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BAZI PESTiSITLERIN GOKKUSAGI ALABALIGI KARACIiGERINDEN
SAFLASTIRILAN MiTOKONDRIAL TiYOREDOKSIN REDUKTAZ ENZiMIiNIiN
AKTIVITESI UZERINE IN VITRO ETKILERININ INCELENMESI

INVESTIGATION IN VITRO EFFECTS OF SOME PESTICIDES ON
THE ACTIVITY OF MITOCHONDRIAL THIOREDOXIN REDUCTASE
ENZYME THAT PURIFIED FROM RAINBOW TROUT LIVER
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OZET

Bu ¢alismada, gokkusag alabaligi karacigerinden saflastirilan mitokondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi
aktivitesi lizerine bazi herbisit ve insektisitlerin in vitro etkileri incelendi. Enzimin saflagtirilmasinda 2°, 5°-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemi kullanildi. Enzim 11,8 EU/mg protein spesifik aktiviteyle,
% 2,38 verimle ve 648,4 kat saflastirildi. Enzimin saflik kontrolii Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) ile yapildi ve tiim kinetik ¢alismalarda saf enzim kullanildi. Yapilan kinetik ¢alig-
malarda 4’1 herbisit 4’0 insektisit olmak tizere kullanilan tiim pestisitlerin enzim iizerinde inhibisyon etkisi
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagt Alabalig, Tiyoredoksin Rediiktaz, Herbisit, Insektisit, Inhibisyon

ABSTRACT

In this study, we determined the in vitro effects of some herbicides and insecticides on the activity of mi-
tochondrial Thioredoxin Reductase that purified from liver of rainbow trout. For purification of enzyme, 2°,
5’-ADP Sepharose 4B affinity chromatography technique was used. The enzyme was purified 648,4-fold from
rainbow trout liver mitochondria in a yield of 2.38 % with 11,8 U/mg. SDS-PAGE was done to control the
purify of enzyme and also showed a single band for the enzyme. According to the kinetic studies, inhibition
effects of all pesticides including four of herbicides and four of insecticides were identified.
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1. GIRiS

Tiyoredoksin rediiktazlar (EC 1.6.4.5) li-
poamid dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz gibi
piridin niikleotit disiilfit oksidorediiktazlar ara-
sinda flavoprotein ailesine bagli enzimlerdir. Bu
ailenin liyelerinin her biri distilfit igeren aktif bir
bolge, bir NADPH baglanma yeri ve bir FAD
prostetik grubun olusturdugu homodimerik pro-
teinlerdir [1]. Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR),
Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys amino asitlerinden
olusan katalitik bolimii ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) baglanma boliimii
ile aktivite gosterirler. Ayrica, katalitik boliim ile
etkilesime giren ve redoks aktivitesi i¢in gerekli
olan C-terminal bolgesinde selenosistein igerir-
ler [2,3]. Selenyum TrxR aktivitesi igin gerekli-
dir. Yapilan ¢aligmalarda kiiltiir ortamima 1 uM
Se eklenmesi halinde hiicresel TrxR aktivitesi-
nin 40 kat arttig1 goriilmiistiir [4]. TrxR aktivite-
si, oksidatif hekzos monofosfat (HMPS) siklu-
sunun kontrol noktas1 enzimi olan glukoz-6-fos-
fat dehidrogenez (G6PD) ile iiretilen NADPH
tarafindan diizenlenir [5]. Enzimin sitozolik ve
mitokondrial olmak lizere iki formu vardir [2].
Ancak memelilerde TrxR ler sitozolik, mito-
kondrial ve testis-spesifik tiyol regiilatorii ol-
mak tiizere 3 degisik izoformda bulunur [6].

Enzimin en 6nemli fonksiyonu tiyoredoksin
proteininin NADPH’a bagimh olarak indirgen-
mesini katalizlemektir. Bu reaksiyonda elektron-
lar NADPH’dan enzimin prostetik grubu olan
FAD araciligiyla enzimin substrati olan tiyore-
doksine akar ve substrati indirger [1]. TrxR’ler
okside tiyoredoksinleri indirgeme kabiliyetleri
sebebiyle bu isimle adlandirilmislardir [3]. Ti-
yoredoksinler (Trx) ise Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-
Lys amino asitlerinden olusan bir katalitik bo-
liim igeren 10-12 kDa’luk bir protein ailesidir.
Bu proteinlerin iki sistein grubu geri doniistimlii
oksidasyon / rediiksiyona ugrar. Trx’in rediikte
olmus ditiyol formu [Trx-(SH),] disiilfit grubu
iceren okside protein substratlarini rediikte eder.
Okside disiilfid formu [Trx-(S-S)] ise TrxR ta-
rafindan diizenlenen NADPH-bagimli bir yolla
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siklusa geri katilir [7].

