].

Ulkemizde koyun yetistiriciligi bilyiik dneme sahiptir. Ozellikle Marmara ve Ege bolgeleri
cografi yapisi ve iklimsel kosullarindan dolay1 daha elverislidir. Tiirkiye’de bulunan koyun
miktar1 42.7 milyona ulasarak, diinyada 9. sirada yerini almistir. Koyunlarin et, siit ve
yiinlinii kullanilmaktadir. Tiirkiye’de siit {iretiminin %10’u, et liretiminin ise %26’s1

koyunlardan karsilanmaktadir [10].

1.1 Cahsmamizda Kullamilan Enzim; Karbonik Anhidraz
Karbonik anhidraz (CA) enzimi, bir¢ok dokuda H* ve HCOgs™ birikiminde rol almasinin

yani sira, genel olarak metabolik CO2 transportunu saglamaktadir [11, 12].

CO2 + HO — H>CO3 - H* + HCO3s

Okaryotlarda, CA'lar CO, veya HCO3 ", pH homeostazinin, elektrolitlerin salgilanmasinin,
biyosentetik siireglerin ve fotosentezin taginmasi ve saglanmasinda rol oynar [13, 14]. CA
hidrataz/dehidrataz aktivitesi, ¢ozlinmiis inorganik karbon igeren ¢ok sayida fizyolojik
fonksiyona katkida bulundugundan, CA'lar her tiir organizmada bir¢ok fizyolojik ve
patolojik kosulda ¢ok 6nemli biyomolekiillerdir [15-17]. Son yillarda ve 6zellikle diinya
capinda meydana gelen bakteriyel antibiyotik direncinin hizla ortaya ¢ikmasiyla, bakteriyel
CA'larin islevinin anlasilmasi 6nemli 6l¢iide artmistir. CA'lar, mikroplarin hayatta kalmasi,
patojeniteleri ve viriilansi igin gereklidir [1, 18, 19].

CA turnover sayis1 en yiiksek olan enzimlerden biridir. Yapisinda aktif bolge adi verilen
cepler bulunur. Bu aktif bolgede bulunan su molekiilinden H* ayrilarak OH’iyonunu
meydana getirir. (H")’deki proton burada koparilarak oksijen atomunda pozitif yiik
saglanir. Diger taraftan OH™ iyonu merkezde bulunan CO: ile reaksiyona girerek
bikarbonat (HCOz") meydana getirilir [18].

Karbonik anhidraz enziminin sentezlendigi canlilarin bazilarinda farkli olsa da genellikle
29 kDa civarinda molekiil kiitlesine sahip oldugu belirlenmistir [20]. Karbonik anhidraz
metaloenzimdir. Enzimin aktif bolgesinde Cinko (Zn*?) iyonu bulunur [11, 21].
Metaloenzimlerde aktif bolgede bulunan bu iyonlarin kimyasal aktiviteyi arttirdig
bilinmektedir. Bu 6zellik pozitif yiiklii iyonlarin olusmasini ve kinetik baglarin kararliligini

korumasini saglamaktadir [22].



CA; ilk sigir eritrositlerinden saflastirilmigtir ve sirasiyla; memelilerde, omurgalilarda,
bitkilerde, alglerde ve bazi bakterilerde bulunmustur [23]. COz’in hidratasyonunu ve

HCO3“in dehidrasyonunu katalizleyen enzimdir [24].

Blood

Carbonic
Anhydrase

HCO,

Parietal

cells

Sekil 1.1: Mide ¢eperi hiicrelerinde CA enziminin rolii [20].

1.1.1 Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Karbonik anhidrazlar, prokaryot ve Okaryotlarda yiiksek miktarlarda bulunmaktadirlar.
CA'lar a-, B-, y-, 6-, (-, n-, 0- ve 1-CA’lar olarak adlandirilan, farkli katlanmalara ve
yapilara sahip olmalarina ragmen ortak CO: hidrataz aktivitesine sahip, diisiik sekans
benzerligine baglh sekiz farkli ailede gruplanir [1]. Sekiz farkli CA sinifi ortak bir atadan
gelse de filogenetik olarak farklidirlar. Her CA sinifinin temsili amino asit dizileri, farkl
bir siifa ait diger CA'larin polipeptit zinciri ile karsilastirildiginda diisiik dizi benzerligi,

farkli kivrimlar ve yapilar gosterir [25].

o-, B-, 8-, - ve belki O-CA’lar katalitik metal iyonu olarak Zn*? iyonunu kullanmaktadar. y-
CA Fe*? iyonunu kullanmaktadir ancak Zn*? ve Co*? iyonlariylada aktiftirler [1]. {-CA,
hem Cd*2 hem de Zn*? ile aktif olan kambiyalistik enzimlerdir [1, 25]. En son tanimlanan

1-CA ise Mn*? ve Zn*2 iyonlarm tercih ederek aktiflesmektedir [1].



Tablo 1.1: Insanlarda karbonik anhidraz enzimi izoenzimleri, gérevleri ve bulundugu

bolge [26].
izoenzim Gorevi Katalitik Bulundugu
Aktivite Bolge
hCA-I Insanlarmn kanlarinda bulunan eritrosit
hiicrelerindeki bir izoenzimdir. Solunum olayinda Diisiik Sitozol
gorev almaktadir.
hCA-II Bobrek dokularinda ki eksikliginde bobrek tast ve Yiiksek Sitozol
Kireglenme gibi sorunlar olusur. Ayrica kemik ve
beyinde de 6nemlidir.
hCA-III Bu izoenzim iskelet kaslarinda bulunarak laktik asit- Cok yiiksek Sitozol
laktat dengesinde 6nemli rol oynamaktadir.
hCA-IV Akciger kapillerinde plazma yiizeylerinde Yiiksek Membrana
bulunmaktadir. Sinyal izoenzimleridir. bagh
hCA-V Dokularin bazilarinda bulunur. Ozellikle mitokondri
matriksinde gorev alir. Ayrica karacigerde . .
Orta-yiiksek Mitokondri
bulunarak bikarbonat iyonu olusumunda, iire
devrinde ve glukoneogenezde gorev aldig
bilinmektedir.
hCA-VI hCA-  Insan tiikiiriigiiniin pH dengesini ayarlamakla Orta-Yiiksek Tiikiirikte
VIl gorevlidir. .
Sitozol
hCA-RP VIII  Sican beyninde elde edilmistir. cDNA Akatalitik Muhtemelen
kesfedilmesinde kullanilmustir. Sitozolil
hCA-IX Aktive ettigi tomiir hiicreleri ile kanser olusumunda Yiksek Membrana
orev aldig1 bulunmustur. baglt
hcA-XIl  °© g i Diisiik g
hCA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
hCA-RP XI Akatalitik Membrana
bagl
hCA-XIll Muhtemelen Bilinmiyor
yiiksek
hCA-XIV - Diisiik Membrana
bagl




1.1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Bulundugu Reaksiyonlar
CA enzimi karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerini de hidroliz etmektedir. Bunun
disinda, bir¢cok reaksiyon katalizlemektedir. Ancak esteraz i¢in organizmada fizyolojik

olarak aktivitesi olup olmadigi heniiz bilinmemektedir [27].

Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar [28];

0=C=0 + H,0 S S HCOs + H* (1)
0=C=NH + H,0 — H,NCOOH 2)
HN=C=NH + H,0 S H2NCONH- (3)
RCHO + H.0 — RCH(OH), (4)
RCOOAr + H0 - RCOOH + ArOH (5)
RSOsAr + H20 - RSOsH + ArOH (6)
ArF + H20 e HF + ArOH (Ar-2,4 dinitrofenil)  (7)
PhCH,OCOCI + H,0 — PhCH,OH + CO; + HCI 8)
RSO:CI + H,0 — RSOsH + HCI (R=Me, Ph) (9)
ArOPO3? + H,0 — PO3? + ArOH (10)

1.1.3 Karbonik Anhidraz’in Katildig1 Reaksiyonlarin Mekanizmasi

CA’nin bulundugu 6nemli rollerden biri metabolizmadadir. CA enzimi ¢6zelti ortaminda,
optimum sartlarda bekletildiginde daha fazla siire aktivitesi kaybolmamaktadir. Bu
ozellikler CA enzimine avantaj sagladigi icin bulundugu reaksiyonlarin mekanizmalar

arastirilarak ¢oziimlenmeye calisilmistir.

CA enziminin, yapilan arastirmalar sonucunda, genellikle yapilarniyla ilgili iki

ozelliklerinin oldugu bulunmustur [29].

e Aktif bolgesinde genellikle Zn*2 ve bu iyona bagli olan hidroksil grubu vardir.
o Aktif bolge etrafindaki aminoasitler proton gradienti olusturucak ve proton verici

olarak gorev alacak sekilde yerlesim gosterirler.



Enzimin aktif formunun meydana gelmesi i¢in Zn

Hydrophobic pocket
Val 121

Val 143
Leu 198

“OH
“OH
+CO,
Zn2+ P —
7 \ His 119 —-— ani
His 94 His 96 # \ “His 119
His 94 His 96
A B
BH"{IB I[
I [
Zn2+
His 84 \\H|s119 +Hx0 T &
His 96 — Zn2t
—HCO3 7/ \\HIS 119
His 94 His 96
D (&

Sekil 1.2: Karbonik anhidraz enzimi hidrataz aktivitesinin reaksiyonu [30].

*2 jyonuna OH" iyonunun baglanmasi

gerekir. Bu form giiclii bir niikleofilik yapidadir. Bu sayede COz’ye saldirida bulunur ve

Zn*? baglanmis HCOs™ olusmaktadir. Zn*? iyonuna H,O molekiilii baglanarak HCOs3" ile

yer degistirir. Bu degisimle enzim asit formuna dontismektedir [31, 32]. Ortamdaki tampon

olduk¢a Onemlidir. Bunun nedeni ise aktif bolgelerdeki protonlari yakalar ve proton

transferini gergeklestirerek enzimi tekrar bazik forma dontistiiriir.

1.1.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Bobreklerde mide asitligini azaltmak i¢in bikarbonat geri emilimini saglamaktadir.
Go6zde bulunan humor akoz liretimi i¢in bikarbonat salinimini saglar.
Pankreas 6zsuyu liretiminde, gastrit asit, safra, tiikkriik bezinde gorevlidir.
Elektrolit salgilanmasinda rol oynamaktadir.

Tat ve koku almada rol oynamaktadir.

Kas fonksiyonlarini diizenlemede rol oynar.

Hiicrelerin stresine kars1 adaptasyonu saglamaktadir.

Sinyal iletiminde gorev alarak biiylime bozukluklarinda da etkilidir.

Yag asitlerinin biyosentezinde etkilidir.

Kanser olusumuna neden olan tiimor hiicrelerini aktiflestirir.

Bobreklerde tas olusumuna ve kemiklerin kireclenmesine sebep olmaktadir.

Otistik bozukluklara yol agmaktadir [33,34,35].



1.2 Pestisit

Pestisitler, herhangi bir zararliya karsi biyolojik ajan, antimikrobiyal, dezenfektan veya
cihaz olarak kullanilan kimyasal maddelerdir. Ozellikle zararli istilaci yabani otlarmn
bliylimesini engelleyerek doganin ve agaclarin korunmasini saglar. Ayni zamanda tiretilen
besin maddelerinin verimliliginde, bu besinlerin hazirlanma siirecinde, depolanma

esnasinda ve besinlerin kullanimi aninda bu besinlerin degerlerinin korunmasini saglayan

maddelerdir [36].

Baz1 pestisitler kalict olan organik kirleticilerdir. Genellikle pestisitler, akarsu, nehirler,
sulama suyu, yagmur suyu ile bitkilere bulagabilmektedir. Bu sekilde bazi enzimler igin

sorun olusturabilirler [37].

Pestisitler, kullanilan alana gére gruplandirilir. Bu gruplar Insektisitler, Herbisitler,

Fungisitler, Nematisitler, Rodentisitler’dir [38].

Insektisitler, bocek oOldiriicii olarak bilinmektedir. Insektisitlerin in vivo ve in vitro
calismalarda; lipit peroksidasyonunu dolayisiyla malondialdehit ve benzerlerinin {iretimini
artirdigin1 ayrica doku hasar1 ve hiicre toksisitesi varliginin tespitinde kullanilan laktat
dehidrogenaz salinimini artirdigini ve organizmay1 oksidatif hasardan koruyan glutatyon
peroksidaz aktivitesini azalttigi rapor edilmistir. Serbest oksijen radikallerinin hiicre
hasarma aracilik edebilecegi ve tiimor olusumuna ve kanser gelisimine yol acabilecegi

kanitlarla desteklenmistir [39].

Herbisitler, zararli ot 6ldiriculerdir. Asetolaktat sentaz inhibitori herbisitler bitkide valin,
|6sin ve izoldsin amino asitlerinde eksiklige sebep olarak bitkinin 6lmesine neden olurlar.
Asetil-CoA karboksilaz enzimi inhibitorii herbisitler ise plastidlerin stroma igerisinde
bulunan proteinlerin biyotinile edilmesiyle olusmus, ¢ok fonksiyonlu bir yapidir ve bu yap1
ATP (Adenizintrifosfat) sentezini katalize ederek asetil CoA’yr malonil CoA’ya

doniistiirmektedir. Malonil CoA yag asitlerinin olusmasini saglamaktadir [40].

