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I. GIRIS ve AMAC

Dinya niufusunun hizle artmasi karsisainda, be-
sin kaynaklarindes verimin artairilmesa i¢in &ncelik-
le taramsal Urinlerde kayiplera neden olen zararlai-
larle savasaim gerekmistir., Bu amagla “"Pestisit" o~
larak tanimlanan kimyasallar (insektisitler: bécek
6ldirdciler, Fungusitler: mantar §ldiuriciler, Herbi-
sitler: ot §lduriiciler ;b.) tearimsal driinlere uygu-
lanmaya beslanmastar.

Taramsal savasta etkin sonug¢lara alinan pesti-
sitlerin, insanlarda karsiﬁOJenik, mutajenik, tera-
tojenik ve allerjik etkilere neden oldugu, kisirlik
ve zeka geriligdi yaptigdy (1), ¢esitli enzimlerin du-
zeylerinde defisimlere neden oldugdu, rat ve hamster-
lerin karaciger hicrelerinde karisik islevli oksidaz
dizeyini artairdiga ve peroksizom gofalmasina neden
oldugu (2,3) bilimsel galismalarla kanaitlanmistair.

Vietnam savasi sirasinda 2,4-Diklorofencksia-
setik asit'e maruz kalan askerlerde kromozomal bo-
zukluklar gérildigd bildirilmektedir (4).

insen fibroblast kultiirlerinde gergeklestiri~

len galismelarda, 2,4-Diklorofenoksiasetik asit'in




dizensiz DNA sentezini artardiga (5), hamster ovar-
yumlarinda mutajenik etki yaptifa (6), insan lenfo~
sit klUltirlerinde kromozomal bozukluklara neden ol-
dugu bildirilmektedir (7).

2,4-Diklorofenoksiasetik asit'in kas laktat
dehidrogenaz ve kreatin fosfokinaz enzim aktivite-
lerini artardiga bulunmustur (8,9).

Bu sonugleare varildikeca, herbisitlerin kulla-
nimi birgok Ulkede kisitlanmais ya da biitiiniyle yasak-
lanmistir. Ancek insan saflifina yeterince énem ver-
meyen ya da kimyasal maddelerin insan saligr lzeri-
ne olumsuz yanlarani kavrayesmamis Go{u gelismekte o-
lan Ulkelerde, ilgili bilesikler verimi artirmada
simdilerde bile umut olarak gérilmektedir.

Bu ¢aligsmada, dojada yaygin kullanim slani olan
2,4~-Diklorofenoksiasetik asit adla herbisitin, fare
bsbregi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PDH), ma-
lat dehidrogenaz (MDH) ve heksokinaz (HK) enzimleri-
nin aktiviteleri uUzerine in vivo etkisi arastirila-
rak, konu ile ilgili galismalara katkida bulunmak a-

maglanmistar.



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

2,4-D klorofenoksi bilesikler grubundandir. Bu
herbisitlerin gesitli bigimleri vardir. Bunlardan
bazilarinin adlari ve agik formllleri Tablo I'de ve-
rilmistir (10).

IT1.1.1. 2,4-D'nin Fiziksel Uzellikleri (11)
H .Cl,0

: CgH 1503
Molekil Agirlija : 221

Molekiiler Formulu

Erime Noktasi : 140-141 °¢

25 °C'de PKa : 2,64-3,31

Buhar Basinci : 160 °C'de 52 Pa

Suda CézUnlrligld : Az CézUndr

Organik Gozlcilerde CézuUnUrlugl : Iyi Cézlunlr
IT.1.2. 2,4-D'nin Sentezi

Herbisit, monokloroasetik asitle diklorofenol
arasinda gergeklesen tepkimeyle sentezlenir. Ayrica
fenoksiasetik asitin klorlanmasiyla da sentezlenebi-
lir (12,13).
I1.1.3. 2,4~D'nin Kullanaim Alanlara

Herbisitin elkali, amin tuzlara ve esterleri

golf alanlerinda, dinlence bélgelerindeki g¢imenlerde



Tablo I

: Baza Klorofenoksi Bilesikler ve

Acik Formilleri

Genel Adi

2,4-D

2,4-DP

2,4,5-T

MCPA

MCPP

IUPAC Sistemine Gére Adi
[sinonimi]

(2,4-Diklorofenoksi)-
asetik asit

[2.4-D asit]

2-(2,4-Diklorofenoksi)-
propiyonik esit
[Dikloroprop]

(2.4,5~Triklorofenoksi) -

asetik asit

(4-Kloro-orto-toliloksi)
asetik asit

[agrokson, Metakson]

2-(4-Kloro-orto~toliloksi)
propiyonik asit
[Mekoprop]

Yapisal, Molekiler Formiild

ve Molekill Ajarliga

ct o—crkg-on
ct
08H601203
0
cx@o-gu-&—on
a U
09H801203
& 0
ct 0~CH;£-0H
Cl
CBH5°1303
0
m@o-cu,—&-ou
CH,
CQHQCIOS

&
Ct 0-~CH-C~0OH

C10M116105

221,04

235,05

255,49

200,63

214,60




¢ayairlarda ve tehil Uriinlerinde verimi artairmek, ya-

benci otlari yoketmek amaciyla kullanilmistair. Emil-
sifiye ya da organik c8zlcllerde ¢éziinmis bigimi ta-
rim ve ormanlarda kullanilirken, su herbisiti olarak
da kanal, g6l ve havuzlarda biyik miktarlarda kulla-
nilmistar (14,15,16).
IT.1.4. 2,4-D'nin Tioketimi

Herbisit dunyanin birgok ulkesinde kullanilmak-
tadir. Son yillarda gelismis Ulkelerde kullanim de-~
gerlerinin azalmasina kersain, gelismekte olan Ulke-
lerde bluyuk oranlarda tiketilmektedir (10).

2,4-D'nin Turkiye'de 1974-1982 yillera arasin-
da gergeklesen tiketim dederleri Tablo II'de veril-
mistir (l0). Ayrice Sives ilimizde 1986 yilinda 51

ton, 1987 yalanda 68 ton 2,4-D kullanilmistair (17).

Tablo II : Turkiye'de 1974-1982 Yillari Arasainde

Gerceklesen 2,4-D Tuketim Deferleri

Yillar Tiketim Degeri (ton)
1974-76 1478
1980 1297
1981 848

1882 890




I1.1.5. 2,4-D'nin Cesitli Canlilerdaki Oral LDcq
Degderleri
Herhangi bir kimyasal maddenin, denek olarak
kullanalan canlalarin % 50'sini 8ldiren dozu LD50
(tamemaini 6ldiren dozun yarisi) olerek adlandirilar.
Herbisitin gesitli cenlilardaki oral LDgq degerleri

Tablo III'de verilmistir (18,19,20).

