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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ASETILKOLINESTERAZ VE BUTIRILKOLINESTERAZ ENZiMLERI
UZERINDE BAZI PESTISITLERIN ETKILERININ INCELENMESI

Omer AKDENIZ

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Murat SENTURK

Bakteriler, viriisler ve gesitli haserelerin insanlar, ¢evre ya da gidalarina olan
zararl etkilerini yok etmek i¢in kullanilan kimyasal maddeler, organik bilesenler ya
da dezenfektanlar gibi bilesikler ve yontemlere pestisit ismi verilir. Calismamizda bazi
pestisitlerin (Propoksiir, oksamil, karbofuran, metomil, simazin ve karbaril) AChE ve
BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Bu amagla enzimlerin
aktiviteleri izerine inhibisyon etkisi gosteren bu maddeler i¢in ICso degerleri 0,544 ile
11,270 uM arasinda oldugu hesaplandi.

2019, 46 sayfa
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ABSTRACT

Ms. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME PESTICIDES ON
ACETYLCHOLINESTERASE AND BUTYRYLCHOLINESTERASE
ENZYMES

Omer AKDENIZ

Agr1 Ibrahim Cegen University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Murat SENTURK

Compounds and methods such as chemicals, organic compounds or
disinfectants used to eliminate the harmful effects of bacteria, viruses and various pests
on humans, the environment or food are called pesticides. In our study, the inhibition
effects of some pesticides (Propoxure, oxamyl, carbofuran, methomyl, simazine and
carbaryl) on AChE and BChE enzymes were investigated. For this purpose, 1Csg values
were calculated to be between 0,544 and 11,270 uM for these substances which had

inhibitory effect on the activities of enzymes.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, ¢ogunlugu protein yapisinda olan ve canlilardaki biyokimyasal
tepkimeleri gerceklestiren biyokatalizorlerdir. Enzimlerde tipki yapisal proteinler gibi,
12.000 ile 1.000.000 Da araliginda degisen molekiil agirligina sahiptir. Bircok enzim
aktiviteleri i¢in protein yapisi disinda herhangi bir kimyasal gruba ihtiya¢ duymaz.
Bazi enzimler ise kofaktor adi verilen Fe?*, Mn?*, Zn?*, Ca?*, Mg?* veya Se?* gibi iyon
ya da iyonlara ihtiya¢ duyar. Bazi enzimler ise koenzim adi verilen kompleks yapidaki
organik veya metaloorganik yapili molekiillere ihtiya¢ duyarlar. Bazi enzimlerin ise
aktiviteleri i¢in hem bir veya daha fazla metal iyonuna hem de koenzime ihtiyaci
vardir. Protein yapisina ¢ok giiclii hatta kovalent olarak baglanan koenzim ya da metal
iyonlarma prostetik grup adi verilir. Metal iyonlar1 ya da koenzimi ile beraber katalitik
aktif olan enzim yapisina holoenzim adi verilir. Bu sekilde aktif olabilen enzimlerin
yalnizca protein kismi apoenzim Yya da apoprotein olarak adlandirilir. Koenzim olarak,
koenzim A; agil gruplari, nikotinamid; elektron, tiamin pirofosfat; aldehitler, gibi
islevsel gruplarin gecici tasiyicisi olarak katalizlemeye yardimcei olurlar. Koenzimlerin
¢ogunlugunu gidalar yolu ile alinan vitaminler olusturmaktadir (Nelson and Cox,
2005).

Cesitli organizmalar kendilerine 6zgii olan proteinleri icerdikleri gibi, hiicre
tirleri de yiizlerce farkli protein igermektedir. Bununla birlikte proteinler, biyolojik
aktivitesini ancak belli sicaklik ve pH sinirlarinda gosterebilir. Bu sebeplerden dolayi
bir proteinin saf halde bir hiicre veya bir dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen simdiye kadar bircok protein saf olarak elde edilmistir. Binden
fazla enzim kismi olarak saflastirilmis ve iki yilizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Enzimatik aktivitesi olmayan bir¢ok protein farkli canlilardan ¢ok yiiksek
saflik derecesinde elde edilmistir. Proteinler sicaklik, ti¢c boyutlu yapilari, yiizey
gerilimi, pH gibi bir¢ok faktorlerden hizli sekilde etkileserek ¢ok kisa siirede enzim
aktiviteleri degisiklik gostere bilmektedirler. Bu sebepten enzim izolasyonu igin

yapilmasi gereken deneyleri oldukg¢a dikkatli sekilde yayilmasi gerekir.



Saflastirmak i¢in genel olarak enzimlerin;

1. Molekiiler agirliklari,

2. Coziniirliik farklari,

3. Adsorbsiyon farkliliklari,

4. Elektriksel yiik farkliliklar1 esasina gore gerceklestirilir (Keha ve Kiifrevioglu
2008).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden birispesifik ligand esasina
dayanan afinite kromatografisidir. Baz1 proteinleri afinite kromatografisi kullanarak
tek basamakta yiizlerce proetinin bulundugu karisimlardan ayirtedilebilirler. Afinite
kromatografisi bir ¢esit adsorpsyon kromatografisidir, saflastirilmak istenen
molekiiliin, matriks diye adlandirilan kolona kovalent olarak immobilize edilmis bir
komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir
tekniktir. Matriks olarak sephadex, sepharose, biogel ve seliiloz gibi farkli materyaller
kullanilabilir. Kullanilacak ligandin saflastirilmak istenen maddeye spesifik ve tersinir
baglanma 6zelligine sahip olmalidir. Kiigiik ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) direk
matrikse baglamak suretiyle elde edilen adsorbanlar, matriks ve ligandla etkilesen
maddeler arasinda sterik engelden dolay1 daha kii¢iik ayirma kapasitesi gosterebilir.
Bu durumda uzant1 kolu, etkili bir saflastirmay1 kolaylastirmak amaci ile matriksle

ligand arasina baglanarak kullanilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2008).
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

