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OZET

BAZI PESTISITLERIN ALKALEN FOSFATAZ ENZIMINE KARSI
AFINITESININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
ILAYDA AKBAS
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, OCAK - 2025

Alkalen fosfataz (EC 3.1.3.1), alkali pH’da fosfat gruplarinin hidrolizini katalize eden
bir fosfo-monoesteraz enzimidir. Bu enzim hiicre zar1, plazma zar1 ve viicut sivilarinda
genis bir yayilim gostermekte olup, fosfat metabolizmasi, hiicre biiylimesi ve
mineralizasyon gibi siireglerde rol almaktadir. Pestisitler, tarimsal iiretimde zararli
organizmalari etkili bir bicimde kontrol ederek tarimsal {iretimin verimliligini arttirma
amactyla kullanilan c¢esitli kimyasallardir. Pestisitlerin tarim sektoriindeki yaygin
kullanimi ile bu maddelerin asir1 ve gereksiz bir sekilde kullanilmasi ¢evre, ekosistem
dengesi ve insan saglig1 lizerinde birgok olumsuz etkiye yol agabilmektedir. Bu nedenle
pestisitlerin etkilerinin iyi bir sekilde anlasilmasi ile pestisitlerin kullaniminda gerekli
onlemlerin alinmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada 10 farkli pestisitin ¢esitli dozlarda
intestinal alkalen fosfataz enzimi tizerinde etkileri analiz edilmistir. Analiz sonunda
pestisitlerin enzim tizerindeki ICso degerleri belirlenmistir ve en yiiksek inhibitor etkiyi
Prokloraz (ICso = 56,79 uM), en diisiik inhibitor etkiyi ise Amitraz (ICso= 238,46 uM)
gosterdigi belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore pestisitlerin alkalen fosfatazin bilinen
inhibitorii olan Levamisol ile karsilastirildiginda diigiik inhibitor etki gosterdigi
gorilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkalen fosfataz enzimi, pestisit, inhibisyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF AFFINITY OF SOME PESTICIDES TOWARDS
ALKALINE PHOSPHATASE ENZYME
MSC THESIS
ILAYDA AKBAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, JANUARY - 2025

Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) is a phospho-monoesterase enzyme that catalyzes the
hydrolysis of phosphate groups at alkaline pH. This enzyme is widely distributed in cell
membranes, plasma membranes, and body fluids and plays a role in processes such as
phosphate metabolism, cell growth, and mineralization. Pesticides are various chemicals
used to increase the efficiency of agricultural production by effectively controlling
harmful organisms. The widespread use of pesticides in the agricultural sector and
excessive and unnecessary use of these substances can lead to many negative effects on
the environment, ecosystem balance, and human health. Therefore, it is necessary to
understand the effects of pesticides well and to take the necessary precautions in the use
of pesticides. In this study, the effects of 10 different pesticides on intestinal alkaline
phosphatase enzymes at various doses were analyzed. At the end of the analysis, 1C50
values of pesticides on the enzyme were determined and it was determined that
Prochloraz (1C50 = 56,79 uM) showed the highest inhibitory effect and Amitraz (IC50
= 238,46 uM) showed the lowest inhibitory effect. According to the study results, it was
seen that pesticides showed a low inhibitory effect compared to Levamisole, a known
inhibitor of alkaline phosphatase.

KEYWORDS: Alkalin phosphatase enzyme, pesticide, inhibition
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1. GIRIS

Enzimler, viicuttaki kimyasal reaksiyonlarin hizini artirabilen protein molekiilleridir ve bu
nedenle biyokatalizor olarak bilinirler. Normal kosullarda, enzimler once substratla
baglanarak enzim-substrat kompleksi olusturur, ardindan nihai iiriine doniisiir. Nihai iiriin
enzimden ayrilir ve serbest enzim, bagka bir ayni substrati nihai iiriine doniistiirmeye hazir
hale gelir. Baz1 dogal veya yapay molekiiller, enzimin reaksiyon hizimi etkileyebilir; eger
molekiil enzimin aktivitesini artirtyorsa, buna enzim aktivatorii, azaltiyorsa enzim inhibitori
denir (Patadiya et al., 2021). Enzimler, hiicresel metabolizma siireglerinde kaginilmaz bir
role sahiptir ve hiicrelerin normal islevlerini siirdlirebilmeleri i¢in gerekli ve hayati bir unsur
olarak one cikarlar. Bu baglamda, enzimlerin varligi, hiicresel aktivitelerin diizenlenmesi ve

metabolik denge agisindan hayati bir dneme sahiptir.

Alkalen fosfataz enzimleri [ALP; ortofosforik monoester fosfohidrolaz (alkalen optimum)
EC 3.1.3.1] plazma membranima bagli glikoproteinlerdir (McComb, Bowers, & Posen,
1979). Alkalen fosfataz enzimi, hiicrelerde bulunan fosfor bilesiklerinin hidrolizini basariyla
katalize eden 6nemli bir biyokatalizordiir. ALP’ler, fosfoproteinlerin ve DNA pargalarinin
defosforile edilmesi, ¢esitli immiinolojik analizlerde son nokta tespiti ve in vivo haberci
molekiiller olarak ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in faydalidir (Millan, 2006). Bu
enzim, bir¢ok biyolojik siire¢ i¢in kritik dneme sahip olan fosfor metabolizmasini dengede
tutmada kilit bir rol oynamaktadir. Bunun yani sira, alkalen fosfatazin kemik sagligi, hiicre

sinyallesmesi ve enfeksiyon direnci gibi 6nemli fonksiyonlari1 da mevcuttur.

Pestisitler, tarimda zararli organizmalarin etkilerini kontrol etmek, ortadan kaldirmak veya
azaltmak amaciyla yaygin olarak kullanilan kimyasallardir. AB Pestisit Veritabam
(European Commission, 2016), 466’st onaylanmis ve 858’ AB'de kullanim ig¢in
onaylanmamis 1378’den fazla aktif bilesen listelemektedir. Modern formiilasyonlar hedef
dis1 tiirler igin nispeten giivenli olsa da c¢ok sayida teorik ve deneysel veri, pestisit
kalintilarinin insan ve hayvan saglig1 ve ekosistemlerin istikrar1 iizerinde uzun vadeli
olumsuz etkilere neden olabilecegini gostermektedir (Kalyabina, Esimbekova, Kopylova, &
Kratasyuk, 2021).

Pestisitlerin enzim aktivitesine etkileri, hiicresel metabolizma ve biyolojik siireclerde

anahtar rol oynayan ve bazen de koklii degisikliklere yol agabilecek faktorlerdir. Ozellikle



alkalen fosfataz enzimi iizerindeki etkileri incelendiginde, fosfor metabolizmasinin, hiicre
biliylimesinin ve sinyallesmenin temel siireglerinde belirleyici bir rol iistlenebilecegi
anlasilmaktadir. Pestisitlerin enzimler iizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilmasi, bu
kimyasallarin zararli etkilerini azaltmay1 ve daha saglikli ¢evresel kosullar gelistirmeyi

hedefleyen stratejilerin olusturulmasina olanak saglamaktadir.

Bu calismada, ¢esitli pestisitlerin alkalen fosfataz enzim aktivitesi tizerindeki etkileri detayl
bir sekilde incelenmis ve elde edilen bulgular iizerinden 6nemli ¢ikarimlar yapilmistir.
Ozellikle son yillarda tarimsal ve endiistriyel alanlarda pestisit kullaniminin artmasi, bu
kimyasallarin cevresel etkileri ve canli organizmalar iizerindeki potansiyel zararlarinin
arastirilmasina sebep olmustur. Tarimda kullanilan pestisitlerin ekosistem {izerinde yarattigi
olumsuz etkiler, ¢esitli hastaliklara yol acabilmeleri ve insan sagligi lizerindeki olumsuz
sonuclari, dikkatle incelenmesi gereken onemli hususlardandir. Bu nedenle, pestisitlerin
alkalen fosfataz enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini anlayabilmek, ¢evre sagligi yaninda
insan sagligi agisindan da oldukga 6nemli bir ihtiya¢ olarak one ¢ikmaktadir. Bu baglamda,
gerceklestirilen bu calismanin bulgulari, pestisitlerin alkalen fosfataz tizerindeki etkilerini
daha iyi agiklamayr ve gelecekteki arastirmalar igin saglam bir temel olusturmayi
amaglamaktadir. Tim bu unsurlar, pestisit kullaniminin daha bilingli bir sekilde
yonetilmesine olanak tanirken, ekosistem dengelerinin korunmasina da katkida
bulunmaktadir. Dolayisiyla, bu konudaki ¢alismalar ve arastirmalarin siirdiiriilmesi, insan
sagligini tehdit eden potansiyel risklerin azaltilmasi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.
Farkl1 pestisitlerin ¢esitli organizmalar tizerindeki etkilerini daha kapsamli ve ¢ok yonlii bir
sekilde incelemek hem bilimsel literatiire katki saglamakta hem de pratik uygulamalarin

gelistirilmesine destek olmaktadir.

