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ONSOZ

Modern tarimda asir1 pestisit kullaniminin bir¢ok dezavantaj1 vardir. Pestisitlerin
zararl etkileri ¢ok iyi bilinmemekte olup, gerekli onlemler alinmadan pestisit
kullanilmast ciddi saglik sorunlarina yol agabilmektedir. Pestisitlerin insanlar
tizerindeki toksik etkilerine ek olarak yapilan arastirmalar bazi pestisitlerin kansere

sebep oldugunu gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda kinolon smifina ait bir fungisit olan kinoksifen ve triazin
herbisitlerinden propazinin sigir serum albiimin proteini ile etkilesim mekanizmalari

spektroflorometrik ve hesaplamali teknikler kullanilarak incelenmistir.

Oncelikle, lisansiistii egitim hayatima adim attigim giinden bu yana kendisinden
gii¢ aldigim, bilgi, birikim ve tecriibesiyle bana her an yol gosteren, moral ve destegini
hi¢ eksik etmeyen, akademik olarak da sosyal olarak da bana kuvvet veren, kendisini
hem bilimsel hem de insani tarafiyla hep 6rnek aldigim ¢ok degerli ve saygideger

danisman hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Lisans egitimim siiresince danigman hocam olan, lisans egitimimin ilk
yillarindan yiiksek lisans egitimimi tamamladigim su ana kadar benden ilgisini hig
eksik etmeyen, kiymetli bilgi ve deneyimleriyle her zaman bana karsi maddi ve manevi
desteklerini hissettigim, benim bu giinlere gelmemde biiyiik emegi olan ¢ok sevdigim

degerli hocam Prof. Dr. Sibel A. OZKAN’a tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi birikimleri ile bana rehberlik eden, her
kosulda beni sabirla dinleyen, benim maddi ve manevi tiim sorunlarimi kendi derdi
edinen ve hep ¢oziimii olan, yiiksek lisans tez ¢aligmamda biiytik katkilarin sahibi olan

Dr. Cem ERKMEN’e sonsuz minnetimi ifade etmek isterim.

Tez caligmalarimda bana destek olan, bilgi birikimini benimle paylasan, bana
kars1 her zaman anlayisli olan arastirma grubumuzun ¢ok degerli tiyesi Dr. Md. Zahirul

KABIR’e ¢ok tesekkiir ederim. Tez ¢alismalarima sagladiklar1 desteklerden dolay1

Vi



Prof. Dr. Saharuddin B. MOHAMAD’e ve M.Sc. Lim Ching Y1’ye katkilar igin ¢ok

tesekkiir ederim.

Lisansiistii 6grenimim boyunca sagladiklar1 katkilar ve desteklerinden dolay1
Analitik Kimya Anabilim Dali’nin degerli 6gretim tiyeleri, 6gretim elemanlari ve idari

personeline tesekkiir ederim.

Son olarak, bugiin oldugum yere gelmemde biiyiilk ¢abalari olan, hayata
gecirmek istedigim hayaller i¢in smirsiz sevgileriyle beni cesaretlendiren ve
destekleyen, ogullar1 olmaktan her zaman gurur duydugum biricik annem Ayse

DUMAN ve babam Mehmet DUMAN'a sonsuz minnetle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Pestisit

Giliniimiizde hizla ¢ogalan diinya niifusunun kars1 karsiya oldugu en onemli
sorunlardan biri beslenmedir. Diinya niifusunun hizli ve kontrolsiiz biiyiimesine
ragmen bu artis1 karsilayacak {riin miktar1 dretilememekte ve gida talebi
karsilanamamaktadir. Birim alan basina verimliligi artirarak ve disiik maliyetle
yiiksek kaliteli tirtinler elde ederek bu problem 6nlenmeye calisilmaktadir (Vioque-
Fernandez ve ark., 2009).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti'ne (FAO) goére bugiin kiiresel
popiilasyonun %40" yetersiz beslenmekte ve her yil binlerce insan aglik ve sefaletten
Olmektedir. Gluniimiizde pestisitler kullanilmasaydi bazi iriinlerde %65 civarinda
kayiplar meydana gelebilirdi. Oregin bugday iiretiminde yabanci ot, siine bdcegi,
kimil bocegi gibi zararlilara karsi tarimsal miicadele uygulanmadiginda iiriin kaybinin
degeri trilyonlarla ifade edilmektedir. Ancak bu kayip birka¢ milyarlik ilaglama
maliyeti ile en aza indirilebilmektedir (Karakaya ve Boyraz, 1992). Yine FAO verileri,
diinya genelinde tirinlerin %20-40'min bocekler nedeniyle kaybedildigini ve bu oranin
gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Hasat, kurutma,
depolama, 6giitme ve pisirme dahil olmak iizere hemen hemen her agsamada kayiplar
meydana gelmektedir. Ortalama olarak tahil ve taneliler i¢in kayip %10 civaridir;
kokler, bitkiler ve sebzeler igin %20 olarak hesaplanmistir (Giiler ve Cobanoglu,
1997).

Bu amagla, tarim arazilerini hem iiriin kaybina hem de tohum kaybina neden
olan tarimsal hastalik ve benzeri zararlilarin etkilerinden korumak igin gesitli
kimyasallar uygulanmaktadir. Bu kimyasallara yaygin olarak pestisit adi verilir
(Karakaya ve Boyraz, 1992 ve Yildiz ve ark., 2005).



Pestisit; besinlerin “iiretimi, tiiketimi ve saklanmalar’” esnasinda degerini
diisiiren mikroorganizmalari, zararlilari, kemirgenleri, mantarlari, yabani otlar
ortadan kaldirmak, bununla birlikte bitki biliylimesini kontrol etmek i¢in kullanilan
fiziksel, kimyasal veya biyolojik iiriinler olarak tanimlanabilir (Yorulmaz ve Recep,
2010 ve Vural, 1984). Pestisitlerin en yaygin kullanimi, bitkileri herbisit, fungusit ve
insektisit kullanarak sirasiyla yabani otlar, mantarlar ve bocekler gibi zararlilardan
korumaktir (Gilden ve ark., 2010). Pestisitler; kullaniminin kolay olmasi ve ucuz
olmasi sebebiyle farkinda olmadan asir1 olarak kullanilmaktadir (Hisar ve ark., 2003).
Hasat edilen iirlinleri; boceklere, yabanci otlara, hastaliklara ve diger olumsuz etkilere
kars1 koruduklari, verim ve kaliteyi artirdiklart i¢in tarimda ¢ok onemli bir yere

sahiptirler (Huang ve ark., 2015).

Bunun disinda pestisitler veba, tifo, sarthumma, sitma ve tifiis gibi salgin
rahatsizliklarin kontrol altina alinmasinda da kullanilmis ve insanligi bu tehditlerden
korumustur. Tarim bdlgeleri haricinde pestisitler; depolanan  mahsullerin
korunmasinda, agaclar1 hasara ugratan haserelere karsi, tren yolu tagimaciligini
gliclestiren Ve su yollarinda akintiy1 zorlastiran yabanci bitkilere karsi yaygin olarak
tercih edilmektedir (Tiirkiye Cevre Sorunlar1 Vakfi, 1998).

Pestisitler "etkili madde” veya "aktif madde” olarak isimlendirilebilir.
Pestisitlerin aktif kismi etkin madde olarak bilinir. Pestisitlerdeki etkin madde
oldiiriicti etkiye sahip ana maddedir (Tiirk ve ark., 2013 ve Teoman ve Yasar, 2016).
Formiilasyon ise, pestisitlerin hazirlanmasinda kullanilan etkin maddeleri bazi
yardimc1 maddelerle karistirtp kullanmaktir. Formiilasyonun uygulanma nedent,
miimkiin oldugu kadar giivenli, cevreye ve canlilarin sagligina daha az zararli ve daha
ucuz olmasini saglamaktir (Teoman ve Yasar, 2016). Zararl etkilerin dozu pestisitin
tiirii, bilesimi, kullanim yontemi ve tarim arazisinin yapisina gore diizenlenir. Hedef
organizmalara ek olarak, tiim pestisitler hem omurgalilar hem de omurgasizlar olmak

izere diger organizmalar1 da etkiler (Erdogan, 2010).

Pestisitler, dogada kimyasal, fiziksel ve biyolojik siire¢lerle yavas yavas bozunur

ve yok edilir, ancak ayni zamanda igerdikleri kimyasal yapisal 6zellikler nedeniyle



oldukg¢a kalicidir. Baz1 pestisitler ise ana bilesenleri bozulduktan sonra ¢ok daha
tehlikeli kimyasallara donlismektedir. Ayrica insan yapimi pestisitlerin ¢evre tizerinde
cok kalic1 bir etkisi vardir (Y1ildiz ve ark., 2005 ve Bulut ve Kubilay, 2018). Ek olarak,
pestisitler dogal olarak buharlagma, siiriiklenme veya sizma yoluyla diger alanlara go¢

eder. Bu nedenle pestisitler hedef alan disinda da etkilidir (Fan ve ark., 2002).

1.2. Pestisitlerin Tarihcesi

1940 yilindan bu yana tarimda basit uygulama ve hizli etkililigin yan1 sira iiriini
zararhilara ve yabani otlara kars1 korumadaki basaris1 nedeniyle pestisit tiretimi ve

kullanimi artmistir (Tiryaki ve ark., 2010).

Tarih boyunca, tarimda mahsulleri korumak igin pestisitlerden ¢ok 6nce birgok
farkl1 kimyasal kullanilmistir. Ornegin Siimerler 4500 yil &nce bdcekleri ve akarlari

kontrol etmek igin kiikiirt kullanmislardir (Bernardes ve ark., 2015).

1876'da sentezlenen dikloro difenil trikloroetan (DDT), Il. Diinya Savasi'ndan
sonra hasere kontroliinde yaygin olarak kullanildi. DDT baslangigta insan sagligi i¢in
zararsiz, etkili ve ucuz bir kimyasal olarak ortaya ciktigindan beri birgok ¢esidi
tiretilmigtir. Rachel Carson, 1962 yilinda yazdigi "Silent Spring” adli kitabinda
DDT'nin ¢evre ve insanlar iizerindeki zararli etkilerinden bahsetmis ve DDT
kullaniminin sinirlandirilmasi konusunda toplumda farkindalik yaratmistir. 1967'de
bir Ingiliz arastirmaci, kus yumurta kabuklarinin hizli kirilmasinin ve incelmesinin
dogrudan DDT kullanimi ile ilgili oldugunu gostermistir. DDT'nin hedef
organizmalarin yani sira kuslar ve baliklar izerindeki zararl: etkileri ve ekosistemdeki
gicli  kaliciligt nedeniyle, DDT'nin  kullanimi  1972°de  Amerika Birlesik
Devletleri'nde ve daha sonra diger iilkelerde yasaklanmaya baslandi (Bernardes ve
ark., 2015). Daha sonraki ¢alismalar, DDT'ye akut ve kronik maruziyetin kisilerde
meme Kkanseri riskini artirdigint ve ayrica diyabet ve karaciger hastaliklarim
indiikledigini gostermistir (Li ve ark., 2017 ve Tang ve ark., 2014). DDT'nin bu

olumsuz tesirleri g6z 6niinde bulundurularak yeni, daha segici ve daha giivenli



pestisitlerin tiretilmesi i¢in ¢caligmalar baslatilmis ve gliniimiizde sentetik organoklorlu,
organofosforlu, karbamatli ve piretroid tiirevi pestisitler ortaya ¢ikmistir (Bernardes
ve ark., 2015 ve Mcafee, 2017).

1.3. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, etki ettikleri ya da hedefledikleri canli tiirline, kimyasal yapilarina,
etki sekillerine veya bilesimindeki kimyasal gruplara gore ¢esitli sekillerde
siniflandirilmaktadirlar (Grimalt ve ark., 2007).

Bunlardan en sik kullanilan simiflandirma sekilleri ise hedefledikleri zararh

gruplarma ve yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilan siniflandirmalardir (Unal,

2004 ve Generali ve ark., 2015).

1.3.1. Kullanimlarma ve Etki Ettikleri Tiirlere Gore Siniflandirma

Kullanildiklar1 zararli gruplarina veya hedeflenen organizmaya gore yapilan
siiflandirmada; en 6nemli {i¢ biiyiik pestisit grubu, insektisit, fungisit ve herbisitlerdir
(Canhilal ve Tiryaki, 2010).

Cizelge 1.1. Pestisitlerin hedef aldiklari canli tiiriine gore siiflandirilmasi

PESTISIT TURU SINIFLANDIRILMASI
Intektisitler Bocek Oldiiriiciiler
Akarisitler Akar Oldiiriiciiler
Herbisitler Ot Oldiriiciiler
Fungusitler Mantar Oldiiriiciiler
Rodentisitler Fare Oldiiriiciiler
Mollusitler Yumusakea Oldiiriiciiler
Nematisitler Nematod Oldiiriiciiler
Avisitler Kus Oldiiriiciiler

Insektisitler: Bocekleri kontrol etmek igin kullanilan ana pestisit gruplarindan
biridir. Bocek yumurtalarina ve larvalarina karst kullanilan ovisid ve larvisitler de

insektisit sinifinda degerlendirilen insektisit tiirleridir. Bocek oldiiriiciiler tarimda,



tipta, endiistride ve ev i¢inde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yirminci asirda tarimsal
verimliligi artirmanin en mithim faktorlerinden birisi oldugu bir gercektir. En ¢ok
bilinenleri organoklorlular grubundan DDT, endosiilfan, organofosfatlilar grubundan
klorpirifos, malation, diazinon, karbomathilar grubundan karbaril, karbosiilfan,
sentetik piretroidler grubundan sipermetrin, deltametrin, sihalotrindir (Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, 2018).

Fungusitler: Mantarlar1 ve mantar sporlarin1 6ldiirmek ve kontrol etmek igin
kullanilan kimyasallar i¢in genel bir terimdir. Fungi kelimesinden gelmektedir.
Mantarlar tarimda verimi 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir, bu nedenle verim kaybini
onlemek icin fungusitler kullanilir. Fungisit olarak bakir, kalay, kikiirt,
ditiyokarbamatlar, benzimidazoller, piperazinler, triazoller kullanilmaktadir. Kiikiirt
yaygin bir etkin bilesendir. En diisiik dozu %0,08 ve en yiiksek dozu %0,5'tir. Toz
fungusitler tipik olarak %90 kiikiirt igerir ve bu doz oldukca toksiktir. Mantar
oldirtictilerdeki diger aktif maddeler arasinda tesbih agaci yagi, biberiye yagi, jojoba
yagi, Bacillus subtilis ve faydali bir mantar olan Ulocladium oudemansi bulunur
(Hogan, 2011 ve Yadav ve Devi, 2017).

Herbisitler: Yabani otlar1 kontrol etmek igin kullanilan bir pestisittir. Genellikle
yabani otlar1 6ldiirmek veya normal gelisimini 6nlemek i¢in kullanilan kimyasallara
herbisit denir. Herbisit olarak benzimidazoller, karbamatlar, anilidler, triazinler,
urasiller kullanilmaktadir. Ornek etkin maddeler olarak parakuat, dikuat, 2,4-dikloro
fenoksi asetik asit verilebilir (Yadav ve Devi, 2017; Bradbury ve Coats, 2011 ve
Karadag, 2007).