Fungisitler, kiif ve mantar 6ldiiriicii olarak bilinmektedir. Mantarlarin hiicresel isleyislerini
bozar. Spesifik olarak enzimlere baglanarak mantarlarin metabolik yollarini kapatmaktadir.
Hiicre duvarinin gecirgenligini bozmaktadir ve bu sekilde mitokondriyal fonksiyonlara,

protein ve enzim siireglerine etki etmektedir [38].



Nematisitler, nematod oldiiriiciidiir. Bitki koklerinde bulunan mikroskobik kurtcuklarin
Olimiine sebep olur. Toprak veya suda yasayan mikroskobik parazitik kurtlar1 6ldiirmek

i¢in kullanilan kimyasal bocek ilacidir [38].

Rodentisitler, sigan ve diger kemirgen oldiiriictidiir. Kemirgen miicadelesinde kullanilan bu
maddeleri igeren yemlerin hayvanlar tarafindan kazara yenilmesi, pithtilasma bozukluklari

veya sinir, solunum ve dolasim sistemleri ile ilgili klinik problemlere neden olur [38].

Besin ve hava yolu ile insan viicuduna ulasan pestisitlerin bazilarmin bir kismi idrar yolu
kullanilarak disar1 atilmakta, cogu ise genellikle yag dokularinda birikmektedir. Kadinlar,
erkeklere gore daha fazla yag dokusuna sahip olmasindan dolayr pestisit birikimininde
daha fazla oldugu bilinmektedir. insanlarda bazi pestisitlerin birikiminin etkileri Tablo
1.3’de gosterilmistir [38, 41].

Pestisitlerin kalintilari, topragin verimliligi acisindan 6nemli etkileri vardir. Bu pestisitlerin
olustugu bilesikler, su ve toprakta bulunan yararli mikro florayr olumsuz yonde
etkilemektedir [41]. Baz1 pestisitler kalicidir ve bu kalici olan maddelerin kullanilmasi ile
kronik olarak zehirlenme riski, olusan ¢evre kirliliginden dolayr besin zincirine dahil

olarak insanlara ulasan ve yogunlasan pestisit kalintilaridir [42].

Tablo 1.2: Insanlarda pestisit birikimi etkileri [43].

Akut Etkiler Siddetli Akut Etkiler Uzun Vadeli Etkiler
Ciltte olusan kizariklik Gozbebegi kiiclilmesi Beyin olusan hasar
Mide de agn Bagirsak sorunu Bagisiklik sisteminde hasar

Bulant1 ve kusma
Kaslarda agr1 olusumu
Bas agris1

Gormede zorluk
Terleme artis1
Halsizlik

Uyku sorunu

Kizaran, aciyan gozler
Bas donmesi

Nefes almada giicliik
Felg

Carpint1

Burun ve agizdan akinti
Biling kaybi1 veya koma
Oliim

Karaciger hasar

Kanser

Dogurganlikta olugan sorun
Genlerde olusan hasar
Sinir sistemi bozuklugu
Bobreklerde kalict sorun
Deride hastalik olusumu
Hamilelikte diisiik sorunu
Hamilelikte kalic1 hasar




Pestisitlerden bazilar1 organik klorludur. Bu pestisitler kalic1 6zelliktedir. Bu 6zellikleri
dolayisiyla kullanildig: alanlarda ve farkli yollarla depolanarak ve besin zincirinden dolay1
canlilarin saghigi icin yiiksek derecede sorun teskil etmektedir [44]. Toprak iizerinde tarim
icin kullanilan pestisitler bozulmadan kaldiklarindan dolayr yagan yagmur ile zamanla
dere, nehir, baraj gibi sulak yerlere ulagsabilmektedir [45].

Tarimsal veya tarimsal olmayan nedenler icin kullanilan milyonlarca ilag vardir.
Kullanilan bu ilaglarin bir kismi yarilanma siireleri uzundur. Bu nedenle toprakta kalicidir.
Yeralt1 ve yerlstii sularina karigir [46]. Yeralt1 sularina karisan pestisitler pargalanmaya
devam etse de, toprak {izerinde olana gore kisik 151k, 1s1 farklilig1 ve oksijen nedeniyle daha
az parcalanir. Yeraltinda bulunan suyun dogal yoldan islemlerle pestisitleri kendi kendine
ayrigtirmasi zaman alir. Bu kaynaklardaki su yillarca kullanilamamaktadir [47].

Sularda bulunan bircok mikroorganizma ve canlilara pestisitler etki etmektedir. Suya
oranla baliklarda biriken pestisitler 1.000-10.000 katini bulabilir. En yogun pestisit
baliklarda bulundugu bilinmektedir. Besin zincirinden dolayr balikla beslenen canlilarda
pestisit yogunlugu daha fazladir [47, 48].

Pestisitler canlilarin viicuduna ti¢ farkli yolla girmektedir [43, 49];

1- Tiketilen besinler {lizerinde bulunan pestisitler agizda bulunan enzimlerle
reaksiyona girerek farkli formlara dontisiir. Bu maddeler pestisitin aktif haline gore
farkli olarak az veya daha ¢ok zehir etkisi yaratabilmektedir.

2- Deri lizerinden emilerek organizmaya alinan pestisitler sinirsel dokulara ulasarak
bulundugu organizmanin 6liimiiyle sonuglanir.

3- Havaya bulasan pestisitler nefes yolu ile difiize olarak damarlardan kana geger.
Kanda bulunan pestisit organlara ulasir.

1.2.1 Pestisitlerin Kullanim Alanlar:
» Tarimsal alanlarda {iretim

Gidalarin depolanmasi

Boceklerin kontrolii

Ormancilik

insaat

Ev ve bahgeler

Hayvancilik

Bahgeler

Toplumsal hijyen

V V V V V V VYV VYV VY

Baliklarin yetistirilmesi [50].



1.3 Arastirmamzda Inhibisyon Etkisine Bakilacak Pestisitler

1.3.1 Propoksur

Propoksur tarim alanlarinda bitkiler i¢in kullanilan bir pestisittir. Bu pestisit karbamatl
insektisittir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan kabul edilen Propoksur 1959 yilinda
piyasaya sunulmustur. Insan saghgmi tehdit etmeyecek sekilde kullanilir. Toz, aerosol,

tanecik seklinde farkli 6zelliklere sahip yapis1 vardir [50].

Propoksur’un kimyasal formiilii C11H1sNO3‘tiir. Molekiil agirligi 209.25 g/mol, yogunlugu
ise 1.082 g/cm®'tiir. IUPAC adi; 2-izoproksi fenil N-metil Karbamat’tir. Propoksur’un

amaci bit, pire, karincalar1 engellemektir [50].

(0]
\ﬁ)LO

s

Sekil 1.3: Propoksur pestisitinin formiiliiniin agik gosterimi.

1.3.2 Alaklor

Alaklor, kloroaseranilit grubunda dahil olan herbisit tiirevli bir pestisittir. Tarim
alanlarinda kullanilan bu pestisit yabani genis yaprakli otlar1 kontrol etmekte kullanilir.
Kokusuz ve kat1 bir maddedir. Bitkilerin koklerindeki uzamay1 ve proteinlerin {iretilmesini

yavaglatarak biiyiimeleri engellenir [51].

Alaklor’un kimyasal formiilii C14H20CINOz’dur. Molekiil agirligi 269.77 g/mol, yogunlugu
1.133 g/lcm®tiir. [IUPAC ads; 2-kloro-2,6-dietil-N-metoksimetilasettanilid’tir.

Alaklor, USEPA (United States Environmental Protection Agency) tarafindan, tiimor
hiicrelerini tetikledigi ve kanser baslangicina sebep oldugundan dolayi, H2 grubu

kanserojen madde olarak tanimlanmistir [52, 53].
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Sekil 1.4: Alaklor pestisitinin formiiliiniin agik gdsterimi.

1.3.3 1 — Naftol

1-Naftol bocek ilact olarak kullanilmaktadir. Bu pestisit Karbaril karbamat grubuna aittir.
1-Naftol, sulu ortama giren Karbaril’den olusmaktadir. Cok toksik, floresan, kati, organik,
beyaz bilesiktir [54, 55]. 1-Naftol’un kimyasal formiili C10HgO’dur. Molekiil agirlig:
144.17 g/mol, yogunlugu 1.1 g/cm*tiir. [IUPAC ad1; Naftalen-1-ol’dur.

1-Naftol, ksenobiyotiklerin metabolizmasi ve Sitokrom P450°nin ara {iriinii olan karbar ve

naftalinin metabolitidir [56].

OH

A
Z

Sekil 1.5: 1 — Naftol pestisitinin formiiliiniin agik gdsterimi.

1.3.4 Klorpirifos

Bocek ve tarim ilaci olarak kullanilan pestisittir. Organik fosforlu insektisittir. Kiikiirt
kokuludur. Beyaz kristal sekilde bir fiziksel forma sahiptir [50]. Sudaki ¢oziintirligii
diigiiktiir ve apolardir [57]. Aktif bolgesinde fosfor atomu bulunur. Klorpirifos un kalicilik
0zelligi bu fosfor atomundan gelmektedir. Ayrica bu fosfor atomu Klorpirifos pestisitinin
parcalanmasi sirasinda olusan reaksiyonlara katki saglamaktadir ve bu reaksiyonlar

hidroliz ve oksidasyondur [50].

Klorpirifos’un kimyasal formiilii C10H1:CIsNOsPS’dir. Molekiil agirligi 350.62 g/mol,
yogunlugu 1.4 g/lcm®tiir. TIUPAC ads; o,0-dietil 0-3,5,6-trikloro-2-piridmonotio fosfattir.
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Asetilkolinesteraz enzimi sinir sisteminde gorev almakta ve Klorpirifos bu enzimi inhibe
etmektedir. Bu pesitisit boceklerin sinir sistemlerinin ¢alismasina engel olarak o6liimiine
sebep olmaktadir. Viicuda solunum ve deri lizerinden alinmaktadir. Zehirleme diizeyi orta
derecededir [58]. Cocuklarda gelisme geriligi, davranis bozukluguna sebep olmaktadir
[59].

| |
C \ C .
\\P/o\/CH3
Cl N/ O/ \O
CHj

Sekil 1.6: Klorpirifos’un kimyasal formiiliiniin agik yapist.

1.3.5 Simazin
Simazin, triazin sinifindan bir herbisittir. Bilesik, genis yaprakli yabani otlar1 ve yillik
otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilir. Suda az ¢6ziiniir, kirli beyaz kristal bir bilesiktir. Sulu

ortamlarda yosun olusumuna etki ederek bu olusumu engellemek i¢in kullanilan bir tarim

ilacidir [60, 61].

Simazin’in kimyasal formiilii C7H12CINs’tir. Molekiil agirligi 201.66 g/mol, yogunlugu 1.3
g/cm®tiir. IUPAC adz; 6-kloro-N, N-dietil 1,3,5-triazin-2,4-diamin’dir.

Dogada kalicilik 6zelligi; Simazin formiiliinde bulunan Karbon/Azot halkasi bu molekiiliin
stabilitesini ve aromatikligini saglamaktadir. Bu sayede zor pargalanir ve kalicilig1 artar
[62].

Cl

A

NNy
PO SN

Sekil 1.7: Simazin pestisitinin formiiliiniin agik gdosterimi.

1.3.6 Diklofluanid
Diklofluanid ilk olarak 1964 yilinda bitkilerde mantar ilact olarak kullanilmaya baslandi.
Ozellikle meyvelerin depolanmasinda mantarlarin neden oldugu hastaliklar1 engellemek

i¢in kullanilmaktadir [63, 64].
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Diklofluanid’in kimyasal formiilii CoH11C12FN202S2’tir. Molekiil agirligi 333.2 g/mol,
yogunlugu 1.55 glcm®tir. TUPAC adi; N-dikloroflorometiltio-N*, N’-dimetil-N-

fenilsiilfamid’dir.

2 R N

Sekil 1.8: Diklofluanid pestisitinin formiiliiniin agik gosterimi.

1.3.7 Klorpirifos — Metil

Klorpirifos-metil, ¢esitli mahsullerde bocek zararlilarmi kontrol etmek igin kullanilan
insektisitlerdir. Organofosfat grubunda yer alir. Depolama sirasinda sebze ve meyvelerde
olusabilecek zararlilardan korunmasini saglamaktadir. Ayn1 zamanda bitkileri sorunlara
kars1 korumak i¢in kullanilir. Giinliik hayatimizda da kullanilan klorpirifos-metil evlerde

boceklere ve sivrisineklere kars: kullanilmaktadir [65].

Klorpirifos-metil’in kimyasal formiiliit C7H7CIsNOsPS’tir. Molekiil agirligi 322.5 g/mol,
yogunlugu 1.67 g/cm®tir. ITUPAC adi;; O,0-dimetil  O-3,5,6-trikloro-2-piridil
fosfotiyoat’dir [43, 65].