1.1 Alkalen Fosfataz Enzimi

Alkalen fosfataz, 1923 yilinda Dr. Robert Robison tarafindan hayvan kemiginde bulunan ve
heksoz monofosforik asidi hizla fosforik aside hidrolize eden bir enzim olarak
tanimlanmistir (Robinson, 1923). Alkalen fosfataz enzimleri (ALP’ler), hiicre zarmin dis
tabakasinda bulunan bir grup izoenzimdir; hiicre dis1 alanda bulunan organik fosfat
esterlerinin hidrolizini katalize ederler. Cinko ve magnezyum, bu enzimlerin biyolojik
aktivitesi i¢in 6nemli yardimei faktorlerdir (Makris, Mousa, & Cavalier, 2023). Viicutta
karaciger, kemik, bobrekler ve bagirsaklar basta olmak {izere bircok dokuda yaygin olarak

bulunur. ALP, fosfor metabolizmasi, kemik mineralizasyonu ve sindirim gibi hayati



biyolojik siire¢lerde dnemli bir role sahiptir. ALP enziminin baglica kimyasal 6zellikleri

Tablo 1.1’de verilmistir.

Tablo 1.1: ALP enziminin kimyasal 6zellikleri.

Molekiiler Agirhk 140 — 160 kDa (Neumann & Lustig, 1980)
Optimum pH 8 — 10 (Latner, Parsons & Skillen, 1970)
Izoelektrik Nokta 4.4 -5.8 (Besman & Coleman, 1985)

1.1.1 Alkalen Fosfataz Enzimi Yapisi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Alkalen fosfatazlar, metal igeren aktif bir bolgeye sahip homodimerik enzimlerdir. Her bir

monomer, iki Zn?* ve bir Mg?* olmak iizere {i¢ metal iyonu icerir (Milldn, 2006). Dért farkls

ALP izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan ii¢ii, plasental alkalen fosfataz (PLAP), intestinal

alkalen fosfataz (IAP) ve germ hiicreli alkalen fosfataz (GCAP) olarak bilinen, dokuya 6zgii

enzimlerdir. Dordiincii izoenzim ise dokuya 6zel bir karakteristik tasimadig1 halde, 6zellikle

karaciger, iskelet ve bobrek dokularinda yogun sekilde bulunur (TNAP) (Makris et al.,

2023). Intestinal ALP i¢in gorsellestirilen {i¢ boyutlu yap1 Sekil 1.1°de verilmistir.

Sekil 1.1: Intestinal ALP ¢ boyutlu yapisi (Varadi, 2024).



Alkalen fosfataz reaksiyon mekanizmasi ii¢ metal iyon destekli kataliz igermektedir.
Hidrojen atomlari, enzimin katalitik bdlgelerinde bulunur ve serbest enzim durumunda
fosfat baglanma bolgesi su molekiilleriyle doludur. Fosfomonoester baglanmasi sirasinda,
Mg-koordineli hidroksit iyonu Ser102’nin Oy atomunu deprotonlar ve kovalent enzim-fosfat
ara irilini olugur. Bu siire¢, fosfor merkezinde ters ¢evrilme ve ayrilan grubun kaybiyla
sonuglanirken, niikleofilik hidroksit iyonu kovalent olmayan enzim-fosfat kompleksi
olusturur (Stec, Holtz & Kantrowitz, 2000). Tim katalitik asamalar Sekil 1.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.2: ALP enziminin katalitik mekanizmasi (Stec et al., 2000).



1.1.2 Alkalen Fosfataz Enzimi islevleri
ALP’ler, ektofosfataz enzim ailesine ait olup, memeli hiicre ve dokularinda bulunur
(Champion, Glazier, Greenwood, Mann, Rawlings, Sibley & Jones, 2003). ALP, bir¢ok

organ sisteminin fizyolojisi ve patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar.

Gastrointestinal sistemde hem TNAP hem de IAP, bagirsak mikroorganizmalarini nétralize
ederek 6nemli bir anti-inflamatuar rol oynamaktadir (Brichacek & Brown, 2018). Cok sayida
peptit, lipit ve diger molekiiller, antijen sunan hiicreler tarafindan periferdeki T hiicrelerini
aktive etmek i¢in taninir. T hiicresi aktivasyonu sirasinda adenozin trifosfat (ATP) salinir ve
inflamatuar ortama katkida bulunur. TNAP, ATP’yi adenozin difosfata (ADP) ve adenozin
monofosfata (AMP) asamali olarak doniistiirerek ATP’yi anti-inflamatuar molekiil olan
adenozine doniistiirebilir. ALP’nin lipopolisakkaritler ve piirin niikleotidleri (ATP, ADP,
AMP) iizerindeki defosforilasyon etkisi, pro-inflamatuar sinyallesmeyi 6nlemede kritik bir
rol oynar; bu baglamda, ALP, anti-inflamatuar adenozin tiretimi, LPS detoksifikasyonu ve
CD36 araciligiyla B-oksidasyon aktivasyonu ile karmasik fosfoproteinleri katabolik olarak
parcalayarak temizleyici bir protein islevi gorebilmektedir (Balabanova, Bondarev,
Seitkalieva, Son & Tekutyeva, 2024).

ALP hidroksiapatit olusumunun bir inhibitorii olan inorganik pirofosfati (PP1) parcalayarak
ve hidroksiapatit olusumunun bir indiikleyicisi olan inorganik fosfati (Pi) tireterek kemik
olusumunu destekler. Fakat bu durum ile iliskili olarak kardiyovaskiiler sistemde kemik
ALP’sinin fazlahigi, vaskiiler kalsifikasyona katkida bulunarak sert kas duvarlarina ve
sonunda ateroskleroza yol acabilmektedir. Zhou ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptig
caligmada, serum ALP seviyesinin erken ateroskleroz ile pozitif bir iligki gosterdigi ve ALP

= 135 U/l seviyesinin iizerinde satiirasyon etkisi oldugu bulunmustur.

Merkezi sinir sisteminde dokuya 6zgii olmayan alkalen fosfataz (TNAP), noronlar ve beyin
endotel hiicreleri dahil bir¢ok hiicrede yiiksek oranda ifade edilir ve kan-beyin bariyeri
bozulmasinda rol oynar. TNAP, inflamatuar siire¢lerde ve ndrolojik bozukluklarda 6nemli
bir etkiye sahip olup, baglant1 proteinlerinin kaybi ile beyin parankimi ve serebral dolagim

arasinda hiicre gecisini artirir (Brichacek & Brown, 2018).



1.1.3 Alkalen Fosfataz Inhibitérleri

Alkalen fosfataz inhibitorleri, farkli klinik durumlarda kullanilabilmektedir. Bu
inhibitorlerin bir kullanim alani, osteoporoz ve kemik metabolizmasi bozukluklaridir.
Osteoporoz tedavisinde alkalen fosfataz seviyelerini dengelemek amaciyla kullanilan bu
inhibitorler, kemik saghgimi destekleyerek kirik riskini azaltmada etkili olabilir. Ayrica
alkalen fosfataz inhibitorleri, karaciger ve safra yollar1 hastaliklarinin tedavisinde énemli bir
kullanim alanina sahiptir. Karaciger hastaliklarinda alkalen fosfataz seviyelerindeki artis
genellikle hastaligin siddetini gosterebilirken, safra yollar1 hastaliklar1 da benzer sekilde bu
enzim seviyelerini etkileyebilir. Bu baglamda, alkalen fosfataz inhibitorlerinin kullanimu,
karaciger ve safra yollar1 hastaliklarinda biyokimyasal dengeyi saglamak i¢in potansiyel bir

tedavi stratejisi olarak degerlendirilmektedir.

Zaher ve arkadaglari tarafindan 2020 yilinda hazirlanan kapsamli derlemede kismen negatif
atomlarin (6rnegin, sulfonamid veya sulfonat gruplarindaki siilfonyal oksijen atomlari) veya
tamamen negatif gruplarin (6rnegin, karboksilik asit) varliginin ALP inhibisyonunda 6énemli

oldugu sonucuna varilmistir.

1.1.4 Alkalen Fosfataz Enziminin Endiistriyel Onemi

Alkalen fosfatazlar, biyoteknoloji aragtirmalari ve uygulamalari i¢in 6nemli bir etkiye
sahiptir. Cesitli reaksiyonlar1 katalize etme yetenekleri, molekiiler biyoloji, tan1 ve gevresel
biyoteknolojide degerli bir ara¢ olmalarini saglar. Ornegin ALP, yiiksek katalitik aktivitesi,
stabilitesi, diisiik maliyeti ve genis substrat spesifikligi nedeniyle enzim baglantil
immiinosorbent deneyi (ELISA) igin kullanilir (Reid ve Wilson, 1971). Ayrica, DNA
uclarinin  defosforilasyonu i¢in molekiiler klonlamada kullanilarak, vektorlerin
kendiliginden ligasyonunu onler (Rani, Datt & Rana 2012). Tibbi olarak, fosfatazlar,
karaciger, prostat, kemik dokular1 ve endokrin sistemdeki bozukluklar dahil birgok
hastaligin biyomarkerleri olarak kabul edilmektedir (Shaban, Jo, Hafez, Cho & Kim, 2022).
Tarimda ALP topraklardaki fosforun erisilebilirligini artirarak faydali olabilir. Genetik
olarak modifiye edilmis ALP iireten mikroorganizmalarla topraklarin inokiile edilmesi,
kimyasal fosfor giibrelerine bagimliligi azaltabilir (Shrivastava, Srivastava & D’souza,
2018). ALP enzimi gida sektoriinde siit pastorizasyonunun etkin bir sekilde gergeklestiginin
kontrolii i¢in de kullanilmaktadir. ALP aktivitesi, pastorizasyon siire ve sicaklik
gereksinimlerinin belirlendigi patojenik mikroflora ile karsilastirildiginda daha yiiksek 1s1

direncine sahiptir, bu nedenle ALP, siit {irlinlerinin hizli pastorizasyon dogrulamasi i¢in



tercih edilen yontemdir (Rankin, Christiansen, Lee, Banavara & Lopez-Hernandez, 2010).
ALP enziminin ¢ok yonlii katalitik 6zellikleri, tibbi tanidan ¢evresel yonetime kadar gesitli
biyoteknolojik uygulamalarda degerli bir varlik olmasini saglamakta ve bu alandaki

arastirma ve gelistirmelerin 6nemini vurgulamaktadir.