Kiigiik bir grup olan Katalitik RNA molekiilleri disinda tiim enzimler protein
yapisindadir. Katalitik aktiviteleri, dogal protein yapilarinin korunmasina baglidir.
Eger enzimlerin dogal yapilar1 bozulursa ya da alt birimlerine ayristirilirsa aktivitesi
¢ogu zaman kaybolur. Ya da enzimi olusturan yapitaglart olan amino asitlere
aynigtirilirsa, Katalitik aktivitesi ortadan kalkar. Bu sebepten enzimlerde birincil,
ikincil, ticilinciil ve dordiinciil yapilar gibi tighoyutlu yapilarin olusturulmasi katalitik
aktivite i¢in esastir (Senturk, 2017).

Enzimlerin etkilestigi maddeye substrat adi verilir. Substratlar enzimlerle
etkilestikten sonra iiriine doniigiir sonrasinda iiriin ve enzim birbirinden ayrilir.
Reaksiyon esnasinda enzimlerin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklik olabilir fakat
reaksiyon sonunda baslangi¢ formuna doénerler. Enzimler reaksiyonlarin hizlarini
artirmalarina ilaveten hiicrelerde metabolik yolaklar i¢in 6nemli bir¢ok reaksiyonun
hizini diizenlerler. Bazi enzimlerin adlandirmasi substrat adinin sonuna “—az” soneki

getirilerek yapilirken, bazi enzimlerde ise ilk bulan bilim insaninin koydugu isimlerle



taminir. Ornegin; {ireaz, fosfataz, pepsin ve tripsin gibi. Ancak verdigimiz bu
orneklerin ¢ogusu enzimlerin katalizledikleri fonksiyonlar hakkinda smirli bilgi
verirler. Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir siniflandirma
yapilmustir. Ayrica her bir enzim i¢in enzim konseyi tarafindan belirlenen 4 rakamli
bir kod numaras1 belirlenmistir (Lehningerii, 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2008).

Bugiin yaklasik 2000’den fazla farkli enzim tiirii kesfedilmistir. Enzimler igin
hem katalizledikleri reaksiyon hem de substrat ozgiilliikleri dikkate alinarak bir
siniflandirma yontemi gelistirilmistir. Bu smiflandirmaya gore tiim enzimler enzim
kataloguna, dért basamakli bir say1 olan E.C. numaras altinda girerler. Ik basamak 6
temel siiftan birine iiyeligi belirtirken sonraki ikisi alt siniflar1 ve alt-alt siniflar
belirtir. Son basamak ise enzimin alt siniftaki sirasini gosterir.

Alt1 temel sinifin her biri, ayn1 reaksiyon 0zgiilliigline sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (sinif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (sinif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger
fonksiyonel gruplarin transferini katalizlerler. Cogu oksidorediiktazlarin ve
transferazlarin koenzimlere gereksinimi vardir. Hidrolazlarda (siif 3) grup
transferinde rol alirlar ancak alict her zaman bir su molekiiliidiir. Liyazlar (sinif 4) bir
¢ift bagin uzaklastirlmast veya olusumu ile ilgili reaksiyonlari katalizlerler.
Izomerazlar (smif 5) geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin birbirine
dontistiiriilmesini kataliz eden enzimlerdir. Ligazlar (sinif 6, sentetazlar) tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimhidir. Bu nedenle, her zaman niikleosit
trifosfatlarin hidrolizi ile birlikte gergeklesir (Koolman et al., 2003; Keha ve
Kiifrevioglu, 2008).

Giiniimiizde bir¢ok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200°den fazla
enzim de kristallestirilmistir. Yapilan genetik caligsmalar ve hiicre i¢indeki kimyasal
reaksiyonlarin ¢esitliligi daha bircok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir. Biitlin
canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. Enzimler canli
hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten sonra uzun siire etkili kalirlar.
Katalitik etkileri hiicreye bagli degildir. Enzimler, protein yapisinda olduklarindan
protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin katalizleme giicleri “turnover sayisi” ad1 verilen bir degerle ifade

edilir ve birim zamanda bir mol enzimin iiriine doniistiirdiigii substratin mol sayis1



demektir. Enzim aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorleri sdyle
siralayabiliriz:

Substrat konsantrasyonu

a. Enzim konsantrasyonu

b. pH

c. Iyonik siddet

d. Inhibitor ve aktivatdrlerin varhig

e. Sicaklik

1.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (E.C. 3.1.1.7) (AChE, Asetilhidrolaz), nérotransmitter
asetilkolini hidrolizleyen hidrolaz grubundan bir enzimdir. AChE baslica
néromuskular kavsakta ve sinaptik iletimi sonlandirdigi kolinerjik beyin sinapslarinda
bulunur. Enzimlerin karboksilesteraz ailesine aittir. AChE enzimi pestisitler ve sinir

gazlar1 gibi organofosfat tiirevi bilesiklerle inhibisyon i¢in birincil hedeftir.

1.2.1. Asetilkolinesterazin yapisi ve mekanizmasi

Oldukga yiiksek aktiviteye sahip olan AChE enzimi saniyede yaklasik olarak
25.000 asetilkolin (ACh) molekiiliinii pargalar. Bu enzimin aktif bolgesi katyonik alt
birim ve anyonik alt birim olnak tizere iki alt birimden olusur. AChE"'in yapisi ve
reaksiyon mekanizmasi enzimin kristal yapisi ile agiklanmistir (Susman et al., 1991).
Enzimin mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6nemli bir nérotransmitter madde

ve enzimin substrati olan asetilkolinin kimyasal yapis1 asagidaki sekilde verilmistir.

