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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KATALAZ AKTIiVITESI UZERINE CYPRODINIL VE FLUDIOXONIL
PESTISITLERIN ETKIiSi

Fadil OZHAN

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Danigsman : Yrd. Dog. Dr. Hasan KARADAG
Yil: 2014, Sayfa Sayist: 47
Jiiri : Yrd. Dog. Dr. Hasan KARADAG

: Dog. Dr. Ozgiir FIRAT
: Yrd. Doc. Dr. Ahmet OZKAYA

Katalaz (CAT), antioksidan bir enzimdir. CAT, hidrojen peroksidin su ve
oksijene parcalanmasini katalizler. Bu calismada, CAT in optimum sicakligi, 35 °C
(308 K) olarak belirlenmistir. 0 ppm’den 500 ppm’e artan cyprodinil ve fludioxonil
pestisit derigsimi ile CAT aktivitesi inhibisyona ugramistir. 250 ppm ve 500 ppm pestisit
derisiminde CAT aktivitesi de§ismemis ve duragan hale ge¢mistir. Cyprodinil’in 10, 50,
100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde azaliglarin sirasiyla
45.4; 68,0; 73,0; 77,8 ve 77,4 oldugu hesaplanmistir. Fludioxonil’in 10, 50, 100, 250 ve
500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde azaliglarin sirasiyla 20,0; 30,8;
42,8; 46,3 ve 45,9 oldugu hesaplanmistir. Cyprodinil’in CAT’1 yarismali (kompetitif)
olarak inhibe ettigi, fludioxonil’in CAT’1 yarismasiz (non-kompetitif) olarak inhibe

ettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Cyprodinil, Fludioxonil, Inhibisyon, Pestisit ve Katalaz.
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Catalase (CAT) is antioxidant enzyme. CAT catalyzes the decomposition of
hydrogen peroxide to water and oxygen. In this study, optimum temperature of CAT
was determined as 35 °C (308 K). From 0 ppm to 500 ppm with increasing cyprodinil
and fludioxonil pesticides concentrations, CAT activity were inhibited. At 250 ppm and
500 ppm pesticides concentrations, CAT activity remained unchanged and passed to
steady state. Under the exposure of 10, 50, 100, 250 and 500 ppm cyprodinil
concentrations, percent of CAT enzyme activity decreases were calculated as 45.4; 68.0;
73.0; 77.8 and 77.4, respectively. Under the exposure of 10, 50, 100, 250 and 500 ppm
fludioxonil concentrations, percent of CAT enzyme activity decreases were calculated
as 20.0; 30.8; 42.8; 46.3 and 45.9, respectively. Cyprodinil inhibited CAT competitively

and fludioxonil inhibited CAT non-competitively.

KeyWords: Cyprodinil, Fludioxonil, Inhibition, Pesticide and Catalase.
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1. GIRIS

Enzim arastirmalar1 biyokimya tarihini olusturmaktadir. 1700’14 yillarin
sonunda mide salgilarinin etin sindirimi tiizerine etkileri arastirildi ve biyolojik
katalizorler olarak tanimlandi. 1800’lerde cesitli bitki oziitleri ve tiikiirtik ile nisastanin
sekere donilislimii arastirilarak ¢alismalarin devami getirildi. Louis Pasteur 1850’lerde
yaptig1 caligmalar ile sekerin maya ile fermentlenmesinin fermentler tarafindan
gerceklestirildigini one siirdli. 1897°de Eduard Buchner maya fermentlenmesini yani
fermantasyonu hiicrelerden uzaklastirildiklar1 halde islevlerine devam eden bazi
molekiiller tarafindan saglandigint buldu. Frederic W. Kiihne bu molekiillere enzim
adim verdi (Nelson ve Cox 2005).

Tanimlamasi yapilmis olan 2000 kadar enzimin ¢ogu saflagtirilarak kinetikleri
incelenmis ve 200’den fazlas1 kristal hale getirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
Enzimlerin bir kism1 viicuttaki antioksidan savunma sistemini olustururlar ve viicutta
olusan serbest radikallerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirirlar. Ornegin katalaz (CAT)
enzimi serbest radikal kaynagi olan hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayarak
etkisiz hale getirir (Akkus 1995).

Serbest radikallerin yani sira tarimda kullanilan pestisitlerin olumsuz etkileri de
mevcuttur. Pestisitlerin yaygin olarak kullanilmaya baslanilmasindan sonra 6zellikle
organokloriirlii pestisitler yasaklanmistir. Organofosforlu ve karbamatli pestisitlerin
dogada daha kolay pargalanabilmesi tiretimini ve kullanimini da hizla arttirmistir
(Richard ve vd. 2007). Kullanilan pestisitlerin ¢ogunlugunun bir miktar toksik etkisi
olmast nedeniyle saglik acisindan giivenli pestisit bulunmamaktadir. Risklerinin
azaltilabilmesi ic¢in belirli kosullarda kullanilmalidirlar. Pestisitler, biraktiklar:
kalintilarla besin degerlerini diisiirmekte, toprak, su ve hava ve kirlenmesine sebep
olarak, dogadaki ekolojik sistemin dengesini olumsuz yonde etkilemektedirler (Vural
2005).

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda yeni pestisit tiirleri olan cyprodinil ve

fludioxonil’in CAT enzim aktivitesi lizerinde gosterdikleri etki arastirilmistir.



1.1. Enzimler

Enzimler, canlilarda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran,
%100’lik iriin olusmasi ile yan iriin olusmasina firsat vermeyen biyolojik
katalizorlerdir. En c¢ok oOzellesmis ve en biylik protein gruplarini olustururlar.
Hiicrelerde meydana gelen tiim olaylar deaksiribo niikleik asit (DNA) tarafindan
diizenlenip kontrol edilir. Enzimlerde protein yapisinda olduklar1 ve DNA tarafindan
sifrelendiklerinden enzimler bir hiicreye ait spesifik bilgilerin DNA’dan aktarilmasini

saglayan en 6nemli molekiillerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
1.1.1. Enzimlerin genel o6zellikleri ve yapilar

Enzimler protein yapisinda olmalarina ragmen yalniz olarak aktivite
gosteremezler. Bu nedenle kofaktdr ve koenzimlere ihtiya¢ duyarlar. Kofaktorler yan
gruplar olup, metal iyonlarindan (Cu™?, Fe™, zn™ Mg") olusurlar, protein yapisinda
degildirler, enzimlerin aktif merkezinde bulunurlar ve katalitik anlamda katki saglarlar
(Aksoy 2008). Enzimler protein yapisinda olduklarindan isiyla kolayca denatiire
olabilirken, kofaktorler protein yapisinda olmadiklarindan 1s1ya dayaniklidirlar (Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Koenzimler, enzimlerin aktivite gostermelerini saglayan ve enzimlerin
spesifitesini belirleyen organik molekiillerdir. Bu molekiiller ¢ogunlukla vitaminlerdir
(Aksoy 2008).

Enzim koenzimi, kofaktorii ile birlikte ve biyokimyasal reaksiyonlar1 kataliz
edebilecek aktiflige sahip halde ise enzimin bu durumuna haloenzim denir. Enzimin
koenzimsiz ve Kofaktdrsiiz haline yani inaktif olarak bulundugu duruma apoenzim denir
(Goziikara 2011). Kofaktorsiiz protein kismina apoprotein (Keha ve Kiifrevioglu 2000),
enzimin yilizeyine kovalent olarak sikica bagli protein olmayan gruplara ise prostetik

grup denir (Goziikara 2011).



Substrat

Enzim + Enzim — Substrat
Kompleksi
Ko-Enzim Ko-Enzim
. Enzim — Substrat
Enzim + o- + U‘ K o-enzim
| Kompleksi

1
Substrat 1 Substrat 2

Sekil 1.1. Enzim-Substrat, Enzim-Koenzim-Substrat baglanmasi (Aksoy 2008)

Enzimler substratlar1 i¢in yliksek spesifiteye sahiptir, kimyasal tepkimeleri
olduk¢a hizlandirirlar, optimum pH ve optimum sicaklik kosullarinda oldukca
aktiftirler, ¢cogu protein yapisindadir, protein konformasyonlarinin saglamhigi katalitik
aktivitelerinde belirleyici unsurdur (Nelson ve Cox 2005).

1.1.2. Katalizorlerin aktivasyon enerjisi iizerine etkileri

Katalizorler biyokimyasal reaksiyonlarin dengesini degil hizini etkilerler.

E+S<Z=ES <= EP <= E+P

E: Enzim, S: Substrat, P: Uriin, ES: Enzim-Substrat Kompleksi, EP: Enzim-Uriin
Kompleksi (Nelson ve Cox 2005).

[SI’nin  [P]’ye doOniistiiriilmesi i¢in  gerekli bag olusumlart  veya
par¢alanmalarinin gergceklesmesi ve bunun iginde bir enerji engelinin asilmasi
gereklidir. Asilmasi gereken bu enerji engeline aktiflesme enerjisi denir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 viicut 1sisinda gergeklestirmek igin
reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini dokuz kat ya da daha fazla diisiirerek reaksiyonlari

hizlandirirlar (Goziikara 2011).



1.1.3. Enzimlerin simiflandirilmasi ve isimlendirilmesi

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine veya spesifik olduklar1 substrata gore
adlandirilmaktadir. Ornegin iireaz, orjinaz ve CAT gibi. Sayilarmin giinden giine
artmasi yeni enzimlerin kesfedilmesi bu sekildeki adlandirmanin énemin kaybetmesine
sebep olmus ve Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan bazi kurallara baglh
kaliarak 6 haneli bir adlandirma sistemi yapilmuistir.