1.2 Pestisitler

Tarim sektoriinde pestisitler, zararli organizmalarin kontrolii veya ortadan kaldirilmasi i¢in
kullanilan kimyasal maddelerdir. Tarim bitkilerinin korunmasi i¢in bu kimyasallar ¢ok
onemlidir. Pestisitler hedef organizmalara gore dort ana kategoriye ayrilir: insektisit,
herbisit, fungisit ve rodentisit. Herbisitler, tarim iirlinleri iizerinde zararli otlarin zararl
etkilerini azaltarak bitkilerin gelisimini tesvik ederken, insektisitler ozellikle zararh
bocekleri kontrol etmek ve etkisiz hale getirmek i¢in kullanilir. Fungisitler bitkileri mantar
hastaliklarina karsi korumakta, rodentisitler ise tarim alanlarinda kemirgenlerin kontroliinii
saglayarak tarim {iriinlerinin zarar goérmesini Onleyen Ozel kimyasallardir. Pestisitler
kimyasal dogasina gore ise organoklorinler, organofosfatlar, karbamatlar, piretroidler, fenil
amidler, fenoksialkonatlar, trazinler, benzoik asit tiirevleri, benzonitriller, ftalimid tiirevleri,
dipiridler ve cesitli kategoriler olarak siniflandirilabilir (Rani, Thapa, Kanojia, Sharma,
Singh, Grewal, Srivastav & Kaushal, 2021). Pestisitlerin etkin bir sekilde kullanilmasi,
tarimsal iretkenligi artirarak daha saglikli ve verimli {irlinlerin elde edilmesine 6nemli
Olciide katkida bulunur. Pestisitler, tarimda verim artirma, vektor hastaliklarini kontrol etme
ve zararll hasereleri 6ldiirme gibi ¢esitli uygulamalara sahiptir. Ancak, pestisitlerin insan
saglig1 ve cevre lizerindeki zararli etkileri goz ardi edilemez. Su ve toprak kalitesini bozarak
hayvanlar, kuslar, bitkiler ve insanlar {lizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Pestisitler,
kanser, diyabet, ireme bozukluklari, solunum ve sinir sistemi hastaliklar1 gibi ciddi saglik

sorunlarina yol agabilir (Rani et al., 2021).

1.2.1 Pestisitlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Pestisitlerin enzimler {izerindeki etkileri, karmagik ve ¢ok yonlii mekanizmalar araciligryla
ortaya cikmaktadir. Bu etkiler, genellikle enzim inhibisyonu ve enzim aktivitesinin
diizenlenmesi seklinde iki ana kategoride ele alinabilmektedir. Enzim inhibisyonu durumu,
pestisitin belirli bir enzimi dogrudan hedef almasiyla baglamakta ve substratin o enzimle
etkilesimini veya katalitik islevselligini engelleyerek enzim fonksiyonlarini olumsuz
bigimde etkilemektedir. Ayrica pestisitlerin enzim aktivitesine olan etkisi, bu aktivitenin

artis1 veya azalmasi ile enzimin islevselligini degistirebilir. Boyle bir durum, enzimin inaktif



hale gelmesine veya substrat ve reaktiflerin alternatif reaksiyon yollarina yonlendirilmesine
neden olabilmektedir. Ozellikle tarim alaninda kullanilan pestisitlerin, ekosistem dengesini
tehdit etme potansiyeli goz Oniinde bulunduruldugunda, bu tiir etkilerin anlagilmasi son

derece kritik bir 6neme sahiptir.

Pestisitlerin enzim inhibitdrleri arasinda, 6zellikle organofosfor bilesikleri ve karbamat
pestisitler gibi 6rnekler siklikla 6ne ¢ikar. Bu tiir bilesikler, pek ¢ok farkli biyolojik siiregte
kritik 6neme sahip olan asetilkolinesteraz enzimi tizerinde inhibitor etkisi gostererek sinir
impuls iletimini  bozmaktadir. Pestisitlere maruz kalmanin en yaygin etkileri,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz gibi kolinesteraz enzimlerinin inhibe edilmesi ve
oksidatif stres olup, bu durum genellikle diger hastaliklara yol agmaktadir (Parra-Arroyo,
Gonzalez-Gonzalez, Castillo-Zacarias, Melchor Martinez, Sosa-Hernandez, Bilal, Igbal,
Barceld & Parra-Saldivar, 2022). Sonug olarak, bu durum toksik etkilere neden olabilir ve

bu da insan saglig1 ve gevre tizerinde olumsuz sonuglar dogurabilmektedir.

1.2.2 Etkileri Incelenen Pestisitler

1.2.2.1 Etion

Etion, beyaz kristal toz formunda bir kimyasal bilesiktir. Bu bilesik, suda ¢oziinmez ve
yiiksek sicakliklarda ayrisabilme 6zelligine sahiptir. Etion (0,0,0’,0'-tetraetil S,S’-metilen
bis (fosforoditiyoat)) kimyasal formiilii olarak CgH2204P2S4 belirlenmis olmakla birlikte,
yogunlugu 1,22 g/cm® olarak tespit edilmistir. Etion kimyasal yapis1 Sekil 1.3’de

gosterilmistir.

Sekil 1.3: Etion kimyasal yapisi.



Etion, diinya genelinde kisitli olarak kullanilan bir akarisit ve insektisit olan bir
organofosfattir (Sanchez, Walteros, Estrada, Bustos Alvarez & Gomez, 2024). Uzun vadeli
etkilerin anlasilmasi, tarim uygulamalarinin gelistirilmesi ve siirdiirtilebilir tarim

yontemlerinin olusturulmasinda kritik bir rol oynamaktadir.

1.2.2.2 Prokloraz

Prokloraz, Avrupa, Avustralya, Asya ve Giiney Amerika'da tarimda yaygin olarak kullanilan
bir imidazol fungisittir. Prokloraz [N-propil-N-[2-(2,4,6-triklorofenoksi)etil]imidazol-1-
karboksamid], kimyasal formiili CisH16CIsN3O2 olan bir bilesiktir. Antifungal etkisi,
ergosterol biyosentezinde dnemli bir enzim olan lanosterol 14a-demetilazin inhibisyonu
yoluyla gergeklesir ve bunun sonucunda mantar hiicre zar1 hasar goriir (Lundqvist, Hellman
& Oskarsson, 2016). Organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez ancak polar ¢oziiciilerde rahatlikla

¢oziiniir. Prokloraz kimyasal yapis1 Sekil 1.4°de gosterilmistir.

Sekil 1.4: Prokloraz kimyasal yapisi.

Ayrica, triazoller gibi imidazoller de veterinerlik ve insan tibbinda mantar enfeksiyonlarini

tedavi etmek i¢in kullanilir. Proklorazin bir endokrin bozucu oldugu ve ilireme sistemine



zarar verebilecegi birkag toksikolojik ¢alisma ile gosterilmistir (Major, Petes, Szabo, Buda,

Saidon & Lehel, 2024).

1.2.2.3 Amitraz

Amitraz, beyaz veya sar1 renkte, kristalimsi bir kati olarak bilinen, kokusuz ve ugucu
olmayan bir bilesiktir. Amitraz’in kimyasal formiilii C19H23N3 olarak belirlenmistir ve
molekiiler agirhig 293,4 g/mol degerindedir. Amitraz 6zellikle boceklere karsi etkilidir
ancak bir¢ok farkli alanda pestisit ve pestisit sinerjisti olarak kullanilmaktadir (Del Pino,
Moyano-Cires, Anadon, Diaz, Lobo, Capo & Frejo, 2015). Ayrica, su ile ¢dziinmemesi
durumu, onun ortamda toksik olabilme potansiyelini de beraberinde getirmektedir.
Genellikle emiilsiyon konsantreleri veya toz halinde kullanimi yaygindir ve bu durumu
sayesinde ¢ok ¢esitli uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Amitraz kimyasal yapist Sekil 1.5°de

gosterilmistir.

Sekil 1.5: Amitraz kimyasal yapisi.

Amitraz, sinir sistemini etkileyerek bocek ve akarlarin kasilmasini engeller. Bu nedenle
sinirleri etkileyerek onlar1 6ldiirtir. Hayvanlarda ve insanlarda maruz kalindiginda bas agris,
mide bulantisi, bas donmesi gibi semptomlara neden olabilir. Yiiksek dozlarda solunum ve
dolasim sistemi sorunlarina yol agabilir. Ayrica zehirlenme durumunda hemen tibbi yardim

alinmasi 6nemlidir (Giorgini, Taroncher, Ruiz, Rodriguez-Carrasco & Tolosa, 2023).

10



1.2.2.4 Karboksin

Karboksin (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oksatiin-3-karboksanilid), beyaz kristal toz halinde
bulunur. Yogunlugu yaklasik olarak 1,45 g/cm?® seviyesindedir. Karboksin kimyasal yapisi
Sekil 1.6°de gosterilmistir.

Sekil 1.6: Karboksin kimyasal yapisi.

