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AMAC

2,4-D (2,4~-diklorophencoksiasetik asit) ' vi insan
uzerinde farkli dozajlar vererek uygulamak elbetteki
mumkun dedgildir. Bu nedenle bu arastirmada 1in vitro
ortamda 2,4-D'nin insan kanindaki kromozomlar Uzerine
olan etkilerini ortaya cikarmak amaclanmistir. Zira bir
maddenin insan kaninda yaptigi etkinin aynisini in vitro
ortamda da meydana getirdigi vyapilan arastirmalar ortaya
cikarmistir. Bu durum sadece in vitro ortamlarda udretilen
kan hidcreleri i¢cin gegerlidir.

Amaclarimizi su maddelerde toplayabiliriz:

1) 2,4-D'nin Farkli Konsantrasyonlarinin tnsan Lenfasit-
lerindeki Mitoz Balunmeye 0Olan Etkileri,

a) Toplam Metafaz Sayisa

b) Mitotik tndeks
2 2,4-D'nin Farkla Kaonsantrasyonlarinain Kromozomlarda

Yaptigi Kirilmalar ve Bunlarin Etkisi

a) Maksimum Kirilma Miktari (Bir hdcrede)

b) Minimum Kirilma Miktari (Bir hdcrede)

c) Incelenen Toplam Metafaz Sayisindaki Toplam

Kirilma Miktari

d) Incelenen Toplam Metafaz Sayisindaki Kirilma Orani

3) 2,4-D'nin Farkl:i Konsantrasyonlarinin Yaptigi Farkla

Etkilerinin Karsilastirilmasti.
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OZET

Bu calismada 2,4-D'nin (2,4 Diklorofenoksiasetik
asit) insan kromozomlarai zerine in vitrao etkisi
arastirilmistir. Arastirmamizda MOORHEAD wve arkadaslara
(1960), tarafaindan gelistirilmis olan "Mikro kal tar
teknigi" denen ozgun periferik kan kaltarid vyontemi
kullanilmistir.Isik mikroskobunda 100x buyltmeyle
incelenerek defgerlendirilmistir.

2,4-D'nin insan kromozomlari lzerine olan etkileri su
sekilde siralamabilir:

1) 2,4-D’'nin etkisi konsantrasyonuna ve uygulama
gUresine gore degismektedir.

2) 2,4-D'nin en fazla kromozomal kirilma etkisini
107+ M kpnsantrasyonunda ve 72. saat uygulamasinda

vermektedir.

3) 10—= M konsantrasyonu mitotik indeksi
dusgtrmektedir.

4) Siklikla meydana gelen kramozomal ddzensizlikler
kromatid gap, kromatid kirik, isokromatid gap ve

isokromatid kiraiklardair.
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SUMMARY

In this study, in-vitro effects of 2,4-D (2,4~
Diclorophenoxyacetic acid) on human chromoscme have been
investigated. Original periferic blood culture called
Micro Culture Technigue developped by Moorhead et al.
1960 was used. The preparations have been checked under
the light microscobe with magnification 100x.

The effects of 2,4-D on human chromosome can be
summarized as follows :

1) The effects of 2,4-D varies with concentration and
treatment.period.

2) The maximum chromosomal breaking was observed by
treatment of 10—= ™M concentration and 72 hours.

3) Mitotic index decreases with 10-% M concentration
of.2,4-D.

4) Frequently occuring chromosomal abnormalities are
chromatid gagp, chromatid break, isochromatid gap and

isochromatid break.



GtRtS

GunGmuzde bilim, insanligin vararzi dogrul tusunda
ilerledikgce, gittikge artan oranda kullanilan kimyasal
maddelerin insan dokularinda anormal hicre bdlunmeleri ve
kromozom kirilmalarinil ortaya c¢ikardigi cesitli arastiri—
cilar tarafindan ispatlanmistir (1,2,3). Ozellikle bunun
sonucu olarak ortaya g¢ikan kanser riski, arastirmalarin
hizlanmasina yol acmistir.(1,3).

Zamanaimizda insanaglunun kullanimina sunulmus 2
milyDndan. fazla kimyasal madde mevcuttur. Qer gecen yil
ortalama 2000-4000 veni kimyasal madde de kullanima
sunulmaktadivr. Bunlardan sadece belirli bir kisminan
mutajeﬁik ve kanserojenik etkileri incelenmistir.
Bitkilerden elde edilen darunlerdeki hastaliklarin
tedavisi, onlenmesi ile gelismelerinin hizlandirilmasi ve
verimin arttirilmas: igin yapay gubreler (azotlu,
fosforlu,potasly vb.), vyabanmli ot ilaglari (herbisitler),
bocek ilaclarti (pestisitler), mantar 1ilaclari, kemirgen
zehirleri, hayvanlarda da ayni amaclar icin kemoterapotik-—
ler (antibiyaotik, antihelmintik, protozoon, parazitlere
karsi: kullanilan i1laclar vb.) anabolizmayi arttiran
horman ve hqrmon benzeri maddeler, mineral maddeler ve
vitaminler yaygin bir bigimde kullanilmaktadir. Bunlarain
bir kisminin veya hepsinin alinmasiyla insan sagli19inda
onlenmesi guc riskler ve ozellikle kanser ortaya

¢cikmaktadir. Pestisitlerden belirii bir miktarda alan



kisilerin enzimlerinde ve aming asitlerinde mutlaka
birtakim de@isiklikler ortaya c¢ikmaktadir. MORIYA ve
arkadaslarinin vaptigi calismaya gdre denenen 288 pesti-~
sitden 50 sinin (%4 22) kisa zamanli testlerde denendikle-
rinde mutajenik potansiyele 'sahip olduklari bulunmustur
(3-5).

