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OZET

BiR HERBISIT OLAN 2,4 D (DIKLOROFENOKSI ASETIK ASIT) iLE
OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN RATLARDA KLOROJENIK ASIDIN
MUHTEMEL KORUYUCU ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Yapilan bu tez c¢aligmasindaki amag; subkronik toksisiteye neden olan 2,4 D
(Diklorofenoksi Asetik Asit) bazli herbisit tarafindan eritrosit, karaciger, bobrek,
beyin, kalp ve ovaryum dokularinda olusturulan oksidatif stres, histopatolojik ve
immunohistokimyasal degisiklikler tizerine Klorojenik asidin (Kloro) iyilestirici
etkisini belirlemektir. Uygulama icin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurul‘undan E-60758568-020-255262 sayil1 onay alinarak baslandi. Caligmada 300-
350 g 10-12 haftalik toplam 28 Wistar erkek rat, her kafeste 7‘serli hayvan olacak
sekilde rastgele ornekleme yontemiyle 4 gruba ayrildi. Grup I ‘e (kontrol grubu)
calisma siiresince normal rodent yemi ve ¢esme suyu ad libitum verildi. Ayrica
serum fizyolojik oral olarak uygulandi. Uygulanan ajanlar ise Grup II’ye (KLORO)
Klorojenik asit 10 mg/kg, Grup III’e (2,4-D) 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit) bazli
herbisit 50 mg/kg ve Grup IV’e (2,4-D+KLORO) 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit)
bazli herbisit 50 mg/kg ve Klorojenik asit 10 mg/kg birlikte 28 giin boyunca giinde
birkez olacak sekilde oral gavaj ile verildi. 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit); kan,
karaciger, bobrek, beyin, kalp ve ovaryum dokularinda MDA diizeylerini 6nemli
oranda arttirirken, bu dokulardaki GSH diizeylerini ile dokulardaki ve eritrositlerdeki
SOD ve CAT aktivitelerini azalttigi belirlendi. Buna zit sekilde KLORO verilen
grupta bu parametrelerin diizeldigi goriildii. Ayrica KLORO’nun rat dokularinda 2,4
D (Diklorofenoksi Asetik Asit) tarafindan olusturulan histopatolojik degisiklikleri
diizelttigi goriildii. Sonug olarak Klorojenik asit, 2,4 D ile olusturulan lipid
peroksidasyonu engelleyerek ve antioksidan savunma sistemini aktive ederek
okidatif stresi 6nledigi ve 2,4-D’nin siganlarin kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve
ovaryum dokularinda yaptig1 hasari iyilestirdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit), oksidatif stres, klorojenik asit, rat



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF
CHLOROGENIC ACID IN RATS SUBJECTED TO OXIDATIVE STRESS
INDUCTED BY 2,4- D (DICHLOROPHENOXY ACETIC ACID), AHERBICIDE

The aim of this thesis study is to determine the curative effect of Chlorogenic acid
(Chloro) on oxidative stress, histopathological and immunohistochemistry changes
induced in blood, liver, heart, kidney, brain and ovary tissues by 2,4 D
(Dichlorophenoxy Acetic Acid) based herbicide causing subchronic toxicity.
Approval was obtained from Pamukkale University Animal Experiments Ethics
Committee for the application with the number E-60758568-020-255262. In the
study, a total of 28 Wistar male rats (300-350 g, 10-12 weeks old) were divided into
4 groups by random sampling method with 7 animals in each cage. Group | (control
group) was given normal rodent feed and tap water ad libitum during the study and
saline was administered orally. Chlorogenic acid 10 mg/kg was given to Group Il
(KLORO), 2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid) based herbicide 50 mg/kg was
given to Group 111 (2,4-D) and 2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid) based herbicide
50 mg/kg and chlorogenic acid 10 mg/kg were given to Group IV (2,4-D+KLORO)
by oral gavage once a day for 28 days. 2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid)
significantly increased MDA levels in blood, liver, heart, kidney, brain and ovarian
tissues, while it decreased GSH levels in these tissues and SOD and CAT activities in
tissues and erythrocytes. In contrast, these parameters were found to improve in the
KLORO-treated group. In addition, KLORO corrected the histopathological changes
induced by 2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid) in rat tissues. In conclusion,
KLORO prevented oxidative stress by inhibiting lipid peroxidation induced by 2,4 D
and activating the antioxidant defence system and improved the damage caused by

2,4 D in blood, liver, heart, kidney, brain and ovarian tissues of rats.

Keywords:2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid), oxidative stress, chlorogenic acid, rat
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1. GIRIS

Son teknolojik degisimler ile canlilar ¢ok fazla kimyasala maruz kalmaktadir. Bu
gelismeler ile birlikte her sene yeni kimyasallar iiretilmektedir. insanlarin bu
kimyasallara ¢ok farkli alanlarda ve farkli sekillerde maruz kalmasi nedeniyle birgok
farkli saglik sorunu da ortaya ¢ikmaktadir. Kimya endistrisinin gelismesiyle birlikte
tarim ve sanayinin yani sira giinliik hayatta da bir¢ok kimyasal {iriin kullanilmaktadir.
Bu maddeler yararlarinin yani sira, gerek dogrudan temas yoluyla gerekse kullanim
sonrasinda ¢evreye yayilma yoluyla gesitli nedenlerle ¢evre kirliligi (insanlar ve tim
ekosistemler igin) tizerinde olumsuz etkilere de sahiptirler. Ciinkii ¢evrenin tiim
unsurlart birbirine bagimlidir. Tarimda kullanilan ¢esitli maddeler basta su ve toprak

olmak tizere tiim biyolojik ¢evreyi kirletmektedir. (Polat, 1999).

Pek ¢ok bocek zararlisi tarimda birgok olumsuz etkiye neden oldugundan, insanlar ve
hayvanlar tizerindeki toksik etkileriyle bilinen pestisitler ¢evresel ekosistemlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. (Mossa vd., 2018). Pestisitler birgok organizmada
oldiirticti 6zelliklere sahip olmasina ragmen, kontrolsiiz kullanimlarmin hedef disi
organizmalarda olumsuz etkilere neden oldugu bir¢ok ¢alisma ile ortaya konmustur.
(Hanazato, 2001; Alavanja vd., 2004; Braak vd., 2018).

Yapilmis olan bu tez ¢alismasinda da rutinde kullanilan herbisitlerden birisi olan 2,4
D (Diklorofenoksi Asetik Asit) Wistar-albino ratlar {izerindeki subakut uygulanmasi
sonucunda Klorojenik asitin oksidan- antioksidan savunma sistemine ve dokular
tizerindeki degisikliklerine etkilerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak

arastirilmasi amaglandi.



1.1 Pestisitler

Tarimsal kirliligin en biiyiik nedeni pestisitlerdir. Herbisitler ve pestisitler giinliik
yasamimizda yaygm olarak kullanilmaktadir. Giliniimiizde dogaya zararh
maddelerden daha az zarar veren ¢esitli maddeler iizerine arastirmalar hizla devam
etmektedir. (Gomez vd., 2001). Diinya Saglik Orgiitii'niin yapmis oldugu
arastirmalarda diinya niifusunun %80'i hala dogal yontemlerle kesfedilen bitkisel
kaynakl1 ilaglara giivenmektedir. Ancak giinlimiizde ¢esitli amaglarla kullanilan cogu
sentetik olmak tizere 80.000'den fazla kimyasal bulunmaktadir. Bu maddeler ayni
zamanda insan sagligina da zararhidir. Bu Kimyasallar arasinda; aktif farmasotik
bilesenler, kozmetikler, gida katki maddeleri ve pestisitler basta gelmektedir (WHO,
1990).

Tarim alanlarinda pestisit kullaniminda “bitki biiyiime diizenleyicileri” 6nemli
faydalar saglamaktadir. Pestisitlerin tarihine baktigimizda, 19. yiizyilin sonlarina
kadar mekanik ve insani miicadelenin daha baskin oldugu gorglmektedir. Bitkilerde
yabanci ot kontrolii, demir veya bakir siilfat ve hatta siilfiirik asit gibi basit inorganik
maddelerin  kullanilmasiyla baslamistir. Bu bilesikler kontrollii bir sekilde
uygulanmadig: i¢in ¢ogunlukla bitki Ortiisiiniin tamamia uygulanmakta ve bunun
yiiziinden de hem bitkilere, hem dogal hayata, hem de insanlara zararl etkileri
bulunmaktadir. (Buchel, 1977).