Karboksin, arpa ve bugdayda gevsek kara lekenin kontrol altina alinmasimi saglayan
tohumlara uygulanan ilk sentetik fungisittir. Bu pestisit olduk¢a reaktiftir ve cevre
kosullarinda karboksin siilfoksit ve oksikarboksine oksitlenebilir (Szewczuk-Karpisz,
Tomczyk, Celinska, Sokotowska & Kus$mierz, 2021). Bu metabolitler, tahillarda ve
sebzelerde mantar hastaliklarin1 6nlemek i¢in kullanilabilir, ancak karboksin siilfoksit ve
oksikarboksin ¢evrede daha uzun yar1 omre sahiptir ve karboksine benzer toksisiteye
sahiptir. Ayrica, karboksinin sekonder metaboliti olan anilin, son derece toksik ve
kanserojendir (Li, Geng, Bao, Mei, Shi, Ma, Hua & Fang, 2024). Dolayisiyla, bu maddenin
kullanimi1 oldukga dikkatli bir sekilde yonetilmelidir.
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1.2.2.5 Diiiron
Ditiron (3-(3,4-Diklorofenil)-1,1-dimetiliire), kimyasal formiili CgoH10CI2N2O olan bir
pestisit tiiridiir. Kristal toz halinde bulunur. Diiiron kimyasal yapisi Sekil 1.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.7: Diiiron kimyasal yapisi.
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Diuron, fenilamid grubundan bir herbisittir. Fotosistem-II inhibitorii olarak etki eder
(Szewczuk-Karpisz et al., 2021). Diuron, hedef olmayan organizmalarda oksidatif stresi
artirarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimini tesvik eder. Bu herbisitin toprakta yavas
bozunmasi ve orta derecede ¢oziiniirliigi, su kiitlelerine sizmasina yol agar. Diuron, ¢esitli
metabolitlere doniisebilir ve bu metabolitler, su, toprak ve tortular dahil ekosistemi
kirletebilir (Sales, Pereira, Quintaneiro, et al. 2024). Bu durum, hedef olmayan tiirler ve
¢evre i¢in potansiyel zarara yol actifindan, toksik potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in daha

fazla caligma yapilmasi gerekmektedir.
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1.2.2.6 Koumatetralil
Koumatetralil (3-(a-tetralil)-4-hidroksikumarin), beyaz kristal toz halinde olup kokusuzdur.
Kimyasal formiilii Ci19H1603 olan bir pestisit olarak kullanilmaktadir. Koumatetralil

kimyasal yapis1 Sekil 1.8’de gosterilmistir.

Sekil 1.8: Koumatetralil kimyasal yapisi.

Koumatetralil, bir kumarin tiirevidir ve genellikle fare zehiri olarak kullanilan bir rodentisit
maddesidir. Koumatetralil, Bayer AG tarafindan Racumin markasiyla piyasaya stiriilmiistiir.
Saf koumatetralil, 150°C’nin altindaki sicakliklarda stabil kalabilen renksiz bir tozdur. Bu
bilesik, 6zellikle farelerin kan pihtilasma mekanizmalarini inhibe ederek 6liimciil etkiler

gosterir (Murphy, 2018).

1.2.2.7 Karbaril
Karbaril, kimyasal adi1 3-Hidroksibenzoil-N-metil-karbamat olan bir fungisittir. Beyaz
kristal toz halde olan bu bilesik, suda ¢oziinmez ve organik coziiciilerde eriyebilir. Karbaril

kimyasal yapis1 Sekil 1.9°de gosterilmistir.
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Sekil 1.9: Karbaril kimyasal yapisi.

Karbaril, karbamat sinifina ait bir insektisit ve akarisittir, genellikle tarimda zararlilara kars1
kullanilir. Kimyasal formiilii C12H1sNO> olan karbaril, zararli boceklerin sinir sistemini
hedef alarak, asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonuna yol acar (Koshlukova & Reed,
2014). Misir, pamuk, soya fasulyesi, piring gibi ¢esitli mahsullerde ve ev bahgelerinde, bitki
bliylimesini kisitlayarak verimliligi azaltan bocek tiirlerini kontrol etmek i¢in kullanilir.
Karbaril’in su ¢oziiniirliigii 20 °C’de 36 mg/1 olup, ¢evrede ¢esitli bozunma siireglerine girer
ve yeraltt suyu ile bitkilerde hareket edebilir. Yar1 6mrii, ¢cevresel kosullara bagli olarak 4-
253 giin arasinda degisir. Insanlarda akut ve kronik maruziyet kolinesteraz inhibisyonu ve
norolojik etkiler gibi toksik semptomlara yol agabilir (Sooksawata, Adsatrooc, Bunmanatc,
Chittwanijc, Vangnaid, Kongtipf, & Inthornh, 2024).

1.2.2.8 Dazomet

Dazomet (3,5-dimetil-1,3,5-tiadiazinan-2-tion), beyaz veya hafif sar1 toz halinde bulunan bir
kimyasal bilesiktir. Kokusuz olup, su ve yagda ¢6ziinmez. Dazomet, CsH12N2S, kimyasal
formiiliine sahip bir toprak dezenfektani ve pestisit olarak bilinir. Dazomet kimyasal yapis1

Sekil 1.10°de gosterilmistir.
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Sekil 1.10: Dazomet kimyasal yapisi.

Tarimsal faaliyetlerde, 6zellikle toprak kaynakli zararlilar ve hastaliklara kars1 miicadelede
yaygin olarak tercih edilir. Topraga uygulandiginda, 1s1 ve nem etkisiyle metil izosiyanat
gazina doniisiir (O’Malley, 2010). Dazomet, metil bromiiriin yerine gegen ve gevre agisindan
daha zararsiz bir fumiganttir, ¢linkii toprakta tutulma siiresi kisadir. Bu 6zellik, dazometi
cevre dostu bir secenek haline getirir. Graniil formiilasyonu, 6zellikle tarim makinelerinin
ulagsmasinin zor oldugu bolgelerde, sivi veya gazli fumigantlara gore daha kolay
kullanilabilir. Cogu dazomet uygulamasi, ¢ilek, domates, ¢igek, zencefil, salatalik gibi
degerli tirtinlerde gerceklestirilmektedir (Chen, Jiang, Xu, Fan, Chen, Shen, & Mao, 2022).

1.2.2.9 Karbofuran

Karbofuran, karbamat sinifina dahil bir pestisit ve nematisit olup, tarim sektoriinde yaygin
olarak kullanilan bir maddedir. Kimyasal formiilii C12H1sNOs olan bu bilesik, 6zellikle
toprak ve yaprak uygulamalar ile bitki zararlilari, bocekler ve nematodlarla miicadelede

yiiksek etkililik gostermektedir. Karbofuran kimyasal yapis1 Sekil 1.11°de gosterilmistir.
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Sekil 1.11: Karbofuran kimyasal yapisi.

Antikolinesteraz  aktivitesine bagli olarak asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
aktivitelerini inhibe etme potansiyeline sahip oldugundan, karbofuran memeliler, kuslar ve
baliklar iizerinde ciddi seviyede toksisite gostermektedir. Insanlarda ise karbofuranin, iireme
bozukluklari, endokrin sistemi bozucu etkiler, sitotoksik siiregler ve genotoksik
anormalliklerle iliskilendirildigi bildirilmektedir (Campos, Contreras-Céceres, Bandosz,
Jiménez-Jiménez, Rodriguez-Castellon, Esteves da Silva & Algarra, 2017). Karbofuran,
insanlarda zehirlenmeye ve ciddi saglik sorunlarina yol agabilecek bir bocek ilacidir. Maruz
kalma durumunda, g6z problemleri, mide bulantisi, bas agrisi, yliksek tansiyon, tasikardi
gibi okiiler ve okiiler olmayan belirtiler goriilebilir. Uzun siireli maruziyet, merkezi sinir
sistemi tizerinde baski yaparak norolojik etkiler yaratir. Ayrica, karbofuran tarafindan
gerceklesen toksik etkiler kan damarlarinda ve hiicrelerde oksidatif stres, DNA hasari,
apoptoz ve anjiyogenez siirecinde bozulmalara yol agar. Karbofuran’in toksisitesi, oksidatif
stres ve hiicresel yaslanmayi etkileyerek zararl biyolojik etkilere neden olur. Ancak, yapilan
bazi c¢alismalar g¢iftcilerde karbofuran nedeniyle kanser riskinin artmadigini gosterse de
hiicre zarlar1 lizerinde olumsuz bir etki yaratabilir. Yiksek dozda karbofuran, hiicre
6liimiine, aneuploidiye ve dollenme siirecinin bozulmasina neden olabilir (Kempuraj, Zhang,

Gupta, Gupta, Sinha & Mohan, 2023).
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1.2.2.10. Linuron
Linuron (3-(3,4-diklorofenil)-1-metoksi-1-metiliire) kimyasal formiili CgH10CI2N2O>
olmakla birlikte beyaz renkli kristal toz formda bulunmaktadir. Linuron kimyasal yapisi

Sekil 1.12°de gdsterilmistir.

\ —
H.
~N

P O
N
* e
<0

.

Sekil 1.12: Linuron kimyasal yapisi.