2,4-D, Ozellikle Vietnam savasindan beri kultur
bitkilerinin yok edilmesi ig¢in bitkisel zehir olarak artan
miktarlarda kullanilmistir. Bu bilesigin vyapisi 1ilk
olarak ABD tarafindan bilinmekteydi. Bu ve bunun benzeri
fenoksiasetik asit tirevleri dizisine, taninmis
herbisitler (Orn: 2,4-D ve 2,4,5-T), klorlu * fenocl
turevieri ve Kakodil asit (Arsenin-den oksidasyon sonucu
olusur, daha az zehirlidir) gibi arsenoorganik zehirler de
dahildir. Vietnam'da bu yvapidaki herbisitlerin genis
alanlarda kullanilmasiyla insanlarda a8ir deri =zararlar:i
vaninda o6ncelikle sinir sistemi hasarlari, karaciger ve
sindirim yolu bozukluklarina da rastlanmlstlr. Akut
zehirlenme belirtileri vaninda c¢ok ge¢ veya uzun sureli

zararlari tespit edilmistir. Kullapilan bilesiklerin bir

bolimd mutajenik (kalitsal materyale vonelik) ve
kanseraojenik (kanser yapicl) etkiler vapmaktadirlar.
Fenoksi turevleri arasinda ozellikle 2,3,6,7~
Tetraclordibenzodioksin'’'in kanser Qaplc1 ozelligi

igpatlanmigtir . Bu dioksin, Vietnam savasindan sonra
"Sevesao Skandali" ile baglantili olarak kamuoyunda dikkat

cekmistir. Gegti@imiz villarda eski Dogu Almanya“ 'da



bitkisel zehir kullanamina verilen bu baglamda aQir
cezalar kamuoyunda tartismalara yol agmistair (1).

Bunumuzde taraimsal verimi arttirmak igcin cok cgesitli
vantemler kullanilmaktadir.Bunlar:

1- Bitki 1slabha

2— Gubreleme

3—- Yabanci otlari ayiklama

4—- Hormon.

Bu amaclar icin 2,4-D hem herbisit (yabanci otlara
oldaricd), hem de hormon olarak kullarnilmaktadair.
Tarimda herbisit olarak deQisik ticari adlarda birgok ilacg
kullanilmaktadir. Hemen hemen hepsinde deQisik oranlarda
2,4-D bulunmaktadir. Ulkemizde de son zamanlarda tarimsal
verimi yukseltmek icin 2,4-D dahil hormon kullanimi ok
yayginlagsmistir.Saf 2,4-D'nin farkli konsantrasyonlari ve
letal dozuyla (LD 350) da calisilmaktadair. 2,4-D gerek
herbisit ve gerekse hormon olarak kullanilmasi halinde
organizmada biyolojik birikim vapabilmektedir.

Bovylece vyediQimiz bircok sebze ve meyvede
2,4-D° yi bulmak mumkindlr.(&6-8).

Kullanami bu kadar genis olan 2,4-D hakkinda bircok
calismalar yapilmistir. Fakat insan kromozomlari dzerinde
in vitro calismalar henuz yeterlildegildir. Bundan dolayi
bu caligma, 2Z2,4-D'nin insan Uzerine nasil etki yapacagQaina
arastirmaya yonelik olup, bundan sonra vyapilacak olan

calismalara kaynak niteligi tasiyacaktair.



2. ONCEKi1 CALISHALAR

Laboratuvar faresi karacigerine verilen az miktardaki
2,4-D° nin ¢abucak absorplandigini saptamislardair.

Vicut agirligina gére 5 mg 2,4-D/kg tek doz verilen
gonillilerde kan plazmasindaki 2,4-D dizeyi 7-24 s3aat
icerisinde yaklagik 10-45 mg/lt” ye ulagtiZi ve daha
sonra[dﬁsme gosterdigi gozlenmistir.

Yapilan diger bir c¢aligmada bir hafta boyunca 2,4-D°
ve maruz birakilan bir grup iscide saptanan diizey idrarda
1 den 14 mg/lt ye erigsirken plazmada 0,02 mg/lt den 0,2
mg/lt ye yiikselmistir.

Solunum yoluyla alinan 2,4-D° nin az bir kisminin
solunum yolunda absorblandigina géstermislerdir. Yalniz
bu ¢aligmada 2,4-D ve tirevlerinin solunum yoluyla
alinmasinin insan #zerine etkileri kontrolli bir sekilde
caligilimamigstir.(2).

PINARBASI (1988), laboratuvar faresi bodbreginde bazi
enzim aktivitelerinin bu bilegikten dolayi deg8isgtiZini
tespit etmigtir.(9).

YANIROGLU (1989), 2,4-D° nin degisik dozlarinin
Pimpla turionellae (Hymenoptera) digsilerindeki total
glikojen seviyelerini onemli Olciide dusturdigiini
belirlemiglerdir.(10).

DERE (1980), 2,4-D herbisitin gerek karaciBerde ve
gderekse kas dokusunda enerji deposu bakimindan 6nemli olan

glikojen seviyelerini azalttigini saptamistir (13).



DERE ve YANIKOGLU (1922)° nun vaptiklara bir
calismada 2,4-D° nin erkek laboratuvar farelerinin karaci-
ger ve kas glikojen seviyelerine etkisini incelemis ve bu
calismanin sonucunda bu herbisidin gerek karacigerde ve
gerekse kas dokusunda enerji deposu bakimindan onemli olan
glikojen seviyelerini azalttigQini saptamistir (11).

Insan doku ve hicrelerine oOzellikle kromozomlara
etkisi hakkinda bilgiler kesinlik kazanmamistair. 2,4-D"
nin LD-50 dozu, biyolojik vyari 6mri, maksimum ve minimum
tolere edilebilme dereceleri, organlarda birikme
dozajlari, 2,4-D ile birlikte alinan diger kimyasallarain
gerek herbisit Gzerine ve gerekse canli organizma uzerine
etkilerinin arastirilmasi ve sonuclandirilmasi bir

zorunluluk halini almistar.