Q \ /
)J\O/\/Nt\

Sekil 1. 3. Asetilkolinin yapist.



Asagida enzimin kataliz reaksiyonu gosterilmektedir. Uriin olarak asetat ve

kolin olusur.
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Sekil 1. 4. Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu.

Enzimdeki anyonik alt birim asetilkolinin pozitif kuaterner amini ile baglanir.
Ayrica bu bolgeye diger katyonik substratlar ve inhibitorler de baglanir. Katyonik
substratlar, aktif bolgeye giden aralikta siralanan 14 aromatik amino asit ile
etkilesimden baska anyonik bolgede negatif yiiklii amino asitlerle baglanmazlar (Ariel
et al., 1995). Aromatik araliktaki bu 14 amino asit oldukga yiiksek bir korumaya
sahiptir (Ordentlich et al., 1993). Aromatik asitler arasinda triptofan 84 kritik 6neme
sahiptir ve bu amino asitin alaninle yer degistirmesi enzimin reaktifligini 300 kat
azaltir (Tougu, 2001). Aktif bolgeye giden bu aralik yaklagik olarak 20 angstrom
uzunluga sahiptir. Aktif bolge enzimin alt kismindan 4 angstrom yukarida bir konuma

sahiptir (Harel et al., 1993).

Asetilkolinin asetat ve koline hidrolizlendigi esteratik alt birim katalitik ti¢lii;
serin 200, histidin 440, glutamat 327 amino asitlerinden olusmustur. Bu ti¢lii amino
asit grubu, 3. amino asitin olmas1 gereken aspartat yerine glutamat gelmesi disinda
serin proteazlarla benzer dizilime sahiptir (Tripathi, 2008). Karboksil esterin hidroliz
reaksiyonu agil-enzim ve serbest kolinin olusumuna neden olur. Daha sonra agil-enzim
su (H20) molekiilii tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve histidin 440 amino asitinin

yardimiyla asetik asiti serbest birakilir ve tekrar serbest enzim olusur (Pohanka, 2011).

1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu

Norotransmisyon sirasinda ACh sinir hiicresinden sinaptik bosluga salinir ve
post-sinaptik membrandaki ACh reseptorlerine baglanir. Boylece bir sinyal olusur.
Ayni sekilde post-sinaptik membranda konumlu AChE enzimi asetilkolini hidrolize

ederek sinyal iletimini durdurur. Serbest kalan kolin 6nceki sinaptik sinir hiicresi



tarafindan tekrar alinir ve kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil-CoA ile
reaksiyonundan tekrar asetilkolin sentezlenir (Whittaker, 1990). Asagidaki sekilde

mekanizma gosterilmistir:

1.2.3. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Bir asetilkolinesteraz inhibitoérii AChE enzimini inhibe ederek asetilkolinin
yikimin1 engeller. Boylece ndrotransmitter asetilkolinin konsantrasyonunu ve islev
stiresini arttirtr. AChE inhibitorleri geri dontigiimlii, yar1 geri doniisiimlii ve geri
doniistimsiiz olarak etki ederler (Pohanka, 2012; Zilbeyaz et al., 2018).

Yarigmali ve yarigsmasiz geri doniisiimlii AChE inhibitorleri cogunlukla tedavi
amagh  kullanilir.  Bu inhibitérlere karbamatlar, fizostigmin, neostigmin,
pyridostigmine, ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren tiirevleri,
galantamin, kafein (yarigsmasiz), piperidinler, donepezil, takrin
(tetrahidroaminokridin, THA), edrofonyum, Huperzin A, ladostigil, ungeremine,
lactucopicrin 6rnek olarak verilebilir (Pohanka 2012; Zilbeyaz et al,. 2018; Cavdar et
al., 2019; Ozil et al., 2019).

Yari-geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri daha ¢ok
kimyasal silahlar ve pestisitlerin yapiminda kullanilir. Bu inhibitorlere
organofosfatlar,  ekotiofat, sarin, diazinon, ethiofencarb, propamocarb,
diizopropilfluorofosfat, malathion, soman, galantamin, cadusafos, klorprifos,
pinmicarb, oxamyl, siklosarin, diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb,
bendiocarb, phenmedipham, bufencarb, pirimicarb, huperzine A, Karbaril,
karbendazim, propoxur, karbetamit, karbofuran, karbosulfan, chlorbufam,
chlorpropham, formetanate, methiocarb, methomyl, propham, onchidal ve kumarinler
ornek olarak verilebilir (Pohanka, 2012).

1.2.4. AChE enziminin inhibitorlerinin kullanim alanlar

AChE enzimi inhibitorleri bir¢ok alanda kullanilir. Bu alanlar asagida

siralanmastir.

e Dogal olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli zehirler AChE enzimini inhibe

edebilirler.



e Sinir gazlar1 kimyasal silah olarak kullanilabilir.
e Insektisitlerde bulunurlar (Colovic et al., 2013).

e Tibbi amagh olarak, glaucoma ve myasthenia gravis tedavisinde, antikolinerjik
zehirlenmeye karsi antidot olarak, non-depolarlayici kas gevseticilerin etkisini tersine
cevirmek icin, Alzheimer gibi hastaliklarin ndropsikiyatrik semptomlarinin
tedavisinde Ozellikle tepkisizlige karsi, Lewy Body Dementia ve Parkinson
Hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Taylor et al., 2012). Butirilkolinesteraz (BChE,
E.C. 3.1.1.8 ) enzimi inhibitorleride son yillarda AChE inhibitorlerigibi Azheimer

hastalig1 tedavisinde 6nemli uygulama alani bulmustur (Taylor et al., 2012)..