Pestisitler, gidalarin tiim {iretim ve tliketim asamalar1 ile muhafazasi sirasinda
gidalarin tiretimini olumsuz etkileyen ve {irlinlere zarar veren mikroorganizmalari,
bocekleri ve diger parazitleri dldiirmek icin iiretilmis iiriinlerdir (Ozcan, 2003). Bu
amagla tarimda zararhlarla savasmak amaciyla kullanilmaktadirlar (Onciier, 1991).
Pestisitler; gortiniislerine, fiziksel yapilarina ve kimyasal olusumlarina, igerdikleri
etken maddelere, cins ve grubuna, toksik degerlerine ve kullanim alanlarina gore
farkli sekillerde smiflandirilirlar (Yonten, 2006). Kacak yapilasmanin en biiyiik
sorunlarindan biri de yerlesim alaninda halen varligini stirdiiren endiistriyel ve
tarimsal faaliyetler olusturmaktadir. Bu durumlardan kaynaklanan kirleticilerin asiri
ve kontrolsiiz kullanimi, kontrolsiiz aritma islemleri nedeniyle atik su kanallarina
birakilmasi zehirlenmelere neden olmaktadir. Atik suyun igerdigi istenmeyen

kimyasallar veya gesitli aritma formiilasyonlar1 bu ortamda yasayan organizmalari
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tehdit ettigi gibi, gida kirliligi riski nedeniyle insan sagligin1 da tehlikeye atmaktadr.
(Gomez vd., 2001).

Gliniimiizde insanlar pek ¢ok tiirde toksik madde ile karsi karsiya kalabilmektedir.
Bunlardan birisi de pestisit gruplarindan olusmaktadir. Cesitli yollarla (gidalarda ve
icme suyunda birikmesi gibi) pestisitlerin etkilerine maruz kalindiginda, bu toksik
maddelerle iliskili riskler canlilar i¢in olumsuzluklar meydana getirmektedir.
(Abdollahi vd., 2004). Bu tehlikelerin baslicalar1 ise bas agrilari, mide bulantisi, cilt
ve gOz tahrisi ile bag donmesi gibi kisa siireli etkilerin yani sira; astim, kanser,
diyabet vb. yasam boyu siiren hastaliklar da goriilebilmektedir (Kim vd., 2017).
Pestisitlere maruz kalma dort ana yolla ger¢eklesmektedir. Bunlar cilt, agiz, gézler ve
solunum yollaridir. Pestisit zehirlenmesi ¢ogunlukla agiz yoluyla meydana
gelmektedir. Bunu daha az oranda deri emilimi takip etmektedir. Ugucu bilesenlerin
varhigi nedeniyle yapilan ¢alismalar inhalasyon yoluyla maruz kalmanin yiiksek risk
olusturdugunu gostermektedir (Lushchak vd., 2018).

Pestisit kaynakli zehirlenmeler genellikle pestisitlerin iretimi, hazirlanmasi ve
bitkilere uygulanmasi sirasinda maruz kalinabilecegi gibi; ayrica pestisit igeren
gidalarin kazara yutulmasi sirasinda da meydana gelmektedir. En yaygin olani, ilagh
gidalarin tiiketilmesinden sonra ortaya c¢ikan olgulardan olusmaktadir. Pestisit
zehirlenmesi  durumunda; sinir, solunum, kalp-damar, mide ve bagisiklik
sistemlerinde pek ¢ok sorun ortaya ¢ikmaktadir. Gidalardaki pestisit kalintilarindan
kaynaklanan kronik zehirlenmeler sonucunda akciger hastaliklari, karaciger ve
bobreklerde nekroz goriilebilmektedir. Uzun stire pestisitlere maruz kalan kisilerde
dolasim sistemi, karaciger ve bobrekler gibi i¢ organlarin yani sira cCilt ve gozlerde

tahrise neden oldugu belirlenmistir (Tatl1, 2006).

Pestisitler ¢evreye salindiktan sonra belli bir siire igerisinde giinesin etkisiyle
parcalanmazsa ya da bakteri aktivitesi ile kimyasal yapis1 degistirilmezse belli bir
stire sonra meyvelerin yiizeylerinde birikim gosterir. Toprakta biriken pestisitler
belirli bir siire icerisinde topraktaki mikroorganizmalarin ve bazi zararli hayvanlarin
yok olmasma veya etkisiz hale gelmesine sebep olur. Bunun yami sira bakir,
aliminyum ve kalay gibi agir metal igeren iriinlerle piyasaya sunulmus pestisitler

uzun yar1 Omiirlere sahip oldugundan bitkiler tarafindan kolaylikla emilmekte ve
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insanlar bu bitkileri tikettiginde saglik sorunlarina neden olmaktadir (Yonten, 2006).

1.1.1. Herbisitler

Zararl tirtinleri ve yabani otlar1 ortadan kaldirmak igin kullanilan tarimsal pestisitlere
herbisit ad1 verilmektedir. Herbisitler bitkiler tizerindeki etkilerine gore iki kategoriye
ayrilir: "Tiire 6zgii olmayan (yani tiim bitki tiirlerini etkileyenler)” ve "tiire 6zgii
olanlar" yani yalnizca belirli tiirler igin toksik olanlardan olusmaktadir. Herbisitler
bitkilere etki ettikleri yere ve uygulanma sekline gore ti¢ farkli sekilde siniflandirilir:
Kontakt herbisitler (yaprak ve govdelerle temas yoluyla bitkilere zarar veren
maddeler; 6rnegin bipiridil grubu), “sistemik herbisitler” *(bitkinin yaprak ve govde
gibi damar sistemine yayilarak bitkilere zarar veren maddeler) koklerle temas
ettiginde bitkinin damarlar1 (6rn. klorofenoksiasetik asit tlirevleri) tarafindan hizla
emilenler ve son olarak "bitkinin kok sistemi veya “tohum ¢imlenmesini etkileyen
herbisitler” (pentaklorofenol-PCB gibi topraga karisan ve istenmeyen bitki

tohumlarini yok eden maddeler) olarak siniflandirilir (Vural, 1996).

1.1.2. 2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit)

1.1.2.1. 2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit)’in Genel Ozellikleri

2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit), bitki biiyiime aktivatorii olarak ilk kez 1942 yilinda
Zimmerman ve Hitchcock tarafindan kesfedilmis ve 1944 yilinda Hammer ve Tukes
tarafindan herbisit olarak piyasaya siirlilmistiir (Yonten, 2006). 2,4-D, genis
kullanim alanina sahip olan fenoksialkanoik asit herbisitlerdendir (Vroumsia vd.,
2005; Giingor, 2007). 2,4-D asidi, 2,4-D asit dimetilamin tuzu ve 2,4-D asit

isooktilester’in kimyasal yapist Sekil 1'de gosterilmistir.
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Sekil 1.1 2,4-D’nin kimyasal yapis1 (Washington State Department of
Ecology, 2001)

2,4-D kesfedildiginde hormonlarin biyolojik aktivitesine benzer organik etkiler
yaratmast beklenirken sonrasinda ot oOldiirlici Ozellikleri agiga g¢ikmustir.
Aragtirmacilardan Zimmerman ve Hithoock yaptiklar: tarla denemelerinde bu iiriiniin
genis yaprak olusumuna sahip yabanci otlara karsi etkili oldugunu belirlemislerdir.
Ancak bu g¢alismalar bir siire gizlice yiritilmistir (Ecevit vd., 1999). Ciinki
Amerika; Tarimsal amaglarin yani sira, Vietnam Savasi'nda 2,4-D ve 2,4,5-T
karisimi bitkileri 6ldiirmek igin kullanmistir (Westing, 1979). 2,4-D, klorofenoksi
bilesik ailesine aittir ve beyaz bir toz halinde bulunur. Yaygin olarak amino tuzlari ve
esterleriyle birlikte kullanima sunulmustur. Diklorofenoksi asetik asitin ester formu
buharlagsmayla kayboldugu i¢in, diger formu olan amin tuzlari daha yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu iki farkli form genis yaprakli yabani otlara kars
etkilidir. Ancak ester formu ugucu olmasindan dolay1 kullanimi sinirhidir. Bu nedenle
karma tiretim yapilan tarim alanlarinda kullanilmasi 6nerilmez. Ayrica farkli cografi
ulagim yoluyla bugday yetistirme alanlarinin yakininda bulunan diger mahsullere de
ciddi hasarlar verebilir. Uretime sunulmus olan ester formlar1 agirlikli olarak tahil
tariminin yogun olarak yapildigi Anadolu'nun orta, dogu ve giineydogu bolgelerinde
kullanilmaktadir. Ester formlarinin yogun kullanilmasinin sebebi ise yabanci otlara
kars1 daha etkili olmasi ile agiklanabilmektedir. Bir diger formu olan amin formlar
ise daha az etkili olmasina ragmen ugucu olmadiklar1 i¢in karma yetistirme
alanlarinda giivenle kullanima sunulabilmektedir (Tepe, 1997). 2,4-D; toz, kristaller
ve sari-beyaz bir kati halinde bulunabilir. Aktif olan maddesi serbest asit formudur.
Fenoksi herbisitler, amin tiirevleri, esterler ve tuzlar halinde ticari preparatlarda
mevcuttur (Sota vd., 2003; Giingér, 2007).