Bu sistemi asagidaki ornek tlizerinde aciklayalim;

E.C.1.1.149

Enzimin Sira Numarasi

Akseptor NAD veya NADP
Alt Siif ve Etkiledigi Bag
Esas Sinif (Oksidorediiktazlar)

Enzimatik Kod

v VYV VY [

Bu yeni adlandirma sistemine gore enzimler 6 ana sinifa ayrilirlar (Goziikara 2011).

Cizelge 1.1. Enzimlerin alt1 sinifi ve katalize ettikleri reaksiyon tipleri (Goziikara 2011).

Simif Isim Katalize Ettigi Reaksiyon Tipi
1 | Oksidorediiktazlar | Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari
2 | Transferazlar Fonksiyonel bir grubu bir dondrden bir akseptore
transfer eden enzimlerdir
3 Hidrolazlar Cesitli baglar1 hidroliz eder 6rnegin C-O, C-N, C-C
4 Liyazlar Substrattan C-O, C-N, C-C arasindaki baglar

oksidasyon ve hidroliz yolu disindaki bir yolla kirarak
atomlar arasina ¢ift bag ekler

5 | Izomerazlar [zomerizasyon reaksiyonlarmi yani bir molekiil i¢indeki
yapisal ve geometrik degisiklikleri katalize eder.
6 Ligazlar C-0O, C-N, C-C ve C-S arasinda bag olugsmasini saglar

yani ATP veya diger niikleosidtri fosfatin yikimai ile
birlikte yeni bir bagin sentezi




1.1.4. Enzim aktivitesini etkileyen etmenler

Enzimler tarafindan katalizlenen biyokimyasal reaksiyonlarin hizim1 pH,
sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, iyonik siddet, varsa kofaktor
konsantrasyonu, inhibitdr konsantrasyonu gibi faktorler hizlandirir veya yavaslatir
(Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Ortamin pH’st enzimlerin reaksiyon hizlar1 ortamda bulunan hidrojen
iyonlarinin konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gdsterir. Enzimin en aktif oldugu

yani en fazla aktivite gosterdigi pH’a optimum pH denir (Goziikara 2011).

Reaksiyon Hizi

pH

Sekil 1.2. pH’1n reaksiyon hizina etkisi (Keha ve Kiifrevioglu 2000)

Ortamin sicakligi, biitiin kimyasal reaksiyonlarin hizi enzimlerin denatiire olma
sicakligina kadar artar (Keha ve Kiifrevioglu 2000). Artan 1siyla tepkimenin hizinin
artmasinin sebebi yeterli enerji seviyesinde gerekli enerji seviyesini veya sinirt asan

molekiil sayisinin artmasi ve liriinlerin olusmasidir (Aksoy 2008).

Enzimin isiyla
inaktivasyonu

Keaksivon Hizi (V)

2 40 60 a0
[z (T}

Sekil 1.3. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi (Aksoy 2008)



Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu ve diger kosullarin sabit
tutuldugu bir ortamda enzim konsantrasyonunun artig1 ile enzim reaksiyon hizi da
dogrusal bir artis gosterir. Bunun sebebi enzim molekiillerinin birbirlerinden bagimsiz

olarak hareket etmesidir (Goziikara 2011).

Yizde Aktivite

10 20 30 40
Enzimin Konsantrasyonu
Unite

Sekil 1.4. Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi (Goziikara 2011)

Substrat konsantrasyonu, enzim reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna bagl
olarak dogrusal bir sekilde artar fakat enzim doygunluga ulastiginda yani bosta hig

enzim kalmadiginda reaksiyon hizi sabit kalir (Goziikara 2011).

Normal enzim hiperbolik egri
(Michaelis-Menten kinetigi)

Allosterik enzim
sigmoid egri

Substrat

Sekil 1.5. Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi (Aksoy 2008)



1.1.5. Enzim Kinetigi

Enzimler tarafindan katalize edilen biyokimyasal reaksiyonlarin hizlarinin
incelendigi kisimdir. Biyokimyasal reaksiyonlarin hizlar kantitatif olarak incelendigi
gibi hiza etki eden etmenlerde bu kisimda incelenir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Sabit  konsantrasyonda tutulan enzimlerin reaksiyon hizi  substrat
konsantrasyonuna bagli olarak dogrusal sekilde artar. Enzim reaksiyon hizina V,
substrat konsantrasyonuna [S] dersek ve bunlart grafige gegirirsek sekil 1.6°daki gibi bir
hiperbolik egri ortaya ¢ikar. Leonard MICHAELIS ve Malid MENTEN bu hiperbolik
egriyi matematiksel olarak tanimlamis olup enzimatik reaksiyonlarda olusan enzim-
substrat komplekslerinin ([ES]) 6nemli oldugunu ifade etmislerdir. Bunun iizerine

asagidaki sematik reaksiyonu hazirlamislardir.

k1 k3
[E] +[S] +— [ES] «——[E] +[P]
kg k4

[E] enzim, [S] substrat, [P] tiriin, k; [ES]’nin olusumundaki reaksiyon hiz sabiti,
ko [ES]’nin [E] ve [S]’ye yikilmasindaki hiz sabiti, k3 lirtin olusumundaki hiz sabiti, k4
[P] ve [E]’den [ES] olusmasindaki hiz sabitidir (Goziikara 2011).

v

K Substrat
Sekil 1.6. Michaelis-Menten grafigi (Goziikara 2011)



Michaelis-Menten esitligi;
V S k, +k
V0= max[] Km=(2 3)
K + [S] kq
V) ilk hiz, Vinax maksimum hiz, K, Michaelis-Menten sabitidir.
Michaelis-Menten esitliginin her iki tarafinin tersinin alinmasinda esitlik;
l _ K, 4 1
VO Vmax [S] Vmax

halini alir ve buna da Linewear-Burk esitligi denir. Michaelis-Menten esitligine uyan
enzim reaksiyonlart i¢in 1/Vg’in 1/[S]’ye kars1 grafigi cizildiginde diiz bir ¢izgi olusur

ve bu grafige Linewear-Burk grafigi denir.

A
%
-1 1
a / — /Vmax

>
/8]
Sekil 1.7. Linewear-Burk grafigi (Nelson ve Cox 2005)

oy K
Egim = —— olur.

max

Linewear-Burk grafigi Vimax'1 daha dogru bulmak i¢in avantaj saglar. Michaelis-
Menten esitligi Vinax Ve Kp’nin belirlenmesinde ve inhibitdr etkinliginin analizinde

kullanilir (Nelson ve Cox 2005).
1.1.6. Enzim aktivitelerinin karsilastirilmasi i¢in Kinetik parametrelerin kullanim

Michaelis-Menten kinetigine uyan biitiin enzimler igin Vo=(1/2)Vmax oldugunda

Kmn=[S] kurali gegerlidir. Vimax Ve Kpy degerleri biitiin enzimler igin farklidir. K, tepkime



mekanizmalarinin basamak sayisi, hizlari gibi reaksiyon 6zelliklerine baglidir. K, [ES]
kompleksinde enzimin substratina olan ilgisinin 6l¢iistidiir (Nelson ve Cox 2005).

Enzimlerin Vmax degerleri birbirinden farkli olup enzimin katalitik aktivitesinin
bir Olglsiidiir. pH, substratin yapisi, iyonik siddet ve sicaklik ile degisime ugrar.
Substrata doygunlugun oldugu reaksiyonlarda enzim miktar1 ile hiz dogru orantilidir.
Enzim miktar iki katina ¢iktiginda hizda iki katina ¢ikar anlamina gelmektedir (Keha
ve Kiifrevioglu 2000).

1.1.7. Cogu enzim iki veya daha fazla substrath reaksiyonlar: katalizler

Kimyasal reaksiyonlar, iiriinleri olusturmak i¢in birbirleriyle etkilesen enzim ve
substratlarin sayilarina gore simiflandirilabildikleri (monomolekiiler, bimolekiiler,
termolekiiler) gibi reaksiyonlarin mertebelerine gére de smiflandirilirlar. Reaksiyon
mertebelerine gore simiflandirma da sifirinci, birinci, ikinci ve {iglincii dereceden
mertebe reaksiyonlar seklinde olup reaksiyon hizlarina ka¢ c¢esit reaktant
konsantrasyonun etki ettigi bilgisi mevcuttur (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Sifirinct mertebe reaksiyonlar, reaktant konsantrasyonlarinin reaksiyon hizini
etkilemedigi reaksiyon tipi olup ¢ok sik rastlanmaz. Bu tip reaksiyonlarda enzimlerin
aktif merkezlerinde tutunan reaktanlar sayesinde yiizey reaksiyonlar1 meydana gelir ve
olusan triinler yilizeyden diflizyonla uzaklastirilirlar (Atalay 2005).

Sifirinc1 mertebeden reaksiyonlarin hizi;

= diA] = k, = sabit
V= % Ko = sabi
Yarilanma siiresi ise;
- [A]°

127 2k,

olarak yazilir (Atalay 2005).

Birinci mertebe reaksiyonlar, bu tip mertebeden reaksiyonlara ¢ok sik rastlanir
ve genellikle radyoaktif bozunmalar, ¢ozeltilerde meydana gelen bazi reaksiyonlar ve
bir¢cok gaz reaksiyonlar1 bu mertebedendir (Atalay 2005).

Birinci mertebeden reaksiyonlarin hizi;

d[A] _ d[P]

at - ar KAl



Yarilanma siiresi ise;

0,693
ty2 = K
1

olarak yazilir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Ikinci mertebeden reaksiyonlarda, reaksiyon hizi iki reaktantin konsantrasyonu
ile orantili bir hizda ya da bir reaktantin konsantrasyonun ikinci kuvvetine yani
reaktantin konsantrasyonunun karesi ile orantili bir hizda olusan reaksiyondur (Atalay
2005).