Akarisitler: Akarisit, akarlarla (mite) savagmak i¢in kullanilan kimyasallara
verilen addir. Benzilbenzoat bu kimyasallardan biridir. Avrupa'da "Acarosan™" adi
altinda pazarlanmaktadir. Baglica kullanimi tarimdir ancak ev halis1 ve koltuk gibi
alanlarda akarlar1 ve yumurtalarin1 6ldiiren gesitleri vardir. Akarsitler farkli etkin
maddeler ve farkli marka isimleri ile satilmaktadir. Akarisit olarak amin ve hidrazin
tiirevleri, kiikiirtliiler, organik kalaylilar akarasit olarak kullanilmaktadir (Karadag,

2007). Akarlara kars1 seralarda kullanilan ilk spesifik akarisit, 1945'te gelistirilmis



olan azobenzen’dir. ilerleyen senelerde piyasaya siiriilen akarisit etkin maddeleri
bromopropilat, kloropropilat, klorobenzilat, klorfenetol, dikofol, tetradifondur. Bunlar
birinci nesil akarisitler olarak bilinir. ilk nesil akarisitlerin ¢ogu, etki mekanizmalar
tam olarak anlasilamadan yasaklanmistir. En son olarak Tiirkiye'de kullanilan ilk nesil
akarisitlerden biri olan bromopropilat 2011 yilinda yasaklanmistir. 1960 ve 1970
arasinda spesifik bir ikinci nesil akarisit grubu gelistirilmistir. Bunlar proparjit,
organotin (siheksatin, fenbutatin oksit), formamidinler (amitraz, klordimeform)’dir.
Ucgiincii nesil spesifik akarisitler ise akarsit biiyiime diizenleyicileridir. Bu grupta ilk
sentezlenen akarisitler klofentezin, heksiazoks olmustur (Yadav ve Devi, 2017 ve inak
ve Cobanoglu, 2016).

Molluskisitler: Siimiiklii bocekler ve salyangoz gibi yumusakgalara karsi

kullanilan kimyasallardir. Bunlar metaldehit etkin maddesini igerirler. Sicak kanlilarda
zehirliligi duistiktiir. Sicakkanli hayvanlar igin diisiik toksisite igerirler (Yadav ve Deuvi,
2017 ve Fishel ve Ferrell, 2013).

Rodentisitler: Kemirgenlere karsi kullanilan kimyasallardir. Agirlikli olarak
depolarda, ambarlarda ve evlerde kullanilirlar. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan birinci
ve ikinci nesil olarak smiflandirilmaktadir. Varfarin gibi birinci nesil rodentisitler,
tekrarlanan yem alimiyla i¢ kanamaya neden olur. Ikinci nesil kemirgen 6ldiiriiciiler
(brodifacoum, difenacoum, vb.), birinci nesil kemirgen dldiiriiciilere direncli fare ve
sicanlar1 kontrol etmenin yani sira, tek bir gida alimiyla 6ldiirticii bir doz verme olanagi

tanir.

Ikinci nesil antikoagiilan kemirgen oldiiriiciiler siiper varfarin adiyla bilinir. Bu
rodentisitler ~ 4-hidroksikumarin  yapisinda olan difenakoum, brodifakoum,
bromadiolon, flokoumafen ve indanedion tiirevleri ve diphakinon’dur (Yadav ve Devi,

2017 ve Vural, 2005).

Nematisitler: Nematisit aktiviteye sahip bir¢ok ajanin ayrica fungisit ve
insektisit etkileri de mevcuttur. Nematisitler toprak fumigantidirlar. Bir¢ogu

fitotoksiktir ve bu nedenler yalnizca tarlada ekin bulunmadiginda uygulanabilir.



Bazilar1 ise bitkiler mevcut oldugunda bile uygulanabilir. Cadusafos, dazomet,
dichloropropene, ethoprophos, fenomiphos, isazofos, metham-sodium iyi bilinen
nematisitlerdir (Yadav ve Devi, 2017; Paliizar, 2013 ve Kumar ve ark., 2010).

1.3.2. Kimyasal Yapilaria Gore Pestisitlerin Siniflandirmasi

Pestisitlerin kimyasal yapilarma gore smiflandiriimalarinda en OSnemlileri,
organoklorlu pestisitler, organofosfatli pestisitler, karbamatlar, dogal ve sentetik

pretroidlerdir (Canhilal ve Tiryaki, 2010).

Organofosfath Pestisitler: Organofosfor (OF) bilesiklerinin ¢ogu insektisit,
bazilari ise fungisit, nematisit veya bitki diizenleyici olarak kullanilir. Fosfor atomuna
cift bagli atomun oksijen mi yoksa kiikiirt mii olduguna bagli olarak sirasiyla
"fosfatlar” ve "tiyofosfatlar” olarak adlandirilirlar. Klorpirifos, Diazinon, Malation ve

Paration en iyi bilinen organofosfatlilardir (Kumar ve ark., 2010).

Pretiroitler: Pretiroitler krizantem ¢igeklerinden elde edilen dogal
insektisitlerdir. Isik ve su etkisi altinda kolayca pargalanirlar, bu da onlarin a¢ik havada
kullanimlarint sinirlandiran bir durumdur. Bu sebeple pretiroitlerin 15183a dayanikli

sentetik tiirevleri olan tiiretilmistir (Coats, 1990).

Karbamatlar: Karbamat esterleri nematisit ve insektisit olarak kullanilmakta

olup R1 ve R'de alkil/aril gruplarina sahiptir. R1 ve R'de alifatik ve/ya da aromatik
gruplara sahip karbamatlar herbisit (bitki 6ldiiriicii) ve filizlendirme inhibitorii olarak
kullanilir. Karbofuran, aldikarb, karbaril ¢ok¢a bilinen karbamatlardandir (Smith,
1987).

Organoklorlu pestisitler: En eski bilinen yapay pestisit grubudur. Klorlu

hidrokarbon (organoklorlu) pestisitler grubunda klorlu benzen bilesikleri klorlu etan
tiirevleri, klorlu sikloheksanlar ve klorlu siklodienler bulunmaktadir. Yiiksek kimyasal

kararliliklar1 ve yag ¢oziiniirligii, yavas biyotransformasyon ve bozunma ve disiik



ucuculuklari, 3-5 yillik yar1 omiirleri onlar1 etkili insektisitler haline getirir. En iyi
bilinen organoklorinler DDT, Klordan, Heptaklor, Endosiilfan ve Toksafenindir. En
iyi bilinen organoklorlular DDT, Klordan, Heptaklor, Endosiilfan ve Toksafenindir.
Bu gruba ait pestisitlerin ¢ogu, Stockholm Soézlesmesi kapsaminda Kalic1 Organik
Kirleticiler grubunda degerlendirilmektedir ve bunlarin iilkemizde kullanimi

1980'lerin ortalarindan beri yasaklanmistir (Coats, 1990).

Neonikotinoitler: Neonikotinoitler; organofosforlu ve organoklorlu pestisitlerin

zararh etkilerine kars1; diistik konsantrasyonlarda yiiksek aktiviteleri ve diisiik ¢evresel
riskleri nedeniyle alternatif olarak kullanilmaktadir. Bu grup pestisitler, 2. ve 3. sinif
toksinler grubunun en yeni sinifi olup, diinya ¢apinda ve Tiirkiye'de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Neonikotinoidler nikotinin tiirevleridir ve N-nitroguanidinler
(imidakloprid, tiyametoksam, dinotefuran, ve klotianidin) ve N-siyano-aminidler
(asetamiprid, vethiakloprid) olarak siniflandirilir. Post-sinaptik zarda nikotinik
asetilkolin reseptorlerine baglanirlar ve agonist davranig sergilerler. Neonikotinoitler,
memeli nikotinik asetilkolin reseptorlerine boceklerdeki nikotinik asetilkolin
reseptorlerine kiyasla daha diisiik afiniteye sahip olduklarindan bocekler igin daha

toksik, memeliler ve su organizmalari igin daha az toksiktirler.

Hepatik mikrozomal sitokrom p450 enzimleri ve sitozolik aldehit oksidaz

neonikotinoitlerin biyotransformasyonunda yer alir.

Neonikotinoid grubu olan insektisitlerin DNA hasarina ve 6zellikle kromozomal
anormalliklere neden oldugu tespit edilmistir. Neonikotinoit grubu bir insektisit olan
Tiyametoksam karsinojendir ve disi erkek farelerde karaciger tiimorlerine neden
olmaktadir. Son yillarda neonikotinoit sinifi pestisitlerin kullanimi kisitlanmustir.
Avrupa Birligi Komisyonu, bal arilar tizerindeki olumsuz etkileri ortadan kaldirmak
icin neonikotinoit sinifi klotianidin, imidakloprid ve tiyametoksamin kullanimini 1
Aralik 2013 tarihinden itibaren kisitlamistir (Seifert, 2014).



1.3.3. Yapilarindaki Etkin Madde Gruplarina Gore Pestisitlerin

Siniflandirmasi

Bilesimindeki kimyasal gruplara gore pestisitler inorganik, sentetik organik ve

dogal organik olarak smiflandirilir (Yadav ve Devi, 2017 ve Kaymak ve ark., 2015).

Cizelge 1.2.Yapilarindaki etkin madde gruplarina gore pestisitlerin siniflandirmasi

I. inorganik pestisitler 1. Yapay organik pestisitler I11. Dogal organik pestisitler
a. Floriirli a. Organoklortirler a. Rotenonlar

b. Civali b. Karbamatlar b. Piretrum

c. Elementer kiikiirtlii c. Organosiilfiirler c. Nikotin

d. Bakirli d. Organofosfatlar d. Alletrin

e. Arsenikli

1.3.4. Etki Sekillerine Gore Pestisitlerin Siniflandirilmasi

- Kolinesteraz (asetilkolinesteraz) inhibitorleri (bloklayicilari)
- Kitin sentezi bloklayici

- Ekdizonagonisti

- GABA bloklayici (amino biitirikasit bloklayici)

- Jiivenil hormon analogu (bdcek biiylime regiilatorleri)

- Antikoagiilantlar

- Glutaminsentetaz bloklayici

- Ergosterol biyosentezi (steroit demetilasyon) bloklayici
- RNA-polimeraz bloklayict

- Protein sentezi bloklayict

- Fotosentetik elektron tasima inhibitorii

- Mitokondriyal solunum inhibitérii (Oztiirk ve Ozge, 1978 ve Birisik, 2018).

1.4. Pestisitlerin Zararlari

Uretimi artirmak igin, pestisitler bitkileri farkl1 zararlilardan; yabanci ot, mantar

ve boceklerden korunmak igin kullanilan bitki koruyucu iirinlerdir. Bu pestisitler



tiretim verimliligini arttirirken; su, toprak, meyve ve sebzeler iizerinde bozulmadan
kalarak ¢evreyi Kirletir, besin zincirini ve insan metabolizmasini etkileyen ¢esitli yan
etkiler olusturur (Kurutas ve Kiling, 2003). Bu kimyasallar ekosistemde biriken toksik
ve kararli maddelerdir. Bu nedenle asir1 kullanim olumsuz sonuglara yol agabilir. Tlk
pestisit uygulamasi sirasinda hedef organizma popiilasyonu 6nemli 6l¢iide azalir;
ancak gelecekte bu insektisite direngli organizmalarin popiilasyonlar: giderek artmakta
ve sonunda kullanilan pestisitler etkisiz hale gelmektedir. Ornegin, 1970'lerde
Meksika'da pamuk tarlalarinda haserelerle miicadelede kullanilan pestisitin etkinligini
kaybetmesi sonucu ekinleri korumanin higbir yolu kalmayinca 285.000 hektarlik alan
terk edilmistir (Wilson ve Tisdell, 2001).

Pestisitler, tiretimleri sirasinda veya kullanimlart sonucunda suya, topraga ve
atmosfere bulasmaktadir. Pestisite maruz kalan havadaki partikiillerin yagmur sularina
dontigsmesi, pestisitli bitkiler ile toprak, toprak alt1 sularina ulagmasi ya da pesitisitlerin
direk su igerisinde istenmeyen bazi bitki ve haserelere karsi uygulanmasiyla su

ekosistemine karismasina sebebiyet vermektedir (Miles ve Harris, 1971).

Pestisit uygulamalarinin %0,015 ile %6,0'1 hedef organizmalara ulasir, fakat
bunlarin %94-99,9'u tarim ekosistemlerdeki ve ¢evredeki diger dogal ekosistemlerdeki
hedef olmayan organizmalara aktarilmaktadir (Y1ldiz ve ark., 2005).

Hava, su ve toprakla dogrudan veya dolayl olarak karisan pestisitler, ekosistem
genelinde canllar igin ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. In vivo
caligmalardan elde edilen veriler dogrultusunda pestisitlerin birgok organin yapisal
fonksiyonlarint bozdugu, hormonal, sinir ve iireme sistemlerini olumsuz etkiledigi,
norodejeneratif hastaliklara ve gelisimsel bozukluklara neden oldugu goriilmektedir

(Mostafalou ve ark., 2012).

Pestisit kalintilar1 besin zincirlerinde dolasabilmekte ve kiimes hayvanlarindan
baliklara, bitkisel yaglardan cesitli meyve ve sebzelere kadar birgok iiriinde tespit

edilebilmektedir (Grewal ve ark., 2017). Arastirmalar, hayvansal gidalarin biiyiik
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miktarda pestisit kalintist icerdigini gostermistir. Pestisit tiirlii ve yogunluguna bagl

olarak hayvanlarin dokularinda birikmektedir (Claborn ve ark., 1973).

Canli organizmalar1 hedef almak igin gelistirilen pestisitler; viicutta uzun siire
kalicilig1r ve birikimi olan DDT, heksaklorobenzen (HCB), Aldrin, Heptaklor ve
Endrin gibi organoklorlar kii¢iikk dozlarda dahi kronik zehirlenmelere neden olarak
insanlar1 etkilerine kars1 savunmasiz birakmaktadir. insanlarda zehirlenme ilaglar deri,
solunum sistemi veya sindirim sistemi yoluyla viicuda girdiginde meydana
gelmektedir (Kurutas ve Kiling, 2003). Organoklorlu pestisitlerin %50'den fazlasinin,
uygulandiginda toprakta 15 yil kalabildigi bulunmustur (Chisholm ve MacPhee,
1972). 2015 yilinda 11 AB iiye iilkesinden 375 toprak 6rnegi incelendi ve 1.000'den
fazla drnekte pestisit kalintis1 bulundu (Silva ve ark., 2019).

Pestisitler ¢esitli sekillerde yeralti suyu kaynaklarina, gollere ve akarsulara
ulagarak tatli su kaynaklarini kirletmekte ve boylece oradaki biyolojik cesitliligi
tehlikeye atmaktadir (Lorenz ve ark., 2017). Hem yiizey hem de yeralti sularindaki
pestisit kontaminasyonu, bu suyu kullanan vahsi yasami, floray1 ve insan sagligin

etkileyebilir (Maksymiv, 2015).

Pestisitlerin suyu ve toprag: kirletmesi gida giivenligini etkiledigi gibi insan
sagligini da tehdit etmektedir. Pestisit kullanimindan dogrudan etkilenen ana meslek
grubu tarim Ureticileridir ve bircok ¢alisma, pestisitlerin kontrol gruplarina kiyasla bu
bireylerde DNA hasarint ve oksidatif stresi artirdigini ve serum asetilkolinesteraz
aktivitesini azalttigin1 géstermistir (Atherton ve ark., 2009). Deneysel ¢alismalar ve
epidemiyolojik calismalar pestisitlerin 6zellikle prostat kanseri, akciger kanseri ve

16semide kanserinde 6nemli etkileri oldugunu gostermektedir (Blair ve ark., 2015).
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1.5. Pestisitlerin insan Saghgna Etkileri

1.5.1. Pestisitlerin Akut Etkileri

Herhangi bir kimyasal i¢in yaygin olan doza bagimli toksik etkiler, pestisitler
i¢cin de gecerlidir. Bu pestisitler ve etkileri insan dis1 organizmalar i¢in tasarlanmis ve
tiretilmis olsa da maruziyet diizeyine ve insan duyarlilifina bagl olarak insanlar
tizerinde kaginilmaz etkileri vardir ve pestisitler de insanlar igin toksik bilesikler
olabilmektedir (Onciier, 2000). Pestisitlerin insanlar {izerindeki toksik etkileri akut ve
kronik etkiler olarak kendini gdstermektedir. Pestisitlerin akut etkileri, tahristen
dermatite, sistemik absorpsiyondan 6liime kadar degismektedir (Giiler ve Cobanoglu,
1997). Akut pestisit zehirlenmesi vakalari, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, diinya
capinda 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Akut pestisit zehirlenmesi,
pestisitlere kasitli, mesleki veya kazara maruz kalmaktan kaynaklanabilir. Kazaen
pestisit zehirlenmelerinin ¢ogu mesleki olmasina ragmen, evde hasere kontroliinde
pestisitlerin amator kullanimi, yanlis kullanimi veya depolanmasi nedeniyle insanlarda

vakalar olusmaktadir.