Linuron’un bitkiler tizerindeki etkileri incelendiginde, dogru bir sekilde uygulandiginda
istenmeyen otlar1 yok edebilir ancak asir1 miktarda kullaniminin bitkilere ve ¢evreye zarar
verebilecegi bilinmektedir. Linuron, hem mahsul hem de mahsul dis1 alanlarda, yillik ve ¢ok
yillik genis yaprakli ve otsu yabani otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilan bir herbisittir. Hem
hasat oncesi hem de hasat sonrasi olarak uygulanabilir ve yabani otlarin fotosentezini

engelleyerek etki gosterir (Chen, 2014).
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2. MATERYALLER VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullamilan Kimyasallar

Deneysel ¢alismada kullanilan intestinal alkalen fosfataz enzimi, sodyum karbonat, sodyum
bikarbonat, dimetil siilfoksit (DMSO), p-nitrofenil fosfat, hidroklorik asit ve pestisitler
(Etion, Prokloraz, Amitraz, Karboksin, Diiiron, Koumatetralil, Karbaril, Dazomet,

Karbofuran, Linuron) Sigma Aldrich firmasindan analitik saflikta olarak temin edilmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Kullanilan alet ve cihazlarin isimleri ve marka / model bilgileri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Kullanilan alet ve cihazlarin bilgileri.

Alet ve Cihaz ismi Marka / Model

Hassas Terazi Precisa XB 220A

UV Spektrofotometre Biotek Power Wave XS

Manyetik Karistirict Heidolph

pH Metre Hanna HI 221

Otomatik Pipetler Isolab, Thermo Scientific ve Brand

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Enzim aktivite tayininde kullanilan 0,15 M Na2COs/ 0,1 M NaHCOs tampon ¢6zeltisi, 15,9
gram (0,15 mol) Na.COz ve 8,4 gram (0,1 mol) NaHCO3’un yaklasik 950 mL distile suda
¢oziilmesiyle hazirlandi. Elde edilen karistmin pH degeri, 1 N HCI kullamilarak 10,0°a

ayarlandi. Daha sonra toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.
Substrat ¢ozeltisi olarak ise 10 mM p-nitrofenil fosfat ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 0,0186

gram p-nitrofenil fosfat, 5 mL distile suda tamamen ¢6ziildii ve kullanima uygun hale

getirildi.

18



2.1.4 Kullanilan Pestisitler ve Hazirlanmisi
Deneysel ¢alismada kullanilan tiim pestisitler 0,01 M derisiminde ve 5 mL dimetil siilfoksit
(DMSO) igerisinde c¢oziilerek hazirlandi. Pestisitlerin molekiil agirliklar1 ve ¢ozeltide

kullanilan miktarlar1 asagida Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Kullanilan pestisitlerin molekiiler agirliklar1 ve ¢ozelti igerisindeki miktarlari.

Pestisit Adi Molekiiler Agirhig: (g/mol) | Cozeltideki Miktari (g)
Etion 384,48 0,019
Prokloraz 376,67 0,019
Amitraz 293,41 0,015
Karboksin 235,30 0,012
Diiiron 233,09 0,012
Koumatetralil 292,30 0,015
Karbaril 201,22 0,101
Dazomet 162,28 0,008
Karbofuran 221,25 0,011
Linuron 249,09 0,012

2.2 Yontemler

2.2.1 ALP Enziminin Aktivite Ol¢iimii

Alkalen fosfataz enzim aktivitesi, spektrofotometrik yontemle p-nitrofenil fosfat (p-NPP)
substrati kullanilarak 405 nm dalga boyunda belirlenmektedir. Aktivite Ol¢limii
gerceklestirmek igin, kuvars kiivete sirasiyla 950 pl Na2CO3/NaHCO3 tampon ¢ozeltisi, 50
pl substrat ve 50 pl enzim ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ardindan, karigim 405 nm dalga boyunda
bir dakikalik siire zarfinda olusan absorbans degisimi kor ¢ozeltisine kiyasla izlenmistir.
Enzim aktivitesi, p-nitrofenil fosfati (p-NPP) p-nitrofenole doniistiiren birim miktar enzim
olarak tanimlanmaktadir. Buna gére bir Enzim Unitesi (E.U.), reaksiyonun gergeklestirildigi
kiivette, bir dakikada 1 mikromol p-NPP’yi p-nitrofenole doniistiiren enzim miktaridir
(Tang, Chen, He, & Ma, 2019). Bu ¢alismada ALP enzim aktivitesi, Aschaffenburg ve
Mullen tarafindan 1949 yilinda gelistirilen yontem temel alinarak belirlenmistir. Y&ntem
prensibi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Spektrofotometre dl¢limlerinden elde edilen absorbans
farklar1 dogrultusunda, enzim {initesi agagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir (Fadiloglu,

Erkmen & Sekeroglu, 2004).
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(V x dA/dt)

E405XVXd

EU = x 1000 21)

V' = Reaksiyon Hacmi (mL)

dA = Anumune — Aksr reakiit — Akar numune
t = 1 dakika

€405 = 18,2 1.cm-1.mmol-1

v = Enzim Hacmi (mL)

d=1cm

H O OH

[ & ALP 1
S B S AN
®

Sekil 2.1: p-NPP bazli ALP aktivite tayin yontemi (Tang et al., 2019).

2.2.2 Enzimi Inhibe Eden Pestisitler icin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

Caligmada, ALP enzimine karsi inhibisyon etkisi gosteren pestisitlerin ICsp degerlerini
belirlemek amaciyla, p-nitro fenilfosfat substrati ile optimum kosullarda deneyler
gerceklestirilmistir. Oncelikle, reaksiyon ortaminda pestisitler bulunmaksizin enzim
aktivitesi belirlenmis ve bu deger %100 aktivite olarak referans alinmistir. Ardindan, farkli
pestisit konsantrasyonlarina ait absorbans degerleri 405 nm’de, kor ¢ozeltiye karsi
Olctilmiistiir. FElde edilen absorbans degerleri kullanilarak % aktivite degerleri
hesaplanmistir. Bu sonuglara dayanarak % Aktivite — [I] grafikleri olusturulmus ve

grafiklerden her bir pestisit igin ICso degerleri belirlenmistir.
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3. BULGULAR

Yapilan deneysel calismada 10 farkli pestisitin ALP enzimine kars1 etkisi incelenmistir.

Aktivite Ol¢iimii igin pestisitler 0,01 M derisiminde DMSO igerisinde ¢o6ziilerek farkli

konsantrasyonlarda 50 pl enzim, 50 pl substrat ¢ozeltisi ve toplam hacim 1050 pl olacak

sekilde pH:10 aktivite tamponu ile hazirlanmis ve 405 nm’de 1 dakikalik absorbans farki

kayit edilmistir. Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak ortalamalar1 alinmastir.

3.1. ALP Enziminin Cesitli Pestisitlere Kars1 Aktivitesinin Olciilmesi

Calismamizda 10 farkli pestisitin gesitli konsantrasyonlarda ALP enzim aktivitesine etkisi

incelenerek, elde edilen veriler asagidaki tablolarda sunulmustur. Enzim aktivitesini inhibe

eden pestisitler i¢in ICso degerlerinin belirlenmesi amaciyla % Aktivite — [I] grafikleri

¢izilmis ve asagida grafiklerde sunulmustur.

Tablo 3.1: DMSO’nun ALP enziminin aktivitesi tizerine etkisi.

Miktann | Mikan | Mikan | vikan | PMSOL |y | Aktvie | %
(ul) () (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,1135 124,73 100,00
940 10 9,52 0,1275 140,11 112,33
930 20 19,05 0,1085 119,23 95,59
910 40 38,10 0,1 109,89 88,11
890 60 57,14 0,0865 95,05 76,21
870 80 76,19 0,077 84,62 67,84
850 100 95,24 0,0785 86,26 69,16
830 120 114,29 0,0745 81,87 65,64
810 50 140 50 133,33 0,07 76,92 61,67
790 160 152,38 0,0665 73,08 58,59
770 180 171,43 0,062 68,13 54,63
750 200 190,48 0,0545 59,89 48,02
730 220 209,52 0,049 53,85 43,17
710 240 228,57 0,033 36,26 29,07
690 260 247,62 0,041 45,05 36,12
670 280 266,67 0,036 39,56 31,72
650 300 285,71 0,03 32,97 26,43
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Sekil 3.1: DMSO’nun ALP enziminin aktivitesi lizerine etkisi.

Tablo 3.2: Etion pestisitinin ALP enziminin aktivitesi ilizerine etkisi.

Miktarn | Mikan | Mikon | Mikan | GO0 |y | Aktvie | %
(ul) (ul) (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,17 186,81 100,00
945 5 4,76 0,1275 140,11 75,00
940 10 9,52 0,1125 123,63 66,18
930 - 20 50 19,05 0,141 154,95 82,94
910 40 38,10 0,0845 92,86 49,71
890 60 57,14 0,0995 109,34 58,53
870 80 76,19 0,077 84,62 45,29
850 100 95,24 0,064 70,33 37,65
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Sekil 3.2: % Aktivite — [Etion] grafigi.
Tablo 3.3: Prokloraz pestisitinin ALP enziminin aktivitesi tizerine etkisi.
Tampon Substrat | Prokloraz | Enzim L o
Miktar1 | Miktar1 | Miktar1 | Miktar [Pr?:fllz)r az] AA ’('?Ekd'/‘é'lt(‘; Aktf\’/ e
(ub) (ub) ((11))] ((11)]
950 0 - 0,208 228,57 100,00
945 5 4,76 0,212 232,97 101,92
940 10 9,52 0,1685 185,16 81,01
930 50 20 50 19,05 0,118 129,67 56,73
910 40 38,10 0,1545 169,78 74,28
890 60 57,14 0,0965 106,04 46,39
870 80 76,19 0,0225 24,73 10,82
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[Prokloraz] (uM)
Sekil 3.3: % Aktivite — [Prokloraz] grafigi.
Tablo 3.4: Amitraz pestisitinin ALP enziminin aktivitesi lizerine etkisi.