Ikinci mertebe reaksiyon asagidaki sekilde gosterilirse;

k k
A+ B=—P vada 2A—»P

Reaksiyon hiz ifadeleri;
d[A]  d[B] d[P]

1 - _ _ _ _
) v= dt ~  dt  dt = k[A][B]
d|A d|P

olarak yazilir.

Ucgiincii mertebeden reaksiyonlara ¢ok sik rastlanmaz (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

1.1.8. Enzim inhibisyonu

Hemen hemen biitlin hiicresel reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin
reaksiyonlarim1 yavaglatan veya durdurarak katalizleyen molekiiler ajanlara enzim
inhibotorleri (Nelson ve Cox 2005), buna sebep olan bilesiklere de inhibitor denir (Keha
ve Kiifrevioglu 2000).

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak iki yolla gerceklesir.
Doniistimsiiz inhibisyonda, kararli kovalent olamayan bir yap1 olusturan veya enzimin
aktifligi i¢in spesifik olan islevsel bir grubu bozan bilesiklerdir. Bu inhibisyon tiirlinde
ortamdaki enzim bozundugu ya da islevini kaybettigi i¢in enzim miktar1 ortamda stirekli
azalir (Nelson ve Cox 2005).

Doniisiimlii inhibisyonun iig tipi vardir.

a) Yarismali (kompetitif) Inhibisyon

b) Yarismasiz (non-kompetitif) inhibisyon
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¢) Karisik inhibisyon
a) Yarismali inhibisyonda, inhibitorler enzimin aktif merkezine baglanmak igin
substratla yarisirlar. Inhibitér enzimin aktif merkezine baglanarak substratin
baglanmasin1 engeller ve katalizi onler. Bu tip inhibisyonda inhibitorler yap1 olarak
substrata benzediginden inhibitoriin geometrik yapisi substratin hangi bdlgesinin
enzime baglandigi hakkinda bilgi verir. Yarismali inhibisyon geri doniigimlii bir
inhibisyon tiirii oldugundan substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla inhibitoriin
enzimin aktif bolgesine baglanma olasilig1 azaltilir. Michaelis-Menten esitligi bu tip
inhibisyonda asagidaki hali alir (Nelson ve Cox 2005).
Vimak [S]
Kin (1+5)) + ]

I

VvV =

Linewear-Burk esitligi ve egim de;

Km [1]
Egim = (1 + —>
& Vmak Ki

Yarigmali inhibisyonda Vpmax substrat konsantrasyonuyla degismez. Kp

halini alir (Pamuk 2000).

ortamdaki substrat konsantrasyonuna bagli olarak artar (Aksoy 2008).

Inhibitérsiz @

Kompetitif
Vmax """""" ‘l """"" . . T Inhibitorlii
Vo . .
E - .* Kompetitif Inhibitorlii
; Vmax [ it AR
£ 72
& -
Kompetitit inhibitorlii
: Km
oly
.OT
Km
Sekil 1.8. Kompetitif inhibitorlii tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Aksoy 2008).
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b) Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitor enzimin aktif merkezinin disinda bir bolgede
enzime baglanir. Etkilerini enzimin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklige neden olarak
gosterirler. Bu tip inhibisyonlarin bir kismi geri doniisiimlii bir kism1 da doniisiimsiiz
olarak gergeklesir yani enzim molekiillerinin bir kismu [EI] bir kismi da [ESI]
kompleksi halinde bulunur (Goziikara 2011).

Michaelis-Menten esitligi bu tip inhibisyonda asagidaki hali alir.

K. = Ky (1 + %) Ve Viak = Viak (1 + %)

i i

Linewear-Burk esitligi ve egim de;

; - Vmak Kl [S] Vmak Kl
Km 1]
Egim = (1 + —)
Vmak Ki

halindedir (Pamuk 2000).

Substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla inhibisyon yok edilemez bu nedenle
Km sabittir (Keha ve Kiifrevioglu 2000). Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda Vax
azalir (Nelson ve Cox 2005).

non-kompetitif

V [nhibitérli
MK | o e o - —— ==
€—Inhibitirsiiz I,f;.]
> e
IE , * 4— non-kompetitif
- o . [nhibitorli
o A ’
7 1 o
"::J; \":nux : ’
[ 2 ,l‘
[
M M M i 1 ] L l
t T T T T T L) T I
Km I .-]fg

Km
Sekil 1.9. Yarismasiz inhibitorli tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Aksoy 2008).
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¢) Karisik inhibisyonda, inhibitér madde enzim yerine [ES] kompleksine baglanarak

tirtin olusumunu engeller.

E+3 = E< =L+ T
+
I

“ E,

E:I

Bu durumda inhibisyon sabiti ; K, = seklindedir.

Karigik inhibisyonda ortamdaki [ES] derisimi siirekli azaldigindan K, azalir.
[ES] derisimi azalip ortamda da siirekli [ESI] kompleksinin olmasi Vmax’1 azaltir (Keha
ve Kiifrevioglu 2000).

- — o M

[nhibitor Yok

Un-kompetitif
Inhibitdr

Sekil 1.10. Karigik inhibitorlii tepkimede Michaelis-Menten ve Linewear-Burk
grafigi (Goziikara 2011).

Linewear-Burk esitligi de;
1 K, 1 1 I
—= ——+ (1 + u)
\% Vmak [S] Vmak K

halindedir (Pamuk 2000).
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1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin viicutta
meydana getirdigi hasarlar1 onlemek icin gelismis savunma mekanizmalaridir. Dogal
(endojen) antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilirlar. EKsojen
antioksidanlar vitaminler (C, E vitaminleri ve folikasit) ve ilaglar (sitokinler,
barbitiiratlar ve demir selatorleri) olmak tizere ikiye ayrilir. Endojen antioksidanlar
kendi aralarinda enzim olanlar ve enzim olmayanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Enzim
olmayanlara askorbik asit, melatonin, {iirat, sistein ve miyoglobin ornek verilebilir.
Enzim olanlara ise siiperoksit dizmiitaz (SOD), CAT, glutatyon peroksidaz (GPx) ve
hidroperoksidaz 6rnek verilebilir (Akkus 1995 ).

1.3. Katalaz

Katalaz (CAT) (hidrojen peroksit (H,0;); hidrojen peroksit okdidorediiktaz,
E.C.1.11.1.6), H20,’i su ve oksijene parcalayan, yiiksek molekiil agirlikli, tetramerik
demir porfirin igeren ve antioksidan etkiye sahip bir enzimdir (Nancy ve vd. 1995,
Gongalves ve vd. 1999, Chaudiere ve Ferrari-lliou 1999).

CAT enziminin yiiksek konsantrasyonlardaki H,O;’i indirgeyebildigi gibi,
peroksidatif etki gosterebilmek amaciyla diisiik H,O; konsantrasyonlarinda indirgenmis

substrat olan fenol, alkol ve askorbati kullandigi saptanmistir (Chaudiere ve Ferrari-

Iliou 1999, Ahmad 2001).

CAT
2 H,O, »?2 H,O0+ 0,

Katalitik Reaksiyon

CAT
2 H,O, + AH, »2 H,0O + A

Peroksidatif Reaksiyon
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Sekil 1.11. CAT’1n etki mekanizmasi (Anderson ve Dawson 1991)

CAT bir oksido rediiktaz olup hem grubu igerir. Hiicrelerin peroksizomlarinda
yiksek derisimlerde bulunan bu enzim canli organizmanin kemik iligi, bobrek,
karaciger, eritrosit ve ¢esitli dokularinda da bulunur (Cimen ve vd. 2005).

CAT geometrik olarak homotetramar bir yapiya sahip olup dort alt iiniteden
olusur. Her bir alt birimi kovalent bagli olmayan Fe (III) igerir ve protoporfirin IX hem

prostetik grubunu (Sekil 1.12) olusturur (Chelikani 2004).

=
Vs

CO,H  COuH

Sekil 1.12. Ferriprotoporfirin IX yapis1 (Anderson ve Dawson 1991)

Sigir karaciger CAT 1inin 250 kD molekiil agirhgma sahip oldugu ve bu CAT’1n
1922 aminoasitten meydana geldigi belirtilmistir. Az sayida mantar ve bakteriyal CAT
hem d grubunu igerirken ¢ogu hem b prostetik grubunu igerdigi kaydedilmistir

(Vasudevan ve Weiland 1994).
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sekil 1.13. CAT enziminin hem b ve hem d yapis1 (Vasudevan ve Weiland 1994)

1.4. Pestisitler ve Ozellikleri

Pestisitler tarimsal {irtinlerden yabanci otlar, bocekler ve mantarlari uzak tutmak
igin kullamilmaktadir (Akdogan 2011). Ozellikle bitkilerin saglikli biiyiimesini
saglanmast depolanmasi, iiretilmesi ve taginmasi esnasinda zarar veren canlilarin
etkinligini azaltmak i¢in kullanilan kimyasallardir (Harte ve vd. 1991).

Kimyasal tarim ilaglarindan pestisitlerin bocek kaynakli hastaliklar1 ortadan
kaldirdig1 ve tarimdaki verimin artmasina katkida bulundugu rapor edildi. Hizla artan
diinya niifusunun ihtiyacin1 karsilamak, gida {iretimi ve iiriin verimliligini artirmak icin
stratejiler gelistirildi. Diinyanin yillik gida {retiminin yaklasik %45°1 hasereler
tarafindan kotii yonde etkilenmekte olup bu oran tropikal iilkelerde daha fazladir.
Ozellikle bu nedenlerden dolay1 pestisit kullanim1 yayginlasti. Fakat pestisitlerin asiri
sekilde ve yanlis kullanimi1 olumsuz ¢evre ve saglik problemlerinin olusmasina neden
oldu. Sonug olarak toprak, hava, yer alt1 ve yer {stii sularinin kirlendigi belirtilmistir
(Abhilash ve Singh 2009).