2004 yilindaki DSO verilerine gére her yil 3 milyon kisi pestisitlerden
zehirlenmekte ve yaklasik 250.000 kisi de hayatini1 kaybetmektedir. 1992 ve 2000
yillar1 arasinda Orta Amerika iilkelerinde yiiriitilen bir arastirma, pestisit
zehirlenmesinde 100.000 niifusta 6,3'ten 19,5'e ve 6liim oraninda 100.000 nifusta
0,3'ten 2,1'e 6nemli bir artis oldugunu gostermistir. Fakat son yillardaki vaka
sayisindaki artigin, artan kullanimin disinda daha iyi istatistiklerin mevcudiyeti
nedeniyle olabilecegi de diisiiniilmektedir (Henao ve Arbelaez, 2002 ve Colosio ve
Moretto, 2008). Gelismis iilkelerde yapilan galismalarin sonuglarina gore; tarim
is¢ilerinde yillik akut pestisit zehirlenmesi insidansinin 100.000 tam zamanli ¢alisan
icin milyonda 18,2 ve okul ¢ocuklar1 arasinda 7,4 oldugunu gostermistir (Thundiyil ve
ark., 2008).
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Ancak cesitli nedenlerle diinyanin farkli bolgelerinde akut zehirlenme vakalar
ortaya cikabilmektedir. Yetersiz diizenleme, kontrol sistemleri eksikligi, daha fazla
uygulama, egitim noksanligi, bilgi sistemlerine yetersiz erisim, kisisel koruyucu
donanimin yetersiz olmasi veya hi¢ olmamasi ve tarima dayali niifusun daha fazla
oldugu gelismekte olan iilkelerde vakalarin daha yaygin olmasi beklenmektedir.
Gelismis iilkelerde yasaklanan, ozellikle DSO tarafindan olduk¢a toksik olarak
siniflandirilan pestisitlerin kullanimi, eski stoklar ve yanlis depolama uygulamalari,
gelismekte olan iilkelerde 6nemli akut zehirlenme risklerine neden olabilmektedir.
Orta Amerika'nin gelismekte olan bolgelerinde (El Salvador ve Nikaragua) yapilan
aragtirmalar, genel niifusta akut pestisit zehirlenmesinin genel insidansinin 100.000
niifusta 35 ve Tayland'da 100.000'de 17,8 oldugunu gostermistir. Gegmiste yapilan
calismalar, pestisit maruziyetinin mesleki ve kasitsiz nedenlerinin gelismekte olan
tilkelerde %10'dan %50'ye kadar degistigini gostermistir (World Health Organization,
2004).

Pestisitlerle zehirlenme, tilkemizde Ulusal Zehirlenme Danisma Merkezi
(UZEM) tarafindan yayimlanan 2019 yili verilerine gore tiim zehirlenme vakari
arasinda U¢iinci sirada yer almaktadir. Bu grupta tiim basvurularin %4,26'sin1 temsil
eden 9276 vaka bulunmaktadir. Pestisitler arasinda sentetik piretroidler (%25) birinci
sirada, Rodentisitler (%24) ikinci sirada, Fungusitler (%6) iiglincii sirada ve

Organofosfatlar (%5) dordiincii sirada yer almugtir.

Akut zehirlenme belirtileri lokal (bolgesel) veya sistemik olabilir. Bolgesel
etkilenme temas noktasinda meydana gelir. Sistemik etkiler i¢in viicudun her bir
bolgesi ve her noktasina dagilim ve emilim gereklidir (International Labour
Organization, 2011). Pestisitle iligkili deri hastaliklarinin klinik en yaygm formu
kontak dermatit ya da alerjidir. Daha nadir goriilen hastaliklar kontakt iirtiker, eritema
multiform, dermatoz, mesleki akne, sa¢ ve tirnak hastaliklar1 ve daha sonraki senelerde

cilt kanseri bir sonug olarak ortaya ¢ikabilir (World Health Organization, 1990).
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Solunum ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan kisiler pestisit maruziyetine karsi
daha hassastir. Astimli veya siddetli alerjisi olan kisiler de daha biiyiik bir reaksiyona

sahiptir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

1.5.2. Pestisitlerin Kronik Etkileri

Pestisitlere kronik olarak diisiik diizeyde maruz kalmanin saglik {izerindeki
etkileri, akut maruziyetin saglik etkilerinden daha az bilinmektedir. Uzun vadeli maruz
kalma; ciftgiler, profesyonel pestisit kullanicilari ve ¢ok daha kiigiik oranda gida ve
sudaki kalintilar yoluyla genel popiilasyonda goriiliir. Hem mesleki hem de meslek
disinda kronik olarak pestisitlere maruz kalmig olabilecek kisileri belirlemek kolaydir.
Bununla birlikte, toksikolojik kanitlar ve maruz kalmanin nicel verilerini elde etmek
icin, 6zellikle tarimda maruziyetin kaynagini belirlemek nispeten zordur. Ayrica belirli
bir pestisitin risklerini belirlemek ve belirli bir pestisite gegmiste maruz kalmay1
degerlendirmek de zordur. Ciinkii etkin maddeler ve uygulamalar giin gegtikge
farklilagsmakta ve degismektedir. Bu, o6zellikle maruziyet ve biyolojik izleme
verilerinin az oldugu genel niifus i¢in gegerlidir. Pestisitlerde bireylerde saptanan
kronik etkilenim sonuglari; kanser, dogum anormalileri (teratojenik), kronik
norotoksik etkiler ve iireme-fertilite {izerindeki olumsuz etkiler olarak siralanabilir

(Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Karsinojenite: Pestisitlerin kanserojenligi, bilesik tescil edilip piyasaya arz

edilmeden 6nce deney hayvanlari ¢alismalari ile degerlendirilir. Ancak bu sadece son
30-35 yilda piyasaya siiriilen veya degerlendirilen aktif maddeler icin gecerlidir. Bu
caligmalarin sonuglari, lireticilerin tescilli verileri olduklar1 ve genellikle kamuya acik
literatlirlerde yayinlanmadiklar1 i¢in yalnizca diizenleyici makamlar tarafindan
kullanilabilir. Pestisitlerin kanser riski degerlendirmesi genellikle sicanlarda ve
farelerde yapilan kanser ¢aligsmalarindan elde edilen kanitlara dayanmaktadir, ancak
yakin zamanda yapilan bir inceleme, farelerde yapilan karsinojenisite ¢alismalarinin,
insanlar icin kanserojen risk hakkinda sonuglar c¢ikarmak i¢in yeterli bilgi

saglamadigini gostermistir (Doe ve ark., 2006). Ayrica in vitro ve in vivo genotoksisite
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caligmalarindan elde edilen bulgular da dikkate alinmaktadir. Maruziyetten on yillar
sonra kanserojen etkiler ortaya c¢ikabileceginden, kanserojen potansiyeli
degerlendirirken epidemiyolojik veriler de dikkate alinir. Bu kapsamda Uluslararasi
Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan bir¢ok pestisit degerlendirilmistir.
IARC degerlendirmesi amaciyla bilesikleri se¢gmek i¢in kullanilan kriterler; insan
maruziyetinin kanitini, bazi deneysel genetik kanitlar1 ve insanlar igin bir risk
olduguna dair kanitlari veya silipheleri igerir. Bugiline kadar, IARC tarafindan
yayinlanan liste, ¢cogu artik yaygin olarak kullanilmayan yaklagik 60 aktif pestisit
bileseni icermektedir. Halihazirda piyasada bulunan iiriinlerde kullanimi oldukca
kisith olan etilen dibromid, 2A (insanlar i¢in kanserojen oldugundan siiphelenilen)
olarak smiflandirilmaktadir. Amitrol ve diklorvos ise 2B (olas1 insan kanserojenleri)

olarak smiflandirilir (European Food Safety Authority, 2006).

Tarim is¢ilerinde kanserin epidemiyolojisi olduk¢a karmasik bir konudur.
Pestisitler, kanser ve epidemiyoloji terimleri ile ilgili literatiir arastirmalarinda ¢ok
sayida yayimn ortaya ¢ikmistir, ancak epidemiyolojik caligmalarin gergek sonuglari
tutarsizdir ve tarimsal maruziyetle ilgili olarak kanser epidemiyolojisinin net bir resmi
heniiz ¢izilmemistir. Tarimdaki kanserojen tehlikeler, cok ¢esitli maddelere ve risk
faktorlerine bagl olabilir. Ciinkii ciftciler; zoonotik viriisler, mikroplar, mantarlar,
pestisitler, tozlar, yaglar, yakitlar, boyalar, ¢oziiciiler ve kaynak dumanlar1 dahil olmak
tizere gesitli maddelerle temas halindedirler (Alavanja ve ark., 2005 ve Alexander ve
ark., 2005).

Kuzey Carolina'da pestisit kullanan ¢iftciler tizerinde yapilan ileriye doniik bir
kohort caligmasi, muhtemelen genel sigara i¢imi ve diger yasam tarzi faktorlerine bagl
olarak diisiik bir kanser insidans1 gdstermektedir. Bu veriler, literatiirle uyumlu olarak,
tarim is¢ilerinin genel niifustan daha saglikli oldugunu, genel Oliim orami ve
beklenenden daha az toplam kanser 6lim oranina sahip oldugunu gdstermektedir.
Literatiirle tutarli olan bu veriler, tarim is¢ilerinin genel niifusa gére daha saglikli
oldugunu, genel 6liim oran1 ve beklenenden daha az toplam kanser 6liim oranina sahip
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, 16semi, miyelom, Hodgkin dis1 lenfoma,

dudak kanseri, mide kanseri, cilt kanseri, beyin kanseri ve prostat kanseri gibi belirli
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neoplazmalarda daha yiiksek bir insidansa sahip olduklari goriilmektedir (Alavanja ve
ark., 2005 ve Alexander ve ark., 2005). Bu verilere 1s1ginda, bazi endise verici konular
daha fazla arastirmay1 gerektirse de pestisitlere kronik maruz kalmanin insanlarda

kansere neden olduguna dair yeterli kanit olmadigi sonucuna varilabilir.

Kronik norotoksisite: Pestisitlere maruz kalma, merkezi sinir sistemi hastaligi

(Parkinson hastalig1), norodavranigsal degisiklikler, periferik sinir sistemi hastaligi ve
intihar dahil olmak iizere ¢esitli norolojik hastaliklarla iligkilidir. Parkinson hastalig
ve pestisit maruziyeti ile ilgili caligmalar 31 vaka kontrol ¢calismasini igermektedir (Li
ve ark.,, 2005). Bununla birlikte, bu c¢alismalarda pestisitlere maruz kalma

degerlendirmeleri biiyiik farkliliklar gostermistir.

Gergekte, ¢alismalarin %20'si pestisitleri yalmzca tek bir degisken olarak
degerlendirirken, %25'i pestisit maruziyetinin siiresini ve sikligini, %33'i ise hem
pestisit tiriinii hem de siire/siklik temasini dikkate almistir. Bu ¢alismalarin
sonucunda, pestisit maruziyeti ile parkinson hastaligi arasinda varsa ¢ok zayif bir iligki

oldugu goriilmektedir.

Cogu ¢alisma, maruziyetten 6nemli Olgiide etkilenen bir veya daha fazla
parametre tanimlamistir. Bununla birlikte, ¢alismalarin sonuglari arasinda tutarsizlik
mevcuttur, bildirilen degisiklikler genellikle hafif diizeyde seyretmis ve net bir
sendrom tamimlanamamistir. Vakalar, maruziyet sona erdikten ¢ok sonra
gozlemlendiginden, bazen geri dondiiriilebilir, bazen geri dondiiriilemez degisiklikler
bildirilmigtir. Bu olgularin 6nemi, eger gergeklerse, belirsizligini korumaktadir

(Colosio ve ark., 2003 ve Lotti ve Moretto, 2005).

Dogurganlik ve iireme tizerindeki olumsuz etkiler: Pestisitlere maruz kalma

nedeniyle hem erkekte hem de kadinda tireme sistemi {izerinde etkiler meydana
gelebilir. Maruz kalma, erkek ve kadin dogurganlhigini ve cinsel islevi etkileyebilir
(International Labour Organization, 2011). Yapilan ¢alismalarda tarimda nematisit
olarak yararlanilan 1,2-dibrimo-3-kloropropan (DBCP) ve etilen dibromiiriin (EDB)
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sperm yoklugu (azospermi) ve sperm sayisi diisiikliigiine (oligospermi) neden oldugu
tespit edilmistir (Tekbas, 2010).

Dogum _defektleri: Pestisitler embriyotoksik veya fetotoksik olabilir. Bu

durumda, gebeligin ilk ii¢ aymnda pestisit maruziyeti dogum kusurlar1 riskini daha da
artirr (T.C. Milli Egitim Bakanlig1, 2012). Ornegin, tarim iscisi kadinlarda dogum
kusurlart ve uzuvlart kusurlu fetiislerin orani genel niifusa gore daha yiiksektir

(Tekbas, 2010).

Cocuklar iizerindeki etkileri: Cocuklar, 6zellikle dogum sonrasi ilk 6-12 ay

boyunca, gelismemis metabolizmalar1 ve detoksifiye etme kapasiteleri nedeniyle
pestisit maruziyetinin toksik etkileri i¢in daha biiyiik risk altindadir. Bununla birlikte,
toksik metabolitleri aktive eden metabolik yollar heniiz gelistirilmedigi i¢in, pestisitler
degil de metabolitlerin kendileri toksik ise, g¢ocuklardaki bu olgunlagsmamis
metabolizma faydali olabilir (Tekbas, 2010).

1.6. Tez Kapsaminda Kullanmilacak Pestisitler Hakkinda Bilgiler

1.6.1. Kinoksifen

Kinoksifen (QUI) (Sekil 1.1) kinolon sinifina ait bir fungisittir (Cizelge 1.3).
Bitki ¢imlenmesine miidahale ederek kiilleme hastaliklar ile savasan koruyucu bir
fungisittir (Cabras ve Angioni, 2000). Biyokimyasal etki mekanizmasi bilinmemekle
birlikte, QUI diger tahil fungisitleri gibi etki gostermez. Genis bir {iriin yelpazesinde
kif enfeksiyonunun erken gelisim agamalarini inhibe eden sistemik bir koruyucudur

ve tek bir erken sezon spreyi ile y1l boyunca koruma saglar (Hollomon ve ark., 1997).

Cizelge 1.3. QUI’nin kimyasal 6zellikleri

KIMYASAL FORMULU C1sHsCI2FNO
IUPAC ADI (5,7-Dikloro-4-kinolil) (4-florofenil) eter
MOLEKUL AGILIGI 308.13 g mol*
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1.6.2. Propazin

Propazin (PRO) (Sekil 1.2), tatli sorgum tarlalarinda genis yaprakli yabani otlari
ve yillik otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilan bir triazin herbisitidir (Cizelge 1.4). PRO,
genellikle topraga uygulanan, yaprak ve koklerden emilen ve hedeflenen bitkide
fotosentezi engelleyerek etki eden sistemik bir herbisittir. Cok yillik otlar1 ve genis
yaprakli yabani otlar1 kontrol altinda tutmak i¢in, bu yabani otlar ortaya ¢itkmadan dnce
veya yabani otlarin sokiimiinden sonra segici bir herbisit olarak kullanilir. PRO, oral
(Kategori 1V), dermal (Kategori IV) ve inhalasyon (Kategori III) maruziyet yollari
yoluyla diisiik bir akut toksisiteye sahiptir. G6z veya cilt tahrig edici veya dermal
hassaslastirict etkileri yoktur. Subkronik gelisimsel bir ¢alismada, Gebe siganlarin
PRO’ya maruz kalmasini takiben fetal sicanlarda kirilgan veya eksik kemik olusumu
ya da ossifikasyon (istenmeyen kemiklesme) gozlendi (National Center for
Biotechnology Information, 2022).