Asetilkolinesterazin inhibisyon mekanizmasin1 gosteren sekil asagida

verilmistir:

2.5. Kolinesterazlarin Molekiiler ve Protein Yapilari

Kolinesteraz enzimleri (AChE ve BChE) molekiiler formlarinin farliligina,
¢oziinlirliik 6zelliklerine, kuarterner yapilar1 ve kendilerini olusturan alt birim sayisina
gore siniflandirilirlar (Massoulie et al., 1993; Massoulie, 2002). AChE enzimi Tip |
G2 yapisindadir ve glikofosfatidilinositol ¢ipasi igerir (Massoulie et al., 1993). Tip Il
G1 ve G2 yapisindaki AChE ve BChE enzimlerinin ise hidrofobik yapidaki bir ¢ipa
ile zara tutunurlar (Massoulie et al., 1993; Massoulie et al., 2008). A12 asimetrik
yapist iceren disiilfit bagilari ile olusan {i¢ katalitik alt birim birbirine, kollajen yapida

tiglii heliks kuyruk ile tutunarak bu yapiy1 olusturur (Massoulie et al., 1993).

Insan ve sigir gibi memelilerin beynindeki kaudat ¢ekirdek AChE’si G4
tetramerleridir, ayrica asimetrik kollajen kuyruklu AChE memeli kas dokusunda
bulunmaktadir, (Sekil 2.4) (Chatonnet and Lockridge, 1989; Lockridge, 1988).

Insan serum BChE enzimi ise iki disiilfit bag: ile birbirine baglanmis
dimerlerden olusan G4 tetrameri halinde bulunmaktadir (Chatonnet and Lockridge,
1989; Blong et al., 1997).

Kolinesterazlar, glikoprotein yapida olan monomer veya oligomerlerdir
(Chatonnet and Lockridge, 1989). Insan serumunda BChE’nin biiyiik bir kismi

¢Oziinebilir halde olan G4 formunda bulunmaktadir, ne bir glikolipid ¢ipa ne de



kollajen kuyrugu vardir, yapisi birbirine es dort alt birimin olusturdugu tetramerdir
(Masson and Lockridge, 2010). BChE’nin bir monomerinin molekiiler agirligi
yaklasik olarak 90 kDA, bir dimeri ise yaklasik 180 kDa’dir (Lockridge, 1990).

2.6. Calismada Kullanilan Pestisitler

Cizelge 1.1. Propoksiir pestisiti hakkinda genel bilgiler.

Etken madde adi Propoksiir
Formiilii C11H1sNO3
Molekiil agirhgi 209.245 g/mol
H
N
Molekiil yapisi
0" S
~ 0 )
S ‘H‘f’ T
~
~



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H15NO3

Cizelge 1.2. Oksamil hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ada Oksamil
Formiilii C7H13N303S
Molekiil agirhgi 219.259 g/mol
Molekiil yapisi J 0
"'\.-\,‘ ., N H\ o~
~N ~0 - ‘\‘-.-i._?_; N~
; [
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H13N3O3S

Cizelge 1.3. Karbofuran hakkinda genel bilgiler.

Etken madde ada Karbofuran
Formiilii C12H1sNO3
Molekiil agirhgi 221.256 g/mol
..-'"-.::::-H. —_
Molekiil yapisi
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H15NO3

Cizelge 1.4. Metomil hakkinda genel bilgiler.

Etken madde Metomil

adi

Formiilii CsH10N202S
Molekiil agirhig | 162.207 g/mol
Molekiil yapisi
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C5H10N2O2S

Cizelge 1.5. Simazin hakkinda genel bilgiler.

Etken madde Simazin
ad1
Formiili C7H12CINs
Molekiil agirhig | 201.658 g/mol
Molekiil yapisi I—||
= -~ N - N <
H""'\-y_.-"'-' - H"\-\._.-"-'
S
=
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H12ClN5

Cizelge 1.6. Karbaril hakkinda genel bilgiler.

Etken madde Karbaril
ad1
Formiilii C12H11NO2
Molekiil agirhig | 201.225 g/mol
.-'"f-/“nh“'a __.."’f' e
Molekiil yapisi | ‘
H"‘bﬁ P - ""\-..\_\_\H -~
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H11NO2

2. KAYNAK OZETLERI

Kolinesteraz enzimleri, bircok dokuda, viicut sivilarin ve plazmada bulunan
enzimlerdir. Inhibitére hassasiyet seviyelerine ve substrat ozgiilliiklerine gore
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz diger iki gruba ayrilirlar (Radic et al., 1993).
AChE enzimi kas, beyin ve eritrosit zarinda bulunan asil kolinesteraz enzimidir
(Grisaru et al., 1999). Kolinerjik sinapslardan asetilkolinin salimasindan sonra
kolinesterazlar yardimiyla par¢alanmasi sonucu sinir iletileri sonlanir (Massoulie et
al., 1993). BChE enzimi ise kolin esterlerini ve bu bilesiklerin tiyol analoglarini,
nitroasetanilidleri, ksenobiyotikleri, amitriptilin, aspirin, drofenin ve benaktizin gibi
ilaglari; pestisitler, stiksinildikolin, insektisitler gibi karbamat tiirevlerini ve birgok
organofosfat yapisindaki maddeleri pargalayabilen, serumda bulunan ana detoksifiye
edici enzimlerdendir (Massoulie et al., 1993; Masson et al., 2010). Birgok tiir kKimyasal
bilesigi  hidrolizleyebilmesine ragmen, BChE enziminin dogal substrati
bilinmemektedir (Masson et al., 2010). Ancak, en uygun substrati biitirilkolindir
(Augustinsson et al., 1971). Biitirilkolin ise sigir kornea epitelinde ve beyninde tespit
edilmistir, gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte, norotransmitter Ozellikte bir

madde oldugu diistiniilmektedir (Duysen et al., 2012).