Solunum, beslenme ve deri temas: gibi yollarla pestisitlere maruz kalan

insanlarda akut ve kronik saglik sorunlari rapor edilmistir. Ayrica kanser, kronik bobrek
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hastaliklar1 bagisiklik sisteminin ¢okmesi, endokrin bozukluklari, davranis ve norolojik
bozukluklar, kisirlik gibi saglik problemlerinin ortaya ¢iktig1 agiklanmistir (Abhilash ve
Singh 2009).

Insanlarin pestisitlere maruz kalma derecesine gore saglik problemleri degisir.
Genellikle pestisitlerin yanlis uygulanmasi hafif bas agrisi, grip ve deri dokiintiilerine,
nadir olarak bulanik gbérme ve diger norolojik bozukluklara sebep oldugu gibi asiri
maruziyette insan saglig1 acisindan daha tehlikeli durumlar olarak felg, korliik ve hatta
6liime sebep olmaktadir (Abhilash ve Singh 2009).

Ayrica iilkemizde tarimsal alanda c¢ok genis bir kullanim agina sahiptir. Son
yillarda seraciligin gelismesi, meyve ve sebze liretim sektorlerinin geniglemesi kimyasal
{iriin  kullanmimin artmasma sebep oldu. Ulkemizde yapilan son bilimsel
arastirmalardan Ersoy ve vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, iiziim ve ¢ilek meyveleri
tizerindeki pestisit kalint1 diizeylerine bakmislardir. Bu meyve 6rneklerinin bazilarinda
kullanim1 yasak olmayan pestisitlerin kalintilari, bazilarinda ise kullanimi yasak olan
pestisit kalintilarinin oldugu rapor edildi. Ugan ve vd. (2009) yaptiklar1 caligmada
birgok meyve ve sebze ilizerinde organoklorlu pestisitlerin analizlerini yapmislardir.
Calismadaki pestisit kalint1 diizeylerinin Avrupa Birligi mevzuatinda yer alan degerlerin
altinda oldugu ve 8 adet numune tlizerinde pestisit kalintisina rastlandigi rapor edildi.

Modern tarim tekniklerinin kullanilarak tarimsal tiriinlerin kalitesi ve veriminin
arttirllmasi gerekmekte oldugundan bitki koruma firiinleri igerisinde pestisitlerin kaliteli
iiretimi saglamak, {iriinleri zararlilardan (yabani otlar, bocekler vs.) ve hastaliklardan
korumak gibi kullanim amaglar1 vardir (Tiryaki ve vd. 2010).

Pestisitler kullanim amaglarina gore, toksisite degerleri, kimyasal yapilari,
etkiledikleri zararli grubu ve elde edildikleri kaynaklara gore gruplandirilabilir.
Petisitler rodentisit (kemirgen Oldiiriiciiler), herbisit (yabani ot dldiiriiciiler), insektisit
(bocek oldiiriiciiler), fungisit (mantar Oldiriiciiler) vb. seklinde kimyasal maddelerin

tamamini kapsayan bir siniflandirmaya da tabii tutulurlar (Vural 2005, WHO 2009).

1.5. Cyprodinil ve Fludioxonil Pestisitleri
Switch 62,5 WG cyprodinil ve fludioxonil fungisitlerini igerir. Bagcilik ve
sebzecilikte kursuni kiif (Botrytis cinerea) hastaliginin miicadelesinde kullanilan

sistemik ve kontak ozelliklerine sahip yeni bir tarim ilacidir. Switch 62,5 WG %25,0
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fludioxonil ve %37,5 cyprodinil ihtiva etmektedir. ilacin bilesiminde bulunan etkili
maddelerden biri olan cyprodinil, fungusun bitki dokularmna girigini, misellerinin
gelisimini Onleyerek hayat devresinini etkiler. Sistemik etkiye sahip olup bitkinin
meyve ve yapraklarindan hizli bir sekilde biinyeye alinarak yapragin bir yiiziinden diger
yiizline gecerken yukariya dogru hareket eder (Karadag 2007).

Cyprodinil (4-siklopropil-6-metil-N-fenilprimidin-2-amin), diinya tariminda g¢ok
genis kullanim alanina sahip bir mantar ilacidir. Bu pestisit 6zellikle asma, tahil ve
sebze gibi bitkilere etki eden patojenlere karst kullanilmaktadir (Ma ve Ye 1997).
Cyprodinil etki mekanizmasini, bitki tiizerindeki mantarin methionin ve tionic
aminoasitlerinin biyosentezini inhibisyona ugratarak gostermektedir (Mindt 1997,
Masner et al. 1997, Fritz ve Lanen 2003, Kanetis et al 2008).

Ozellikle elma ve iiziim iizerinde bulunan cyprodinil kalintilar1 kii¢iik ¢ocuklarin
bu meyveleri yemesi ile birlikte onlarin cyprodinile maruz kalmasina sebep olmaktadir
(EFSA 2011, Esteve-Turrillas ve vd. 2012). Cyprodinilin agiz yolu ile uygulamalarinda
ratlirtiner sistemine hizli bir sekilde gectigi tespit edilmistir. Rat diriner sistemi
icerisindeki  cyprodinilin ~ 6nemli  metabolitleri  dihidroksi  metabolit, N-4-
(hydroxyphenyl)-4-cyclopropyl-5-hydroxy-6-methylpyrimidin-2-ylamine  dir. Bu
metabolitler ise metabolizmada siilfatlar ile birlesmektedir (Miiller ve vd. 1999).

Bu pestisitin en 6nemli o6zelliklerinden biride yer alti sularmi kirletmesidir.
Diger bir ozelligide akut toksititeye sebep olmasidir. Son yapilan caligmalarda
potansiyel bir endokrin bozukluguna sebebiyet verdigi belirtildi (Fang ve vd. 2013).

Topraktaki organik maddelerle bitki tizerindeki cyprodinil kalintis1 mikrobiyal
bir doniisiim saglayarak toprak ve sularda kirlenmelere sebep olmaktadir (Schocken ve
vd. 1997, Dec ve vd. 19974, b).
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Sekil 1.14. Cyprodinilin kimyasal yapis1 (Kang ve vd. 2002)
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Cizelge 1.2. Cyprodinilin 6zellikleri (Juan ve vd. 2006, Karadag 2007)

Adi Cyprodinil

IUPAC Adi N-(4-cyclopropyl-6-methyl-pyrimidin-2-yl)-aniline

Kapali Formiilii C14H15N3

Molekiil Agirhg: 225,3

Organik Coziiciide 1) Suda 16 mg/L 4) n-oktanol 160 g/L

Coziiniirliik (25 °C) 2) Aseton 610 g/L 5) Toluene 460 g/L
3) Etanol 160 g/L 6) Hekzan 30 g/L

Erime Noktasi(°C) 75,9

Kimyasal Sinifi Anilinoprimidin

Pestisit Sinifi Fungisit

LDsoDegeri (mg/kg) 2000 den fazla

Maksimum Kalinti 0.5

Miktar1 (MRL,

mg/kg )

[lacin biinyesinde bulunan diger etkili madde olan fludioxonil organizmanin
tamamini etkileyen bir yapiya sahip olmamasina ragmen, bitki dokularina hizli bir
sekilde yayilma 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir (Thomson 1997). Fludioxonil, [4-
(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-yl) pyrrole-3-carbonitrile] fenilpirol grubuna dahil olup
antifungal 6zellikte bir bilesiktir (Gasztonyi ve Lyr 1995, Kojima ve vd. 2006). Bu
fungisit olduk¢a genis bir kullanim alanina sahip olup, meyvelerde, sebzelerde ve
tahillarda bulunan zararlilara karsi etkilidir (Ackerman ve vd. 2007). Bunun yani sira
osmotik diizenleyicileri etkilemektedir. Botrytis cinerea da miselyalin biiyiimesini, ¢im
tiipli uzamasini ve spor ¢imlenmesini engelleyen en etkili fungisittir (Petit ve vd. 2011).

Fludioxonil cyprodinil ile karigtirilarak piiskiirtme seklinde kullanildiginda
Botrytis cinerea’ ya karsi etkilidir (Kanetis ve vd. 2006). Bu fungusit baglarda
zararlilara karst ¢ok etkili oldugundan patojenlerin fungusitlere dayanikliliginin
azaltilmasi i¢in kullanilmistir (Courderchet 2003). Etkin maddesi fludioxonil olan
fungusitlerin, iirlinler tizerinde kalint1 birakmasi nedeniyle iiriinlerin hasat edilmesine
yakin donemde kullanilmamasi gerektigi bildirilmistir (Leroux 2007). Meyve ve
sebzeler lizerindeki fludioxonil kalinti diizeylerinin yiiksek oldugu kabul edilmistir
(Orton ve vd. 2011)
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Sekil 1.15. Fludioxonilin kimyasal yapis1 (Juan ve vd.2006).