2,4-D'nin yaygin kullanimu ile birlikte yabani otlarin mekanik olarak yok edilmesinin
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yerini almistir. (Khalil, 2003; Kwan ve Chu, 2004). Bitkiler ilaglamadan sonra 4 ila 6
saat i¢inde 2,4-D’nin emilimi gerceklesir. 2,4-D, bitkilerdeki istenmeyen ot
olusumlarinin kok ve siirglinlerinin biiylime noktalarina etki ederek biiyiimeyi
engellemektedir (Shankar vd., 2006; Giingor, 2007). Metabolik 6zelliklerine
bakildiginda kullanim alanlar1 sunlardir: Genis yaprakli bitkiler (Sariot, Gokbas,
Hardal, Koygociiren, Pelemir, Akhindiba, Arap fasulyesi, Atkuyrugu, Ballibaba,
Coban Cantasi, Bitki Coban Asasi, Demir Diken, D6n Baba, Diigiin Cigegi, Fare
Kulagi), Hashas, Aygigegi, Kavanci Otu, Sirke, Kekre, Miirdiim, Papatya, Sirke,
Okiiz Dili, Tarla Sarimsagi, Yonca, Ekmek tavsani, turna gagasi, yabani su teresi,
kanarya otu, kus yemi, veneperus taragi). 2,4-D, bitkiler tarafindan kokler ve

yapraklar yoluyla emilir, ardindan diger bélgelerine dogru taginir (Yalginkaya, 2006).

1.1.2.2. 2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit)’nin Topraktan Emilimi ve Atilinm

2,4-D’lerin uygulandiktan sonra 1-18 ay arasinda toprakta kalabildiklerini
belirlenmistir (Oztiirk, 1997). Baz1 klorofenoksi asitler, bunlarin tuzlar1 ve esterleri;
cilt, géz, solunum ve sindirim sistemlerinde zararli etkilere neden olmaktadir. 2,4-D
sindirim sisteminden yiiksek oranda emilirken akcigerlerden emilimi zayiftir. Deri
yoluyla emilim ise minimum diizeydedir (Arnold vd., 1989). Klorofenoksi
bilesiklerinin yag dokusunda birikimi olduk¢a diisiiktir. Domuzlara 1 mg/kg
dozunda 2,4-D enjekte edildiginde, 6 ila 8 saat i¢inde dalakta, kanda, karacigerde,
bobreklerde ve akcigerlerde birikim gosterdigi belirlenmistir. Ancak beyin ve kas
dokusunda diisiik seviyelerde biriktigi bulunmustur. Ayrica 24 saat sonrasinda
dokularda 2,4-D tespit edilememistir. Farelerde ve domuzlarda 2,4-D'nin plasentadan
herhangi bir degisiklige ugramadan gecis yaptigi belirlenmistir. Ratlarin uterus
dokusu ile plasenta, fetus ve amniyotik sivisinda %20 oraninda 2,4-D tespit
edilmistir. Bagka bir ¢aligmada ise tavuk yumurtasinda az miktarda biriktigi tespit
edilmistir. (EXTOXNET, 1996). 2,4-D oral olarak uygulanmasindan sonra sekiz saat
igerisinde yiiksek plazma konsantrasyonuna ulasmaktadir (Erne, 1966). Insanlarda 5
mg/kg viicut agirligi dozunda 2,4-D emiliminin tam ve hizli oldugu gozlenmistir. Bir
calismada 4 saat sonra plazma konsantrasyonlarinda yiikselme gézlenirken, benzer
bir ¢alismada bunun 7 saat i¢inde ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. (Kohli vd., 1974,
Sauerhoff vd., 1977). Gebe hayvanlarda tek bir herbisit dozunun %17'si plasentay:
gecip embriyoya ulasabilmistir.



Tiim tiirlerde 2,4-D’nin idrarla atilimi gerceklesmektedir. Insan viicudundaki
ortalama yarilanma omri 13 ila 39 saattir. 2,4,5-T'nin yar1 omri 24 saatten
olusmaktadir. Yarilanma Omrii artan dozlarda ve ani toksikasyon olustugu
durumlarda uzamaktadir (Prescott vd., 1979; Keller vd., 1994; Ftiesen vd., 1990).
2,4-D’nin ortalama bes giin sonra idrarla insan viicudundan uzaklastirildig1 yapilan

arastirmalarla belirlenmistir (Feldman vd., 1974).

1.2. Serbest Radikal

Dis yoriingelerinde eslesmemis elektronlara sahip olan atomlar veya bilesikler son
derece aktiftir ve bu elektronlar1 paylasmak i¢in diger molekiillerle hizla reaksiyona
girebilir. Omiirleri kisa, reaktifler, hiicrelerde enerji iiretmek icin solunum yolu gibi
birgok reaksiyonla iiretilebilen molekiillerdir. Diinya atmosferinde serbest radikal
olarak siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit, peroksinitrit ve demir, bakir
gibi geg¢is metalleri bulunmaktadir. Bunlarin en giiglii oksidani olan hidroksil
radikalinin yar1 6mrii kisadir ve ¢ogu biyolojik molekiile zarar verecek sekilde
reaksiyona girer. Serbest radikaller canli organizmalarda birgok farkli nedenden
dolay1 ortaya ¢ikabilir. Uretilen serbest radikaller, genetik materyalin yap: taslari olan
hiicre i¢i proteinlere, ozellikle de membran lipitlerine veya niikleik asitlere
baglanarak yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ve hiicre hasarina neden olur (Hu
vd., 2019).

Bu radikal olusumlar1 endojen ve eksojen olarak siniflandirilir. Endojen kaynakli
olanlar, yangisal olgularin olusumu sirasinda sitokinlerin salinmasini takiben bu
serbest radikallerin tiretimini tetikleyen nétrofiller ve makrofajlardir. Benzer sekilde
mitokondride serbest radikaller, aerobik solunum sirasinda elektron tasima sistemi
tarafindan aktiflenen oksijenin yan iiriinleri olarak tiretilir. Pestisitler, 6zellikle UV
isinlar, X 1sinlari, gama isinlari, Kloroform, alkol ve tiitiin gibi su kirleticileri de
eksojen kaynaklara bagli serbest radikallere 6rnek olarak verilebilir (Alter vd.,
2018).

Oksijen yasamin temel unsurunu olusturmaktadir. Bir¢ok organik molekiiliin

(hidrojen,  kiikiirt, karbon, nitrojen)’de temelini  olusturmaktadir. Canli
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organizmalarda reaksiyonlarin olusumunda oksijen kullanilir. Bunun %901 enerji
deposu olarak bilinen mitokondride oksidatif fosforilasyonda kullanilir. Mitokondri
suda kullanilan oksijenin ortalama %21 ile 3'i arasindaki bir degeri ROS (reaktif

oksijen tiirleri)'a doniistiirmektedir (Muller vd., 2004).

Olusan ROS tiirleri kendi igerisinde {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar; siiperoksit
radikalleri, hidrojen peroksit radikalleri ve hidroksil radikallerinden olusmaktadir.
ROS tiirleri son derece reaktif molekiiller oldugundan hiicrelerin yap1 tasi olan lipid,
protein ve karbonhidrat yapilarinda fonksiyon bozukluklarina neden olurlar. Bu
nedenle antioksidan sistem veya antioksidanlar olarak bilinen savunma sistemi, hiicre
yapilarinin zarar gérmesini 6nlemek i¢in mevcuttur. Bu antioksidanlar iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar ise endojen (antioksidan enzimler) ve eksojen (vitaminler)’den
olugsmaktadir.  Antioksidanlarin baslica gorevi, ROS'U bulundugu yerden

uzaklastirmak ya da onlar1 daha zararsiz molekiillere indirgemektir (Li vd., 2021).