3. GENEL B1lLG1

3.1. MUTAJEN ve KANSERCJENLER

Mutajen ve kanserojenlierin her ikisl de mutasyona yol
acarak ya o kusakta veya sonraki kusakta etkileri 6rtaya
cikabilmektedir.Bilindigi gibi gelismenin, elverisli
mutasyonlarin dogal secilimi (seleksiyonu) sonucu oldugu
kabul edilmektedir.

tnsanin ureme (germ) ya da vucut (somatik) hicrele-
rindeki gen mutasyonlarinin cevrede bulunan kimyasal
maddelerin etkisinden 1ileri gelip gelmedigi bilinme-

mektedir. Ayni zamanda bunlarin etkilerinin boyutlara

hakkinda elimizde vyeterli bilgi vyoktur. Bunlar asafida
siraladigimiz problemler halinde karsimiza Cikabilmek-
tedir.

1-Bircok madde mikroorganizma ve béceklerde gen
mutasyonlari yapmistir.

Z2— Laboratuvarlarda bazi ilaglarla vyapilan c¢aligsma-—
larda memelilerde in vivo olarak ve insan somatik
hucrelerinde de in vitro olarak mutasyonlar olusturmustur.

3~ tnsanda spontan dusluklerde ve yeni doGmus bebek—
lerde oldukca sik kromozom anomalileri gordlmidstidr. Yalniz
kimyasal maddelerin ne gibi bir rol oynamis olabilecekleri
bilinmemek tedir.

4~ Kromozomlarin temel elemani olan ndkleik asitlere
etki yapan kimyasal maddelerin kullanilmasi insan cevre—

sinde giderek artmaktadair.
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Insanoglunun surekli etkilesim icerisinde oldugu
mutajenleri su sekilde siniflandirabiliriz .

1- Mutajen oldufu bilinen ya da olmasindan
kugskulanilan kimyasal, farmakolojik ve bivokimyasal
bakimdan benzerlik gosteren bilesikler,

2- Kemik 11ig9inin fonksiyonunu azaltma, spermatogene:z
va da oogenez ldzerinde ket vurucu etki (inhibisyon) yapma,
mitozu Onleme ile dreme uzerinde yapilan incelemeler sira-
sinda gorulen teratojen, kanserojen, sterilizan, varai
sterilizan etkilerle belli bir orgamnin veya bir hdcrenin
gelismesini ya da sentez yapmasinl uyarma, Onleme ve
bagisiklik kazanilmasinin onlenmesi gibi hayvanlar Gzerine
toksik.etki vapan bilegikler,

3—- Organizma tarafindan surekli olarak absorbe edilme
ve uzun surelerle organizmada kalma tehlikesi gdsteren
bilesikler.

Gergekte mutajen ajanlari ortaya cikarmak 1igin bir
grup test vyeterli olmamaktadir. Hatta ayni test farkla
hayvan gruplarina 1in wvivao ve 1in vitro etki seklinde c¢ok
yonld olarak yapilmalidir. Bir kimyasal maddenin farma—
kokinetik davranis: ve metabolizmasi bazen bir tudrden
otekine dedgisir. Bu da insanda vapacagi etkilerin d4dnceden
kestirilmesini zorlastirir.

Germ hicre mutasyonlarini fenotipte bir deQisikligin
ortaya ¢ikarilmasiyla gdstermek cok kolaydir. Ama bu vyol
etkili dedgildir. Etkili olmasi nedeniyla, calismalar

somatik mutasyonlar Gzerinde olmalidair.



Mutasyon normal genlerin bir hucreden otekine gecgisi
veya yeniden karismasi olmadan nidkleotidlerin sayisinda
veya molekll vapisinda ya da siralanisinda birdenbire olan
deQisikliktir (12,13).

Konumuzun ©zd herbisitlgrin kromozom morfolojisine
etkilerinden dolayi mutasyonla iliskilidir. Herbisit ve
pestisitlerin kromozom uzerine etkileri kromozom fragman-
tasyonu, telaofaz, anafaz kagprdleri, kromozam gaplara
olarak tespit edilmistir (14,195).

Calismada kullanilan madde bir oksindir. Oksinli
bilesikler canliya su sekilde etki edebilmektedirler.
Gelisim maddesi bir herbisit olan klorfenoksi asetik asit
ve turevleri zehirli bir bilesiktir. Dogal bitki hormon-
larinin etkileri gozonune alimnarak vyapilmistir. Daogal
oksinlere Ornek olarak indol asetik asit (IAA) verilebi-
lir. Genelde oksinler bitkiler uzerine bir dizi farkla
etkiler gostermektedir. tste bu etkiler gozonune alinarak
sentetik oksinler elde edilmistir. ozellikle bitki
nikleik asit metaboglizmasi Uzerine etkisi dmemli bir vyer
olusturmaktadir. Bazi sentetik bilesikler bitkide oksin
etkisi gosterirler. Bunlardan en dnemlisi 2,4-D ve
bunlarin turevieridir. Bu bilesik bitkiyé belirlii bir yere
kadar yarar sa3larken memelilere zarar verir.

Sentetik oksinler vyalniz baslarina az aktiftirler.
Ak tif olmasi igin butun baglantl verlerinin bazi molekul-

lerle, 6zellikle prateinlerle tutulmus olmasi gerekir.



Substitie olmamigs fenoksi asetik asit aktiviteye sahip
degildir. Monoklor turevlerde 2>3>4 dizisinde aktivite
yUkselir. Kuvvetli bir oksipin organizma uUzerine surekli
engelleyici bir etkisi vardir. Ayni sekilde dogal oksin-
lerin cok cesitli etkileri olabilir. Bunlar, sentetik
oksinler etkisiyle de ortaya ¢ikabilir. Burda kullanilan
dozun onemi buydktdr. Cok dusuk konsantrasyonlarda bu
bilesikler tipkli I1AA gibi uyarici etki vyapabilirler
{(Stimilasyon). O0Oksinler zirai micadelede herbisit olarak
kiullanilirlar. Herbisit clarak kullanilan 2,4-D° nin

.

bulasma riskli daha yuksektir. Canli organizma 2,4-D' yi bu
yvolla cevresel kirlenmeden dolayar ¢ok kolay alir (14;16).
Bitki yetistiriciliginde ise invitro kultdr ve seracilikta
kullanilmaktadir (7).