Tablo III : 2,4-D'nin Cesitli Cenlailardaki Oral LD

50
Dederleri
Cenli Tiru _ LD50 Dederi
(mg/kg vicutafirlag:)
Fare 368=375
Rat 375-666
Kobay 469-1000
Tavsan 800

ITI.1.6. insanlar Tarafinden 2,4-D'nin Alanmasi,
Birikimi ve Atilmasa
Insenlarin klorofenoksi bilesikleri almasi en-
¢ok solunum, deri ya da yutme sonucu olmektadar (21).
2,4-D insanlarain bazi dokularinda birikmektedir. En
yiksek deferde birikim yaptigas organlerin kareciger,
bébrek ., kalp ve dalak oldugu belirlenmistir (22).
Herbisitin 9% 80 i idrarla degdismeden atilmak-



tadir. Kalan bélimii, aside badimli olarak degisen
birlesimlerdir (23). Gastrointestinal eliminasyonu-~
nun yari zamani 33 ssat, dadilma hacmi 0,1 1lt/kg dar
(24).

Oreal ve demarden verilmesinden sonrz idrerda
2,4~D atama gecikmekte (25), tim atim bir haftada
temamlanmaktadair (23).

2,4-D kan plazma proteinlerinden albiminlerin
palmitik asit ve tiroksin baflama b8lgelerine dénii-
sUmli bigimde baflanarak, bu bélgelere bagjlanacak
bilesiklerle yarisa girmektedir (26,27,28).

Saf olarak 5 mg/kg 2,4-D verilen génillli bi-
reylerin plazmalarinda 7-24 saat sonra 10-45 mg/lt
2,4~D bulunmustur. Plazmade 335 mg/lt deferi zehir-
lenme belirtileri yaparken, genel olarak akut &ldii-
rict dizeyinin 447-826 mg/lt plazma oldugu bildiril-
mistir (29).

Diyetle 2,4-D atilmasi arasinda énemli bir i-
liski oldugdu kanitlanmistir. Proteince fakir diyet-
le beslenenlerde plazmaden 2,4-D'nin temizlenmesi
% 20~50: azalmaktadir (30).

I1.1.7. 2,4-D'nin Canlailar Uzerine Etkileriyle
Ilgili Gesitli GCalismalar ve Sonug¢lari

Gebe memelilerde herbisitin tek dozunun % 17

si plasentayi gegerek, embriyo ya da fétuslere eri-

sebilmektedir (3l). 124 mg/kg dozda 2,4-D'nin gebe



ratlara hergiin uygulanmasi sonucu yaraik damak olus-
turdugu belirtilerek, bilesidin teratojenik oldugu
sonucuna varailmistair (32). Ayni gdris Casey ve
Collie tarafandan da paylasilmistir. Bu arastirici-
lar, ana ve babasi uzun sire 2,4-D'ye maruz kalmis,
herbisitle anasinin etkilesimi gebelifi sirasanda da
sirmls bir gocukta, siddetli gelisim azlija ve diger
kalitsal sendromlera uymayan fenotipik &zellikler
gbzlemislerdir. Sonuc¢ olarak ¢oklu malformasyon ve
siddetli zeka geriliginin, uzun slreli 2,4-D'ye ma-
ruz kalmektan kaynaklandigani ileri strmislerdir (33).

Uzun yillar 2,4-D ile etkilesimi olan birey-
lerde yumusak doku sarkomlarinin ortaya ¢ikma olasi-
liganin arttigas gbzlenmistir. Kanserlesme oraninin
mide, pankreas, akciger, deri ve idrar kesesi gibi
organlarda yiksek oldugu bulunmustur (34,35,36,37).

Herbisitle intihar eden bireylerde, Merkezi
Sinir Sistemi'nde dizenlenme zayiflamasi, dis uya-
ranlara yanitin azalmasi, beyin gangliyon hiicrele-~
rinin bozulmasi, biling¢ kayba, koma ve sonugta &lum
gézlenmistir (38).

2,4-D rat ve hamsterlerin karacifer hiicrele~
rinde, aktif oksijen radikalleri olusturarak kalit-
sal materyal (zerinde dolayli etki yapmaktadir (39,40).

Herbisit, arka bacaklarda lokal yes da tam felg
yapmaktadir. Bu durum herbisitin miyotoksik oldugunu

ac1da ¢ikarmistar (41,42).



U¢ ay siresince, ortalama 100-150 mg/kg dozda
2,4-D ratlares verildifjinde kan serum alkalin fosfa-
taz, kan serum laktat dehidrogenaz enzim dizeyle-
rinde diigsmeye neden olmus, karacifer alkalin fosfa-
tez ve kan kolinesteraz enzim diizeylerinde defisim
yapmeamistir (43).

2,4-D ve 2,4,5-T'nin rat karaciferi peroksizom
enzimlerine etkisi arastirilmastair (44). Sonugta se-
rum trigliserit derisiminin ve siyanide duyarsiz
pelmitoyl-koenzim A oksidesyonunun digtigl, katalaz
ile karnitin asetil transferaz enzimlerinin arttiga
bulunmustur.

Herbisit, rat karacigerinde dimerik bir enzim
olan glutatiyon~s-transferazan bazi formlaraini bliti-
niyle inhibe ederken, bazi formlaraini az orands in-

hibe etmistir (45).

I1.2. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enzimi

G=-6-~PDH ( D-Glukoz-6-Fosfat: NADP® Oksidorediik-
taz,E.C., 1.1.1.49), karbcochidrat metabolizmasanan i-
kincil yolu olan Pentoz Fosfat (Fosfoglukonat) me-
tabolik yolunun ilk enzimidir ve asafjideki tepkime-

yi katalizler.

Glukoz-6-Fosfat + NADPt——ﬁ>Glukonat-s-Fosfat + NADPH +
H+
+ + +
K", Na' ve NH, katyonlariy enzimi inhibe eder-

ken, C1” ve SO, anyonlari enzimi aktive etmektedir (46).
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Mg++ iyonlari 5-10 mM derisimde enzimi aktive etmek-
tedir. NADPH, niikleosid monofosfatlar ve bazi nik-
leosid di ve trifosfatlar (ADP, ATP, GTP, UTP) en-
zimi inaktive etmektedir. Fosfat enzimi inaktive e~

derken NADP® inhibisyonu ortadan kaldirair (47).

II.3. Malat Dehidrogenaz Enzimi

MDH enzimi (L-Malat: NAD Oksidorediktaz, E.C.
1.1.1.37) koenzim olarak NAD'yi kullanair. L-malatan
oksaloasetata déniisumini katalizler. Tepkime dénii~
simldidar.

———_N

3 Oksaloasetat + NADH + H'

L-Malat + NAD'

MDH enziminin tUim &karyotik hlicrelerde iki i-
zozim bigimi bulunur; mitokondriyal MDH (m-MDH) ve
sitoplazmik MDH (s-MDH).(48).

Fosfat, arsenat ve ¢inko enzimin aktivatérle-
ridir. Oksaloasetat, fenoller, 8-hidroksikuinolin ve
silfit enzimin inhibitérleridir. Nikotinik asit amid
adenin, ATP ve AMP NAD'nin baglanmesini &nleyerek
enzimi inhibe ederler. Tiroksin ve Triiyodotironin
tarafindan inhibisyon dénlsimlidir (49,50).

