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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

IMIDAKLOPRID ve ASETAMIPRID’IN BAGISIK YANIT ve LiPiD
PEROKSIDASYONU UZERINDEKI ETKILERININ
BELIRLENMESI

SEYDA KAYA

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi EMEL CANPOLAT)

Neonikotinoidler yeni bir insektisit simifi olup son yillarda &zellikle tarim alaninda
ekinleri ve yaprakli sebzeleri etkileyen yaprak bitleri, yaprak pireleri, bocekler, giive ve
hagereler ile miicadelede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, 6zellikle
tarim ve veterinerlikte bocekler: 6ldiirmek i¢in kullanimi olan ancak maruz kalindig:
zaman diger organizmalarda da potansiyel tehdit olabilecegi belirlenen neonikotinoid
grubu insektisitlerden imidakloprid ve asetamipridin bagistk yanit ve lipid
peroksidasyonu tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amacglanmistir. Bu amagla,
imidakloprid ve asetamiprid canli agirhigina gore 5 mg/kg ve 10 mg/kg olacak sekilde iki
farkli dozda hazirlanarak 30 giin boyunca oral gavaj yoluyla farelere verilmistir.
Insektisitlerin verilmesinden sonra 7. ve 17. giinlerde farelere antijen olarak ovalbumin
(OVA) verilmistir. Immiinizasyonlardan sonra elde edilen serum drneklerinde OVA-
spesifik antikor cevabi ELISA yontemiyle belirlenmistir. Imidaklopridin 10 mg/kg’lik
dozunun 5 mg/kg’lik dozla karsilastirildiginda anti-OVA spesifik 1gG, 1gG1 ve IgG2a
seviyesini belirgin 6l¢iide azalttigr tespit edilmistir. Asetamipridin farkli dozlarinin ise
1gG, 1gG1 ve IgG2a seviyelerinde degisiklige neden olmadigi gorilmiistir. IgM
seviyelerinde ise belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Sonuglar imidaklopridin
asetamipridle karsilastirildiginda doza bagli olarak bagisik yaniti baskiladigini
gostermektedir. Imidakloprid ve asetamiprid verilen farelerin karaciger dokusunda
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda her iki dozda da (5 mg/kg ve 10 mg/kg ) MDA
seviyelerinde belirgin sekilde artis gdozlenmistir.

2019, 52 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Neonikotinoid, Imidakloprid, Asetamiprid, Ovalbumin
(OVA), ELISA, Bagisik yanit, Lipid peroksidasyonu



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF IMIDACLOPRID AND
ACETAMIPRID ON IMMUNE RESPONSE AND LIPID PEROXIDATION

SEYDA KAYA

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. EMEL CANPOLAT)

Neonicotinoids are a new class of insecticides and have been used extensively in the fight
against aphids, leaf fleas, insects, moths and pests affecting crops and leafy vegetables in
recent years. Imidacloprid and acetamiprid are insecticides from neonicotinoid group,
which are widely used for Killing insects especially in agriculture and veterinary, but
which can be a potential threat to other organisms. The aim of this study was to determine
the effects of imidacloprid and acetamiprid on immune response and lipid peroxidation.
For this purpose, imidacloprid and acetamiprid were prepared in two different doses at 5
mg/kg and 10 mg/kg according to the body weight and were given to the mice by oral
gavage for 30 days. After administration of insecticides, mice were immunized with
ovalbumin (OVA) as antigen on days 7 and 17 OVA-specific antibody response was
determined by ELISA in serum samples obtained after immunizations. 10 mg/kg dose of
imidacloprid was found to significantly reduce the amount of anti-OVA specific 1gG,
IgG1 and IgG2a when compared to 5 mg/kg dose. However different doses of acetamiprid
did not cause significant changes in 1gG, IgG1 and 1gG2a levels. There was no significant
changes in IgM levels. The results show that imidacloprid suppresses immune response
in a dose-dependent manner when compared to acetamiprid. It has been shown that MDA
levels were significantly increased in livers of mice exposed to 5 mg/kg ve 10 mg/kg
doses of imidacloprid and acetamiprid when compared to control groups.

2019, 52 PAGE

KEYWORDS: Neonicotinoid, Imidacloprid, Acetamiprid, Ovalbumin (OVA), ELISA,
Immune response, Lipid peroxidation
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1. GIRIS

Diinya niifusu giiniimiizde giderek artmakta ve buna paralel olarak niifusun beslenme
ithtiyacini karsilamak i¢in birim alandan daha fazla iiriin elde edilmesi iizerine ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalar kapsaminda sebzecilik, meyvecilik ve bagcilik gibi
topraktan {iriin alinmasi esasina dayali uygulamalarda iiriinlerin zararlilardan korunmasi,
bol ve kaliteli iiriin elde edilmesi i¢in kimyasal miicadele yontemleri gelistirilip
kullanilmaya baslanmistir. Tarim {iriinlerinde ekonomik kayba neden olan zararh
organizmalarin etkisini ortadan kaldiran, sentetik veya dogal yollar ile elde edilen
kimyasal madde ya da maddelerden olusan karisimlara pestisit adi verilir (Agar, 2015).
Kimyasal miicadele kapsaminda kullanilan pestisitler uygulama sonrasi belirli bir siire¢
icerisinde toprakta birikmekte ve zamanla toprak mikroorganizmalari ve bazi hayvansal
zararlilarin yok olmasina neden olmaktadir. Bitkiler tarafindan alinabilen pestisitlerden
bazilar1 agir metaller (aliiminyum, bakir, kalay vb.) igerdikleri i¢in yarilanma omiirleri
uzundur ve insanlarda bazi saglik sorunlarini da pesinden getirmektedir (Menzer ve ark.,

1986).

Diinyada ve iilkemizde kaliteli iirlinler elde etmek amaciyla zararlilarin yok edilmesi igin
pestisit kullanimi devam etmektedir. Insanlarmn besin kalitesini artirmak ve daha kolay
uygulamalarla triinleri tretip tilketmek amaciyla kullanilan pestisitler, hedef
organizmalar1 yok etmek i¢in tasarlanmis olsa da hedef dis1 canlilarda da zararl etkileri
tespit edilmistir (McEwen ve ark., 1989). Daha once yapilan caligmalarda pestisit
uygulamalarinda gerekli koruyucu 6nlemlerin alinmamasi durumunda pestisitin bir kismi1
hedef canliya etki ederken diger kismi dogada besin zincirine katilarak akut ve kronik
toksik etkiye neden olmaktadir. Kullanilan bir¢ok pestisit tiiriinde atmosfer kirliligine
neden olan maddeler bulunmaktadir. Yapisinda bulunan bu zararli maddeler hedef dis1
organizmalarin sinir, endokrin, gastrointestinal ve immiin (bagisiklik) sistemini

etkileyebilmektedir (Guest ve ark., 1991).

Boceklerin - kontrolii  amaciyla kullanilan  pestisitlere  insektisit adi  verilir.
Neonikotinoidler yeni bir insektisit sinift olup son yillarda 6zellikle tarim alaninda
ekinleri ve yaprakli sebzeleri etkileyen yaprak bitleri, yaprak pireleri, bocekler, giive ve

hasereler ile miicadelede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Etki siirelerinin uzun



olmasi, diisiik dozlarda boceklere yiiksek etkinlik gostermeleri, memelilerde
zehirliliklerinin orta derecede olmasi, organik fosforlu ve karbamatli insektisitlere karsi
olusan dayanikli popiilasyonlarin miicadelesinde etkili olmalar1 nedeniyle kullanim

alanlar1 her gegen giin artmaktadir.

Neonikotinoidler, boceklere karsi yiiksek toksisiteye sahip olmalarina ragmen memelilere
ve suda yasayan organizmalara kars1 diisiik seviyede akut ve kronik toksisiteye sahip
insektisitler olarak kabul edilmektedirler (Arfat ve ark., 2014).

Imidakloprid ve asetamiprid neonikotinoid grubu insektisitler grubuna dahil olup,
ozellikle hem iilkemizde hem de diger pek cok iilkede zararlilarla miicadelede yaygin
kullanima sahiptirler. Yapilan ¢aligmalarda imidakloprid ve asetamipridin memelilerde
diisiik toksisiteye sahip oldugu seklinde goriisler belirtilmistir fakat son yillarda elde
edilen verilere gore imidaklopridin gastrointestinal irritasyona ve beyin, kalp, bobrek ve
karaciger gibi organlarda hasara neden oldugu belirtilmistir (Yeh ve ark., 2010; Kammon
ve ark., 2012). Asetamipridin de kullanim dozlarinda ki farkliliklara bagli olarak
organizmanin bagigiklik sistemi {lizerinde olumsuz etkilerinin oldugu tespit edilmistir
(Singh ve ark., 2012; Mondal ve ark., 2008). Pestisitlerin immiinosupresyona neden
oldugu ve 6zellikle immiinosupresyonun da enfeksiyon hastaliklarina karsi duyarliligi
arttirdigi ve yabanci antijenlere karst bagisik yamiti azalttifi dikkate alindiginda bu

pestisitlerin bagisiklik sistemi izerindeki etkilerinin anlagilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada hem imidakloprid hem de asetamipridin belirli dozlarda uygulandigi zaman
Ozellikle antijenlere karst hiimoral bagisik yanit iizerindeki etkilerine ve lipid
peroksidasyonu iizerindeki etkisine bakilmistir. Ozellikle imidakloprid ve asetamiprid ile
daha once yapilan ¢aligmalardan farkli olarak bu calismamizda, her iki insektisit tiirii
belirli dozlarda deney hayvanlarina verilerek T-bagimli bir antijene (ovalbumin) karsi
hiimoral bagisik yanitin nasil sekillendigi belirlenerek yaygin olarak kullanilan bu

insektisitlerin bagisik yanit tizerindeki etkileri tespit edilmeye caligilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Pestisitler

Tarim driinlerini zararlilardan korumak amaciyla zararli organizmalarin (hasere,
mikroorganizma ve diger zararlilar) etkisini ortadan kaldiran, sentetik veya dogal
yollardan elde edilerek iiretimi yapilan maddelere pestisit adi verilir (Kaygisiz, 2003).
Pestisitler, kimyasal bir madde olabilecegi gibi viriis veya bakteri gibi canli formlari veya
kapan gibi herhangi bir ara¢ da olabilir. Kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanan
pestisitlerin cesitli haserelere kars1 korunmak i¢in hazirlanan kimyasallarin kayitlart M.O.
1500 yillarina ait bir papiriis lizerinde bulunmustur. Pestisitlerin insanlar ve hedef
olmayan diger canlilar iizerinde olumsuz etkileri goriilmektedir (Arfat, 2014). Insan
viicudunda pestisitlerin kalintilarinin bulunmasi1 sonucunda zirai ilaglarin zararlarina

dikkat ¢ekilmis ve insanlarda ki etkilerinin arastirilmasi i¢in ¢alismalar baslamistir.

Akut ve kronik pestisit zehirlenmeleri sonucunda insanlarda kanser, alerjik reaksiyonlar
ve sinir sistemi tahribatinin yaninda 6grenme gii¢liigii, hafiza kaybi ve biligsel beceriler
de etkilenmektedir (Anonim, 2015). Insan ve diger birgok canli tiirii icin hayati 5neme
sahip olan DNA da mutasyona ve enzim fonksiyonlarinda da bozulmalara neden
olmaktadir (Anonim, 2011). Pestisitlerde bulunmasi gereken maksimum kalint1 degeri
1960 yilinda Gida Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ortaklig: ile
genis c¢apli arastirmalar sonucunda kurulan “Pestisit Kalintilari Kodeks Komitesi”
tarafindan bilimsel verilere dayandirilarak ag¢iklanmistir (Anonim, 2008). Ancak,
pestisitlerin asir1 ve bilingsiz kullanilmasi gevreyi ve insan saglhigini olumsuz etkileyerek
pek cok sorunu da beraberinde getirmistir. Tiim diinyada tarimin temel tagi haline gelen
pestisitlerin, tarimsal iriinlerdeki kalintilar1 sonucu insan sagligina ve g¢evreye olan
riskleri gbz Oniine almmalidir ve pestisit kullanimi kontrol altinda tutularak takibi

yapilmalidir.