Miktan | Miktan | Miktan | Miken | ATEE) | Akvie | %
(ul) (ul) (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,533 585,71 100,00
945 5 4,76 0,494 542,86 92,68
940 10 9,52 0,437 480,22 81,99
930 20 19,05 0,498 547,25 93,43
910 40 38,10 0,582 639,56 109,19
890 60 57,14 0,419 460,44 78,61
870 80 76,19 0,384 421,98 72,05
850 100 95,24 0,387 425,27 72,61
830 120 114,29 0,382 419,78 71,67
810 140 133,33 0,35 384,62 65,67
790 50 160 50 152,38 0,355 390,11 66,60
770 180 171,43 0,282 309,89 52,91
750 200 190,48 0,339 372,53 63,60
730 220 209,52 0,29 318,68 54,41
710 240 228,57 0,299 328,57 56,10
690 260 247,62 0,292 320,88 54,78
670 280 266,67 0,281 308,79 52,72
650 300 285,71 0,307 337,36 57,60
430 320 304,76 0,349 383,52 65,48
610 340 323,81 0,239 262,64 44,84
590 360 342,86 0,256 281,32 48,03
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Sekil 3.4: % Aktivite — [Amitraz] grafigi.
Tablo 3.5: Karboksin pestisitinin ALP enziminin aktivitesi tizerine etkisi.

Miktan | Miktan | Miktan | Mikean | FCrOKS |y | Aktvite | %
(ul) (ul) (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,211 231,87 100,00
945 5 4,76 0,199 218,68 94,31
940 10 9,52 0,203 223,08 96,21
930 20 19,05 0,182 200,00 86,26
910 40 38,10 0,179 196,70 84,83
890 60 57,14 0,146 160,44 69,19
870 80 76,19 0,161 176,92 76,30
850 50 100 50 95,24 0,187 205,49 88,63
830 120 114,29 0,125 137,36 59,24
810 140 133,33 0,095 104,40 45,02
790 160 152,38 0,115 126,37 54,50
770 180 171,43 0,111 121,98 52,61
750 200 190,48 0,076 83,52 36,02
730 220 209,52 0,075 82,42 35,55
710 240 228,57 0,098 107,69 46,45
650 300 285,71 0,043 47,25 20,38

25




120

100
80
2
=
£ 60
<
X
40
20 y =-0,2703x + 95,523
R?=0,986
0
0 50 100 150 200 250
[Karboksin] (M)
Sekil 3.5: % Aktivite — [Karboksin] grafigi.
Tablo 3.6: Diiiron pestisitinin ALP enziminin aktivitesi {izerine etkisi.

Miktan | Miktan | Mikan | Mikan | Donl |y | Akvie | %
(ul) (ul) (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,184 202,20 100,00
945 5 4,76 0,18 197,80 97,83
940 10 9,52 0,18 197,80 97,83
930 20 19,05 0,18 197,80 97,83
910 40 38,10 0,173 190,11 94,02
890 60 57,14 0,167 183,52 90,76
870 80 76,19 0,158 173,63 85,87
850 50 100 50 95,24 0,152 167,03 82,61
830 120 114,29 0,144 158,24 78,26
810 140 133,33 0,137 150,55 74,46
790 160 152,38 0,119 130,77 64,67
770 180 171,43 0,107 117,58 58,15
750 200 190,48 0,105 115,38 57,07
730 220 209,52 0,09 98,90 48,91
710 240 228,57 0,085 93,41 46,20
650 300 285,71 0,051 56,04 27,72
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Tablo 3.7: Koumatetralil pestisitinin ALP enziminin aktivitesi iizerine etkisi.
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y =-0,258x + 101,21

200

Sekil 3.6: % Aktivite — [Diiiron] grafigi.

R?=0,995

250

Tampon Substrat Koum_atet Enzim [Koumate .
Miktar1 | Miktar: ralil Miktar: tralil] AA ANe %
Miktari (EU/dK) Aktivite

(uD) (uD) (ul) () (uM)

950 0 0 0,5865 644,51 100,00
945 5 4,76 0,5845 642,31 99,66
940 10 9,52 0,5655 621,43 96,42
930 20 19,05 0,514 564,84 87,64
920 30 28,57 0,501 550,55 85,42
910 40 38,10 0,489 537,36 83,38
900 50 47,62 0,4645 510,44 79,20
890 60 57,14 0,403 442,86 68,71
880 >0 70 >0 66,67 0,4205 462,09 71,70
870 80 76,19 0,418 459,34 71,27
860 90 85,71 0,412 452,75 70,25
850 100 95,24 0,42 461,54 71,61
840 110 104,76 0,359 394,51 61,21
830 120 114,29 0,302 331,87 51,49
810 140 133,33 0,26 285,71 44,33
800 150 142,86 0,24 263,74 40,92

27




120

100
80
3
£ o
<
°
40 y = -0,3663x + 98,072
R?=0,9878
20
0
0 20 40 60 80 100 120 140
[Koumatetralil] (uM)
Sekil 3.7: % Aktivite — [Koumatetralil] grafigi.
Tablo 3.8: Karbaril pestisitinin ALP enziminin aktivitesi lizerine etkisi.
Tampon Substrat Karbaril Enzim . .
Miktr;rl Miktar1 | Miktar1 | Miktari [K?rgi‘)”'] AA ’('?EkLtJ'/‘é'lt(‘; Ak(t)/i‘\’/i te
(uh) (uh) ) (ul) i
950 0 0 0,3175 348,90 100,00
945 5 4,76 0,2755 302,75 86,77
940 10 9,52 0,2625 288,46 82,68
930 20 19,05 0,231 253,85 72,76
920 30 28,57 0,254 279,12 80,00
910 40 38,10 0,2235 245,60 70,39
900 50 47,62 0,227 249,45 71,50
890 60 57,14 0,232 254,95 73,07
880 50 70 50 66,67 0,2195 241,21 69,13
870 80 76,19 0,216 237,36 68,03
860 90 85,71 0,1845 202,75 58,11
850 100 95,24 0,1745 191,76 54,96
840 110 104,76 0,1795 197,25 56,54
830 120 114,29 0,1715 188,46 54,02
820 130 123,81 0,187 205,49 58,90
800 150 142,86 0,1645 180,77 51,81
780 170 161,90 0,158 173,63 49,76
770 190 180,95 0,152 167,03 47,87
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Sekil 3.8: % Aktivite — [Karbaril] grafigi.
Tablo 3.9: Dazomet pestisitinin ALP enziminin aktivitesi tizerine etkisi.
Tampon Substrat Dazomet Enzim by o
Miktari Miktari Miktari Miktari [D?Z;/r;;et] AA /(A\Ekl-t}l/\(/jlltg Akt/i(\J/ ite
(u) (u) (ul) (ul) .
950 0 0 0,2155 236,81 100,00
940 10 9,562 0,2325 255,49 107,89
930 20 19,05 0,219 240,66 101,62
910 40 38,10 0,1985 218,13 92,11
890 60 57,14 0,1735 190,66 80,51
870 50 80 50 76,19 0,16 175,82 74,25
850 100 95,24 0,158 173,63 73,32
825 125 119,05 0,14 153,85 64,97
800 150 142,86 0,1645 180,77 76,33
775 175 166,67 0,141 154,95 65,43
750 200 190,48 0,1115 122,53 51,74
725 225 214,29 0,0845 92,86 39,21
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Sekil 3.9: % Aktivite — [Dazomet] grafigi.

200,00

250,00

Tablo 3.10: Karbofuran pestisitinin ALP enziminin aktivitesi iizerine etkisi.

Tampon | _ggs(rat Ka?r? M| Enzim [Karbofur Aktivite %

Miktart | Miktar | o e | Miktan 5 0 v AA (EU/K) | Aktivite
(uD) (uD) (ul) (u)
950 0 0 0,361 396,70 100,00
945 5 4,76 0,4005 440,11 110,94
940 10 9,52 0,372 408,79 103,05
930 20 19,05 0,366 402,20 101,39
920 30 28,57 0,337 370,33 93,35
910 40 38,10 0,3055 335,13 84,63
900 50 47,62 0,2945 323,63 81,58
890 i 60 0 57.14 0.2725 299,45 7548
880 70 66,67 0,258 283,52 71,47
870 80 76,19 0,2295 252,20 6357
860 90 8571 0,2335 256,59 64,68
850 100 9524 0.2165 237,91 58,20
825 125 119,05 0,203 223,08 56,23
800 150 142,86 0,182 200,00 50,42
750 200 190,48 0,151 165,93 4138
700 250 238,10 0,127 139,56 3518
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Tablo 3.11: Linuron pestisitinin ALP enziminin aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 3.10: % Aktivite — [Karbofuran] grafigi.

Miktarn | Mikan | Miktn | Mikan | D000 || Aktivie | %
(ul) (ul) (ul) (ul) (M) (EU/dK) Aktivite
950 0 0 0,33 362,64 100,00
945 5 4,76 0,32 353,85 97,58
940 10 9,52 0,27 294,51 81,21
935 15 14,29 0,29 316,48 87,27
930 20 19,05 0,29 315,38 86,97
910 40 38,10 0,28 305,49 84,24
890 50 60 50 57,14 0,26 280,22 77,27
870 80 76,19 0,18 196,70 54,24
850 100 95,24 0,22 246,15 67,88
830 120 114,29 0,18 197,80 54,55
810 140 133,33 0,17 189,01 52,12
790 160 152,38 0,18 197,80 54,55
770 180 171,43 0,14 148,35 40,91
750 200 190,48 0,10 113,19 31,21
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Sekil 3.11: % Aktivite — [Linuron] grafigi.