Ilk asama olarak bitkide ¢ok c¢esitli etki vyapan
herbisit besin zinciri boyunca kademe kademe yogunlasarak
birikmekte wve kotu sonuclar doQurmaktadair,. Bitkisel ve
hayvansal tdm besinlerde biriken bu tur maddeler beslenme

Zincirinin son halkasinda bulunan insan icin surekli bir

Zzehirlenme potansiyeli olusturmaktadir.
3.2. 2,4-D° nin Insan Uzerine Arastirilmis Etkileri

Klinik ve epidemiyolojik callsmalar 4 gruba ayrilir :
1- Antikanser drog vyada antibiyotik oplarak 2,4-D verilen
hastalar.uzerine.calismalar
2- Gonullu vada kaza sonucu alinan 2,4-D" nin  akut

zehirlenmesi Uzerine caligmalar
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3- 2,4-D° nin J4retiminde vyada kullaniminda gorev alan
kisiler (genellikle erkekler) uzerine calismalar
4—- Herbisit kullanan veya kullanilan alanlarda yasayan
kisiler Gzerine’epidemiyolojikAcallsmalar

Bu konuda vyapilmis tdm calismalarda 2,4-D ve diger
kimyasallar karaisik halde bulunhaktadlrlar. Bundan dolaya

2,4-D" nin gercek etkisi anlasilamamaktadir (2).



4. MATERYAL ve METOT
4.1. MATERYAL
4.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

4.1.1.1. 2,4-D'nin Fiziksel Ozellikleri ve Kimyasal
Bilesimi
Bu calaismada kullanilan ve Tablao 1° de fiziksel
6zellikleri verilen 2,4—D) nin acik formdlu:
OCH=—-COOH
CeHeCl=0=

cC1
2,4-(C1)=CH=0CH-COOH

Tablo 1. 2,4-D'nin fiziksel ozellikleri

. Molekdl formilU...cceeeseeevsocnsosencunosessalaHaClzOx
MoleklUl aQirlifl..ccecveccnssssacssnsesenses22l.0
Erime noktasl..cecececscencsssnossnnnsansansss140-141=C
Sudaki COzUNUrlUOU..ecceacnsasacasnscnssesansadZ COzZUNUr
Organik c¢8zlcllerde cozUnlrligl.....cc.eee...cOzlndr
Buhar.basinCi..ceeeseccncccesonnsronnoansans «e92,3.Pa
(160=C)

PKA (25°C) cureececccaracascacecesnsnsnnanessZs64-3,31

4.1.1.2. 'Diger Kimyasal Maddeler
a) ?.C. Medium 199 (Difco 5477-72-6)
b) T.C. Fetal Calf Serum, Desiccated (Difco 5065-67)
c) Phytohemaglutinin M (Difco 0528-&7)
8) Colchicine
e) Penicilline-6 Potassium (1.000.000 dnite)

.f) Streptomycin sdlfat (1 gr 1ik)



12 |

g) Glacial Acetik Acit (Merck)

h) 0,075 M KC1 ¢oHzeltisi

i) Giemsa Losung (Merck-9204)
j)‘Kanada Balzami (Rhenohistol Merck)
k) Ksilol (Merck)

1) 2,4 Dichlorofenoksi asetik asit

m) Heparin (Ligquemine, Roche)

n) Parafin

o) Aceton

p) Triple distile su

r) Ethyl Alcohol
4.1.1.3. SOLUSYONLAR

a) Kolgisin (Colchicine) Sollisyonu : 40 mg colchicine +
100 ml. triple distile su

b) Hipotonik Solisyon (0,075 M KC1)

c) Tespit Solisyonu (Fiksatif) : 3 kisim Metanol/1 kisaim
Asetik Asitcﬁlacial

d) Penicilline Soludsyonu : 1.000.000° u penicilline - G
potassium+10 ml steril triple distile su

e) Streptomycine Solisyonu : 1 gr Streptomycine sulfate+
10 ml steril triple distile su

f) Fitohemaglutinin SollUsyonu : S5 mg Phytohemagglutinin M
+5 mlrsterilitriple distile su

g) Boya solﬁs;Dnu ¢t 1 ml giemsa-bLésung + 19 ml distile su
h) 2,4-D Solusyonlari :

1. Ana stok Sollisyon : 10-=2 M



2. Stok Solusyon : 107 M

3. Stok Solisyon : 107" M
4.1.2. ARASTIRMA POPULASYDONU

Bu calismada vyaslari 23-33 arasainda de@isen yakan
gecmislerinde viral enfeksiyon gecirmemis, ilac kullan-
mamis, radyoterapi gbrmemis vya da radyasyon etkisinde
kalmamis, sigara icmeyen, tamamen safQlikli erkek birey-
lerle callsllmlstlr. Birey sayisi bes ile sinirlandi-
rilmistir. Yaslarr 23,24,26,30,33 olup vyas ortalamasa

27 dir.
4,.1.3. Kaltir Ortam:

Periferik kan kdltarud

a) TC Medium 199 BO ml
b) TC Fetal Calf Serum Sollusyonu 15 ml
c) Phytohemaglutinin Solldsyonu 3,5 ml
d) Penicilline Solisyonu 0,1 ml
e) Streptomycine Solusyonu 0,1 ml

