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I. GIRIS VE AMAG

Hizla artan diinya niifusuna, ayni hizla artmayan
bitkisel besin kaynaklarinin dengelenebilmesi, tarim-
sal liretimde kayiplara neden olan zararlilarla savagi-
ma da baglidir. Cegitli yontemler denenmekle birlikte;
tarim sektorii, glinimiiziin en gegerli yontemi olan "Kim-
yasal Savag'"i kullanarak sonuca ulagmayl amag¢lamakta-
dir. Bu dogrultuda, tarimsal zararlilardan boceklere
karsi "Insektisitler", bitkilere karsi "Herbisitler",
mantarlara karsi "Fungusitler", bakterilere kargi da
"Antibiyotikler" kullanilmaktadir. Kisaca "Pestisitler"
adi altinda toplanan bu kimyasallar, tarimsal kiiltiir
alanlarina, yegillendirme ve agac¢landirma sahalarana
yaygin olarsk uygulanmaktadir.

Kullanildaklarinda iirtin artiga saélayan orgeno-
klor (organik klorit) ve organofosfor (organik fosfat)
yapisindaki genig spekturumlu bu maddeler, g¢gok toksik
olmakla birlikte; dogrudan olan etkilerinin yaninda,
dolayli olarak da besin zincirinde iist basamaklarda yer
alan etcil hayvanlar yoluyle insanlarda birikimi soru-
nunu dogurmektadir (1).

Gevre kirlenmesinde pestisitlerin payi goz ardi

edilemeyecek boyutlarda oldugundan toksik, allerjik,



karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkileri arag-
tirilmig ve deney hayvanlarinda, insanlarda, bitkiler-
de ve mikroorganizmalarin goZunda defalarca gosteril-
mistir (2).

Pestisitler ve difer ¢egitli cevre kirletici bi-
legiklerin memeli karaciger endoplazmik retikulumu
membranine bagli karigik islevli oksidaz (monooksije-
naz) sistemi tarafindan metabolize edildigi (3-4) ve
deZigik organlarda stimulasyonuna ve inhibisyonuna
restlandigi belirtilmektedir (5-6).

Oksin anologu olan herbisit 2,4-Diklorofenoksia-
setik asit'in rat karaciferinde peroksizom artigina
neden oldugu, hipolipidemik etki yaptigi, palmitoil-
CoA oksidasyonunu, katalaz ve karnitin asetiltransfe-
raz aktivitesini artirdigi rapor edilmektedir (7).
Bitkilerde ATPaz ve ATP kullanan fosfatazlarin aktivi-
tesini artirdigi, fosfotidat fosfotaz ektivitesini in-
hibe ettigi bulunmustur (8). Insan fibroblast kiiltiir
hilcrelerinde diizensiz RNA sentezine neden oldugu (9),
bira mayasinde ve hamster ovaryum kiiltiir hiicrelerinde
mutajen oldufu bildirilmektedir (10).

Benzeri aragtirmalarin igiginda, gelismig filke-
lerde iiretim ve kullanimi en eze indirilirken, gelis-
mekte olan ve az geligmig {ilkelerde bu tiir kimyasallar
iriin kaybini1 Onlemede yaygin bir onlem olarak kulla-

nilmsktadir.



Bu galismada, tarimda iiriinli artairmek ig¢in yaygain
bir bigimde kullanilan 2,4-Diklorofenoksiasetik asit'in
organizmalerda enzimatik yapiya olumsuz etkileri goz-~
oniinde tutularak, fare karaciZeri Glukoz-6-fosfat de-
hidrogenaz Ozgiil ektivitesi lizerine in vivo etkisinin

aragtirilmesi ama¢lanmigtir.



II. GENEL BILGILER
IT.1. 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit
(2,4-D)

2,4-D, organoklorlu bilegiklerden klorofenoksi-
ler grubu iginde incelenen bir fenoksi asittir. Biyo-
lojik etkisi dikkate alindiginda "Ksenobiyotikler"

( Xenobiotic = Yalanci Biyolojik Etkililer ) grubunda
incelenir (11). Ayrica, bu herbisit Portakal Ajana
(Agent Orange) olarak da isimlendirilir (12). Herbisit
2,4-D'nin agik formiili Sekil 1l'de, 2,4-D ve benzeri

bilegiklerin bazi Ozellikleri Tablo I'de verilmistir

(2).
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Sekil 1. 2,4-D'nin Ag¢ik Formiilil
2,4-D, sentetik bir oksin (auxin)'dir ve, ¢ift
cenekli bitki metabolizmasinin ¢ok etkin bir uyarici-
sadir, ancek dogal bitki biiyline hormonu Indolasetik
Asit gibi uyumlu biiylimeyi saglamayip, sadece bitkinin
list-gbvde bOliimiinii etkileyerek, metabolizmasinin ¢ok
hizlanmasina ve kendi hiicre materyalini kullanan bit-

kinin &liimiine yol agar (13).
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II.1.1. 2,4-D'nin Piziksel Ozellikleri

Molekiil formili : CBH601203
Molekiil aZirliZa : 221,0

Erime noktasa : 140 - 141 ¢°
Buhar basinci : 160 c°'de 52,3 Pa
pka (25 ¢°) : 2,64 - 3,31

2,4-D'nin en iyi g¢dzliclileri organik ¢ozlicliler~
dir. Sude az ¢dziniir (2).
IT.1.2. 2,4-D'nin Sentezi
2,4-D sentez yontemlerinden biri, kuvvetli al-
kali bir ortamda monokloroasetik asit ve 2,4-dikloro-
fenoltin 1limli sicakliklarda birlegtirme tepkimesi
esasina, bir diZeri ise fenoksiasetik asitin klorlan-
mas1 esasina dayanir (14-15). Alkali metal ve amin
tuzlary: ilgili radikallerin 2,4-D ile tepkimelerinden,
esterleri ise iki farkli esterlegtirme yonteminden el-
de edilir (15). Daha az ugucu olduklari ig¢in alkali ve
amin tuzlari tercih edilenlerdir (16). Yiiksek sicak-
liklarda iiretimi, yan ilirinlerle kirlenmesini artirir
(17).
IT.1.3. 2,4-D'nin Uretimi ve Tilkketimi
Diinyanin her yerinde yaygin olarek kullanilan
herbisitlerin tiketim miktarlari, her tarafta miimkiin
toksik etkilerinin artmasi nedeniyle, geligmig iilke-
lerde azaltilirken, diZer {ilkelerde ekonomik tercih-

ler sonucu kullanimi biiylik boyutlara ulagmaktadir.



