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Afinite Kromatografisi Yontemi ile Saflastirilan Karbonik Anhidraz (I-11) izoenzimleri Uzerine Baz1 Pestisitlerin In
Vitro Etkilerinin Arastirilmasi

Nahit GENCER?Y", Aybike BALTACIY, Kiibra CIKRIKCI*
One Cikanlar: OZET:

« Karbonik anhidraz

izoenzimlerinin Bu calismanin amaci; ¢evre ve insan saglifi icin toksisitesi yliksek olan bazi pestisitlerin

hidrataz aktivite yontemi kullanilarak karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I ve II) {iizerine

. Ezfl?f;lgzljrine etkilerini arastirmaktir. Insan kan eritrositlerinden Sefaroz-4B-4-(6-Amino-heksilokzi)-
pestisitlerin benzensiilfonamit aﬁni.te jeli kulla.mla.rak hCA Ivell |zoe|jz_|mler| saflastirildi. Enzimlerin
inhibisyon saﬂl_gl_; so_dyum dod@sﬂ sﬁ!fat p_ol_le_lkrll_amld jel elektroforezi ile antrol ed!IQI. A.yrlca.bam
etkilerinin pest!s!tlerm hCAI-II |zoe.nz!rro1lt.ar|n| in Vltro.ort.ar‘nda uM .diize.ylerde inhibe ettigi belirlendi. Bu
belirlenmesi pestISItIerder.l hCA-I enzimi i¢in en giigli 1ph1b1t§rﬁn Simazin (Ic‘so‘: 9,366 uM), en Z.a}.llf ise

« 1C50 degerlerinin Koum.ayetralll (ICs0: 6,41 uM) oldugu .bel.lr}endl. hCA-II enzimi igin en giiclii inhibitoriin
hesaplanmasi Klorpirifos (ICsp: 0,527 uM), en zayif inhibitoriin ise Koumatetralil (ICso: 8,74 uM) oldugu

belirlendi.
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Investigation of In Vitro Effects of Some Pesticides on Carbonic Anhydrase (I-11) Isoenzymes Purified by Affinity
Chromatography Method
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The aim of this study was to investigate the effects of some pesticides with high toxicity for the
environment and human health on carbonic anhydrase isoenzymes (hCA | and Il) using
hydratase activity method. hCA I-1l were purified from human blood erythrocytes using
Sepharose-4B-4-(6-Amino-hexyloxy)-benzenesulfonamide affinity gel. In order to determine
the purity of the enzymes, sodium dedocyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis was
performed. In addition, it was determined that some pesticides inhibited hCAI-Il isoenzymes at

. Elzlzmgti on of 1Cs uM levels in vitro. It was c_ietermined that among these pesticides, the strongest inh.ibitor for the
values hCA-1 enzyme was simazine (ICso: 0.366 uM), and the weakest was coumatetralil (ICso: 6.41
uM). The strongest inhibitor for the hCA- Il enzyme was chlorpyrifos (ICs: 0.527 uM), and
the weakest inhibitor was coumatetralil (ICso: 8.74 uM).
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GIRIS