Cizelge 1.4. PRO’nun kimyasal 6zellikleri

KIMYASAL FORMULU CgH16CINs
IUPAC ADI 6-kloro-2-N,4-N-di(propan-2-il)-1,3,5-triazin-2,4-diamin
MOLEKUL AGILIGI 229.71 g molt

Sekil 1.2. PRO’nun kimyasal yapist
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1.7. Proteinler

Proteinler (Sekil 1.3) 20 amino asit biriminden olusan yiiksek molekiiler agirlikli
polimerlerdir ve temel katalitik 6zelliklerine ek olarak canli organizmalarda meydana
gelen yapisal destek, tasima, depolama, sinyal aktarimi ve savunma gibi gérevlerde yer
alirlar. Dikkate deger ozellikler arasinda, hiicrenin yirmi amino asidi cesitli
kombinasyonlarda ve dizilerde bir araya getirerek degisik 6zellik ve etkinlikte proteinler
tiretme yetenegi vardir. Bu yapi taslartyla ¢esitli tasiyicilar, enzimler, hormonlar,
organizmalar, antikorlar, kas lifleri, siit proteinleri, antibiyotikler, fungisitler ve pek ¢ok

baska biyolojik etkinlik igeren tirtinler elde edilir (Nelson ve Cox, 2004).

Amino asit molekiilii; bir amino grubu, bir karboksilik asit ve bir R grubunun ayn
karbon atomuna (a-karbon) baglanmasiyla meydana gelir. R gruplar; yapi, boyut,
elektriksel yiik ve suda ¢oziiniirlik bakimindan farklhilik gosterirler. Bu nedenle amino
asitler, bu gruplara gore degisik 6zelliklere sahip aromatik, alifatik, bazik, asidik, kiikiirt ve
amit igeren olarak simflandirilir. iki amino asit grubu aralarinda peptit bag: olusturup bir su
molekiiliinii kaybederek birlesebilir. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapisi ve biyolojik 6zellikleri,
biiyiik olgtide ilgili amino asitlerin dogasi ve dizisi tarafindan belirlenir. Tim proteinler

genlerce belirlenen benzersiz amino asit serisi icermektedir (Nelson ve Cox, 2004).
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Sekil 1.3. Protein yapisi
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1.7.1. Serum Albiimini

Albiimin; suda ¢oziinlir bir proteini ya da protein grubunu belirtmek igin
kullanilan sozctiktiir. Alblimine yaygin olarak plazma albiimini ya da serum albiimini
(Sekil 1.4) denir. insanlarda ve diger memelilerde en ¢ok bulunan plazma proteinidir.
Serum alblimini, mitkkemmel geri doniisimlii baglanma &zelliklerine, ligandlar igin
yiiksek afiniteye sahiptir ve serumda ¢6ziinmeden hareket eden yag asitlerinin ana
tastyicisidir. Ayrica farkli metabolitleri, ilaglar1 ve hormonlari tagiyabilen ve bunlarin

viicutta dagiliminda 6nemli bir rol oynayan bir proteindir (Novo ve Al-Soufi, 2007).

Sekil 1.4. Plazma albiimin proteinin ii¢ boyutlu hali

Bir¢ok bilim insani, farkli ligandlar ve molekiiller ile etkilesimlerini anlamak
icin plazma albiiminin yapisini, 6zelliklerini ve fonksiyonlarint aydinlatmak amaciyla
deneyler yapmustir. Sigir serum albiimin (BSA), insan serum albiimin (HSA), sican
serum albiimin (RSA) ve at serum albiimin (ESA) bu ¢alismalarda sikga ele alinan
albiminlerdedir. Metal iyonlari, yag asitleri, ilag molekiilleri ve boyalar kullanilarak
bu albiiminler arastirilmistir. Ornek protein olarak plazma albiimini, uzun yillardir

fizyolojik g¢alismalar i¢in kullanilmaktadir (Behrens ve ark., 1975).

Serum albiimini, yaklasik 280 nm'lik bir uyarma dalga boyuna sahiptir, bu
durum Trp ve Tyr uglarindan kaynaklanmaktadir. Floresans maksimumlari sirasiyla
340 nm ve 300 nm'dedir. Plazma albiiminlerine baglanabilen kii¢iik bir molekiil, bu
Trp uglarinda veya yakininda bulunur. Bu sayede triptofan uglarin floresansini
sondiirebilmektedir. Floresans, albiimin protein ¢alismalarin1 netlestirmek ve farkli

maddelerle etkilesimleri aragtirmak i¢in 6nemli bir yontemdir (Bi ve ark., 2008).
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1.7.1.1. Sigir serum/plazma albiimini (BSA)

BSA (Sekil 1.5), temel bir amino asit yapisina sahip olup biiyiik (66400 Da),
dairesel bir proteindir. Karakterizasyonu ve fiziksel Ozellikleri iyi bilinen bir
proteindir. BSA, 582 amino asitten olusan tek zincirli bir proteindir. Bu protein yapisi,
farkli ti¢ lineer etki bolgesinden olusur (domain I-11-111). Bu etki bolgeleri de dokuz
sarmaldan meydana gelmekte ve sarmallar arasinda on yedi disiilfit bag: araciligiyla
koprii olugsmaktadir. Tim etki bolgelerinde biiyiik-kiiglik-biiyiik ti¢lii dongtilerle bir
zincir olusmaktadir. Tiim etki bolgeleri ayrica A ve B olarak gosterilen iki alt etki

bolgesi olan subdomain A ve subdomain B’den olusur (Hebia ve ark., 2014).

Sekil 1.5. Serum plazma proteinin alt etki bolgelerinin 3 boyutlu hali

BSA iki triptofan igermektedir. Bunlar; triptofan 212 ve triptofan 134°tiir (trp-
212 ve trp-134) (Sekil 1.6) (Togashi ve ark., 2010).

—————-

Trp212

Sekil 1.6. BSA bilesigindeki triptofan bolgelerinin yapisi (Togashi ve ark., 2010)
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Trp-134, birinci etki alaninin (domain 1) sekizinci sarmalinda yer alir ve trp-212,
ikinci etki alaninin (domain I1) ikinci sarmalinda bulunur (Sun et al. 2005). Proteinin
hidrofobik boslugunda Trp-212 bulunurken, molekiiliin yiizeyinde Trp-134
bulunmaktadir (Hebia ve ark., 2014). BSA floresansi esas olarak birinci ve ikinci etki
bolgelerinde triptofan alanlarinin hidrofobik bosluklarinda meydana gelir (Ojha ve
Das, 2010). BSA’nin ii¢ etki bolgesini (domain I-11-111) birbirleriyle karsilagtirirsak, .
ve II. etki alanlar1 arasinda %25, 1. ve III. etki alanlar1 arasinda %18 en son da Il. ve
III. etki alanlari arasinda %21 oraninda benzesme oldugu gosterilmistir (Kragh-
Hansen, 1981).

BSA ligandlarinin baglanmasina iligkin ¢aligmalar, molekiillerin esas olarak
BSA proteininin birincil (primer) baglanma bolgelerinden alt etki bolgesi olan 11A ve
I1IA alt etki alanlarinda yer aldigin1 gostermistir. Bilirubin, yag asitleri ve triptofan
gibi birgok ligand tercih olarak I11A ve IlA alanlartyla etkilesime girer (He ve Carter,
1992). Baglanma bolgesi | oncelikle hidrofobik etkilesimler i¢in afinite sergilerken,
baglanma bolgesi Il ayrica hidrojen bagi, hidrofobik, ve elektrostatik etkilesimler igin

de afinite gosterir (Jisha ve ark., 2006).

BSA; baglanma, iletisim gergeklestirme, yag asitlerini, bilirubini ve steroidleri
vb. dolasima kazandirma gibi pek ¢ok islevi yerine getirir. Pek ¢ok ilacin 6zellikle
plazma albiiminine baglandig1 bilinir. Tlaglarin etkinligi, BSA proteinine baglanma
yetenegiyle iligkilidir. 1Ilaglarn BSA'ya baglanarak yapisal ozelliklerinin
aydinlatilmas1 ve terapotik etkinliklerinin belirlenmesi i¢in Onemli arastirma
alanlarinda (klinik tip, yasam bilimleri, kimya vb.) bircok ¢alisma yapilmistir (Ashoka
ve ark., 2006).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, PRO ile QUI ve BSA arasinda olan etkilesimler,
UV-goriiniir bolge spektroskopi yontemi ve floresans spektroskopisi ile incelenmistir.
Stern-Volmer denklemi yardimiyla degisik sicakliklarda baglanma bolgesi sayilari ve
baglanma sabitleri, floresans soniim mekanizmalar1 belirlenmistir. Baglanma tiiriinii
belirlemek amaciyla farkli sicakliklarda yapilan deneysel arastirmalardan ulasilan

verilerden termodinamik parametreler olan AS, AH, AG hesaplanmis ve enerji kinetigi
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aciklanmistir. Ayrica PRO/BSA ve QUI/BSA etkilesimlerine iliskin gozlemler, bir
bilgisayar programi kullanilarak molekiiler kenetlenme sonuglari ile desteklenmistir.
Bu calisma ile, etkilesimler sonucunda gerceklesen degisimlerin aydinlatilmasi,

pestisitlerin insan sagligina olan etkilerinin anlasilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez calismasinda kullanilan protein ve pestisitler

Tez galismalar1 kapsaminda protein olarak BSA, pestisit olarak PRO ve QUI
kullanilmistir. Bu proteinin ve pestisit hammaddelerinin kisaltmalari, molekiil
agirliklari, ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildigi firmalar

Cizelge 2.1’ de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Tez kapsaminda kullanilan pestisitler

Proteinlerin ve ilaglarin isimleri Kisaltma  Molekiil agirhigi (g molt) FIRMA

Si1g1r plazma albiimin proteini BSA 66430,3 Sigma-Aldrich
Propazin PRO 229,71 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Kinoksifen QuI 308,14 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Sodyum dihidrojen fosfat NaH:PO4 119,98 Sigma-Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat NazHPOs4 141,96 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir NaCl 58,44 Sigma-Aldrich

Metanol MeOH 32,04 Merck

2.1.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Tez ¢aligmalarinda kullanilan ara¢ ve gerecler asagida listelenmistir.

» Agilent marka Cary 60 model UV/Vis spektrofotometre

» Agilent marka Cary Eclipse model floresans spektrofotometre

» Elektronik hassas terazi: Mettler ML204/01

» pH metre: Hanna HI 2020 Edge ve kombine elektrot sistemi (cam elektrot-
referans elektrot)

» \Vortex

» Ultrasonik su banyosu (Niive, Tiirkiye)

> Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen, interlab, Tiirkiye)

» Farkli hacimlere sahip deney tiipleri, balon jojeler ve sarf malzemeler
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2.1.2. Floresans Analizleri

Protein-pestisit etkilesim c¢aligmasinin ilk asamasinda fosfat tamponunda 3
uM’lik stok BSA ¢ozeltisi ve metanol igerisinde 3000 uM’lik PRO ve QUI ¢ozeltileri
hazirlanmistir. BSA protein soliisyonunun hazirlanmasi esnasinda BSA’nin molekiil
agirhigr 66430,3 g mol™? seklinde belirtilmistir (Jang ve ark., 2009). Protein ve pestisit
stok ¢ozeltileri kullanilarak sabit BSA konsantrasyonu ve artan pestisit
konsantrasyonlarinin oldugu protein-pestisit karisimlart hazirlanmistir. Protein-
pestisit etkilesim c¢alismalari yiirlitmek amaciyla hazirlanan ¢ozeltilerdeki BSA
konsantrasyonu 3 uM olarak sabit tutulurken, pestisit konsantrasyonlart BSA-PRO
sistemi i¢in 3 uM - 300 uM araliginda ve BSA-QUI sistemi i¢in 10 uM - 150 uM

araliginda degistirilmistir.

Yapilan protein-pestisit ¢ozeltilerinin absorpsiyon ve emisyon spektrumlari
15°C, 25°C ve 35°C’de elde edilmistir. Cozeltilerin absorpsiyon spektrumlarini
Olgmek amaciyla sicaklik kontrol tniteli Varian Cary 5000 model UV/Vis/NIR
spektrofotometre aygiti kullanilirken, emisyon spektrumlarimi degerlendirmek
amaciyla ise Peltier modiillii Varian Cary Eclipse model floresans spektrofotometre
cihazlar1 kullanilmistir. Olgiimlerin tamami 1,0 cm’lik kuartz hiicreler kullanilarak
yapilmistir. Floresan spektrofotometre cihazindaki ol¢iimler sirasinda uyarma ve
emisyon yarik (slit) genisligi 5,0 nm’ye, uyarma dalga boyu 280 nm’ye ve emisyon
dalga boyu araligi da 285-500 nm olarak ayarlandi. Emisyon ve absorpsiyon
spektrumlar: 6l¢iilmeden once sicaklik kontrol {initesinden sicaklik ayar: yapilmis ve
her bir numunenin sil dengeye ulasmasi amaciyla cihazin numune odasinda 10 dakika
bekletilmistir. Ardindan ¢ozeltilerin  emisyon ve absorpsiyon spektrumlari

kaydedilmistir.

3 uM BSA'nin absorpsiyon spektrumlart (A = 285-500 nm) ve artan PRO
konsantrasyonlar1 (3 uM- 300 uM) ve artan QUI konsantrasyonlarinda (10 uM - 150

uM) 25°C’de floresans verilerinin ig¢ filtre etkisi dlizeltmesi i¢in kayit edilmistir.
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2.1.3. Molekiiler Kenetlenme Analizleri

PRO-BSA sistemi ve QUI-BSA sisteminin baglanma yapisi, molekiiler
kenetlenme simiilasyonu kullanilarak ayr1 ayr1 incelenmis ve analiz edilmistir. PRO
ve QUI’nin kimyasal yapilar1 Chemsketch’te olusturulmustur. Daha sonra bunlarin 3-
D yapilar1 Avogadro'da, giincelleme basma 15 adim ve en dik inis algoritmasi ile
MMFF94 kuvvet alani kullanilarak optimize edilmistir. BSA'nin kristal yapis1 (PDB
ID: 4F5S) Protein Data Bank’tan (PDB) se¢ilmis ve AutoDock4'te hazirlanmistir.
BSA'nin hazirlanmasi, kristalize suyun ¢ikarilmasi, polar hidrojenlerin eklenmesi ve
Kollman yiiklerinin hesaplanmasint i¢ermektedir. Her bir herbisit icin BSA'nin
baglanma bolgesi [ ve II'de kenetlenme simiilasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kenetlenme simiilasyonu, Grid Box’ta 70x70x70 noktas1 ve 0,375A boyutlar1 bélge I
(x=-4,49,y = 32,71 ve z = 100,41) ve bolge II (x =10,04, y =18,22 ve z =122,13)'de
ortalanarak yapilmistir. Tiim kenetlenme prosediirleri, 100 genetik algoritma
calistirmasi, 150 popiilasyon biiyiikliigli, maksimum 250.000 enerji degerlendirmesi
ve maksimum 27.000 nesil iceren ayni arama parametrelerine sahip Lamarckian

genetik algoritmasi kullanilarak gergeklestirildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Floresans Yontemler ve Uygulamalari

Madde ve 151k arasinda gergeklesen etkilesimini inceleyen bilim dalina
spektroskopi denir. Floresans spektroskopisi ise, bilhassa biyofiziksel ve biyokimyasal
aragtirmalarda kullanilmakta olan oldukg¢a duyarli ve secici bir analitik yontem olup
spektroskopinin bir alt alanidir. Incelenmekte olan molekiil floresans emisyonu
yapiyorsa (bir florofor) molekiiliin  yogunlugu floresan yogunlugundan

hesaplanabilmektedir (Soylu, 2013).
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Protein-ligand etkilesimlerinin baglanma 6zelliklerini incelemek icin floresans
spektroskopisi, UV-Vis alan absorbsiyon spektroskopisi, 3D floresans spektroskopisi,
molekiiler docking, FRET ve FTIR, sirkular dikroizm (CD) gibi teknikler kullanilir
(Zhang ve ark., 2009 ve Li ve Li, 2016).