Otuz bin ton olarak tahmin edilen diinyanin yil-
lik 2,4-D tiiketimi, tiiketilen toplam herbisitin onda
biridir. Ingiltere'de 1975 yilinda iiretilen 2,4-D
miktari beg bin tona ulagsmigstir. Amerika Birlegik
Devletleri'nde, sadece 1981 yilinda ii¢ yiiz bin ton
herbisit tiketilmigtir. Yillara gore artig lirkiitiicii-
diir (19).

Yilkemizde kullanimi da fazladir. Kayitlara gore
sadece Sivas'ta 1986-1987 yillarinda yaklagik 120 ton
2,4-D tiketilmigtir (19).

II.1.4. 2,4-D'nin Kullanimi

2,4-D, amin tuzlari, alkali metal tuzlari ya da
esterleri gegitli bigimlerde meralarda, gimlendirme
ve golf alanlarinda, parklarda ve hububat ekili yer-
lerde zararli-genig yeprakli otlara kargi Gldiirme, or-
man ve aZacglandirma bSlgelerinde zararli bitkileri,
galalari ve sagliksiz ageglari baskilame amaciyla kul-
lanilmaktadir. Greniiler 2,4-D su herbisiti olerak gol-
lere, havuzlara ve sulama kanallarine uygulanmaktadir.
Gok kiigiik dozlarde bahgecilikte biliyiime dlizenleyicisi
olarak yararlanilmaktadir (18, 20-21). Vietnam savagi
sirasinda yaprak ddkiicli olerak savag bdlgesinde agag-
11k alanlarda kullanilmigtair (12).

II.1.5. 2,4-D'nin Dogada IzlediZi Yol

2,4-D havada, suda, toprek iizerinde ve bitki yii-
zeylerinde fotolizis sonucu bozulmaya ugrar (22).

Toprektaki 2,4-D, hizli bir gekilde hidroliz ol-



makla birlikte (23) ; plazmitler araciligi ile olduZu
kanitlaenan mikrobik yikimi de artik bilinen bir ger-
certir (24).

Suda dort aya kadar bozulmadan kalabilen 2,4-D
burada en gok fotolizis ile bozulmakta ve anaerobik
gartlarda mikrobik yikima ugradiZi ileri siirtilmektedir
(25). 2,4-D'nin sulu ¢zeltileri fotodekompozisyona
ugradggi zaman son oksidasyon liriinii karbondioksittir
(22).

24,4-D'nin bitkilerdeki metabolizmasi ; yan zin-
cirin indirgenmesi (26), aromatik zincirin hidroksilas-
yonu (27) ve bitkinin kendi bilegenleri ile konjugas-
yonu (28) bigiminde {i¢ mekanizma ile olur.

IT.1.6. 2,4-D'nin Alinmasi, Birikimi ve
Atilmasi

Herbisit 2,4-D ve tiirevleri ve bunlaran kalin-
tilarainin az ¢ok buharlagabilir olmalari have yoluyla,
toprektan filtre olabilmeleri su yoluyle, kirlenme,
birikim ve bulagma ile de besin kaynaklari yoluyle in-
sanlara ulagmasi miimkiindiir. Ayrice temas ile deriden,
kaze ya de kasten yutma, igme ya. da ile gastrointesti-
nal sistemden viicuda alinmalari da olasidir (26).

Hem insanlarda hem de hayvanlardae birikim deZer-
lerine ¢ogunlukla kan plazmasinda, akcigerlerde, da-
lakta ve kalpte rastlanmasina karsin (29), en yiiksek
birikim degerleri karacifer ve bobrekte OSlgiilmiigtiir

(30-31).



Insanlar iizerinde yapilan bir aragtirmayas gbre
5 mg/kg viicut afirliZina oral olarak verildiZinde,
2,4-D plazma derigimi ortalama 20 mg/litre, plazma ve
idrardeki diizeyinin yarilanme siiresi ortalama 12 ve 18
saat olarsk bulunmugs ve dozun % 82'si degismeden, or-
talama % 16's1 konjuge bilegik olarek atilmigtir. Tii-
miinfin atilmasi ise 120 saati bulmaktadir (32).

2,4-D'nin kan plazma proteinlerindeki paelmitik
asit ve tiroksinin bagflanma yerlerine yarigmali olarak
donligtmli baglandigi ileri siirlilmektedir (33).

IT.1.7. 2,4-D'nin Insanda Biyolojik
Yari Omrii

Bireysel farklialiklar yaninda, ¢ok gegitli gev-
resel faktorler de 2,4-D'nin viicutta alikonmasini et-
kiler. 2,4-D'nin tek oral dozlari ig¢in, kan plazmasin-
daki biyolojik yari omrii yaklasik bir giin olarsk, ar-
disik dozlarda ise ortalema 42 saat olarak bulunmugtur
(32).

IT.1.8. 2,4-D'nin Canlzlar Uzerine
Etkileri

Belirli peryodlarda kuyruklari 2,4-D tiirevi kim-
yasal bilegiklerin g¢gdzeltilerine batirilan fareler 61-
miigslerdir ; bu da oldukg¢a etkili bir dermal emiliminji
igaret eder (34).

2,4-D'nin 335 mg/litre plazma diizeyi insanlardas
hi¢ bir zehirlenme belirtisi gostermezken, genel ola-

rak 447-826 mg/litre plazma diizeyi arasinda 6ldiiriicii
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oldugu haber verilmektedir (35).