Pestisitler, diinya niifusunun artmasi ile tarimda iiriin ihtiyacini karsilamak ve verimi arttirmak
icin son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisit, “iirtinler iizerinde zararh etkiye sahip olan ve
verimi azaltan herhangi bir zararliyr (bocek, akar, sigan, yabani ot vb.) dnlemek, yok etmek veya
uzaklastirmak icin kullanilan madde veya madde karisimi” olarak tanimlanabilir (Ortiz-Hernandez ve
ark., 2013). Bu pestisitler, kimyasal yapilarina ve kullanim alanlarina gore siniflandirilmaktadir.
Kimyasal yapilarina gore en yaygin olanlari; orgonoklorinler, orgonofosfatlar ve karbamatlardir.
Orgonoklorinler, en az bir tane kovalent olarak bagl klorin atomu ile karakterize edilir ve biyolojik
olarak parcalamayan ucgucu kimyasallar sinifinda yer alir. Diklofluanid ile dimetaklor bu grupta yer alir
ve fungusit olarak kullanilir (Parte ve ark., 2017). Orgonofosfatlar ise fosforik asitlerden tiiretilen
esterlerdir ve en bilinen norolojik etkileri asetilkolin aktivitesinin inhibisyonu olup, gesitli zehirlenme
semptomlarma neden olurlar. Insektsisit olarak kullanilan Klorpirifos, klorpirifos-metil ve azinfos-etil
orgonofosfatlar sinifindandir (Rathod ve Garg, 2017). Orgonafosforlu pestisitler, orgonoklorlu
pestisitler ile kiyaslandiginda daha az toksiktir, ayrica daha etkilidirler. Karbamatlar,
dimetil/metil/ditiyo-N-metil karbamik asit tlirevleri olarak kabul edilir ve Kkarbaril, propoksur,
karbofuran ve 1-naftol bu smifa ait pestisitlerdir. Bu pestisitler, canli organizmada oksidasyon,
hidroliz, biyotransformasyon, fotoliz ve metabolik reaksiyonlar gibi farkli yollardan birkag iiriine
dondstiirtilir. S6z konusu pestisitler; cilt, géz yoluyla, agizdan buhar, aerosol veya toz seklinde maruz
kalindiginda saglik problemlerine neden olabilmekte ve maruz diizeyi arttik¢a canlilar i¢in dliimciil
olabilmektedir (Aravind ve ark., 2020; Fama ve ark., 2022).

Insan karbonik anhidrazlari (E.C 4.2.2.1.1) (hCA), alfa (o) smifina ait ve karbondioksitin (CO2)
bikarbonat ve protona hidrasyonunu katalize eden, aktif bolgesinde ¢inko (Zn*?) iceren metaloenzimdir
(Beydemir ve Giilgin, 2004; Supuran ve ark., 2003). CA’lar, farkli katlanmalara ve yapilara sahip
olmalaria ragmen ortak CO2 hidrataz aktivitesine sahip diisiik sekans benzerligine baglh sekiz farkli
ailede gruplanir. Bunlar: a-, B-, y-, 6-, (-, n-, 0- ve -CA’lar olarak adlandirilir (Del Prete ve ark.,
2020). a-CA ailesi gen dizilimine bagl 16 farkli izoenzimi, farkli dokularda dagilim gosterir. CA-I ve
CA-II sitoplazmiktir. Ayrica CA-I eritrositlere 6zgii iken, CA-II ¢ogu hiicrede bulunur. CA-I, insan
kan eritsrosit hiicrelerinde bulunan ve solunum olayinda gorev alan izoenzimdir (Christie ve ark.,
1997). CA-II ise kemik, beyin, bobrek dokularinda 6nemlidir, ¢linkii renal kortekste Na* ve suyun
yeniden emilmesini saglar; bu nedenle bu izoenzimin eksikligi, bdbrek tasi ve kemiklerde
kire¢lenmeye neden olmaktadir (Burish ve Redd., 1994).

Bu ¢alismada, insan kan eritrositlerinden CA (I-11) izoenzimleri, afinite kromatografisi ile tek
adimda saflastirilmistir. Fungusit, insektisit, herbisit olarak kullanilan 15 farkli pestisitin (Alaklor,
Propoksur, 1-Naftol, Simazin, Diklofluanid, Klorpirifos, Klorpirifos — Metil, Azinfos — Etil,
Dimetaklor, Tebukonazol, Amitraz, Dazomet, Koumatetralil, Karbaril, Karbofuran) CA (I-1I)
izoenzimleri tizerine in vitro etkileri hidrataz atkitive metodu kullanilarak arastirildi.