Bu yontemin istiinliikleri iginde gevresel degisikliklere kars1 yliksek hassasiyet,
kolaylik ve protein-ligand etkilesimelerinin kalitatif ve kantitatif ayrimi1 yer alir. Esas
olarak floresans spektroskopisi florofor ortamindaki degisiklikleri bulan prob tabanl
bir yontemdir. Protein ve ligand benzeri yapilarin baglanmasini incelemek amaciyla
kullanilan bir teknik olan floresan spektroskopisi, baglanma bdélgelerinin sayisi,
termodinamik ve etkilesim parametreleri, yapilar arasindaki baglanma mekanizmasi
hakkinda bilgi saglar (Bhattacharyya ve ark., 2010).

Liiminesans, kararli durumdaki bir atom veya molekiiliin baz1 dis faktorler
tarafindan uyarilmasindan sonra gozlenen 1s1n emisyonuna dayanan; floresans,
fosforesans ve kemoliiminesans yontemlerinin yaygin adlaridir. Uyarilan atom ya da
molekiiller kararsiz olup asir1 enerjilerinin tamamini ya da bir béliimiinii 1s1n halinde
kaybederek sistemden 1s1n yayilmasi (1s1k emisyonu) ile temel duruma geri doner.
Fotoliiminesans seklinde isimlendirilen floresans ve fosforesans, optik uyarilma
ardindan sistemden gozlemlenen i1simalarin yaygin adlandirmasidir. Floresans
yontemleri, absorpsiyon yontemlerinden daha duyarl ve bilgilendiricidir, bu nedenle
analitlerin yapisinin nicel ve nitel analizi i¢in yaygin olarak kullanilir. Bir liiminesans
tiirii olan kemoliiminesans ise, kimyasal bir reaksiyon sonucunda uyarilmis tiirlerin

emisyonudur (Lakowicz, 2006).

Fotoliiminesans ve kemiliiminesans yogunluk 6lgiimleri, az miktarda inorganik
ve organik tilirlerin miktarinin belirlenmesini saglar. Bu yontemlerin tespit limitleri
tipik olarak absorpsiyon spektroskopisinden binlerce kat daha hassastir. Floresan
spektroskopisi, genis bir dogrusal calisma araligina sahip birgok bilesigi analiz

edebilir. Bu durum kantitatif analiz i¢in ¢ok 6nemlidir (Skoog ve ark., 2013).
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Sekil 2.1. Jablonski diyagrami

Jablonski diyagraminin (Sekil 2.1) gosterdigi sekilde, uyarilan molekiil asirt
enerjiyi 1s1ma olarak veya isima olmadan farkli sekillerde serbest birakabilir. En alttaki
koyu ¢izgi singlet olup So ile gosterilmistir ve molekiiliin temel hal enerjisini temsil
etmektedir. Ustte bulunan koyu ¢izgiler, uyarilms ii¢ elektronik durumun ana titresim
durumlarinin enerji diizeylerini temsil eder. S; ve Sz uyarilmis singlet hal, T1 ise
uyarilmis triplet haldir. Genellikle birinci uyarilmis triplet halin enerjisi, karsilik gelen
singlet halin enerjisinden daha disiiktiir. So seviyesinde bulunan molekiil 151k
absorplayinca uyarilmis singlet halin (S1 ve S») farkli daha diisiik titresim seviyelerine
gecebilir. Bununla birlikte direk triplet hale uyarilma ger¢eklesmez. Singlet-triplet
gecislerinin olasilig1 oldukca diisiiktiir ve bu tiir diisiikk olasilikli gecislere yasak
gecisler denir (Skoog ve ark., 2013).

Molekiiliin elektronik enerji seviyeleri, titresim enerji seviyelerinin iist iiste
binmesine yetecek kadar yakin oldugunda, uyarilmis iki singlet enerji seviyesinin
gosterdigi bir i¢ donilisiim olay1 olusur ve fazla enerji 1s1 olarak dagilir. Uyarilmis
singlet tipi molekiil, yine 1s1masiz sekilde daha diisiik enerjili triplet tipi uyarilmig bir

molekiile doniisebilir. Cok olas1 olmayan ve bu nedenle yavas bir sekilde meydana
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gelen bu olayda tist orbitaldeki elektronun spini ters ¢evrilir. Bu duruma sistemler arasi

gegis denir (Lakowicz, 2006).

Floresans; molekiiliin uyarilmis singlet durumdan temel singlet duruma gegisi
esnasinda yaydigi 1sma denmektedir. Fosforesans ise; molekiiliin uyarilmis triplet
halden temel singlet hale gecis esnasinda yaydigi 1sina denmektedir. Fosforesans ve
floresans arasindaki fark; fosforesansta istmaya neden olan elektronik enerji gecisinde
elektron spini degismesi, floresansta elektron spinlerinin yoni degismemesidir.
Tripletten singlete gegisin ortalama hizi, buna karsilik gelen singlet-singlet gegisin
ortalama hizindan daha yavastir. Sonugta, uyarilmis dururmun 6mri floresansta ¢ok
kisa olup 10° s civarindadir. Ote yandan fosforesansta, uyarilmis durumun émrii,

elektronlarin spin degisimi nedeniyle saniyeler veya dakikalar aralifinda olabilir

(Skoog ve ark., 2013).

Stokes kaymast; floresan veya fosforesans ardindan bazi molekiillerin rezonans
cizgisinden daha uzun dalga boylarina veya daha diisiik enerjilere gecebilmesidir
(Skoog ve ark., 2013).

2.2.1.1. Floresans soniimlenme ve Stern-Volmer denklemi

Floresans soniimleme (quenching) tanimi, 1sinimsal olmayan enerjinin uyarilmis
molekiillerden ortamdaki diger tiirlere aktarilmasi seklinde adlandirilir (Skoog ve ark.,
2013) ve enerji aktarimi, uyarilmis hal tepkimeleri, temel hal kompleks olusumu ve
carpisma gibi farkli iglemler nedeniyle floroforun kuantum veriminde azalmaya
sebebiyet verir. Baska bir soyleyisle, floresans sondiirme, sondiiriicii olarak
adlandirilan bir maddenin ¢ozeltideki bir floresan 6zellikli yapiya (florofor) eklendigi
ve floresans yogunlugunun azalmasi sonucu olan bir olgudur (Shi ve ark., 2010 ve

Silva ve ark., 2004).

Floresans soniimlenmesi dinamik ve statik olmak tizere iki mekanizma ile

aciklanir. Dinamik soniimleme veya farkli bir adlandirma ile ¢arpismali séniimiin
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kaynagi florofor ve sondiiriicii arasindaki c¢arpigmalardir (Silva ve ark., 2004). Bu
durumun olmasi florofor ile sondiiriiciiniin direkt temasi ile miimkiindiir. Dinamik
sontimleme hizi, ¢arpisan tiirlerin difiizyon oranlariyla alakalidir. Bu oran sicak ve
viskoziteyle iliskilidir. Statik soniimleme, sondiiriicii molekiiliin ve floroforun temel
durumda karmasik bir yap1 olusturdugunu ortaya koymaktadir (Skoog ve ark., 2013).
Iki teknikte de floroforlar ve séndiiriiciiler arasindaki molekiiler etkilesimler igin

floresans sondiirme 6zellikle gereklidir.

Dinamik ve statik soniimleme, sicakliga bagl farkli tutumlari ile ayirt edilebilir.
Dinamik soniimlemede, sicaklik ne kadar yiiksek olursa, difiizyon o kadar hizli ve
soniim o kadar iyi olur. Molekiiller arasi temas ve ¢arpisma olasilig1 da artan sicaklikla
arttigindan, dinamik soniim sabiti yiikselen 1s1 ile artar. Ancak, statik soniimlenme
durumunda, yiiksek sicaklik kompleksin kararliligini azalttigindan, bunun tersi bir etki

gozlenir (Zhang ve ark., 2012).

Sondiirticiiyle florofor arasinda olan sondiirme isleyisi, asagida bulunan Stern-

Volmer denklemiyle arastirilir.

Fo/F =1+ Ksv [Q] = 1+ Kq 10 [Q] (2.1)

Fo ve F, sirasiyla sondiiriicii yoklugunda ve varliginda floresans yogunlugudur.
[Q], sondiiriiciiniin konsantrasyonu. Kgq, biyomolekiile ait sontimleme hiz sabiti, Ksy,
Stern-Volmer soniimleme sabiti ve 1o, ortamda sondiiriici bulunmuyorken
biyomolekiiliin yaklasik yasam stiresidir (Lakowicz, 2006). Bu hususta séniimlemenin
meydana geldigi mekanizmanin anlasilmasi, ¢esitli sicakliklarda floresans 6lgtimlerine
dayanmaktadir. Farkli sicakliklarda florofor ve sondiiriicli arasindaki baglanma sabiti
(Kf) ve baglanma birimlerinin sayisi (n). Stern-Volmer formiiliiniin ikame edilmesiyle

olusturulan ¢ift logaritmik formiilden elde edilebilir.

log (Fo-F)/F = logKs+ n log[Q] (2.2)
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2.2.1.2. Termodinamik etkilesmeler ve baglanma parametreleri

Baz1 termodinamik etkilesimlere bagli olarak, protein-ligand temasi esnasinda
degisik baglanma tiirleri meydana gelir (Li ve Yang, 2015). Van der Waals kuvvetleri,
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve elektrostatik etkilesmeler kiigiik
molekiiller ve biyomolekiiller arasinda bulunan dort farkli non-kovalent bag tiirtidiir.
Farkl1 1s1 aragtirmalarindan bulunan termodinamik degiskenlerin AG (serbest enerji),
AS (entropi degisimi), AH (entalpi degisimi) biiyiikliikleri ve isaretleri etkilesim
tiirlerini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu, AH ve AS baglanma
kuvveti arasinda bulunan kanit olarak alinabilir. Sayet 1sida mithim bir degisime
olmuyorsa, AH’in sabit oldugu varsayilabilir, ardindan asagidaki van't Hoff
denkleminden AH ve AS elde edilebilir.

log K= - AH/ 2,303RT + AS/2,303R (2.3)

AH ve AS parametreleri 1/T degerlerine karsilik gelen log Kfdegerlerinin grafige
gecirilmesiyle bulunur. Ote yandan, farkli sicaklik degerleri i¢in AG degeri, AS ve AH

degerleri belirlendikten sonra agagidaki denklemden hesaplanir.

AG = AH- TAS = -RT InK (2.4)

Ortaya cikan termodinamik degiskenlerin biyiikliigii ve isareti, etkilesimin
cesidi konusunda fikir saglar. AG<O0 oldugunda reaksiyonun kendiliginden
gerceklestigini, AH<0 durumu tepkimenin 1s1 veren (ekzotermik) oldugunu isaret
etmektedir. Negatif degerli AS ve AH, florofor ve sondiiriicii arasindaki etkilesmede
hidrojen bagi ile van der Waals kuvvetlerinin baskin faktorler oldugunu gosterir.

AS>0, hidrofobik bir etkilesimi gosterir (Lakowicz, 2006).
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2.2.1.3. Floresan maddeler ve isaretleme teknigi

Proteinler, canli hiicrelerde amino asitler ve peptitler gibi biyomolekiillerin
izlenebilmesi i¢in belirli sensorlerle isaretlenmesi gerekir. Giiniimiizde izotop
etiketleme, radyoizleyiciler, kalorimetrik biyosensorler, elektrokimyasal sensorler ve
floresan uglar gibi birgok etiketleme (isaretleme/labeling) yontemi buna uygundur.
Bunlar arasinda floresan etiketleme teknigi, tahribat olusturmamasi, floresans
yonteminin diigsiik hacimli 6l¢limlerde ve diisiik yogunluklarda ¢alismak i¢in uygun
olusu ve iyi derecede duyarliliga sahip olmasiyla diger metotlara kiyasla tistiindiir.
Floresans etiketleme, ¢cogunlukla bir hedef biyomolekiiliin fonksiyonel gruplarina bir
floroforun selektif sekilde baglanmasiyla meydana gelir.

Uygun floresans ucu secerken ve isaretlerken asagida bulunan hususlar dikkate

alinmalidir:

» Floresans uglar kiigiik ve kimyasal olarak stabil olmalidir,

* Floresans uglar, hedef proteinin yapisiyla en az biyolojik etkilesime sahip
olmalidrr,

+ Etiketleme reaksiyonu, oldukga verimli ve hedef molekiile adapte edilebilir
olmalidir,

» Tercihen, hedef molekiiliin 6zgiil bolgesiyle floresan ug arasinda bir kovalent

bag olusturulmalidir (Sahoo, 2012).

Gelismis floresan mikroskopisi ve floresans etiketleme yontemleri, bilim
insanlarinin in vivo ve in vitro sistemlerde protein dagilimini, hareketini ve etkilesimini
incelemelerini saglar. Bu sekilde, proteinlerin biyolojik 6zelliklerinden yararlanmak
ve karmagsik biyolojik yapilardaki islevlerini 6zel ve verimli floresan etiketleme
yontemleri kullanarak aydinlatmak miimkiindiir. Bu teknigin uygulamasi, yalnizca
kiiglik yapay floroforlar ve floresan proteinlerle sinirlanmamistir. Bunun yani sira
iletken nanokristaller  kullanilarak  kuantum noktalariyla  biyomolekiillerin
isaretlenmesi son zamanlarda biiyiik Ol¢ekli arastirmalart tesvik etmeye basladi
(Sahoo, 2011 ve Fernandez-Suarez ve Ting, 2008). Ayriyeten, proteinlerin ya da
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peptitlerin molekiil yapisini (Sahoo, 2011) ve canli hiicrede bulunan metal iyonlarinin

iligkili ligandlarla etkilesimlerini incelemeye olanak tanir (Jung ve ark., 2013).

Floresans ug iki yapiya ayrilir:

+ Intrinsik (dogal, i¢) uclar: Yapilarina 6zgii, floresans ozelligi olan dogal
uclardir. Tyr ve Trp gibi aromatik amino asit terminalleri sebebiyle proteinler
i¢sel floresan sergilerler (Gongalves, 2009).

» Ekstrinsik (dis) uglar: Tyr ve Trp amino asit terminalleri bulunmayan,
kovalent baglarla proteinlere baglanan, DNA gibi az miktarda floresans
ozellikte bulunan ya da hi¢ floresans niteligi olmayan bilesiklere floresans
Ozellik saglayan uglardir. Bu gruba 6rnekleme olarak tioflavin T benzeri
floresans boyalar, rodamin, kumarin ve tiirevleri, floresein izosiyanatlar,
etidinyum bromiir, akridin oranj, floresein, naftofuran benzeri bilesikler
gosterilebilir (Hawe ve ark., 2008 ve Piloto ve ark., 2005). Dis uglar, diger
bir deyisle yapay floresan uglar, gelismis fotokimyasal 6zellikte oldugundan
renk cesitliligi, daha genis dalga boyu araligi gibi {stiinliikler ve
isaretlemenin hangi bolgeden gergeklestirilebilecegi hususunda da esneklik

yaratmaktadir (Toseland, 2013).