Klorpirifos-metil, WHO (World Health Organization)’a gore (IV) zehir igerigi bakimindan

diisiik olan ilag grubuna girmektedir. Canlilar iizerinde norolojik sorunlara yol agabilir

[65].

Cl N cl
S

Cl N/ O——P——0CH;4
OCHg

Sekil 1.9: Klorpirifos — Metil’in kimyasal formiiliiniin agik yapisi

1.3.8 Azinfos - Etil
Tarimsal alanlarda ve bdcekler {izerinde etki eden organofosfor grubundadir. Insektisit ve

akarisit pestisittir. Kristaldir ve renksiz goriiniime sahiptir [66].
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Diinya Saglhk Orgiitii’niin IB tehlike smiflandirmasina sahip ve son derece tehlikelidir.

Ayrica memeliler i¢in ¢ok zehirlidir [67].

Azinfos-etil’in kimyasal formiilii Ci2H16N3O3PS2’dir. Molekiil agirligt 345.4 g/mol,
yogunlugu 1.284 g/cm®tiir. IUPAC adi; S-(3,4-Dihidro-4-Oksobenzo(D)-(1,2,3)-Triazin-
3-il Metil) O,0-Dietil Fosforotiyoat’tir.

Sekil 1.10: Azinfos — Etil pestisitinin formiiltiniin agik gdsterimi.

1.3.9 Dimetaklor

Yabani otlar iizerinde kullanilan bu pestisit kristal forma sahiptir. Renksiz ve kokusuzdur
[68]. Tarim ilaci olarak kullanilmaktadir. Ayrica bocekler iizerinde de etkisi bilinmekte ve
herbisit grubunda olan bir pestisit tiiriidiir. Canlinin hiicre bdliinmesini engelledigi icin

tarim alanindaki 6nemi biiytiktiir [68].

Dimetaklor’un kimyasal formilii ClizHisCINO2’dir. Molekiil agirligi 255.74 g/mol,
yogunlugu 1.23 g/lcm® diir. IUPAC adi;(RS)-2-kloro-N-(2,6-dimetilfenil)-N-(2-metoksietil)

aseramid’dir.

[¢]

Cl \)k /\/OCHs
N

H3C CHs

Sekil 1.11: Dimetaklor pestisitinin formiiliiniin agik gosterimi.

1.3.10 Tebukonazol
Bitki patojenik mantarlar1 tedavi etmek i¢in tarimsal olarak kullanilan bir triazol mantar

ilacidir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi Pestisit Programlar1 Ofisi;
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kanserojen listesinde C (olas1 kanserojen) derecesiyle listelenmistir. Diinya Saglik Orgiitii

ise toksisite siniflandirmasinda hafif tehlikeli anlamina gelen III olarak listelemistir [69].

Tebukonazol pestisitinde aktif olarak rol alan bolgede bulunan preparat triazole, hiicre

zarmdaki kolesteroliin gérev yaptig1 fraksiyonlart inhibe etmektedir [70].

Tebukonazol’un kimyasal formiilii C16H22CIN3O ‘tiir. Molekiil agirligi 307.82 g/mol,
yogunlugu 1.25 g/cm®tir. TUPAC adi; 1-(4-klorofenil)-4,4dimetil-3-(1,2,4-triazol-1-

ilmetil) pentan-3-ol’dur.

Tebukonazol pestisiti fiziksel olarak renksiz veya beyaz renkte goriiniir, kristal seklinde ve
0zel bir kokudadir [70]. Bitkileri hastaliklardan koruyan bu pestisit, ayrica hastalik kapmis

bitkilerde hastaliginin yayilmasini 6nlemektedir [70].

G

Cl

Sekil 1.12: Tebukonazol’iin kimyasal formiiliiniin agik yapisi.

1.3.11 Amitraz
Tarim ve bdcek ilaci olan amitraz pestisiti sistemik olmadigi ve insektisit oldugu
bilinmektedir. Karbamat grubuna ait ve organik fosforlu bir pestisittir. Diger pestisitlere

direngli olan tiirlere kars1 etki ederek onlarin bozunmasini saglamaktadir [71].

Amitraz’m kimyasal formiilii Ci9H22N3’tiir. Amitraz’in molekiil agirligi 293.41 g/mol,
yogunlugu 0.98 g/cm®tiir. IUPAC adi; N’-(2,4-dimetilfenil)-N-[(2,4-dimetilfenil)

iminometil]-N-metilmetanimidamid’dir.

Amitraz bitkilerde kontrollii biiylimeyi saglamak i¢in kullanilmaktadir. Boceklerde ise
canlilarin sinir sistemlerinin aktivitesini azaltarak boceklerin 6liimlerine sebep olmaktadir

[72].
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Sekil 1.13: Amitraz pestisitinin formiiliiniin agik gdsterimi.

1.3.12 Dazomet

Gazli bozunma yoluyla bitki biiyiimesini engelleyen zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan bir
kimyasaldir. Dazomet, golf sahalari, fidanliklar, ¢im alanlar1 ve saksi topragi gibi ¢esitli
alanlarda toprak sterilizatorii olarak kullanilir. Dazomet, renksiz kristaller seklindedir.

Hafif keskin bir koyuya sahiptir [73-75].

Dazomet’in kimyasal formiilii CsH10N2S2’dir. Molekiil agirligi 162.27 g/mol, yogunlugu
1.29 g/cm®tiir. IUPAC ads; 3,5-dimetil-1,3,5-tiyadiazinan-2-tion’dur.

Dazomet pestisitinin pargalanmas1 sonucu olusan Metil izotiyosiyanat, zehirli gaz agi3a

cikarirak bitkilerin gelismesini ve bilylimesini engelleyen canlilara zarar verir [ 76, 77].

o

N N
ch/ ~ \CHq

Sekil 1.14: Dazomet pestisitinin formiiliiniin agik gésterimi.

1.3.13 Koumatetralil
Bocek ilaci olarak kullanilan bir pestisit olan Koumatetralil, genellikle kemirgenler i¢in
kullanilmaktadir [78].

Koumatetralil’in kimyasal formiili Ci9H1603’tiir. Molekiil agirhigi 292.33 g/mol,
yogunlugu 1.19 g/cm®tiir. IUPAC ads; 4-hidroksi-3-kromen-2-on’dur.

Koumatetralil’in antidotu K vitaminidir. Kan pihtilagmasini engelleyerek canlinin 6liimiine
sebep olmaktadir. Koumatetralil’in ikinci zarar1 ise karacigerde birikerek olumsuz
etkilemektedir [78].
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Sekil 1.15: Koumatetralil pestisitinin formiiliiniin agik gosterimi.

1.3.14 Karbofuran

Karbamat grubunda olan bu pestisit, bocek ilact olarak kullanilmakta ve beyaz renkte,
kristal bir forma sahip, 6zel bir kokusu olan fiziksel 6zellikleri bilinmektedir. Patates, misir
ve soya fasiilyesi dahil olmak {iizere tarla iirlinlerinde bodcekleri kontrol etmek igin

kullanilir. Diger insektisitler arasinda insanlar i¢in en yiiksek akut toksisiteden birine
sahiptir [79, 80].

Karbofuran’in kimyasal yapis1 C12H1sNO3’tlir. Molekiil agirligi 221.105 g/mol, yogunlugu
1.18 g/cm® tiir. IUPAC ads; 2,2-Dimetil-2,3-dihidro-1-enzofuran-7-il metilkarbamat’tir.

Karbofuran tarim alanlarinda istenmeyen boceklerde kullanilarak, canlilarin sinir

sisteminde etkili olmasinin bilinmesiyle birlikte Asetilkolinesteraz enzimini inhibe

etmektedir [79].
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Sekil 1.16: Karbofuran pestisitinin formiiliiniin agik gosterimi.

1.3.15 Karbaril

Karbamat ailesinden olan karbaril, baslica insektisit olarak kullanilan kimyasaldir. En ¢ok
kullanilan bocek ilaglart arasinda iiglincli siradadir. Karbaril beyaz renkte, kristal kati
formdadir. Ticari tarim, ormanciik ve mera korumada da kullanilmaktadir.
Asetilkolinesteraz enziminin yavas geri doniisiimlii inhibitoriidiir. Sinir sistemine

miidahale ederek 6liime neden olmaktadirlar [81].
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Klorlu pestisitlere gore daha az kalicilig1 vardir. Omurgalilarda detoksifiye edilen Karbaril,
hizla elimine edilir. Genellikle bitlerle savasmak i¢in kullanilan sampuanlarda aktif bilesen

olarak kullanilir [81, 82].

Karbaril’in kimyasal formiilii C12H11NO2’dir. Molekiil agirligi 201.22 g/mol, yogunlugu
1.2 g/cm®’tiir. IUPAC ads; 1-Naftil Metil Karbamat’tir.

-
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Sekil 1.17: Karbaril’in kimyasal formiiliiniin a¢ik yapisi.

1.4 Arastirmamizda Kullamilan Koyun Tiirleri

Tiirkiye’deki koyun miktar1 42.7 milyona ulagsmistir. Koyun popiilasyonunun tilkemizdeki
yeri biyiiktlir. Diinya’daki kiigiikkbas hayvan varliginin yaklagik %2’si lilkemizde
bulunmaktadir. Ozellikle Avrupa’da birinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye koyun sayisinda

diinyada 9. sirada yer almaktadir [43, 83].

Koyun yetistiriciligi Tiirkiye’de ¢ok tercih edilmektedir. Bunun en 6nemli sebebi cografi
yap1 ve iklimsel kosullardir. Tarimsal faaliyetler i¢in kullanilmayan genis bolgeler koyun
yetistiriciligi i¢in uygundur. Ozellikle hava kosullar1 sert olmayan Marmara ve Ege

bolgelerinde koyunlarin yetistirilmesi daha kolaydir.

Kivircik koyunu, Tiirkiye’de Trakya ve Marmara bolgesinde yetistirilmektedir [43, 83]. Et
kalitesi 1yi bir sertlige sahiptir. Yo6resel koyunlarda en 6nemli tiirler arasinda en iyisi olarak

bilinmektedir.
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Sekil 1.18: Kivircik Koyun [83].

Yerli Kivircik Koyunu ile Alman Merinos kocglar1 melezlenerek daha iyi bir yiin kalitesi
elde etmeye c¢aligildi. Bu ¢iftlestirme isleminden 4-5 jenerasyon sonrasinda istenilen yiin

kalitesi elde edilmistir.

Sekil 1.19: Merinos Koyunu [83].

Melezleme calismalarinda kullanilmak tizere Tiirkiye’ye bir¢ok kiiltiir irk1 getirilmis olup,
bunlardan biri de Dorset Down 1rkidir. ingiltere nin giineyindeki Dorset bdlgesindeki yerli
irklarin Hampshire ile melezlenmesi sonucu elde edilen bu 1tk dol verimi yiiksek cesitli

irklar ile melezlenerek orta canli agirlikta kesim kuzusu elde etmek igin kullanilmigtir [84].

Sekil 1.20: Dorset Down Koyunu [84].
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1.5 Arastirmanin Amaci
Koyun yetistiriciligi Tiirkiye’de oldukga yliksektir. Et, siit ve ylinlinden yararlanilan
koyunlar, daha verimli ve istenilen kalitede besin ve iirlinlerin olugsmasi i¢in bu hayvanlarin

yetistigi ortamlarin uygun olmasi gerekmektedir.

Cevre kirliliginin artmasiyla koyun sagligi onemli 6lgiide etkilenmektedir. Ozellikle
pestisitlerin bitkiler ve canlilar tizerinde Olgiisiiz kullanilmasi ¢evre kirliliginde 6nemli rol

oynamaktadir.

Aragtirmamizda kullanilan pestisitler, yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu pestisitlerin
bazilar1 dogada uzun siire bozulmadan kalir. Besin zinciri ile insanlara kadar

ulasabilmektedir.

Bu c¢alismamizda Dorset Down, Kivircik ve Merinos koyun irklarinin kanlarindan
karbonik anhidraz enzimini afinite kromatografisi ile saflastirilmasi planlanmistir. Bu
saflagtiritlan enzimin Km ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi, in vitro ortamda bazi
pestisitlerin enzim iizerine etkilerinin arastirilarak ICsp degerlerinin  belirlenmesi

amagclanmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Caligmalarimizda kullanilan kimyasallar Sigma veya Merck firmalarindan alinmigtir.

Tablo 2.1: Kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasallar
Silfarik Asit Hidroklorik Asit Propoksur
Metil Alkol B-Merkapto Etanol Destile Su
Asetik Asit Amonyum Persiilfat Sodyum Hidroksit
Aseton Sodyum Dodesil Stilfat Klorpirifos
Bromfenol Mavisi Gliserol Simazin
Sodyum Asetat Sodyum Bikarbonat Diklofluanid
Coomassie-Brilliant Blue R-250 1-Nafthol TEMED
Di Sodyum Fosfat Sodyum Karbonat Azinfos-etil

Di Sodyum Hidrojen Fosfat Di Hidrat  Koumatetralil Sodyum Siilfat
Alaklor Dimetaklor Tebukonazol
Sodyum Perklorat Standart Serum Alb{imin Tris-HClI
DMSO Akrilamid/Bis Dazomet
Fenol Red Klorpirifos -metil Etil Alkol
Fosforik Asit Tris-Base Karbofuran
CO2 Gazi Amitraz Karbaril
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 2.2: Kullanilan cihaz ve model isimleri.