Karacifer ve kalpte malat-aspartat islergesi
denen g¢ift ydnli bir olusum vardar. Bu déngl s-MDH,
m-MDH ve aspartat-glutamat transaminez tarafaindan
basarilar. Déngl malat, elfa-ketoglutarat, aspartat
ve glutamat igin mitokondriyal membren transportudur.

Bu déngli Sekil I'de verilmistir (51).
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ic Mitokondriyal
Sitozol membran matriks
Glutamat Glutamat Okzaloasetat
aspartat- glutamat mitokondriyal
Yopmeist tronsaminez
Aspartat Aspartat a-Ketoglutarat

sitozol
asportat
fransominaz

«-Ketoglutarat

ag - ketoglutarot- malat
tagiyrcist

Okzdloasetat Malat Malat
s-MDH NAD*  NADH
NADH NAD* : ATP
ATP
ATP
02

Sekil I : Malat-Aspartat Dénglsi

IT.4. Heksokinaz Enzimi

HK enzimi (ATP: D-Heksoz-6~Fosfotransferaz,
E.C. 2.7.11) ATP'den bir fosfat biriminin, glukozun
6. karbonu Uzerindeki -OH grubuna ektarilmesini ka-

talizler.

D-Glukoz + ATP——> D-Glukoz-6~Fosfat + ADP
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) -SH gru-
bunu bloke eden maddeler, sorboz-l-fosfat, polifosfa-
taz, 6~deoksi-6-floroglukoz, liksoz ve 2-C-hidroksi-
- metilglukoz enzimin inhibitérleridir.Katesolaminler

ve Mg++ ise enzimin aktivatbrleridir (49,52).



ITI. GEREG ve YUNTEMLER
ITI.1. Deney Hayvanlaranin Sajlanmasi ve Deneye

Hazairlanmasa

Caligmalar, Ankara Etlik Veteriner Arastirma
Enstitlisi Deney Hayvanlari Laboratuvari‘nda yetisti-

rilip Uretilen Albino musmusculus fareleriyle yapil-

di, Farelerin, 25-35 gr afirlikta ve erkek olmalari-
na ézen gdésterildi, Enjeksiyondan dnceki 24 seat ac¢
bairakilan fareler, standart fare yemi ile beslendi,

Su serbest olarak verildi.
III.2, -Uygulanan 2,4-D

2,4-D, suda ¢ozilnirliglinin az olmasi nedeniyle
etanolde ¢dzililerek kullanildi, Belirli yojunluklara
iceren 2,4-D ¢bzeltisi, farelere intraperitonal (pe-
riton igi: i.p.) yolla enjekte edildi. Enjeksiyon 1
ml lik plastik enjektdrlerle yapildi. Enjeksiyon ig-

leminde kullanilan tim arag¢lar steril edildi,
I111.3, Farelerde 2,4~D I¢in Doz Tarama iglemleri

Hayvanlara verilecek 2,4-D dozunun belirlenme-
si amaciyla LD50 ¢aligmasi yapildi, Bu ¢aligma sonun-

da LD4q dejeri belirlendi., Deney grubundaki farelere
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bu doz uygulanda. Kontrol grubuna ise etanol enjekte
edildi.

Doz tarama igslemlerinde her doz igin 8 erkek
fare kullanildi. 2,4-D'nin gerekli seyreltmeleri eta-
nolde yapilarak, 5 ayri doz farelere i.p. olarak ve~-
rildi. Farelere enjekte edilen g¢dzlici ve 2,4-D ¢bzel-~
tilerinin orani 30 gr fare ig¢in 0,1 ml olacak bicim-
de uygulandi. Farelerin agarliklari dejistikge uygu-
lanacak hacim, degisen afirlija gore hesaplanarak en-
jekte edildi.

Calismalarda 3 grup fare kullanaldi. Birinci
grup kontrol grubu olqrék ayrildis ve tzerlerinde her-
hangi bir iglem yapilmada., Ikinci gruba etanol enjek-
te edildi. Uglncli gruba ise etanolde ¢dzlilmig 5 ayra
doz 2,4-D enjekte edildi. Enjeksiyonu izleyen 72 saat
sonundaki bulgular deferlendirildi. Gerekli hesaplanma
islemleri asafadaki formil yardimiyla yapilarak, 2,4-

D'nin i.p. L050 ve LD30 degerleri belirlendi (537).

50~ Dn'deki 6lim % si

Log LDgy= Log Dn + - X Log SF
Dv'deki 6lim 9% si =~

Dn'deki 61lim % si

o

t % 50 den az 6limin oldugu derigim

o

% 50 den fazla 6lUmin oldugu derisim

SF : Sulandairma Faktdri
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30 - D, 'deki &lum % si
Log LDy4y= LogD_  + : — X Log SF

Dv'deki 6lum % si -

Dn'deki 6lim % si

o

% 30 dan az 6limin oldudu derigim
D, : % 30 dan fazla 6limin oldufu derigim

IIT.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2,4-D (saf), Okzaloasetik asit, NADP, ATP,
Glukoz-6~fosfat, G-6~PDH Sigma'dan, NADH ve galis-
mada adi gegen dijer kimyasal maddeler Merck firma-

sindan saglandi.
ITI.5. Kullanilan Aletler

Homojenizatdr (B.Braun), Elektrikli isi dizen-
leyicili Spektrofotometre (Beckman Model 26), Spek-
trofotometre (Perkin-Elmer 35), Sojutmali Santrifij
(3 2-21, JA 20 Basligi), Terazi (Bosch 2000) galig~

mada kullanilmagtar,

III.6, Fare Bébreklerinin Uziitlenmesi (Homojeni-

zasyon)

Servikal dislokasyon yoluyla &ldirlilen fare-
lerin karain kismi agilarak bébrekleri ¢ikaraldi.vak-
lagik 0,3-0,5 gr adarliktaki bébrekler, klglik parca-
lar halinde kesildi. Birkag¢ kez 0,15 M KCl‘ile y1-

kandiktan sonra fazla suyu kurutma kagaidi ile alin-

di. Ozitleme iglemi igin 1/3 agirlik/hacim olacak
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sekilde, 0,15 M KC1 ile $zitleyici tipline alinan
bobrekler, 6zlUtleyicinin 1400 devir/dakika hiz du-

rumunda 3 vurusta 6zitlendi,
I11.7. sSantrifligasyon Iglemleri

Uzitler orijinal Beckman santrifiij tiplerine
aktarildi., Uzdtleme ve santrifligasyon islemleri 0-4
°c de gergeklegtirildi. Santrifiij tiplerine aktarai-
lan 6zitler, 16.500 rpm‘'de 15 dakika santrifij edil-
di, 0,5-1 ml dokelti alinarak, buz igerisine otur-
tulmus deney tiplerine konuldu. Ddkelti, enzim akti-

vite ¢alismalarinda kullanilmak Uzere korundu,

I11.8. 2,4-D Uygulaﬁan Farelerde, Etanol Uygulanan
Kontrol Grubuna Karsi Yapilan Enzim Uzgil