Tiyoredoksin disinda lipoik asit [8], lipid
hidroperoksit [9], selenit, vitamin C [10], Vita-
min K, [11], 5,5°dithiobis-(2 nitrobenzoik asit),
alloksan [12], dehidroaskorbat [13] ve tiimor
supresor protein P53 [14] enzimin bilinen diger
substratlarindandir. Ancak bu substratlarin ¢o-
gunun indirgenmesinde TrxR ’nin fizyolojik roli
tam olarak bilinmemektedir.

TrxR/Trx sistemi, DNA sentezi ve hiicre ¢o-
galmasi i¢in gerekli olan deoksiriboniikleotidle-
rin yapiminda kritik bir rol oynar. Trx, niikleotid
difosfatlarin  deoksiriboniikleotidlere doniisii-
miinii katalizleyen bir enzim olan riboniikleo-
tid rediiktazin, ribozu indirgemesi igin gerekli
olan elektronlar1 saglar [15]. Riboniikleotitlerin
D-Riboz kisminin 2’ Deoksiriboza indirgenmesi
bir ara hidrojen tastyici proteini olan tiyoredok-
sin aracilifityla NADPH tarafindan verilen bir
¢ift hidrojen atomuna gereksinim duyar. Tiyo-
redoksin NADPH’dan riboniikleotit difosfata H
atomlar1 tagiyan —SH grubu c¢iftlerine sahiptir.
Oksitlenmis ya da disiilfit formu tiyoredoksin
rediiktazla katalizlenen bir tepkimeyle NADPH
tarafindan indirgenir. Indirgenmis tiyoredok-
sin, riboniikleotit rediiktaz tarafindan niikleozit
difosfatlart (NDP) deoksiniikleozitdifosfatlara
(dNDP) indirgemede kullanilir [16].

Bu calismada oncelikle tiyoredoksin rediik-
taz enziminin gokkusagi alabaligi karaciger
mitokondrisinden ilk kez saflastiriimasi ve bazi
pestisitlerin bu enzim aktivitesi iizerine etkileri-
nin incelenmesi amaglandi.

2. MATERYAL VE METOD
2.1.Materyal

Calismada kullanilan kimyasal maddeler-
den EDTA, DTNB, Potasyum Fosfat, NADPH,
Etanol, Poliakrilamid, Coomassie brillant blue,
Sodyum dodesil siilfat, DTT, Tris, HCI, 2’ ,5’
ADP Sepharose 4B ve diger tiim kimyasal mad-
deler Sigma Chem Com.’dan temin edilmistir.
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2.2. Metod
2.2.1 Homojenatin Hazirlanmasi

Homojenat hazirlamak i¢in gokkusagi ala-
balig1 karacigeri (40 g) bicak yardimiyla kii¢iik
parcalara ayrildi. Karaciger pargalart 120 ml
0,05 M Tris HCI (pH 7,5) tamponu igersine ali-
narak ultraturraks vasitasiyla homojenize edildi.
Hazirlanan homojenattan mitokondri organeli
elde edebilmek i¢in gradientli santrifiij yapil-
di. Oncelikle 6000xg’de 30 dk santrifiij yapilip
elde edilen siipernatant 22000xg’de 30 dk tekrar
santrifiij edildi. Cokelek homojenat tamponu-
na alinarak 22000xg’de 30 dk santrifiij yapildi.
Daha sonra ¢okelek 3 defa 20’ser saniyelik peri-
yotlarla sonikatore konuldu. Sonikatdrle parga-
lanan ¢okelek 24000xg’de 30 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi elde edilen slipernatant 2°,5’
ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklenmek
tizere +4 ‘C’de muhafaza edildi.