2.2. Pestisitlerin Yapisi

Zararli anlamina gelen ve Latince bir kok olan “pest” ile dldiiren veya 6ldiirme eylemi

anlamina gelen “cide” kelimelerinin birlesmesiyle olusan pesticide (pestisit) terimi hasere



ilaglarini, organizmayi biyolojik olarak kontrol edici maddeleri ve ¢cevre koruma ilaglarini
da kapsamaktadir. Bu kapsamda kullanilan pestisitlerin {iretimi sentetik olarak veya
bitkilerden elde edilerek yapilmaktadir. Bir pestisitin saf olarak kullanilmasi uygun
degildir ve pestisitler saf olarak uygulandiklarinda diisiik etki gdsterebilirler (Onciier,
2000). Bu nedenle pestisitler formiilasyon ad1 verilen yaygin olarak tarim ilac1 yapiminda
kullanimi olan aktif maddeler ile karistirilarak kullanilirlar (Giiler ve ark., 1997; Anonim,
2005). Insan ve gevre saghgini korumak amaciyla toksik etki gdsteren aktif maddeler ile

yardimc1 maddeler karisim haline getirilerek beraber kullanilmaktadir (Anonim, 2005).

Pestisitlerin yapisini olusturan ii¢ ana kisim; etkili madde, dolgu maddesi ve diger
maddelerdir. Oldiiriicii etkiye sahip en temel kisim etkili maddedir. Dolgu maddesi,
bitkilerle veya herhangi bir kimyasal bilesikle kimyasal olarak etkilesime girmeyip etkili
maddenin oldugu kisimdir. Diger maddeler ise bitkiler i¢in zehirliligi azaltan bilesikler,

pestisitin tesirini ve dayanma siiresini artiran kisim olarak tanimlanmaktadir (Onciier,

2000).
2.3. Pestisitlerin Viicuda Alinma Yollar1
2.3.1. Gozle temas yolu

Pestisitlerin sentetik veya bitkisel olarak iiretiminde, sivi ve toz ilaglarin paketlenmesi,
tanklara doldurulmasi sirasinda meydana gelmektedir. Olas1 bu tehlikeleri 6nlemek

amaciyla kontak lens veya koruyucu gozliik gibi araglar kullanilmaktadir.
2.3.2. Agizla temas yolu

Pestisitlerin ag1z yoluyla viicuda alinmasi, pestisit kullanan tarim ¢alisanlarinin uygulama
sonrasinda ellerini yikamadan yiyecekleri yemesi ya da sigara i¢cmesi sonucunda
maruziyet ve yine pestisit uygulamasi yapanlarin veya iireticilerinin tiretim yerlerindeki

kaza veya dikkatsizlik sonucunda temast ile gergeklesmektedir (Anonim, 2016).



2.3.3. Solunum ile temas yolu

S1v1 ve toz ilaglarin imalati veya uygulanmalar1 sirasinda bir kisim pestisit havada asil
kalmaktadir. Bu havanin solunmasi ile birlikte agiz yolu ile pestisit maruziyeti
gerceklesmektedir. Solunum ile maruziyet en fazla fumigant ilaglarda goriiliir ¢linkii

buharlagsma 6zelligi en yiiksek olan ilaglar olarak belirlenmistir (Agar, 2015).

2.3.4. Deri ile temas yolu

Pestisitlerin herhangi bir yolla deriye temas etmesi durumunda absorbsiyon pestisitin
emilme oOzelligine ve viicudun degisik kisimlarina bagli olarak farkli siirelerde
gerceklesmektedir. Deride emilimin en ¢ok gergeklestigi yer on kol (bilek-dirsek) olarak
belirtilmis ve kasik bolgesine oranla 11 kat daha hizli emilimin gerceklestigi
kanitlanmistir (Anonim, 2005). Insan ve canlilarin tiimii risk altinda olmasina ragmen
ozellikle hamile kadinlar ve viicut yag orani fazla olan kisiler deri ile gergeklesen emilim

i¢in hassas olan gruplardir (Anonim, 2016).
2.4. Pestisitlerin Cevre ve Insan Sagh Uzerindeki Etkileri
2.4.1. Pestisitlerin c¢evre iizerindeki etkileri

Tarim iirlinlerinden verim almak i¢in tiim diinyada pestisit kullanilmasinin sonucunda
insan, hayvan ve c¢evre sagligi olumsuz sekilde etkilenmektedir. Pestisitler tarim
alanlarinda veya bahce uygulamalarinda kullanildiklarinda ekolojik dongiiye katilarak
havaya, suya ve topraga karisip oradan da canlilara gegmektedir. Bir pestisitin
kullanimindan sonra ¢evredeki hareketlerini iklim ve tarimsal kosullar, pestisitin fiziksel

ve kimyasal yapisi, formiilasyon tipi ve uygulama sekli etkilemektedir (Yildirim, 2008).

Pestisit uygulamasi yapildiktan sonra sadece o bolgedeki toprak ve suya karigsmayip ayni
zamanda uygulama disindaki bolgelere tasinarak o bolgelerde de olumsuz etkilere sebep
olmaktadir (Vural, 2005). Tarimsal uygulama sirasinda pestisitlerin bir bolimii

buharlagsma ve dagilma ile havaya karisip riizgarla tasinmakta ve yagmur, sis veya kar



gibi doga olaylan ile tekrar yeryliziine donmektedir. Diger boliimii ise uygulama

sonrasinda bitki ve toprak yiizeyinde bulunmaktadir.

Diinyanin var oldugu giinden bu yana toprak, insanlar, hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar i¢in oldukca 6dnemli bir yere sahiptir ve zararli maddelere karsi filtre
gorevi yapmaktadir (Yildirim, 2008). Pestisitlerin topraga karigmasinda topraktaki Kil
orani, organik ve inorganik madde miktari, topragin pH ve mikroorganizma tiirlerinin

baskinlig: etkilidir.

Su, diinyanin en 6nemli yasam kaynaklarinin baginda yer alir. Su kaynaklarinin i¢inde
bulunan veya kenarindaki bitki ve boceklerle miicadelede kullanilan tarim ilaglari yeralti
suyunun kirliligine neden olabilmektedir. Sularda bulunan ve zamanla biriken insektisit
kalintilar1 ¢6ziinmeden uzun siire suda kalabilirler ve plankton gibi canlilara tutunup
birikebilmektedirler (Altikat ve ark., 2009). Pestisitler bu sekilde besin zincirine katilarak,
suda yasayan canlilara zarar vererek dolayli yollardan insan sagligina olumsuz etkilere

neden olurlar.

2.4.2. Pestisitlerin insan saghg iizerindeki etkileri

Diinya Saglk Orgiitii'niin (WHO) verilerine gére akut ve kaza olarak gergeklesen
zehirlenme oraninin diinyada 3.5-5 milyon civarinda oldugu tahmin edilerek bunun
yaklasik yirmi bininin 6liimle sonuclandig belirtilmistir. Kronik zehirlenmeler ise iki
milyon civarinda olup, bunlarin da iki yiiz binin 6liimle sonug¢landig: tahmin edilmektedir
(Anonim, 1989). Pestisite maruz kalan insanlarda akut etki olarak deride alerjik
dokiintiiler, solunum rahatsizliklar1 ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 goriilmektedir.
Pestisitlere kronik etki olarak maruz kalan kisilerde kanser, dogum kusurlari, sinir
sisteminde toksik etkiler, sinir sistemini etkileyen davranissal bozuklar ve fizyolojik
degisiklikler, iireme sistemi iizerinde istenilmeyen etkiler goriilmektedir (Giiler ve ark.,

1997).



2.5. Pestisitlerin Kullanimi

Diinya niifusunun hizla artmasiyla birlikte kullanilabilir tarim alanlar1 hizla azalmistir.
Diinyada ekilebilir tarim alanlarinin azalmasi aglik sorunlarin1 da beraberinde getirmistir.
Artan niifusun ihtiyacini karsilamak ve tarimsal iiriinlerden en yiiksek derecede verim
alabilmek amaciyla bitkisel {riinlere zarar veren bocekler ve hastalik etmenleriyle
miicadele Onemli bir zorunluluk haline gelmistir. Zararlilarin yol acti§i sorunlara
miicadeleye ilk olarak 1600’1l yillarda rastlanmistir (Kaygisiz, 2003). 25 000 den fazla
pestisit ¢esidi 1600°1ii yillardan baslayarak giinliimiize kadar sentezlenip piyasaya siirlimii
gerceklesmis ve tretilen pestisitlerin %75-80’inin herbisit ve insektisit olarak kullanimi
hala devam etmektedir (Tekbas, 2010). Baslica kullanim alanlar1 su sekilde 6zetlenebilir;

e Tarimsal liretim

Bahgecilik-Hayvancilik-Ormancilik

e Balik yetistiriciligi-Balik tarimi

e Boyalar (parklar, bahceler, oyun alanlari)
e Duvar kagidi yapistiricilar

e Endiistriyel bocek kontrolii

e Deniz bocek kontrolii

e (Gidalarin uzun stire saklanmasi

2.5.1. Diinyada pestisit kullanim

Diinyadaki iilkelerin gelismislik durumu, iklim kosullari, zararhilarin cesitleri, tarim
alanlarinin orani gibi bir¢ok faktdr pestisit kullanimini etkilemektedir. Diinyadaki yillik
tarim ilact tiretimi miktarmin 3 milyon ton civarinda oldugu tahmin edilerek iiretilen bu
pestisitlerin (bkz. Sekil 2.1) %47.5’ini herbisitler, %29.5’ini insektisitler, %17.5’ini

fungisitler, %5.5’ini ise diger grup pestisitlerin olusturdugu belirtilmistir (Anonim, 2016).
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Sekil 2. 1. Pestisit gruplarina gore diinyada % tarim ilaci kullanimi (Anonim, 2016)

2.5.2. Tiirkiye'de pestisit kullanimi

Pestisit tiikketimi artan niifusla dogru orantili olarak tim diinya iilkelerinde oldugu gibi
tilkemizde de giderek artis gostermektedir. Sekil 2.2” de belirtildigi tizere 2018 y1l sonu
itibariyle diinyada pestisit kullanimi y1llik 3.8 milyon ton iken tilkemizde tiiketilen pestisit
miktar1 59 000 ton, satis tutar1 diinyada 58 milyar dolar iken Tiirkiye’de 2.5 milyar TL
dir (Anonim, 2019).
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Sekil 2. 2. Ulkemizde tarimsal ilag kullanim1 (ton)* tahmini deger (Anonim, 2019)

Ulkemizde ruhsatli pestisit kullanim sayisinin 418 oldugu ancak AB mevzuatima gére

olumsuz etkilerinden dolayr 01.01.2009 tarihinden sonra sayis1 75 adet olarak



belirlenmis, 31.08.2009 tarihinden sonra da 49 adet pestisitin iiretim ve satisinin
durdurulmasina karar verilmistir (Tiryaki ve ark., 2010). Tirkiye de kullanilan
pestisitlerin (bkz. Sekil 2.3) %41’ini herbisitler, %22’sini insektisitler, %21 ini
fungisitler, %16’sin1 ise diger grup pestisitler olusturmaktadir. Bu pestisitlerin 101 etkili
cesidi hala piyasada bulunmasina ragmen AB’de kullanimi yasaklanip piyasadan

kaldirilmistir (Anonim, 2016).
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Sekil 2. 3. Ulkemizdeki pestisitlerin % kullanim paylar1 (Anonim, 2019)

2.6. Pestisitlerin Zehirlilik Simiflandirmasi

Hedef organizmalarda pestisitlerin etki etme mekanizmalar1 farkli sekillerde
gerceklesmektedir. Bu farklilik kimyasalin formiilasyonuna ve alinan miktara gore
degisiklik gostermektedir. Eger hedef canli insan ise yas, cinsiyet, immiin sistem, maruz
kalma siiresi gibi faktorler toksisiteye etki etmektedir. Kimyasal maddelerin yapilan
bilimsel calismalar sonucunda akut ve kronik olmak iizere iki sekilde toksik etki
olusturdugu belirtilmistir. Akut toksisite, pestisit uygulamasi yapildiktan hemen sonra
hizl1 bir sekilde ortaya ¢ikan etki olarak tanimlanir. Kronik toksisite uzun siireli pestisit
uygulamalar1 sonucunda bir birikim sonucunda olusan etki olarak tanimlanmaktadir

(Yildiz ve ark., 2015).