Floresans ve fosforesans spektrofotometrelerinde UV ve goriiniir bolge
araliginda kullanilan bir 151k kaynagindan gelen 151k, uyarma dalga boyu segicisinden
gectikten sonra numuneye yonlendirilir. Numunenin emisyonu 1g1k kaynagiyla 90°
actyla emisyon dalga boyu segicisinden gecip dedektore ulasir. Bu sayede 1sik
kaynagindan iletilen 15181n dedektore ulagmasi engellenir. Sekil 2.2., fotoliiminesans

isleminde kullanilan tipik bir cihazin bilesenlerini géstermektedir.
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Sekil 2.2. Spektroflorometre genel yapisi

2.2.2. Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme (molecular docking) alan1 son otuz yilda yapisal molekiiler
biyoloji ve yap1 tabanli ilag kesfinin ihtiyaclarini karsilamak i¢in gelismistir. Bilgisayarlarin
artan giicii ve kullamlabilirligi, kii¢iik molekiil ve protein veritabanlarina artan erisim, bu
alanin uygulanabilmesini olduk¢a kolaylastirmistir. Molekiiler kenetlenme yaziliminin
otomatiklestirilmesinin gayesi; yapisal anlamda olasi baglanma modlar1 ile molekiiler

tanima gergeklestirmek Ve enerji agisindan baglanma yakinligim kestirmektir.

Son yillarda, kiiciik molekiiller ve reseptorler arasindaki molekiiler docking
lizerine yapilan calismalar, ilag tasariminda biiyiik ilgi gormiistiir. Yeni ilaglarin
tasarim1 ve gelistirilmesinde protein-ligand baglanma c¢aligmalarinin 6nemi ¢ok
biiyiiktiir. Molekiiler kenetlenme incelemelerinde reseptor olarak kabul edilen yapilar,
protein yapilarinda bulunur. Molekiiler kenetlenme yontemleri, ilag modelleriyle
enzimlerin, niikleik asitlerin ve reseptor proteinlerin nasil birlestigini incelemek igin
bilgisayar destekli ilag tasariminda yaygin olarak tercih edilir. Kenetlenme galismalari
ile i¢ boyutlu yapiya sahip reseptorlere baglanma enerjileri hesaplanabilir ve ligandin
reseptoriin baglanma bolgesindeki konumu modellenebilir. Bu, baglanma modlarini
anlamamiza ve proteinleri hedeflemek i¢in daha iyi kiigiik molekiillii ligandlar

tasarlamamiza yardimci olacaktir. Kisacasi kenetlenme, bir anahtar-kilit iliskisine
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benzer sekilde, bir ligandin uygun konformasyonuyla bir reseptoriin arasindaki uyum
durumudur. Ligandlar c¢ogunlukla hareketlidir ve c¢oziiciilerde cesitli sekillerde
bulunurlar. En sik kullanilan molekiiler kenetlenme y6ntemi; proteinin sabit olan aktif

alantyla ligandin bir dizi konformasyonu arasinda gergeklestirilen docking islemidir.

Molekiiler yerlestirme tipik olarak kii¢lik bir molekiil ile bir hedef makromolekiil

arasinda saglanir. Buna ¢ogunlukla ligand-protein birlesmesi denir (Sekil 2.11).

Bununla birlikte protein-protein etkilesmesine olan ilgi de ¢ogalmaktadir. Ligand-
protein birlesmesinde hedef bir DNA ya da RNA makromolekiiliidiir ve bu proteine
kenetlenen ufak molekiile ligand denir (Morris ve Lim-Wilby, 2008). Molekiiler
kenetlenme yaklasimlari, atomik seviyede kii¢iilk molekiiller ve proteinler arasindaki
etkilesimleri modellemek i¢in kullanilabilir. Kiigiik molekiillerin hedef protein baglama
bolgelerindeki davramigini karakterize etmek ve altta yatan biyokimyasal siirecleri
aydinlatmak icin kullanilabilir. Yerlestirme isleminin iki ana agsamasi vardir: Ligandin
konformasyonunun tahmin edilmesinin disinda, bu bolgelerdeki pozisyonu ve yonelimi

(genellikle poz olarak anilir) ve baglayicinin afinitesi degerlendirilir.

Kenetlenmeden o6nce baglama bdlgesinin konumunun bilinmesi kenetlenme
verimliligini biiyiik 6l¢iide yiikseltir. Baglanma yeri genellikle ligand fiilen implante
edilmeden 6nce bilinir. Birlesme boélgesi hakkinda higbir varsayimda bulunmayan bu

tiir eklemeye kor ekleme denir.

Ligand-reseptor baglama sisteminin ilk izahi, Fischer tarafindan 6nerilen, anahtar-
kilit teorisiydi. Bu teori, ligandlarin ve reseptérlerin katilar gibi davrandigimi varsayar. Daha
sonra Koshland tarafindan gelistirilen "indiiklenmis-fit" teoremi ligand-protein etkilesimi
esnasinda proteinin aktif alanmin ligand etkilesimleri tarafindan devamli olarak yeniden
sekillendirildigini agiklayarak; molekiiler docking bilgisayar yardimli ilag tasarimi, anahtar-
kilit teorisini daha da ileriye gotiirdii. Bu teori, ligand ve reseptoriin docking esnasinda esnek
davranis sergilemesi gerekliligini belirtir. Sonug olarak, bu teori, ligandlarin ve reseptorlerin

baglanma durumunu net bir sekilde tanimlayabilir. Bununla birlikte kenetlenme
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calismalarinda ligandlarin ve protein yapilarmim esnekligi, séz konusu yapinin tim

konformasyonlarini igeren hesaplamalarin yapilmasini ¢ok zorlagtirir.

Hedef molekiil Ligand Kompleks
Kenetlenme
* — -
p
{ Kenetlenme
/ E—

Sekil 2.3. Protein-ligand molekiiler kenetlenmesinin gosterilmesi

Giinlimiizde kullanimda olan docking programlarmnin ¢ogu, protein yapilarini esnek
olmayan bir sekilde degerlendirirken ligand yapilarin1 esnek bir sekilde ele alir. Bunun
nedeni protein yapilart esnek Dbi¢cimde degerlendirildiginde proteinin  tiim
konformasyonlarini ayri ayri incelenmek ve bu konformasyonlarin her biri igin kenetlenme
hesaplariin uzun siirmesi anlamma gelmektedir. Reseptor (protein) esnekliginin bir¢ok
sorununu ele almak i¢in arastirmalar yapilmis olmasina ragmen, esnek reseptorde
kenetlenme, bilhassa molekiiler omurganin esnekligi, meveut docking yontemleri igin kritik
sorun olmaya devam etmektedir. (Meng ve ark., 2011). Molekiiler dockingde, protein
yapisina gore binlerce olasi etkilesim pozu denenebilir ve degerlendirilebilir; en az enerji
degerindeki poz "en uygun eslesme" yani baglanma modu olarak kabul edilmektedir
(Shahabadi ve Hashempour, 2019).

2.2.3. UV-Vis Absorpsiyon Spektroskopisi

UV ve goriiniir bolgelerde olusan absorpsiyon olaylar1 genellikle bag
elektronlarindan kaynaklanir. UV ve goriiniir spektrofotometri genellikle kantitatif

analiz i¢in tercih edilen yontemlerdir. Bir maddenin 151k absorpsiyon derecesini
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6lgmek ve ardindan konsantrasyonunu belirlemek i¢in, absorpsiyon ve konsantrasyon
arasindaki iligkiyi bilmemiz gerekir. Tek dalga boyulu (monokromatik) ve siddeti Io
(Fo) olan bir 151k demeti, ¢ozelti seklinde molekiiller igeren b cm kalinligindaki bir
kiivete yonlendirildiginde, c¢ozeltideki molekiiller 15181 absorblayip 1s181n
yogunlugunda azalma olusturur ve 1sik kiiveti I (F) siddetinde terk eder. Ortaya ¢ikan

etkilesim, Lambert-Beer denklemi ile tanimlanir;
Io Fy
A= logT = log; ebc (2.5)
Bu denklemde;

A; absorbans, I (F); numuneyi terk eden 15181n siddeti, lo (Fo); numuneye gelen
151k siddeti, b; numune kabinin kalinligi (cm), c¢; konsantrasyon (mol/L), €; molar

absorptivite katsayis1 (L moltcm™) olarak ifade edilir.

Cisimlerin 151k emme (absorblama) oOzelliklerini arastirmak icin bir
spektrofotometre kullanilir. Bir spektrofotometre, temel olarak bir 151k kaynagi, bir
monokromator, bir numune kabi ve bir detektérden olusur. Bu tip aygitlarda radyasyon
kaynagi olarak UV ve goriiniir aralikta 151ma yayan doteryum-ksenon, tungsten ya da
hidrojen lambalara benzer kesintisiz 1s1k kaynaklar1 kullanilmaktadir. Bu sistemlerde
dedektor olarak UV ve goriniir 151k alanlarinda fotovoltaik veya fotoiletken
dedektorler, fototiipler ve foton ¢ogaltict tiipler kullanilmaktadir. Bu ana bilesenlere
ek olarak, spektrofotometrelerde ayrica 15181 toplayan, yansitan ve bdlen lensler,
aynalar ve 151k ayiricilar bulunur. Genel bir spektrofotometrenin sematik diyagrami da

Sekil 2.4'te verilmistir (Yildirim, 2020).

Dalga
(K 5 I " - Suryal
Isik Kaynagn | e bovu »] Numune M Dedektar > 3
s Islemcisi
Secicist

Sekil 2.4. UV-Vis spektrofotometrenin sematik gosterimi
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3. BULGULAR

3.1. BSA Proteini ile PRO ve QUI Pestisitleri Arasindaki Etkilesimlerin

Floresans Ol¢iimleriyle Karakterizasyonu

BSA-pestisit etkilesimlerinin floresans soniimleme mekanizmalarini anlamak
icin 3 uM (mikromolar) konsantrasyondaki BSA fiizerine 3 uM — 300 uM araliginda
artan konsantrasyonlarda PRO vel0 uM - 150 uM araliginda artan konsantrasyonlarda
QUl ilave edilerek BSA’ nin floresans siddetinin diisiisii takip edilmistir.

800

A

600

400

Floresans siddeti

200

500

Floresans siddeti

T
300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.1. Artan pestisit konsantrasyonlarinin ilavesi ile BSAmin floresans sondiirme
spektrumlart A) PRO, B) QUI
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3.2. Floresans Soniim ve Stern-Volmer Esitligi

BSA-pestisit etkilesimleri igin floresans soéniim verileri degisik 1silarda Stern-
Volmer denklemi (Esitlik 3.1.) kullanilarak elde edilmistir.

2 =1+ Ky [Pestisit] = 1+ K7, [Pestisit] (3.1)

Stern-Volmer esitligindeki Fo ve F sirayla pestisit maddesi yoklugundaki ve
varligindaki BSA ¢ozeltisinin floresans siddetini, Kq proteinin soniimleme hiz sabitini,
To pestisit yoklugundaki floresansin Omiirlinii, [Pestisit] protein-pestisit karisim
soliisyonundaki pestisit konsantrasyonunu ve Ksy ise Stern-Volmer soniimleme

sabitini gosterir.

I¢ filtre etkisini en aza indirmek i¢in ise BSA-PRO ve BSA-QUI etkilesimlerine
ait floresans siddetleri Esitlik 3.2. kullanilarak diizeltilmistir.

FDﬁzeltilmis = FGézlenen exp [(Aex + Aem)/z] (32)

39



FJF

T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

[PRO)/uM
2.0 4 B
1.8
& 1.6 4
=
1.4 4
0O 15°C
1.2 O 25°C
A\ 35°C
1.0+

T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
[QUITuM

Sekil 3.2. Pestisit—BSA etkilesimleri i¢in Stern-Volmer grafikleri A) PRO, B) QUI

BSA proteininin PRO ve QUI pestisit molekiilleri ile etkilesimi sonucunda
soniimlenme mekanizmasini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, 15°C (288 K),
25°C (298 K) ve 35°C (308 K)’de BSA ile PRO’nun etkilesimi sonucunda Ksv
degerleri sirastyla 1,60x10%, 1,53x103, 1,46x10% Kq degerleri de sirastyla 1,69x10%,
1,53x10%, 1,46x101 ve BSA ile QUI’nin etkilesimi sonucunda Ksv degerleri sirastyla
6,39x10%, 5,77x10%, 4,17x10%, Kq degerleri ise sirasiyla 6,39x10%3, 5,77x10%3,

4,17x10% olarak bulunmustur.

Cizelge 3.1. Pestisit-BSA baglanma reaksiyonlarinin baglanma 6zellikleri

Sicaklik (K) = KS\F;RO Ke = KSVQU' Ke
288 0,998 1,60 x 10° 1,69 x 103 0,992 6,39 x 10° 6,39 x 1012
298 0,995 1,53 x 103 1,53 x 103 0,997 5,77 x 10° 5,77 x 103
308 0,997 1,46 x 10° 1,46 x 1083 0,997 4,17 x 10° 4,17 x 108
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Cizelge 3.1.’da gosterildigi gibi ¢ozeltinin sicakliginin artmasi pestisit-protein
sistemi i¢in Ksv degerini diisiirmektedir. Artan sicaklikla birlikte Ksv degerlerinin
diismesi, ¢alisilan protein-ilag sistemindeki floresans sondiirme mekanizmasinin statik

sondiirmeden kaynaklandigin1 gostermektedir.

Soniim mekanizmas1 belirlenerek, her bir protein-pestisit sistemi i¢in
pestisitlerle protein molekiilleri arasindaki baglanma reaksiyonlariyla ilgili detayl
bilgi elde edilebilir. BSA-PRO ve BSA-QUI etkilesimleri i¢in farkli 1silarda protein
molekiilii basina pestisitlerin baglanma bdlgelerinin sayisi (n) ve baglanma sabitleri
(K¥), asagidaki Esitlik 3.3. kullanilarak belirlenmistir.

Fo—F

F

log = log K + nlog [Pestisit] (3.3)

Buradaki Fo, F ve [Pestisit] parametreleri Stern-Volmer esitliginde tanimlanan
parametrelerle aynidir. Fo ve F sirastyla pestisit yoklugundaki ve varligindaki protein
cozeltisinin floresans siddeti, [Pestisit] protein-pestisit karisim ¢ozeltisindeki ilag
konsantrasyonudur. Esitlik 3.3.’¢ gore, log (Fo—F)/F’ye kars1 log[Pestisit] grafiginin
cizilmesiyle elde edilen dogrusal grafiklerin egim ve kesisim degerlerinden

yararlanilarak Kr ve n degerleri hesaplanmistir.

15°C, 25°C, 35°C’de BSA-PRO ve BSA-QUI sistemi i¢in ¢izilen log (Fo-
F)/F’ye kars1 log[Pestisit] grafigi asagidaki sekillerde gosterilmektedir.

41



log(F,-F/F)

-3.0 T T T T T
0.5 1.0 15 2.0 25
log [PRO]
0.0
0.5
@
LL
IO
L _¥oR
{@)
o
1.5
'2.0 T T T T T T

T
1.0 1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2

log[QUI]

Sekil 3.3. Pestisit—-BSA etkilesimleri i¢in ¢ift logaritmik dogrusal egriler A) PRO, B) QUI

BSA-PRO ve BSA-QUI etkilesimleri i¢in log (FO-F)/F’ye kars1 log[Pestisit]
grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle islenmesi sonucunda elde edilen
dogrusal grafiklerin egim ve kesisim degerleri araciligiyla hesaplanmis K ve n degeri

asagidaki cizelgede yer almaktadir.