3.2. Pestisitlerin ALP Enzimi Uzerindeki ICso Degerlerinin Belirlenmesi
Olusturulan tablo ve grafiklerden yararlanilarak pestisitlerin ICso degerleri hesaplanmuistir.

Sonuglar asagida tabloda verilmistir.

Tablo 3.12: Pestisitlerin 1Cso degerleri.

Pestisit Ad1 1Cs0 (uM)
Etion 86,77
Prokloraz 56,79
Amitraz 238,46
Karboksin 168,64
Diiiron 198,53
Koumatetralil 131,12
Karbaril 159,35
Dazomet 186,45
Karbofuran 162,33
Linuron 148,15
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada 10 adet pestisitin ALP enzimi {izerinde etkileri incelenmistir. Bu amagla
Etion, Prokloraz, Amitraz, Karboksin, Diliron, Koumatetralil, Karbaril, Dazomet,
Karbofuran ve Linuron pestisitleri kullanilmistir. Pestisitlerin yanlig kullanimi, toprak, su ve
hava gibi dogal kaynaklarin kirlenmesine neden olabilmekte ve bu durum ekosistem
tizerinde biiyiik olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Bu pestisitlerin enzim aktivitesi tizerine
etkilerinin arastirilmasi ile pestisit kullaniminin olas1 negatif etkilerini anlamak ve ¢evresel

saglik risklerini azaltmak amaciyla temel bilgi saglanmas1 amaglanmistir.

Calismada enzim olarak ALP secilmesinin nedeni ALP’nin canli organizmalarda tiim fosfat
stireclerinden sorumlu olmas1 ve hayati fonksiyonlarda énemli bir yere sahip olmasidir.
ALP enziminin gorevlerine ve bulunduklari dokuya gore olmak tizere dort farkli izoenzimi
mevcuttur. Calismada sigir intestinal alkalen fosfataz enzimi kullanilmistir. Bu enzim
canlilarda bagirsak homeostazini korur, duodenum yiizey pH’in1 diizenler ve patojen
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara karsi anti — inflamatuar etki gostermektedir

(Martins, Kooi, Poelstra & Hulscher, 2023).

LPS, gram-negatif bakterilerin dis hiicre duvarinda bulunan bir endotoksin olup, bagisiklik
sistemi iizerinde giiclii bir etkiye sahiptir. LPS nin dolasima girmesi, kardiyojenik sok ve akut
miyokard enfarktiisii gibi durumlarla iligkili inflamatuar yanitlar1 tetikler. Bu yanitlar,
bagirsak gecirgenliginin artmasi ve endotoksinin dolasima girmesiyle daha da gii¢lenir.
Alkalen fosfatazin, LPS’yi defosforile ederek detoksifiye etme potansiyeli iizerine yapilan
caligmalar, bu enzimin endotoksinle indiiklenen inflamasyonu azaltma kapasitesini
gostermektedir. Sigir intestinal alkalen fosfataz tedavisinin, LPS kaynakli inflamatuar yaniti
azaltarak hastalarda iyilesme sagladigina dair bulgular artmaktadir (Fiechter, Kats, Brands,
van Middelaar, Pasterkamp, de Kleijn & Seinen, 2011).

Bagirsak sagligi, ciftlik hayvanlarinin performansi iizerinde énemli bir etkiye sahip olup,
IAP’nin bu siiregteki rolii iizerine bilimsel kanitlar giderek artmaktadir. IAP, enterositler
tarafindan tretilen ve bagirsak liimenine salgilanan bir enzim olup, bagirsak mukozasinin
korunmasinda kritik bir islev istlenir. [AP’nin, bakteriyel lipopolisakkaritleri defosforile
ederek inflamasyonu azalttig1, bagirsak pH 11 diizenledigi ve inorganik fosfat homeostazini

korudugu bilinmektedir. Ayrica, [AP’nin hayvanlarda oral takviyesinin, bagirsak hastaliklari
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ve inflamasyonun iyilestirilmesine yardimci olabilecegi gosterilmistir. Bu bulgular, IAP’nin
bagirsak sagligini ve sistemik iltihaplanmayi iyilestirme potansiyelini ortaya koymakta ve
hayvansal iiretimde daha verimli ve saglikli hayvanlar i¢in IAP nin yem katki maddesi olarak
kullanilmasinin 6nemini vurgulamaktadir (Escobar, Dobbs, Ellenberger, Parker, Latorre, J &
Gabor, 2022).

Tarim sektorti, giderek azalan tarim alanlar1 ve artan iiriin verimliligi baskilariyla birlikte gida
giivenligini saglama noktasinda ciddi zorluklarla karsilasmaktadir. Bu hedefe ulasmak adina
yiksek verimli bitki c¢esitlerinin gelistirilmesi, dengeli gilibreleme programlarinin
uygulanmasi ve pestisit kullanimina yonelme gibi ¢esitli yontemler benimsenmektedir.
Ancak, organofosfatlar basta olmak {izere pestisitlerin insan saglig1 {izerindeki olumsuz
etkileri 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Bu pestisitler bas agrisi, yorgunluk, solunum
problemleri gibi yan etkilerin yani sira kolinesteraz aktivitesini inhibe ederek saglik tizerinde

ciddi tehditler olusturabilmektedir.

Son donemde, pestisit kalintilarmin tespiti igin yeni teknolojiler gelistirilmektedir. Ozellikle
biyosensorler, yiiksek hassasiyet, hiz ve diisiik maliyet avantajlariyla dikkat ¢ekmekte ve
pestisit tespitinde geleneksel yontemlere kiyasla daha etkili bir ¢6ziim sunmaktadir. Enzim
inhibisyonu, bir enzimin aktivitesinin, enzimin yapisina baglanan bir molekiil yani inhibitor
tarafindan azaltilmasi veya engellenmesi durumudur. Bu inhibitdr ya enzimin aktif bolgesine
baglanarak ya da enzimin yapisinda degisikliklere yol acarak substrat ile etkilesimini kisitlar
veya tamamen engeller. Bu siire¢, biyokimyasal reaksiyonlarin hizimi diisiirebilir ya da
tamamen durdurabilir. Enzim inhibisyonuna dayanan biyosensorler, pestisitlerin enzim
aktivitesini engellemesi prensibiyle calisir. Bu nedenle pestisitlerin enzim aktivitesi

tizerindeki etkilerinin arastirilmasi son derece dnem kazanmaktadir.

Tarim sektoriinde yaygin bi¢imde kullanilan pestisitler, hayvansal gida iiretimi sirasinda
cevre kirliligine neden olmakta ve biyolojik mekanizmalar1 olumsuz yonde etkileyerek
enzimlerin normal iglevlerini bozabilmektedir. Pestisit kalintilarinin biiyiikbag hayvan
yemleriyle ekosisteme girisi, bu hayvanlarin organizmalarinda toksik etkilere yol agarak
bagirsak faaliyetlerini aksatabilir ve genel saglik durumlarmi olumsuz etkileyebilir. Bu
caligma, pestisitlerin hayvan saglig1 tizerindeki potansiyel zararlarini analiz etmeyi ve bu tiir
kirleticilerin gida zinciri yoluyla insan sagligi {zerindeki etkilerini Ongormeyi

amaclamaktadir. Ayn1 zamanda, hayvancilik alaninda siirdiiriilebilir beslenme yontemlerinin
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gelistirilmesine katkida bulunmay1 hedeflemektedir. Son yillarda canlilarda bagirsak saglig

Oneminin daha iyi anlasilmasi ile s6z konusu enzimde ¢alisma yapma karari alinmustir.

Calismada enzim aktivitesini belirlemek i¢in p — NPP bazli spektrofotometrik yontem
kullanilmistir. Bu yontem ile gergeklestirilen her Ol¢iim ikiser defa tekrarlanmistir ve
degerlerin ortalamasi alinarak grafiksel analiz yapilmisti. DMSO’nun enzim aktivitesi
tizerine etkisine bakildiginda diisikk hacimlerde kismen inhibisyon etkisi goériilmektedir,
yiiksek hacimlerde ise enzim aktivitesinde inhibisyon goézlemlenmistir. Bu nedenle
pestisitlerin inhibisyon etkisinin hesaplanmasinda enzim aktivitesinden DMSO etkisi
¢ikarilarak sonuglar bulunmustur. Yapilan 6lglimler sonucunda pestisitlerin alkalen fosfataz
enzimi iizerine inhibisyon etkileri sirasiyla; Etion (ICso= 86,77 uM), Prokloraz (1Cso = 56,79
uM), Amitraz (ICsp = 238,46 uM), Karboksin (ICsg = 168,64 uM), Diiiron (ICso = 198,53
uM), Koumatetralil (1Cso = 131,12 uM), Karbaril (ICso = 159,35 uM), Dazomet (ICso =
186,45 uM), Karbofuran (ICso= 162,33 uM), Linuron (ICso = 148,15 uM) seklindedir (Tablo
3.12). Sonuglara gore en zayif inhibisyonu Amitraz pestisiti gosterir iken en giiclii

inhibisyonu Prokloraz pestisiti gostermistir.