Bu kimyasalin yilksek derigimlerinin ratlarda dii-
giik viicut agirligina neden olduZu, ayrica gebe memeli-
lerde yapilan tek doz denemelerinde, azimsanamayacak
bir oranda plasentayir gegerek fetiise ya da embriyoya
ulagtifal belirtilmistir (29).

Bu herbisit ile giddetli zehirlenmig hayvanlar-
da beyin kan bariyerinin kismen bozuldugu ve birikimi-
ne bagli olarak depresyona neden oldugu ileri siiriil-
mektedir. Arks bacaklarda gozlenen yari-fel¢ durumu
myotoksik etkisine igarettir (36).

2,4-D herbisiti verilen evcil memelilerin kan
ve kemik iliZi hiicrelerinde sayisal ve gekilsel, he-
moglobin diizeyinde degZismelerden sz edilmektedir (37).

Bazi hayvanlarin ekciger kilcallarinin tikanma-
sina ve ddeme, karacigerlerinde morfolojik degisiklik-
lere ve hastaliklara, bdbreklerde histolojik anormal-
liklere ve tiroid bezinde gigme ve tikaniklige neden
oldugu rapor edilmektedir (38).

Gebe farelere 124 mg 2,4-D/kg viicut agirligi do-
zu hergiin verilirse yavrularda yarik damaZa neden olur
ayrica 1 mM/kg viicut agirligi dozu fotal agirligi azal-
tirken, fetiis ¢liimiinii de artirar (39). Bu bulgular te-
ratojenik ya da fetotoksik oldugunu destekler goriin-
mektedir.

Karaciger bdbrek ve iireme sisteminde iglevsel

bozukluklar, periferal sinir sisteminde ve dolagim sis~-
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teminde anormallikler, merkezi sinir sisteminde elek-
troensefalografik degigmeler, suursuzluk ile birlikte
dzgiin belirtiler (symptom) 2,4-D ile etkilegen birey-
lerde rastlanmigtir (40).

Zorunlu ya da rastlanti ile uzun siire herbisit-
le karsi kargiyae kalan insanlarda istatistiksel olarak
yumusak doku sarkomlarinin ve karin bolgesi kanserleri-
nin gorillme oraninin arttiZi bulunmugtur. Ayrica kromo-
zomal -bozukluklar goriildiigli de belirtilmektedir (41).

2,4-D ve diger bazi g¢evre kirleticilerin, memeli
hayvanlarin degigik organ ve dokularinda monooksijenaz
enzim sistemini etkiledikleri bildirilmektedir (5-6).

Herbisit 2,4-D'nin kas laktat dehidrogenaz enzim
aktivitesini artirirken (42), ken serum alkalin fosfa-
taz ve laktat dehidrogenaz enzimleri dilizeyinde azaliga
neden olmektadir (43).

2,4-D, rat karacigerinde peroksizom artisina pa-
ralel olarak katalaz ve asetiltransferaz enzimleri ak-
tivitesini artirarken, kan lipid diizeyini diiglirmekte~-
dir (7).

Ayni grup herbisitlenden 2,4,5-Triklorofenoksia-
setik asit, kobay karacifer mikrozomu anilin 4-hidrok-
silaz ve akciZer mikrozomu etilmorfin N-demetilaz en-
zim aktivitelerini anlamli bir gekilde artirmigtir (6)
Ayrica bu maddenin rat karacigerinde benzo(a)pren hid-
roksilaz enzimi aktivatorii olduZu da iletilen bilgiler

arasindadir (44).
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IT.1.9. 24,4-D'nin LDSO Degerleri
Bir kimyasalan test edilecek canlinin yarisini
(yani % 50'sini) ©6ldiiren dozuna, o kimyasalin kisaca
LD5o'si denir, ve mg/kg canli viicut agirligi olacek
bigimde hesaplanir., Bazi deney hayvanlarinda 2,4-D'nin

LD50 deZerleri Tablo II'de verilmigtir (45-46).

Tablo II : 2,4-D'nin Bazi Test Hayvanlarinda LD50

DeZerleri

Canla LDSO Degerleri
Tiird (mg/kg viicut agirlizi)
Fare 368 - 375

Rat (Sican) 375 - 666
Kobay 469 - 1000
Tavgan 800

II.2. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
( G-6-P DH )

D-Glukoz-6-Fosfat : NADP' Oksidorediiktaz,
E.C. 1.1.1.49

Karbohidrat metabolizmasinda aerobik glikolitik
metabolik yolun (Pentoz Fosfat ya da Fosfoglukonat da
denir) ilk basamegi olan Glukoz-6-Fosfat (G-6-F)'in
Glukonat-6-Fosfat'a oksidasyonunu ve iki elektronun

NADP'ye taginmasini katalizleyen enzimdir. Tepkime,

G-6-P + NADP Glukonat-6-Fosfat + NADPH + H'

bigimindedir (47).
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G-6-P DH elektron transferi yapan, koenzim ola-
rak NADP'ye gereksinim duyan, Piridin-Bagli Dehidroge-
naz'lar grubundan stereospesifik bir enzimdir. Enzimin
aktif bolgesine Once NADP' sonra da G-6-P baglanir.
I1k ayrilan glukonat-6-fosfattir. Olugen NADPH + HY
diger oksidasyon-redilksiyon tepkimelerine kaynaktir.
Enzim, karskteristik Michaelis-Menten davranigi goste-
rir (47).

Dehidrogenaz, 67.500 daltonluk alt-birimin (sub-
tinit) dimeridir. G-6-P ig¢in Km = 3,6 mikromol, NADP
icin Xm = 5,4 mikromol'diir (48).

Enzim, S0,” , C1” ve Mgt* iyonlarinca aktive
edilirken, K+, Na+, inorganik fosfat, agir metaller ve
bivalent metal iyonlari tarafindan inhibe edilmektedir.
Bazi di ve tri niikleosid fosfatlar, NADPH ve niikleosid
monofosfatlar dehidrogenazi inasktive eder (49-50).