Kullanilan Cihaz

Model

UV-Spektrometresi
Sogutmali santrifij
pH-metre
Elektroforez sistemi
Hassas terazi
Kromotografi kolonu
Kronometre
Otomatik pipetler
Magnetik karistirici

Vorteks

Perkin Elmer, Lambda — 25 — UV Spektrometre
Sigma Laborzentrifugen 3K 15 — 10706 — 10707
Orion- model 920A

Bio-Rad

Libror — AEG—220 (Shimadzu)

Pharmacia Fine Chemicals

Hanhard - Elektronisch Digital Stoppuhr
Eppendorf, Medisis

ARE magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO

Fisons Whirli Mixer

2.1.3 Kullamlan Cozeltiler

2.1.3.1 Afinite Kromatografisinde Kullanilan Jelin Sentezlenmesi icin Gereken

Cozeltiler

1 M NaOH Cozeltisi; 4 g NaOH destile suda ¢oziiliir ve 100 mL’ye tamamlanir.

4 M NaOH Cozeltisi; 16 g NaOH destile suda ¢6ziiliir ve 100 mL’ye tamamlanur.

1 M HCI Cozeltisi; 8.3 mL %37’lik HCI’ten bir miktar destile su icerisine alinarak daha

sonra balon joje ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanir.

0.1 M NaHCOs Tamponu (pH:10.0); 4.20 g NaHCO3 (0.1 mol) 450 mL destile suda

¢oOziilmesi i¢in karistiriciya alinarak ve 0.5 M NaOH ¢ozeltisi ile pH:10.0’a ayarlandi. Son

hacim destile su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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2.1.3.2 Afinite Jeline Enzimin Tutunmasi ve Saflastirilmasi icin Gereken Cozeltiler
Kanin alindigr sitrat ¢ozeltisi; 22 g sodyum sitrat dihidrat, 8 gram sitrik asit, 24 g
dekstroz (D-glukoz) 1 L olacak sekilde hazirlanir. 100 mL kan i¢in 15 mL sitrat ¢ozeltisi

kullanilir.

Koyun karbonik anhidraz enzimi eliisyon tamponu pH 5.6; 4.08 g (0.15 mol)
NaCH3zCOO ve 30,62 g (0,125 mol) NaClO4 tartilarak 200 mL destile suda ¢oziildii. pH

5.6’ya ayarland1 ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

Kullanilan jelin dengelendigi tampon pH 8.5; 3.124 g (25 mmol) Tris-Base ve 14.20 g
(0.1 mol) NazSOs4 tartilarak 950 mL destile suda ¢oziildii ve pH:8.5e ayarlandi. Son hacim

1L’ye tamamlandi.

Kullamilan hemolizatin kolona yiiklenmesi sonras1 ytkama tamponu pH 8.5; 3.0275 ¢
(25 mmol) Tris-Base ve 3.124 g (22 mmol) NaxSOg tartilarak 950 mL destile suda ¢oziildi.

pH 8.5’¢ ayarlandi ve destile su ile 1L’ye tamamlandi.

2.1.3.3 SDS-PAGE’te Kullanilan Tamponlar
Numunelerin ilerlemesi icin kullanilan tank tamponu; 3 g Tris-Base ve 14.4 g glisin,
100 mL destile suda ¢oziildi. 10 mL % 0.1’lik SDS eklendi. Son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

Yiiriitillecek numunelerin iizerine eklenen tampon icerigi;

Destile Su 0.5mL
Bromfenol Mavisi 0.01g
-Merkapto Etanol 1mL
Gliserol 2mL
%10’luk SDS 4 mL
0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8) 2.5mL

Yiiriitme sonunda jelin alindig1 boyama cozeltisi; 120 mL metil alkol igerisinde 0.66 g
Coomassie brillant blue R-250 ¢6ziilerek, 24 mL asetik asit, 120 mL destile su eklendi ve

¢Ozelti hazirlandi.
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Boyama sonrasi kullanilan renk agici ¢ozelti; 2200 mL destile su, 125 mL Metil alkol ve

175 mL glasiyel Asetik asit birlestirilerek hazirlandu.
Numunelerin yiiklendigi %10’luk ayirma ve %5’lik yiikleme jellerinin hazirlanisi;

Elektroforezde kullanilan jellerin hazirlanmasi ve bu maddelerin hacimleri Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.3: Elektroforez’de kullanilan jellerin i¢inde kullanilan madde miktarlari.

Ayirma jeli Yiikleme jeli

%10 %5

Akrilamid/Bis 9.975 mL 1.6 mL

Tampon 7.5mL (pH 8.8) 2.5mL (pH 6.8)

%10 SDS 0.3 mL 0.1 mL

H20 11.925 mL 5.63 mL
TEMED 15 uL 5uL

Amonyum persiilfat 300 uL 100 pLL

2.1.3.4 Proteinleri Tayin Etmek I¢in Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Sigir serum albiimin ¢ézeltisi (1 mg/mL): 25 mL saf su icerisinde 25 mg sigir serum

alblimini ¢oziliir.

Coomassie Brillant Blue G-250 Cozeltisi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50
mL alkolde ¢oziilerek %95°1ik 100 mL fosforik asit hazirlanan ¢ozeltiye eklenir. 1 L’ye

destile su ile tamamlanir.

2.1.3.5 CO2-Hidrataz Aktivite Ol¢iimii icin Hazirlanacak Cozeltiler
Fenol Kirmuzis1 Soliisyonu; 0.011256 g Fenol kirmizis1 ve 0.2184 g NaHCO3 tartilarak

saf su igerisinde ¢oziiliir. Balon jojeye alinarak 1 L’ye tamamlanir.

Enzimin aktivitesi icin gereken aktivite tamponu pH:10.0; 15.9 g (0.15 mol) Na:COs
ve 8.4 g (0.1 mol) NaHCOs3 tartilir. 1 M HCI ile pH:10.0’a ayarlanir. Balon jojeye

aktarilarak 1 L’ye tamamlanir.
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2.1.3.6 Esteraz Aktivitesi Tayini I¢in Hazirlanacak Cozeltiler
Enzimin aktivite gosterdigi esteraz aktivitesi tamponu Tris — SO4 pH:7.4; 6.055 g
(0.05 M) Trizma Base destile su iginde ¢oziiliir. IN H2SOg ile pH:7.4’¢ getirilir. Balon joje

icine alinir ve 1 L’ye tamamlanir.

p-Nitrofenol Asetat substrat cozeltisi; 0.0272 g p-nitofenil asetat tartilir ve asetonun 1
mL’sinde ¢oziiliir. 50 mL’lik balon joje igerisine saf su eklenir ve aseton ¢ozeltisi bu saf

suyun i¢ine alinarak hacim tamamlanuir.

2.1.3.7 Kullandigimz Pestisit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tablo 2.4: Kullanilan pestisitlerin hazirlanmasi.

Pestisit (M) Gram Coziicti
0.001 M Propoksur 0.0020 10 mL DMSO
0.001 M Alaklor 0.0026 10 mL DMSO
0.001 M 1-Naftol 0.0014 10 mL DMSO
0.001 M Kilorpirifos 0.0035 10 mL DMSO
0.001 M Simazin 0.0020 10 mL DMSO
0.001 M Diklofluanid 0.0033 10 mL DMSO
0.001 M Klorofil-Metil 0.0032 10 mL DMSO
0.001 M Azinos-Etil 0.0034 10 mL DMSO
0.001 M Dimetaklor 0.0025 10 mL DMSO
0.001 M Tebukanazol 0.0030 10 mL DMSO
0.001 M Amitraz 0.0029 10 mL DMSO
0.001 M Dazomet 0.0016 10 mL DMSO
0.001 M Koumatetralil 0.0029 10 mL DMSO
0.0001 M Karbofuran 0.0011 50 mL DMSO
0.0001 M Karbaril 0.0010 50 mL DMSO
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2.2 Yontemler

2.2.1 Afinite Jelinin Sentezlenmesi

Afinite kromatografisi teknigi, kullanilan metotlar arasinda enzimi saflastirma konusu
lizerine en yaygin yontemdir. Gliglii bir protein saflagtirma teknigi olan bu yontem
biyolojik bir ligand veya sentetik olan analogu kullanilmaktadir. Saflastirilacak olan
molekiil ile ligandin komplementer baglanma bolgesi arasindaki spesifik etkilesime baglh
bir yontemdir [85]. Substrat, koenzim, hormon, antikor, niikleik asit gibi yapilar biyolojik
ligandlara ornek olarak gosterilebilir [86]. Afinite kromatografisinde matriks olarak

“Sephadex, Sepharose ve Biogel” gibi ¢esitli jeller kullanilmaktadir [87].

30 mL Sepharose — 4B jeli, saf su ile 3 kez yikandi. Yikama isleminde, jel {izerine esit
hacimde saf su eklenir ve dekante edilir. Destile su tekrar eklenerek karigtiriciya alindi. 4 g
toz halindeki CNBr’iin tek seferde katildi. Buz igerisinde karisan jel, pH metre kullanilarak
4 M NaOH ile pH:11’de tutuldu. Reaksiyon pH degismeyene kadar devam etmektedir.
Siispansiyon Buchner hunisinde siiziildii ve 500 mL 0.1 M NaHCOs (pH 10.0) ¢ozeltisi ile
yikandi [88].

0.1 M NaHCOs3 pH:10.0 ¢ozeltisinin igerisine alinan karistma 10 mL etilendiamin damla
damla eklendi. Iki saat karistiricida bekletildi. Hazirlanan siispansiyon 16 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Buchner hunisine aktarilarak saf sudan gecirildi. En son 100 mL 0.1 M
NaHCOs pH 10.0 tamponu jelden gegirildi. Ayni tamponun 20 mL’si igerisine alindi [88].

100 mg 4-izotiyosiyanat benzen siilfonamid ¢ézmek i¢in 5 mL DMSO igerisine alindi ve
hazirlanan siispansiyona eklendi. Karigim 3 saat manyetik karistiricida karistirildi. Bu stire
sonunda destile su kullanilarak yikandi. 0.05 M Tris-SO4 pH:8.5 ile 200 mL kullanilarak
tekrar yikandi ve son kullanilan tampon ¢ozeltisi igerisine alinarak +4 derecede dolaba
kaldirildi [88].

2.2.2 Karbonik Anhidrazin Afinite Jeli Kullamlarak Saflastirilmasi

2.2.2.1 Hemolizat Hazirlanmasi

Kivircik, Merinos ve Dorset Down koyun irklarindan 20’ser mL kan, sitrat ¢ozeltisi
bulunan tiiplere alinmistir. Kanlar santrifiij tiiplerine alinarak +4°C’de 20 dakika 5000

rpm’de santrifiij edildi. Sonrasinda iistte bulunan kan plazmasi atildi. Tiiplerin alt kismina
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coken eritrositler serum fizyolojik ile iki kez yikandi. Santrifiij sonunda, eritrositler lizerine
hacminin 3 kat1 kadar soguk su ilave edildi ve karistirildi. Hiicrelerden ayirmak icin 45
dakika boyunca 15000 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan sivi kisim beher icine alindi.
Altta ¢Oken hiicre zarlar1 atildi. Beher buz dolu kap icerisine alindi ve karistiriciya

konuldu. pH ayarlamak i¢in Tris-Base kullanildi. Hemolizatin pH’s1 8.5’e getirildi.

2.2.2.2 Hazirlanan Hemolizatin Kolona Tatbiki ve CA’min Eliie Edilmesi
Dengeleme tamponunda bekletilen jel, afinite kolonuna paketlendi. 280 nm’de absorbansi
Olciilerek dengeleme islemi yapildi. Dengeleme isleminden sonra tampon ¢ozelti jel

siirina getirildi. Hemolizat, kolona yavasca tatbik edildi.

Hemolizat tamamen tatbik edildikten sonra jel sinira getirilir. CA liganda baglanir ve diger
proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in yikama tamponu ile yavasca yikandi. 280 nm’de sifir

absorbans verinceye kadar yikandi.

Eliisyon tamponu ile eliie edildi ve tiiplere 3’er mL toplandi. Absorbans degerleri 280

nm’de Olglilerek sifirlanana kadar toplandi.

2.2.3 Aktivite Tayininde Kullamilan Yontemler

2.2.3.1 CO2 - Hidrataz Aktivitesi

CA’nin hidrataz aktivitesi; bu aktivitenin prensibi karbondioksitin su ile reaksiyonu sonucu
olusan H* iyonunun pH’s1 10.0’dan 7.4’e¢ diisme siiresinin olgiilmesine dayanir. Bu
yontemi gelistiren Maren ve arkadaslari; pH 10.0 karbonat tamponu ve indikator olarak pH

7.4’de renk degisimi gosteren fenol kirmizisi kullanmigtir [89].