Aktivite Calaigmalari

Enzimatik ¢aligmalarda, etanol uygulanan kont-
rol grubu ve etanolde ¢6zinmig 2,4~D uygulanan deney
grubu olmak lzere iki grup fare incelendi. Enjeksi-
yon isleminden 0,2,4,8,16,32,64 saat sonra fareler
servikal dislokasyonla o&ldiriilerek bébrekleri gika-
rildi ve gerekli galaigmalara ge¢ildi, Encaz iki kez
yinelenen tim enzimatik galigmalarda, dékeltinin

dondurulmamasina 6zen goésterildi,

II1.8.1. G-6-PDH Enzimiyle 11gili Uzgil Aktivite

Caligmalara

G~6-PDH aktivitesi, glukoz-6-fosfatin (G-6-P)
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6~-fosfoglukonolaktona doénligtirilmesi sirasinda olu-
san NADPH'in 340 nm de, 5 dakika sliresince artan
absorbansi kaydedilerek, baglangi¢ hizinain dogrusal
kismindan elde edilen AA dederlerinden belirlendi,
Cozeltiler:
0,1 M Trietanolamin Tamponu (TEA) pH: 7,6
0,1 M MgCl,
11 mM NADP (taze hazarlandi)
35 MM Gw=b-P
II1.8.1.1. Yontem
Deney karigimi;
TEA : 2,5 ml
NADP : 0,1 ml
G~6=-P : 0,1 ml
MgCl, : 0,2 ml
Enzim (bobrek doékeltisi) : 0,1 ml
Karisima en son bobrek dokeltisi eklenerek 340

nm de, 5 dakika absorbans okundu. AA deferleri he-~
saplanarak, 6zgil aktivite agafidaki formil yardimi
ile belirlendi (47).

3,00

£, 1.0,1
/ mol)

Volum Aktivite (V.A) U/ml = X AA dan

hesaplandi. (534O= 6,22 cn?

Ozgul aktivitenin belirlenmesi igin, bobrek o6-
zitlerinin total protein orani belirlendi. Bundan

sonra asagaidaki formille sonuglar U/mg.protein ola-

rak bildirildi,.
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V.A
Ozgul Aktivite U/mg.protein =

Protein Derisimi
(mg/ml)
Ir1.8.2. MDH Enzimiyle Ilgili UzglUl Aktivite
Calaismalara

MDH aktivitesi, oksaloasetatain malik asite dé-
nistirilmesi sirasinda oksitlenen NADH'in, 340 nm de
5 dakike slUresince azalan absorbansi kaydedilerek,
elde edilen AA deferlerinden hesaplanda.
Cézeltiler :
0,1 M Fosfat Tamponu pH: 7,5
15 mM Oksaloasetik As;t—(taze hazirlandi)
12 mM NADH (taze hazirlandi)

ITI.8.2.1. Yéntem

Deney kerisaimui:
Fosfat Temponu : 2,8 ml
Oksaloasetik asit : 0,1 ml
NADH : 0,05 ml
Enzim (bdbrek dékeltisi) : 0,05 ml

Fare bébrek dékeltisi 80 kez sulandirilareak
kullanildi. 25 % de, 340 nm de, 5 dakika absorbans
izlendi. Ozgll aktivitenin belirlenmesinde G-6-PDH
enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan for-
milden yararlanildi (50).
III.8.3. HK'la Ilgili Ozgll Aktivite Calismalari

HK aektivitesi, glukozdan G-6-P olusmasi ve
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G-6-P 1n da G-6-PDH enzimiyle glukonat-6-fosfata dé-
nustirilmesi sirasinda olusan NADPH'in 340 nm de, 5
dakika slresince artan absorbansi kaydedilerek, bag-
langa¢ hazinin dogrusal kismaindan elde edilen AA de-~
erlerinden belirlendi.

Cozeltiler :

0,1 M TEA pH :7,6

o,1 M M9012

8l mM ATP

11 mM NADP (taze haezairlandi)

140 U/mg G-6-PDH

0,55 M D-Glukoz

I11.8.3.1., Yoé6ntem

Deney karisami ;

TEA : 1,19 ml

M9012 : 0,2 ml

ATP : 0,1 ml

NADP : 0,2 ml

D-Glukoz Cozeltisi : 1,20 ml
G-6-PDH : 0,01 ml

Enzim ( bobrek dokeltisi) : 0,1 ml

25 % de, 340 nm de, 5 dakika absorbans izlen-
di, AA degerleri hesaplandi, Uzgul aktivite, G-6-PDH
8zgul aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan for-

miille hesaplandi(52).
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III.9., Total Protein Oranainin Belirlenmesi

Biliret ydéntemi kullanilarak yapaldi (Tablo IV).
Cozeltiler;
Biliret Cozeltisi
Standart Sifar Serum Albimin Gézeltisi (BSA, 2 mg/ml)
Sodyum Deoksikolat (10 gr/dl)

Serum Fizyolojik

Tablo IV : Biliret Yontemi

D.T BSA SeF SD BG EK
1 3 1,4 0,1 1,5 -
2 0,1 1,3 o,1 1,5 =
3 0,2 1,2 0,1l 1,5 -
4 0,5 0,9 0,1 1,5 -
5 1,0 0,4 o,l 1,5 -
6 1,4 - 0,1 1,5 -

Ornek - 1,3 0,1 1,5 0,1

D.T : Deney Tipleri

SeF : Serum Fizyolojik

SD : Sodyum Deoksikolat
B¢ : Bilret GCozeltisi
EK

Enzim Kaynaga

TabloIV deki tipler hazirlandiktan sonra, 30

dakika oda saicaklifinda bekletildi, Sonra kér tipiline



20

karg:i 540 nm de spektrofotometrede okundu, BSA deri-
simlerine karsi gelen absorbanslar grafife aktarila-
rak, standart protein egrisi elde edildi., Orneklerin
protein dederlerinin derigimleri bu standart egri

yardimiyla belirlendi (54).

istatistiksel galismalarda, iki ortalama ara-

sindaki farkin énemlilik testi uygulandi (55).



IV. BULGULAR

Iv.1. 2,4-D'nin LDgy ve LDg, Deferlerinin Belirlen-

mesi

Enjeksiyondan 72 saat sonra etanol uygulanan
grupta, kontrol grubunda oldugiu gibi higbir farenin
6lmediji ancak ilk saatlerde halsiz olduklari, son-
raki saatlerde ise diizeldikleri gézlendi. Ugﬁﬁcﬁ g-
rupta ise dozlara bagli olarak 6len fare sayilara

Tablo V de verildi,

Tablo V : Degisik Dozlarda i.p. Olarak 2,4-D Veri-

len Gruplarda Ulu ve Canli Fare Sayilari

Doz (mg/kg) Cs Us TC TU C+0 % Ulim

75 8 0 25 O 25 00,0
150 7 1 17 1 18 05,5
300 6 2 10 3 13 23,0
600 4 4 4 7 11 63,6

1200 0 8 0 15 15  100,0

CS : Canli Sayisi, TC : Toplam Canli, TU : Toplam Uld,
0S : Ulu Sayisi, C+0 : Canla + 010

Caligmamizda i.p. olarak belirlenen LD_, ve

50
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LD, degerleri sirasiyla 475 ve 338 mg/kg vicut-agair-
1131 dar.