Cizelge 1.3. Fludioxonil 6zellikleri (Juan ve vd. 2006, Karadag 2007)
Adi Fludioxonil
IUPAC Adi 4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-yl) pyrrole-3-carbonitrille

Kapalh Formiilii C1oHgF2N-0,

Molekiil Agirhg: 248,19

Organik Coziiciide 1) Suda 1,53 mg/L 4) Metanol%?2 (w/v)
Céoziiniirliik (25 °C) 2) Aseton %12 (w/v) 5) N-metil%60 (w/v)
3) Etanol 44 g/L
Erime Noktas1 (°C) | 199,4

Kimyasal Sinifi Fenilpirol

Pestisit Sinifi Fungisit

LDsoDegeri (mg/kg) | 5000 den fazla

Maksimum Kalinti | o
Miktar1 (MRL,

mg/Kqg )

1.5. Calismanin Amaci

Serbest radikaller; oksijenli solunum, metabolizma ve enfeksiyon gibi viicut
icinden kaynaklanan olaylarin yaninda; sigara, alkol, uyusturucu, x-1smnlari, pestisitler,
¢oziicliler, petrokimya iiriinleri, ilaglar, giines 1511 ve kirlilik gibi dis kaynakli ¢evresel
faktorlerin etkisiyle de olusabilmektedirler. Dogal endojen enzim olan CAT enzimi,
hiicrelerdeki H,O’in su ve oksijene doniistiiriilmesinden sorumludur. Bu ¢alismada
sigir karacigerinden saflastirilmis ve hazir olarak alinmis CAT enzimi direkt olarak
cyprodinil ve fludioxonil pestisitleri ile etkilestirilmis ve enzim aktivitesi incelenmistir.

Ayrica enzimin kinetik parametreleride belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

Etil Alkol, Cyprodinil, Fludioxonil, Sigir Serum Albumin, CH3COOH (Asetik
Asit), CH3COONa (Sodyum Asetat), Na,CO3 (Sodyum karbonat), C,HsOS (Dimetil
Siilfoksit), NaOH (Sodyum Hidroksit), HCI (hidroklorik Asit), NaCl (Sodyum Kloriir),
CuSO4.5H,0 (Bakir iki siilfat pentahidrat), Folin-Ciocalteu, K;HPO, (Potasyum
hidrojen fosfat), KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat), H,O, (Hidrojen peroksit),
NazCgHsO7 (Trisodyum Sitrat).

2.1.2. Kullanilan cihazlar

UV-Vis Spektrofotometre (Perkin Elmer), pH Metre, Isiticih Magnetik
Karistirici, Vorteks, Kriyostat, Etiiv, Otomatik Pipet, Analitik Terazi, Su Banyosu.

2.2. Yontem

2.2.1. Stok c¢ozeltiler ve tamponlar

Fosfat Tamponu: 2,273 g KH,PO,4 ve 5,8 g K;HPO, saf suda ¢oziiniip saf su ile 1L’ ye
yakin tamamlanmistir. 1M HCI ve 1M NaOH ile ¢ozeltinin pH’sinin 7,5 olmasi
saglanarak tizeri saf su ile 1L’ye tamamlanmuistir.

1M HCI Cozeltisi: Bir miktar saf su lizerine 8,3 ml HCL (stok, derisik) eklenip saf su
ile 100 mI’ye tamamlanmustir.

1M NaOH Cozeltisi: 4 g NaOH alinip 100 ml saf su i¢inde ¢oziinmiistiir.

CAT Cozeltisi (0,5mg/ml): 0,025 g CAT tartilarak iizeri fosfat tamponu ile 50 ml’ye
tamamlanmustir.

Serum Fizyolojik (90,9 NaCl): 0,9 g NaCl tartilarak {izeri saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmastir.
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Standart Protein Cozeltisi: 0,025 g sigir albiimini tartilir ve iizeri serum fizyolojik ile
yavasea karigtirilarak (kdplirmemesi i¢in) 50 ml’ye tamamlanmistir.
Pestisit Cozeltileri: Pestisitler etil alkol i¢inde hazirlanacaktir. 0,0100 ¢ pestisit
alinarak iizerine 2 ml etil alkol eklenecektir. Boylece 5000 ppm (mg/L) pestisit ¢ozeltisi
hazirlanmis olacak bundan da 0, 10, 50, 100, 250 ve 500 ppm derisimlerde ki enzim
pestisit ¢ozeltileri hazirlanmistir.

CAT enzimi igin tamponda optimum sicaklik 35°C bulunmustur. Oda sicakliginda

enzim ¢ozeltisi + pestisit 1 saat inkiibe edilip aktivitelerine bakilmistir.

2.2.2. Pestisit etkisi

Etil alkol igerisinde ¢oziilmiis cyprodinil ve fludioxinil pestisitleri ile saf CAT

enzimi ile oda sicakliginda 1 saat etkilestirilerek aktivitedeki degisim incelenmistir.

2.2.3. Optimum sicakhk

CAT enziminin 5-50 °C arasindaki sicakliklardaki aktiviteleri &lciilerek

optimum sicaklik belirlenmistir.

2.2.4. Optimum pH

Tiikel ve Alptekin (2004) tarafindan belirtilen 50 mM pH=7,5 fosfat tamponu

kullanilmistir.

2.2.5. CAT aktivitesinin ol¢iilmesi

CAT aktivitesi, Aebi, H. (1974) tarafindan onerilen Lartillot, S. ve vd. (1988)
tarafindan gelistirilen metoda gore yapilmistir. Enzimatik aktivite tayini, hidrojen
peroksidin 240 nm’deki absorbansinin enzim ile etkilesmesinden sonra zamanla
azalmasina bagli olarak yapilmistir. Hidrojen peroksit i¢cin molar ekstinksiyon katsayisi
0,0396 cm’/umol’diir. Yéntemde 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=7,5) i¢inde 10

mmol/L H,0, olacak sekilde substrat ¢ozeltisi hazirlanir. 20 uL test edilecek enzim
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¢Ozeltisi lizerine 2,5 ml substrat ¢ozeltisi eklenir ve 37 °C’de 2 dakika bekletilir.
Reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 0,5 ml 1M HCI ¢ozeltisi ilave edilir. 240 nm’de
absorbansi (Ar) olgilir (Lartillot ve vd. 1988).

Kor olarak 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=7,5) ve 0,5 ml 1M HCl igeren
¢ozelti kullanilir (Lartillot ve vd. 1988).

H,0;’in baslangigtaki absorbansini (As) belirlemek igin 2,5 ml substrat ve 0,5
ml 1M HCl igeren ¢ozeltinin absorbansi 6l¢iiliir (Lartillot ve vd. 1988).

Proteinin neden olacagi absorbansi (At) belirlemek i¢in 20 pL. enzim ¢ozeltisi,
2,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml 1M HCI igeren ¢6zeltinin absorbansi olgtliir (Lartillot
ve vd. 1988).

Enzimatik aktiviteden dolay1 absorbans (A) degisimi;

A= (As + At)- Ar

Enzim aktivitesinin [U/mL cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil
kullanilir (Lartillot ve vd. 1988).

AVt
ctVe

Vt= Toplam reaksiyon hacmi (mL)

Akt =

Ve= Kullanilan enzim ¢ozeltisinin hacmi (mL)
&= H,0, nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0,0396 cm?/umol)
t= Reaksiyon zamani (dakika)
Her érnekteki protein miktar: belirlenerek aktivite pmol H,O, mg prot™.dak™® olarak

hesaplanmistir (Lartillot ve vd. 1988).

2.2.6. Protein tayini

Protein tayini metodu Lowry ve vd. (1951) tarafindan Onerilen yonteme gore
yapilmistir. Protein tayini i¢in asagida oOzellikleri bildirilen A, B ve C c¢ozeltileri
hazirlanmstir.

1) Cozelti A: Bu ¢ozelti 2 g. NayCOg3, 0,1 M NaOH ¢6zeltisinde ¢oziilerek ve

ayni ¢ozelti ile son hacim 100 mI’ye seyreltilerek hazirlanmistir.

2) Cozelti B: 0,5 g. CuSO4.5H,0, %1’lik tri sodyum sitrat. 2 H,O ¢ozeltisinde

coziilerek son hacim ayni ¢ozelti ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmastir.
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3) Cozelti C: 50 ml A ¢ozeltisi ile 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmastir.
(Kullanilacagi an hazirlanmasina dikkat edilmistir.)
4) Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda
seyreltilerek hazirlanmistir.
5) Standart Protein Cozeltisi: 1 ml’sinde 0,5 mg. sigir albiimini olacak sekilde
%0,9’lukNaCl (serum fizyolojik) ¢ozeltisiyle hazirlanmistir.
6) Standart Protein Egrisinin Cizimi: 6 adet deney tiipli alinarak tiiplere
stirastyla standart protein ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml) 0; 50; 100; 250; 500;
1000 pl eklenip serum fizyolojik ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerin
protein derisimleri sirasiyla 0; 0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml’ye
karsilik gelir. Her tiipe 5 ml C g¢ozeltisi ilave edilip, 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:1 oraninda seyreltilmis Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 ml eklenmigstir. 30 dakika oda sicakliginda
bekletilip tiip igeriklerinin absorbanslar1 kore karsi 750 nm’de okunmustur.
Okunan bu absorbanslar standart protein derisimlerine kars1 grafige
gecirilmigtir (Lowry ve vd. 1951).
1,2 -
1 - L 2
0,8 -
a y =2,076x
_‘g 06 - . R?=0,9862
<
0,4 -
4
0,2 -
0 T T T T T )
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derigim (mg/ml)
Sekil 2.1. Standart protein grafigi
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2.2.7. Istatistik
Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri i¢gin SPSS 21 bilgisayar

paket programi kullanilmistir. Her bir pestisit etkisinde derisimler arasindaki aktivite

diizeylerini karsilastirmak i¢in SNK (Student Newman Keul’s) testi uygulanmigtir.