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar

Pestisitler, Sefaroz-4B, CNBr, protein standart1 ve elektroforez kimyasallar1 dahil olmak tizere
bu caligmada kullanilan malzemeler Sigma-Aldric firmasindan ve kullanilan diger malzemeler ise
Merck’den temin edildi. Calisma yerel etik kurul tarafindan (Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirma Etik Kurulu, Balikesir, Tiirkiye, Karar No. 2020/24 ve Tarih: 05.02.2020) onaylandi.
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Numunenin Hazirlanmasi ve CA 1 ve II’'nin Afinite Kolonundan Saflastiriimasi

Saglikli goniillilerden kan (20 mL) numuneleri alindi. Kan 6rnekleri +4 °C” de 15000 rpm’de 20
dakika santrifiijlendi. Plazma ve beyaz kan hiicreleri ayrildi. Daha sonra kan numunesi 2 kez % 0,9
NaCl ile yikandi ve hacminin 3 kat1 soguk distile su ile hemoliz edildi. Hemolizat +4 ° C* de 15000
rpm’de 40 dakika santrifiij edildi. Hazirlanan hemolizat kat1 Tris-baz1 ile pH:8,7’ye ayarlandi. Sefaroz-
4B-4-(6-Amino-heksilokzi)-benzensiilfonamit igeren afinite kolonu dengeleme tamponu (25 mM Tris-
Baz/ 0,1 M Na>SO4 pH:8,7) ile dengelendikten sonra hemolizat kolona tatbik edildi. Daha sonra afinite
kolonu yikama tamponu (25 mM Tris-Baz / 22 mM NaxSO4 pH:8,7) ile yikand1 ve hCA-I (50 mM
Na;HPO4 / 1 M NaCl pH:6,3) ile hCA-Il (0,1 M CH3COO / 0,5 M NaClO4 pH:5,6) izoenzimleri
sirasiyla eliie edildi.

Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografi teknigi ile saflastirilan izoenzimlerin protein miktari, standart olarak sigir
serum albiimin kullanilarak Bradford yontemine gore 595 nm’de spektrofotometrik olarak belirlendi
(Bradford, 1976). Olusturulan standart grafigin egiminden, protein miktar1 belirlenerek saflastirma
tablosu olusturuldu.

SDS-PAGE

Izoenzimlerin safliginin kontrolii igin Laemmli ydntemine gore, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) uygulandi (Laemmli, 1970). Yigma ve ayirma jelleri
sirasiyla %3- %10 olacak sekilde iki farkli akrilamid konsantrasyonu hazirlandi. Izoenzim numuneleri
20 pL jele yiiklendi. Jeller, %0,1 Coomassie Brilliant Blue R-250, %50 metanol ve %10 asetik asit
icinde 1,5 saat boyunca inkiibatérde boyamaya birakildi. Renk agma cozeltisi icinde 1 giin boyunca
bekletildikten sonra jel goriintiileme sistemi ile goriintii bilgisayar ortamina aktarildi.

CO»-hidrataz aktivite tayini

CA hidrataz aktivitesi; CO; hidrasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan H* iyonu ile pH’in 10’ dan 7,4’e
diismesi i¢in gereken siirenin Gl¢iilmesi prensibine dayanan Maren metodu ile 6lgtildi (Maren ve ark.,
1997). 10 mL’lik ve 1 cm ¢apli cam tiip igine 0,5 M Na2COaz/ 0,1 M NaHCOs3 (pH:10) tamponu ve pH
indikatorii olarak fenol kirmizi ilave edildi, kirmizidan sariya renk degisiminin siliresi (saniye)
kaydedilerek asagidaki denklem ile enzim iinitesi (EU) hesaplandi. Burada, to enzimatik olmayan ve tc
enzimatik reaksiyonlarin pH degisimi ile kaydedilen siireyi ifade etmektedir.