2.2.22°,5-Adp Sepharose 4B Afinite Kro-
matografisiyle Enziminin Saflastirilmasi

10 mI’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2°,5’-
ADP sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml destile
su ile kat1 maddelerin uzaklastirilmasi i¢in bir-
ka¢ defa yikandi. Yikama esnasinda jel sisiril-
mis oldu. Sigirilmis jelin havasi su trompu kul-
lanilarak vakum ile alindiktan sonra dengeleme
tamponu (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH
7,4) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse
edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tampo-
nu ile dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu
eltiat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin
ve pH’larimin esitlenmesinden anlasildi. Boyle-
ce afinite kolonu hazirlanmis oldu. Mitokondri-
al Tiyoredoksin Rediiktaz enzimini saflagtirmak
amaciyla hazirladigimiz siipernatant kolona ya-
vas yavas tatbik edildi. Kolon 6rnek numune ge-
¢isi tamamlandiktan sonra dengeleme tamponu
ile 280 nm’de absorbans gérmeyinceye kadar
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
2-10 mM NADP~ ¢ozeltisiyle gradientli eliisyon
islemi gerceklestirildi. Eldatlar 0,5 ml olarak

toplandi. Toplanan eliiatlarda enzim aktivitesi
bakildi.

2.2.3 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

2’°,5” ADP-Sepharose 4B afinite kromatogra-
fisi yontemiyle saflagtirilan enzim i¢in kantitatif

protein miktar1 Bradford metoduna gore belir-
lendi [17].

2.2.4 Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrila-
mid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile En-
zim Safliginin Kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-10 kesikli
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektro-
forezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore
yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi
[18].

2.2.5 In Vitro Inhibisyon Calismalar

Etken maddesi glifosat izopropilamin, fe-
noksaprop-p-etil, 2,4-diklorofenoksiasetik asit
dimetil amin tuzu ve haloksifop-p-metil ester
olan 4 ¢esit herbisit ve etken maddesi diklor-
vos, lambda siyalotrin, sipermetrin, klorpirifos
olan 4 gesit insektisitin enzim aktivitesi iizerine
in vitro etkisi incelendi. Calisilan her madde ilk
olarak saf suyla 1000 kat veya daha fazla seyrel-
tildi. Her pestisitin 5 farkli konsantrasyonunda
enzimin aktivitesi 6l¢iildii. Inhibitorsiiz enzimin
aktivitesi olan kontrol aktivitesi %100 olarak
kabul edilip diger inhibitér konsantrasyonla-
rinda % Aktiviteler hesaplandi. Inhibitér kon-
santrasyonlarina kars1 % Aktivite grafigi ¢izildi.
Cizilen bu grafiklerden inhibibtorler igin IC,
degerleri hesaplandi.

3.BULGULAR

3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullani-
lan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki kanti-
tatif protein tayini Bradford yontemiyle belir-
lendi. Homojenat, gradientli santrifiij ve afinite
kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozel-
tilerindeki kantitatif protein tayini bu standart
grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢6-
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zeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans
degerleri Sekil 1°de gosterildi.
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Sekil 1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantita-
tif tayininde kullanilan standart grafik

3.2 Mitokondrial Tiyoredoksin Rediiktaz
Enziminin 2°, 5’-ADP Sepharose 4B Afinite
Kromatografisiyle Saflastirmasi ile Tlgili So-
nuclar

Hazirlanan homojenat 2°, 5’-ADP Sepharose
4B afinite kolonuna yiiklendi. Daha sonra gra-
dientli eliisyon gergeklestirildi. Elde edilen so-
nuglar ¢izelge 1°de gosterildi.

Cizelge 1. Gokkusag: alabaligi karaciger mito-
kondrial Tiyoredoksin Rediiktaz enziminin 2°, 5°-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflas-
tirma sonuglari

= 2 2
2 3 Z z = -
3 k] Z £ 2
. B fg 25 2E O E:
Numune Tiiri g & ¢ g = 2 z 2
£g 27 57 Em ° = 3
= = 7 - 3 S M
= = = g @
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Homojenat 60 7448 132 0,0182 100 1
2°,5’-ADP
Sepharose
4B afinite 8 0,0264 0,314 11,8 2,38 648.,4
kromotografisi
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3.3 Gokkusag1 Alabahg1 Karacigeri Mito-
kondrial Tiyoredoksin Rediiktaz Enziminin
SDS-PAGE ile Saflik Kontrolii

2’, 5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatog-
rafisinden elde edilen eliiatlardaki enzimlerin
safligin kontrol etmek icin kesikli SDS-PAGE
yontemi kullanildi. Bu amagla elektroforez sis-
temi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyu-
lara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde edilen bantlart
gosteren fotograf Sekil 2’°de gosterildi.