4.1.4. DiGER GERECLER

a) Zaman ayarli santrifldj Nive NF 815
b) Etlv Nive EN 400
€) Kuru -hava sterilizatord Heraeus

d) Mikroskop Olympus Vanox

e) Mikrofotografi aygita Dlympus
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f) Elektronik duyarli terazi Bosch Loumb (0,1 mg
hassasiyette)

g) Enjektorler(2,5,10 ve 20ml) ve pipetler(2,3 ve
10ml)

h) 10 ml lik kiltdr siseleri

1) Saleler

i) 13 ml 1lik konik santrifdj tapleri

Jj) Mezurlar (10,20 ve 30ml)

k) Lam ve lamel

1) Film (Orwo, siyah-beyaz, 15 dyn, 25 ASA)
4.2. METAT

Ginumizde kalitsal hastaliklar etivolojilerindeki
kalitsal etkenin tidrdne gore asagidaki sekilde UG’i¢ gruba
ayrilarak incelenir:

I. Tekli Mutant Genlere Bagl:i Olanlar
A. Otozomal Kalitim

1. Otozomal dominant

2. Otozomal resesif
B. Gonozomal Kalitim

1. X'e bagli dominant

2. X'e bagli resesif

3. Y kromozomal

I1. Polijenik Glanlar

III. Kromozomal Olanlar

Bunlardan tekli mutant genlere bagli olanlarin

kalitim bicimleri aile, 1ikiz ve pedigri yoéntemi gibi
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dolayli yontemlerle polijenik olanlar genis anlamda aile
ve populasyon arastirmalari ile ve kromozomal olanlar ise

karyotip analizi ile ortaya konabilmektedir (17,18).
4.2.1. Kromozom Elde Etme Yontemi

Kromozomlar kemik 1iligi wve periferik kan kdltarda
yéntemi olarak adlandirilan iki farkli yéntem ile elde
edilir. Bu calismada MOORHEAD ve arkadaslarinin (19&0),
gelistirdikleri standart vya da makrokiiltir tekniQinin
modifiye sekli olan ve mikroteknik ya da tim kan teknigi

olarak bilinen yvontemden yararlanilmigtar (19).
4.2.2. Preparasyon tslemleri

a) 2,4-D uygulama konsantrasyonlari belirlenirken,
terapbtik doz ve maksimum doz olarak 1072 M ve 10-7 M
kullanildi. 10-= ™ dozu 6ldardcda doz 0ldudu icin
kullanilmadi, 10-4% M kullanild:. Bu dozlar kaltirlere
hemen, 24. saat ve 48, saatlerde uygulandi.

b) Steril malzeme kullanilarak aseptik koéullarda
hazirlanan stok kultdr ortami cozeltisinden yine aseptik
kosullarda 5 ml kiltir siselerine konup adzi kapatilarak
parafinden gecirildikten sonra buzdolabinda soklanarak
dondurulmustur. Kullanilacag:r zaman oda isisinda bekle-
tilerek ¢ozuilmesi saglanmistir.

€) Her denek icin bir kez kullanilan heparinize
edilmis plastik enjektdrle aliman vendz kandan aseptik

kosullarda agzi acilan kultidr sisesine 1 numarali enjektor
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iOnesiyle 9 damla damlatilip aQzi kapatilarak 3I7=C’'ye
ayarlanmis etidve birakilmistir. Etdve birakilan kGltdr-
lerin tzerine daha sonra eklenecek kimyasal maddeler,
antibiyotik miktari ve kimyasal bilesik ile etkilesme

stresiyle ilgili bilgiler etiketlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Deneylerin uygulama semasi

Sure| 72.Saat 48 .Saat 24 .Saat
Doz
Kontrol 1 1 1
10—4M 1 i 1
10—-7"M 1 1 1

d) Kialtirdn etive birakilis saatine godre, 48 saatlik
kdltare 24, saatte, 24 saatlik kdlture 48. saatte, hemen
olan kulture de 72. saatte ilgili stok c¢ozeltilerinden,
birakilmistair.

@) Kiltdrdeki hidcreleri, mitozun metafaz evresinde
durdurmak icin, 70. saatte 2 numarali enjektor ignesi ile
4'er damla kolsisin c¢ozeltisinden eklenerek tekrar etdve
verlegtirilmigtir.

f) 72. saatin sonunda kultidrler etivden alinarak
Uzerlerindeki etiketlerin benzeri bilgiler iceren
santrifdj tldplerine aktarilmistir. Tupler daha sonra 800

rpm'de 10 dakika santrifuj edilmistir. Bosalan kudltdr



17

siselerine ise 5 ml hipotonik c¢ozeltisi eklenmistir.
g) uUzerleri numaralandirilmis pastor pipetleri
tiplerin dzerindeki siva (sdpernatant) atilip, tdplerin

dibinde birakilan hicre ¢okuntldsd Gzerirme 5 ml. daha once
kdltdr siselerine barakilan bhipotonik eklenerek pipetaj
yapilmistir. Hipotonik or tamda hicre ve nukleus
membranlarinin parcalanmasi igin 10 dakika bekletildikten
sonra tekrar 800 rpm'de 10 dakika santrifij edilmistir.

h) Santrifudj islemi sonunda tuplerin Uzerindeki siva
atilarak kalan ¢okintd dzerine S5 ml fiksatif yavas yavas
damlatilip pipétaj vapilmis ve yarim saat bekletilmistir.
Coklintaye fiksatif uygulamadaki amac nukleuslara bulun-
duklari evrede tespit etmektir.