Iv.2. 2,4-D'nin G-6-PDH Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Etanol verilen kontrol grubu (KG) ve LD;, 2,4-D
uygulanan deney grubunda (DG) elde edilen 6zgil ak-
tivite degerleri Tablo VI'da, 2,4-D'nin G-6-PDH en-
zimi Uzerine etkisi Sekil II'de verilmistir. Bu de-
erler gozbnine alandiginda, 4. ve 32. saatlerde en-
zimin yaklasak % 2 oraninda inhibe olduju gézlenmek-
tedir. Ancak kontrol grubu ve deney grubundaki tim
aktivite deferleri istatistiksel olarak dejerlendi-
rildiginde, iki grup arasindaki fark &nemsiz bulun-
mustur (p)>0,05). Elde edilen istatistiksel dederler

Tablo VII‘de verilmistir.

Tablo VI : Bébrek Glukoz-6~Fosfat Dehidrogenaz Enzi-
minin, Kontrol Grubu ve Deney Grubundaki
Farelerde, Ozglil Aktivite Degerlerinin

Saatlere Gére Dagilima

Enjekasiyondan KG DG % inhibisyon
sonraki siire (saat) ( U/mg.protein)
[s] 0,0309 0,0309 0,0
2 0,0322 0,0319 0,9
4 0,0411 0,0400 2,7
8 0,0361 0,0359 0,9
16 0,0324 0,0320 1,2
32 0,0397 0,0383 ‘ 2,0
64 0,0406 0,0401 1,2

KGs Kontrol Grubu, DG: Denay Gruby
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U/mg Protein x10

2 4 8 6 32 64
Saat

Sekil IT : Kontrol Grubu ve Deney Grubundaki Fare-
lerde Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Uzgil

Aktivitesinin Zemana Bagla Degisimi

( ¢ Kontrol Grubu, =--=-- ; Deney Grubu)

Tablo VII : Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Uzgliil Akti-
vitesiyle Ilgili Olarak Elde Edilen iIsta-~

tistiksel Degerler

X S . X% s Karar
KG 0,0358 0,0358 0,0359 * 0,0358 t= O p)0,05
Onemsiz
DG 0,0359 0,0057 0,0359 ¥ 0,0057
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Iv.3. 2,4-D'nin MDH Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Etanol verilen kontrol grubu ve deney grubun-
da elde edilen &zgiil aktivite deferleri Teblo VIII'de
2,4-D'nin mealat dehidrogenaz enzimi Uzerine etkisi
Sekil III'de verilmistir. Bu deferler gézénine alin-
diginda, 4. ve 16, seetlerde enzimin yaklasik % 9
oraninda aktive oldugu gbzlenmektedir. Ancek grupler
istatistiksel olarak deferlendirildifinde, iki grup
arasindaki fark snemsiz bulunmustur (p)»0,05). Ista-

tistiksel dejerler Tablo IX'da verilmistir,

Tablo VIIE:Bébrek Malet Dehidrogenaz Enziminin
Kontrol Grubu ve Deney Grubundaki
Farelerde, Uzgil Aktivite Deferleri-

nin Sastlere Gére_ Dagailaima

Enjeksiyondan . KG DG % Aktivasyon
sonraki siire (U/mg.protein)
(saat)

0 8,207 8,213 0,0

2 8,220 8,233 0,1l

4 8,256 9,026 9,3

8 8,271 8,719 5,4

16 8,397 9,152 8,9

32 8,223 8,715 5,9

64 8,270 8,310 0,4
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Sekil III : Kontral Grubu ve Deney Grubundaki Fare-
lerde Malat Dehidrogenaz OUzglil Aktivite-
sinin Zamana Bagli Dedisimi
(

; Kontrol Grubu, ==---~ ; Deney Grubu)

Tablo IX : Malat Dehidrogenaz Uzqul Aktivitesiyle

ilgili Olarek Elde Edilen Istatistiksel

Degerler
X S X +8 Karar
KG 8,325 0,479 8,325 ¥ 0,479
t= 1,87
p) 0,05
DG 8,724 0,973 8,724 + 0,973 Onemsiz
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IV.4. 2,4~D'nin HK Enzim Aktivitesi Ozerine Etkisi

Kontrol grubu ve deney grubunda elde edilen
6zgul ektivite deferleri Tablo X'da, 2,4-D'nin hek~
sokinaz enzimi {Uzerine etkisi Sekil IV'de verilmis-
tir. DeJerler gbzénine alindiginda, 32, sesatte en
fazla inhibisyon degeri 9% 31 olarak bulunmustur.
Gruplar istatistiksel olarak dederlendirildigjinde
yukaridaki inhibisyon dogrulenmakta ve iki grup ara-
sandaki fark tnemli buylunmaktedir (p{ 0,05). ista-

tistiksel degerler Tablo XI'de verilmistir.

Tablo X : Bébrek Heksokinaz Enziminin Kontrol Grubu
ve Deney Grubundaki Farelerde, Uzgll Ak-

tivite Dederlerinin Saatlere Gére Dafilima

Enjeksiyondan KG DG % Inhibisyon
sonraki sire (U/mg.protein)
(saat)

0 0,0351 0,0354 -

2 0,0357 0,0362 -

4 0,0403 0,0396 1,7

8 0,0364 0,0344 5,4

16 0,0369 0,0292 20,8

32 0,0350 0,0241 31,1

64 0,0372 0,0368 1,0
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U/mg Protein x 10~

L
/

4

Ss

21

2 49 8 6 32 64
Saat

Sekil IV : Kontrol Grubu ve Deney Grubundaki Fare-~
lerde Heksokinaz Uzglil Aktivitesinin Za-
mana Bagli Defisimi
(

; Kontrol Grubu, =---- s+ Deney Grubu)

Tablo XI : Heksokinaz Uzgll Aktivitesiyle ilgili

Olarek Elde Edilen Istatistiksel Dederler

R S X ¥ 8 Karar
KG 0,0370 0,0029 0,0370 ¥ 0,0029
tz 3,2
pL 0,05

+1

DG 0,0338 0,0055 0,0338 0,0055 Onemli




V. TARTISMA ve SONUG

Artan dinya nUfusu, yanisira beslenme sorununu
da glindeme getirmistir. Birgok llkede zararli etki-
lerine karsan pestisit kullanmak, tehal iirtinlerinde
verimi artirmada giliniimlizde bile umut olarek gériul-
mektedir. Dojada hemen her alanda kullanailan 2,4-D,
bilinen birgok zararli etken arasinda gésterilmek-
tedir. Herbisitin &6zellikle geri kalmis ve gelismek-
te olan Ulkelerde, normal kullanim deferinin gok u-
zerinde kullanilmasi, dojada kirlilije, bunun sonucu

olarakta dogal dengenin bozulmasaina neden olmaktadir.