Cizelge 3.2. Pestisit-BSA baglanma reaksiyonlarinin baglanma 6zellikleri

Sicaklik (K) R? n PRO Ks R n QUI K
288 0,996 0,75 9,55 x 108 0,990 1,32 7,08 x 102
298 0,994 0,92 3,63 x 1078 0,990 1,23 5,80 x 102
308 0,990 1,18 6,02 x 104 0,990 1,16 5,01 x 10?

Yukaridaki cizelgeye bakildiginda, PRO ve QUI pestisitlerinin BSA
proteinlerine baglanma islemi i¢in baglanma sabiti degerleri, yiikselen ¢ozelti sicakligi

ile birlikte azalmaktadir. Protein-pestisit sisteminde artan soliisyon sicakligiyla
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baglanma sabitinin degerindeki azalma, kararsiz bilesenlerin kismi ayrigsmasindan ve
yapimin kararsiz karakterinden kaynaklanmaktadir (Ge ve ark., 2010). PRO ve QUI
pestisitlerinin BSA proteini lizerine baglanma yeri sayisi olan “n” degerinin tim
sicakliklarda 1’e yakin olmasi nedeniyle 1 tanedir ve pestisit baglanma yeri miktari

sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir (He ve ark., 2005).

3.3. Termodinamik Parametreler ve Baglanma Kuvvetleri

Proteinler ve pestisit molekiilii arasinda dort ana etkilesim vardir. Bunlar van der
Waals kuvvetleri, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik
etkilesimlerdir (Hu ve ark., 2005; Jang ve ark., 2009 ve Ge ve ark., 2010). Protein-
pestisit etkilesimlerinin yapisal bozulma olmadan cesitli sicakliklarda etkilesimlerin
dogasini saptamak amaciyla termodinamik degisken degerleri hesaplanmistir. Entalpi
degisimi (AH) ve entropi degisimi (AS) degerleri Van't Hoff denklemi (Esitli 3.4.)
kullanilarak belirlenmistir. Van’t Hoff denklemi;

AH AS
anf = — E-l- ? (34)

seklindedir. Bu denklemdeki K calisilan sicakliktaki baglanma sabiti degeri, T
cozelti sicakligr ve R ideal gaz sabitidir. Her sistemin AH ve AS degerlerini hesaplama
amactyla In K degerine karsi 1/T grafigi ¢izilmistir. Van’t Hoff grafigi verilerinin
(Sekil 3.4.a ve Sekil 3.4.b) dogrusal regresyon analizleri kullanilarak islenisiyle
olusturulan lineer grafiklerin egim ve kayma degerlerinden sirasiyla AH ve AS

degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. Pestisit—BSA etkilesimleri i¢in van't Hoff grafikleri A) PRO, B) QUI

Protein-ilag sistemindeki baglanma islemindeki Gibbs serbest enerji degisiminin

(AG) degerlerini hesaplamak i¢in Esitlik 3.5. kullanilmistir.

AG = AH —TAS (3.5)

BSA proteininin PRO ve QUI pestisitlerine baglanma prosesleri i¢in elde edilen
termodinamik degiskenlerin biiyiikliigii ve isareti, etkilesimin tiiriiyle ilgili bilgi
vermektedir. AG<0 olusu reaksiyonun kendiliginden oldugunu ve AH<0 oldugu
durumda reaksiyonun 1s1 veren (ekzotermik) oldugunu gosterir. AS ve AH degerlerinin
negatif olmas1 durumu florofor ile sondiirticii arasindaki etkilesimede, hidrojen baglari
ve van der Waals kuvvetlerinin ana faktorler oldugunu gosterir. AS>0 olmasi halinde

hidrofobik etkilesimelerin oldugu hususunda bilgi elde edilir (Lakowicz, 2006).
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Cizelge 3.3. Pestisit-BSA etkilesimlerinin termodinamik 6zellikleri

Sicakhik PRO QUI
(K) AG (kJ AH (kJ mol-  AS (kJ mol* AG (kJ AH (kJ AS (kJ mol?
mol?) D) K1) mol) mol?) K1)
288 -89,67 -15,72
298 -89,17 -103,45 -0,05 -15,82 -12,84 0,01
308 -88,71 -15,92

PRO-BSA ve QUI-BSA komplekslerinin olusumunu dogrulamak ve floresan
sonuglarini dogrulamak i¢in UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi kullanilmistir. Clinkti
pestisit etkilesimine bagli olarak BSA absorpsiyon spektrumundaki degisiklikler, hem
sontimleme siirecinin gostergesi hem de pestisit ile BSA arasinda bir kompleksin
olustugunun kanitidir. Sekil 3.5., artan PRO konsantrasyonlari ile BSA'nin absorbans
spektrumundaki degisiklikleri gostermektedir. BSA, yapisindaki Triptofan (Trp) ve
Tirozin (Tyr)’in mevcudiyeti nedeniyle 280 nm'de yiiksek bir absorpsiyon zirvesi
goriilmektedir. Artan PRO konsantrasyonlari ile BSA absorpsiyon zirvesindeki artis,
BSA kromoforlarinin etrafindaki degistirilmis mikro ortami agikca gostermektedir. Bu
sonug, PRO-BSA ectkilesim mekanizmasinin  statik  soniimleme  olarak
simiflandirildigint ve PRO ile BSA arasinda komplekslesmenin meydana geldigini
ortaya ¢ikarmistir. Benzer sekilde, artan QUI konsantrasyonlari ile BSA absorpsiyon
zirvesinde meydana gelen degisiklikler QUI- BSA etkilesim mekanizmasinin da statik

sonlimleme olarak siniflandirildigini ortaya koymaktadir (Sekil 3.5.)
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Sekil 3.5. Artan pestisit konsantrasyonlarinin ilavesi ile BSA'nin absorbans spektrumlari A)
PRO, B) QUI

3.4. Pestisit- BSA Etkilesiminin 3 Boyutlu Floresan Spektral Sonuclar:

Bu ¢alismada, PRO ve QUI'nin Trp ve Tyr kalintilarin1 g¢evreleyen mikro ortami
etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in 3 uM BSA'nin ve bunun 30 uM PRO ve 30 uM
QU ile karisiminin 3-D floresans spektrumu kaydedilmistir. Sekil 3.6., yalnizca BSA'nin
ve PRO-BSA ve QUI-BSA karisimlarinin kontur haritalarin1 géstermektedir. Cizelge 3.4.,
BSA’nin pik konumlarin1 ve yogunluklarmi &zetlemektedir. BSA'min 3-D floresan
spektrumundaki dort pik noktasi arasinda iki belirgin pik noktasi vardir: sirasiyla 'l'
(Aex=280 nm) ve 2' zirvesi (Aex=230 nm), BSA'nin Trp ve Tyr kalintilarinin floresan
spektral davranisiyla iligkilidir. BSA'ya PRO eklenmesiyle zirve 'l' ve zirve "2'nin
floresans yogunluklarinda goriiniir sondiirme tespit edildi. BSA-PRO kompleksinde
yogunluk degerleri %21 (tepe '1") ve %80 (tepe '2') azaldi. Bu veriler, PRO ve BSA

arasindaki kompleks olusumun, Trp ve Tyr kalintilarim1 cevreleyen mikro ortamda
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olctilebilir degisikliklere neden oldugunu agikca gostermistir. Benzer sekilde BSA'ya QUI

eklenmesiyle zirve 'l' ve zirve '2'nin floresans yogunluklarinda goriiniir sondiirme tespit
edildi. BSA-QUI kompleksinde yogunluk degerleri degerleri %45 (tepe '1") ve %7 (tepe
'2") azald1. Bu veriler, PRO ve QUI arasindaki kompleks olusumun, Trp ve Tyr kalintilarini

cevreleyen mikro ortamda olgiilebilir degisikliklere neden oldugunu agikca gostermistir.
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Sekil 3.6. BSA ve Pestisit-BSA karisimlarinin 3 boyutlu floresan sinyalleri ve list kontur

haritalar1 A) BSA, B) [PRO]:[BSA] =10:1 ve C) [QUIJ:[BSA] =10:1
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Cizelge 3.4. BSA ve Pestisit-BSA karigimlarinin 3 boyutlu floresan
konumlar1 ve yogunluk degerleri

sinyallerinin tepe

Tepe Pozisyonu

Sistem Tepe Dhex/ dem (NM/NM)] Yogunluk
a 230/230—350/350 3,94 — 438
b 250/500 285,1
1 280/341 596,3
BSA 2 230/341 282,0
a 230/230—350/350 0,66 — 721
b 250/500 140,2
[PRO]:[BSA] = 10:1 1 280/346 469,0
2 230/346 58,9
a 230/230—350/350 7,05 — 291
b 250/500 200,8
[QUIT:[BSA] =10:1 1 280/346 329,4
2 230/346 262,4

3.5. PRO-BSA Sisteminin Molekiiler Kenetlenme Sonuclari

Molekiiler yerlestirme sonuglarinin kiime analizine dayanarak, sirastyla BSA'nin

I. ve II. bolgelerinde toplam 8 ve 10 farkli konformasyonel kiime vardi. Bolge I'de, en

yiiksek niifuslu kiime 71 konformasyonel yapiya sahiptir (X = —25,90 kJ mol™).

Bolge Il'de, en yiiksek niifuslu kiimede 43 konformasyonel kiime vardir (x =
—23,89kJ mol™) (Sekil 3.7.). Bolge I icin en kalabalik kiimenin en diisiik baglanma
enerjisi (—25,98kJ mol™?) bdlge II'ninkinden (—24,69 kJ mol™) daha diisiiktiir (Sekil
3.7.). Diistik baglanma enerjisi, PRO’nun bolge I'de BSA ile daha kararl etkilesimler

olusturabilecegini gostermistir. Bu nedenle PRO, BSA'nin 1. bdlgesine, II. bolgesine

gore biraz daha yiiksek bir afiniteye sahiptir.

48



75¢

— Bolge I

S0

25}

; L . .

« Bilge IT

Konformasyon sayisi

50

25}

o 1 n
-29 -24 -19 -14

Ortalama baglanma enerjisi, kJ/mol

Sekil 3.7. (A) Bolge I ve (B) bolge II'de BSA'ya PRO kenetlenmesinin kiime analizi

PRO ve BSA arasindaki molekiiller arasi etkilesimler, en diisiik baglanma
enerjisindeki PRO-BSA kompleksine dayali olarak ayrica arastirilmistir (Sekil 3.7.).
Her baglanma yerinde tekli hidrojen bagi olusmustur (Sekil 3.8.; Cizelge 3.5.). Bolge
I'deki PRO’ya 5A icinde, amino asit kalintilar1 (Ala-260, Ser-286, lle-263, Phe-222,
Leu-237, Ala-290, Ile-289, Arg-256, Lys-221, Leu-259, Leu-218, Tyr-149) PRO
atomlar1 ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur (Sekil 3.9.). Analize dayanarak,
hidrofobik etkilesimlerin BSA'nin aktif bolgesi igcindeki PRO’yu stabilize etmede
hayati bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir. Bu nedenle kenetlenme sonucglarimiz,
PRO’nun BSA'nin 1. baglanma bolgesi icin bir baglanma tercihine sahip oldugunu ve
kompleks olusumunda hem hidrofobik etkilesimlerin hem de hidrojen baglarinin yer

aldigini tahmin etmistir.
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Sekil 3.8. BSA'nin bolge I ve bolge 1I'deki PRO kenetlenme modeli. BSA'nin etki alanlari
farkli renklendirilir (I = kirmizi; IT = mavi; III = yesil) ve en diisiik baglanma enerjisine sahip
konform goriintiilenir. Alan I ve alan II'deki yakinlagtirilmis goriintiiler, PRO ile BSA amino
asit kalintilarinin (sar1) yan zincirleri arasinda olusan hidrojen baglarini1 (koyu yesil ¢izgiler)
gostermektedir

Cizelge 3.5. I ve II bolgelerinde BSA amino asit kalintilar1 ve PRO atomlar1 arasinda olusan
tahmin edilen hidrojen baglar1

BSA baglanma yeri BSA kalintisi: atom PRO atomu Mesafe (A)
Bolge I1 Tyr-410: HH N (triazin) 2,166
Bolge I Arg-256: HH22 N (triazin) 2,197
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Sekil 3.9. PRO ve BSA'nin bolge I ve bolge II'deki amino asit kalintilar1 arasindaki hidrofobik
ve polar etkilesimleri gosteren Ligplot+ diyagramlari. Ligplot+, Sekil 3.7.'de gosterildigi gibi
hidrojen atomlarmi gostermez: her iki bolgedeki hidrojen baglari, bir BSA amino asit
kalintisindan bir hidrojen atomu ile PRO’dan bir nitrojen atomu arasinda olusturulur

3.6. QUI-BSA Sisteminin Molekiiler Kenetlenme Sonuglar:

Kiime analizi sonuglari, bolge I'de 4 farkli kiime ve bolge II'de 11 farkli kiime
gosterir (Sekil 3.9.). Bolge I'de, en yiiksek niifuslu kiime 41 konformasyonel yapiya
sahipti (x = —30,63 kJ mol?l). Bolge II'de, en yiiksek niifuslu kiimede 43
konformasyonel yap1 vardir (¥ = —22,89 kJ mol™). I. bdlge igin en kalabalik kiimenin
en diisiik baglanma enerjisi (—31,05 kJ mol™?) bélge II'ninkinden (—22,97 kJ mol™?)
daha disiiktiir (Sekil 3.10.). Diisiik baglanma enerjisi, QUI’nin bolge I'de BSA ile daha
kararli etkilesimler olusturabilecegini gosterir. Bu nedenle QUI, BSA'nin II. bolgesine

gore L. bolgeye daha yiiksek bir afiniteye sahiptir.
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Sekil 3.10. (A) bolge I ve (B) bolge 11'de BSA'ya kenetlenen QUI’nin kiime analizi

QUI ve BSA arasindaki molekiiller arasi etkilesimler, en diisik baglanma
enerjisindeki QUI-BSA kompleksine dayali olarak ayrica arastirildi. Her baglanma
yerinde bir hidrojen bag1 olustu (Sekil 3.11.; Cizelge 3.6.). Bélge I'deki QUI’ne 5A
icerisinde, protein kalintilar1 (Ala-260, Ser-286, Ala-290, lle-289, Arg-256, Arg-198,
Leu-259, Leu-218, Tyr-149, Leu-237, His-241, Arg-217, Trp-213, Val-240, Lys-221)
QUI atomlart ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur (Sekil 3.12.). Yukaridaki
sonuglara dayali olarak, QUI’nin bolge I'de BSA ile daha giicli ve daha kararl
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 olusturdugu ve boylece bolge I'i QUI igin
tercih edilen BSA baglanma bdlgesi haline getirdigi gosterilmistir.
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Sekil 3.11. BSA'nin bélge I ve bolge II'deki QUI kenetlenme modeli. BSA'nin alanlar farkli
renklendirilir (I = kirmizt; II = mavi; III = yesil) ve en diisiik baglanma enerjisine sahip
konform goriintiilenir. Bolge I ve bolge I1'deki yakinlastirilmig goriintiiler, QUI ile BSA amino
asit kalintilarinin (sar1) yan zincirleri arasinda olusan hidrojen baglarin1 (koyu yesil ¢izgiler)
gosterir

Cizelge 3.6. I ve II bolgelerinde BSA amino asit kalintilar1 ve QUI atomlari arasinda olusan
tahmin edilen hidrojen baglari

BSA baglama bolgesi BSA kalintisi: atom QUI atomu Mesafe (A)
Bolge I Arg-256: HH22 O (ether) 2,117
Bolge I1 Arg-412: HH11 N (pyridine) 2,086

53



'
%‘vw
3
Lew237(A)
G4 JaLZ4(AY
o

I s Y
o His241(A)
1e289(A) o
@
u
A o BTN 3&

%SWIM

Lys221A)

Lea1S(A)
TI2L3A)
.. 22
Bolge I Bolge 11
@@ Lizand bor a5 Non-ligand residues involved in hydrophobic
@@ Non-ligand bond e | Contict(s)
@®- --@® Hydrogen bond and its length @  Comesponding atoms involved in hydrophobic contact(s)

Sekil 3.12. BSA'nin bdlge I ve bolge 11'deki amino asit kalintilar1 ve QUI arasindaki hidrofobik
ve polar etkilesimleri gosteren Ligplot+ diyagramlari. Ligplot+, Sekil 3.10.'da gosterildigi gibi
hidrojen atomlarmi gostermez: her iki bolgedeki hidrojen baglari, sirasiyla bolge 1 ve bolge
II'de bir BSA amino asit kalintisindan bir hidrojen atomu ile QUI’den bir oksijen atomu ve bir
nitrojen atomu arasinda olusturulur

Sonu¢ olarak, QUI-BSA kompleksinin en kalabalik kiimesinde (bolge I
—31,05kJ molt) PRO-BSA kompleksinden (Site I: —25,98kJ mol?) daha diisiik
baglanma enerjisine sahip bir konformasyon yapisi1 elde edildi. QUI, bdlge I'de
PRO’ya kiyasla BSA'nin amino asit kalintilari ile daha kararli etkilesimler olusturabilir

ve bu nedenle QUI’nin BSA'ya PRO’dan daha yiiksek bir afinitesi vardir.
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4. TARTISMA

Diinyanin toplam popiilasyonu her gecen giin artmaktadir. Popiilasyonun
artmast aghik oranmi da 6nemi derecede etkiler. Artan aclik ve kitlik sebebiyle
yetistiriciler, mahstillerini zararlilara karst korumak ve gelistirmek icin pestisitleri
siklikla tercih etmektedir. Fakat, pestisitlerin {iriinlerde ve degisik bolgelerdeki
kalintilar1 sebebiyle canlilar1 ve gevreyi olumsuz olarak etkilemektedir. Proteinler ile
pestisitlerin arasindaki etkilesimlerin incelenmesi, pestisitlerin, insan viicudundaki
etki mekanizmalar1 ve baglanma noktalar1 ile ilgili bilgiler saglamaktadir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglar ise pestisitlerin zararlar1 konusunda daha fazla bilgi
edinilmesine ve yeni pestisit tasarimlar1 konusunda c¢aligmalar yapilmasina imkan

saglanmaktadir.