to — t¢
te

Enzim Unietesi (EU) =

Inhibitérlerin ICso degerlerinin hesaplanmasi

Insan kan eritrositlerinden saflastirilan CA izoenzimleri iizerine 15 farkli pestisitin inhibisyon
etkisini belirlemek i¢in hidrataz metodu kullanildi (Maren ve ark., 1997). 10 mL’lik ve 1 cm ¢apli cam
tiip icine 1,9 mL pH indikatorii olarak fenol kirmizisi ve 1,3 mL doygun CO: substrat ¢cozeltisi ilave
edildi. Ardindan 100 pL enzim ve en son 400 pL 0,5 M Na2COs/ 0,1 M NaHCOs3 (pH=10) tamponu
ilave edilerek siire kronometre ile dl¢iildii (tc). Ayni islemler her 6rnek ¢aligmasindan 6nce enzim
cozeltisi yerine 100 pL destile su konularak tekrar yapildi (to). Destile suyun hacmi, kullanilan pestisit
hacmi kadar azaltilarak, hacim miktar1 sabit tutuldu. Pestisitler 10 mM konsantrasyonda DMSO
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi ve ortamda inhibitér yok iken enzim aktivitesi belirlenerek, %100
aktivite olarak kabul edildi. Test edilen inhibitor hacimlerindeki DMSO'nun enzim aktiviteleri
tizerinde inhibisyon etkisi olmadigi belirlendi (Grafik ¢izilmedi) Tiim inhibitérler igin Slgtimler
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belirlenen konsantrasyonlarda 3 kez tekrar edildi. Her inhibitor icin % Aktivite — Inhibitor grafikleri
cizildi ve bu grafiklerin egimlerinden ICso degeri hesaplandi.

BULGULAR VE TARTISMA

Pestisitlerin ekolojik etkileri ile ilgili endiseler diinyanin hemen hemen her yerinde artmaktadir.
Tarimda verimi artirmak ic¢in birgok pestisit kullanilmaktadir ancak bazi pestisitler ¢evre {izerinde
ongoriilemeyen birgok olumsuz etkiye sahiptir. Ayrica uzun yarilanma Omriine sahip pestisitler
nispeten kiiciik dozlarda enzimlerin aktivitelerini degistirir ve organizmalarin metabolizmasini
etkileyerek hayvan ve insan sagligi i¢in potansiyel risk olusturur (Arslan ve ark., 2018; Genger ve
ark., 2012; Sinan ve ark., 2007).

Bu c¢alismada, insan kan eritrositlerinden CA (I-1l) izoenzimleri, Sefaroz-4B-4-(6-Amino-
heksilokzi)-benzensiilfonamit jelinden afinite kromatografi teknigi ile tek adimda saflagtirildi.
Kantitatif protein tayini olarak Bradford yontemi kullanildi ve standart grafik olusturularak izoenzim
¢ozeltilerinin protein miktar1 belirlendi. hCA-I, 709,09 EU/mg spesifik aktivite ve % 70,91 verimle
95,53 kat, hCA-II ise 1600 EU/mg spesifik aktivite ve % 52,36 verimle 215,56 kat saflastirildi
(Cizelge 1). Enzim safliginin kontrolii ve molekiil kiitlesinin belirlenmesi i¢in SDS-PAGE yapildi, ve
tek bant gozlendi. Molekiil kiitleleri yaklasik 30 kDa bulundu ve literatiir ile uyumlu oldugu tespit
edildi (Cuatrecasas, 1970).

Cizelge 1: Enzim Saflagtirma tablosu

Toplam  Spesifik

Saflasgtirma Toplam Hacim  Aktivite  Protein Toplam L L Saflagtirma .
- . Aktivite  Aktivite %Verim

Basamag (mL) (EU/mL) (mg/mL) Protein(mg) (EV) (EU/mQ) Kat sayisi

Hemolizat 20 110 14,82 296,40 2200 7,42 - -

hCA-! 10 156 022 2,20 1560 700,1 95,53 70,01

hCA-II 8 144 0,09 0,72 1152 1600 215,56 52,36

Calismamizda, CA-l ve CA-II izoenzimleri iizerine 15 farkli pestisitin inhibitor etkisi hidrataz
aktivite metodu ile belirlendi. Genel olarak inhibitérlerin enzimler iizerine etkileri ICso (enzim
aktivitesini %50 azaltan inhibitdr konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir. inhibisyon ¢aligmamiz
icin; bes farkli inhibitor konsantrasyonunda hidrataz aktivitesiyle dl¢timler yapildi. Her pestisit i¢in
%AKktivite-Inhibitdr grafigi cizilerek ICso degerleri belirlendi. Caliymamizda kullanilan pestisitlerin
CA-I ve Il izoenzimlerini 6nemli 6lgiide inhibe ettigi belirlendi (Cizelge 2).