Insanlarda oldugu gibi farelerde de X'e bagla

olarek kalitilan bir enzimdir (51).



III. GEREC VE YONTEMLER
ITI.l. Deney Hayvanlari

Ankara Etlik Veteriner Aragtirme Enstitiisii Deney
Hayvanlari biriminden saglanan Albino Mus Musculug fa-
releri ile g¢aligilmigstir. Arastirmada, 25-35 gram agir-
1li1g8inda olan saZlikli erkek fareler tercih edilmigtir.
Denemelere baglayanae kader standart fare yemi ile bes-
lenen fareler, deneyler bagslamaden 24 saat ®nce ag bi-
rakilmiglar ve enjeksiyon sonrasi yine ayni yem ile
beslenmiglerdir. Su, sinirsiz ve serbest olarak veril-
migtir.

ITI.2. 2,4-D'nin Hazirlanmasi ve
Uyzulanmasa

Suda az ¢bziinliyor olmasi nedeniyle, ¢Ozlicli ola-
rak ticaeri etanol kullanildi. Enjekte edilecek ¢dzel-
tiler amaca uygun yogunluklarda hazirlanarek, kullenim
Oncesi 1sidan ve 1giktan korumdu.

Tiim denemelerde, deney gruplarine 2,4-D-etanol
¢bzeltisi, kontrol gruplarina da sadecé serbest etanol
uygulandi. Uygun yogunluklardaki 2,4-D g¢dzeltisi int-
raperitonal olarsk (i.p.), 1 ml'lik steril plastik pe-
nisilin enjektorii ile deneklere enjekte edildi.
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IIT.3. Enjekte Edilecek Dozun --
Belirlenmesi

Bu ama¢ i¢in Oncelikle LD50 degerinin saptanma-
sine ¢aligildi. mg/kg viicut agirligil esasina uygun 30
gram fare aZirliZina 0,1 ml ¢Szelti ya da ¢bziicil kura-
11 benimsenerek, deZisen agirlik oraninca i.p. enjek-
siyon miktari da oransal olarak degistirildi.

Her bir doz ig¢in 8 erkek fareden olugan T adet
grup ile g¢aligildi. Birinei grup fareler kontrol grubu
olarak ayrildi ve 0,1 ml serum fizyolojik i.p. olarak
verildi. Ikinci grup farelere ise i.p. olarak 0,1 ml
serbest etanol verildi ve ¢Oziici etanoliin kontrol gru-
bu olarsk kabul edildi. Arta kalan beg fare grubuna
beg ayri derigimdeki 2,4-D-etanol ¢dzeltisi ayni yolle
enjekte edildi. Her grup 72 saat boyunca izlendi. Siire-
nin bitiminde veriler diizenlenerek LD50 tablosuna ekta-
rildi.Asaegida verilen formiiller uygulanarak, 2,4-D'nin
i.p. LD50 ve LDBO degerleri hesaplandi (52).

50-Dn'de Olenler %'si

Log LD5O = Log Dn + X Log S.F.
Dv'de dlenler %'si —
Dn'de Glenler %'si
Dn = Olimiin % 50'den az olduZu derigim
Dv = Oliimiin % 50'den fazla olduZu derigim

S.FP. = Sulandirma Faktorii
LD4q deZeri bulunurken LDgq igin diizenlenen tab-

lo deZerlerinden yararlanilmigtir.
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30-Dn'de Slenler %'si

Log LD30 = Log Dn + X Log S.F.
Dv'de Olenler %'si —
Dn'de Glenler %'si
Dn = Oliimiin % 30'dan az oldugu derigim
Dv = Oliimiin % 30'dan fazla oldugu derigim

S.F. = Sulandirma Faktori

ITT. 4. Kullanilan Araglar ve Aletler
Kaba Terazi
Hasgsas Terazi Bosch 2000
Oziitleyici (Homojenizattr) B, Braun
Sogutmall ve Vakiimli Sentrifiij J2-21,JA-20

Bagliga
Kiiveti Isitmali Spektrofoto-
metre Beckman Model-26
Kolorimetre Perkin-Elmer 35
Kronometre (mekanik)
Otomatik Mikro Pipet Takima Sigma

III.5. Kullanilen Kimyasallar
2,4-Diklorofenoksiasetik Asit (2,4-D) (saf),
NADP diNa-tuzu ve D-Glukoz-6-Fosfat maddeleri Sigma'dan
alinmigtir. Galisme boyunca kullanilan diger kimyasel
maddeler Merck'den saglanmistir.
IIT.6. Deney ve Kontrol Grubu Farelerde
Deney Peryodlara
Enzim sktivitesi galigmalarinda, her deney grubu
bes erkek fareden ve kontrolleri de lic erkek fareden

olusturularak c¢aligildi., 2,4-D-etanol ¢ozeltisi uygula-
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nan deneygrubu fareler ile sadece etanol uygulanan
kontrol grubu fareler, enjeksiyondsn 0, 2, 4, 8, 16,
32 ve 64 saat sonra Jldiiriilerek arastirmanin izleyen
agamalarina ge¢ildi. Her peryod iki kez galigsilmigtir.
III.7. KaraciZerin Homojenizasyonu
(Oztitlenmesi)

Enselerine pens ile bastirilan farelerin kuyruk-
lari kopma sesi duyulana kadar kuvvetlice ¢ekilerek ,
omurlarin ayrilmasi ve omuriliZin hasari sonucu spinal
hale getirilen (servikal dislokasyon) farelerin karin
kismi ag¢gilarak karaciZerleri cgikaraldi. Kii¢iikk parcala-
re ayrilan organ, yikaema suyunun rengi normale yakla-
sana kedar bir kag¢ kez izotonik sivi 0,15+ M KCl ¢dzel-
tisi ile yikandi. Organ pargalarinin tuttugu fazla su,
ketlanmig kurutma kagidi arasinda alindi. Organ parcga-
larindan 1 gram karacigere karsilik 3 ml 0,15 M KCl
izotonigi ile birlikte homojenizasyon tiipline alinda.
1400 devir/dekika hizla donen homojenizatdrde kopik-
lenmemesine dikkat edilerek, buz banyosu (0 °C) igin-
de iig vurugta homojenize edildi.