Deney prosediirii, su sekiilde gergeklestirilmistir; Reaksiyon tiipiine dnce 2 mL indikator
ve 1.5 mL doygun CO> ¢ozeltileri konuldu. Bu karigimin iizerine, kolondan toplanan enzim
¢ozeltisinden 0.1 mL ilave edildikten hemen sonra ayn1 anda 0.4 mL karbonat tamponu
ilave edilir. Kronometre ile renk izlenerek kirmidan sariya donme siiresi belirlenmistir (tc).
Her numune c¢alisilmasi igin 6nce enzim yerine destile su kullanilmakta ve kor
Ol¢iilmektedir (to). CA’nin enzim iinitesi (EU) asagidaki formiile gore hesaplandi.

(to — tc)
-t

EU
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2.2.3.2 Esteraz Aktivitesi Yontemi ile Aktivite Ol¢iimii

Esteraz aktivitesi i¢in substrat olarak p-nitrofenilasetat kullanilir. 348 nm’de absorbans
gosteren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz olur. Ikisi de ayn1 nm’de absorbans
vermektedir [90].

Esteraz aktivite tamponu ile absorbans sifirlandi. 1300 pL tampon, 600 pL p-Nitrofenil
Asetat ¢Ozeltisi, 100 uL enzim ¢ozeltisi ve 1 mL destile su alinarak aktivite Ol¢timii
yapildi. 3. dakikadaki absorbans degerinden 0. dakikadaki absorbans degeri ¢ikartilarak

Olciildii. Substrat giinliik olarak hazirlanir ve taze kullanilir.

2.2.3.3 Pestisitlerin Inhibisyon Etkileri ve 1Cso Degerlerinin Belirlenmesi
Inhibitér olarak pestisit kullanilan bu ¢alismada, 15 adet pestisitin etkisi incelenmistir.
Farkli inhibitor konsantrasyonlarinda aktivite Olglimleri yapildi. Bu Olglimlere gore

%Aktivite grafikleri hazirlandi. Egri denklemi kullanilarak ICso degerleri bulundu [89].

2.2.3.4 Km Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Kivireik, Merinos ve Dorset Down koyun 1rklarinin kanlarindan saflastirilan CA enziminin
Km Ve Vmax degerlerinin belirlemek i¢in en az bes farkli substrat (fenilasetat)
konsantrasyonu kullanilarak aktivite dl¢timii yapildi. Sonuglar Lineweaver-Burk grafigine

uygulanarak degerler hesaplandi [90-92].

2.2.4 Protein Tayini

2.2.4.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan tirozindeki fenolik gruplar ve
tripfondaki indolik gruplar nedeniyle 280 nm’de maksimum absorbans gosterirler. Bu
Ozellikten yararlanilarak ornekteki protein miktarinin yaklasik olarak bulunmasi i¢in hizli
bir yontem gelistirilmistir. Warburg — Christian metodu olarak bilinir [93]. Eliatlar kuvars

kiivetlere alinarak kore karsi okutulur ve absorbansi 6l¢iiliir.

2.2.4.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Saflastirilan karbonik anhidraz enziminin ¢ozeltilerindeki ve hemolizatlardaki proteinlerin
miktarlarinin tayini i¢in Bradford yonteminden yararlanildi. Bu yontem, fosforik asitli
ortamda Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki protein
cozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir.
595 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Boya ve protein arasinda kompleks bir

yapi olusur ve 5 dakika gibi ¢ok kisa siirede gergeklesir [94].
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Protein miktart belirlemesinde; 1 mL’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albiimin
cozeltisinden tiiplere 10’ar puL arttirarak 10 pL’den 100 pL’ye kadar 10 6rnek hazirlanir ve
gerekli sulandirma islemleri ile tiim tiipler 0,1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 reaktifinden olusan ¢ozelti her tiipe eklendi [93, 94]. 3 mL’lik kuvars
kiivetlerde absorbans degerleri dl¢iildii. Elde edilen sonuglar ile pg proteine karsilik gelen

standart egri grafigi ¢izildi.

2.2.5 SDS - PAGE ile Enzimin Safliginin Kontrolii ve Molekiil Agirhg1 Belirlenmesi
SDS-PAGE, 2 adet farkli akrilamid konsantrasyonuna sahip %5’lik yiikleme jeli ve
%10’luk ayirma jeli olarak hazirlandi. Laemmli tarafindan gelistirilen bu yontemle afinite

kromatografisi ile saflagtirilan enzimlerin saflik kontrolleri yapildi [92].

Cam plakalar 6nce saf su ve etanol ile temizlendi. Cam plakalar elektroforez ¢ozeltisini
dokmek icin sabitleme aparatina takildi. Once ayirma jeli plakalar arasina yiikleme jeline
yer birakacak kadar dokiildii. Herhangi bir kabarcik olusmamasina dikkat edildi. Jelin
tizerine saf su dokerek yilizeyinin diizglin olmast saglandi. Jel polimerlesmeye birakildi.
Polimerlesme sonunda saf su dokiildi ve yiikleme jeli iizerine eklendi. Yiikleme jeli
tizerine taraklar yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in beklendi. Tamamen polimerlesen jelden
taraklar dikkatli ve yavase¢a ¢ikarildi. Olusan kuyucuklar destile su ile yikandi. Daha sonra
tank tamponu ile tekrar yikanarak hazir hale getirildi. Jel tanka yerlestirildi. Elektroforez

tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu dokiildii.

Eliisyonlart alinan her bir irkin enzimlerinin yiiksek absorbans gosteren tiipleri birlestirildi.
Birlestirilen enzim c¢ozeltileri ile numune tamponu 1:1 oraninda 100 pL olacak sekilde
birlestirildi. Hazirlanan numuneler 3 dakika boyunca 100°C’de bekletildi. Numuneler
kuyucuklara dikkatlice yiiklendi. Yigma jelinde tamamen ylirliyene kadar 100 Volt’a
ayarlandi. Ayirma jelinin sinirina gelindiginde 150 Volt’a ¢ikarildi. Jel boyunca yliriiyen
protein numuneleri, jelin bitimine 1 cm kala durduruldu. Bu islem yaklagik 40-45 dakika

kadar sirmektedir.

Jele dikkat ederek cam plakalar arasindan ¢ikarildi ve yigma jeli ile ayirma jeli ayrild.
Ayrima jeli, renklendirme ¢ozeltisine alinarak 20-30 dakika kadar ¢alkalayiciya konuldu.
Boyanan jeldeki fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in renk agma ¢dzeltisine alindi. Jelin rengi
acillana kadar belirli araliklarla ¢ozelti degistirildi. Renk agildiginda protein bantlari
belirginlesti ve jelin fotografi ¢ekildi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzim Saflastirilmasi

3.1.1 Afinite Kromatografisi Yontemi ile Saflagtirma

Kolona paketlenen jelden dengeleme tamponu gegirildi. 280 nm’de absorbans Sl¢timii
yapilarak sifirlanana kadar devam edildi. Dengeleme isleminden sonra hazirlanan
hemolizat kolona yiiklendi. Hemolizat tamamen kolondan gecirildiginde, yikama tamponu
ile jel yavasca yikandi. Yikama islemi ile kolonda bulunan safsizliklar uzaklastirildi.

Yikama islemi 280 nm’de sifirlandiginda bitirilir.

Karbonik anhidraz enziminin eliisyonu igin hazirlanan eliisyon tamponu jele yavasca tatbik

edildi. Eliiatlar, tiiplere 3’er mL olacak sekilde toplandi.

Alinan eliiatlar 280 nm’de kore karsi okutularak absorbanslari belirlendi. Her tiip icin

aktivite tayini yapildi. Olgiilen absorbanslar ve aktivite sonuglar1 tiip numarasia karsi

grafigi hazirland.

Her koyun 1rki i¢in jel tekrar dengelendi. Hazirlanan hemolizatlar tatbik edildi. Yikandi ve

eltatlar toplandi1. Hidrataz aktiviteleri 6l¢tildii.

—- Absorbans (280 nm) —@— Aktivite
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Sekil 3.1: Dorset Down koyun irkindan saflastirilan CA enziminin
Absorbans (280 nm) — Aktivite (EU/mL) grafigi.
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Sekil 3.2: Kivircik koyun irkindan saflastirilan CA enziminin
Absorbans (280 nm) — Aktivite (EU/mL) grafigi.
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Sekil 3.3: Merinos koyun 1rkindan saflastirilan CA enziminin
Absorbans (280 nm) — Aktivite (EU/mL) grafigi.

3.1.2 Protein Derisiminin Belirlenmesi i¢in Hazirlanan Standart Egri Grafigi
Bradford yontemi kullanilarak saflastirilan enzim c¢ozeltisindeki protein tayini yapildi.
Standart egri hazirlanarak, hemolizat ve saflagtirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein

miktarlar1 bulunmustur. Hazirlanan standart egri Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4: Bradford yontemi kullanilarak protein tayini i¢in
hazirlanan standart grafik.

3.1.3 Afinite Kromatografisi Yontemi Kullanilarak Yapilan Saflastirmanin
Basamaklar
Koyun wrklarindan afinite kromatografisi ile saflagtirllan CA enzimlerine ve hemolizattan

alinan 6rneklere Hidrataz aktivitesi ve protein miktari tayini yapilmistir.

Tablo 3.1: Koyun irklarindaki CA enzimleri i¢in olusturulan saflagtirma tablosu.

Miktar ~ Aktivite  Total Protein  Total Ozgiil % Saflastirma
5 K (ml)  (EU/ml) Aktivite Miktar1  Protein  Aktivite  Verim Derecesi
asama (EU/mI) (mg/ml)  (mg)  (EU/mg)
Kivircik Hemolizat 20 117.5 2350 8620.270 172405.4 0.01363 100 -
Afinite
Kromatografisi
Kavirork 3 221.7 665.1  89.04054 267.1216 248987  28.30  182.6673
Merinos Hemolizat 20 154.7 3094 5295.945 105918.9  0.02921 100 -
Afinite
Kromatografisi
173.2 519.6 85.79729 257.3918 2.01871 16.79 69.10787
Merinos

Dorset Down

Hemolizat
20 139.3 2786 9160.810 183216.2 0.01520 100 -

Afinite

Kromatografisi
208.8 626.4 4539189 136.1756  4.59994 22.48 302.5067
Dorset Down
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3.1.4 Koyun Irklarindaki Eritrositlerinde Bulunan Karbonik Anhidraz Enziminin
SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan koyun irklarindaki CA enzimlerinin safligin1 ve

molekiil agirligint kontrol etmek i¢in SDS-PAGE’den yararlanilmistir. Saflastirilan Dorset

Down CA, Kivircik CA ve Merinos CA &rnekleri igin yaklasik 29 kDa civarinda hepsinde

tek bant elde edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: Afinite kolonundan saflastirilan CA enzimi 1i¢in SDS-PAGLE elektrotorezi. 1.
Marker, 2. Dorset Down CA enzimi, 3. Kivircik CA enzimi, 4. Merinos CA enzimi.

3.2 Dorset Down, Kivircik ve Merinos Koyun Irklarinin Eritrositlerinden

Saflastirilan CA Enzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkileri

Calismamizda kullanilan koyun 1rklari; Dorset Down, Kivircik ve Merinos eritrositlerinden
saflastirilan CA enzimleri tizerine onbes degisik pestisitin inhibisyon etkisine bakilmistir.
Olgiimler hidrataz aktivitesi yontemi ile yapilmistir. %Aktivite/Inhibitér konsantrasyonuna

kars1 grafigi ¢izilmis ve 1Cso degerleri hesaplanmugtir.
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Tablo 3.2: Inhibitdr olarak kullanilan Propoksur’un Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢dzeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  Saf Su Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi  Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi  Aktivite
(uL) (uL) (uL) (M)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 85.59 19.30
100 1900 1300 100 200 400 25 75.93 17.12
150 1900 1300 100 150 400 37.5 64.48 14.54
200 1900 1300 100 100 400 50 44.45 10.02
250 1900 1300 100 50 400 62.5 36.03 8.12
100
80

% Aktivite
NGB o
© © o

o

0 15 30 45 60
Propoksur (uM)

Sekil 3.6: Dorset Down CA enziminin farkli propoksur derisimleriyle 1Cso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.3: Inhibitdr olarak kullanilan Propoksur’un Kivircik CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon  Kirmizist Soliisyonu Hacim  SafSu  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (L) (nL) (nL) Derisimi Aktivite
(uL) (uL) (LM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 96.65 12.48
100 1900 1300 100 200 400 25 87.93 11.35
150 1900 1300 100 150 400 375 60.28 7.78
200 1900 1300 100 100 400 50 53.63 6.92
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.82 6.30
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Sekil 3.7: Kivircik CA enziminin farkli propoksur derisimleriyle ¢alisilan ICso’nin
belirlenmesi igin hazirlanan % Aktivite — Inhibitdr grafigi.