1) Tekrar 10 dakika santrifdj edilmis fiksatif ile
yapilan islem dort kez daha tekrarlandiktan sonra tiapte
kalan cdkdntanudn dzerine 3-4 damla fiksatif eklenmis, dort
adet lam Jdzerine damlatilarak yayma islemi yapilmistir.

i) Preparatlar kuruduktan sonra giemsa solusyonu ile
boyanmis 20 dakika bekletilmistir.Boya dékildikten sonra
musluk suyundan gecirilerek kurumaya birakilmistar.
Kuruyan preparatlarin temizlenmesi icin 10-15 saniye
sureyle sirasiyla aceton, aceton—-xylol ve xylol serisinden
gecirilerek kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlara
kanada balzami damlatilip lamel kapatilarak preparasyon

islemi tamamlanmistir.
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4.2.3. Preparatlarin DeQerlendirilmesi

DegQerlendirme islemi onceden hazirlanan defgerlendirme
formuna gerekli bilgiler kaydedildikten sonra mikroskop
altinda incelenmesiyle vapilmistzir. Preparat tarama
islemine kicluk bliyltmeli objektifle (10x) baslayarak iyi
ve kalitelil metafazlar segildikten sonra immersiyon
objektifiyle (100x) ayrintila olarak incelenmis ve
saptanan bulgular mikroskop saryo kayit numarasaiyla
birlikte deferlendirme formundaki boOlimlere kisaltilmis
semboller kullanilarak kaydedilmistir. Bu sekilde
deneklere ait her bir doz-sire kombinasyonu icin zorunlu
kalmadikeca 30 dan asafgi olmamak dzere metafaz plaga
degerlendirmeye alinmistir. tclerinden foto8raf cekilmesi
icin uygun olanlara sonraki islemlerde kolaylik olmasa
acisindan isaret konulmustur. Tarama islemleri sirasainda
bir duzensizlik olarak kabul edilmemekle beraber satellit
assosiasyonlari da kaydedilmigtir.

Fotograf cekimi immersiyon objektifi ve 25 ASA’ 11
film kullanilarak gerceklestirilmistir. Fotografi cekilen
her bir metafaz icin iki fotograf karti kullanilmis ve bu
kartlardan biri kontrol amaciyla bairakilirken, diQeri ile
karyotip yapilarak ddzensizligQin hangi grup kromozomu

tuttuQu saptanmaya gcalisilmistir.
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S. BULGULAR

Kromozom elde etme c¢alismalari metafaz safhasinda ve
in vitro sartlar altinda periferik kan kialtir yontemiyle
vapilmistair. 2,4-D'nin litrede 0.5 mgr ve 2.9 mgr

dozajlari ayarlanmis, dozajlar 10°% M ve 107 M olarak 5

ml lik flakon tudplerdeki besiyerlerine 72. saat, 48.
saat ve 24. saat olmak udzere verilmigtir. 72. saatte
verilen 2,4-D dozajlara besi vyerlerinde kromozom

dremesini oldukca azaltmis ve mitotik indeksi disdrmistir.
Ayni zamanda 104 M dozaj:i da mitotik indeksi
distGrmistir.

2n=46 kromozoma sahip olan insan kan;ndan hazirlanmis
normal bir karyotipte A grubu kromozomlar 1,2,3 numaral:i
kromozomlardir. Sentromerleri ortada en blyluk metasentrik
kromozomlardan oclusmustur. B grubu kromozomlar 4 ve 5.
ciftleri olusturan submetasentrik kromozomlardir. C grubu
kromozomlar submedian ve orta bldylkluktedir. 6~-12 arasa
numatralir kromozomlar 7 cift kromozomdan olusur. D grubu
kramozomlar akrosentrik kromozomlgrdlr. 13,14,ve 15
numarali kromozomlardan ibarettir. E grubu kromozomlar
16,17 ve 18 numaralir kugcltk submetasentrik kromozomlar
olarak gozlenir. F grubu kromozomlar 19, 20 numarala
kromozomlar olup, kucuk ve medyan sentromerlidir. G grubu
kromozomlar son iki kromozomu vani 21, 22 numarala
kromozomlari icerir ve en kiclk akrosentrik kromozomlardan

olusur. Esey kromozomlari ise ayri bir numarasi ve grubu
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olmayan X ve Y .kromozomlardir. X kromozomu C grubunun
bluylik kromozomuna benzer. Y kromozomu G grubu
kromozomlarin ozelligindedir. Bu calismada bayanlarin
harmonal deQisikliklerinin fazla olmasi nedeniyle erkek
birey;er kullanilmistir. Erkek bireyler 44+XY kromozomuna
sahiptir (20).

Preparatlarvﬁnce kugcdk bdylttmeli objektifle taranmis
(10x) ve stoplazma kalintilarindan arinmis, konsantrasyonu
orta derecede, kromatid kollara fazla uzaklagmamis
birbirine paralel kromozaomlar bulunduran iyi  boyanmis
metafaz plaklari secilmistir. OUst Uste binmis, kollara
bakdlmis yada vyanlara gelmis metafaz plaklari dikkate
alinmamistir. Uygun metafaz plaklara immersiyon
objektifine alinarak su islemler vapilmistir :

a) Sayim : Metafaz plagindaki kromozomlar sayilarak
kaydedildi.

b) Fotograf : Uygun metafaz plaklarin immersiyon
objektifiyle fotografi cekildi.

c) Fotograf OUzerinde Sayim : Daha sonra fotograf

duzerindeki kromozomlar sayildi.

Yontemine uygun olarak hazirlanmis olan ve
mikroskaopta 100x bayutme ile incelenmis metafazdaki
hicrelerde gdzlenen dizensizlikler iki grup halinde

deQerlendirilmistir.
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S.1. Dizensizlikler
5.1.1. Sayisal Didzensizlikler

Gézlemler sonucunda savyisal kromozom dazensizlikleri
iceren hilicrelerin de@erlendirmede dikkate alinmayacak
kadar seyrek oldugu saptand:. Bu nedenle deferlendirmeye

alinmamislardir.
5.1.2. Sekil Dizensizlikleri

Uygulanan herbisitin degisik doz ve siure kombinas—
yonlarinin sekil dizensizliklerinin gOrulme oranlarina
farklyi sekilde etkili olduu anlasilmistir (Tablo 3).
tncelenen metafaz plaklarinda en cok kromatid gap (Sekil
1), fragment kromozom (Sekil 2), kromatid kirik (Sekil
3,4), assasiyasyon (Sekil 35) ve isokromatid karik (Sekil
6) gozlenmistir. Uygulanan herbisitin deg9isik doz ve sire
kombinasyonlarinin neden oldugu sekil dudzensizliklerinin
sayl ve yidzde oranlari Grafik 1 de verilmistir.,
Herbisitin defisik doz ve sire kombinasyonlarinin neden
oldugu ddzensizliklerin karsilastirilabilmesi igin ayni
stire icindeki etkileri Grafik 1 ve 2' de verilmistir.