IIT.8. KaraciZerlerin Santrifiijlenmesi

Homojenize karaciZerler (homojenatlar), zaman
gegirilmeden buz banyosuna oturtulmus orijinal Beck-
man santrifiij tiiplerine aktarildi ve daha sonra 15 da-
kika 16.500 rpm'de santrifiij edildi. Onceden buz ban-
yosuna yerlegtirilmis deney tiiplerine, otomatik pipet
yardimiyla 1 ml kadar siipernatant (dckelti) ekstre
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edildi., Ekstrakt tlipleri aktivite ve protein galismala-~
rinda kullaenilmek lizere stok olarak yine buz banyosu
iginde korundu.
III.9. Enzim Aktivitesi Ile Ilgili
Galigmalar

NADPH 340 nm dalga boyunde maksimum absorbans
gostermektedir. Enzimin katalizi sayesinde G-6-P'tan
uzeklastirilan hidrojen (elektron), NADP' tarafindan
tutulmaktae ve rediikksiyona ugrayarak NADPH'ya doniigmek-
tedir. Bu doniisiim miktarinin hizi dehidrogenaza bagla
olduZundan, artan NADPH absorbansinin keydedilmesi,
G-6-P DH'an aektivitesinin bulunmasi icgin en Snemli ve-
ridir.

Enzimatik ¢aligmalaran tiimii 25 Oc1de gergekleg~
tirildi. Absorbans deZerleri en az beg dakika boyunce,
her dekika bagi kaydedildi. Absorbans artiginin en
hizli oldugu dakikalsrin ortalamasindan bulunan A de~
Zgeri ile de enzimin 6zgiil aktivite deZerleri hesaplan-
d.

gozeltiler

0,1 M Trietanolamin Tamponu (T.T.) pH : 7,6

0,1 M Mg012

11 mM NADP diNa-tuzu (taze ¢ozeltisi kullanilda)

35 mM G-6-P (taze ¢bzeltisi kullanildi)

Gézeltilerin +tiimii bidistile su ile hazirland:i.

Caeligmanin biitiinlinde otomatik mikro-pipet takima
kullanilda.
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Tepkime karigimi ;

T.T. : 2,45 ml

NADP diNa-tuzu : 0,10 ml1

G-6-P : 0,10 ml

MgCl, : 0,20 ml

Exstrakt : 0,05 ml seklinde hazir-
landz.

Tepkime karisimina en son enzim kaynegi olan
ekstrakt eklenerek tepkime baglatildi.
AA degeri bulunarak agsafidaki formiil ile voliim

aktiviteleri hesaplandi.

3,00
AA

(V.A) Voliim Aktivite
(U/ml) Ex1x 0,05
E34o = 6,22 cm2/m01

Voliim aktiviteden ©zgiil (spesifik) aktivitenin

n
M

bulunmasi ekstraktin total protein deferinin biliret
yontemi ile saptanmesinden sonra agagidski formiil yar-

dimi ile ortaye ¢ikar.

V.A
Ozgiil Aktivite = U/mg protein

Total Protein
(mg/ml)
III.10. Protein DeZerlerinin Bulunmasi

Bunun igin biiiret ¢dzeltisi, standart sigir se-
rum albumin ¢ozeltisi (S.S.A.G.)(2 mg/ml), sodyum de-
oksikolat (Na-Deoksikolat)(l g/10 ml) ve serum fizyo-
lojik kullanildi. Yontemin karigimi Tablo III'de gis-
terilmektedir.



20

Tablo III : Bifiret Yontemi Deney Karigimi

Gozelti 1 2 3 4 5  Ornek
S.S.4.G. - . 0,2 0,5 1,0 1,4 ~_
Na-Deoksikolat O,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
S.Fizyolojik 1,4 1,2 0,9 0,4 - 1,3
Bitiret Goz. 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Ekstrakt - - - - - 0,1

Tablodaki karigam tiipleri hazirlandiktan sonra
bir dakika kuvvetle galkalanarek, 30 dakika ode sicak-
1li1Zinda (25 °C) inkubasyona birakildi. Kolorimetre,
proteinlerin maksimum absorbans gtsterdigi 540 nm'de
iken, k8r tiiptine (1 numarali tiip) gdre sifir ayeri ya-
pilarak diger tiiplerin sbsorbanslari okundu. Standart
protein ¢Ozeltisi ile g¢aligailan tiiplerin absorbens de-
gerleri kullanilarsk standart protein egrisi ¢izildi.
Bu eZri yardimiyle da 8rneklerin total protein deger-
leri belirlendi.

Caelaigmanin sonunda, her peryod ayri ayri ele ali-
narak, deney grubunun enzim &6zgiil (spesifik) ak;ivite
deZerleri ortalamasi ile kontrol grubunun enzim Ozgiil
aktivite degerleri ortalamasi arasinda "iki ortalama
arasindaeki farkin Onemlilik testi" uygulanarak ista-

tistiksel degferler bulundu (54).



IV. BULGULAR
IV.l. 2,4-D'nin Intraperitonmal (i.p.) LDg
ve LDBO Degerleri Aragtirmasa

Enjeksiyondan 72 saat sonra serum fizyolojik uy-
gulenan birinci kontrol grubu ile serbest etanol veri-
len ikinei kontrol grubu farelerde 0liim gozlenmemigtir.
2,4-D-etanol verilen deneme grubu farelerde, artan de-
rigimler ile birlikte gozlenen, gegitli 6liim oranlari
Tablo IV'de verilmigtir.