Viicutta oksidan ve antioksidan iligkisi hep bir denge halindedir. Ancak bazi endojen
ve eksojen kaynaklara bagli olarak ROS'taki artis dengeyi oksidanlar lehine
degistirmeye baglar (Flora, 2007). Bu durumda antioksidanlar oksidan artigini
engellemediginde oksidatif stres diye adlandirdigimiz durum ortaya ¢ikar.
Dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan
ROS'un neden oldugu bir patolojidir ve tiim aerobik hiicrelerde gorilir. ROS
miktarmin artmasi ve antioksidan savunma sisteminin detoksifikasyon kapasitesinin
azalmas1 nedeniyle serbest radikallerin birikmesi, hiicre zarlarmm lipit yapisinda

oksidatif hasara neden olmaktadir.

1.3. Oksidatif Stres

Antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen tiirleri arasindaki dengesizlige
oksidatif stres adi verilmektedir. Oksidatif stresin memelilerde ve diger canlilarda
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) {rettigi bilinmektedir. Antioksidanlarin ROS'u
temizlemeye yeterli olmadigi durumlarda viicutta farkli olumsuz durumlar ortaya
cikabilmektedir. Oksidatif stres ayn1 zamanda viicuttaki redoks eslesmesindeki

uyumsuzluk olarak da tanimlanabilir. Bu sekillenen uyumsuzlugun nedeninin ¢ok
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faktorli oldugu goriilmektedir (DSouza, 2017).

Hava Kirleticileri, hiicresel metabolik aktivite veya sigara dumani gibi gevresel
faktorler ROS iiretimine neden olur. Bundan dolay: yapilarinda bulunan eslesmemis
elektronlar sebebiyle yiiksek reaktif molekiiller olarak goriiniir. ROS olusumunun
temel kaynagi, mitokondriyal solunum zincirinden elektronlarin sizmasi ve bunlarin
ardindan molekiiler oksijene aktarilmasidir. Bu olusum da siiperoksit anyonunun
(02)’e doniisimiine yol agar. ROS'un kendisi, O, iireten nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimini aktive ederek iiretilen nitrik oksitin
(NO) fizyolojik tretimini artirir ve endotelyal fonksiyon bozuklugu durumunda,
peroksinitritin enzimatik oksidasyonu yoluyla NO iiretimini nétralize eder. Coklu
doymamis yag asitleri metabolize edildikten sonra malondialdehit (MDA) dahil
olmak tizere lipid peroksidasyonunun bir¢ok son iiriiniiniin tiretilmesine sebep olur
(Rehman ve Akash, 2017).

Bunun yani sira ROS redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin yukari regiilasyonu
ve histon asetilasyonunu degistirerek kromatinin yeniden diizenlenmesi Yyoluyla
cesitli genlerin ekspresyonunu da etkiler. Redoks durumunun diizenlenmesi organin
hayatta kalmasi, aktivasyonu, ¢ogalmasi ve islevi igin gereklidir. ROS ara maddeleri
olan siiperoksit ve hidroksil radikallerinin yani sira hidrojen peroksite ilave olarak
pek cok radikal olusumu lipid ve protein peroksidasyonu ve niikleik asit hasar1 basta
olmak iizere direkt olarak hiicresel tahribat olusturabilir (Manda vd., 2009). Oksidatif
stres, antioksidanlarin tiikenmesiyle baslar ve oksidan reaktiflerin birikiminin
zamanla artmasi nedeniyle oksidan ve antioksidan arasindaki denge bozuldugunda
ortaya ¢ikar. Oksidatif stres basladiginda hiicreler, birgok mekanizmayi aktifleyip;
yapisal proteinleri kodlayan genleri aktive ederek veya inhibe ederek oksidatif
etkileri ortadan kaldirmaya ve redoks dengesini eski saglikli durumuna doniistirmeye
caligir (Dalton vd., 1996). Viicuttaki daha yiiksek ROS iiretimi DNA'nin yapisini
degistirebilir. Bu, protein ve lipit modifikasyonlar1 yoluyla pro- ve anti-inflamatuar
sitokinlerin iiretiminin artmasina ve ayrica gesitli transkripsiyon faktorlerinin stres
kaynakl1 aktivasyonuna yol agar. Bununla birlikte oksidatif stres ayn1 zamanda doku
hasarmin ve hatta esas olarak nekroz, apoptoz ve inflamasyon mekanizmalar1 yoluyla
meydana gelebilen hiicre 6limiiniin de 6nemli bir nedenidir. Ayrica yaslanma

stirecini de hizlandirir ve birgok farkli dejeneratif degisime neden olur (Sies vd.,
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2020).

Tarimda yaygin olarak kullanilan UV 1sinlari, Kimyasallar ve pestisitler strese neden
olabilir. Bu olusan oksidatif stres, lipitler, modifiye proteinler, DNA ve molekiiler
agirliklt antioksidanlar dahil olmak iizere ROS'un indiikledigi hiicresel bilesenlerdeki
yiiksek veya diisiik degisiklikler yoluyla izlenebilir (Lushchak vd., 2018). Fazla
olusan hidroksil radikalleri ve peroksinitrit, lipit tabakasinin hasarina yol agabilir ve
dolayisiyla hiicre zarlarina ve lipoproteinlere zarar vererek kan ve dokularda
malondialdehit (MDA) bilesiklerinin olusumuna Sebep olabilir. Radikaller, hizla
yayilan lipit peroksidasyonuna neden olur ve ¢ok sayida lipit molekiiliinii etkiler.
LPO, serbest radikal ara iiriinleri olusturmak ve yari kararl peroksitler olusturmak
icin lipitlerin ve oksijenin direkt reaksiyonunun olusmasina neden olur (Pizzino vd.,
2017). Patolojide hiicre boyutunda inceleme yapildiginda serbest radikal
mekanizmasi, toksisitede ve hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybinda 6nemli bir faktor olan
fosfolipidlerin pargalanmasi yoluyla doku dejenerasyonuna ve nekrozuna neden

olmaktadir (Forman ve Zhang, 2021)

1.4. Nekroz ve Apopitoz Tanim

Birbirinden iki farkli yol ile hiicreler 6lime siiriiklenmektedir. Bu yontemler ise
apoptoz ve nekrozdur. Nekroz terimi; O, eksikligi, sicaklik degisiklikleri, gesitli
zehirlenmeler gibi hiicre disindaki faktorlere maruz kalma sonucu olusabilecek gesitli
fiziksel ve kimyasal sebeplere bagli olarak olusabilecek travmatik olaylar nedeniyle
olusan hiicre o6limleridir. Apoptoz, metabolizma igin gerekli olmayan, biyolojik
islevini tamamlamis veya hasar gormiis hiicrelerin zararsiz bir sekilde yok edilmesini
saglarken aym1 zamanda genetik olarak da ortadan kaldirilmasmi saglayan
programlanmis hiicre 6limi siirecidir. Nekroz ise; patolojide tanim olarak kabul
edilir (Thompson, 1999). Apoptoz, kelimenin tam anlamiyla bir agacin yapraklarinin
dokiilmesini tanimlayan latince bir terimdir. Apo, farkli; pitoz ise diisme anlamina
geldigi kabul edilir. Daha sonraki yillarda yapilan calismalara gore giiniimiizde
apoptoz olarak bilinen tanim, gesitli yonleriyle canlilardaki metabolik olaylarin bir

fonksiyonunu olusturan dongii olarak kabul gérmektedir.
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Apoptoz olgusu, metabolizmaya zarar veren hiicre ve yapilarin ortadan
kaldirilmasinda, embriyonik gelisim asamasindaki farklilasmada, savunma sisteminin
gelisim asamasinda, inflamatuar siirecin ¢6ziilmesinde, organ ve sistemlerdeki
hiicrelerinin kontroliinde, fonksiyonel ve sistemik yikimda onem kazanmaktadir.
Hasarl1 hiicreler, viicudun homeostazisinin devamliliginda 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
fonksiyonlarin bozulmasi1 organ fonksiyonlarin1 yavaglatabilir ve tiimdrlerin
olusmasina neden olabilir. Nekroz ve apoptozun hiicre 6liimiinii tetikleme yontemleri
olarak tanimlanmasina ragmen, iki 6liim tipinin histopatolojik ve fizyolojik nedenleri
arasinda farkliliklar vardir. Nekrozun kendine 6zgii bir 6zelligi de 6limiin hiicre
gruplarinda meydana gelmesidir. Nekrozun en fazla karsilagilan nedeni oksijen
eksikligidir. Ayni sekilde arsenik ve kadmiyum gibi agir metaller, tarim ilaglar1 ve
siyaniir gibi toksik triinler de nekroza neden olmaktadir. Nekrotik olaylar zinciri,
hiicre gecirgenliginin arttirtlmasinda rol oynarken, hiicrelerin ve organel yapilarinin
parg¢alanmasina ve ardindan sitoplazmanin ve niikleer biitiinliigiin hiicreler arasindaki
bosluklara salgilanmasina neden olur (Ozoran, 1992). Hiicre 6liimiinden sonra, temel
faktorlerin hiicreden hiicreler arasi bosluga salgilanmasi ile inflamasyona neden
olabilir. Bu olayin asil 6zelligi makrofaj ve nétrofil dedigimiz inflamatuar hiicrelerin
nekroz olugsmus bolgeye goc etmesidir. Gog eden bu hiicreler nekrotik dokuyu
fagosite eder ve yangi olusumunda nekrozun 6nemli bir isareti olarak kabul edilir.
Apoptoz, nekrozdan farkli olarak inflamasyon olmadan gergeklesen, diizenlenen,
genetik olarak programlanan, protein ve enerji sentezi gerektiren, metabolik dengeyi
saglayan bir olay olarak kabul edilmektedir. (Oztiirk, 2002).