Tablo 3.4: inhibitér olarak kullanilan Propoksur’un Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizist  Soliisyon Hacmi  Saf Su ~ Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (L) (nL) Derisimi  Aktivite
(uL) (uL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 82.78 14.93
100 1900 1300 100 200 400 25 78.35 14.14
150 1900 1300 100 150 400 37.5 68.31 12.32
200 1900 1300 100 100 400 50 51.65 9.32
250 1900 1300 100 50 400 62.5 40.69 7.34
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Sekil 3.8: Merinos CA enziminin farkli propoksur derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.5: Inhibitor olarak kullanilan Alaklor’un Dorset Down CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat Kiivetteki
Soliisyon  Kirmizist Soliisyon Enzim  Saf Su  Aktivite Inhibitor %
Hacmi Solisyonu  Hacmi (uL)  Hacmi (uL)  Tamponu Derisimi Aktivite EU
(uL) (nL) (uL) (uL) (1M)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 80.44 21.13
100 1900 1300 100 200 400 25 70.26 18.45
150 1900 1300 100 150 400 375 59.71 15.68
200 1900 1300 100 100 400 50 53.40 14.03
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.91 12.85
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Sekil 3.9: Dorset Down CA enziminin farkli alaklor derisimleriyle 1Cso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitdr grafigi.

Tablo 3.6: Inhibitdr olarak kullanilan Alaklor’un Kivircik CA iizerindeki etkilerinin tespit
edilmesinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon  Kirmizist Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (L) (nL) (nL) Derigimi  Aktivite
(uL) (uL) (LM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 68.86 11.33
100 1900 1300 100 200 400 25 71.04 11.69
150 1900 1300 100 150 400 37.5 42.14 6.93
200 1900 1300 100 100 400 50 40.83 6.72
250 1900 1300 100 50 400 62.5 26.28 4.32
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Sekil 3.10: Kivircik CA enziminin farkli alaklor derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.7: Inhibitdr olarak kullanilan Alaklor’un Merinos CA iizerindeki etkilerinin tespit

edilmesinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite Kiivetteki
Soliisyon  Kirmuzisi Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (uL) (nL) (nL) Derisimi Aktivite
(nL) (nL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 97.38 19.44
100 1900 1300 100 200 400 25 81.14 16.20
150 1900 1300 100 150 400 37.5 64.18 12.81
200 1900 1300 100 100 400 50 55.88 11.15
250 1900 1300 100 50 400 62.5 38.29 7.64
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Sekil 3.11: Merinos CA enziminin farkli alaklor derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.8: Inhibitor olarak kullanilan 1-Naftol’un Dorset Down CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Solisyon  Kirmuzisi  Cozeltisi Hacmi  Saf Su  Tamponu Inhibitor .
Hacmi  Solisyonu  Hacmi  (uL)  (uL) (uL) Derisimi Akt@ ) EU
(kL) (L) (L) (kM) I
50 1900 1300 100 250 400 12.5 90.70 9.93
100 1900 1300 100 200 400 25 81.69 8.95
150 1900 1300 100 150 400 37.5 73.47 8.05
200 1900 1300 100 100 400 50 60.85 6.66
250 1900 1300 100 50 400 62.5 46.86 5.13
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Sekil 3.12: Dorset Down CA enziminin farkli 1-Naftol derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitdr grafigi.

Tablo 3.9: Inhibitdr olarak kullanilan 1-Naftol’un Kivircik CA iizerindeki etkilerinin tespit
edilmesinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizis1  Cozeltisi Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (nL) (nL) (uL) Derisimi Aktivite
(nL) (nL) (uL) (nM)

50 1900 1300 100 250 400 125 90.29 15.96
100 1900 1300 100 200 400 25 88.34 15.62
150 1900 1300 100 150 400 375 62.88 11.12
200 1900 1300 100 100 400 50 50.47 8.92
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.66 8.60
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Sekil 3.13: Kivircik CA enziminin farkli 1-Naftol derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi i¢in
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.10: Inhibitor olarak kullanilan 1-Naftol’un Merinos CA {izerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon Kirmizisi Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (nL) (nL) (nL) Derisimi  Aktivite
(uL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 97.69 24.61
100 1900 1300 100 200 400 25 86.70 21.84
150 1900 1300 100 150 400 375 73.10 18.41
200 1900 1300 100 100 400 50 63.00 15.87
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.00 12.34
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Sekil 3.14: Merinos CA enziminin farkli 1-Naftol derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi i¢in
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.11: Inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos’un Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat Enzim Aktivite Kiivetteki
Soliisyonu  Kirmuzist  Solisyonu  Hacmi  Saf Su  Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (uL) Derisimi Aktivite
(nL) (nL) (L) (nM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 93.07 11.27
100 1900 1300 100 200 400 25 73.06 8.85
150 1900 1300 100 150 400 375 58.98 7.14
200 1900 1300 100 100 400 50 50.99 6.17
250 1900 1300 100 50 400 62.5 32.01 3.88
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Sekil 3.15: Dorset Down CA enziminin farkli Klorpirifos derigsimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.12: Inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos’un Kivircik CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon  Kirmizisi Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu Inhibitér % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (nL) (nL) (nL) Derigimi  Aktivite
(uL) (uL) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 125 77.38 11.39
100 1900 1300 100 200 400 25 71.49 10.52
150 1900 1300 100 150 400 375 59.77 8.80
200 1900 1300 100 100 400 50 47.09 6.93
250 1900 1300 100 50 400 62.5 37.49 5.52
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Sekil 3.16: Kivircik CA enziminin farkli Klorpirifos derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.13: Inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos un Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzis1  Soliisyon ~ Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitér % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (nL) (nL) Derigimi Aktivite
(nL) (nL) (1L) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 98.73 11.58
100 1900 1300 100 200 400 25 89.54 10.50
150 1900 1300 100 150 400 37.5 75.76 8.89
200 1900 1300 100 100 400 50 52.08 6.11
250 1900 1300 100 50 400 62.5 42.63 5.00
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Sekil 3.17: Merinos CA enziminin farkli Klorpirifos derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.14: Inhibitor olarak kullanilan Simazin’in Dorset Down CA {iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat Enzim Aktivite Kiivetteki
Soliisyon  Kirmizisi  Soliisyon Hacmi Tamponu Inhibitor o
Hacmi  Solisyonu  Hacmi (uL) SafLS“ (uL) Derisimi Akt_/"_t EU
(uL) (uL) (uL) (uh) (uM) vite
50 1900 1300 100 250 400 12.5 89.92 13.90
100 1900 1300 100 200 400 25 78.98 12.21
150 1900 1300 100 150 400 37.5 70.81 10.95
200 1900 1300 100 100 400 50 60.64 9.38
250 1900 1300 100 50 400 62.5 45.58 7.05
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Sekil 3.18: Dorset Down CA enziminin farkli Simazin derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitdr grafigi.

Tablo 3.15: Inhibitor olarak kullanilan Simazin’in Kivircik CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon  Kirmizist Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu  Hacmi (uL) (L) (nL) (nL) Derigimi  Aktivite
(uL) (uL) (LM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 91.48 18.95
100 1900 1300 100 200 400 25 82.33 17.06
150 1900 1300 100 150 400 375 67.88 14.06
200 1900 1300 100 100 400 50 50.33 10.43
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.13 9.97
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Sekil 3.19: Kivircik CA enziminin farkli Simazin derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.16: Inhibitor olarak kullanilan Simazin’in Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon  Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (nL) Derisimi Aktivite
(uL) (nL) (nL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 95.09 6.78
100 1900 1300 100 200 400 25 81.48 5.81
150 1900 1300 100 150 400 375 70.62 5.04
200 1900 1300 100 100 400 50 55.58 3.96
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.76 3.48
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Sekil 3.20: Merinos CA enziminin farkli Simazin derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.17: Inhibitdr olarak kullanilan Diklofluanid’in Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon Kirmizist ~ Soliisyon  Enzim  SafSu  Tamponu  Inhibitor

Hacmi  Solisyonu ~ Hacmi  Hacmi (L)  (uL)  Derisimi Ak:@ ) EU
(uL) (uL) (uL) (uL) (uM) it
50 1900 1300 100 250 400 12.5 73.01  11.75
100 1900 1300 100 200 400 25 58.60  9.43
150 1900 1300 100 150 400 37.5 4434 7.4
200 1900 1300 100 100 400 50 4082 657
250 1900 1300 100 50 400 62.5 38.12  6.14
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Sekil 3.21: Dorset Down CA enziminin farkli Diklofluanid derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.18: Inhibitor olarak kullanilan Diklofluanid’in Kivircik CA {izerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite
(uL) (uL) (nL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 125 92.99 19.50
100 1900 1300 100 200 400 25 79.03 16.57
150 1900 1300 100 150 400 375 73.06 15.32
200 1900 1300 100 100 400 50 64.03 13.43
250 1900 1300 100 50 400 62.5 40.15 8.42
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Sekil 3.22: Kivircik CA enziminin farkli Diklofluanid derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi

icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.19: Inhibitor olarak kullanilan Diklofluanid’in Merinos CA {izerindeki etkilerinin

tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (L) Derigimi Aktivite
(nL) (nL) (nL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 125 94.11 10.33
100 1900 1300 100 200 400 25 91.78 10.08
150 1900 1300 100 150 400 37.5 76.96 8.45
200 1900 1300 100 100 400 50 72.14 7.92
250 1900 1300 100 50 400 62.5 46.83 5.14
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Sekil 3.23: Merinos CA enziminin farkli Diklofluanid derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi

icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.20: Inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos — Metil’in Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon  Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  Saf Su ~ Tamponu Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (uL) Derisimi Aktivite
(uL) (uL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 78.56 12.65
100 1900 1300 100 200 400 25 64.28 10.35
150 1900 1300 100 150 400 37.5 55.29 8.90
200 1900 1300 100 100 400 50 46.68 7.52
250 1900 1300 100 50 400 62.5 36.68 5.91
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Sekil 3.24: Dorset Down CA enziminin farkli Klorpirifos — Metil derisimleriyle ICso’nin

belirlenmesi igin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.21: Inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos — Metil’in Kivircik CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi ~ Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi  Solisyonu  Hacmi  (uL)  (uL) (uL) Derisimi  Aktivite ~ EY
(uL) (nL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 89.52 21.44
100 1900 1300 100 200 400 25 65.76 15.75
150 1900 1300 100 150 400 375 52.45 12.56
200 1900 1300 100 100 400 50 45.65 10.93
250 1900 1300 100 50 400 62.5 35.79 8.57
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Sekil 3.25: Kivircik CA enziminin farkli Klorpirifos — Metil derisimleriyle 1Cso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.22: inhibitdr olarak kullanilan Klorpirifos — Metil’in Merinos CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (nL) (nL) (uL) Derisimi Aktivite
(uL) (uL) (1L) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 83.51 12.02
100 1900 1300 100 200 400 25 61.87 8.90
150 1900 1300 100 150 400 375 51.91 7.47
200 1900 1300 100 100 400 50 46.61 6.71
250 1900 1300 100 50 400 62.5 44.54 6.41
100
80
2 60
=
< 40
S
20
0
0 15 30 45 60 75
Klorpirifos-Metil (uM)

Sekil 3.26: Merinos CA enziminin farkli Klorpirifos — Metil derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.23: Inhibitor olarak kullanilan Azinfos — Etil’in Dorset Down CA {izerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat Enzim Aktivite Kiivetteki
Cozeltisi  Kirmizisi Soliisyon Hacmi Saf Su Tamponu Inhibitér % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (L) Derisimi  Aktivite
(nL) (nb) (ub) (M)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 82.58 10.00
100 1900 1300 100 200 400 25 73.03 8.84
150 1900 1300 100 150 400 37.5 61.29 7.42
200 1900 1300 100 100 400 50 54.58 6.61
250 1900 1300 100 50 400 62.5 43.32 5.25
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Sekil 3.27: Dorset Down CA enziminin farkli Azinfos — Etil derisimleriyle ICs0’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.24: Inhibitor olarak kullanilan Azinfos — Etil’in Kivircik CA tizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon ~ Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(L) (L) (nL) (M)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 88.53 21.20
100 1900 1300 100 200 400 25 73.67 17.65
150 1900 1300 100 150 400 375 58.49 14.01
200 1900 1300 100 100 400 50 42.76 10.24
250 1900 1300 100 50 400 62.5 39.43 9.44
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Sekil 3.28: Kivircik CA enziminin farkli Azinfos — Etil derisimleriyle ICs0’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.25: Inhibitor olarak kullanilan Azinfos — Etil’in Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (nL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (uL) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 94.58 13.61
100 1900 1300 100 200 400 25 84.93 12.22
150 1900 1300 100 150 400 375 71.98 10.36
200 1900 1300 100 100 400 50 55.20 7.94
250 1900 1300 100 50 400 62.5 42.87 6.17
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Sekil 3.29: Merinos CA enziminin farkli Azinfos — Etil derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.26: Inhibitor olarak kullanilan Dimetaklor’un Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (L) Derigimi Aktivite EU
(uL) (uL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 83.64 10.13
100 1900 1300 100 200 400 25 79.71 9.65
150 1900 1300 100 150 400 37.5 66.73 8.08
200 1900 1300 100 100 400 50 47.99 5.81
250 1900 1300 100 50 400 62.5 35.97 4.36
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Sekil 3.30: Dorset Down CA enziminin farkli Dimetaklor derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.27: Inhibitor olarak kullanilan Dimetaklor’un Kivircik CA tizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon  Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(L) (L) (nL) (M)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 83.09 12.23
100 1900 1300 100 200 400 25 58.75 8.64
150 1900 1300 100 150 400 375 53.16 7.82
200 1900 1300 100 100 400 50 45.25 6.66
250 1900 1300 100 50 400 62.5 40.02 5.89
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Sekil 3.31: Kivircik CA enziminin farkli Dimetaklor derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.28: Inhibitor olarak kullanilan Dimetaklor’un Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (L) (nL) Derigimi Aktivite EU
(nL) (nL) (uL) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 92.91 10.90
100 1900 1300 100 200 400 25 86.03 10.09
150 1900 1300 100 150 400 375 77.45 9.08
200 1900 1300 100 100 400 50 64.76 7.60
250 1900 1300 100 50 400 62.5 43.78 5.13
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Sekil 3.32: Merinos CA enziminin farkli Dimetaklor derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.29: Inhibitdr olarak kullanilan Tebukonazol’un Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (nL) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 89.33 9.78
100 1900 1300 100 200 400 25 79.64 8.72
150 1900 1300 100 150 400 37.5 66.68 7.30
200 1900 1300 100 100 400 50 53.59 5.87
250 1900 1300 100 50 400 62.5 43.78 4.79
100
80
3
= 60
E:
S 40
20
0
0 15 30 45 60 75
Tebukonazol (uM)

Sekil 3.33: Dorset Down CA enziminin farkli Tebukonazol derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.30: Inhibitor olarak kullanilan Tebukonazol’un Kivircik CA iizerindeki etkilerinin

tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor % EU
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (L) (uL) Derisimi Aktivite
(uL) (uL) (uL) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 82.24 15.69
100 1900 1300 100 200 400 25 78.82 15.04
150 1900 1300 100 150 400 375 58.34 11.13
200 1900 1300 100 100 400 50 52.08 9.94
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.00 9.35
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Sekil 3.34: Kivircik CA enziminin farkli Tebukonazol derigimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — inhibitér grafigi.