Bu pestisilerden CA-I i¢in en giiglii inhibitoriin Simazin (ICs50:0,366 uM), en zayif inhibitoriin
ise Koumatetralil (ICs0:6,41 uM) oldugu ve CA-II igin ise en gii¢lii inhibitoriin Klorprifos (ICs0:0,527
uM), en zayif inhibitoriin Koumatetralil (ICs0:8,74 uM) oldugu bulunmustur. Simazin, tarim
alanlarinda herbisit olarak kullanilan ve genis yaprakli otlar1 elektron tagima sistemi araciligiyla inhibe
ederek kontrol altinda tutan pestisittir. Simazin yiizey suyu, yeralti suyu ve okyanuslarda tespit
edilmistir. Potansiyel toksisitesi ve biyobirikimi nedeniyle biyokimyasal dongliyii ve ¢evre giivenligini
etkilemektedir. Bu pestisitin konsantrasyonu 0,06-4,00 mg/L oldugunda balik hematolojisi ve
biyokimyasindaki birgok fizyolojik 0Ozelliklerini degistirdigini ve konsantrasyon 121 mg/L’ye
ciktiginda, 24 saat igerisinde siganlarda dopaminerjik ndranal hasara neden oldugu tespit edilmistir.
Simazin’in insan viicudu lizerindeki toksisitesi net olmasa da iizerine odaklanilmasi gereken eser
miktarda bir kirletici oldugu belirtilmistir (Heydens ve ark., 1999; Ren ve ark., 2021).
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Cizelge 2: Inhibisyon Degerleri

Pestisitler 1Cs0 (uM) (Hidrataz) hCA-I1 1Cs0 (uM) (Hidrataz) hCA-Il
Propoksur 0,600 1,280
Alaklor 2,360 0,536
1-Naftol 1,310 0,685
Klorpirifos 0,591 0,527
Simazin 0,366 0,594
Diklofluanid 1,395 0,529
Klorpirifos-metil 0,614 6,040
Azinfos - etil 0,534 0,544
Dimetaklor 0,585 0,578
Tebukonazol 0,602 0,603
Amitraz 3,300 3,470
Dazomet 3,860 3,900
Koumatetralil 6,410 8,740
Karbofuran 3,350 3,410
Karbaril 2,860 3,460