Dekametonyum, edrofonyum ve propidyum BW284C51°¢ benzer sekilde etki
gosterbilen ligandlar olaral gorev yaparlar (Masson et al., 1994; Saxane et al., 1997).
Dekametonyum BChE enziminin yarismali inhibitorii olarak davranirken, AChE
enzimi i¢in ise karisik tip inhibisyon goriilmektedir (Saxane et al., 1997). Propidyum
bilesigi AChE enziminin periferal anyonik bolgesine baglanarak inhibisyon etkisini
gosterirken AChE enziminin aktif bolgesiyle etkilesemeyen bir ligand olmakla birlikte
BChE enziminin aktif bolgesi ile etkilesebilmektedir (Saxane et al., 1997; Bourne et
al., 2010).

Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan takrin, serum BChE ve AChE
enzimlerini ¢ok etkili bir sekilde inhibe edebildigi i¢in bu hastalikta ilag olarak

kullanilmaktadir (Saxane et al., 1997). Takrin molakiilii kolinesteraz enzimlerinin aril

15



acil amidaz (AAA) ve esteraz aktivitelerini etkileyerek inhibisyon etkisini
gostermektedir (Rajesh et al., 2009a).

Kaslardaki sinir iletimini engelemek amaci ile kullanilan bir ligand olan
siiksinilkolin, nikotinik asetilkolin reseptorlerini yarismali inhibe ederek kas
gevsemesini sagladigi igin tibbi miidahalelerde anestezik ilag olarak kullanilmaktadir
(Monaharan et al., 2007; Lockridge, 1982). Siiksinilkolinin inhibe edemedigi atipik
BChE varyantlari, siiksinilkolin apnesi diye adlandirilan klinik olgunun ortaya
¢ikmaktadir (Lockridge, 1982).

Terpenlerin seskuiterpen smifindan olan huperzin A molekiilii, dogal bir
alkaloid tiirevidir ve kolinesteraz enzimlerini inhibe edebildigi icin Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir (Rajesh et al., 2009a). Kolinesterazlarin AAA
aktivitesini inhibe edici 6zelligi bulunmaktadir (Rajesh et al., 2009a; Rajesh et al.,
2009D).

Karacigerde sentezlenip plazmaya aktarilan BChE enzimi insanlarda
serumdaki proteinlerin yaklasik % 0.01’ini teskil etmektedir (Massoulie et al., 2008).
Ayrica BChE enziminin bir gorevide toksik bilesiklerin AChE enzimine ulagsmadan
detoksifiye edilmesinin saglanmasidir (Soreq and Seidman, 2001; Malfitano et al.,
2014). BChE enzimi kalp, damar, beyin, ince barsak, plazma, akciger, kas, karaciger,
dalak, tiikiiriik ve deri olmak iizere bir¢ok dokuda bulunmaktadir (Soreq and Seidman,
2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler
Deneylerde kullanilan NaOH, Tris, NaCl, NaCH3COO, HCI, glisin, H3PO4, NaNs,
gliserol, potasyum fosfat, asetiltiyokolin iyodat, potasyum bisfosfat, butiriltyokolin
iyodat, HCH3CQOO, 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit), KClI, etanol, E.Merck AG’den

satin alindi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar
Tez ¢alismamizda yararlanilan alet ve cihazlar agsagida belirtilmistir.

Sogutmali santrifiij ~ : Thermo SL16R

Spektrofotometre : Shimatzu 2800

pH metre : Schott pH-Meter CG840
Peristaltik pompa : Gilgon miniplus3

Hassas terazi : Ohaus PA214C

Otomatik pipet : Thermo scientific

Magnetik karistirict  : Stuart SB162

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF
Buzdolaplari : Argelik

Derin dondurucu: Argelik Freezer (-20°C’ye kadar)
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozeltiler hazirlanirken kullanilan saf su ve deionize sudur. Bazi ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan suda sterildir.

1. 0,1 M Tris-HCI, pH = 8,0 (AChE enzimi aktivite 6l¢timii i¢in): 12,11 g Tris
950 ml distile suda ¢oziilerek, 1 N’lik HCI ile pH’s1 8,0’e ayarlandikten sonra toplam
hacim distile su kullanilarak 1 litreye tamamlandi.

2. 0,1 M KH2POs4 (pH=7,8) (BChE enzimi aktivite dl¢iimii i¢in): 0,68 g
KH2PO;4 tartilarak 85 ml distile suda ¢ozildi, 1 N’lik HCI ile pH=7,8’e ayarlandi ve
hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3.2 mM asetiltiyokolin iyodat ¢ozeltisi: 5,96 mg asetiltiyokolin iyodat alinarak
10 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

4. 2 mM S-butiriltiyokolin iyodat ¢6zeltisi: 6,34 mg S-butiriltiyokolin iyodat
alinarak 10 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

5.2 mM DTNB (5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) ¢6zeltisi: 7,73 mg DTNB
aliarak 10 ml 0,1 M KH2PO4 (pH=7,8) tamponunda ¢oziilerek hazirlanir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ellman yontemine gore AChE/BChE inhibitor etkisi olciilmesi

AChE ve BChE enzimleri spektrofotometrik olarak Ellman yontemine gore
tayin edilecektir. Ellman yonteminde, substrat olarak oksi ester olan asetilkolin yerine
tiyol ester olan asetiltiyokolin kullanilir. Ellman metodunun prensibine gore
asetiltiyokolin, asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilir ve hidroliz sonucu aciga
¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi olan DTNB [5,5’-ditiyo-bis-(2-mtrobenzoik asit)] ile
reaksiyona girer. Reaksiyon sonucunda sar1 renkli kromofor TNB (5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit) olugur. Reaksiyon sonunda olusan bu sar1 renkli bilesigin olusum
hiz1 (rengin siddeti), 412 nm de absorbans 6l¢timii yapilarak belirlenir (Ellman et al.,
1961). Bu sar1 rengin siddeti, AChE/BChE enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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AChE / BChE enzimlerinin enzim iinitesi degeri hesaplanirken kullanilan

formiil;