Sentromerlerden kopan kromatidlerin coQu kez
yuvarlaklasarak minute kromozom halini aldig9:i saptanmistir
(Sekil 7). Ayrica sentromerlerden kopan kromatidlerden
birbirine paralel olarak asentrik ve polikirik
kromozomlara rastlanilmistair (Sekil 8).

Metafaz plaklarinda rastlanan birden fazla
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dizensizlik ig¢eren huacrelerin 2,4-D dozu arttirildikga
arttigr (Grafik 2) gozlenmistir. Uygulama stresi arttikcga
(Grafik 3) hicre insidansi artmistair. Kontrol gruplarinda
(Grafik 1).

herhangi bir farkliliga rastlanmamistar

9.2. Mitotik tndeks

DeQisik doz ve sire uygulamalarinda saptanan mitotik
indeks deerleri yuzde olarak Grafik 3 ve Tablo 4° de
verilmistir. Mitotik indeks deQerleri kontrolin yldzdeleri
olarak Tablo 4 de gésterilmistir. Doz ve sire
arttirildikca mitotik indeks deQerleri dusmistir. 24 saat
Once verilen 1077 M dozu kontrol grubuyla yaklasik ayna
mitotik indeks deferi vermistir.

Tablo 4. 2,4~D uygulamalarinda gdzlenmis bulunan
mitotik indeks degerlerinin % oranlari

Sure K

Doz 10—= 107
24 13,2 10,06 13
48 13,2 9,65 12,13
72 13,2 8,8 8,87
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6. TARTISMA VE SONUC

Elde edilen bulgularain tartismas:, bulgular
bolimindeki siraya gore yapilacaktir. 2,4-D'nin etkileri
topluca Tablo 35 te gorulmektedir. Herbisitin kromozom
dizensizliklerine neden o0ldugu hicrelerin durumu asafida
maddeler halinde tartisilmaktadir.

2,4-D'nin kromozom dizensizligi iceren hidcre
olusumuna etkisi:

a) Kontrolle karsilastirildiginda 2,4-D’'nin tim
dozlari, bGtan uygulama sdirelerinde yiksek dizeyde
kromozom duzensizligine neden olmustur. En fazla etkin
oldufu sure 72. saatte verilen dozdur. Sudre uzadikca
dizensiz hicre sayisinin arttiga gdzlenmistir. Bu durum
kromozom dizensizlikleri ﬁze}inde herbisitin kesin
etkisini gdsterebilmesi igin belirli bir sdrenin gecmesi
gerektigini ortaya koymustur.

b)) 2,4-D’'nin ayni sure icinde dizensiz hicre
olusumuna etkisi, doza baQli olarak (ozellikle 10-°M)
degisik dozlarin ayni sure iginde neden olduklari duzensiz
hicre sayisindaki artais farklarinin da sidre uzadikca
blyldigu gozlenmistir (Grafik 2). Bu olaya marjinal fark
denir. Dozlar arasaindaki marjinal farkin, sdre uzadikca
biyimesi dikkati cekmektedir.

c) En fazla kromozomal kirilmalar (%), doz ve sure
arttigir zaman gozlenmistir. Tam aksine mitotik indeks (%)

digmektedir. En az kromozomal kirilmalar {(%4), doz ve siure
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Iablq s. kroaozomal kirilsalar ve % deferleri

Uyqulanan Doz (M) 10-4 10-7
Uyqulama Siresi 12 43 24 72 48 24
{Saat}

Didzensizlik | San1 47 17 12 23 9 )
treren Hicre

1 147 |47 [ 82 12,3 10,9 0.4

Say1 27 14 10 8 5 )
Kromatid gap

I 12,7 114 £ 0.8 0,5 (0.4

tsokrosatid | Say1 | 28 3 5 71 414 o
gap

1128 163 10,8 j0,7 0,4 0

Kromatid Say1 27 0 0 2 2 0

kirik
1 2,7 ] 0 0,2 } 0,2 0
Birden Fazla | Say: ) 1 8 ] 0 1
Dizensizlik

teren Hicre A 0,4 (8] ¢ 0,3 0 ]




azaldigi zaman gozlenmistir (Grafik 1) . Mitotik indeks
(Z) kontrol grubuyla (%) yaklasik ayni deQerlere sahiptir
(Grafik .3).

d) Kontrol grubunda gtzlenmis bulunan dizensizlik-
lerin orani o6nemli bulunmamistir (Grafik 3). 2,4-D,
adiz yoluyla alinmakla beraber ayni zamanda deriyle de
absorbe edilebilmektedir. Insanda biyolojik etkiyi 3I&6 mg
2,4-D kg/ vicut agirligi degerinde verebilmektedir. #Ama
gdnilldlerde yapilan c¢alismalarda yaklasik 5 mg 2,4-D kg/
vicut adirliginin toksik etki yaptigl gozlenmistir.

2,4-D"'yi de iceren tarimda kullanilan kimyasal
maddelerin pliskirtilmesinde calisan iscilerin lenfositle-—
rinde kromozom ve kromatid anormallikleri gozlemistir (2).