50 k Da

Sekil 2. 2’, 5’-ADP Sepharose 4B afinite ko-
lonundan elile edilen Gokkusagi alabaligi karaci-
ger mitokondrial Tiyoredoksin Rediiktaz enziminin
SDS-PAGE ile saflik kontrolii.

*1., 2. ve 4. kuyu: Afinite kolonundan alinan
Tiyoredoksin rediiktaz enzimi, 3. kuyu: standart
proteinler (B-galaktosidoz: 120 kDa, BSA: 85
kDa, ovalbumin: 50 kDa, CA: 35 kDa, B-laktog-
lobulin: 25 kDa, lizozim: 20 kDa)

3.4 Gokkusag1 Alabah@ Karacigeri Mito-
kondrial Tiyoredoksin Rediiktaz Enzimi Uze-
rine Bazi Ilaclarin Etkilerinin Belirlenmesine
Ait Calisma Sonuclari

Gokkusagi alabaligr karacigeri mitokondrial
Tiyoredoksin rediiktaz enzimi aktivitesi lizerine
baz1 pestisitlerin etkilerini belirleyebilmek i¢in
bu pestisitlerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerden degisik konsantrasyonlarda alina-
rak gokkusagi alabaligi karaciger tiyoredoksin
rediiktaz enzimi aktivitesi iizerine etkileri aragti-
rildi. Calismalar sonucu kullanilan pestisit kon-
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santrasyonuna kars1 % Aktivite grafikleri Sekil
3- 11°de verildi.
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Sekil 3. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi {izerine etken
maddesi glifosat izopropilamin olan herbisitin etkisi
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Sekil 4. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi iizerine etken
maddesi fenoksaprop-p-etil olan herbisitin etkisi

y = 1000193
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Sekil 5. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken
maddesi 2,4-diklorofenoksiasetik asit dimetil amin

tuzu olan herbisitin etkisi

y= 1006'25'0“
R?=0,9245

60

% Aktivite

&
=

20

0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

[Haloksifop-p-metil ester] uM

0 0,01

Sekil 6. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi {lizerine etken
maddesi haloksifop-p-metil ester olan herbisitin et-

kisi
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Sekil 7. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi iizerine etken
maddesi diklorvos olan insektisitin etkisi
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Sekil 8. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken
maddesi lambda siyalotrin olan insektisitin etkisi
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Sekil 9. Gokkusagi alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi {izerine etken
maddesi sipermetrin olan insektisitin etkisi
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Sekil 10. Gokkusagr alabaligi karacigeri mito-
kondrial tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken
maddesi klorpirifos olan insektisitin etkisi

4. TARTISMA VE SONUC

Tiyoredoksin Rediiktazin en 6nemli biyolo-
jik fonksiyonu tiyoredoksini indirgemesine bag-
I1 olarak hiicre biiylimesine katki saglamak ve
oksidatif strese karst korumaktir [3].TrxR’lerin
fizyolojik substratlari olan tiyoredoksinler, hiic-
re biiylimesi ve inhibe apoptoz diizenlemesinde
onemli rol oynarlar [19,20].