Pestisit maruziyetlerinde, pestisit liretimi veya uygulamasi yapilirken ¢alisanlarin kaza ile
yutmasi, lizerine dokiilmesi, uygulama sonrasi el temizligi yapilmadan yeme veya agiz

yoluyla pestisitli yiyeceklerin tiiketilmesi sonucunda akut toksisite goriillmektedir. LD50



(6ldiiriicii doz), agiz yolu ve deri yolu ile olusan akut toksik maruziyetleri, LC50
(61diriicii konsantrasyon) ise solunum yoluyla ortaya ¢ikacak akut toksik etkileri ifade
etmekte kullanilmaktadir. Birim olarak ifadesi LD50 de mg/kg, LC50 de ise mg/l ifade
edilen zehirlilik degerleri deney hayvanlariyla yapilan c¢alismalar ile tek dozluk
uygulamalarda canlilarin yarisini oldiiren doz olarak tanimlanmaktadir (Yilmaz ve ark.,
2018). Bu degerlerin birim olarak rakamsal ifadeler ile kii¢iik olarak gosterilmesi

pestisitlerin zehirlilik 6zelliginin arttiginin gostergesidir (Anonim, 2015).

2.7. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitlerde  siiflandirma  farkli  sekillerde yapilmaktadir. Pestisitlerin  genel
smiflandirilmasinda goriiniis 6zellikleri, fiziksel yapilari ve formiile edilme sekilleri gibi
ozellikler esas alinmaktadir. Fakat etkiledikleri zararli ve hastalik gruplari ile bunlarin
biyolojik doénemleri, igerdikleri aktif maddenin cins ve grubu, zehirlilik derecesi ve
kullanim teknigine gore de degisik sekillerde siniflandirilirlar. Siiflandirmada en yaygin
olarak yapilan simiflandirma sekli etkili olduklar1 zararli grubuna gére ve formiilasyon
sekillerine gore olan siniflandirmadir. Smiflandirma yapilirken en 6nemli pestisit gruplari
etki ettikleri hastalik gruplarina ya da hedef aliman organizmaya gore yapilan
siniflandirmada insektisit, fungisit ve herbisitlerdir (Onciier, 2000). Pestisitler zellikleri
dikkate almarak Tarim Ilaclar1 Sanayici, Ithalatgr ve Temsilcileri Dernegi (TISIT)

tarafindan hazirlanan raporda asagidaki sekilde siiflandirilmistir.

“2.7.1. Formiilasyon sekillerine gore

e Tozilaglar (DP)

e Kuru tohum ilaglar1 (DS)
e Tabletler (TB)

e QGraniiller (GR)

o Pelletler (PL)

e Aerosoller (AE)

e Digerleri
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2.7.2. Etkiledikleri zararh gruplarma gore

e Insektisit (Bocekleri dldiiren)

e Akarasit (Akarlar1 6ldiiren)

e Nematisit (Nematodlar1 6ldiiren)
e Mollussisit (Yumusakgalar1 6ldiiren)
e Rodentisit (Kemirgenleri 6ldiiren)
e Avisit (Kuslar1 6ldiiren)

e Afisit (Yaprak bitlerini 6ldiiren)

e Fungisit (Funguslar 6ldiiren)

e Bakterisit (Bakterileri 6ldiiren)

e Herbisit (Otlar1 6ldiiren)

o Algisit (Algleri 6ldiiren)

2.7.3. Kullanma teknigine gore

e Dogrudan kullanilan ilaglar, toz ilaglar, graniiller

e Su veya organik ¢oziicii seyreltilerek kullanilan ilaglar

2.7.4. Etkiledikleri zararhlarin biyolojik donemine gore

e Larvasit (Larva dldiiren)
e Ovisit (Yumurta 6ldiiren)

e Ovalarvasit (Hem yumurta hem larva 6ldiirenler)

2.7.5. Zararhlara etki yollarina gore

Zararlilarda; bu tip siniflandirmada pestisitlerin organizmaya giris yolu dikkate alinir.
e Mide zehirleri
e Degme zehirleri

e Solunum (teneffiis) zehirleri

11



Bitkilerde;
e Sistemikler
e Yari sistemikler

e Sistemik olamayanlar

2.7.6. Toksik ozelliklerine gore

o Fiziksel zehirliler

e Protoplazma zehirlileri (Stoplazma ve ¢ekirdegi zehirleyenler)
e Sinir sistemi zehirleri

e Solunum zehirleri

e Antiguagulantlar (Kanin pihtilasmasini engelleyenler)

2.7.7. Kontrol ettigi zararhlari bulundugu yere gore

e Kiiltiir bitkilerindeki zararhlara kars1 kullanilanlar
e Orman zararlilarina kars1 kullanilanlar

e Kerestelerin korunmasinda kullanilanlar

e Depodaki iiriine zarar verenlere kars1 kullanilanlar
e Ev boceklerine karsi kullanilanlar

e Hastalik vektorlerine karsi kullanilanlar

e Hayvan ve insanlardaki dis parazitlere kars1 kullanilanlar

2.7.8. Ilacin fiziki haline gore

e Kati1 formiilasyonlar

e Likit formiilasyonlular
2.7.9. Bilesimindeki etkili madde grubuna gore
e Insektisitler (Neonikotinoidler — Organik Fosforlular — Karbamatlar — Digerleri)

e Akarisitler (Amin ve Hidrazin Tiirevleri — Digerleri)

12



e Fumigantlar, nematisitler ve toprak fumigantlari

e Rodentisitler ve mollussistler

e Fungusitler

e Herbisitler

e Bitki korumada kullanilan diger maddeler (Demirli Bilesikler — Bocek

Cezbediciler — Feromonlar — Digerleri)”

2.8. Neonikotinoidler

Pestisitler yukarida da belirtildigi gibi 6zellikleri ve yapilar1 dikkate alinarak
siiflandirilmaktadir. Neonikotinoidler bilesimindeki etkili madde gruplarina gore
yapilan siniflandirmada yer almaktadir. Neonikotinoid grubu pestisitler, 1970 yilinda
Kaliforniya'daki bir arastirma merkezinde kursun bilesikleri tizerinde yapilan ¢aligma
sirasinda tesadiifen kesfedilmistir. Bu bilesiklerinden sentezi yapilan ilk neonikotinoid
pestisit tiirii nitiazindir (Kollmeyer ve ark., 1999). 1990'larin ortalarinda Bayer firmasi
imidaklopridi tarimsal miicadelede zararli bocek tiirlerine karsi insektist olarak kulanim

icin piyasaya stirmistiir (Mencke ve ark., 2002).

En yeni insektisit sinifi olarak tanimlanan neonikotinoidler sistemik bir etkiye sahiptirler.
Neonikotinoid pestisitler arasinda yaygin olarak kullanilanlar asetamiprid, klotiyanid,
dinotefuran, imidakloprid, nitenpiram, nitiazin, tiyakloprid ve tiyametoksamdir.
Neonikotinoidlerin gesitleri ve kimyasal yapisi Sekil 2.4’te gosterilmistir (Tomizawa ve
ark., 2005).
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Sekil 2. 4. Neonikotinoid gesitleri

Neonikotinoid grubu pestisitler, boceklerde nikotin benzeri uyarici bir etki gostererek
merkezi sinir sistemindeki (MSS) nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanirlar. Bu
baglanma geri doniisiimsiiz ve oldukga siki bir sekilde gerceklesir ve bundan dolay1
neonikotinoid grubu pestisitlerin boceklerdeki toksik etkileri diger canli tiirlerine gore
daha siddetlidir (Kazuhiko ve ark., 2001). Neonikotinoid grubu insektisitlerin fiziksel
ozellikleri Cizelge 2.1' de gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. Neonikotinoidlerin fiziksel 6zellikleri (Tomizawa ve ark., 2005)

Neonikotinoidler Molekiil Agirhiklar: Suda Coziiniirliikleri
(g/mol) (g/l)
Asetamiprid 222.7 4.25
Klotiyanid 249.7 0.30-0.34
Dinotefuran 202.2 54.3
Imidakloprid 255.7 0.61
Nitenpiram 270.7 >590
Nitiazin 160.1 200
Tiyakloprid 252.7 0.185
Tiyametoksam 291.7 4.1

Diinya genelinde yillik olarak tiiketilen neonikotinoid grubu pestisitler toplam insektisit
pazarinin yaklasik olarak %11-%15'ini kapsamaktadir. Her pestisit tiirii hedefe 6zgii

olarak tasarlanmaktadir ve tohumlar igin tasarlanan pestisitlerin %80’lik oranin
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neonikotinoidler olusturmaktadir (Mencke ve ark., 2002). Kiiresel pestisit pazari 2015
yilinda 58.5 milyar dolar degerinde iken 2016 yilinda 60.2 milyar dolara kadar ¢ikmustir.
Bu veriler 15181nda kiiresel pestisit pazarinin 2021 yilina kadar %5.5 oraninda artmasi

planlanarak 78.7 milyar dolar olmasi beklenmektedir (Anonim, 2017).

Ulkemizde ruhsatli olarak satis1 yapilan asetamiprid, klotiyanid, imidakloprid,
tiametoksam ve tiyakloprid gibi neonikotinoid tiirlerinin Avrupa Birligi'nin ilgili kurum
ve kuruluslari, sivil toplum orgiitleri ve ar1 iireticileri birligi tarafindan zehirli olduklari
ve ar1 kolonilerini 6ldiirdiikleri gerekcesiyle yasaklanmasi gerektigi belirtilmistir. Bunun
sonucunda gerekli arastirmalar yapilarak 19.12.2018 tarihinde Tarim ve Orman Bakanligi
tarafindan neonikotinoid grubu aktif maddelerin bir kisminin yasaklanmasina ve

kisitlanmasina karar verilmistir (Ek 1).
2.8.1. imidakloprid

Kimyasal adi N-[1-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramide
olan, yaygm olarak imidakloprid adiyla bilinen neonikotinoid grubundan nikotine
benzeyen sistemik bir insektisit tiiriidiir (Sekil 2.5). Nikotin ve tiitiin igeren bir¢ok bitkide
dogal olarak bulunmaktadir ve bdcekler igin toksik etkiye sahiptir. Imidakloprid de
nikotin gibi sinir sistemini etkileyerek faaliyet gostermektedir. Diinya genelinde en fazla

oranda kullanilan insektisit tiirlerinden birisidir.