2,4-D'nin lretimi sirasinda dizensizce doaya
salinan atiklar toprak ve havanin kirlenmesine neden
olmugtur. Bu kirlilikte en biiyik etken ise, Ulretim
sirasinda diklorofenol, kloroasetik asit ve lirenin
atmosfere karigmasadar (l2). Insanlaran kirli atmos-
ferin havasini solumasi ve topraktaki kirlilikten
besinler aracilifiyls etkilenmesi konuya ayra bir &-

nem kazandarmaktadar.

Herbisitin kansl, g6l ve havuz gibi su ortam-

- laranda kullanilmasi, bu gevreleri kirletebilecegdini
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ve suda yagamaini slrdiren canlilari, 6zellikle ba-
liklari, besin zinciri yoluylade insanlara etkile~
yebilece§ini disindirmektedir (15,16). Baliklaran
iyi bir protein kaynafi olmasi ve dinyanin hemen her
yerinde blylk oranlarda tiketilmesi, insanla bu her-

bisit arasindaki etkilesimi artairmaktadar.

Vietnam savasi sirasinda ydrenin bitki érti-
sinl kurutmak amaciyla, Amerika Birlesik Devletleri’
nin 2,4-D ve 2,4,5-T kullenmaleri, herbisitleré de-
gisik bir boyut kazandairmistir. Kullanilan herbisit
deferleri dlhginulduginde (25 milyon kg 2,4-D, 21 mil-
yon kg 2,4,5-T) ve orade savagan askerlerde kanser-
lesme oraninin arttaifaini belirleyen cgaligmalar gozé-
nine alindijinda, herbisitlerin ne kadar zararli ol-

duklari dsha iyi anlasilacaktir (56).

Bugiine kadar klorofenoksi herbisitlerin birgok
tirleri ile yapilan cgalismalarda, biyokimyasal etki
islergeleri aragtirilmis olmasina karsin, tartismaya
agik kalmis noktalar bulunmaktedir. Uzellikle herbi-
sitin enzim aktiviteleri lzerindeki etkilerinin ne-

deni bitinliyle aydinlatilamamistir.

Caligmamizda, 2,4~D’'nin enzim aktiviteleri lze-
rine etkilerinin a¢iklanmasina katkida bulunmak ama-
ciyla, 2,4-D'nin bébrekte G-6-PDH, MDH ve HK enzim-

- lerinin aktiviteleri {izerine etkileri incelenmistir.
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Ayraca bu herbisitin LDgg Ve LD4q dejerleri belir-
lenmistir.

LDéO ¢aligmasi sirasinda, 2,4-D uygulanan fa-
relerin arka bacak kaslerinin tutulmasina bajli ola-
rak ylirime glgligl gektikleri gdzlendi. Herbisitin
arka bacaklarda lokal ya da tam felg yaptidi ve mi-
yotoksik etkisinin oldudu Iyer ve Senges adli aras-
tiricalar tarafindan bildirilmistir (41,42). Calis-
t1gamiz farelerdeki ylrime gliglugl, blyik bir ola-
si1likla herbisitin miyotoksik etkisinden kaynaklan-
mis olabilir, )

Calismamizda i.p. olarak belirlenen LD50 defe~
rinin, oral olarak belirlenen defjerden dsha ylksek
olduu g6rilmigstir. 2,4-D'nin oral LDgq dejerleri
ferelerde 368-375, ratlarda 375-666, kobaylarda ise
469-1000 mg/kg olaraek bildirilmistir (18,19,20).
Yukarida adi gegen kaynaklarda farelerin tiirleri ve
egseyleri verilmemigtir. Celismamizda kullanilen fa-
relerin tir ve eseyleri, LDgq degeri 368-375 mg/kg o-
larak belirlenen farelerden ferkli olabilir. Beslen-
me kosullari, yetistirilme ortami ve egey etkenleri
de gdzbninde bulundurulursa buldujumuz LDgq deferinin
(475 mg/kg) farkli olmasi dogjal kargilanmaladar.

Rat ve kobaylardaki orel LD.. deferleri buyiik

50
farklilaiklar géstermektedir. Bu canlilarda belirlenen

LD, deferleri arasindaki blylik farklilik, oral LD

50 50

.’
4
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¢alismalaranin kerarsizlagaini ortaya koymaktadar.

Herhangi bir kimyasal maddenin canlilari etki-
leme sireci ve orani beslenme kosullari, yetistiril-
me ortami gibi birgok etken terafindan defigebilir.
Bu nedenle ciddi bir galigma gergeklestirmek iste-
nildiginde, LDg, deferi yeniden belirlenmelidir.Tim
bu sorunlara karsin i.p. olarak belirledifimiz LDy,

ve LD, degerlerinin &nemli olduiu kanisindayiz.

Enzim 6zglil aktivitelerinin cgaligilmasi sira-
sinda karsilasilan dnemli bir sorun da bébrek dokel-
tilerinin hemolizli olmasiydi. Bunu gidermek ig¢in
bébrekler gikarildijanda, kiiglik pargaler halinde ke-
silerek, 0,15 M KC1 ile i¢ kez yikandi. Ayrica bébrek
dékeltilerinin dondurulmamasina &zen gbsterildi. Bu-
nun nedeni dondurulup ¢ézilen ddkeltinin enzim akti-

vitesinde defisimler gézlenmesindendir.

Enzim 8zgul aktivite g¢alagmaleri sonucu, G-6-~PDH
ve MDH enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gére an-
lemlas bir dedisim gdzlenmezken, HK enzimi herbisit
tarafindan 16. saatte % 20, 32. saatte % 31 oraninda
inhibisyone ujratilmistar. Bu inhibisyonun &énemli ol-
dugunu (tim gruplarin aktivite deferleri gbzénine a-
lindigainda) istatistiksel caligmalar da desteklemis-
tir (p<0,05).MDH enzim aktivitesinin 4, ve 16. sa-~

atlerde yaklasik % 9 luk aktivasyonu, G~6-PDH enzim
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aktivitesinin ise, 4., ve 32, sastlerde % 2 lik inhi-
bisyonu yapalan istatistiksel g¢aligmalarin sonucuna
gére dnemsiz ¢ikmaistir (p) 0,05). Herbisitin bu iki
enzimin aktivitesini etkilemedigi sonucune verilmig-
tair,

2,4-D enjeksiyonundan sonra enzim ektivitele-
rinde olusan kararlilafan ve inhibisyonun nedenini
bu konuda &nceden yapilen galigmalarain isify altin-

da birkag¢ asamaeda tertisabiliriz.

Ahmed ve arkadagleri herbisitin mutajenik ol-
dugunu, 0,00022 mg/ml 2,4-D uygulanen insen fibro-
blast kiiltiirlerinde dizensiz DNA sentezine neden 0l-
dudunu bulmuslardar (5).

Rasmuson ve arkadaglara 0,025 mg/ml 2,4-D'nin

Drosophila melsnogaster'in larval déneminde, X'e bag-

l1 resesif mutasyonlara neden oldugunu (57), Magnus-
son ise bir hafta sliresince 1 mg/ml 2,4~D uygulanan

Drosophila melenogaster‘'de X'e bafli letal mutasyon-

lari artirdifani bulmustur. Ayracs 0,1 mg/ml herbi-
sitin ayni canlinin larval déneminde, ayrilamamaya
(nondisjunction) bajli olarak X0 ve XXY bireylerinin

olugumuna neden oldujunu gézlemigtir (58).