AOD V1 1
EU/ml = ----m-- X ==mmmmmmee X =mmmmmm-e-
t VE 13,6
Enzim iinitesi hesaplama formiiliindeki simgeler asagidaki gibidir;

EU/ml : 1 ml ¢6zeltide bulunan enzim {nitesi degeri
AOD : Zamana gore absorbans farki degisimi
T : Zaman (Dk)
13,6 : DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi
VT : Toplam hacim (ml)
VE : Kiivete katilan enzim miktar1 (ml)

3.2.2. Inhibitorler icin ICso degerlerinin belirlenmesine ait ¢calismalar

Bazi ilag etken maddeler i¢in farkli inhibitor konsantrasyonlarinda aktiviteleri
olgtilerek % aktivite - [1] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden 1Cso degerleri
hesapland1 (Lineweaver and Burk, 1934).
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ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Inhibitorler I¢in ICso Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Calisilan enzimlerin aktiviteleri tizerine meloksikam, lornoksikam, enalaprili
silazapril ve ramipril ilaglarinin inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu
maddelerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda
¢ozeltiler hazirlanarak AChE ve BChE enzimlerinin aktivitesi tizerine etkileri
arastirildi. Konsantrasyona kars1 % aktivite (%oaktivite-[I]) olarak olusturulan

grafikler Sekil 4.2-4.8’de gosterildi. Egrilerin denkleminden ICsg degerleri

hesaplandi.
120
100 y= 100e—229,3x
R?=0,9696
80

% Aktivite
IN o
o o

N
o

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
[Propoksiir] (mM)

Sekil 4.1. Propoksiir ile AChE enzimini ICsp grafigi.
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120

y= 100e-349,5x
R?=0,9881

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008
[Oksamil] (mM)

Sekil 4.2. Oksamil ile AChE enzimini ICsp grafigi.

120
100 y = 100e°1273
R?=0,9904
80

% Aktivite
N o
S o

N
o

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014 0,0016
[Karbofuran] (mM)

Sekil 4.3. Karbofuran ile AChE enzimini ICso grafigi.
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100

% Aktivite
N o o
S o o

N
o

y = 100e126x
R? = 0,9756

0,002 0,004 0,006
[Metomil] (mM)

0,008 0,01

0,012

Sekil 4.4. Metomil ile AChE enzimini I1Cso grafigi.

120

100

% Aktivite
N o o
o o <

N
o

y= 100e»66,72x
R?=0,9893

0

0,002 0,004 0,006 0,008
[Simazin] (mM)

0,01 0,012

0,014

Sekil 4.5. Simazin ile AChE enzimini I1Cso grafigi.
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y= 100e»61,48x

100
R?=0,9835

% Aktivite
N o o
S o o

N
o

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
[Karbaril] (mM)

Sekil 4.6. Karbaril ile AChE enzimini ICso grafigi.

120

y =-5049,3x + 100
R*=0,9946

100

(0]
o

% Aktivite
fon}
o

40
20
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
[Oksamil] (mM)

Sekil 4.7. Oksamil ile BChE enzimini ICso grafigi.
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y= 100e-69,06x

100
R*=0,9896
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% Aktivite
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
[Metomil] (mM)

Sekil 4.8. Metomil ile BChE enzimini ICsp grafigi.

Cizelge 4.1. Bazi pestisitler ile AChE ve BChE enzimleri i¢in ICso degerleri.

ICso degerleri (M)

Maddeler AChE BChE
Propoksiir 3,023 -
Oksamil 1,983 9,903
Karbofuran 0,544 -
Metomil 5,500 10,037
Simazin 10,380 -
Karbaril 11,270 -
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4. TARTISMA ve SONUC

Enzimler, metabolizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve ylizde
yiizliik bir iiriin olusumunu saglayan, hi¢ bir yan iirlin olusumuna meydan vermeyen
biyokatalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2008). Enzimatik reaksiyonlarda substratlar
farkli molekiillere yani iiriinlere doniisiirler. Canli metabolizmadaki tepkimelerin
neredeyse tamaminin ger¢eklesmesi i¢in enzimlere ihtiya¢ duyar. Enzimler substratlari
icin son derece segici olduklart i¢in, ve pek c¢ok olasi tepkimeden sadece birkagini
hizlandirdiklarindan dolay1, bir hiicredeki enzimlerin kiimesi o hiicrede hangi
metabolik yolaklarin bulundugunu belirler. Enzimler ileri ve geri tepkimeyi esit
derecede katalizler. Dengeyi degil, ona ulasma hizin1 degistirirler. Ornegin, karbonik
anhidraz, substratlarin konsantrasyonuna bagli olarak tepkimesini her iki yonde de

katalizleyebilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2008; Senturk, 2017).

Bunun yaninda, genel olarak bahsedildigi gibi asetilkolin gibi nérotransmitter
madde miktarindaki azalma yada artmalar ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadir.
Ornegin asetilkolin’nin ¢ok fazla hidrolizlenmesiyle Alzheimer hastaligi meydana
gelmekte ve bu hastaligin tedavisi i¢in AChE’nin inhibisyonuna sebep olan ilaglar
aranmakta ve ¢alisilmaktadir. AChE inhibitorleri olarak kumarin tiirevleri tizerinde

durulmustur.