Viicutta fizyolojik aktivitenin dogal {iriini
olan serbest radikalleri, organizma dogustan
kazandig1 cok hassas bir donanimla oksidan-an-
tioksidan denge olarak tanimlanabilecek bir ¢iz-
gide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi ok-
sidatif strese yol agar. Antioksidan sistem hasar
oncesi radikal olusumunu oOnler, oksidatif hasar1
onarir, hasara ugramis molekiilleri temizler ve
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mutasyonu Onler [21]. Tiyoredoksin rediiktaz
enziminin fizyolojik substrati olan Tiyoredok-
sin proteini de hidrofilik fazda okside substrati
rediikte etmesi agisindan antioksidan etki gos-
terir ve bu yoniiyle oksidatif stresi engeller. In-
san, hiicrelerin oksidatif stresten korunmasi igin
onemli bir antioksidan olan askorbik asit sentez-
leme kabiliyetine gereksinim duyar. Bu nedenle
diyetle alim1 ve oksidize formlarindan (dehidro-
askorbik asit, askorbil serbest radikali) askorba-
ta doniisiimii hiicre i¢i askorbat seviyesinin mu-
hafazasi i¢in dnemlidir. TrxR’ler oksidatif stres
altindaki hiicrelerde askorbil serbest radikalleri
askorbata indirgeme bakimindan 6nemlidir [3].

Insan tiimérlerinin gogunda p53 mutasyo-
nunun goriilmesi bu proteinin kanser 6nlemede
onemli bir rol oynadigini gosterir [22]. Tiimor
baskilayici protein olan p53, insan genomunun
biitiinligiinii saglamak, apoptoz kontroliinii sag-
lamak, hiicre dongiisiinii durdurmak ve DNA ta-
mirini aktive etmek gibi hayati rolleri olan mul-
tifonksiyonel bir proteindir [23]. P53 aktivitesi-
ni kontrol eden birgok mekanizmanin yani sira
redoks kontrol mekanizmasi da olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde
TrxR I geninin bozulmasi halinde p53 proteinin
gen ekspresyonunu uyarma kabiliyetinin engel-
lendigi goriilmiistiir [24,25].

Bazi hastaliklarla ilgili yapilan ¢alismalarda,
TrxR enziminin dolayli olarak rol aldig1 saptan-
mustir. Ozellikle kanser, AIDS ve immun sistem
hastaliklarinda TrxR nin fonksiyonunun anla-
silmasi bu enzimin insan hastaliklarinda da rol
alan bir enzim oldugunun en iyi kanit1 olmustur.
Kanser hiicreleri ve birgok kanser ¢esidi tizerin-
de yapilan ¢alismalarin ¢cogu TrxR sistemle ilis-
kilendirilmistir [3]. Trx/TrxR sisteminin biyolo-
jik aktiviteleri ve saldirgan timor biiyiimesi ile
olan baglantisi, bu sistemin kanser tedavisi i¢in
onemli bir hedef oldugunu diislindiiriir [26].

Bu ¢alismada yukarida bahsettigimiz sebep-
lerden otiirii ilk olarak; fazlaca 6nem tagiyan
tiyoredoksin rediiktaz enziminin saflastirilmasi
hedeflendi. Daha sonra bu enzimle iliskilendiri-
len hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
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hazirlanmasinda fikir verebilecek maddelerin
tayini i¢in bazi pestisitlerin enzim aktivitesi iize-
rine etkisi arastirildi.

Yapilan literatiir taramasinda TrxR enziminin
sigcan karacigeri [27], sigir karacigeri ve timusu
[28], E.coli [29], maya [30] gibi kaynaklardan
calisildigr goriilmiistiir. Saflastirma basamakla-
r1 genel olarak incelendiginde amonyum siilfat
¢oktiirmesi, sephadex G-50, DEAE seliiloz, CM
seliiloz ve 2°, 5’-ADP Sepharose 4B afinite kro-
matografisinin birbirini izledigi ¢ok agamali bir
prosediir izlendigi belirlenmistir. Bunun yani
sira saflastirilan enzimlerin sitozolik mi mito-
kondrial mi oldugu konusunda tereddiitlerimiz
olusmustu. Yaptigimiz bu ¢alismada ilk olarak
bu ¢ok basamakli ve zaman kaybina sebep olan
saflagtirma prosediirlerinin yerine tek basamakta
2’, 5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografi-
siyle ve yiiksek saflikta enzim elde edilmistir.
Boylece diger ¢alismalara nazaran hem yiiksek
aktivitede ve stabil enzim elde edilmis hem de
zamandan tasarruf saglanmistir. Ayrica enzim
mitokondrial peletten elde edildiginden tereddiit
etmeden mitokondrial oldugunu soyleyebilece-
gimiz TrxR saflagtirilmistir.