Pilinskaya, oral olarsk farelerde 100 mg/kg ve
daha ylksek dozlarda 2,4-D'nin kemik ilifi hicrele-

rinde sitogenetik bozukluklar yaptifini bulmugtur(59).
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insan lenfosit kiltirunde yapilen ¢ofu arastir-
meda ise, herbisitin kromozomlards kirik ve gap'lar

(aralik) olusturdugju bildirilmigtir (60).

Defisik arastairicilarce yepalan yukerideki ge-
lismalar, 2,4-D'nin kalitsal materysl Uzerinde etkin
oldugu sonucunu orteya gikarmistair. Calismamizda
2,4-D'nin fare bébregdi HK enzimini 32, sastte % 31
oranande inhibe etmesi, herbisitin DNA’'nin bu enzim-
le ilgili bbdlgelerinde defisimlere neden olebilecegi-

ni disindirmektedir.

vapilan kaynak taramasinda 2,4-D'nin fare bdb-
reji G-6~PDH, MDH ve HK enzim aktiviteleri Uzerine
in vivo etkisiyle ilgili bir ¢zligsmaya restlanmamasi-
na kargin, cesitli dokularda herbisitin enzimler Uze-
rindeki etkileri arastairilmistar (44,45,6l1).

iscan ve arkadaslari, U¢ glin sliresince 200 mg/kg
2,4,5-T izooktil esterini i.p. olarek kobaylara en-
jekte etmisler ve keracifer, akcifer ve bébrekte mik-
rozomgl anilin 4-hidroksilaz, etilmorfin N-demetilaz
benzo~a~-pyrenhidroksilaz ve NADPH-sitokrom ¢ rediktaz
dizeylerine etkisini arastirmagslardair. Sonugte, herbi-
sitin yalnizca karaciger anilin 4-~hidroksilazds % 50,
ekcijer etilmorfin N-demetilazda % 61 sktiviteye ne-
den oldufunu, diger enzimlerin aktivitelerinde bir
defisim yapmedifani bulmuslar ve bu iki enzimdeki ak-

tivaesyonun tam nedenini agikleyememaglardir.
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Enzimlerin herbisitten etkilenmemelirini onlarin ka-~
rarlyi yapilarina baflamislardair (61).

Galigmamizda G-6~-PDH ve MDH aktivitelerinde
gézlenen kararlilik, Iscan ve arkadeslaranain ¢alis-
malerinda bulunan sonu¢larin bazilarina uygunluk gés-
termektedir.

vYapilan baska bir arastirmada 2,4-D ve 2,4,5~T"'
nin rat karacieri glutetiyon-S-transferaz enzimi lze-
rine etkisi incelenmistir. 2,4~D enzimin bazi formla-~
rinda % 37 inhibisyon yaparken, baza formlarinda akti-
vasyona neden olmustur. Transferaz enzimleri bazi e~
lektrofilik toksinleri metabolize ederek canlaiya koru-
maktadirlar. 2,4~D uygulanan ratlarda enzimin baza
formlari inhibe oldufundan, enzimlerin bu ystenekleri
azalmaktadir. Bu tip toksinlerle 2,4-D arasainda benzer
bir toksiklik var denilmekte ve inhibisyonun tam ne-
deni ag¢aklanmamaktadir. Ancek bu tip inhibitdrlerin
enzimin aktif merkezi daisinda bir b&lgeye bafjlanarak
enzimin yapisini dedistirebilecedi ve enzimi inhibe
edebilecedi yorumlanmaktadair (45).

HK ile ilgili olarak yaptigimiz bzgll aktivite
galasmalarainda, enzimin % 31 oranaindeki inhibisyonu
bu yorumu destekler gériinimdedir.

Kewashima ve arkadeslari, 2,4-D ve 2,4,5,T ve-
rilen ratlarda karacifer peroksizomel enzim aktivi-

telerini incelemislerdir. Herbisit peroksizom arti-
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sina bagli olarask hipolipidemiye neden olmustur.Ka-

racifer palmitoyl-koenzim A oksidasyonundeki artisi,
peroksizom enzimlerindeki artisa baflamiglar ve klo-
fibrik asit gibi gliglid peroksizom artiricilarina ya-
pisal olarak benzeyen 2,4-D ve 2,4,5-T*'nin peroksi-

zomlarin artmasina neden olmasinain dogdal olduunu

belirtmislerdir (44).

2,4-D rat ve hamsterlerin karacijer hiicrelerin-
de peroksizomlari artirarak, aktif oksijen radikalle-
ri olusturur. Bu radikaller de DNA lUzerinde dolayla
etkiler yaparlar. Aktif oksijen redikalleri glgld bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiksek elektron
yogunluklu bélgelere bajlanmektadir (39,40).

HK enziminin inhibisyonunds oksijen radikalle-
rinin etkisi olabilir. Ancak 2,4-D'nin bu kadar kisa
slirede peroksizomlari artairarak oksijen radikalleri
clusturabilme silireci ve bu oksijen radikallerinin de

DNA'y1 etkileme slireci tartaisilabilir.

Klorofenoksiasitlerin proteinlere iki yolla
baglandiklars belirlenmistir. Bunlardan birincisi
amino asit (zerindeki aromatik grupla benzen halkasa
arasinda olmaktadair (belkide tek triptofan birimiyle).
Bu baglanma hidrofobiktir. Ikincisi, albiminin ug
arjininin guanidin grubu ile klorofenoksiasitlerin

kerboksilik asitleri arasinda olmaktadir (62).
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Bulgularimizdaki HK enziminin inhibisyonu her-
bisitin yukaridaki baflanma big¢imlerinden biriyle
enzime baflanarak onu inhibe etmesi bigiminde de Yo~
rumlanabilir. Ayrica protein sentezi sirasainda, ile-
ride enzimi olusturacek proteine 2,4-D'nin bajlana-
bilecedi ve bu yoldan enzimi inhibe edebilecegi de
dislinilebilir.

Pestisitlerin enzimlerin aktivitelerini arti-
rici ye da azaltici etkileri, enzimlere beflanarak
onlari daha kararli durume getirmeleri, U¢ilincil ya-
pilarini defistirmeleri ya da DNA'ya baflanarak en-
zim sentezini etkilemeleriyle agiklanabilir (5,6).