H,C—N NH ~ N

X 2> \
N NNO, N

Imidacloprid Nicotine

Sekil 2. 5. Imidakloprid ve nikotinin kimyasal yapilar

Kimyasal smiflandirmasi ilk olarak 1994 yilinda Bayer CropScience tarafindan
yapilmistir. Giinlimiizde birgok marka tarafindan {iretimi ve pazarlamasi yapilmaktadir.
Imidakloprid tarim, evcil hayvanlar ve ev zararhilarinda oldukga genis kullanim alanina

sahiptir.
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Imidakloprid ve nikotinoid ailesindeki diger insektisitler, bir tiitiin toksini olan dogal
nikotinden benzer sekilde modellenmistir (Ware, 2000). Molekiil sekilleri, bliyiiklikleri
ve yiikleri nedeniyle nikotin ve nikotinoidler sinir sisteminde asetilkolin (ACh) gibi
davranarak nikotinik ACh reseptorlerine baglanirlar. Asetilkolin, bir sinir hiicresinden
digerine veya bir sinir hiicresinden bir sinirin kontrol ettigi dokuya sinir uyarilarini
tasimakla gérevli bir nérotransmiterdir. Imidakloprid ve diger nikotinoidler asetilkolin

reseptorlerine baglanarak bunlar1 geri doniisiimsiiz bigimde bloke ederler (Ware, 2000).

2.8.2. Asetamiprid

Kimyasal adi N-((6-Chloro-3-pyridinyl)methyl)-N'-cyano-N-methylethanimidamide
olan, yaygin olarak asetamiprid olarak adlandirilan tarimda c¢esitli zararli bocekleri
kontrol etmek i¢in kullanilan neonikotinoid grubu bir insektisittir (Sekil 2.6).
Asetamiprid, imidakloprid gibi asetilkolin reseptorlerine baglanarak bocekler igin hayati

acidan giiclii norotoksik etkileri bulunan insektisit tiirtidiir ( Tomizawa ve ark., 1993).

CHj

—N
e
bz CH;

Cl N
Asetamiprid

Sekil 2. 6. Asetamipridin kimyasal yapist
2.9. Bagisikhk Sistemi (immiin Sistem)

Bagigiklik (immiinite), Latince “immunitas” kelimesinden koken almaktadir. Bagisiklik
sistemi ise viicuda giren antijen (mantar, bakteri, viriis, polen vs. gibi immiin sistemi
harekete gecirebilen yabanci yapilar) 6zelligindeki maddelere kars1 viicudu koruyan doku
ve organlarin tamamini kapsamaktadir. Antijenlerin taninmasi ve viicutta bunlarin yok
edilmesi olayinda yer alan molekiiller ve hiicreler (makrofaj, nétrofil, lenfosit vb.)
bagisiklik sisteminin 6nemli elemanlaridir. Bagisiklik sistemi sadece viicuda giren
yabanci1 patojenleri tanimakla kalmamali ayn1 zamanda viicuttaki normal hiicreler ile bu
yabanci molekiilleri de ayirt etmelidir. Viicutta belli araliklarla ortaya ¢ikan anormal

hiicre ve molekiilleri saptayip bunlara yanit vermek ve kanser gibi hastaliklarin
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gelismesine engel olmak da bagisiklik sisteminin gérevlerindendir (Chinen, 2006; Porth,
2004).

Insan viicudu bakteri, viriis gibi yabanc1 maddelere kars1 farkli mekanizmalarla bagisiklik
olusturmaktadir. Bu bagisiklik dogal bagisiklik ve sonradan kazanilan (edinsel) bagisiklik
olmak tizere ikiye ayrilir. Bu iki bagisiklik arasinda siirekli bir etkilesim s6z konusudur.
Antijenlere kars1 ilk savunma basamagimi dogal bagisiklik saglarken her zaman

savunmada yeterli olmayabilir. Byle durumlarda edinsel bagisiklik devreye girmektedir.

2.9.1. Dogal bagisikhik

Dogal bagisiklik, canlilarda dogal olarak bulunan ve bir patojenle karsilaginca
organizmanin viicut savunmasinin ilk asamasini olusturan, dogumdan itibaren olusabilen
bagisiklik tipi olarak tanimlanir. Organizmaya ait olan hiicreler ile patojen 6zellikteki
yabanci hiicreleri ayirt ederek organizmanin yanit olusturmasini saglar. Bu yanitin
olusmasinda organizmanin yapisal, anatomik, fizyolojik, genetik ve ¢evre faktorleri etkin

rol oynamaktadir (Agerberth ve ark., 2006).

2.9.2. Sonradan kazamilan (edinsel) bagisiklik

Dogal bagisikligin yetersiz kaldigi durumlarda edinsel bagisiklik devreye girmektedir.
Dogal bagisikliktan farkli olarak, edinsel bagisiklik enfeksiyonlara neden olan ajanlarla
karsilasma sonucunda uyarilan ve lenfosit (beyaz kan hiicresi) adi verilen hiicrelerin
aracilik ettigi ve organizmada antikorlarin sekillenmesi ile meydana gelen bir bagisiklik
tipidir. Bireyin yasam siiresince gelisen bu bagisiklikta belirli bir antijene 6zgli olarak
tekrarlayan karsilagsmalarda daha hizli ve giiclii bir cevap olusmasi saglanmaktadir.
Edinsel bagisik yanit hiimoral ve hiicresel bagisik yanit olmak {izere iki tiir bagisik
yanittan olusur. Her iki tip bagisik yanitta da antijen ile baglatilmakta ancak hiimoral

bagisik yanitta B lenfositleri, hiicresel bagisik yanitta ise T lenfositleri gorevlidir.

Sekil 2. 7°de 6zet olarak gosterilen bagisiklik sistemi, yabanci molekiillere karsi ii¢
savunma hatt1 olusturmaktadir. Savunmanin birinci hattinda agiz, burun, mide, géz gibi

anatomik yapilar ve organlar gorev almaktadir. Savunmanin ikinci hattinda fagositoz
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yapma Ozelligine sahip makrofaj ve notrofil gibi fagositik hiicreler dogal katil hiicreleri,

iltihaplanma, yiiksek ates ve antimikrobiyal proteinler savunma saglamaktadir. Ugiincii

hattinda ise antikorlar, T lenfositleri ve B lenfositleri rol oynamaktadir (Anonim, 2018).

Bagisikhik
|
| | |
1. Savunma 2. Savunma Hatt1 1S Hatt
. davunma mgata
Hatt “Fagositoz * Antikorlar
* AS *Dogal Katil o
. Agiz hi?f}ae:leg ! * T lenfositleri
BUI’UH *Htihaplanma * B lenfositleri
* Mide *Yiiksek ates
* (367 *Antimikrobiyal
proteinler

Sekil 2. 7. Bagisiklik sisteminde bagisiklik savunma hatlart (Anonim, 2018)

Viicuda girdiginde yabanci olarak kabul edilen ve antikor olusumuna neden olan her tiirlii

molekiil antijen olarak tanimlanmaktadir. Bir organizmada farkli yapidaki antijenleri

taniyabilecek Ozellikte B lenfosit popiilasyonu bulunmaktadir. B lenfosidi bir antijenle

ilk kez karsilastiginda ortaya ¢ikan cevaba birincil yanit, lenfositler ayni antijenle ikinci

kez karsilastiginda ortaya ¢ikan cevaba ise ikincil yanit ad1 verilmektedir.

.fimt'ljen le
ikingi karsilasma

Antijene kargi
birincil bagisikiik

A nEti korlar

Antijene karg ikincil bagisikiik

“En
= i
S | Antijenie
= | ilk kargilasma |
g !
c \
-
0 7

14 21 2B 35
Zaman (glnler)

42 49 56

Sekil 2. 8. Antijene Kars1 birincil ve ikincil yanit (Anonim, 2018)

Sekil 2.8' de goriildiigii gibi antijen ile ilk karsilasma sonucunda olusan bagisik yanit

diisiik seviyededir ancak organizma ayni1 antijenle ikinci kez karsilastiginda daha hizli ve

etkin bir antikor cevabi ortaya ¢ikmaktadir.
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Humoral bagisik yanit (Antikora bagli bagisik yanit)

Hiimoral bagisik yanittan sorumlu hiicreler B lenfositleridir. B lenfositleri tarafindan
iretilen ve hiimoral bagisikligin gerceklesmesinde gorevli protein yapisindaki
molekiillere immiinoglobulin (Ig) ya da antikor adi verilmektedir. B lenfositlerinin
antijenle uyarilmasi sonucunda antikor iiretimi ger¢eklesmekte, olusan 6zgiil antikorlar
kan ve doku sivilarindaki bakterileri ve patojenleri yok ederek viicut savunmasinda gorev
almaktadir. Hiimoral bagisik yanitta antijenin viicuda girmesi ve sonrasinda gelisen
olaylar sonucunda plazma hiicreleri ve bellek (hafiza) hiicreleri olmak iizere iki tip hiicre
olugmaktadir (Sekil 2.9). Plazma hiicreleri antikor iiretiminden, bellek hiicreleri ise ikincil
yanitta daha hizli bir yanitin olusmasindan sorumlu hiicrelerdir. Antikorlar iiretildikten
sonra kan ve lenf sivisina verilmekte ve enfeksiyon bolgesine giderek antijenleri etkisiz

hale getirmektedir (Anonim, 2018).

Antijenler
Ye o 4 A
o O
Antijen
B lenfosit reseptori
=] T
NPa %5
yZ gl
. Plazma
hﬁzzrez:nin hicrelerinin
gogaltimasi gogaltimasi
<« N
J’" '3 Antikorlar ~ 7‘ >
<o

Sekil 2. 9. Hiimoral bagisik yanitin olugsmasi (Anonim, 2018)

Immiinoglobulinler (Antikorlar)

Immiinoglobulinler hiimoral veya antikora bagli bagisik yanittan sorumlu olan, az
miktarda dokularda ve hiicreler arasi sivilarda yer alan ancak ¢ogunlukla kan sivisinda
bulunan ve kisaca Ig seklinde adlandirilan molekiillerdir. immiinoglobulinler %90°1
polipeptid, %10 karbohidrattan olusan bir glikoprotein yapisina sahiptir. Immiinoglobulin

Y harfi seklinde bir molekiil olup antijen baglayan en az iki 6zdes bolgeden olusmaktadir.
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Her immiinoglobulin molekiilii iki tane agir zincir (H) ve iki tane hafif zincir (L) olmak
lizere toplam dort polipeptid zincirinden olusmaktadir. Y Harfi seklindeki
immiinoglobulinlerin ist kisimlar1 antijen baglayict kisim (Fab) olarak, antikorlarin
biyolojik aktivitesi ve islevlerinden sorumlu olan kuyruk kismi ise (Fc) bolgesi olarak
adlandirilmaktadir. H ve L zincirlerindeki u¢ kisimlarin aminoasit dizisi degisebilir
Ozellige sahip oldugundan bu bélgelere degisken bolgeler, polipeptid zincirlerinin diger
bolgelerinde degisiklik goriilmedigi icin geri kalan kismina sabit bolge denir (Sekil 2.
10).