Literatiirde ALP enziminin inhibitorleri ile ilgili bazi ¢alismalar mevcuttur. Butt ve
arkadagslarmin 2023 yilinda yaptig1 bir caligmada yeni bir thiazole-oxadiazole hibrit serisi,
propanamid yapisi ile birlikte, alkalen fosfatazin umut verici bir inhibitorii olarak
sentezlenmistir. Bilgisayarla yapilan hesaplamalar, in vitro inhibisyon sonuglariyla uyumlu
olup, hedef proteinin aktif bolgesinde iyi etkilesimler gostermistir. Tim bu bilesikler,
kirmizt kan hiicrelerinde hafif hemoliz sergilemis; bu nedenle, bu biyohiterosiklik
molekiillerin alkalen fosfataz ile iligkili hastaliklarin tedavisinde giivenli ve uygun terapdtik

ajanlar olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Shakila ve arkadaglar1 tarafindan 2025 yilinda yapilan bir g¢alismada N-substitiited
butanamid igeren indol-triazol hibritleri (9a-1) miikemmel verimlerle sentezlenmis ve alkali
fosfataz enzimi karsisinda etkili inhibe edici aktiviteler gostermistir. Ozellikle, 9h bilesigi
en yiksek aktiviteyi sergileyerek (ICso = 0,062 uM) potasyum dihidrojen fosfatla
karsilastirildiginda 10 kat daha etkili bulunmustur. Bu molekiiller, alkali fosfataz ile 1yi bir

baglanma potansiyeline sahip olup, terapdtik ajanlar gelistirmek i¢in umut vaat etmektedir.
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Zeb ve arkadaglarinin 2025 yilinda yaptig1 yeni bir ¢alismaya gore N -(substituted phenyl)-
(5-(3,4-dichlorobenzyl)-4-(4-chlorophenyl)-4H-1,2,4-triazol-3-ylthio)methylbenzamide

8(a-j) bilesenleri iyi verimlerle sentezlenmis ve alkali fosfataz enzimi {lizerindeki inhibitor
aktiviteleri degerlendirilmistir. Ozellikle 8i bilesigi, yiiksek inhibitdr potansiyeli
sergileyerek yarismali bir inhibisyon mekanizmasi gostermistir. Bu molekiillerin, alkali
fosfataz ile ilgili bozukluklar i¢in potansiyel tibbi terapdtik ajanlar olabilecegi sonucuna

varilmstir.

ALP enziminin en bilinen inhibitorii olan levamisol ile yapilan inhibisyon ¢alismasinda ise
ICso degeri 19,21 uM olarak bulunmustur (Alrokayan, Hussain, Alamery, 2023). Bu bilgiler
1s18inda calismada kullanilan pestisitlerin levimasole gore zayif inhibitor etki gosterdigi

goriilmektedir.

Pestisitlerin ALP enzimi iizerine inhibitor etkisi, biyosensor gelistirme c¢alismalarinda
kullanilmaktadir. 2016 yilinda Lv ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada
organofosforlu pestisitlerin ALP aktivitesini inhibe etmesini kullanarak biyosensor
gelistirilmistir. Bu ¢alisma, altin nanopartikiillerinin yiizeyinde glimiis nanopartikiillerinin
birikimine dayanan, organofosforlu pestisitlerin (OPP’ler) kolorimetrik tespiti i¢in bir yontem
gelistirmektedir. ALP, p-aminofenil fosfat (p-APP) substratin1 defosforile ederek Ag(l)
iyonlarmi1 Ag metaline indirger, bu da p-aminofenol (p-AP) birikimine ve renk degisimine
yol acar. OPP’ler, ALP’nin defosforilasyon etkinligini engelleyerek giimiis birikimini
geciktirir veya tamamen bastirir, bdylece renk degisimi daha az belirgin hale gelir. Yontem,
diistik tespit limitleriyle OPP’leri hassas bir sekilde tespit edebilir ve musluk suyu ve gol suyu

orneklerinde basartyla uygulanabilir.

2003 yilinda Belledone tarafindan yapilan bir ¢alismada, ALP enziminin 1-naftil fosfati
floresan 1-naftol’e hidrolize etmesi, g¢esitli inhibitorlerin  varhiginda incelenmistir.
Inhibitérlerin konsantrasyonu ile ters orantili olan floresan sinyal, pestisitler ve agir metaller
gibi smif bilesenlerinin tespiti i¢in kullanilabilir. Tetrametil ortosilikattan tiiretilen sol-jel
matrislerine mikroenkapsiile edilmis ALP’nin yanit1 tekrarlanabilir bulunmus ve tespit
smirlar diisiik seviyelerde belirlenmistir. Karbamat pestisitleri ve tetradifon i¢in dogrusal
kalibrasyonlar elde edilerek, bu ydntemle pestisit ve inorganik bilesiklerin giivenilir bir

sekilde tespit edilebilecegi gosterilmistir.
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Pestisit kalintilarin1 saptayabilecek bir biyosensor gelistirmek amaciyla pestisitlerin enzim
aktivitesini inhibe etme mekanizmasimi baz alarak ALP disinda farkli enzimlerin de
kullanildig1 birgok calisma mevcuttur. 2014 yilinda Dutta ve Puzari tarafindan yapilan
caligmada, organofosfat ve organokarbamat pestisitlerinin tespiti i¢in diisiik maliyetli ve
yiiksek hassasiyetli bir asetilkolinesteraz biosensorii gelistirmek amaglanmistir. Sensor,
organofosfat pestisiti etilparoksin ve organokarbamat pestisiti karbofurani tespit etmek igin
kullanilmigtir. Paroksinin tespit sinir1 1,1 ppb, karbofuranin tespit sinir1 ise 0,12 ppb olarak
belirlenmistir. Depolama kosullar altinda sensoriin 1yi stabilite gosterdigi ve kuru kosullarda

4 ay boyunca etkinliginin %70’ini korudugu tespit edilmistir.

Bagka bir ¢alismada asetilkolinesteraz enziminin pordz indirgenmis grafen oksit {izerine
immobilize edilerek organofosfat pestisitlerinin tespiti icin amperometrik bir biosensor
gelistirmistir. Biosensor, karbaril gibi pestisitlerin enzimatik aktiviteyi inhibe etme etkisini
Olcerek, inhibisyon oranini konsantrasyonla iligskilendirmistir. Gelistirilen sensor, 0,5 ng
mL"’lik diisiik bir tespit smirina sahip olup, iyi performans ve stabilite sergileyerek enzim

inhibitorlerinin analizinde kullanilabilmektedir (Li, Bai, Han & Li, 2013).

ALP tizerinde yapilan bir ¢alismada ise karbon nano-toz pastasi elektrodu (CNPPE) tizerine
immobilize edilmis alkali fosfataz enzim aktivitesinin inhibisyonunu kullanarak karbofuran
tespiti i¢in dolayli bir amperometrik biosensor tasarlanmustir. Kalibrasyon egrisi, 10 - 97 pg/I
karbofuran araliginda dogrusal bir tepki sergilemis ve tespit limiti 10 pg/l olarak
belirlenmistir. Kirletilmis su ve chili oOrneklerinde yapilan analizler, referans
spektrofotometrik yontemle karsilastirildiginda tatmin edici sonuglar vermistir ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Samphao, Suebsanoh, Wongsa, Pekec, Jitchareon &
Kalcher, 2013).

Literatiirde Karbofuran disinda ¢calismada kullanilan pestisitlerin ALP enzimi inhibitor etkisi
tizerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat pestisitlerin bagka enzimler {izerine inhibisyon
etkisi aragtirtlmistir ve bulunan veriler asagida Tablo 4.1°de verilmistir. Etion, Karboksin ve

Ditiron pestisitlerinin enzim aktivitesine etkileri ile ilgili bir calismaya rastlanmamustir.
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Tablo 4.1: Pestisitlerin enzim inhibitori etkileri.

Pestisit Ismi Enzim Ismi I1Cs0 Degeri (uM) Referans

Karbofuran Aldoz Rediiktaz 216 (Comakl, Adem & Giiler,
2018)

Karbofuran Karbonik Anhidraz 253,35 (Kirici, 2021)

Karbaril Karbonik Anhidraz 126,43 (Kirici, 2021)

Amitraz Glutatyon S — Transferaz | 25770 Zandvakili, Memarizadeh,
Ghadamyari, Alizadeh &
Hasan Sajedi, 2019)

Prokloraz 50 — Rediiktaz 12,40 Lo, King, Alléra &
Klingmiiller, 2007)

Linuron 50 — Rediiktaz 86 Lo, King, Alléra &
Klingmiiller, 2007)

Amitraz hCA-1 7,40 Baltaci, Cikrike1 &
Genger, 2023)

Dazomet hCA -1 8,45 Baltaci, Cikrike1 &
Genger, 2023)

Koumatetralil hCA -1 6,55 Baltaci, Cikrike1 &
Genger, 2023)

Karbofuran hCA -1 6,52 Baltaci, Cikrike1 &
Genger, 2023)

Karbaril hCA -1 6,82 Baltaci, Cikrike1 &
Genger, 2023)

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu ¢aligmada asagidaki bulgular elde edilmistir:

1.

Etion, Prokloraz, Amitraz, Karboksin, Diliron, Koumatetralil, Karbaril,Dazomet,
Karbofuran ve Linuron pestisitlerinin S1gir Intestinal ALP enzim aktivitesi tizerindeki
etkileri aragtirllmstir.

Kullanilan pestisitlerin enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir.

% Aktivite — [Pestisit] grafikleri ¢izilerek pestisitlerin ICso degerleri belirlenmistir.
Elde edilen degerlere gore calisilan pestisitler arasinda proklorazin ALP enzim
aktivitesi lizerinde en yiiksek inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Calisilan pestisitler arasinda amitrazin ALP enzim aktivitesi lizerinde en diisiik

inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
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