Baz1 hastalik durumlarinda da apoptoz gorilebilmektedir. Asirn  apoptoz,
norodejeneratif degisikliklere, AIDS'te goriilen lenfosit kaybina, malignitelerin ve
otoimmiin lezyonlarin azalmasi gibi durumlara neden olur. Embriyonik ve fetal
gelisim sirasinda normal gelisimi tamamlayan bazi hiicreler apoptoza yonlendirilir.
Derinin keratin hiicreleri dermisten epidermise dogru hareket ederek epidermisin en
dis tabakast olan stratum korneum katmanini olusturur. Timorlerde gerileme
asamasinda hiicreler Olmektedir. Caligmalar apoptozun Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, reperfiizyon hasari, hepatit ve otoimmiin hastaliklarda yaygin

olarak karsilasildigini gostermistir. (Guerrero ve Arias, 2001).

1.4.1. Apoptoziste Meydana Gelen Hiicre Oliimiiniin Asamalar
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Apoptoz tanimi, hiicreden igsel veya dissal olarak gelen iletilerle tetiklenen ve takip
edilen olaylar biitiinii olarak nitelendirilebilmektedir. Sonunda hiicrenin fagositozuyla
sona erer. Programlanmig hiicre 6liimii, hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu
ile baslar. Bu siire¢, hiicrede ¢esitli biyokimyasal, fiziksel ve histopatolojik
degisikliklere yol agar ve son olarak fagositoz ile tamamlanir. Bir hiicrede apoptozun
gerceklesebilmesi icin Oncelikle genetik mekanizmay1 harekete geciren bir sinyalle
karsilagsmasi gerekir (Thompson, 1999).

1.4.1.1. Timoér Nekrozis Faktor Siiperailesi Reseptorleriyle Hiicre

Disindan Kaynaklanan Apoptozis

Hiicre yiizeyindeki reseptorleri, degisik reseptorleri aktive ederek hiicre
fonksiyonunda degisikliklere neden olabilir (Franco vd., 2009). Hiicre yiizeyi
reseptorleri de hiicre 6liimiine sebep olabilir. Apoptoza bagli olan 6nemli bir grup
reseptor, timor nekroz faktor reseptori (TNFR) olarak adlandirilir. Bu reseptor
ailesinin en az 19 iiyesi bulunmaktadir. Bu reseptdrlerin biyolojik iglevleri gesitlidir;
bazilar1 hiicre Oliimiine (apoptoz) yol agarken, digerleri hiicre c¢ogalmasim
(proliferasyon) tesvik eder. Her ikisinin de goriilebildigi durumlar bulunmaktadir
(Thompson., 1999). Apoptozdan sorumlu en 6nemli TNFR reseptorleri Fas ve
TNFR1'dir. Uyartyr aldiktan sonra hiicrenin sitoplazmasinin bazi kisimlar1 adaptor
proteinlere tutunmaya c¢aligir. Oliim bélgeleri, 6liim reseptdrlerine baglandiginda
apoptotik mekanizmalar1 harekete gegcirir ve sinyali hiicre disindan hiicre i¢ine iletir.
Bu yolaklardan en 6nemlisi Fas proteinidir. Fas, sadece Fas ligand1 (FasL) ad1 verilen
hiicre dis1 bir sinyal tarafindan baglatilir. FasL, Fas'a baglandiginda kaspaz 8'1 aktive

eder ve kaspaz zinciri bu siirece dahil olur (Guerrero, 1998).

1.4.1.2. Hiicre icinden kaynaklanan ve mitokondriyal yol aracihigiyla

diizenlenen apoptozis

Mitokondri, hiicre igindeki iletilerle baslatilan apoptozda 6nemli bir rol oynar. Sinyal
yolu, dis mitokondriyal membranin gegirgenliginin artmasina yol agar. Bu zarin
gecirgenligine de cesitli proteinler eslik eder. Bunlardan en 6nemlileri Bcl-2 grubu

proteinleridir. Bu gruptaki bazi proteinler anti-apoptotik, digerleri ise pro-apoptotik
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olarak smiflandirilir (Gastman, 2001). Bcl-2 proteininin anti-apoptotik oldugu
bilinmektedir. Mitokondrinin dis zarina ve apoptoz proteaz aktive edici faktor 1'e
(apaf 1) baglanarak c¢alisir. Hiicre i¢indeki apoptotik yol, APAF 1'in mitokondriyi
terk etmesine sebep olur. Bu ayrisma sonucunda dis mitokondri zarimin gegirgenligi
artar. Artan gegcirgenlik, mitokondrinin iki zar1 arasindaki sitokrom c'nin sitozole
boliinmesine neden olur. Apoptoz hiicrede sitokrom c'nin salinmasiyla baslar.
Sitokrom c, sitoplazmada Apaf 1, kaspaz 9 ve adenozin trifosfata (ATP) baglanma
egilimindedir. Bu yapiya apoptozom adi verilir. Apoptozomlar, sonlandirma kaspaz
olarak bilinen kaspaz 3 reaksiyonunu baglatarak apoptozu indiikler (Gastman., 2001).
Apoptoz ayrica viral enfeksiyonlara kars1 ana savunma mekanizmasi olarak kabul
edilen sitotoksik T hiicreleri (CTL'ler), virtisle enfekte olmus hiicrelerde apoptoza
ugrama egiliminde oldugunda da ortaya c¢ikar (Mountz ve Zhou, 2001). Yabanci
antijenleri tespit ettiklerinde yiizeylerinde FasL olusur ve hedef hiicreler Fas
reseptorlerine baglanir. Sitotoksik T hiicrelerinin sitoplazmik bolgesinde, sonugta
apoptozu indiikkleyen granzim B (serin proteaz) ve perforin adi verilen proteinleri
iceren sitoplazmik graniiller bulunur. Perforin, transmembran gézenek olusturucu bir
proteindir. CTL'ler hedef hiicrelerin yiizeyinde gézenekler olusturarak granzim B'nin
sitoplazmalarina salgilanmasina neden olur. Granzim B hedef hiicrelere eklenir ve
kaspazlar1 aktive eder (Mountz ve Zhou, 2001). Hiicre apoptozunu indiikleyen ig
veya dis uyaranlara baglh olarak hiicrede DNA hasar1 olustugunda belirli genetik
bolgeler aktive olur. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir. Bu gen ayn1 zamanda
apoptozdan sorumlu gen olarak da bilinmektedir. Normalde aktif olmayan p53 geni,
DNA hasari olustugunda aktifleserek p21 geninin aktif hale gelmesini saglar. Bu p21
geni hiicrelerin S fazina girmesini G1 fazinin sonunda durdurarak engellemesine
sebep olur. Bunun sonucunda hiicre dongiisii bozulur ve DNA hasarli hiicrelerin
cogalmasi engellenir (Mountz ve Zhou, 2001). p53 geni DNA onarim proteinlerinin
transkripsiyonunu indiikler. Bu proteinler DNA hasarin1 ortadan kaldirirsa hiicre
dongiisiindeki bozulma da ortadan kalkar. Hiicre hasarinin onarimi istenilen oranda
gerceklesmezse, p53 geni Bax proteinini (bir grup apoptotik BCL-2 proteini) aktive
ederek mitokondri ile birlikte apoptoz ve hiicre 6limiine neden olur. Bu sayede

DNA's1 zarar gormiis hiicreler yok edilir (Ferri, 2001).