Degisken bolge
(Agir zincir)

Sabit bolge
(Agir zincir)

Degisken bolge
(Hafif zincir)

Sabit bolge
(Hafif zincir)

—AQir zincir

o L

Sekil 2. 10. Bir IgG molekiiliin sematik modeli (Songu, 2012)

Immiinoglobulinler IgG, IgA, IgM, IgD, ve IgE olmak iizere bes temel gruba
ayrilmaktadir (Sekil 2.11). IgG, serumda en fazla bulunan immiinoglobulin ¢esididir.
Monomer yapida (Y harfi seklinde) olup molekiil agirligi 150 kD’dur. Bakteri, viriis,
parazit gibi enfeksiydz ajanlara karst bagisikliktan sorumlu olan immiinoglobulin
cesididir. Insanlarda IgG1, 1gG2, 1gG3 ve IgG4 olmak iizere 4 alt smifi bulunurken
farelerde 1gG1, 1gG2a, IgGb ve IgG3 seklinde alt smiflar1 bulunmaktadir. Insan ve diger
primatlarda plasentadan gecis yapabilen tek immiinoglobulin sinifidir. Yeni dogan bir
bebegin kaninda hamileligin 3. ve 4. ayinda gecis yapmaya baglayan 1gG ler dolasir. IgG
ler uzun Omiirlii antikorlardir ve ayni antijenle ikinci kez karsilasma sonucunda ortaya
cikan ikincil bagisik yanitta cok yiiksek seviyelere ulagsmaktadir. IgM, bes alt birimden
olusan pentamer yapisinda olup 900 kD biiyiikliige sahiptir. Normal insan serumundaki
immiinoglobulinlerin %10 unu olusturmaktadir. Organizma herhangi bir antijenle

karsilastigi zaman ilk sentezlenen antikor ¢esididir. IgA, normal insan serumundaki
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immiinoglobulinlerin %15’ini olusturmaktadir. Monomer (tek birim) veya dimer (iki
birim) yapida bulunabilir. Molekiil agirligi monomer yapisi i¢in 160, dimer yapisi i¢in
400 kD dur. Tiikiiriik, nazal ve bronsial salgi veya anne siitii gibi salgilarda bulunan ve
bu bolgelerde koruma saglayan bir antikor ¢esididir. 1gD, total immiinoglobulinlerin %1
den daha azimi olusturmaktadir, molekiil agirligi 180 kD olup B lenfositlerinin
farklilasmasinda gorev alan bir antikordur. IgE, immiinoglobulinlerin  %0,004’linii
olusturmaktadir. Az miktarda bulunmasina ragmen mast ve bazofil hiicrelerinin
yiizeylerine baglanarak alerjik ve parazitik enfeksiyonlarda gérev alan 6nemli bir antikor

cesididir.

Sekil 2. 11. Immiinoglobulin cesitleri (Janeway ve ark., 2001)

Hiicresel bagisik yanit (Hiicre aracili bagisik yanit)

Edinsel bagisikligin diger bir tipi hiicresel bagisik yanittir. Antikor icermeyen bir
bagisiklik tepkisi olup, bu tip yanmittan T lenfositleri sorumludur. T lenfositlerinin
sitotoksik T lenfositleri ve helper (yardimei) T hiicreleri (Th) olmak tizere 2 farkl tipi
bulunmaktadir. Ozellikle hiicresel bagisik yanitta rol oynayan lenfosit tipi sitotoksik T
lenfositleridir. Bakteri ya da viriisle enfekte olmus hiicreler, kanser hiicreleri sitotoksik T
lenfositleri tarafindan tespit edildikten sonra perforin-granzim adi verilen sistem aracigi

ile yok edilmektedir. Sadece antikorlarin rol aldigi hiimoral bagisik yanit toksik
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hastaliklarin bazilar1 ile virlis ve bakteri enfeksiyonlarinin az sayidaki tiirlerinde
bagisiklik saglarken, hiicresel bagisik yanit pek ¢ok parazit, bakteri, viriis, mantar gibi

patojenlere kars1 daha yliksek seviyede bir savunma saglamaktadir.

Helper T lenfositlerinin Th1 (yardimei T1 hiicreler) ve Th2 (yardimer T2 hiicreler) olarak
adlandirilan iki farkli tipi bulunmaktadir. Thl hiicreler salgiladiklar1 IL-2 ve IFN-g gibi
sitokinlerle hiicresel immiin yanit1 giiclendirmekte, Th2 hiicrelerini baskilamaktadir. Th2
hiicreleri ise salgiladiklari IL-4, IL-10 gibi sitokinlerle B lenfositlerini aktive ederek Thl
hiicrelerini baskilamaktadir. Ozellikle IgG'nin alt tipleri olan IgG1 ve IgG2a antikorlari,
Thl ve Th2 lenfositlerinin aktivasyonuna bagli olarak sentezlenmektedir. Th2 aracili
yanitin baskin olmasi durumunda IgG1, Th1 aracili yanitin baskin olmasi durumunda ise

IgG2a antikor seviyelerinde artig goriilmektedir.

2.10. Lipid Peroksidasyonu (MDA Tayini)

Cok sayida biyokimyasal ve fizyolojik tepkimelerin meydana geldigi canli hiicrelerde
meydana gelen reaksiyonlar sonucunda elektron alict molekiiller olarak bilinen serbest
radikaller olusur. Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya birden fazla sayida
eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir (Nawar, 1996). Serbest radikaller son
yoriingelerindeki eslesmemis elektron ciftini daha kararli hale gegmek icin baska bir
maddenin elektronu ile eslestirme egilimindedir (Shinde ve ark., 2012). Bunun sonucunda
serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi kazanirlar ve canli yapisi
icin hayati 6neme sahip bir¢ok molekiiliin yapisinda degisiklige neden olurlar (Flora ve
ark., 2007). Lipid peroksidasyonu sonucunda canli viicudunda basta kanser olmak iizere
birgok hastalik ve organlarda tahribat ortaya c¢ikar. Lipid peroksidasyonu hiicre

yaslanmasinin da baslica nedeni olarak gosterilmektedir (Horton, 1987).

Lipidler serbest radikallerden en fazla etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre membran
yapisinda bulunan fosfolipid tabakadaki hidrofobik kisimlar1 hidrofilik hale getiren
serbest radikaller zar akiskanligimi ve gegirgenligini bozarak lipid peroksidasyonuna
neden olurlar (Devasagayam ve ark., 2003). Lipid peroksidasyonu asamali olarak
hiicrelerde meydana gelir. Baslangigta organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkiyle,

doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen karbonundan bir hidrojen atomunun

22



uzaklagmasi gergeklesir. Hidrojenin molekiiliine ayrilmasi, ayrildig1 yag asidi zincirinin
radikallesmesine neden olur. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir yapiya sahip oldugu i¢in
spontan degisiklige ugramaktadir. Lipid radikalinin molekiiler oksijen ile reaksiyona
girmesi sonucu bir lipid peroksit radikali (LOOe) meydana gelir. Bu radikallerde
membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusmasina sebep olur ve agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerinin
aldehit (malondialdehit), aklenler, lipid epoksit ile etan ve pentan gibi maddelere

doniismesi ile sonlanir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Kimyasal olarak aktif bir yapida olan ve lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan
malondialdehit (MDA), ¢evresindeki hiicre ve dokulara rahat bir sekide difiize olabilen
ve oOzellikle lipidler iizerinde zararli etkiler meydana getirebilen bir molekiildiir
(Parantainen ve ark., 1986). MDA olusumu ii¢ veya daha fazla sayida ¢ift baga sahip olan
yag asitlerinin yapisinin bozulmasi sonucunda olusur (Cochrane, 1991). Yag asitlerinin
ugramis oldugu tahribatlarda MDA direkt bir indikator olarak kullanilmamasina ragmen
lipid peroksidasyonunda iyi bir baginti gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde
malondialdehit (MDA) 6l¢iilmesi lipid peroksit seviyelerinin bir belirteci olarak kullanilir
(Devasagayam ve ark., 2003).

Lipid peroksidasyonunu 6lgmek i¢in kullanilan en kolay ve yaygin spektrofotometrik
yontem olan MDA testi, TBA’nin MDA ile reaksiyona girerek 532 nm’de pembe renkli

bir kompleks olusturmasi esasina dayanir (Uchiyama ve ark.,1978).

Bu calismada, 6zellikle tarim ve veterinerlik alaninda bocekleri dldiirmek igin yaygin
kullanim1 olan ancak sadece boceklere 6zgii etki mekanizmasina sahip oldugu one
stiriilen ve aktif kullanim1 olan insektisitlerden imidakloprid ve asetamipridin bagisik
yanit ilizerindeki etkilerinin in vivo olarak belirlenmesi ve antikor cevabinda ortaya
cikabilecek doza bagl degisikliklerin karsilastirmali olarak tespit edilmesi amaglanmistir.
Ayrica, insektisitlere maruz kalan farelerde ortaya ¢ikabilecek oksidatif hasar ise lipid
peroksidasyonunun dnemli bir belirteci olan MDA seviyelerine bakilarak belirlenmeye

calisilmigtir.

23



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deney hayvanlanr

Bu calismada 55 adet 20-25 g agirliginda 8-12 haftalik inbred BALB/c cinsi disi fareler
kullanildi. Fareler Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari'nda tretilerek oda sicaklignin 21°C oldugu ve 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunun saglandig1 odalarda barindirildi. Deneyde kullanilacak hayvanlar her grupta
ayni yasta ve ayni agirlikta 5 tane fare olacak sekilde 6 farkli gruba ayrildi ve kafesteki
fareleri birbirinden ayirt etmek icin fare numaralandirma sistemine gore farelerin
kulaklar1 delindi. Deney hayvanlari {izerinde yapilan biitiin islemler i¢in Gaziosmanpasa
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (HADYEK No: 04) gerekli izinler

alindi.

3.1.2. insektisitler

Imidakloprid

Calismamizda kullanilan neonikotinoid grubu insektisit olan imidakloprid (analytical

standard) Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi.
Fiziksel 6zellikleri:

Kimyasal Adi: N-[1-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramide
Kimyasal Formiilii ~ : CoH10CINsO>

Molekiil Agirhig : 255.66

Renk Gortintimii : Beyaz (beyaza yakin agik sar1 ve soluk bej)

Yapisal Gortintimii ~ : Toz veya Kristal

Erime Noktasi 141 - 146 °C
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Acik Formiilii:

NO,

N/
N H
o)

Sekil 3. 1. Imidaklopridin agik formiilii

Asetamiprid

Calismamizda kullanilan neonikotinoid grubu insektisit olan asetamprid (analytical

standard) Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi.

Fiziksel ozellikleri:
Kimyasal Ad1  : N-((6-Chloro-3-pyridinyl)methyl)-N'-cyano-N-methylethanimidamide
Kimyasal Formiilii : C10H11CIN4
Molekiil Agirhigr  :222.67
Renk Gortinimii  : Beyaz (Renksiz veya beyaz )
Yapisal Gortiniimii : Toz veya Kristal
Erime Noktas1 :95-102°C

Ac¢ik Formiilii:

Sekil 3. 2. Asetamipridinin ag¢ik formiilii
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3.1.3. Antikorlar

ELISA testleri i¢in Southern Biotech firmasindan satin alinan goat anti-mouse IgM, goat

anti-mouse 1gG, goat anti-mouse 1gG1, goat anti-mouse 1gG2a antikorlar1 kullanildu.