Yapilan kontro_llu calismalarda 2,4-D ve 2,4,53-T ‘ye
maruz kalan veya bunlarin Uretilmesinde gcalisan kisilerde
kanser riskinin 5 kat daha fazla olmasi lenfosit kultdrle-
rinde mutajenlerin aranmasini zorunlu kilar. Yalniz
buralarda kullanilan 2,4-D ve kontaminantlarinin beraber
bulunmasi tumdr olusumunda hangili turevin etkili oldugunun
saptanmasini zorlastirmaktadir (20—22)}

Elde edilen sonuglara gore olusan gap’larain, kromozo-
mal proteinin etkilenmesinden olustugu sanilmaktadzir.
Yalniz bunlar daha sonra eski hallerine donidsebilirler
(23,24). Yuksek konsantrasyonlarda mitotik indeks dusmek-
tedir.Ama metafaz plaklarin incelenmesini engelleyebilecek
dizeyde de8ildir. Bu konsantrasyonlarda mitotik indeksin

dismis olmasinin nedenti, DNA sentezinin engellenmesi
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suretiyle mitoz bdlunmenin durdurulmasidir. Bilindigi
gibi DNA sentezi sonraki mitoza hazairlik ve onun gerekli
olan 6n kademesidir. 2,4-D eritrositlere baglanmak
suretiyle kanda dolasmaktadir.

72. saatte verilen ylUksek dozajdaki 2,4-D herbisiti-
nin, kromozomal dizensizligi oldukca arttirdigir gbzlenmis-—

tir (Grafik 2). Bunun nedeni, sitolojik dizensizliklerin

genellikle profazda ortaya cakmasadar. Ayrica protein
sentezi bozulur ve kromatid kirilmalari da bu evrede
goriludr.

Somatik kromozom dizensizlikleri ile karsinogenesis
arasindaki iligkiler bugin 1ic¢cin tamamen agiklifa kavusmus
defildir. Ancak insanlarda kronik myeloid losemide 22.¢ift
kromozomda delesyon tipinde bir olgunun s&z konusu olduQu
bilinmektedir (22).

Mutajenlerle karsinojenler birbirleriyle siki
iliskilidir. Burada cofu mutajenler karsinojen etkisi de
gosterir (17).

Kanser hicrelerindeki kontrol disi Ureme nedeninin,
tek bir hicredeki bozulmus gen fonksiyonu olduQu ddsindle-
bilir. Kromozom kiriklari, gen delesyonlarinin clusturdugu
mutasyonlarin mikroskopta goridlebilen kismidir. Bunlarin
mutagenesise yol acabilmeleri odnemli bir yer olusturmak-
tadir.

Ulkemizde siklikla kullanilan 2,4-D ve tufevi
herbisidlerin bu tar duzensizlige neden olmasa ve

kanserojen etkisi nedeniyle, bu konuda arastirmalarin
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derinlestirilmesi gereklidir,

Sonuc¢ olarak 2,4-D'nin uygulanmasi: doz ve slreye
bagli olarak onemli derecede kromozom dizensizliklerine
neden olmaktadir.Bu de@erlendirme literatir bulgulariyla
da blyGdk uyum gostermektedir (1,2).

Bu etkilerin kalitsal yonG konumuzun disinda olduSu
igin incelenmemistir. Fakat dizensizliklerin cogu ya
steriliteye ya letaliteye ya da ikinci kusak dizensiz-
liklerine neden oldugu sdylenebilir.

Bu nedenle hormon ve herbisit olarak kullapilan 2,4-D
ve tirevlerinin dikkatli kullanilmasi ve gerekirse
kullanilmaktan kacinilmasi arastimamizin ortaya koyduQu en
onemli bulgulardandir.

Bulgularimizda da goraldugd gibi, yliksek konsantras-
yonlarin kiriklari arttirmasi ve etkilesme siresi arttikcga
mitotik indeksin dismesi bunun mutasyona yol acabileceQini
dasundurmektedir. Bu konu tartismaya aciktir. Kromatid ve
isokromatid kiriklar mutajen test icin son derece

elverislidir.
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Sekil 1. tnsan  kromozomlarinda 2,4-D’'nin 10—7 M
konsantrasyonun 72 saat uygulama siresi sonundaki durum;
Cg kromatid gap

Sekil 2. tnsan kromozomlarainda 2,4-D’'nin 10—4 M
konsantrasyonunda 48 saat uygulama siiresi sonundaki durum:
fragment
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Sekil 3. insan kromozomlarinda 2,4-D'nin 10—4 ™M
konsantrasyonunda 72 saat uygulama slUresi sonundaki durum;
Ap kromatid kairaiklar

Sekil 4. tnsan koromozomlarinda 2,4-D’'nin 10—-7 M

konsantrasyonunda 72 saat uygulama suresi sonundaki durum; -

Cqg kromatid kairaiklar
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Sekil S. tnsan kromozomlarainda 2,4—D'nin 10—~ M
konsantrasyonunda 4B saat uygulama siuresi sonundaki durum;
Dg, Dg assasiasvyonu

Sekil 6. insan kromozomlarainda 2,4-D'nin 104 M konsant-
rasyonunda 24 saat uygulama suresi sonundaki durum; Ap
kirik
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Sekil 7. tnsan kromozomlarinda 2.4-D'nin 10-7 M
konsantrasyonun 72 saat uygulama stresi sonundaki durum;

gap kromozom

Sekil B. tnsan kromozomlarainda 2,.4-D'nin 1074 M
konsantrasyonunda 48 saat uygulama slresi sonundaki durum;

polikairik kromozom
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9. OIGECM1S

Sanliurfa’ da doGdu. tlk ve orta
o8renimini Diyarbakir ' da tamamlada.

Dicle OUniversitesi Fen - Edebivyat
Faklltesi Bivoloji Bolumiunu bitirdi.

Dicle Universitesi Fen - Edebivat
Faktiltesi Biyoloji Boluminde Yiksek
Lisansa basladi.

Amid Lisesi ' nde Biyoloji oQretmeni
olarak gorevine devam etmektedir.

18, yomexdERETIM