1.4.2. Apopitozu Ortaya Cikarma Yontemleri
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Apoptoz, temel hiicre fonksiyonuna dayanarak veya fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak  hiicredeki DNA  kirilmalarmin  tespit  edilmesiyle
belirlenebilir. Hiicre morfolojisine bagli olarak floresan bazli boyalarla (Hoechst
boyasi, DAPI, propidyum, iyodiir) floresan atagmanli mikroskop ile incelendiginde,
kiiltiir ortaminda tiremis olan hiicreleri test etmek icin faz kontrast mikroskobu da
kullanilarak belirlenebilmektedir. Apoptotik hiicrelerdeki farkliliklar yine faz
kontrast mikroskobu ile belirlenebilir. Isik mikroskobu altinda ayrintili olarak
incelendiginde apoptotik hiicrelerin benzersiz 6zellikleri arasinda sitoplazmanin
azalmasi ve ¢ekirdekteki degisiklikler yer alir. Bunlar, kromatinin niikleer membran
etrafinda birikmesi, ¢ekirdegin biiziilmesi ve bir¢ok pargaya bdliinmesi Sonucu
olusan morfolojik degisikliklerdir (Schneider ve Tschoop., 2000). Elektron
mikroskobu kullanarak ¢ekirdek ve hiicre organelleri diizeyinde apoptozdaki
farkliliklar tespit edilebilmektedir.

1.4.2.1. TUNEL yontemi kullanilarak DNA parcalanmasinin tespiti

Belirli niikleotidlerin tek veya ¢ift sarmalli DNA kiriklarina baglanmasina dayanan
bir yontem olarak bilinmektedir. Apoptoz olusmus hiicrelerin DNA'st hizla
pargalandigindan, hiicre igindeki kromatinin biitiinliigii bir anda kaybolur ve 3'-OH
iceren DNA pargalarinin  sayis1 artar. Hiicrelerde, Tdt enzimi (terminal
deoksiniikleotidil transferaz), ortama eklenen dUTP biyotini pargalanmis DNA
fragmanlariin serbest 3'-OH ugclarina baglanmasina neden olur. Biotin etiketli DNA
fragmanlari, ortama FITC gibi bir floresan ajanla birlikte avidin eklendiginde belirgin
hale gelir (Hilton vd., 1997).

1.4.2.2. In situ hibritizasyon teknigi kullanilarak belirleme

Bu, apoptozu belirlemek i¢in etiketli bir poli(A) probu kullanilarak gerceklestirilen
yontem olarak bilinir. Apoptotik DNA’st  bulunan hiicrelerin  formalin
denatiirasyonuna hasssasiyetinin tespit edilmesi ve bunlarin parafine gomiilmiis

dokularda incelenmesi prensibine dayanmaktadir (Hilton vd., 1997).

1.4.2.3. Anneksin V Teknigi Kullanilarak Belirleme
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Hiicre zarmin sitoplazmik tarafinda fosfotidilserin bulunur. Hiicrenin apoptoza
ugrama egilimi varsa i¢ yiizeyinde yer alan fosfotidilserin molekiilleri hiicre zarinin
dis yiizeyine aktarilacaktir. Bu, floresan etiketli Annexin V (6rn. FITC) kullanilarak
fosfotidilserinin  goriiniir Kkarakterlere doniistiiriilmesi prensibine dayanan bir
yontemdir. Bu yontem akis sitometrisi kullanilarak gergeklestirilir ve floresan
mikroskobu kullanilarak incelenebilir (Hilton vd., 1997).

1.4.2.4. Apoptoza ozgii proteinlerin belirlenmesi

Bu yontem, kaspazlar gibi yalnizca aktif olan veya apoptotik hiicrelerde eksprese
edilen belirli proteinlerin (6rn. Bcl-2 vb.) dokularda Western blot veya
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak tespit edilmesine dayanan bir

yontemdir.

1.5. Klorojenik Asit

Fenolik bilesikler, oksidan ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengeyi
koruyarak insanlarda oksidatif stresle miicadelede 6nemli bir rol oynarlar. Aromatik
halkalarina birden fazla hidroksil grup baglanmis olan fenolik bilesikler; fenolik
asitler, flavonoidler, kumarinler ve tanninler olarak smiflandirilabilir. Fenolik asitler,
benzoik asit ve sinnamik asit tiirevleridir. En yaygin hidroksisinnamik asitler
arasinda kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asit bulunur. Hidroksisinnamik asitlerin
ana temsilcisi olan klorojenik asit, kafeik asit ve kinik asidin bir esteri olarak fenolik

bilesiklerin 6nemli bir smifin1 olusturur (Van, 2016).

Gida endiistrisinde kullanilan kimyasal koruyucularin olumsuz saglik etkilerine dair
artan kaygilar, dogal ve bitkisel maddelere olan ilgiyi her gecen giin artirmaktadir.
Fenolik asitler, antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle ¢esitli faydal
kullanimlar ile son donemde arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir (Naveed
vd, 2018). Klorojenik asit, kahve ve ¢ay gibi igeceklerle bol miktarda tiiketilen ve en
Iyi bilinen fenolik asit bilesiklerinden biridir (Farah ve de Paula Lima, 2019). Ayrica
yesil kahve g¢ekirdekleri, kakao, dut meyveleri, turuncgiller, elma, patates ve diger
tarim {rlinlerinde de bulunan bir polifenolik bilesiktir (Al-Rasheed vd., 2016).
Oksidatif stres ve inflamasyon gibi c¢esitli patolojik durumlarda terapotik veya
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koruyucu rol oynadigi bir¢ok deneysel hayvan modeli ¢aligmasinda rapor edilmistir
(Feng vd., 2016; AL-Megrin vd., 2020; Dkhil vd., 2020). In vitro bir calismada, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH) analizi ile gii¢lii bir serbest radikal siipiiriicii
ozelligi ortaya konmustur (Kataria ve Khatkar, 2019).

e
(o) /“\/ ~ OH
HO o I >
= N oH
OH
OH OH

Sekil 1.2. Klorojenik asitin kimyasal yapisi (Naveed
vd., 2018)

Son yillarda klinik ve bilimsel ¢alismalar klorojenik asitin; lipid ve glukoz
metabolizmasinda etkili oldugunu, kardiyovaskiiler hastaliklarda, karaciger
hasarinda ve norotoksisite tedavisinde basarili sonuglar elde edildigini gostermistir.
Klorojenik asit veya metabolitlerinin kan-beyin bariyerini gecerek noroprotektif
sonuclar trettigi bildirilmistir. Mantarlar, bakteriyel toksinler, farmasotikler,
metaller, pestisitler vb. gibi ¢esitli kimyasallarin neden oldugu toksisitelere kars1 da

klorojenik asitin koruyucu etkileri bulunmaktadir (Rashidi vd., 2022).

Klorojenik asit, viicutta antioksidan aktivite basta olmak iizere antibakteriyal,
antienflamatuar ve antipiretik etkilere sahiptir (Ji vd., 2013; Naveed vd., 2018).
Klorojenik asitin antioksidan aktivitesi, orto-dihidroksil veya 4-hidroksi-3-metoksil
grubunun varhigina baglanmigtir. Klorojenik asitin antioksidan etkisi ile radikal
yakalama etkinligi iki mekanizma ile agiklanmaktadir. Birincisi serbest radikalin
Klorojenik asitten bir hidrojen atomu ¢ikardigi hidrojen atomu transfer reaksiyonu;
ikincisi serbest bir radikalin klorojenik asite baglanarak ara iiriin trettigi eklenti
olusumudur (Rashidi vd., 2022). Klorojenik asitin olusan oksidatif stresi azaltmak
icin antioksidan enzim diizeyini yukar1 regiile ederek ROS araciligiyla iiretilen NF-
kB ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) aktivasyonlarin1 baskilar. (Yun
vd., 2012). Antienflamatuar etki olarak da Nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-
2 (COX-2) enzim ve IL-6, IL-1B, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin diizeyini
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azaltir (Hwang vd.,2014 92).

Klorojenik asit, hiicreleri iki ayri mekanizma yoluyla etkiler. Oksidatif stresten hasar
gormiis hiicrelerde, antiapoptotik sinyal iiretimini desteklerken; kanser hiicrelerinde
apoptotik sinyal iiretimini tetikler. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde dnemli rolii olan
siklin D1 ekspresyonunun ise Klorojenik asit tedavisi sonrasinda belirgin sekilde
arttigr gorilmistiir. Kronik myeloid 16semi (KML) hiicre hatlarinda ise saglikli
hiicrelerin tersine apoptotik sinyal yollarinin aktivasyonu ile ters farmakolojik etki

goriilmiistiir (Luo vd., 2020; Liu vd., 2013; Domitrovi¢ vd., 2014).