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamilan Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Albumin from chicken egg White Sigma
BSA (bovine serum albumini) Sigma
DEA (Diethanolamin) Merck
Gelatin from cold water fish Sigma
KCI (potasyum kloriir) Merck
KH2PO4 (potasyum dihidrojen fosfat) Merck
MgCl2 (magnezyum kloriir) Merck
MgCl2.6H20 (magnezyum kloriir hekza hidrat) Merck
Na.COs3 (sodyum karbonat) Merck
NaCl (sodyum kloriir) Sigma
NaH2PO4 (sodyum dihidrojen fosfat) Merck
NaHCOs3 (sodyum bikarbonat) Merck
NaNs3 (sodyum azit) Sigma
PNPP (para nitrofenil fosfat) tabletleri Sigma
Tiyobarbiitirik asit Sigma
Triklorasetik asit Sigma
Triton-X Sigma
Tween 20 Sigma

3.1.5. Kullanilan diger malzemeler

Malzemenin Adi Firma
8 kanall1 otomatik pipet Axypet
96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplakalar Corning Costar
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Cam sisgeler (100 mL-500 mL-1000 mL) Isolab
Diseksiyon aletleri Tip Kim San
Eppendorf tiipleri (1.5 mL) Isolab
Fare kulak delme aparati Interlab
Heparinsiz hematokrit kapiler tiipler Isolab

Oral gavaj kaniilii

Excusivet Yasam Bilimleri

Otomatik pipetler (2-20 puL-20-200 pL-1000uL) Rainin
Parafilm Interlab
Pipet ucu (2-10 pnL-200 pL-1000 pL ) Isolab

Serolojik pipetler (5 mL-10 mL)

Corning Costar

Steril enjektorler (1 mL-5 mL)

Set Medikal

Vida kapakli santrifiij tiipleri (15 mL ve 50 mL)

Corning Costar

3.1.6. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adx

Firma

-20°C derin dondurucu

Vestel

-80°C derin dondurucu

New Brunswick Scientific

Buz makinesi Scotsman AF80
Buzdolabi Vestel
Hassas terazi Radwag
Inkiibator Binder

Mikroplaka okuyucu

Thermo Scientific

Otoklav Hirayama HMC
pH metre Hanna HI 2211
Santrifiij Hettich Universal 320 R

S1vi azot tanki

Air Liquide GT11

Spektrofotometre

Thermo Scientific

Ultra saf su cihazi

Mes-MP Minipure Basic M

Vorteks

Biosan
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3.2. Yontem

3.2.1. Oral yoldan madde uygulamalari ve enjeksiyonlar

Farelere enjekte edilecek insektisit (imidakloprid ve asetamiprid) miktarint belirlemek
i¢in ilk olarak fareler tartilarak agirliklari belirlendi. Imidakloprid ve asetamiprid steril
%0.85lik salin ¢ozeltisi i¢erisinde canli agirliklarina gore dozlart ayarlanarak hazirlandi
ve kontrol gruplar1 (Grup 1 ve Grup 2) disindaki farelere giinde 1 kez 30 giin boyunca
belirlenen dozlarda (5 mg/kg ve 10 mg/kg) oral olarak (agiz yoluyla) gavaj kaniilii
araciligiyla verildi (Sekil 3.3).

-

Sekil 3. 3. Oral gavaj ile imidakloprid ve asetamiprid (5 mg/kg ve 10 mg/kg)
uygulamasi

Insektisitler verildikten 7 giin sonra deney hayvanlari intraperitoneal (karin boslugu
igerisine) olarak OVA (ovalbumin-T-bagimli antijen) ile enjekte edildi (Sekil 3.4).

Enjeksiyon 10 giin sonra 17. giinde ikincil antikor cevabi igin tekrarlandi.

Sekil 3. 4. Intraperitoneal olarak OVA (ovalbumin-T-bagiml1 antijen) uygulamasi
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3.2.2. Serum érneklerinin elde edilmesi

Herhangi bir madde enjekte edilmeden 6nce farelerin hepsinin gdz cukuru (orbital siniis)
veninden mikrohematokrit kapiler tiipler aracilig1 ile kan numuneleri alind1 (Sekil 3.5) ve
enjeksiyon oncesi serum ornekleri hazirlandi. Enjeksiyon sonrasi serum drneklerini elde
etmek i¢in ilk enjeksiyondan 7 giin sonra yani 14. giinde, ikinci enjeksiyondan sonrada
20, 23, 27 ve 30. giinlerde farelerin orbital siniis veninden kan alinarak serum 6rnekleri
hazirlandi. Alinan kanlar 1 saat oda sicakliginda ardindan da 1 saat 4°C’de bekletildikten
sonra 4°C’de, 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijleme isleminin ardindan
elde edilen serum Ornekleri 1.5 mL'lik ependorf tiiplere aktarilarak -86°C'de test
edilinceye kadar saklandi ve serum orneklerinde OVA spesifik antikorlarin (IgM, IgG,
IgG1 ve IgG2a) miktar1t ELISA yontemiyle test edildi.

Sekil 3. 5. Serum orneklerinin elde edilmesi

3.2.3. ELISA testleri

Calismamizda antjen (OVA) ile tek basina ya da imidakloprid ve asetamiprid verildikten
sonra belirli giinlerde (7 ve 17) OVA ile enjekte edilen farelerden alinan enjeksiyon
oncesi ve enjeksiyon sonrasi serum Orneklerindeki OV A-spesifik antikor miktarlar

ELISA yontemiyle tespit edildi.

Anti-OVA IgM, 1gG, 1gG1 ve 1gG2a ELISA

Antijen (OVA) kaplama ¢o6zelitisi (%1.57 Na2COs, %2.93 NaHCO3, %0.2 sodium azide,
pH 9.7) igerisinde hazirland1 ve 96 kuyucuklu, diiz tabanli mikroplakadaki kuyucuklara
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100 pL olacak sekilde eklendi. 37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra mikroplaka 3 kez
PBS (phospahate buffered saline) + (Tween 20 ve NaN3z) ¢ozeltisi ile yikandi. Spesifik
olmayan protein baglanmasimi bloke etmek i¢in mikroplaka PBS+Tween 20 ve NaNs
icerisinde ¢oOzdiiriilen %1'lik teleostean jelatini ile 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda mikroplaka tekrar yikandi ve fare serumunun diliisyonlari
hazirlanarak uygun kuyucuklara eklendi ve 1 saat 37°C'de inkiibe edildi. Yikama
isleminden sonra mikroplaka %1'lik BSA (sigir serum albiimini) ¢6zeltisi igerisinde
hazirlanan sekonder antikor ile (alkalen fosfataz ile konjuge edilmis goat anti-mouse IgM,
19G, IgG1 ve IgG2a) 1 saat 37°C'de inkiibe edildi. Mikroplaka tekrar yikandiktan sonra
PNPP tabletleri (1 tablet/5 mL) substrat ¢ozeltisi (%9.7 diethanolamine, %0.02 NaNs, ve
%0.01 MgCl2, pH 9.8) icerisinde ¢ozdiiriildii ve her bir kuyucuga 100 pL eklendi.
Mikroplaka ELISA okuyucusuna (Thermo Multiskan GO) konularak 405 nm'de okutuldu
ve kinetik renk degisimine bagl absorbans degerleri belirlendi (Sekil 3.6).

Sekil 3. 6. Substrat eklenmis ELISA mikroplakasi

3.2.4. MDA deneyleri icin doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Deney bitiminde 6ldiiriilen farelerden diseksiyon yontemiyle (Sekil 3.7) karaciger dokusu
alinarak hemen -86 °C’de donduruldu. Test edilecekleri zaman dokular uygun tampon
soliisyonu igerisinde homojenize edildikten sonra doku homojenatlarinda malondialdehit

(MDA) seviyeleri tespit edildi.
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Sekil 3. 7. Farelerden diseksiyon yontemiyle karaciger dokusunun alinmasi

3.2.5. Malondialdehit (MDA) tayini

Kontrol ve uygulama gruplarindan alinan 0.25 g karaciger numunesi %0.5 lik (w/v) TCA
(trikloroasetik asit) ile homojenize edildikten sonra 10000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatantlardan 1mL alinarak {izerine 1 mL %0.6 ik TBA
(tiyobarbiitiirik asit) ilave edildi. Numuneler 100°C'de 10 dakika inkiibe edildikten sonra
buz banyosunda sogutularak reaksiyon durduruldu. Kor olarak 1mL TBA ve 1mL saf su
kullanildi. ImL numune 6rnegi ve 1 mL TBA kullanilarak renkli kompleks elde edilerek
(Sekil 3.8) 532 nm'de absorbans o6lgiildi. Tip igerisindeki karaciger dokusu, ayiraglarla
sulandirilmis oldugundan, bulunan deger sulandirma katsayisi (diliisyon faktorii) ile
carpilir. 2 mL toplam hacimde 1 mL numune oldugundan sulandirma katsayis1 2’dir.
Boylece 1 litre o6rnekte, maddenin pmol cinsinden konsantrasyon degerlerine ulasildi

(Uchiyama ve ark.,1978).

Sekil 3. 8. MDA'nin TBA ile olusturdugu renkli kompleks
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3.2.6. Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz

Sonuglar ELISA plate okuyucusu ve spektrofotometrik dl¢iimlerden elde edilen verilere
(absorbans degerlerine) bakilarak degerlendirildi ve gerekli yazilim ve grafikler igin
Word ve Excel programlari kullanildi. Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 7
software kullanildi. Calismada gruplar arasindaki farklilik varyans analizi (ANOVA) ile

belirlendi.
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4. BULGULAR

Badgujour ve ark., yaptig1 ¢alismada imidaklopridin oral yoldan 2.5, 5 ve 10 mg/kg’lik
doz uygulamalarinda 10 mg/kg’lik dozunun farelerin viicut agirliklarini ¢ok az miktarda
azalttig1, ancak farkli doz gruplar arasinda viicut agirliklart agisindan belirgin farkliliklar
olmadig: tespit edilmistir (Badgujour ve ark., 2013). Calismamizda literatiirde ki bu
bilgiden yola ¢ikarak deneye baglamadan 6nce ve deney siiresi boyunca haftalik olarak
farelerin agirliklart tartilarak not edilmistir (Cizelge 4.1). Cizelgede goriildiigii tizere
kontrol grubu ve OVA ile enjekte edilen gruplarda bulunan farelerin agirliklarinda genel
olarak bir degisim gdzlemlenmemistir. Pestisit uygulanan gruplarda ise birinci ve ikinci
haftalarda farelerin 2 g alip, son haftada geri verdikleri gozlemlenmistir. Sonug olarak,
deney siiresince farelerin viicut agirhiginda belirgin degisiklikler gozlenmemistir.
Bunlarin yani sira imidakloprid uygulanan farelerin gaita (diski)larinda uygulamanin ilk
haftasinda renk degisimi ve ishal belirtileri gozlemlenmistir. Bu gézlem imidaklopridin
10 mg/kg’lik dozunun sindirim sistemini az da olsa etkiledigi ve doz artiminda fare

diskilarinda uzun siireli etkisi olup olmadig1 hakkinda baska bir ¢alismada tartigiimalidir.
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Cizelge 4. 1. Deneyde kullanilan farelerin haftalara gore agirlik tablosu

Enjeksiyon
Oncesi Gruplar 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta
(1lk Tartim )
Kontrol
1 26 g 26 g 26 ¢ 26 ¢ 26 g
2 24 g 24 g 24 g 249 260
3 24 g 24 g 24 ¢ 24 ¢ 329
4 24 g 24 g 249 249 260
5 289 289 28 g 28 g 289
OVA
1 269 26 ¢ 269 26 g 280
2 28 g 289 28 g 28 g 289
3 28 g 28 ¢ 289 28 ¢ 3049
4 24 g 24 g 24 ¢ 24 ¢ 26 g
5 269 260 269 26 9 280
Imi (5 mg/ kg)
1 28 g 289 309 309 289
2 229 22 ¢ 249 24 g 24 g
3 28 g 289 309 3049 289
4 269 26 ¢ 280 289 260
5 26 g 269 28 g 289 269
Imi (10 mg / kg)
1 22 ¢ 22 ¢ 249 24 g 260
2 269 269 28 g 28 g 269
3 28 ¢ 28 ¢ 30¢g 304¢ 260
4 269 269 28 g 28 g 269
5 22 ¢ 22 ¢ 249 24 g 24 g
Ace (5 mg/ kg)
1 26 g 269 28 g 28 g 26 g
2 209 20 ¢ 229 22 9 209
3 24 ¢ 24 g 26 ¢ 26 ¢ 24 g
4 22 g *kkk *kkk *kk **k*k
5 28 g 3049 309 3049 26 g
Ace (10 mg / kg)
1 269 28 ¢ 280 28 g 249
2 24 ¢ 26 g 26 ¢ 26 ¢ 24 g
3 24 g 26 ¢ 269 26 g 24 g
4 24 ¢ 26 g 26 ¢ 26 ¢ 22 ¢
5 28 ¢ 3049 309 ikl folekal

*** Deney sirasinda 6len fareleri temsil etmektedir.

Imidakloprid ve asetamipridin bagisik yanit {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla

farelere insektisitlerin verilmesinden sonraki 7. ve 17. giinlerde bir T-bagimli antijen olan
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OVA (ovalbumin) enjekte edilmis ve antijen yani OV A-spesifik antikor cevaplari (IgG,
IgGl, IgG2a ve IgM) ELISA yontemiyle test edilmistir. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi
imidaklopridin 10 mg/kg’lik dozunun 5 mg/kg’lik dozla karsilastirildiginda anti-OVA
spesifik IgG miktarini belirgin ol¢lide azalttigi tespit edilmistir (p<0.05).