25



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bulgular

3.1.1. CAT’mn karakterizasyonu ile ilgili bulgular

3.1.1.1. Optimum sicakhk

Enzimin 5-50 °C arasindaki sicakliklardaki aktiviteleri 6lgiiliip, aktivite degerleri

cizelge 3.1.’de verilmistir, aktivite sicaklik grafigi sekil 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.CAT n farkl1 sicakliklarda 6lgiilen aktivite degerleri

T (°C) Aktivite +Standart Hata (U/mg)
5 1118+18
10 1240+18
15 1241+£17
20 1766+46
25 2273+17
30 2289+46
35 2709+46
40 2656+46
45 2430+46
50 1974435

Cizelge 3.1.’de goriildiigii gibi CAT’in en fazla aktivite gosterdigi sicaklik
(optimum s1caklik) 35 °C (308 K) olarak belirlenmistir.

3000 -+
2500 A
2000 -
1500 ~
1000 -~

(m 3 ~¢c)

500 ~

D+ = < =+ x>

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Sicakhk eC

Sekil 3.1. CAT ig¢in aktivite-sicaklik grafigi
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3.1.2. Cyprodinil ve fludioxinil’in CAT ile etkilestirilmesi
3.1.2.1. Cyprodinil ile CAT’1n etkilestirilmesi

Farkli derisimlerde hazirlanan cyprodinil CAT enzimi ile etkilestirilerek, CAT
enziminin aktivitesi Ol¢iiliip elde edilen veriler ¢izelge 3.2°de verilmis olup, aktivite

derisim grafigi sekil 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2.Farkli cyprodinil derisimlerinin CAT aktivitesi tizerine etkisi

Derisim (ppm) AktivitetStandart Hata (U/mg)
0 797+2 a
10 435+4 b
50 25549 ¢
100 215+2d
250 17745 ¢
500 180+4 e

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, ¢, d ve ¢”
harfleri derisimler arasindaki aktivite diizeylerinin ayrimimi belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P<0.05, n=3).

900
800 l

700 ~

600 -
500 -
400 -
300 -

(m 3 ~c)

D+ = < = ~+ X D>

200 ~ o —
100 -+

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Derisim (ppm)

Sekil 3.2. Cyprodinil ile etkilestirilen CAT 1n aktivite grafigi
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Cizelge 3.2. ve Sekil 3.2.°ye bakildiginda artan cyprodinil pestisit derisimi ile
CAT enziminin aktivitesini kaybederek inhibisyona ugradigi saptanmistir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim derisimlerinde CAT enzim
aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel olarak 6énemli oldugu belirlenmistir (P<0.05,
n=3). Cyprodinil’in 10, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki
yiizde azaliglarin sirasiyla 45.4; 68.0; 73.0; 77.8 ve 77.4 oldugu hesaplanmustir.

3.1.2.2. Cyprodinil’in inhibisyon tiirii

Yapilan ¢alismalar sonucu, CAT enzimi igin farkli derisimlerde hazirlanan
substrat (H,02: 1mM, 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM ve 30mM) ve Cyprodinil
(Oppm, 50ppm ve 250ppm) derisimlerinde CAT aktivitesine bakilmistir. Cyprodinil’in
CAT’1 yarismali (kompetitif) olarak inhibe ettigi bulunmus olup, aktivite degerleri
cizelge 3.3’de verilmis, sekil 3.3°te de grafigi cizilmistir.

Cizelge 3.3. CAT igin farkli cyprodinil ve substrat derisimlerinde 6lgiilen aktivite

degerleri

H,O0;, | Oppm (Cyprodinil) | 50 ppm (Cyprodinil) 250 ppm (Cyprodinil)
1/[S] Y Y Y
(mM)* | (U/mg prot)™* x107 (U/mg prot)™* x10° (U/mg prot)™* x10°
1000,0 15,8 20,8 33,3

200,0 3,8 3,3 7,2

100,0 2,5 2,5 3,4

66,7 2,3 2,6 3,2

50,0 2,2 2,3 2,6

40,0 2 2,2 2,4

33,3 0,9 13 14
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y
30 -
25 -
y =0,0198x +0,7917
R?2=0,9893
1 20 -
/ =40 ppm
\ 15 1 =f—50 ppm
10 - 250 ppm
y = 0,0147x + 1,0883
5 | R? = 0,9949
r % ~ T T T T 1
-200,0 0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0
1/[S]

Sekil 3.3. Cyprodinil ile etkilestirilen CAT’1n Lineweaver-Burk grafigi
Sekil 3.3’teki verilerden yararlanarak Vmax, Km ve K (inhibisyon sabiti)

bulunmustur. Yarismali (kompetitif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burkesitligi:

1_ Kn (1+ﬂ)i+ 1

v Vmak Kl [S] Vmak

Km

Egim =~ (1 + 1) den K, bulunabilir.

mak

Lineweaver-Burk grafiginden cyprodinil’in, CAT enzimini yarigmali

(kompetitif) olarak inhibe ettigi anlagilmistir.

0 ppm cyprodinil icin Vi Ve Ky, degerleri;
Vmax= 919 U/mg,

Kn=1,35x107 M,

Ki=0,00 M

50 ppm cyprodinil i¢in Vmay Ve Ky, degerleri;
Vmax=1263 U/mg,

Km=2,50x10% M,

Ki=1,65x107 M
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250 ppm cyprodinil i¢in Vmax Ve K degerleri;
Vmax=1405 U/mg,

Kin=4,58x107 M,

Ki=5,00x10" M

3.1.2.3. Fludioxonil ile CAT 1n etkilestirilmesi
Farkli derisimlerde hazirlanan fludioxonil pestisit CAT enzimi ile
etkilestirilerek, CAT enziminin aktivitesi Ol¢iiliip elde edilen veriler ¢izelge 3.4’de

verilmis olup, aktivite derisim grafigi sekil 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Farkl1 fludioxonil derisimlerinin CAT aktivitesi lizerine etkisi

Derisim (ppm) Aktivite £Standart Hata(U/mg)
0 711+15a
10 569+12b
50 492+11c
100 407+9d
250 382+4d
500 385+7d

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a, b, cve d” harfleri
derigimler arasindaki aktivite diizeylerinin ayriminmi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiksel ayrim vardir (P<0.05, n=3).
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Sekil 3.4. Fludioxonil ile etkilestirilen CAT 1n aktivite grafigi

Cizelge 3.4.’¢ ve sekil 3.4.’ye bakildiginda artan fludioxonil pestisit derigimi ile
CAT enziminin aktivitesini kaybederek inhibisyona ugradigi saptanmigtir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen etkilesim derisimlerinde CAT enzim
aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlenmistir (P<0.05,
n=3). Fludioxonil’in 10, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki
yiizde azaliglarin sirasiyla 20.0; 30.8; 42.8; 46.3 ve 45.9 oldugu hesaplanmustir.

3.1.2.4. Fludioxonil’in inhibisyon tiirii

Yapilan c¢alismalar sonucu, CAT enzimi i¢in farkli derisimlerde hazirlanan
substrat (H,O2:1mM, 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM ve 30mM) ve fludioxonil
(Oppm, 50ppm ve 250ppm) derisimlerinde CAT aktivitesine bakilmistir. Fludioxonil’in
CAT’1 yarismasiz (non-kompetitif) olarak inhibe ettigi bulunmus olup, aktivite degerleri

cizelge 3.5°de verilmis, sekil 3.5°te de grafigi ¢izilmistir.
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Cizelge 3.5. CAT igin farkli Fludioxonil ve substrat derisimlerinde Glgiilen aktivite

degerleri
H,0, Oppm 50 ppm 250 ppm
1/[S] Y Y Y
(mM)* | (U/mgprot)! =x10° | (U/mg prot)* =10 (U/mg prot)? =107
1000,0 22,2 43,4 66,6
200,0 4,1 8,8 15,3
100,0 2,5 6,4 10,5
66,7 2,4 5 51
50,0 2,2 3,8 4,1
40,0 2 25 29
33,3 15 2,1 2,6
80 -
70 y = 0,0655x + 1,3501
R? = 0,9968
60 -
50 - y = 0,042x + 1,3507

R*=0,9976

y 0 =&=0ppm
/
7 == 50 ppm
Vv 30
250 ppm
20 A
10 - y =0,0213x + 0,7375
R?=0,996

-200,0 0j0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0

-10 -

1/[S]

Sekil 3.5. Fludioxonil ile etkilestirilen CAT 1 Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.5°teki verilerden yararlanarak Vmax, Kn ve K (inhibisyon sabiti)

bulunmustur. Yarigsmasiz (non-kompetitif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk esitligi:

!_fw (1+ ﬂ>i+ ! (1+ m)

[S] Vmak

Egim = — (1 + 1) den K; bulunabilir

mak i
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Lineweaver-Burk grafiginden fludioxonil’in CAT enzimini yarigmasiz (non-

kompetitif) olarak inhibe ettigi anlasilmistir.