Enzim o heliks ve B tabakalarindan olusur. Sar1 renk ile gosterilmis 14 aromatik
rezidii aktif bolgenin cevresinde siralanmiglardir. Aktif bolgede bulunan Serin,
Glutamat ve Histidin amino asitleri katalitik tgliiyli olusturmaktadir. Yapilan
calismalarda AChE inhibisyonu, sempatik ve parasempatik sinir sistemlerinin normal
norotransmisyonu ile etki edebilen kimyasallarin ndrotoksik etkilerini belirlemede
kullanilir.  Organofosfatlarin, karbamat pestisitlerin (Duysen et al.,, 2012),
enantiyomerik inhibitorlerin (Lin et al., 1998), metallerin ve ¢esitli kimyasallarin
ACHhE aktivitesini inhibe ettikleri bildirilmistir (Bocquene et al., 1995; Zilbeyaz et al.,
2018; Cavdar et al., 2019). Ayrica AChE’1n alifatik bilesikler ile 6zellikle de aromatik
bilesikler tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Lin et al., 1998). Yapilan diger bir

calismada ise Pasifik Torpedo californica elektrik organin AChE enziminin X-1sinlar
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ile yapilan analizi sonucu enzimin bes Onemli baglama sitesine sahip oldugunu

gostermistir (Sekil 5.1).

o
i ] SN J
(‘)H \
Ser )
v ~
b

Sekil 5.1. Asetilkolinesterazin aktif bolgesi ile asetilkolin arasindaki etkilesme.

AChE enziminde esterik ve anyonik olmak tizere iki etkin kisim bulunur. Negatif
yiikli anyonik kisim, iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil grubundan
ibarettir. Asetilkolinin katyonik azotu buraya elektrostatik olarak baglanmistir. Esterik
kisim ise pozitif yiiklii olup, serinin hidroksil grubu ile histidinin bazik imidazol
halkasindan olusur. Bazik imidazol halkasi, serinin hidroksil grubuna hidrojen baglari
ile baglanarak onun etkinligini arttirir (Vale, 1998). Sekil 5.1°de goriildiigi gibit AChE

enziminin etki mekanizmasi sdyle 6zetlenebilir.

a. Oncelikle bir oksianyon bdlgesi tetrahedral ara iiriinii stabilize eder.

b. Daha sonra aktif bolgeyi olusturan bir esteraktik site esteratik karbonil grubuna
(C-0) saldirir.

c. Az sayida negatif yiik ve ¢cok sayida aromatik rezidii iceren bir anyonik substrat
baglama bolgesinde ACh’nin kuarterner amonyum kutbunu icermektedir. Bu gurup
aromatik guruplarin elektronlari tarafindan farkli aktif bolge ligantlar1 ile tercihli
etkilesim igerisinde olur.

d. Esteratik ve anyonik bir bdlgeye bitisik olan ve ayni zamanda aktif bolge-
selektif aromatik baglanma bolgesi olan bu kisim aril substratlar1 ve aktif bolge

ligantlarin1 baglamada oldukca 6nemlidir.
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e. Son olarak periferal bir anyonik baglama bolgesi hidrofobik bolgeye baglanir ve

aktif bolgeden guruplarin ayrilmasini saglar.

Biitiin yapilan bu g¢alismalar acik bir sekilde mekanizma temelli inhibitorlerin
dizayn ve arastirilmasina ve ayrica AChE enziminin de etki mekanizmalar ile ilgili
aragtirmalar1 gostermektedir. Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in farkli yapilara sahip
AChE inhibitorleri lizerinde ¢alismalar yogunlagsmaktadir. Bir AChE inhibitorii olan
E2020 ligandi ile kompleks yapmis AChE enzimi Sekil 5.2°de goriilmektedir. Bu
inhibitorler de metabolizmaya, etki mekanizmasina ve beyin selektivitesine gore

degismektedir.

Genellikle; serum, barsak, cilt ve sinir uglarinda bol bulunan BChE ise ACh ve
biitirilkolin i¢in aktivite gosterebilmekle birlikte biitirilkolin i¢in daha spesifiktir (Lang
et al., 1997). BChE’nin rolii heniiz tam olarak belirlenememistir. BChE nin gérevinin
dokularda AChE tarafindan temizlenemeyen ACh’i wuzaklastirmak oldugu
digiiniilmektedir ve Cyprinus carpio’da beyin dokusunda BChE aktivitesi
bulunmamaktadir (Chuiko, 2000).

Asetilkolin (ACh), baliklarin sinir ve noromuskular sistemlerindeki baglica
norotransmitterdir (Kirby et al., 2000). Biitiin kolinerjik néronlarda asetilkolin sentezi,
yikimi ve depolanmasi benzerdir. Asetil kolin, Asetil koenzim A ve kolinden
asetiltransferaz (ChAT) enzimin katalizledigi reaksiyon sonucunu tek bir adimda
sentezlenir. Bu reaksiyonda kullanilan asetil koenzim A’nin biiyiik c¢ogunlugu,
mitokondri i¢ membraninda, glikolizis sirasinda, piirivat dehidrojenaz enzimi
tarafindan olusturularak ChAT’nin bulundugu sitoplazmaya taginir. Kolinin yaklasik
%35-50’si, sinaps araliginda AChE tarafindan yeniden olusturulup, ACh sentezinde
kullanilan kolinin yarisini i¢ceren akson ucuna tasinir. Merkezi sinir sisteminde, ACh

sentezinde kullanilan kolinin iigte biri ise diger kaynaklardan saglanir (Chang and

Strichartz, 2005).

AChE enzimi baskilandiginda, sinir sisteminde ACh birikmeye baslar ve merkezi

sinir sisteminde yiiksek miktardaki ACh, duyusal ve davranigsal bozukluklara,
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koordinasyon bozukluguna, motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve solunum

yetmezligine yol agar (Chang and Strichartz, 2005).