Dogal ve bitkisel irilinler; gilivenli, yiiksek etkinlik ve diisiik maliyet gibi
Ozelliklerinden dolay1 tercih edilen onemli antioksidan kaynaklaridir. Klorojenik
asidin farkli ksenobiyotiklere karsi terapotik ve/veya/koruyucu etkinligini gosteren
calismalar vardir. Ancak tarim alanlarinda ve bahge bitkilerinde yabani otlara karsi
miicadele amaciyla en ¢ok kullanilan bir herbisit olan 2,4-D’nin ratlarda olusturdugu
oksidatif hasara karsi klorojenik asitin kullanimlarinin terapdtik etkinliginin
arastirildigr bir calismaya daha once hi¢ rastlanilmamistir. Bu ylizden bu ¢alismada
2,4-D ile oksidatif stres olusturulan ratlarda kan ve dokulardaki hasara bagl
oksidan/antioksidan denge, biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal
degisiklikler {iizerine klorojenik asidin kullaniminin etkinliginin arastirilmasi

amaclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Arac ve Gerecler

Ependorf tiipii (1,5 mL*lik, Roth) Cerrahi eldiven (Dolphin) Polietilen enjektor (5 mL,
Ayset)

Spekrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)

Mikrotom (Leica, RM 2245)

Su banyosu (Leica, HI 1210)

Degisik hacimlerde otomatik pipet (Socorex-Acura 825; 10-100 ul; 100— 1000 pl)
Sar1 ve mor kapakli kan tiipleri (Isolab)

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), meziir, tiip]
Cerrahi malzemeler (pens, makas)

Distile su cihaz1 (GFL, 2202) Buzdolab1 (Beko, .D 8459 SM)

Derin dondurucu (Ugur, UDD300BK)

Santrifiij (Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio) Vorteks (IKA,
MS2)

Hassas terazi (Precisa 205 ASCS) Su banyosu (Niive BM 402)

Isiticili manyetik karistici (Velp Scientifica) Dijital pH metre (Inolab, WTW)

Etiiv (Thermo, Heraterm)
Isik mikroskobu (Nikon, Eclipse Ci, .Tokyo, Japan)

Kamera (Nikon DS FI3, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan)

2.1.2. Hayvan Materyali

Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden 6-8
haftalik, 200/250 g agirliginda 28 adet saglikli erkek Sprague-Dawley sican temin
edildi. Hayvanlar oda sicakliginda (25°C) ve bagil nemde (%50-55) standart rat yemi

ve su ile 12 saatlik karanlik/aydinlik periyotta tutuldu. Siganlara standart rat yemi ve
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su ad libitum olarak verildi. Deneye baslamadan once ratlar cevreye uyum
saglamalari i¢in en az 7 giin tutuldu. Yapilan bu calisma Pamukkale Universitesi
Yerel Etik Kurul‘undan 13.09.2022 tarih ve 60758568-020-255262 sayili onay
alinarak basland1 (EK-1).

2.2. Metot
2.2.1. Deneysel Asama
2.2.1.1. Deney Asamasinin Planlanmasi ve Uygulanmasi

Yapilan calismanin deney hayvanlariyla calisilacak kismi 28 gilin  olarak
uygulanmistir. Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma Merkezinden
temin edilen 10-12 haftalik yasta 28 disi sigan (yaklasik 300-350gr), her grupta 7
sican olacak sekilde rastgele Ornekleme metodu ile 4 gruba ayrilmistir. Serum
fizyolojik iginde siispansiyon halinde hazirlanan 2,4-D i¢in uygulanan dozlar LD
50’sinin (> 2000 mg/kg) 1/40’1 (50 mg/kg) (Gorzinski ve ark., 1987) ve klorojenik
asit 10 mg/kg (Tanyeli, A. ve Giizel, D., 2018) oranlar1 kullanilmistir. Bu dozlar 28
giin siiresince hergiin tek doz halinde toplam hacim 2,4-D ve klorojenik asit i¢in 0,5
ml miktarda olacak sekilde uygulanmistir. Gruplar ve yapilan uygulamalar detayl

bir sekilde asagida belirtilmistir.

Grup I- Kontrol grubu- Igme suyu ve standart rat yemi verildi. Serum fizyolojik 0,5
ml gastrik gavaj ile uygulandi.

Grup I1- Klorojenik asit grubu- Klorojenik asit salin soliisyonunda ¢6zdirildi ve 10
mg/kg dozunda 0,5 ml miktarinda gastrik gavaj ile oral olarak verildi. (Tanyeli ve
Gtizel, 2018).

Grup I1I- 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit grubu 50 mg/kg-2,4 D (Diklorofenoksi
Asetik Asit 500 g/L’den alinip 50 mg/kg dozunda hesaplanarak 0,5 ml miktarinda
gastrik gavaj ile verildi. (Gorzinski vd., 1987; Kalipci, 2011).

Grup IV- 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit) 50 mg/kg + Klorojenik Asit-10 mg/kg
grubu-2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit) 50 mg/kg dozunda 500 g/L’lik
soliisyondan alinip sulandirilarak 0,5 ml miktarinda; klorojenik asit ise 10 mg/kg
dozunda salin soliisyonunda ¢ozdiiriilerek 0,5 ml miktarinda gastrik gavaj ile

uygulandi.
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2.2.1.2. Deney Asamasinin Sonlandiriimasi

28 giinliik deney siiresinin bitiminden sonra siganlara kas i¢inden ksilazin 87 mg/kg
ve ketamin 13 mg/kg dozunda kas i¢i enjeksiyon yapildi. Ksilazin ile preanestezi,
ketamin ile genel anestezi saglandi. Biyokimyasal ve histopatolojik analizlerde
kullanilan dokular i¢in hayvanlar servikal dislokasyonla yasamlarina son verilerek
karaciger, bobrek, beyin, kalp, ve ovaryum dokular1 alindi. Bu dokular % 0,9 NaCl

ile yikanip sonra bos tiiplere yerlestirildi.

2.2.2. Kalpten Kan Ornegi Alinmasi ve Alinan Numunelerin Muhafaza

Edilmesi

Anestezi uygulandiktan sonra, gogiis kafesi agilarak kalpten etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) igeren enjektorle 3-4 cc kan alindi. Toplanan kan 6rnekleri, yaklasik
yarim saat i¢inde 4°C’de 20 dakika siireyle 3000 devirde santrifiije tabi tutuldu.
Santrifiij isleminden sonra plazma ve serum Ornekleri ayr1 ayri eppendorf tiiplerine
alindi ve analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Kan alma islemi
tamamlandiktan sonra, ratlarin karin bolgesi cerrahi metotlarla agilarak karaciger,
bobrek, beyin, kalp ve ovaryum dokular1 6rnek tiiplerine aktarildi. Bu dokularin bir
kismi biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de muhafaza edildi, kalan kismi ise
histopatolojik inceleme i¢in % 10’luk formaldehitli kavanozlara yerlestirildi.
Dokular alindiktan sonra geri kalan hayvansal atiklar tibbi atik iinitesinin sagladigi
0zel ambalajlara konularak uygun sekilde imha edilmek iizere tibbi atik {initesine

birakildi.

2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu

Hazirlanmis olan dokular 0,5 g olarak tartilmig ve tizerine 50 mM olacak sekilde 5
ml miktarinda ph’st 7’ye ayarlanmis soguk KH;PO4 ilave edilmistir. Ardindan
mekanik ve ultrosonik homozenizator kullanilarak bir ornek pargalanmasi yani

homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islemi takiben dokular 3000 devirde
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20 dakika santrifiij islemine tabi tutulmus ve istte birikim gdsteren siipernatantlar

tiim biyokimyasal islemlerde kullanilmistir.

2.2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Tam kan santrifiij edilip plazmalar1 ayrildiktan sonra geriye kalan eritrosit
biitiinligiliniin ilizerine esit miktarda olacak sekilde KH,PO, tampon soliisyonu ilave
edilmistir. Sonrasinda 5 dakika santrifiij edilmek suretiyle bu islem en az ii¢ kez
tekrar edilmistir. Bu islemi takiben tizerindeki sivi alinarak kalan eritrosit
yogunlugundan 0,5 ml alinarak ayni oranda (0,5 ml) hazirlanmis 0,5 ml KH2PO,4
soliisyonlariyla karistirilarak eppendorflara aktarilmigtir. Kullanilincaya kadar da -80
°C de saklanmistir. Kullanilacagi zaman buzdolabindaki bu eppendorflar alinarak
hemolizat hazirlanmasi i¢in eritrosit paketinden 0,8 ml alinarak {izerine soguk distile
su ilave edilmistir.Bu hazirlanan hemolizatlar SOD ve CAT  oOl¢limleri ig¢in

kullanilmistir (Winterbourn vd., 1975).