Calismamizin sonraki asamasini Trx/TrxR
sistemiyle iliskilendirilen hastaliklarin tedavi-
sinde fikir belirtebilecek bilesiklerin tayin edil-
mesi olusturmaktaydi. Calismaya baslamadan
once literatiir taramasi yapilarak hangi madde ve
bilesiklerin enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon
etkisi olusturdugu konusunda fikir edinilmistir.
Buna gore; suanda mevcut kanser tedavisinde
kullanilan ajanlardan sisplatin, PX-12 ve ploro-
tin geri doniislimsiiz birer TrxR inhibitorleridir.
Yine Gd* igeren bir porfirin olan moteksafin
gadolinyum kanser hiicresindeki metabolizmay1
bozarak DNA tamirini engeller ve hiicre 6limii-
nii kolaylagtirir [24]. 1-chloro-2,4-dinitrobenze-
ne,13-cis-retinoic acid [12], nitrojen mustardlar
(Chlorambucil,melphalan), alkil siilfanatlar (bu-
sulfan), daunorubicin, doxorubicin, karmustin
ve platin iceren antikanser bilesiklerin enzim
tizerinde inhibisyon etkisi saptanmistir [31].
Aurothioglucose, arsenik trioksit, flavonoid-

ler,platin ve altin bilesiklerinin yam sira Cu?,
Ni%, Zn? , Cd"?, Mn"2,Co™[32], Hg™[33] gibi
agir metallerde enzim {izerinde inhibisyon etkisi
saptanan metallerdir.

Yaptigimiz ¢aligmada etken maddesi glifosat
izopropilamin, fenoksaprop-p-etil, 2,4-dikloro-
fenoksiasetik asit dimetil amin tuzu ve haloksi-
fop-p-metil ester olan 4 ¢esit herbisit ve etken
maddesi diklorvos, lambda siyalotrin, sipermet-
rin, klorpirifos olan 4 ¢esit insektisitin enzim ak-
tivitesi lizerine in vitro etkisi incelenmistir. Tim
pesitisitlerin enzim aktivitesi iizerinde uM diize-
yinde inhibisyon etkisi tespit edilmistir. Gokku-
sag1 alabalig1 karacigerinden saflastirilan miti-
kondrial TrxR enzimi iizerinde her bir pestisitin
IC,, degerleri asagidaki gizelgede belirtilmistir.

Cizelge 2. Gokkusag: alabalig1 karacigeri Mito-
kondrial Tiyoredoksin Rediiktaz enzimi i¢in bulunan
IC,, degerleri

ILACLAR o Ic,
DEGERLERI(uM)

Glifosat izopropilamin 69
Fenoksaprop-p-etil 0,86
2,4-diklorofenoksiasetik 3,57
asit dimetil amin tuzu

Haloksifop-p-metil ester 0,027
Diklorvos 53,07
Lambda siyalotrin 1,82
Sipermetrin 1,38
Klorpirifos 0,38

IC,, degerleri glifosat izopropilamin igin
69, fenoksaprop-p-etil i¢in 0,86, 2,4-diklorofe-
noksiasetik asit dimetil amin tuzu i¢in 3,57 ve
haloksifop-p-metil ester bilesigi i¢in 0,027, dik-
lorvos ig¢in 53,07, lambda siyalotrin i¢in 1,82,
sipermetrin i¢in 1,38 ve klorpirifos i¢in 0,38
uM olarak belirlenmistir. Caligmada kullanilan
pestisitlerin tamaminin ¢ok eser miktarda dahi
enzimi tamamen inhibe etmesinden dolay1 bu
bilesikler, Trx/TrxR sistemiyle iliskilendirilen
tiimor, kanser, AIDS ve degisik immiin sistem
rahatsizliklarinda Trx/TrxR salinimint azaltma
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maksatli ilaglarin hazirlanmasinda fikir verici
olabilir. Ayn1 zamanda bu pestisitlerin, sulama
kanallariyla nehirlere ulagmasi ve buradan ba-
liklara niifus etmesi durumunda, yine sulama
kanallar1 ya da elle temas yoluyla insan sindirim
sistemine erismesi durumunda Trx/TrxR siste-
mini geri doniigiimsiiz inhibe edeceginden ona-
rilmaz zararlara yol acabilir.
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