Genellikle altmis yasin tlizerindeki hastalarda ilerleyici zihinsel islev
bozuklugunun en sik nedeni olarak goriilen Alzheimer hastaligi (AH), ndrodejeneratif
bir hastaliktir (Geula and Mesulam, 1999). Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle
birlikte kolinerjik eksikligin giderilmesi amaciyla asetilkolinin sinaptik aralikta daha
uzun kalmasimi saglamak, giiniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik
uygulanan yontemdir. Bu amaca yonelik olarak en fazla kolinesteraz enzim
inhibitorleri kullanilmaktadir (Geula and Mesulam, 1999; Cavdar et al., 2019). AH'nin
ileri donemlerinde beyindeki AChE aktivitesi %55-67 oraninda azalirken, BChE
aktivitesi artmaktadir (Perry et al., 1978).

Yapilan mikroskopik incelemeler, Alzheimer hastalarinda AChE’nin yani sira
BChE aktivitesinin de asir1 derecede arttigin1 gostermistir. Bu durum, AH'in
tedavisinde, AChE'nin yanisira BChE'ln de inhibe edilmesinin avantajli olacagini

diistindiirmektedir (Geula and Mesulam, 1999; Durmaz, 2015).

Organofosforlu pestisidler de asetilkolinesteraz inhibitorleri arasinda yer alirlar.
Enzimin aktif bolgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu fosforlayarak inaktif
hale getirirler. Bunun sonucu olarak kolinerjik sinir kavsaklarinda asetilkolin
miktarinin artmasi, diiz kaslarin kasilmasina ve salgi bezlerinin salg1 yapmasina sebep
olur. AChE aktivitesindeki inhibitor etki, pestisitlerin ayn1 zamanda, sinir
hiicrelerindeki enerji metabolizmasi gibi dnemli yasamsal siirecleri de etkiledigini
gostermektedir (Nath and Kumar, 1999). Karbamatlh pestisidlerle ger¢eklesen AChE
inhibisyonu doniisiimlii olmasina ragmen; OP’lu pestisidlerle ger¢eklesen inhibisyon
dontisiimstizdiir. Asetilkolinesteraz aktivitesindeki degisimler OP pestisidlerin
organizmalar iizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi sirasinda bioindikator olarak
kullanilmaktadir (Lang et al., 1997). Ayrica akuatik kirlenmede AChE aktivitesi
biyomarkir olarak kullanilmaktadir (Dembele et al., 2000).
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Bu ¢alismamizda farkli pestisit molekiilleri ile AChE ve BChE enzimlerinin
inhibisyon etkisi degerlendirildi. Ellman metoduna gore inhibisyon tiirii, ICso degerleri
belirlendi (Ellman, 1961). Calismada kullanilan kimyasallarin hem AChE hem de
BChE enzimlerini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi gbzlendi. Bu amagla kullanilan
pestisitlerin icin AChE ve BChE enzimleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 0,544-11,270
uM ve 9,903-10,037 puM araliginda oldugu belirlendi. Bu metotta AChE enzimi
oncelikle tiyokolin ve asetata pargalamaktadir. Aciga cikan tiyokolin reaksiyonun
ikinci basamaginda ilave edilen 5,5’-ditiyo-bis(2-nitro-benzoik) asit (DTNB) ile
hidrolisi sonucu 2-Nitro-5((2-trimetilamino)etil)disiilfanil)benzoata ve 5-Tiyo-2-
nitro-benzoik aside doniismektedir. 5-Tiyo-2-nitro-benzoik asit sar1 renkli ve 412 nm

dalga boyunda maksimum absorbans gostermektedir (Ellman et al., 1961).

ACHhE inhibitorleri genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptir (Colovic et al.,
2013). Zehirler dogal olarak olusur ve AChE’1 kuvvetli sekilde inhibe ederler. AChE
inhibitorleri sinir gazlar1 seklinde silah olarak kullanilabilirler, insektisit olarak, ilag
olarak agir kas zaafi anlamina gelen, ¢abuk yorulma seklinde ortaya cikan ve
noromiiskiiler bir hastalik Myastenia gravis tedavisinde, glukoma tedavisinde, postural
tagikardi sendromu tedavisinde, antikolinerjik zehirlenmelere kars1 panzehir olarak,
non-depolarizan kas gevseticilerin etkisini tersine ¢cevirmede, apati gibi hastaliklarin
noropsikiyatrik semptomlarint tedavisinde kullanilirlar. Ayrica Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinin tedavisinde, dementiada (bunamada), hafiza ve 6grenme
defektleri gibi norodejeneratif bozukluklarin sipmtomal tedavilerinde, gorsel
halusinasyon gibi psikotik belirtilerde (Singh et al., 2008; Taylor et al., 2012),
sizofreni hastalarinda bilissel bozukluklarin tedavisinde (Ribeiz et al., 2010; Choi et
al., 2013), otizm tedavisinde (Buckley et al., 2011), uykuyu hizl1 birsekilde tesvik eder

Ve uyuma yiizdesini arttirmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Handen et al., 2011).
» Cesitli pestisitlerin biyolojik etkilerinin son yillarda artmasinin ana nedeni

giinliik hayatimizda ¢okg¢a kullanilan bu maddelerin toksisite degerlerini ya da

zaralarini belirlemektir.

29



» Bu calismamizda tarim sahalarinda yaygin olarak kullanilan bazi pestisitlerin
(Propoksiir, oksamil, karbofuran, metomil, simazin ve karbaril) AChE ve
BChE enzimleri tizerindeki etkileri incelenmistir.

» Yaptigimiz ¢alisma sonunda AChE ve BChE enzimleri tizerinde denenen bu
pestisitler icin ICsp degerleri 0,544 ile 11,270 uM arasinda oldugu belirlendi.
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