Tablo IV ¢ i.p. Verilen 2,4-D Dozlarinds O0lil ve

Canliy Fare Sayileri (LD50 Tablosu)

Doz Cenly 0Olii Toplam Toplam Cenli + %

(mg/kg) Sayisi Sayisi Canli  Olil 011 01iim
75 8 0 25 0 25 00,0
150 K 1 17 1 18 56
300 6 2 10 3 13 23,1
600 4 4 7 11 63,6
1200 0 8 15 15 100,0

Gere¢ ve yontemler bolimiinde verilen formiiller
yardimiyla intraperitonal (i.p.) olarak 2,4-D'nin fa-
relerdeki LD50 degeri 475 mg/kg ve LD30 degeri 338
mg/kg viicut agirligir geklinde bulundu.
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IV.2. 2,4-D'nin G-6-P DH Aktivitesine
Etkileri
i.p. olarsk serbest etanol uygulanan kontrol
grubu ile 2,4-D'nin LD30 dozu verilen deney grubu fare
karacigerlerinde belirlenen enzim Gzgiil aktivite deZer-
leri Tablo V'de gosterilmigtir. Elde edilen bulgulara
gbre, tim peryodlarin enzim Ozgiil ektivitesinde deZig-
meler vardir. O saat peryodunda % 1,3 inhibisyon bu-
Junmasi yaninda, 6zellikle 2 ve 4 saat peryodlarinda
% 34 ve % 38'1ik deZerler ile dikkat ¢ekici bir inhi-
bisyon bulunmugtur. 8, 16 ve 64 sast peryodlarinda da
sirasi ile % 12,5, % 14,9 ve % 1,6 inhibisyon belir-
lenmigken, 32 saat peryodunda % 4,0 oraninda bir akti-
vasyon gozlenmigtir.
Tablo V : G-6-P DH Enziminin Aktivite Degerlerinin

Peryodlara Gdre Dagilima

Peryod Deney Grubu Kontrol Grubu Inhibisyon
(saat) ( U/ ng Protein ) %
0 0,0226 0,0229 1,3
2 0,0186 0,0282 34,90
4 0,0240 0,0387 38,0
8 0,0342 0,0391 12,5
16 0,0275 0,0323 14,9
32 0,0390 0,0375 (-) 4,0

64 0,0296 0,0301 1,6
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Her peryodun deney ve kontrol grubu ortalamslari
o peryod igin buluman tiim deZerlerin ortalaemalaridair.
Herbir peryod ig¢in deney grubu siitiinunda bulunam orta-
lama, kontrol grubu siitiinu ortalamasi ile oranlanarsk
% inhibisyon degerleri bulunmustur. Kontrol siitiinu or-
talamalarina kargilik deney grubu siitiinu ortalamalar:
arasinda, iki ortalame arasindaki farkin Onemlilik tes-
ti uygulanarak, aradeki fark istatistiksel olarak Onem-
1i bulunmugtur ( p € 0,05 ).

‘\U/mg protein --- Kontrol Grubu
51 x 10—2 —— Deney Grubu

|
. .

Y

O o 4 8 16 32 64 t
Sekil 2. 2,4-D'nin G-6-P DH Ozglil Aktivitesi
izerine Etkisi

% Inhibisyon
40 |
30
20
10 |
32

va L
0™ %5 4 8 16 “ 64 t
Sekil 3. 2,4-D'nin G-6-P DH'a Inhibisyonu
% Oranlari
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IV.3. 2.4-D'nin Canli Farelerde GOzlenen
Etkileri

244-D, tiim deney grubu farelerde gegitli davra-
nig degigikliklerine neden olurken, etanol verilen
kontrol grubu farelerde sarhogluk benzeri belirtiler
gbzlenmigtir.

Etanol verilen kontrol grubu farelerde, alkoi
etkisi enjeksiyondan yaklagik 7-~12 dakika sonra ken-
disini gosterdi. Reflekslerde ve normal hareketlerde
yavaslama,adengeyi koruyamama, beslenmeme ve halsiz-
lik gibi gbzlenen belirtiler,6-8 saat sonra hafifle-
yerek etkisini kaybetti.

2,4-D-etanol verilen deney grubu farelerde,
kontrol grubu farelerde gdzlenen benzer belirtilere
ek olarsk, huzursuzluk, sinirlilik, saldirganlik be~
lirtilerine rastlanmigtir. Bazi farelerde kuyruZa
dokunuldugunda tepki alinmadigl ve kulak ve kuyruk
doZal kirmiziliZinin azaldigZl farkedildi. Sadece 32
saat peryodunda bir 6liim meydana geldi.

LDSO deneme grubu farelerde defigik &liim oran-~
larinin haricinde, diger gruplarda sozii edilen be-
lirtilerin daha giddetlisi gozlenirken, dilizensiz ve
amac¢siz hareketler, gbrme gilicliigli, sese kargi tepki-
gizlik, nefeste Once hizlanmsa sonra azalma, ve kulak,
kuyruk ve ayaklarda sogume ile birlikte hissizlik
(felg) gibi hayatta kalanlarde zamanla etkisini kay-
beden belirtiler kaydedilmigtir.
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Servikal dislokasyona ugratilan farelerin ka-
rinlari ac¢ildiginda tiimlinlin kalbinin uzun siire atti-
g1 gbriilmiigse de, gruplar arasinda bir fark buluna-
mamigstir.Fakat barsak hareketlerinin 2,4-D uygulansn
farelerde daha yavag olduZu gozlenmigtir.



V. TARTISMA VE SONUG

Tarimsal zararlilera kargi kimyasal maddelerin
kullanilmasi, besin liretiminin artan diinya niifusuna
dengelenmesi igin zorunlu gibi gdriinmektedir. Yaygin-
lagan tarimsal kiiltiir alanlari her gegen giin daha da
direnc¢li soylari ortaya ¢ikan zararlilari da berabe-
rinde tasimaktadir. Bu nedenle ¢ok toksik ve gogu
kalici bu tiir kimyasallari hem daha gok kullanme ge-
regi doZmakta hem de daha &ldiirliclileri yapilmaktadir.