200 r  wkoNTROL

=OVA I
IMI 5 mg/kg

= [MI 10 mg/kg

=

al

o
T

0,50

0.GUN 14.GUN 20. GUN 23.GUN 27.GUN 30.GUN
GUNLER

Absorbans (mOD/min)
E

Sekil 4. 1. Imidaklopridin (IMI) anti-OVA IgG antikor seviyeleri iizerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri

Imidaklopridten farkli olarak, farelere ayn1 dozlarda (5 mg/kg ve 10 mg/kg) asetamiprid

uygulandiginda anti-OVA IgG cevabi {izerinde doza bagl farkliliklar gozlenmemistir
(Sekil 4.2).

2,00
® KONTROL

= QOVA
ACE 5 mg/kg

L I
ACE 10 /k
100 | ° makg .
I

0.GUN 14.GUN 20. GUN 23.GUN 27.GUN 30.GUN
GUNLER

150

Absorbans (mOD/min)

Sekil 4. 2. Asetamipridin (ACE) anti-OV A IgG antikor seviyeleri lizerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Farelerde IgG antikorunun farkli Th hiicreleri tarafindan sentezi diizenlenen IgGl ve
IgG2a olmak tizere iki farkli izotipi bulunmaktadir. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de gorildiigii
gibi imidaklopridin 10 mg/kg'lik dozunun anti-OVA IgG1 antikor seviyelerini ozellikle
20, 27 ve 30. giinlerde belirgin sekilde azalttigi (p<0.05), asetamipridin ise aynen 1gG

cevabinda oldugu gibi antikor seviyeleri iizerinde belirgin bir degisiklige neden olmadig1

gorilmistiir.
3,00
m KONTROL I
'E 250 =OVA .
= 2,00 IMI 5 mg/kg I
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Sekil 4. 3. Imidaklopridin (IMI) anti-OVA IgG1 antikor seviyeleri {izerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Sekil 4. 4. Asetamipridin (ACE) anti-OV A IgG1 antikor seviyeleri tizerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Anti-OVA IgG2a sonuglart Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'da gosterilmektedir. Aynen anti-OVA

IgG1 cevabinda oldugu gibi imidaklopridin 10 mg/kg'lik dozunun anti-OVA 1gG2a

antikor seviyelerini de azalttigi asetamipridin ise 1gG2a seviyesi lizerinde herhangi bir

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Absorbans (mOD/min)
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Sekil 4. 5. Imidaklopridin (IMI) anti-OVA IgG2a antikor seviyeleri iizerindeki doza
bagiml (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Sekil 4. 6. Asetamiprid (ACE) anti-OVA IgG2a antikor seviyeleri lizerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri

Ancak genel olarak IgG1 ve IgG2a seviyeleri karsilagtirildiginda IgG1 cevabinin daha

IgG2a'ya gore daha baskin oldugu goriilmektedir.
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IgG, IgG1 ve IgG2a antikorlari disinda ayrica anti-OVA spesifik IgM seviyeleri de test
edilmistir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterildigi gibi anti-OVA IgM cevabinin diger
antikor tipleriyle karsilastirildiginda oldukga diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 7. Imidaklopridin (IMI) anti-OVA IgM antikor seviyeleri iizerindeki doza
bagimli (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Sekil 4. 8. Asetamipridin (ACE) anti-OV A IgM antikor seviyeleri lizerindeki doza
bagiml (5 mg/kg ve 10 mg/kg) etkileri
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Imidakloprid ve asetamiprid verilen farelerin karaciger dokusunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda her iki dozda da (5 mg/kg ve 10 mg/kg ) MDA seviyelerinde belirgin
sekilde (p<0.01) artis gozlenmistir (Sekil 4. 9).
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Sekil 4. 9. Iimidakloprid ve asetamipridin (5 mg/kg ve 10 mg/kg) karacigerdeki lipid
peroksidasyon seviyeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinlimiizde tarim alaninda birgok zararlidan korunmak i¢in diinyada ve iilkemizde
yaygin bir sekilde insektisitler kullanilmaktadir. Imidakloprid ve asetamiprid
neonikotinoid grubu insektisit grubuna dahil olup, zararlilarla miicadelede hizla artan bir
kullanima sahiptir ve memelilerde ndrotoksik etkilerinin az olmasindan dolay1 popiiler
bir insektisit grubu olarak yaygin kullanima sahiptir (Sarkar ve ark., 2001).
Neonikotinoidler birgok farkli bocek tiirline karst koruma saglamaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda etkili olup bir¢ok farkli metotla uygulanmaktadir (Kapoor ve ark.,
2011). Neonikotinoidler, boceklere kars1 yiiksek toksisiteye sahipken memelilere ve sucul
organizmalara kars1 diisiik akut ve kronik toksikolojik profile sahip insektisitler olarak
kabul edilmektedir. Hem boceklerde hem de memelilerin sinir sisteminde asetilkolin
reseptorli bulunmasina ragmen imidaklopridin boceklerde daha fazla toksik oldugu tespit
edilmistir. Bunun sebebi, asetilkoline duyarli reseptorler boceklerde merkezi sinir
sisteminde bulunurken memelilerde ise kaslarla iliskili sinirlerde bulunmaktadir (Ware,
2000). Literatiirdeki bu bilgiler dogrultusunda neonikotinoid grubu insektisitlerden
imidaklopridin sadece tarimda zararli organizmalar i¢in toksik oldugu belirtilmistir. Fakat
son yillarda yapilan caligmalarda bal arilarinda koloni kayiplarina (Karahan ve ark.,
2018) neden oldugu belirtilmistir. Bal arilarinin da bdcek sinifinda oldugu diisiiniiliirse
hedef dis1 canlilara etkisinin olmadig1 goriisii ortaya ¢ikabilir ancak imidaklopridin farkl
dozlar1 gebe Wistar cinsi sicanlarin yavrulari dogumdan erginlesinceye kadar
incelendiginde, oksidatif stres ile lipid peroksidasyon seviyelerinde onemli seviyede

artislar tespit edilmistir (Ndonwi ve ark., 2019).

Asetamipridin de farkli dozlarda uygulandigi zaman bazi fizyolojik parametreler ve
bagisiklik sistemi tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu belirtilmistir (Singh ve ark., 2012;
Mondal ve ark., 2008). Asetamaprid B hiicre mitojenlerine karsi lenfosit proliferasyonunu
belirgin sekilde baskilayarak immiinosupresyona ve farelerin dalaklarinda histopatolojik
ve toksikolojik degisikliklere neden olmaktadir. Insanlar igin karsinojenik etkisinin
olmadig1 belirtilmesine ragmen, Cin hamsteri yumurtalik (CHO) hiicrelerinde klastojen
(kromozomda yapisal ve sayisal degisikliklere neden olan madde) olarak etkisinin

goriildiigi belirtilmistir (EPA, 2002).
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Pestisitlerin birgok canli parametresini etkiledigi ve 6zellikle immiinosupresyonunda
enfeksiyon hastaliklarina kars1 duyarliligi arttirdigi ve yabanci antijenlere karsi bagisik
yanit1 azalttig1 dikkate alindiginda bu pestisitlerin bagisiklik sistemi {izerindeki etkilerinin

anlasilmasi1 6nem arz etmektedir.

Imidaklopridin immiinotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada
farelere 28 giin boyunca 2.5, 5 ve 10 mg/kg olacak sekilde imidakloprid oral olarak
verilmistir. Bu ¢aligmada 6zellikle imidaklopridin hiicresel bagisik yanit1 baskiladigi, 2.5
mg/kg’lik dozun bagisik yanit {izerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi, 5
mg/kg’1n iizerindeki dozlarda ise immiinosupresif etkilerinin goriildiigii tespit edilmistir.
Ozellikle 10 mg/kg’lik dozun T-hiicre aracili bagisik yanit1 baskiladigi, imidaklopridin T
hiicrelerine (6zellikle Th hiicrelerine) kars1 direkt sitotoksik etkilerinin oldugu ve uzun
siireli maruziyetin bagisiklik sistemine zararli olabilecegi belirtilmistir (Badgujour,
2013). Ayni1 ¢alismada yiiksek imidakloprid dozlarinin farelerin viicut agirliklarini ¢ok az
miktarda azalttig1, ancak farkli doz gruplar arasinda viicut agirliklar1 agisindan belirgin

farkliliklarin olmadig: tespit edilmistir.

Yukaridaki calismaya benzer sekilde bizim g¢alismamizda da insektisit uygulanan
farelerin viicut agirhiklarinda belirgin bir degisiklik gdzlenmemistir. Imidaklopridin 10
mg/kg'lik dozunun immiinosupresif oldugu ve B hiicre aracili hiimoral bagisik yaniti
baskilayarak antijen yani OVA spesifik antikor seviyelerini (1gG, 1gG1 ve IgG2a) belirgin

sekilde azalttig1 gorilmistiir.

Mohany ve ark. tarafindan yapilan baska bir calismada ise 4 hafta boyunca imidaklopride
oral yoldan maruz kalan farelerde, total immiinoglobulin 6zellikle de IgG seviyelerinde
belirgin artis oldugu belirtilmistir. Ozellikle kontrol grubu ile karsilastirildiginda Ig ve
IgG seviyelerinin belirgin sekilde arttigi, dordiincii haftada en yiiksek seviyelerine
ulastigi tespit edilmistir (Mohany ve ark., 2011). Bu calismada da ozellikle
imidaklopridin 5 mg/kg’lik dozunun antijen spesifik antikor seviyelerinde (1gG, IgG1 ve
IgG2a) belirgin sekilde artisa neden oldugu, ancak 10 mg/kg'lik dozunun ise
immiinosupresif etkiye sahip oldugu ve antikor seviyelerini belirgin sekilde azalttig

tespit edilmistir.
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Yukarida belirtilen ¢alismalarda imidakloprid ve asetamipridin bagisiklik sistemi ve
oksidatif stres iizerindeki etkileri ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Bu ¢alismada ise neonikotinoid
grubundan daha fazla toksik o6zelliklere sahip imidakloprid ile memelilerde diisiik
toksisiteye sahip oldugu belirtilen asetamipridin 6zellikle hiimoral bagisik yanit ve lipid

peroksidasyonu tizerindeki etkileri karsilagtirmali olarak test edilmistir.

Asetamipridin bagisiklik sistemi {izerindeki etkileri ile ilgili olarak daha 6nce yapilan bir
calismada asetamipridin {i¢ farkli dozu (25, 100 ve 200 mg/kg) 28 giin boyunca disi
Wistar cinsi siganlara verildiginde, 6zellikle 200 mg/kg’lik dozun uygulandig siganlarda
asetamipridin koyun kirmizi kan hiicrelerine (SRBC) karst hem hiicresel hem de hiimoral
bagisiklig1 baskiladigr gosterilmistir (Mondal ve ark., 2009). Bu ¢alismada kullanilan
dozlar bizim ¢aligmamizda kullandigimiz dozlarla karsilastirildiginda ¢ok yiiksek olup, 5
ve 10 mg/kg'lik dozlarin kullanildig1 ¢alismamizda asetamipridin hiimoral bagisiklig

baskilamadig1 ve her iki doz da ayni1 etkinin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Arastirma sonucumuza gore imidaklopridin 10 mg/kg’lik dozunun 5 mg/kg'lik doza gore
bagisik yanit1 daha ¢ok baskiladigi, ve asetamipridle karsilastirildiginda ise asetamipridin

her iki dozundan da daha baskin sekilde bagisiklig: etkiledigi tespit edilmistir.