0 ppm fludioxonil icin V.« Ve Ky, degerleri;
Vmax= 1356 U/mg,

Km=2,88x107 M,

Ki=0,00 M

50 ppm fludioxonil i¢in Vax Ve K, degerleri;
Vmax=740 U/mg,

Km=3,11x10 M,

Ki=1,02x10" M

250 ppm fludioxonil i¢in Vyax ve K, degerleri;
Vmax=741 U/mg,

Km=4,85x107% M,

Ki=3,27x10" M

3.1.2.5. Cyprodinil ve fludioxonilin CAT aktivitesi iizerine etkisinin

karsilastirilmasi

Cyprodinil ve fludioxonilin CAT aktivitesi iizerine % etkisi ¢izelge 3.6’da
verilmis olup, sekil 3.6’da grafigi ¢izilmistir. Cizelge 3.6’da ve sekil 3.6’da gorildiigi
gibi fludioxonil ile karsilastirildiginda artan cyprodinil derisimi ile CAT enzimi daha
fazla aktivite kaybetmektedir. 500 ppm cyprodinil derisimi ile CAT enzimi
etkilestirildiginde, CAT enzimi baslangi¢ aktivitesinin % 22,6’sin1 korurken, 500 ppm
fludioxonil derisimi ile CAT enzimi etkilestirildiginde, CAT enzimi baslangig

aktivitesinin % 54,1’ini korumustur.
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Cizelge 3.6. Cyprodinil ve fludioxonilin CAT aktivitesi iizerine % etkisi

Pestisit Derigimi (ppm) Cyprodinil ile etkilestirilen | Fludioxonil ile
CAT’da% Aktivite etkilestirilen CAT’da%
Aktivite
0 100,0 100,0
10 54,6 80,0
50 32,0 69,2
100 27,0 57,2
250 22,2 53,7
500 22,6 54,1
100
90
A
K 80
t 70
% i 60
C v 50 —= =>
A i == Fludioxonil
40
Tt == Cyprodinil
e 30
S 20 - —— =]
i 10 -+
O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Pestisit Derigimi (ppm)

Sekil 3.6. Cyprodinil ve fludioxonilin CAT aktivitesi iizerine etkisinin
karsilastirilmasi grafigi

3.2. Tartisma

Bu calismada, sigir karacigerinden saflastirilmis ve hazir olarak alinmig CAT
enziminin 5-50 °C arasindaki sicakliklardaki aktiviteleri Slciilmiistiir ve en yiiksek
aktivitesini (optimum sicakligi) 35 °C’de (308 K) gdstermistir. Cetinus ve vd., (2009),

sigir karacigerinden elde edilmis olan CAT’in glutaraldehit ile degistirilmis halini
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kitosan (Ch) ve kitosana adsorbe edilmis Cu**’ye immobilize etmislerdir. Serbest CAT
enziminin en yiiksek aktivitesini gosterdigi sicaklik derecesinin 35 °C oldugunu
bildirmislerdir. Ch-Cu-CAT &rneginin diger drneklere oranla 25-35 °C arasinda termal
olarak daha kararli oldugunu bildirmislerdir. Alkan ve vd., (2005), bentonite sigir
karacigerinden elde edilen CAT’1 adsorpsiyon ile immobilize etmiglerdir. Serbest CAT
ve immobilize CAT ornekleri i¢in optimum pH degerlerini sirasiyla 7,0 ve 8,0 olarak
rapor etmislerdir. 250 mM fosfat tamponu i¢indeki serbest CAT’ 1n aktivitesinin yliksek
oldugunu rapor etmislerdir. 30 °C’de serbest CAT 1n maksimum aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Karadag ve Bilgin (2010), farkli bir enzim olan SOD enzimini insan
eritrositlerinden saflagtirmiglar ve SOD’un optimum sicakligimi 15 °C olarak
bulmuslardir.

Yeni pestisitler olan cyprodinil ve fludioxonil CAT enzimi ile muamele edilmistir.
Artan cyprodinil pestisit derisimi ile CAT enziminin aktivitesini kaybederek
inhibisyona ugradig1 saptanmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim test edilen
etkilesim derisimlerinde CAT enzim aktivitesindeki inhibisyonlarin istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05, n=3). Cyprodinil’in 10, 50, 100, 250 ve 500 ppm
etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde azalislarin sirasiyla 45.4; 68.0; 73.0; 77.8 ve
77.4 oldugu hesaplanmistir. 0, 50 ve 250 ppm cyprodinil i¢in Vmax (919 U/mg, 1263
U/mg ve 1405 U/mg) ve Kn (1,35x10% M, 2,50x102 M ve 4,58x10% M) degerleri
hesaplanmistir. Artan fludioxonil pestisit derisimi ile CAT enziminin aktivitesini
kaybederek inhibisyona ugradigi saptanmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim
test edilen etkilesim derisimlerinde CAT enzim aktivitesindeki inhibisyonlarin
istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05, n=3). Fludioxonil’in 10, 50,
100, 250 ve 500 ppm etkisinde CAT enzim aktivitesindeki yiizde azaliglarin sirasiyla
20.0; 30.8; 42.8; 46.3 ve 45.9 oldugu hesaplanmistir. 0, 50 ve 250 ppm fludioxonil igin
Vmax (1356 U/mg, 740 U/mg ve 741 U/mg) ve Ky (2,88x102 M, 3,11x102 M ve
4,85%107 M) degerleri hesaplanmistir. Bu dogrultuda yapilan diger ¢alismalarda ise;

Chaterjee ve wvd., (1990), vyaptiklar1 caligmada keci karaciger CAT’mi
aliminyumoksit, jelatin, poliakrilamid ve tavuk yumurtasi kabuguna immobilize
etmiglerdir. Yumurta kabuguna baglanan CAT enziminin depolama sirasinda daha
kararli oldugunu, H,0, i¢in daha yiiksek afinite sergiledigini ve ¢oziiniir enzime kiyasla

formaldehit ve sodyum azid inhibisyonuna karsi daha az hassas oldugunu rapor
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etmislerdir. Immobilize CAT enziminin etkinliginin fazla kayba ugramadan birkag kez
daha tekrar edilebilir oldugunu bildirmislerdir. CAT 6rneklerinin baslangig aktivitelerini
aliminyumoksit, jelatin, poliakrilamid ve tavuk yumurtasi kabuguna immobilizasyonu
sonunda sirasiyla  9%29,2, %65,7, %56,7 ve %17,2 oranlarinda korudugu ve K,
degerlerinin de sirasiyla 110 mM, 200 mM, 140 mM ve 200 mM oldugunu rapor
etmislerdir.

Cetinus ve vd., (2009), serbest CAT i¢in Vmax degerlerini sirasiyla 18450 U/mg
prot., 4800 U/mg prot. ve 32000 U/mg prot. olarak bulmuslardir. Ky, degerlerini ise 53
mM, 18 mM ve 35 mM olarak rapor etmislerdir.

Alkan ve vd., (2005), serbest CAT igin Ve Ve Kp degerini sirasiyla 65,78
puM/dk. ve 13,90 mM olarak, immobilize CAT i¢in ise 55,86 uM/dk. ve 13,22 mM
olarak rapor etmislerdir.

Karadag ve Bilgin (2010), saflagtirilmis SOD’u, 500 ppm cyprodinil ile
muamele ettiklerinde aktivitesinin % 76,2’ye distiiglinti, ayn1 sekilde 500 ppm
fludioxonil muamele ettiklerinde aktivitesinin % 40,7’ ye diistiigiinii gézlemlemislerdir.
Cyprodinil’in SOD’u yarismali (kompetitif), fludioxonil’in ise SOD’u yarismasiz (non-
kompetitif) olarak inhibe ettiklerini bulmuslardir.

Calismamizda kullandigimiz pestisitlerden cyprodinilin CAT enzimini yarismali,
fludioxonilin ise yarismasiz inhibisyona ugrattigt bulunmustur. Bizim yaptigimiz
calismada pestisitler ile etkilestirilen CAT enziminin aktivitesinde azalma gozlenmistir.
Bu durum insan viicuduna giren pestisitlerin H,O,’yi parcalayarak zararsiz hale getiren
CAT enziminin aktifligini azalttig1 ve viicuttaki H,O, miktariin artmasi, buna bagh
olarak radikal olusumunun artacaginm isaret etmekte oldugu diisiiniilmektedir. Asagida
bahsedilen c¢aligmalarda pestisitler ile muamele edilen CAT enziminin inhibisyona
ugrayarak aktivitesinde azalma gozlendigi ve bu nedenle oksidatif stresin arttigini
bildirilmislerdir. Yapilan bu ¢alismalar bu nedenle ¢alismamizi desteklemektedir.

Li ve vd., (2010), bir fungisit olan propiconazoleniin gékkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) 7, 20 ve 30 giinliik siirelerde bu fungusitin antioksidant (SOD,
CAT ve GPx) sistem iizerindeki ve oksidatif stres gostergeleri (LPO ve ROS)
Olclilmiistiir. Antioksidan savunma sistemi yedi giinliik slire zarfinda propiconazole
fungisitin etkilerine adaptasyonla yanit vermis, 20 ve 30 giinliik siirelerde antioksidan

savunma sisteminde yer alan enzimlerin inhibisyona ugradigi ve oksidatif stres
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gostergelerinin yiiksek oldugu, uzun siireli maruziyetlerde ise ciddi bigimde oksidatif
hasara yol agtig1 rapor edilmistir.

Wang ve vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan cypermethrin bir
insektisit olup, erkek {ireme organlar1 {izerinde olumsuz etkileri oldugunu
bildirmislerdir. Cypermethrinin 35 giin boyunca ii¢ doz (1,10 ve 20 mg/kg) olarak ya da
E vitamini olmadan erkek farelerin testislerine uygulamslardir. Farelerin testislerindeki
antioksidan enzim olan CAT, SOD ve GPx aktivitelerinin azaldigi, sonu¢ olarakta
cypermethrin pestisitinin oksidatif stresi uyararak testisleri hasara ugrattigi ve sperm
tiretiminin azaldigini rapor etmislerdir.