Yillar once DDT bir mucize kurtarici olarak
goriilmiig, uzun yillar diiglincesizce kullanilmigti.
Kutup buzlari arasinde dahi kalintilarina rastlanma-
s1, kimyasal maddelerle kirlenmenin ileride nelere
mal olabileceginin bir gostergesidir.

Azimsanmayacak sayidaki aregtirma, bu kimya-
sallarin ekosistemlerin tiimiinde i¢ karartan tablola-~
rini ¢izmektedir. Canlilar iizerine etkileri aragti-
rildikce, ge¢ kalinmadan acil Onlemlerin alinmasi
gerektigi ortaya ¢ikmekta, bir gok canli tiiriiniin
yok olmakta oldugu gergefi ve bozulan dogal denge-
ler olgusu konuye ayri bir onem kazendirmaktadair
(1).

Uzun siire 2,4-D ve 2,4,5-T ile kargi karsiye
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kalan insenlarda hastalanma ve kanserden 0liim ora-
ninde Snemli dlgiide artisain olmasi (41,55) dikkat
gekicidir,

Her ne kadar aragtirmalar hizlenarak devam et-
se de, herbisitlerin etkileri hakkinda karanlikta
kalan noktalar oldukce fazladir. Ozellikle 2,4-D'nin
canlilarin iglevsel birimlerine (kan ve dokular bi-
yokimyasi gibi) etkisi yeterince aragtirilmamig ko-
nulardir. 2,4-D ve benZeri kimyasallarin doku ve or-
ganlarda enzim aktiviteleri iizerine etkileri hak-
kinde aragtirma ¢ok azdir. Bu tiir aragtirmaelara kat-
kida bulunmaek diigiincesi ile 2,4-D'nin fare karaciZer
G-6-P DH enzim sktivitesi iizerine olasi etkileri
aragtirilmak istenmig ve uygulanacak dozun (LDBO)
belirlenmesi ig¢in LD50 tablosu olugturularak LDBO
degeri 338 mg/kg viicut agirligi olarak bulunmugtur.

LD50 tablo galigmalarinde deney grubu farele-
rin arka bacaklarinda gdzlenen kismi felg belirti-
leri 2,4-D'nin myotoksik olabilecegini diiglindiirmek-
tedir (36 ).

Gorme kaybi, diizensiz ve yavaglamig hareket-
ler ve igitme kaybi norotoksik bir etkiyi ¢agrigtir-
maktadir.

Farelerin dogal kuyruk ve kulsk kirmiziliginin
kaybolmasi dolagim sistemi ve/veya kilcal demarlar

iizerine etkisinden kaynaklanabilir.
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Barsak hareketlerini yavaslatmasi 2,4-D'nin
barsak gindirimini etkilediZini igaret eder nitelik-
tedir.

Once hizlanan sonra yavaglayan nefes alma, ak-
cigerlerin iizerine belirgin bir baskisinin olduZunu
diiglindiirmektedir.

Galigsmada bulduBumuz fare intraperitonal (i.p)
LD5O deZeri daha Once bildirilen (Tablo II ve 45-46)

2,4-D oral 368-375 LD., deZerlerinden oldukca yiik-

50
sektir. Bulmug oldufumuz i.p. LDSO degerinin (475
mg/kg v.a.) farkli olmasi verilis teknigine, 1fka,
egseysel farka, beslenme kogullarina, yetistirme wve
deneyin uygulame ortamins baZli oldugu diisiiniilebilir.
Diger deney hayvenlarinin LD5O degZerleri arasinda
(Tablo II) biiyiik farklar vardir. Bu da, bu tiir galis.
malarda ¢egitli degigkenlerin etkisi altinda LDSO
degerlerinin degigebilecefini vurgular niteliktedir.
LD50 deZerlerindeki bu belirsizlik, bir galigma ya-
pilacagl zaman deney ortam ve kogullerainda yeniden
belirlenmesi gerektigi dligiincesindeyiz.

Calismamizde kargilagilan en onemli sorun, ba-
z1 fare karaciZerlerinin kistli olmasiydi. Kistler,
delinmeden ve parcalanmadan temizlenmigtir. Karaci-
Zer agirligir bir gramin altina diigsmesi durumunda

1 / 3 orani esas alinarak izotonik saivi miktari ayar-

landi.
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Deneysel g¢aligmalarin sonunde elde edilen inhi-
bisyonun nedeninin ve mekanizmasinin heniiz bilinme-
digi yapilan kaynak taremasindan anlagilmsktadir.
2,4~D'nin fare karacigeri G-6-P DH'si iizerine in vivo
etkisi hekkinda aragtirma ve bilgiye ulagilamamigtair,
Fakat bazi canlai doku ve organlarda 2,4-D ile ilgili
enzimetik ¢aligmalsr vardir.

Ratlarda yapilan bir arastirmada 2,4-D ve
2,4,5-T'nin karaciZer peroksizomal enzim aktivitele-
rini artirdigi bulunmugtur.Bu artigin nedenini de
peroksizom artigine baglamiglardir. Ayrica buna bag-
11 olarak hipolipidemik etki gozlemiglerdir. Kulla-
nilan kimyasallarin peroksizom artirici oldugu kara-
rina varmislardir (7).

2,4=-D'nin rat ve hamster karaciZer hiicrelerin-
de peroksizom sayi ve asktivitesini artirarask sonugée
aktif oksijen radikalleri olusturdugu ileri siiriil -
mektedir. Bu kuvvetli oksitleyici ajanlar ikincil
olarak yoZun elektron iceren bdlgelerde etkili ola-
caklardir. Bu tiir oksitleyicilerin DNA {lizerine de
etkileri vardir (39). G-6-P DH'da gtzledigimiz inhi-
bisyon belki de oksijen radikallerinin elektrona il-
gisi sonucudur. Enzime baglanarak ektivitesini
azaltmig ya da durdurmug olabilir. Radikallerin gua-
nine baflaniyor olmasi, RNA ve/veya DNA'ya baglanarak
enzimin yapimini engelleyebilecegini diigiindiirmektedir.