Simazin’in bazi enzimleri ilizerine inhibisyon etkisi arastirilmig, domuz bobreginden proliferatif
enzimi tzerine ICso: 17 mM, asetilkolinesteraz enzimi tizerine ICso: 10,38 uM ve paraoksonazl
(PONT1) enzimi tizerine 1Cs0:11,78 pM oldugu bildirilmistir (Holovské ve ark., 2020; Topal ve ark.,
2016; Ergun, 2022). Yapilan baska bir ¢alismada ise bal arisindan (Apis mellifera) CA saflastiriimis ve
esteraz aktivitesi ile Simazin’in inhibisyon etkisi ICso: 0,0273 uM olarak belirlenmistir (Soydan ve
ark., 2017). Koumetetralil; antikoagiilan kemirgen Oldiriiceler sinifinda yer alan simbiyotik
kemirgenleri kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu pestisitin etki mekanizmasi, K
vitamini dongiisiinii engellemesidir (Han ve ark., 2023; Lin ve ark., 2022). Koumetetraliliin gokkusagi
alabalig1 beyninden saflastirilan asetilkolinesteraz enzimi iizerine inbitdr etkisi ICso: 30 uM olarak
bulunurken, insan kan serumundan saflagtirilan PON1 iizerine inhibitor etkisi ICso: 9,55 uM olarak
tespit edilmistir (Ergun, 2022; Topal ve ark., 2015). Literatiirde Klorpirifos i¢in yapilan ¢alismalarda,
Rassostrea Rhizophora solungaglarindan Asetilkolinesteraz enzimi saflastirilmis ve inhibisyon etkisi
ICs0: 7,55 mMM olarak bulunmustur. Gokkusagi alabaligi karacigerinden ise tiyoredoksin rediiktaz
enzimi saflagtirllmis ve Klorpirifosun inhibisyon etkisi 1Cs50:0,38 uM olarak bulunmustur. Bir baska
calismada ise sigir eritrositlerinden CA enzimini saflastirilmis ve Klorpirifosun inhibisyon etkisi
esteraz aktivitesi ile 1Cs0:84,124 uM olarak tespit edilmistir (Souza ve ark., 2018; Ozgencli ve ark.,
2013; Demirdag, ve ark., 2012). Bu g¢alismada CA(I-1l) izoenzimlerini kullanilan pestisitler uM
diizeyde inhibe etmistir. Yapilan bir diger ¢alismada Imazethapyr, 2,4-D dimetilamin, Glifosat
izopropilamin ve Propamokarb HCI'nin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA-I-11)
tizerindeki etkileri hidrataz aktivitesi ile in vitro yontemi kullanilarak kolorimetrik olarak
belirlenmistir. Sonug olarak CA-1 ve CA-II i¢in mazetapir, 2,4-D dimetilamin, Glifosat izopropilamin
ve Propamokarb HCI'nin ICso degerleri; 0,093 mM, 0,463 mM, 0,617 mM, 0,46 mM ve 0,152 mM,
0,628 mM, 0,904 mM, 0,62 mM olarak bulunmustur (Genger ve ark., 2012). Bir bagka cailsamada ise
Saneen kegisinden CA enzimi saflastirilmig ve bazi pestisitlerin inhibisyon etkisi ¢alisilmig; Nuarimol,
Fenarimol ve 2,4- diklorofenoksi asetik asit i¢in ICsg degerleri sirasiyla 0,352 mM, 0,924 mM ve 2,04
mM olarak bulunmustur (Sinan 2007). Bu ¢aligmalarda kullanilan pestisitlerin, farkli enzimler veya
CA’lar iizerine inhibisyon etkileri incelenmis ve sonuglar farkli konsantrasyonlarda (uM veya mM)
bulunmustur. Bunun nedeni bazi calismalarda esteraz bazi calismalarda ise hidrataz aktivitesi
kullanilmasindan dolay1 olabilecegi gibi kullanilan enzim kaynaklarinin farkli olmasida olabilir. Bu
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calismada ise CA’nin spesfik substrat1 olan CO2’i kullanarak hidrataz aktivitesi ile bazi pestisitlerin
inhibisyon etkilerini belirlenmistir.

SONUC

Sonug olarak, bu ¢alismada CA (I-II) izoenzimleri afinite kromatografisi ile saflastirildi ve bazi
pestisitlerin in vitro toksikolojik etkileri arastirildi. CO2’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonu
ile pH 10.0’dan 7,4 ‘e diismesi igin gegen siirenin Ol¢iilmesi prensibine goére CO2 hidrataz aktivitesi
bulunmustur ve pestisitlerin inhibisyon etkilerini belirlemek igin ¢izilen % aktivite-inhibitor
grafiklerden 1Cso degerleri hesaplanmigtir. Tarim alanlarinda kontrolsiizce kullanilan bu pestisitler
besin zinciri yolu ile insan sagligini tehdit etmekle beraber, ¢evre ve su kirliligine de neden olmaktadir.
Bundan dolay1 canlilarin yapisinda son derece fizyolojik fonksiyona sahip karbonik anhidraz enzimi
saflastirilmis ve bazi pestisitlerin hidrataz aktivitesi ile inhibisyon etkisi arastirilmistir. Calismamizda
elde edilen sonuglarin bundan sonraki yapilacak toksikoloji arastirmalarina veya nitelikli benzer
calismalara kaynak olacagi kanaatindeyiz.

Cikar Catismasi1 Beyam
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.
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