Bu tez calismasinda kinolon smifina ait bir fungisit olan QUI ve triazin
herbisitlerinden PRO’nun BSA proteini ile etkilesimi spektroflorometrik ve
hesaplamal1 yontemler ile arastirilmis ve bu arastirmalar neticesinde asagida yer alan

sonuglar elde edilmistir.

Fosfat tamponu icerisinde pH=7,48’de BSA konsantrasyonu sabit tutularak PRO
ve QUI konsantrasyonu degistirilerek floresans ve UV spektrumlart alinmastir.
Floresans spektroskopisi ile elde edilen verilerde artan PRO ve QUI
konsantrasyonlarina bagli olarak BSA’nin floresans siddetinin azaldigi goriilmiistiir.
Buna bagli olarak BSA-PRO ile BSA-QUI molekiileri arasinda etkilesimin meydana
geldigi, bu etkilesimin farkli sicakliklarda Stern-Volmer denklemine goére incelenmis
ve artan sicaklikla Ksy’ nin azalig gosterdigi ve PRO ve QUI i¢in statik soniimleme
mekanizmasinin oldugu sonucuna varildi. Ayrica, PRO ve QUI’nin BSA ile etkilesimi
sonucunda elde edilen Kq degerlerinin birgok biyomolekiil-séntimleyici sistemleri igin
maksimum dagilma-carpisma soniimleme sabiti degeri olan 2,00x10° M s’ den

biiyiik olmasi da etkilesimlerde statik soniimlemenin baskin oldugunu gostermektedir.
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PRO ve QUI ile BSA arasindaki kompleks olusumunu gostermek ve floresans
verilerini dogrulamak icin UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile de oOlgiimler
gergeklestirilmistir. Ciinkii ligand baglanmasina bagli olarak BSA’nin absorpsiyon
spektrumundaki degisiklikler hem soniimleme isleminin gostergesi hem de ligand ile
protein arasinda bir kompleksin olustugunun kanitidir. Elde edilen floresans 6l¢iim
sonuglarindan, artan pestisit konsantrasyonlar1 ile BSA'nin absorbans spektrumunda
meydana gelen degisimler, etkilesimim mekanizmasinda statik soniimlemenin baskin
oldugunu ve calisilan pestisitler ile BSA arasinda komplekslesmenin meydana

geldigini gostermektedir.

BSA-PRO ve BSA-QUI etkilesimleri i¢in log(Fo.-F)/F’ye karst log[Pestisit]
grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle islenmesi sonucunda elde edilen

[13

dogrusal grafiklerin egim ve kesisim degerleri araciligiyla “Kr “ ve “n” degerleri
hesaplanmistir (Oda sicakliginda, pestisitlerin BSA ile baglanma afiniteleri PRO-BSA
kompleksi i¢in Ki=3,63 x 102 M?; QUI-BSA kompleksi i¢in K =5,80 x 10> M?
olarak bulunmustur). PRO ve QUI pestisitlerinin BSA proteinlerine baglanma islemi
icin baglanma sabiti degerleri, artan ortam sicakligi ile azalmaktadir. Protein-pestisit
sisteminde artan sicaklik ile baglanma sabitinin degerindeki azalma, kararsiz
bilesenlerin  kismi  ayrismasindan ve  yapmin  kararsiz ~ karakterinden
kaynaklanmaktadir. PRO ve QUI pestisitlerinin BSA proteini iizerine baglanma yeri

sayis1 olan “n” degerinin tiim sicakliklarda 1’e yakin olmasi nedeniyle 1 tanedir ve

pestisit baglanma yeri miktar1 sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir.

Farkli sicakliklar kullanilarak elde edilen termodinamik parametreler (AG, AH,
AS), BSA-PRO arasinda hidrojen baglari ve van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugu;
BSA-QUI arasindaki etkilesimde giiclii hidrofobik etkilesimlerin etkin oldugu
goriilmiistiir (PRO-BSA kompleksi icin AS= — 0,05 kJ mol*K?, AH = — 103,45 kJ
mol~ ve QUI-BSA kompleksi icin AS=+ 0,01 kJ mol*K™*, AH = - 12,84 kJ mol™?).
Her iki sistem i¢in Gibbs serbest enerji degisimin negatif olmasi molekiiller arasindaki
etkilesimin kendiliginden gerceklestigini gostermistir (Oda sicakliginda PRO-BSA
kompleksi icin AG= — 89,17 kJ mol™ ve QUI-BSA kompleksi i¢in AG= — 15,82 kJ

mol ).
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Calismalar kapsaminda, PRO ve QUI'nin Trp ve Tyr kalintilarini ¢evreleyen
mikro ortami etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in BSA'nin ve BSA ile PRO ve
QUI ile karisimlarmin 3-D floresans spektrumlari kaydedilmistir. BSA'nin 3-D
floresan spektrumundaki dort pik noktasi arasinda iki belirgin pik noktasi vardir:
sirastyla 'l' (Aex=280 nm) ve '2' (Aex=230 nm) zirvesi, BSA'nin Trp ve Tyr kalintilarinin
floresan spektral davraniglariyla iligkilidir. BSA'ya hem PRO hem de QUI
pestisitlerinin eklenmesiyle zirve '1' ve zirve '2'nin floresans yogunluklarinda goriiniir
sonlim tespit edilmistir. Bu veriler, PRO-BSA ve QUI-BSA arasindaki kompleks
olusumunun, Trp ve Tyr kalintilarin1 c¢evreleyen mikro ortamda Olgiilebilir

degisikliklere neden oldugunu agikca gostermistir.

Tez ¢alismalar1 kapsaminda, PRO-BSA ve QUI-BSA arasindaki etkilesimleri
aciklamak icin molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 da gerceklestirilmistir. Kenetlenme
sonuclarina gore, diisilk baglanma enerjisi, PRO’nun bolge I'de BSA ile daha kararl
etkilesimler olusturabilecegini bu yiizden PRO’nun BSA'nin I. Bélgesine daha yiiksek
bir afinite sergiledigini gostermistir. Ayrica, bu bolgede, PRO ile BSA arasindaki
kompleks olusumunda hem hidrofobik etkilesimlerin hem de hidrojen baglarinin etkin
rol oynadigi goriilmiistiir. En diisiik baglanma enerjisindeki QUI-BSA kompleksine
dayali olarak elde edilen sonuglara gore, QUI’nin bolge I'de BSA ile daha giiglii ve
daha kararl hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 olusturdugu ve boylece bolge

I'1 QUI igin tercih edilen BSA baglanma bolgesi haline getirdigi gézlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, pestisit olarak kullanilan PRO ve QUI’nin BSA ile
etkilesiminin floresans spektroskopisi ve hesaplamalari teknikleri ile incelenmesi

amaglanmistir.

Cozeltinin sicakligiin artmasi pestisit-protein sistemi ig¢in Ksv degerlerini
diistirmektedir. Artan sicaklikla birlikte Ksy degerlerinin diismesi, ¢alisilan protein-
pestisit sistemindeki floresans soniimleme mekanizmasinin statik séniimlemeden
kaynaklandigin1 gostermektedir. Calismalar kapsaminda gergeklestirilen UV-vis
absorpsiyon spektroskopisi ve 3-D floresans spektroskopisi sonuglart da hem etkilesim
mekanizmasin1i hem de pestisitler ile BSA arasinda olusan kompleks olusumunu

dogrulamistir.

BSA proteininin PRO ve QUI pestisitlerine baglanma prosesleri i¢in elde edilen
termodinamik degiskenlerin biiylikligl ve isareti (PRO-BSA kompleksi igin AS= —
0,05 k mol*K™1, AH = — 103,45 kJ mol* ve QUI-BSA kompleksi i¢in AS=+ 0,01 kJ
mol K™, AH = — 12,84 kJ mol*) molekiiler kenetlenme sonuglartyla uyumlu olarak
desteklenmistir. AS ve AH degerlerinin negatif olmasi durumu, PRO-BSA ve QUI-
BSA komplekslerinin olusumunda van der Waals etkilesimlerinin ve hidrojen

baglarinin daha etkili oldugunu gostermistir.

Van't Hoff esitligiyle hesaplanmis K ve n degeri yardimiyla PRO ve QUI
pestisitlerinin BSA proteini iizerine baglanma yeri sayist olan “n” degerinin tiim
sicakliklarda 1’e yakin olmasi nedeniyle 1 tane olup pestisit baglanma yeri miktari

sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir.

PRO-BSA sisteminin molekiiler kenetlenme sonuglari’na gére PRO ve QUI’nin
BSA'nin L. bolgesinde daha kararli etkilesimler olusturabildigini ve QUI’nin bolge I'de

PRO’ya kiyasla BSA'min amino asit kalintilari ile daha kararli etkilesimler
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olusturabildigini gdstermistir. Ayrica her iki pestisit icinde etkilesimlerde hidrofobik

etkilesimlerin ve hidrojen baglarinin etkin oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak pestisit molekiillerinin biyolojik molekiiller ile etkilesimi ve yeni
molekiillerin tasarlanma amacinin daha derinden anlasilmasina katkida bulunabilecek
bu ¢alisma, PRO ve QUI 6zelinde pestisitler basta olmak iizere farkli molekiillerin
biyolojik molekiiller ile baglanma mekanizmalari1i ve bu tiir molekiillerin
farmakolojik etkilerini anlamanin yani sira yeni ve etkili molekiillerin yapisini

tasarlamada daha fazla bilgi saglayarak arastirmacilara katkida bulunacaktir.
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OZET

Propazin ve Kinoksifen'in Sigir Serum Albiimini ile Etkilesiminin Spektroflorimetrik ve
Hesaplamali Teknikler Kullanilarak Incelenmesi

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda tarim iirlinlerinin hem gelisimini diizenlemek hem de
cesitli hasarelere karsi korumak i¢in yaygin olarak kullanilan iki pestisit olan Propazin (PRO)
ve Kinoksifen (QUI)’nin dolasim sisteminde ana tastyici protein olarak bulunan sigir serum
albiimini (BSA) ile etkilesimlerinin floresans spektroskopisi ve hesaplamalar1 teknikleri ile
incelenmesi amaglanmisgtir.

Floresans ve absorpsiyon spektroskopisinden elde edilen sonuglar, PRO/QUI ve BSA
arasindaki komplekslesmeyi dogrulamustir.

Artan sicaklikla beraber Ksy degerlerindeki azalis, BSA fliioresansinin PRO/QUI
kaynakli soniimlemesinin statik soniimleme oldugunu gostermistir. Oda sicakliginda,
pestisitlerin BSA ile baglanma afiniteleri PRO-BSA kompleksi i¢in Kt=3,63 x 10° M; QUI-
BSA kompleksi igin Kf =5,80 x 102 M olarak bulunmustur. Artan sicakliklarda ise nispeten
daha diisiik baglanma sabiti degerleri gozlenmistir.

Termodinamik verilerin sayisal olarak degerlendirmesi (PRO-BSA kompleksi igin AS=
—0,05 ki mol*K, AH = — 103,45 kJ mol ve QUI-BSA kompleksi i¢in AS= + 0,01 kJ mol-
K1, AH = — 12,84 kJ mol?) molekiiler kenetlenme sonuglariyla uyumlu olarak
desteklenmistir. Bulunan sonuglar, PRO-BSA ve QUI-BSA komplekslerinin olusumunda van
der Waals etkilesimlerinin ve hidrojen baglarinin daha etkili oldugunu gdstermistir.

Baglanma yerlerinde PRO ve QUI'nin BSA'ya baglanmasina iliskin gergeklestirilen
molekiiler kenetlenme sonuglart hem PRO hem de QUI’'nin BSA'nin I. baglanma bdlgesinde
daha kararli etkilesimler olusturabildigini ve QUI'nin bolge I'de PRO’ya kiyasla daha yiiksek
bir afinite sergiledigini gdstermistir.

Anahtar Sozciikler: Kinoksifen, Molekiiler kenetlenme, Propazin, Sigir serum albiimini,
Spektroflorimetri.
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SUMMARY

Investigation of The Interaction of Propazine and Quinoxyfen With Bovine Serum
Albumin Using Spectrofluorimetric and Computational Techniques

In this thesis, it is aimed to examine the interactions of Propazine (PRO) and Quinoxifen
(QUI), two pesticides that are widely used both to regulate the development of agricultural
products and to protect them against various pests, with bovine serum albumin (BSA), which
is the main carrier protein in the circulatory system, using fluorescence spectroscopy and
calculations techniques.

The results from fluorescence and absorption spectroscopy confirmed the complexation
between PRO/QUI and BSA.

The decrease in Ksv values with increasing temperature showed that the PRO/QUI-
induced quenching of BSA fluorescence is static quenching. At room temperature, the binding
affinities of pesticides with BSA were K=3,63 x 10 M* for the PRO-BSA complex; For the
QUI-BSA complex Kr=5,80 x 102 M. Relatively lower binding constant values were
observed at increasing temperatures.

Quantitative evaluation of thermodynamic data (AS=—0,05 kJ mol* K, AH = 103,45
kJ mol-* for PRO-BSA complex and AS=+ 0,01 kJ mol*K, AH = - 12,84 kJ mol* for QUI-
BSA complex) was supported in agreement with the results of molecular docking. The results
showed that van der Waals interactions and hydrogen bonds are more effective in the
formation of PRO-BSA and QUI-BSA complexes.

Molecular docking results of PRO and QUI binding to BSA at the binding sites showed
that both PRO and QUI can form more stable interactions at binding site | of BSA and QUI
exhibited a higher affinity in site | compared to PRO.

Keywords: Bovine serum albumin, Molecular docking, Propazine, Spectrofluorimetry,
Quinoxyfen
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