Tablo 3.31: Inhibitor olarak kullanilan Tebukonazol’un Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon  Kirmizis1  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derigimi Aktivite EU
(nL) (uL) (nL) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 97.69 24.61
100 1900 1300 100 200 400 25 86.70 21.84
150 1900 1300 100 150 400 375 73.10 18.41
200 1900 1300 100 100 400 50 63.00 15.87
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.00 12.34
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Sekil 3.35: Merinos CA enziminin farkli Tebukonazol derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.32: Inhibitor olarak kullanilan Amitraz’in Dorset Down CA {izerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon Kirmizist1  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitér %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(uL) (nL) (nL) (1M)
50 1900 1300 100 250 400 125 83.42 14.82
100 1900 1300 100 200 400 25 71.66 12.73
150 1900 1300 100 150 400 375 65.06 11.56
200 1900 1300 100 100 400 50 54.08 9.61
250 1900 1300 100 50 400 62.5 35.97 6.39
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Sekil 3.36: Dorset Down CA enziminin farkli Amitraz derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.33: Inhibitor olarak kullanilan Amitraz’in Kivircik CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (L) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 125 68.31 6.73
100 1900 1300 100 200 400 25 45.98 4,53
150 1900 1300 100 150 400 375 42.11 4.15
200 1900 1300 100 100 400 50 39.59 3.90
250 1900 1300 100 50 400 62.5 30.49 3.00
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Sekil 3.37: Kivircik CA enziminin farkli Amitraz derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.34: Inhibitor olarak kullanilan Amitraz’in Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(nL) (nL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 85.72 13.83
100 1900 1300 100 200 400 25 76.23 12.30
150 1900 1300 100 150 400 375 53.64 8.65
200 1900 1300 100 100 400 50 50.71 8.18
250 1900 1300 100 50 400 62.5 37.88 6.11
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Sekil 3.38: Merinos CA enziminin farkli Amitraz derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi i¢in
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.35: Inhibitdr olarak kullanilan Dazomet’in Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(nL) (uL) (uL) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 83.12 19.79
100 1900 1300 100 200 400 25 70.36 16.76
150 1900 1300 100 150 400 37.5 61.39 14.62
200 1900 1300 100 100 400 50 43.96 10.47
250 1900 1300 100 50 400 62.5 36.71 8.74
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Sekil 3.39: Dorset Down CA enziminin farkli Dazomet derisimleriyle 1Cso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.36: Inhibitor olarak kullanilan Dazomet’in Kivircik CA {izerindeki etkilerinin

tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (L) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 125 86.69 20.00

100 1900 1300 100 200 400 25 76.55 17.66
150 1900 1300 100 150 400 375 50.03 11.54
200 1900 1300 100 100 400 50 38.35 8.85
250 1900 1300 100 50 400 62.5 30.38 7.01
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Sekil 3.40:

Kivircik CA enziminin farkli Dazomet derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.37: Inhibitor olarak kullanilan Dazomet’in Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (1L) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 79.08 14.04
100 1900 1300 100 200 400 25 71.78 12.74
150 1900 1300 100 150 400 37.5 68.91 12.23
200 1900 1300 100 100 400 50 53.17 9.44
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.03 8.70
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Sekil 3.41: Merinos CA enziminin farkli Dazomet derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin

hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.38: Inhibitor olarak kullanilan Koumatetralil’in Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzist  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(uL) (L) (nb) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 89.76 18.01
100 1900 1300 100 200 400 25 73.65 14.78
150 1900 1300 100 150 400 375 62.64 12.57
200 1900 1300 100 100 400 50 54.09 10.86
250 1900 1300 100 50 400 62.5 40.58 8.14
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Sekil 3.42: Dorset Down CA enziminin farkli Koumatetralil derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.39: Inhibitor olarak kullanilan Koumatetralil’in Kivircik CA tizerindeki etkilerinin

tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (uL) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 88.13 12.55
100 1900 1300 100 200 400 25 85.28 12.14
150 1900 1300 100 150 400 375 78.07 11.12
200 1900 1300 100 100 400 50 59.67 8.50
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.16 7.00
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Sekil 3.43: Kivircik CA enziminin farkli Koumatetralil derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.40: Inhibitor olarak kullanilan Koumatetralil’in Merinos CA tizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (1L) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 12.5 81.76 14,51
100 1900 1300 100 200 400 25 70.16 12.45
150 1900 1300 100 150 400 375 59.05 10.48
200 1900 1300 100 100 400 50 47.30 8.40
250 1900 1300 100 50 400 62.5 42.05 7.46
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Sekil 3.44: Merinos CA enziminin farkli Koumatetralil derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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Tablo 3.41: Inhibitdr olarak kullanilan Karbofuran’in Dorset Down CA iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmizisi  Soliisyon  Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(uL) (L) (nb) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 1.25 87.02 16.06
100 1900 1300 100 200 400 2.5 73.97 13.65
150 1900 1300 100 150 400 3.75 60.98 11.25
200 1900 1300 100 100 400 5 48.58 8.96
250 1900 1300 100 50 400 6.25 37.88 6.99
100
80
3
S 60
kv
< 40
S
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Karbofuran (uM)

Sekil 3.45: Dorset Down CA enziminin farkli Karbofuran derisimleriyle ICso’nin
belirlenmesi i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.42: Inhibitor olarak kullanilan Karbofuran’in Kivircik CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (uL) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 12.5 91.16 11.80
100 1900 1300 100 200 400 25 88.87 11.50
150 1900 1300 100 150 400 375 78.58 10.17
200 1900 1300 100 100 400 50 56.55 7.32
250 1900 1300 100 50 400 62.5 49.26 6.37
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Sekil 3.46: Kivircik CA enziminin farkli Karbofuran derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
icin hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.43: Inhibitor olarak kullanilan Karbofuran’in Merinos CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitér Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (1L) (LM)
50 1900 1300 100 250 400 1.25 93.85 18.73
100 1900 1300 100 200 400 25 88.67 17.70
150 1900 1300 100 150 400 3.75 68.27 13.63
200 1900 1300 100 100 400 5 56.83 11.34
250 1900 1300 100 50 400 6.25 46.32 9.25
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Sekil 3.47: Merinos CA enziminin farkli Karbofuran derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitér grafigi.
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Tablo 3.44: Inhibitor olarak kullanilan Karbaril’in Dorset Down CA iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon Kirmizisi  Soliisyon Hacmi  Saf Su  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (L) Derisimi Aktivite EU
(uL) (L) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 1.25 91.78 20.69
100 1900 1300 100 200 400 25 76.13 17.16
150 1900 1300 100 150 400 3.75 66.18 14.92
200 1900 1300 100 100 400 5 56.10 12.65
250 1900 1300 100 50 400 6.25 39.76 8.97
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Sekil 3.48: Dorset Down CA enziminin farkli Karbaril derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi
i¢in hazirlanan % Aktivite — Inhibitdr grafigi.

Tablo 3.45: Inhibitor olarak kullanilan Karbaril’in Kivircik CA {izerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat ~ Enzim Aktivite  Kiivetteki

Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (uL) (uL) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (L) (uM)

50 1900 1300 100 250 400 125 90.17 13.40
100 1900 1300 100 200 400 25 76.03 11.30
150 1900 1300 100 150 400 375 61.83 9.19
200 1900 1300 100 100 400 50 55.67 8.27
250 1900 1300 100 50 400 62.5 48.71 7.24
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Sekil 3.49: Kivircik CA enziminin farkli Karbaril derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.

Tablo 3.46: Inhibitor olarak kullanilan Karbaril’in Merinos CA {iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri.

Inhibitor Fenol Substrat  Enzim Aktivite  Kiivetteki
Soliisyon ~ Kirmuzisi  Soliisyon ~Hacmi  SafSu  Tamponu  Inhibitor %
Hacmi Soliisyonu Hacmi (L) (L) (uL) Derisimi Aktivite EU
(uL) (uL) (uL) (uM)
50 1900 1300 100 250 400 1.25 93.85 18.73
100 1900 1300 100 200 400 2.5 88.67 17.70
150 1900 1300 100 150 400 3.75 68.27 13.63
200 1900 1300 100 100 400 5 56.83 11.34
250 1900 1300 100 50 400 6.25 46.32 9.25
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Sekil 3.50: Merinos CA enziminin farkli Karbaril derisimleriyle ICso’nin belirlenmesi igin
hazirlanan % Aktivite — Inhibitor grafigi.
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3.2.1 Karbonik Anhidraz Enzimi Hidrataz Aktivitesi 1Cso Degerleri

Tablo 3.47: Karbonik Anhidraz Enzimi Hidrataz ICso Degerleri

Pestisit Kivircik Hidrataz Merinos Hidrataz Dorset Down
ICs0 (LM) 1Cs0 (UM) Hidrataz 1ICso (uM)
Propoksur 57.25 53.39 48.56
Klorpirifos 46.46 55.84 47.82
Dimetaklor 39.45 59.27 50.48
Azinfos-Etil 46.97 56.19 53.45
Klorpirifos-Metil 42.73 41.28 126.42
Diklofluanid 57.15 62.05 81.29
Simazin 57.02 59.52 59.16
Tebukonazol 57 61.08 55.16
1-Naftol 56.65 51.07 60.18
Alaklor 37 53.3 59.43
Amitraz 26.23 47.77 50.69
Karbofuran 60.27 5.78 4.90
Karbaril 59.02 13.77 5.37
Koumatetralil 61.45 48.09 52.47
Dazomet 42.15 60.66 46.28
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3.3 4 — Nitrofenilasetat Kullanilarak KmVve Vmax Saptanmasi
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Sekil 3.51: Dorset Down koyun 1rkinin kan eritrositlerinden saflastirilan CA enziminin
4-nitrofenilasetat substrati ile cizilen grafik.
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Sekil 3.52: Kivircik Koyun irkinin kan eritrositlerinden saflagtirilan CA enziminin
4-nitrofenilasetat substrati ile ¢izilen grafik.
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Sekil 3.53: Merinos Koyun irkinin kan eritrositlerinden saflastirilan CA enziminin
4-nitrofenilasetat substrati ile ¢izilen grafik.



Tablo 3.48: CA enzimleri igin bulunan Vmax - Km degerleri.

Koyun Irklari Vmax (EU/mLdK) Km (uM)

Dorset Down 0.116 0.007
Kivircik 0.182 0.007
Merinos 0.443 0.015
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada ii¢ farkli koyun (Dorset Down, Kivircik, Merinos) tiirlinden karbonik
anhidraz enzim afinite kromatografisi ile saflastirilarak, bazi pestisitlerin enzim tizerinde in
vitro etkileri ¢alisilmistir. Bu pestisitler; Karbaril, Klorpirifos, Simazin, Diklofluanid,
Alaklor, Klorpirifos-Metil, Azinfos-Etil, Dimetaklor, Propoksur, Tebukonazol, Amitraz,
Dazomet, Karbofuran, 1-Naftol, Koumatetralil’dir.

Temiz igme suyuna erisim, Birlesmis Milletler tarafindan insan haklarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Suya salinan bilinmeyen, hafif veya agir kronik saglik etkileri olan
bazi yeni endiistriyel kimyasallar gozden kagabilmektedir. Devam eden niifus artisi ile
birlikte, evsel, tarimsal ve endiistriyel tiiketimde ve farmasotikler, agir metaller ve
pestisitler gibi kimyasal kirleticilerin su sistemlerine salinmasinda bir artig goriilmektedir
[95]. Su sistemlerinde bulunan en ilgili kimyasal gruplarindan biri, tarimda yabani otlari,

zararllar1 ve bitki hastaliklarin1 yonetmek igin kullanilan pestisitlerdir [95].