Koenzimlerin ve defisik etkenlerin protein ya-
pisini kararli kildidi cgelaisilmistir., Proteinler ko-
ruyucu etkilerini 8nceden inhibitére bagjlanip, enzim
aktif bélgelerini serbest barekarask gbstermektedir-
ler (63).

sonu¢ olarak g¢aligmamizda, 2,4-D'nin fare bob-
refi G-6-PDH ve MDH enzim gktivitelerine etki etme-
mesi, defjisik etkenlerin Bnceden herbisite bajlenarek
enzimlerin aktif bélgelerinin serbest kelmasiyla ya
da bu enzimlerin yapisal olarak 2,4-D ile etkilesi-
me girmemesiyle agiklanabilir. Ayrica herbisitin HK
enzimini 32. ssatte % 31 oraninda inhibe etmesine su

yorumler getirilebilir.
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a- Herbisit DNA lUzerinde etkili olarek, enzimi inhi-
be etmis olebilir,

b- Enzimin aktif bdlgesi disinda bir bélgeye bagle-
nerak enzimin Uglnclil yepisini defistirmis ola-
bilir.

c- Belkide 2,4-D'nin yakaim Grinl (metaboliti) hicre-
de glukoz~-6-fosfat derisimini artirarak enzimi in-
hibisyona ufratmis olabilir.

d- Protein sentezinin herhangi bir evresinde etkisi-
ni g8stererek enzim sentezini etkilemis olabilir,

Bu enzimin inhibisyonuyle ilgili yorumlarin sa-
yisi artairalabilir. Ancak gergek sonu¢, bu konuda ya-
pilacak ileri dizeydeki galigmelarla agiklansbilecek-
tir.

Karbohidrat metabolizmasa enzimlerinden hekso-
kinazin in vivo kosullarda 32 saat gibi kisa bir sii-
rede inhibisyonu, 2,4-D'nin inhibitér etkilerinin
vurgulanmasa agisandan &nemlidir. Herbisitin gastro-
intestinal eliminasyonunun-:yarai émriniin 33 saat oldu-
gu gbézdéniine alanirsa (24), enzimin 32. saatteki in-
hibisyonu 2,4-D'nin enzimler lzerindeki akut etkile-
rini agiklamaktadir. Bu yargiye varmamizan nedeni
32, saatteki inhibisyonun 'bu saatten sonre dilzelme
edilimi géstermesindendir. Ancak viicutta biriken
2,4-D'nin dahe sonralari enzimleri kelici olarak

etkileyebilecefi de unutulmamalaidar. Glnki 2,4-D'nin
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% 80'i dejismeden vicuttan atilmaktg,geri kalan bo-

lumi vicucdun gesitli bélgelerinde birikmektedir (23).

Hiicre igcerisinde &zgln bir islevi olan bu en-~
zimin 6zgUl aktivitesinde ortaya gikan inhibisyon,
hiicresel olaylarin diizenini etkileyerek, gesitli bi-

yokimyasal bozukluklaeran olugmesine neden olabilir.

Bu gruptaki tim herbisitlerin ¢ok sulu ¢dzel-
tileri ya da az oranda toz bigimi bitkilerin gelisen
yapraklarine uygulanmalidir. Kullanimda spreylemeden

kagcanilmela, koruyucu giysiler giyilmelidir (12).

Bir taram ﬁlkesi—blan yurdumuzde, 2,4-D'nin bii-
yik oranlarda kullanilmasi konunun 8nemini deha da
artirmaktedair. Bu nedenle "2,4-D, Etkileri ve Kulla-
nimi” konusunde yapilacak efitim galismaleri, insan
sagligs ve cevre kirliliji agisaindan ortaya gikabi-

lecek olumsuz sonuglari dnleyebilecektir.



Vi, OZET

Klorofenoksi herbisitler grubundan olan 2,4~
Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), degisik amaglar-
la ve blyuk oranlarda dinyanan birg¢ok Ulkesinde kul-
lanilmaktadar., Herbisitin gevre kirliligine neden
olmasina ek olarak canlilar lizerinde de bircok olum-
suz etkilerinin oldufu arastairmalar sonucu belirlen~
mistir. Ancak enzimler uUzerine bu herbisitin etkile-
riyle ilgili olarak yapilan caligmalarda tartisgmaya
acak birgok nokta bulunmaktadar,

Bu calaigmada 2,4~D*nin enzimler lzerine etki-
leriyle ilgili arastirmalara katkida bulunmak amaciy-
la herbisitin fare bdbreginde glukez-6~fosfat dehid-
rogenaz (G-6-PDH), malat dehidrogenaz (MDH) ve hek-
zokinaz (HK) enzim aktiviteleri ilizerine in vivo etki-
si incelenmistir. Bu ama¢ i¢in 2,4~D¥nin dedisik doz-
lari farelere intraperitoneal (i.p) yolla verilmig ve
LDgq degeri 475 mg/kg vicut afarligs, LDz5 dederi ise
338 mg/kg vicut agairliga olarak belirlenmigtir,

Belirlenen LD, degeri farelere i.p olarak ve-
rilmis, enjeksiyondan sonraki 0,2,4,8,16,32 ve 64,

saatlerde fareler 6ldirulerek bobrekleri ¢ikartilmis-~
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tir. OUzlitleme ve santrifiigasyon islemlerinden sonra,

bébrek dékeltileri elde edilmistir,

Dokeltilerle yapilan enzim &zgll ektivite ca-
lismalari sonucu, 2,4-D'nin G-6~PDH ve MCH enzim ak-~
tivitelerini etkilemedifi gériulmistir. Istatistiksel
bulgular da bu sonucu desteklemistir (p) 0,05).
2,4~D, HK enzim gktivitesini ise 32, saatte % 31 o-
raninde inhibe etmistir. Bu inhibisyon istatistiksel

olarak da &énemli bulunmustur (p{ 0,05).



VII. SUMMARY

THE IN VIVO EFFECT OF 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID
ON THE GLUCOSE~6-~PHOSPHATE DEHYDROGENASE, MALATE
DEHYDROGENASE AND HEXOKINASE ENZYME ACTIVITIES OF
THE MOUSE KIDNEY

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a
compound the chlorophenqu herbicides group is used
for various purposes on a large scale in many coun-
tries of the world. As a result of researches made,
it has been established that the herbicide has ad-
verse effects on many living things in addition to
causing environmental pollution. However; in the
investigations carried out about the effects of this
herbicide on enzymes, many points still remain open
to discussion.

In this work, in an attempt to contribute to
investigations made on the effects of 2,4~D on the
enzymes, the in vivo effects of the herbicide on
glucose~6-phosphate dehydrogenase, malate dehydro-
genase and hexokinase in the mouse kidney has been
investigated. Various doses of 2,4~D were adminis~

tered intraperitoneally to mice for this purpose
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and LD 4 value was determined as 475 mg/kg body-
weight and LD, value as 338 mg/kg bodyweight.

The LD, value determined was administered to
mice intraperitoneally, the mice were killed at
hours 0,2,4,8,16,32 and 64 following the injection
end their kidneys extirpated. Following homogeniza-
tion and centrifugation, the supernatant of the

kidneys was obtained.

As a result of enzyme specific activity ex-
periments using the supernatant, it has been ob-
served that 2,4-D had no effect on the glucose-6-
phosphate dehydrogenase and malate dehydrogenase
enzyme activities. Statistical dete also support
this result (p) 0,05). 2,4-D inhibited the
hexokinase enzyme activity by 31 % at the :‘»2«-"1-cl hour.
This inhibition has also been considered to be

statistically significent (pg 0,05).
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