Fetoui ve vd., (2010), sentetik piretroid bir insektisit olan Lamda-Cyhalothrin
(LTC)’in diinya c¢apinda tarimda, ev haserelerinin uzaklastirilmasinda ve gida
maddelerini hastaliklardan korumada kullanildigin1 bildirmislerdir. Bu ¢alismanin
amacinin erkek farelerin bobreklerinde bulunan enzimlerin aktivitelerinin - ve
biyokimyasal parametrelerin LTC ile uyarilarak degistirilmesi, oksidatif stresin
arttirtlmas1 ve oksidatif stresin artmasiyla ortaya ¢ikacak olumsuz etkilerin C vitamini
kullanilarak azaltilmasini arastirilmiglardir. Calisma sonucunda bobrek fonksiyonu,
histopatoloji, doku malondialdehit (MDA), protein karbonil (PCO) diizeyleri,
antioksidan enzim aktiviteleri ve indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri
degerlendirilmistir. CAT, SOD, GPx, glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz
(GST) aktivitelerinde anlaml olarak distiigii rapor edilmistir.

Rehman ve vd. (2006), deltamethrin hasere kontroliinde yaygin olarak kullanilan
bir a-siyano piretroid insektisit oldugunu, 15 giin siireyle 2 doz olarak viicut
agirhiklarina gore oral yolla 5.6 ve 18 mg/kg olacak sekilde deltamethrin verildigini
bildirmislerdir. Sonug olarakta farelerin karaciger ve bobreklerinde 6nemli antioksidan
etkiye sahip olan GPx, GST ve CAT aktivitelerinin baskilandigini rapor etmislerdir.

Coémelekoglu ve vd. (2000), Icel ilinde tarim alanlarinda calisan (16,52 % 6,92
yil) ve caligmalari sirasinda pestisitlerin zararli etkisine maruz kalan tarim isgilerinden
(n=40) kan ornekleri alip bu 6rneklerden elde edilen eritrositlerde antioksidan savunma
enzimleri olan SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerini spektrofotometrik olarak
Olgtiiklerini  bildirmislerdir. Aynmi olgtimleri dogrudan pestisitlere maruz kalmayan

kisilerde de yaptiklarini (n=30) ve tarim is¢ilerinde SOD diizeyini kontrol grubuna
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kiyasla daha yiiksek bulduklarimi (p<0,001), CAT aktivitesinde de anlamli bir azalma
oldugunu rapor etmislerdir (p<0,001).

Radice ve vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada bir dikarboksimid fungisit olan
iprodione’nin farkli konsantrasyonlarin1 gokkusagi alabaligina (Oncorhynchus mykiss)
uyguladiklarini, balik karacigerinde iprodione’nin 0,3 ve 0,4 mM konsantrasyonlarinda
MDA {irliniiniin ve reaktif oksijen tiirlerinin artigini, GSH igeriginin ve CAT
aktivitesinin azaldigini rapor etmislerdir.

Altuntas ve vd. (2003), organofosfatlardan kaynaklanan reaktif oksijen tiirlerinin
cesitli pestisit toksititesine yol acgabilecegini bildirmislerdir. Calismalarinda,
organofosfat insektisit olan fosalon ile in vitro kosullarda c¢alisarak, antioksidan
savunma sistemine ve lipid peroksidasyonuna (LPO) nasil etki ettigini arastirmiglardir.
Bu dogrultuda fosalonun insektisitinin farkli dozlarin1 SOD, GPx, ve CAt aktivitelerini
ve LPO faaliyetlerini nasil etkiledigini ¢alismiglardir. Hazirlanan her doz fosalonu, 0,
60, 180 dakika boyunca + 4 °C’de eritrosit numuneleriyle inkiibe ettiklerini
bildirmislerdir. Inkiibasyon sonunda fosalonun, SOD, GPx, CAT aktivitesinde azalmaya
ve MDA olusumunda da artisa neden oldugunu rapor etmislerdir.

Toni ve vd. (2011), calismalariin amacinin fungisit sinifinda olan
tebuconazole’nun farkli konsantrasyonlarina maruz kalan sazan baliklarinda (Cyprinus
carpio) oksidatif stres ve metabolik degisikliklerin olusumunu arastirmak oldugunu
bildirmislerdir. Cok sayida parameter ¢alistiklarini ve sazan baligi i¢in hesaplanan
oldiiriicii dozun (LCsp-g6 saat) 2,37 mg/L oldugunu kaydetmislerdir. Sazan baliginda
tiyobarbitiirik asit diizeyinin az miktarda arttigini, glukoz ve glikojenin arttigini, protein
seviyesinin, CAT, SOD ve GST’nin azaldigini rapor etmislerdir.

Karadag ve Bilgin (2010), cyprodinilin SOD’u yarismali (kompetitif),
fludioxonilin ise SOD’u yarigsmasiz (non-kompetitif) olarak inhibe ettigini bulmuslardir.

Yapilan ¢alismamiz ile uyumluluk gostermeyen bagka ¢alismalarda mevcut olup
bunlar;

Ugar ve vd. (2012), yaptiklar1 ¢alismada tarimsal tiretimde sik¢a kullanilan bir
fungisit olan karboksin pestisitinin gokkusagi alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss)
antioksidant savunma sistemi {izerine etkisinin arastirilmasini amacglamislardir. 7 giin
boyunca baliklar toksik etkisi olan bu bilesigin 3,85 ppm derisimine maruz

birakmislardir. Baliklarin karacigerlerden alinan kesitlerde bir antioksidan olan SOD
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enziminin Ol¢limiinii yapmislardir. Yapilan olgiimler sonucunda karboksin pestisitine
maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin karaciger 6érneklerinde SOD aktivitesinin 6nemli
oranda (p< 0.01) arttigin1 ve bu tiir alabaliklarda oksidatif strese neden oldugunu rapor
etmislerdir.

Sayeed ve vd. (2003), yaptiklari ¢alismada kullandiklar1 deltametrin pretroid
siifina dahil bir bocek dldiiriicii oldugunu, ¢evre sartlarinda diisiik seviyelerde kalinti
biraktigini, diisiik toksisiteye sahip oldugunu bu nedenle de hasere kontrol
programlarinda organoklorlu ve organofosforlu pestisitlerin yerine tercih edildigini
bildirmislerdir. Standart laboratuar kosullarinda bir tatli su balig1 olan yesil yilanbag
(Channa punctatus) baliklari ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda baliktaki antioksidan sistem
tizerine deltametrinin (0,75 pg/L) etkisini arastirmislardir. 48 saat boyunca deltametrine
maruz kalan baliklarin bobrek ve karacigerlerindeki enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin indiiklendigini belirtmislerdir. Deltametrinin tiim bobrek ve karaciger
dokularinda CAT enziminin aktivitesini artirdigin1 rapor etmislerdir.

Sharma ve vd. (2005), orgonofosforlu bir pestisit olan dimethoatein bitkileri
cesitli zaralilardan korumak i¢in kullanildigmni bildirmislerdir. Caligmalarinda
kullandiklar1 dimethoateinin serbest radikallerin olusmasin1 ve antioksidan enzimlerin
indiiklenmesine yol acan oksidatif stresi olusturmasindaki roliinii anlamak ig¢in
yaptiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismay1 siganlar iizerinde yapmislardir. Baz1 dozlarda,
sican beyin ve karacigerinde oksidatif stresi attirict etkisi goriildiigii gibi sitokrom P-
450, LPO, CAT, SOD, GPx ve GR aktivitesinin arttigin1 ve antioksidant sistemdeki
bozukluklarin LPO'ya neden oldugunu rapor etmislerdir.

Ozdem ve vd. (2000), domatesleri sprey kullanarak 1, 10, 20 ppm
konsantrasyonlarinda hazirladiklar1 4-klorofenoksiasetik asit ile yikadiklarini, 1 ve 10
ppm 4-klorofenoksiasetik asit yikadiklar1 domates homojenatlarint 1 ml/100 g viicut
agirh@ dozunda farelere siringa ettiklerini ve fare antioksidan enzimlerinde belirgin bir
degisme gormediklerini bildirmislerdir. 20 ppm 4-klorofenoksiasetik asit yikadiklari
domates homojenatlarin1 ayni dozda verdiklerinde, CAT aktivitesinde artma (p<0,05),
selenyum bagli GPx aktivitesinde azalma (p<0,05), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve Cu-

Zn SOD aktivitesinde belirgin bir degisme gozlemlemediklerini rapor etmislerdir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1. Sonuclar

Yapilan deneyler sonucunda asagidaki sonuglar bulunmustur.

1) CAT ig¢in optimum sicaklik 35°C (308 K) olarak bulunmustur.

2) 0’ dan 500 ppm’e kadar artan Cyprodinil derisimleri ile etkilestirilen CAT
enziminin aktivitesinde azalma gdézlenmistir.

3) Cyprodinil’in CAT’1 yarismal (kompetitif) olarak inhibe ettigi bulunmustur.

4) 0’dan 500 ppm’e kadar artan Fludioxonil derigimleri ile etkilestirilen CAT
enziminin aktivitesinde azalma gdézlenmistir.

5) Fludioxonil’in CAT’1 yarismasiz (non-kompetitif) olarak inhibe ettigi
bulunmustur.

6) Cyprodinilin fludioxonile oranla CAT enziminin aktivitesini daha fazla

azalttigi anlasilmigtir.

4.2. Oneriler

1) CAT ile baska pestisitler etkilestirilebilir.

2) Cyprodinil ve fludioxonil ile bagka enzimler etkilestirilebilir.

3) Sigir karacigerinden elde edilen CAT enzimi yerine baska kaynaklardan elde
edilen CAT enzimi kullanilabilir.

4) CAT’1 baska hangi inhibitorlerin inhibe ettigi arastirilabilir.
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