Pestisitler, ge¢im kaynagimizi hasardan korumada olumlu rol oynarlar, ancak asiri
kullanildiginda ciddi g¢evresel risklere de neden olurlar. Pestisitler, bitki koruma iiriinleri
olarak hizmet etmek icin tasarlanmistir. Ayrica, pestisitler, kentsel peyzaj, tekne dipleri ve
insaat malzemeleri gibi tarim dis1 alanlarda da kullanilmaktadir. Ote yandan, pestisit
toksisitesi ¢evreye zarar vererek hedef disi organizmalari tehdit eder [96]. Dolayisiyla
pestisitler, insan, hayvan ve ¢evre sagligi bakimindan sorun teskil etmektedir. Bazi
pestisitlerin dogada ¢oziinme siireleri uzundur ve canlilarin viicudunda birikmesi daha
kolaydir. Bu birikimden dolay1 kontrolsiiz kullanilan s6z konusu pestisitler, besin zinciri
yolu ile insanlara ulasarak, molekiiler, hiicresel veya dokularda olumsuz etkilere sebep
olmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, arasgtirmamizda, canlilardaki o6nemli fizyolojik
fonksiyona sahip olan karbonik anhidraz enzimini tercih ettik. Karbonik anhidraz CO;
molekiiliinin H20 ile H* ve HCOz iyonlarina doniigiimiinii katalizlemektedir. Gastrik

mukoza, bobrek ve goz lensi gibi dokularda bu reaksiyon cereyan etmektedir.

Arastirmamizda ii¢ farkli koyun tiirlinden afinite kromatografisi ile CA enzimi
saflastirilmis ve Sepharose - 4B — etilendiamin — 4 — izotiyosiyonat benzen siilfonamid
yapili afinite jeli sentezlenmistir [88]. Karbonik anhidraz’in aktivitesinin belirlenmesinde

Wilbur-Anderson yontemi kullanilmistir. Bu yontemde karbondioksit molekiiliiniin su ile
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reaksiyonu sonucunda olusan karbonikasit molekiilinin H* ve HCOs  iyonlarii

olusturarak ortamin pH’sinin diisme siiresi belirlenmektedir [89].

Calismamizda kullanilan Dorset Down, Kivircik ve Merinos koyun eritrositlerinden,
literatlirde, karbonik anhidraz enzimi saflagtirllmasinda kullanilmamistir. S6z konusu
saflastirma afinite kromatografisi kullanilarak tek basamakta gergeklesmistir. Bu yontemle
yiiksek saflastirma katsayisi elde edilmistir. Arastirmamizda kullandigimiz pestisitler,
koyunlarin eritrositleri tizerinde kullanilmamis ve eritrosit CA enzimi tizerindeki etkileri

incelenmemistir.

Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini yapildiktan sonra olusturulan saflastirma
tablosu sonucunda sirasiyla Dorset Down CA 302.507 kat ve %22.48 verimle, Kivircik CA
182.667 kat ve %28.30 verimle ve Merinos CA 69.107 kat ve %16.79 verimle

saflastirilmistir.

Oktay Arslan ve arkadaslari yaptiklart bir calismada Eupergit C250L — p-amino
benzensiilfonamit afinite jeli ile sigir eritrositi CA saflastirmislardir. Sigir CA ve hCA
enzimleri sirasiyla 181 Kkat, 184 kat saflastirilmistir [97]. Bizim ¢alismamizda ise, Dorset
Down CA’s1 daha fazla saflastirma katsayisina sahiptir. Kivircik CA’s1 ayn1 seviyede olup,

Merinos CA’s1 ise daha diisiik katsayiya sahiptir.

Literatiirde, yapilan bir diger ¢alismada Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamit afinite jeli
kullanilarak koyun bobreginden CA-1l ve CA-IV enzimlerini saflagtirmiglardir ve sirasiyla
227.61 ve 139.45 Kkat olarak tespit etmislerdir. Verim ise sirasiyla %60.75 ve %30.83
olarak bulunmustur [98]. Buna gore ¢alismamizla kiyasladigimizda; saflastirma katsayilari
arasinda Dorset Down CA’s1 en yiiksek katsayiya sahiptir. Kivircitk ve Dorset Down

CA’lar1 bu ¢alismadaki CA-IV verimine yakin elde edilmistir.

Yapilan bagka bir calismada afinite jeli olarak yine Sepharose — 4B — L — tirozin —
siilfonamid kullanilmistir ve Kangal Akkaraman koyunundan CA saflagtirilmistir. Bu

caligmada 242.76 saflastirma katsayisi ve %14.40 verim bulunmustur [99].

Esteraz aktivitesinden yararlanarak Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Kn ve
Vmax degerleri sirastyla Dorset Down koyun eritrosit CA i¢in; 0.007 uM ve 0.116
EU/mLdk, Kivircik koyun eritrosit CA igin; 0.007 uM ve 0.182 EU/mLdk, Merinos koyun
eritrosit CA i¢in; 0.015 uM ve 0.443 EU/mLdk olarak belirlenmistir.
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Esen Tasgin ve arkadaslar1 caligmalarinda afinite kromatografisi yontemiyle Sepharose-
4B-L-tirozin-Siilfonamid jeli kullanilarak sigir kemik iliginden CA enzimi saflastirmislar.
Km Ve Vmax degerleri sirastyla; 2.409 x 1063 mM ve 120.418 umol/L bulunmustur [100].

Enzim molekiil biyiikligini ve safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi uygulanmustir. U¢ koyun tiiriinde de molekiil agirhigi yaklasik 29kDa
agirhiginda bulunmustur ve CA enzimi tek bant olarak gézlemlenmistir. Bu sonu¢ NCBI
protein veri bankasindaki koyun CAIl enziminin hesaplanan molekiil agirligi ile benzerlik

gostermektedir [101].

15 tane farkli pestisit hazirlanarak farkli konsantrasyonlarda inhibitor etkisi hidrataz
aktivitesi ile incelenerek, inhibe edici bilesiklerin %Aktivite-[I] Grafikleri ¢izilmistir ve

ICs0 degerleri belirlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz pestisitlerin karbonik anhidraz enzimini 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi belirlenmistir. Bilindigi tizere ICso degeri kiigiik olan inhibitoriin inhibisyon etkisi
daha yiiksektir. Dorset Down koyun kan eritrosit CA enzimi {izerine hidrataz aktivitesiyle
inhibisyon etkisi en gii¢lii olan pestisitlerin ICso degerleri; Karbofuran 4.90 uM, Karbaril
5.37 uM, Dazomet 46.28 uM olarak belirlenmistir. Kivircik koyun kan eritrosit CA enzimi
tizerine hidrataz aktivitesiyle inhibisyon etkisi en gii¢lii olan pestisitlerin ICso degerleri;
Amitraz 26.23 uM, Alaklor 37 uM, Dimetaklor 39.45 uM olarak belirlenmistir. Merinos
koyun kan eritrosit CA enzimi iizerine hidrataz aktivitesiyle inhibisyon etkisi en gii¢lii olan
pestisitlerin 1Cso degerleri; Karbofuran 5.78 uM, Karbaril 13.77 uM, Klorpirifos-Metil
41.28 uM olarak belirlenmistir. Bu farkli koyun irklarindan saflastirilan CA enzimini
inhibe eden pestisitlerin 1Cso degerleri, Tablo 3.47 ve Tablo 4.1’de sunulmustur. Bu
sonuglara gore, bu pestisitler ii¢ koyun irki CA’s1 iizerine benzer inhibisyon etkisi
gostermektedirler. Bunlardan Klorpirifos — Metil pestisiti Dorset Down CA’s1 lizerine daha
zayif bir inhibisyon etkisi var iken, Karbofuran ve Karbaril pestisitleri, Kivirctk CA’sin1
daha az inhibe etmektedir. Amitraz ve Alaklor pestisitleri Merinos ve Dorset Down

CA’larna kiyasla Kivircik CA’s1 iizerine daha etkilidirler.

Ercan Soydan ve arkadaslari tarafindan bal arilarinin (Apis melifera) iizerinde yapilan
calismada, calismamizda kullandigimiz Simazin ve Tebukonazol pestisitlerinin etkisi
incelenmis ve Simazin pestisitinin ICso degeri; 0.0273 uM olarak bulunmustur.
Tebukonazol pestisitinin de 1Cso degeri; 0.003 puM bulunmustur [47]. Simazin ve

Tebukonazol pestisitlerinin koyun CA’lari igin ICso degerleri sirastyla; Kivircik igin 57.02
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uM ve 57 uM, Merinos i¢in 59.52 uM ve 61.08 uM, Dorset Down i¢in 59.16 pM ve 55.16
uM olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore Apis melifera CA’simin bu iki pestisite karsi
koyun CA’larindan ¢ok daha fazla duyarli oldugunu ve nanomolar diizeyinde inhibe

olduklar1 gézlenmistir.

Literatiirde, insan eritrosit CA enzimi lizerinde hidrataz aktivitesi ile yapilan pestisit
calismas1 bulunmaktadir. Bu pestisitlerin etkileri incelenmis ve ICso degerleri bulunmustur
[33]. Tablo 4.1’de goriilen degerlere gore; bu pestisitlerin hCA — | ve hCA — 1I iizerine
inhibisyon etkileri koyun CA’larina kiyasla ¢cok daha fazladir. Karbofuran ve Karbaril
pestisitleri i¢in bulunan degerlerde Merinos ve Dorset Down CA’lar1 inhibisyon degerleri
hCA — | ve hCA — II degerlerine yakin bulunmustur. Pestisitlerin, koyun tiirlerinden
saflastirilan CA’larin iizerindeki inhibisyon etkisi insan CA’larmin iizerindeki etkisine

gore daha az oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.1: insan kanindan saflastirilan hCA-1 ve hCA-11 enzimleri [33] ile ii¢ farkli koyun

kanindan saflastirilan CA enzimleri {izerine pestisitlerin ICso degerleri karsilagtirilmasi.

hCA -1 hCA - 11 Kavircik Merinos Dorset Down
Pestisitler Hidrataz ICsop  Hidrataz ICso | Hidrataz ICsp Hidrataz ICso Hidrataz ICso
(uM) (uM) (LM) (LM) (1M)
Propoksur 0.600 1.280 57.25 53.39 48.56
Alaklor 2.36 0.536 37 53.3 59.43
1-Naftol 1.31 0.685 56.65 51.07 60.18
Klorpirifos 0.591 0.527 46.46 55.84 47.82
Simazin 0.366 0.594 57.02 59.52 59.16
Diklofluanid 1.395 0.529 57.15 62.05 81.29
Klorpirifos-Metil 0.614 6.040 42.73 41.28 126.42
Azinfos-Etil 0.534 0.544 46.97 56.19 53.45
Dimetaklor 0.585 0.578 39.45 59.27 50.48
Tebukonazol 0.602 0.603 S7 61.08 55.16
Amitraz 3.3 3.470 26.23 47.77 50.69
Dazomet 3.86 3.900 42.15 60.66 46.28
Koumatetralil 6.41 8.740 61.45 48.09 52.47
Karbofuran 3.35 3.410 60.27 5.78 4.9
Karbaril 2.86 3.460 59.02 13.77 5.37

Literatiirde, Kocabas Sazan baligindan saflastirilan CA enzimi iizerine bazi pestisitlerin

etkileri incelenmistir ve ICso degerleri bulunmustur. Karbaril pestisitinin ICso degeri

126.43 uM, Karbofuran pestisitinin ise 253.35 mM olarak bulunmustur [102].
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Yapilan bagka bir ¢aligmada, gokkusagi alabalig1 solungag CA’s1 lizerine bazi pestisitlerin
etkileri incelenmis ve ICsp degerleri bulunmustur. Calismada kullanilan Propoksur
pestisitinin 1Cso degeri 0.420 uM oldugu gorilmistir [103]. Yaptigimiz c¢alisma
sonuglara gore Propoksur pestisiti koyun tiirlerinden saflagtirilan CA’lar1 daha az inhibe

ettigi goriilmektedir.

Sonug olarak bu ¢calismamizda elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Dorset Down koyun eritrositleri, Kivircik koyun eritrositleri ve Merinos koyun
eritrositlerinden CA enzimi saflastirmak igin Sepharose-4B-Etilendiamin-4-

izotiyosiyonat benzen siilfonamid afinite jeli sentezlenmistir.

e Sentezlenen jel kullanilarak, s6z konusu koyunlarmm kanlarindan CA enzimi

saflastiriimistir.

e SDS-PAGE ile enzim saflig1 kontrol edilerek ~ 29kDa molekiil agirliginda tek bant

elde edilmistir.

e Esteraz aktivitesi yontemi ile Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir.

e (alisilan pestisitler CA-hidrataz aktivitesi yontemi ile ii¢ farkli koyun i¢in de

inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmis.

e Bu pestisitlerin CA enzimi iizerindeki 1Cso degerleri belirlenmistir.
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