Asetamipridin genotoksisite testleri sonucunda kromozom iizerinde yapisal degisiklikler
olusturdugu ve insan periferal kan lenfositlerinde yapilan testler ile kardes kromatid
degisimi sirasinda hatalara neden oldugu belirtilmistir (Kocaman ve ark., 2007).
Asetamiprid diger birgok insektisit tiirline gore cevreye ve nitekim hedef dis1
organizmalarda diisiik riske sahiptir. Ayrica asetamipridin balik ve sedimentlerde

biyolojik olarak birikmedigi goriilmiistiir (EPA, 2002).

Bizim c¢ailismamizda da asetamipridin diisiik dozda maruziyetinde herhangi bir
immiinsupresif 6zellik tespit edilmemistir. Buna paralel olarak ileride yapilacak olan
caligmalarda asetamipridin daha yiliksek dozlarda uygulanarak bagisik yaniti nasil

etkiledigi tartigilmalidr.
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Sonug olarak, imidakloprid ve asetamipride kronik olarak 30 giin boyunca maruz kalan
farelerde imidaklopridin asetamipridle karsilastirildiginda, doza bagh olarak bagisik
yanit1 baskiladig1 yani immiinosupresyona neden oldugu gozlenmistir. Ozellikle IgG1 ve
IgG2a seviyelerine bakildig1 zaman IgG1 cevabinin daha baskin oldugu goriilmektedir ki

bu durum Th2 aracili yanitin baskin oldugunun gostergesidir.

Lipid peroksidasyonu canli dokusunda meydana gelen hasarin énemli bir belirtecidir.
Karaciger dokusunda MDA seviyelerinin artmasi doku hasarmi belirtip, hiicre
fonksiyonlarinda degisiklige neden olmaktadir. (Slatter ve ark., 2000). Imidaklopridin
karacigerde MDA seviyelerini belirgin sekilde arttirdigi goriilmiistiir. Yapilan bir
calismada imidaklopridin 10, 20 ve 45 mg/kg’lik dozlar1 60 giin boyunca Wistar cinsi
sicanlara verildiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda biitiin deneysel gruplarda

MDA seviyelerinde belirgin artislar gortilmiistiir (Chakroun ve ark., 2017).

Bagka bir calismada ise imidakloprid 19 mg/kg ve 38 mg/kg'lik dozlarda oral olarak 20
ve 30 giin boyunca uygulandiginda hem karaciger hem de bobrek dokusunda 6zellikle 38
mg/kg’lik dozun MDA seviyelerini belirgin sekilde arttirdigi gortilmiistiir (Lohiya ve
ark., 2017).

Bu ¢alismada ise, daha dnceki ¢aligmalarla benzer sekilde, imidakloprid ve asetamiprid
verilen farelerin karaciger dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki dozda
da (5 mg/kg ve 10 mg/kg) MDA seviyelerinde belirgin sekilde artis gézlenmistir. Ancak
imidakloprid ve asetamipridin 5 mg/kg ve 10 mg/kg'lik dozlar1 karsilastirildiginda doza
bagl farkliliklar ortaya ¢ikmamustir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuclar imidaklopridin asetamipridle karsilastirildiginda doza
bagl olarak bagisik yanit1 baskiladigini ve 6zellikle yiiksek dozlarda immiinosupresif
oldugunu gostermektedir. Ayrica insektisitlerin oksidatif stresin bir belirteci olarak lipid
peroksidasyonu tizerindeki etkilerine bakildiginda ise hem imidakloprid hem de

asetamipridin MDA seviyelerinde artisa neden oldugu goriilmektedir.
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7. EKLER

Ek 1.Tarim ve Orman Bakanligi’nin neonikotinoid grubu pestisitlerin yasaklanmasi ile

ilgili bildirisi
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T.C.
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Gida ve Kontrol Genel Miidirligi

COK IVEDI
Say1  :81466379-320.04.02-E.3768012 19.12.2018

Konu  :Neonicotinoid Grubu Aktif
Maddelerin Yasaklanmasi ve
Kisitlanmas: Hk.

a. Antepfistigi, Armut, Biber, Domates (tarla), Elma, Findik, Hiyar (tarla), Karpuz, Lahana,
Marul, Misir, Nar, Pamuk, Patlican (tarla), Seftali, Tiitiin ve Zeytin tavsiyelerinin Avrupa
Birligi'nde oldugu gibi 19 Aralik 2018 tarihi itibari ile iptal edilmesi ve bu tarih itibari ile bu
tiriinlerdeki kullaniminin iilkemizde sonlandirilmasi,

b. Avrupa Birligi'nde soz konusu aktif maddenin, Nisan 2019 tarihine kadar sadece seralarda
kullaniminin devam edecek olmasi ve aymi tarih itibari ile Avrupa Birligi'nce yeniden
degerlendirme yapilacak olmasina ragmen iilkemizde seradaki kullanimi ve tohum ilaci
olarak kullaniminin, Aralik 2019 tarihinde Bakanligimizca yeniden yapilacak
degerlendirmeye kadar devam etmesi,

c. Eski etiketlerle piyasaya arz edilmis olan bu aktif maddeyi i¢eren bitki koruma iiriinlerinin
etiketlerinde firmasinca 07 Mart 2019 tarihine kadar gerekli diizeltmelerin yapilmasi,

d. Bitki koruma tirtinlerinin kullanimi esnasinda ar1 maruziyetlerini énlemek maksadiyla tavsiye
kullanimlarina miisaade edilen iiriinlerin etiketlerinde ekte Bakanlhigimizca belirlenmis olan "
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t lam ozl jiriikl i redeki

icekli bitkil arda ke Ure 4 ‘ £ inator

bocekler i tohum tozlarina maruz_kalabilirler. ebeple cok kuru ve riizgarli hava
rinda _ila ekimi im 1dir. us arisi

kullanilan seralarda kullanmaywz." uyari ifadelerine yer verilmesi kararlari alimmigtir.

ularda ka ol abileceginden dola arila e _dige

Bilgi ve geregini rica ederim.

R e-imzalidir
Dr. Yunus BAYRAM
Bakan a.
Genel Miidiir Yardimcis1 V.

Dagitim:
81 Il Miidiirliigiine

Not: 5070 sayihi Elektronik imza Kanunu geregi bu belge elektronik imza ile imzalanmugtir.

Eskigehir Yolu 9. Km. Lodumlu Mevkii 06800 Cankaya/ Ankara Bilgi igin:Mehmet Ali TEKE
Tel: (0312) 287 33 60 Faks: Miihendis

49



TC.
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Gida ve Kontrol Genel Midiirliigi

COK IVEDI

Say1 :81466379-320.04.02-E.3768012 19.12.2018
Konu :Neonicotinoid Grubu Aktif

Maddelerin Yasaklanmasi ve
Kisitlanmas: Hk.

a. Antepfistigi, Armut, Biber, Domates (tarla), Elma, Findik, Hiyar (tarla), Karpuz, Lahana,
Marul, Misir, Nar, Pamuk, Patlican (tarla), Seftali, Tiitlin ve Zeytin tavsiyelerinin Avrupa
Birligi'nde oldugu gibi 19 Arahk 2018 tarihi itibari ile iptal edilmesi ve bu tarih itibari ile bu
iirtinlerdeki kullaniminin iilkemizde sonlandirilmasi,

. Avrupa Birligi'nde s6z konusu aktif maddenin, Nisan 2019 tarihine kadar sadece seralarda
kullaniminin devam edecek olmasi ve aym tarih itibari ile Avrupa Birligi'nce yeniden
degerlendirme yapilacak olmasina ragmen iilkemizde seradaki kullanimi ve tohum ilaci
olarak kullaniminin, Aralikk 2019 tarihinde Bakanhi§imizca yeniden yapilacak
degerlendirmeye kadar devam etmesi,

. Eski etiketlerle piyasaya arz edilmis olan bu aktif maddeyi igeren bitki koruma iiriinlerinin
etiketlerinde firmasinca 07 Mart 2019 tarihine kadar gerekli diizeltmelerin yapilmasi,

. Bitki koruma tiriinlerinin kullanimi esnasinda ar1 maruziyetlerini 6nlemek maksadiyla tavsiye

bocekler i tohum tozlarina maruz kalabilirler. Bu sebeple ¢cok kuru ve riizgarli hava
k rinda_ila hum ekimi 2 us arisi
kullanilan seralarda kullanmaywmz." uyari ifadelerine yer verilmesi kararlar1 alinmigtir.

Bilgi ve geregini rica ederim.

R e-imzalidir
Dr. Yunus BAYRAM
Bakan a.
Genel Miidiir Yardimcis: V.

Dagitim:
81 il Miidiirliigiine

Not: 5070 sayili Elektronik imza Kanunu geregi bu belge elektronik imza ile imzalanmugtir.

Eskigehir Yolu 9. Km. Lodumlu Mevkii 06800 Cankaya/ Ankara Bilgi igin:Mehmet Ali TEKE
Tel: (0312) 287 33 60 Faks: Miihendis
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COK IVEDI
Say1  :81466379-320.04.02-E.3768012 19.12.2018

Konu  :Neonicotinoid Grubu Aktif
Maddelerin Yasaklanmasi ve
Kisitlanmas: Hk.

a. Antepfistifi, Armut, Biber, Domates (tarla), Elma, Findik, Hiyar (tarla), Karpuz, Lahana,
Marul, Misir, Nar, Pamuk, Patlican (tarla), Seftali, Titiin ve Zeytin tavsiyelerinin Avrupa
Birligi'nde oldugu gibi 19 Aralik 2018 tarihi itibari ile iptal edilmesi ve bu tarih itibari ile bu
iiriinlerdeki kullaniminin iilkemizde sonlandirilmasi,

b. Avrupa Birligi'nde s6z konusu aktif maddenin, Nisan 2019 tarihine kadar sadece seralarda
kullaniminin devam edecek olmasi ve aym tarih itibari ile Avrupa Birligi'nce yeniden
degerlendirme yapilacak olmasina ragmen iilkemizde seradaki kullanimi ve tohum ilaci
olarak kullaniminin, Aralik 2019 tarihinde Bakanligimizca yeniden yapilacak
degerlendirmeye kadar devam etmesi,

c. Eski etiketlerle piyasaya arz edilmis olan bu aktif maddeyi igeren bitki koruma iiriinlerinin
etiketlerinde firmasinca 07 Mart 2019 tarihine kadar gerekli diizeltmelerin yapilmasi,

d. Bitki koruma iiriinlerinin kullanimi esnasinda ar1 maruziyetlerini 6nlemek maksadiyla tavsiye

kullanimlarina miisaade edilen iiriinlerin etiketlerinde ekte Bakanligimizca belirlenmis olan "

Bu iiriin_ardara cok zehirlidiv. Ozellikle ¢ok kuru ve riizgarli hava kosullarinda, ilach

bocekler i tohum tozlarina maruz_kalabilirler. ebeple cok kuru ve riizgarli hava

rinda i hum ekimi imamal us arist
kullanilan seralarda kullanmaywuz." uyar ifadelerine yer verilmesi kararlari alinmgtir.

Bilgi ve geregini rica ederim.

R e-imzalidir
Dr. Yunus BAYRAM
Bakan a.
Genel Midiir Yardimcis: V.

Dagitim:
81 il Miidiirliigiine

Not: 5070 sayili Elektronik imza Kanunu geregi bu belge elektronik imza ile imzalanmstir.

Eskisehir Yolu 9. Km. Lodumlu Mevkii 06800 Cankaya/ Ankara Bilgi igin:Mehmet Ali TEKE
Tel: (0312) 287 33 60 Faks: Miihendis
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