Bu haliyle, bulgularimizi destekler niteliktedir.
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Giinther ve arkadaglari bitki membrani ATP agz,
fosfataz ve fosfotidat fosfataz enzimlerine 2,4-D'nin
in vivo sistemlerde etkisini aragtirmiglardir. ATP'yi
kullanan fosfatazin 2,4-D tarafindan uyarildigini, na-
nomolar ve mikromolar derigimlerde ATP az ektivitesinin
% 20-30 artirdiZini bulmuslardir. Fosfotidat fosfatazin
% 15-25 inhibi olmaesina fosfataz aktivitesinin artmasi-
ne baflamiglardir. Fakat ATP az ve fosfataz aktivitele-
rinin artis nedenini agiklayamemiglardir (8). Caligma-
mizda ulagtifimiz inhibisyonun nedeni 2,4-D'nin G-6-P
DH'ya doZrudan degZil Giinther ve arkadeglarinin ulagti-
g1 sonugtaki gibi dolayli olabilir. G-6-P DH'nin kata-
lizledigi tepkime basesmagi diginda meydane gelen bir
etki neden olabilir.

Fenoksialkonoik asitler ve 2,4-D kan plazma pro-
teinlerine Ozellikle globulinlerdeki palmitik asit ve
tiroksinin tutunma bdlgelerine ddniisiimlii olarak bag-
landiZ1l Mason tarafindan ileri siirtilmiistiir (33). Bu
etkilegim proteinlere genellegtirilirse, 2,4-D,benzeri
bir baglanma ile enzimlerin sktivitelerini etkileyebi-
lir. Hatta DNA, RNA ve protein sentez enzimlerini et-
kilemesi ve bazi enzim ve proteinlerin yapimini engel-
lemesi milmkiindiir.

Bu tiir yorumlar daha da genigletilebilir.

Bu galigmada, hiicrelerin karbohidrat metaboliz-
sindan pentoz fosfat metabolik yolu ile difer metabo-

lik yollards gereksindigi NADPH + HY'in saflanmasinda



31

onemli bir yeri olan G-6-P DH enzimi &zgiil aktivitesi
iizerine in vivo sistemde 2,4-D'nin inhibitdr etkisinin
ortaya ¢ikarilmasi agisindan Snemlidir.

0 ve 64 saat peryodlarindeki inhibisyon degZerleri
istatistiksel olarak desteklenmedigfinden “nemsenmemig-
tir (p D> 0,05). 2 ve 4 seat peryodlarinda gtzlenen % 34
ve % 38'1ik inhibisyon orani gergekten yliksek deger-
lerdir. Deneme grubu farelerdeki Oliimiin nedenini agik-
layabilir. 8 ve 16 saat peryodlarinde nisbeten inhibis-
yonda bir diizelme goriilse de ( % 12,5 ve % 14,9), is-
tatistiksel olarak anlamli deferlerdir.inhibisyon 64
saat sonra % 1,6 gibi bir deZerle kontrole yaklasmak-
tadir, bu deZer istatistiksel olarak anlamli degildir.
32 saat peryodunda diZer bulgulara zit olarak % 4,0
aktivasyon gdzlenmigtir. Ug kez galigilan bu peryodde
hep aktivasyon deZeri bulundufundan anlamli ksbul edil~
migtir.

2,4-D'nin G-6-P DH enzimi iizerine olan etkisi -
diZer enzimlere de olabilir. Ayrica viicutda birikimle-
ri kaginilmaz oldugundan hiicre iglevlerini etkiliyerek
biyokimyasinin bozulmasina neden olacektir.

Insan ve gevre saflifi agisindan bu tiir kimya-
sallarin kontrolii ve bilingli kullanilmalari ve acil

dnlemlerin alinmasi gerektiZi yadsinmaz bir gercektir.
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VI. OZET

Bu sragtirmada, 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D)'nin fare karacigferi Glukoz-6-Fosfat Dehidro-
genaz (G-6-P DH) enzim aktivitesi lizerine in wvivo et-
kisi incelenmigtir.

Intraperitonal (i.p.) olarak yapilan 2,4-D en-
jeksiyonunda LD50 ve LDBO degerleri sirasiyla 475 ve
338 mg/kg viicut agirligi olarak bulunmugtur.

2,4-D'nin O ve 64 saat peryodlarinda fare kara-
ciZeri G-6-P DH enzimi 62zgiil aktivitesini % 1,3 ve
% 1,6 oraninde inhibe ettigi bulunmugsa da, istatis-
tiksel olarak Snemli olmadigi (p > 0,05), 2, 4, 8 ve
16 saat peryodlarinda ise sirasiyla, % 34,0, % 38,0,
% 12,5 ve % 14,9 oraninds inhibe ve 32 saat peryodun-
da % 4,0 oraninda aktive ettigi ve sonuglarin ista-

tistiksel olarak Snemli oldugu belirlemmigtir (p < 0,05),
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VII. SUMMARY
Investigation on the effect of 2,4-D
(2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) on the mouse liver
G-6-P DH (Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase) enzyme
activity.

In this research, the in vivo effect of 2,4-Di-
chlorophenoxy acetic acid (2,4-D) on the mouse liver
Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G-6-P DH) activity
has been investigated.

Upon intraperitoneal (i.p.) injection of 2,4-D
LD50 and LDBO values have been determined to be 475
and 338 mg/kg body weight, respectively.

Although it was found that 2,4-D inhibited the
mouse liver G-6-P DH enzyme specific activity by
1,3 % and 1,6 % at hour O and hour 64, respectively,
this considered to be insignificant sfatistically
(p > 0,05). On the other hand, an inhibition of 34,0 %,
38,0 %, 12,5 % end 14,9 % at hours 2, 4, 8 and 16, re-
spectively, and an activation of 4,0 % at hour 32 were
determined and these results were considered to be sig-

nificant statistically (p < 0,05).

s
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