2.2.3.3. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA kanda Draper ve Hardley (1990) ve dokuda
ise Ohkawa vd, 1979 da belirledigi yontemlere gore olciilmiistiir. Kanda yapilan bu
metodta MDA, TBA ile reaksiyona girer ve 532 nm boyunda spektrofotometrede
absorbans degerinin okunmasi prensibine dayanmaktadir. Kanda MDA olgiiliirken

asagida verilen metod kullanilmistir.

Kullanilan Cozeltiler:

% 10’luk Trikloroasetik asit (TCA): 10g miktarindaki TCA 100 ml distile suda
¢Ozdiirilmiistiir.

%0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): Oncelikle TBA 1g miktarindaki NaOH 500 ml
distile suda c¢ozdiiriilerek isleme baslandi. Sonra 4 g TBA 500 ml’lik NaOH
¢Ozeltisinde ¢ozdlrilmiistiir.

Deneyin Yapilmasti:
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0,5 ml miktarindaki eritrosit paketi iizerine 2,5 ml % 10’luk TCA eklenerek isleme
baslandi. 0,5 ml erirosit paketi lizerine 2,5 ml %10’luk TCA eklendi. Homojen bir
karisim elde edildikten sonra 10 dakika kaynatildi. Bunu takiben hemen soguk suya
alinarak sogutma islemi tamamlandi ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
berrak hale gelmis olan homojenattan 2 ml miktarinda deney tiipiine aktarilmistir.
Bunun {izerine de % 0,8’lik TBA eklenerek 10 dakika kaynatma islemi yapilmistir.
Sonra tekrar buz kaliplar ile sogutularak elde edilen pembe renkli kistm 532 nm

dalga boyunda spektrofotometrede distile suya karsi 6l¢tim islemi tamamlanmustir.

Dokuda MDA 6lgiimii (Ohkawa vd, 1979’a gore)

Kullanilan Cozeltiler:

1.50 mM KH,PO4: 3,4 g KH,PO4 hassas terazide tartilarak 500 ml’ye tamamlanda.
2. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 2,02 g SDS hassas terazide tartilarak 250
ml distile suda ¢ozdiirtldii.

3.Glasiyel asetik asit: %20°lik glasiyel asetik asit teknigine uygun oranda
hazirlanmistir

4.% 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): 1 g TBA NaOH iceren beherde 500 ml’lik
distile suda ¢ozdiiriildii.

5.N butanol-pirin karigimi: 750 ml n- butanol 50 ml piridinle karistirilarak

hazirlanmstir.

Metodun Uygulanmast:

Dokulardan elde edilmis olan siipernatanttan 0,2 ml alinarak temiz bir deney tiipiine
aktarilmistir. Bunun iizerine sirasiyla; 0,2 ml % 8,1 lik SDS, 1,5 ml % 20 lik glasiyel
asetik asit, 1,5 ml % 0,8 lik TBA konuldu ve 0,6 ml distile su ile birlikte karistirildi.
100°C’lik 1sitilmis suda 1 saat kaynatma igslemine tabi tutuldu. Siire dolduktan sonra
soguk suda sogutma islemi uygulandi. Bunun iizerine 1 ml distle su ve 5 ml butonol-
piridin karigimi eklendi ve c¢alkalandi. Santrifiije aktarilarak 4000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edilerek sonrasinda olusan pembe renk 532 nm’lik dalga boyunda

spektrofotometrede 6l¢iim islemi tamamlandi.
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2.2.3.4. Glutatyon (GSH) Tayini

5,5"-Ditiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), siilfidril gruplar: ile reaksiyona girerek
sart renkli bir disiilfit kompleksi olusturur. Bu kompleksin absorbansi, 412 nm'de
spektrofotometre ile Olclilerek GSH miktar1 belirlenir (Beutler vd., 1963). GSH

tayini, dokularda ve eritrosit paketlerinde asagidaki yontemle yapilmistir.

Kullanilan Cozeltiler:

Coktiiriici: 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA ve 90 g NaCl, 300 ml distile suda
¢Ozlilmiistiir.

Fosfat ¢ozeltisi (0,3 M): 40,02 g Na;HPO,4.7H,0, 500 ml distile suda ¢6ziilmiistiir.
DTNB ¢ozeltisi: 40 mg DTNB, 100 ml sodyum sitrat ¢ézeltisinde ¢ozlilmiistiir.

GSH standardi: 10 mg GSH, 25 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Uygulanan Y 6ntem:

1.0,2 ml doku homojenatindan veya eritrosit paketinden 6rnek alinir.

2.Uzerine 3 ml ¢oktiiriicii eklenir, karistirilir ve 5 dakika bekletilir, ardindan adi
stizgec kagidindan stiziiliir.

3.1 ml filtrat bagka bir tiipe alinir. Uzerine 4 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml DTNB
cozeltisi eklenir, iyice karistirilir.

4.Karisim, 412 nm'de 10 dakika boyunca spektrofotometre ile dl¢iiliir.

5.Standart tiipiinde doku homojenati yerine 0,2 ml GSH standardi kullanilir.

6.Kor tiiptine 2 ml distile su ve 3 ml ¢oktiiriicti eklenir, sonra adi siizge¢ kagidindan

stuzulir.

2.2.3.5. Siiperoksid dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ol¢lilmesi, ortamdaki nitroblue tetrazolium
(NBT) indirgeme reaksiyonunun, numunelerdeki SOD ile indirgenme prensibine
dayanir. Bu siirecte, siiperoksid gruplari ksantin oksidaz enzimi ile reaksiyona
girerek maddeyi indirger ve 560 nm'de absorbans gosteren formazon yapisini
olusturur. Ortama eklenen SOD enzimi, siiperoksid gruplarini dismutasyona
ugratarak NBT indirgeme reaksiyonunun hizin1 yavaslatir. Sonu¢ olarak,
spektrofotometredeki absorbans degeri diiser (Sun vd., 1988). Bu aktiviteyi 6lgmek
icin agagidaki yontem uygulanmistir.
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Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PSB): 1 litre tridistile suda 8,06 g NaCl, 0,201 g
KCI, 12,636 g Na;HPO,4:2H,0 ve 0,2 g KH,PO, ¢oziiliip pH 7,4'e ayarlanmstir.

Ksantin Stok Cozeltisi (3 mmol/l): 23 mg ksantin, 50 ml’lik balon jojede, 5 ml 0,1 N
NaOH ile hafifce 1sitilarak ¢oziilmiis ve distile su ile 50 ml'ye tamamlanmistir.

Kullanim 6ncesi 10 kat sulandirilir.

EDTA Cozeltisi (0,6 mmol/l): 0,249 g EDTA (dihidrat), distile su ile 1 litreye

tamamlanmaistir.

Nitroblue Tetrazolium (NBT) Cozeltisi (150 mmol/l): 12,3 mg NBT, 100 ml’lik

balon jojede distile su ile ¢oziiliip hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

Na,CO3 Cozeltisi (400 umol/l): 4,2 g Na,COs, 100 ml’lik balon jojede distile su ile

¢Oziiliip hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

Sigir Alblimini Cozeltisi (1 g/I): 100 mg sigir albiimini, 100 mI’lik balon jojede

distile su ile ¢oziliip hacim 100 ml’ye tamamlanmaistir.

CuCl;, Cozeltisi (0,8 mmol/l): 10,7 mg CuCly, 100 ml’lik balon jojede distile su ile

¢Oziiliip hacim 100 ml’ye tamamlanmastir.

Ksantin Oksidaz Enzim Cozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz

enziminden 20 pmol alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karigtirilmistir.

Reaktif Karigim: 20 tiipliikk analiz serisi i¢in, 100 ml’lik bir erlen igerisine 20 ml 10
kat sulandirilmis ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 10 ml NBT ¢o6zeltisi,

6 ml Na,CO3 ¢ozeltisi ve 3 ml sigir alblimini ¢ozeltisi eklenerek karigtirilmistir.
Uygulanan Yontem:

1.K0r ve test tiiplerine sirasiyla 2,45 ml reaktif karisimi eklenir.

2.Kor tiipiine 0,5 ml distile su, test tiipiine ise 0,5 ml numune ilave edilir.

3.Her tiipe 50 pul ksantin oksidaz ekleyip sonrasinda karistirilir.

4.Tiipleri 20 dakika boyunca 20°C’de su banyosunda inkiibe edilir.
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5.Inkiibasyon sonunda tiiplere 1 ml CuCl, eklenir, béylece reaksiyon durdurulmus

olur ve olugan rengin absorbansi 560 nm'de ol¢iiliir.

6.Reaksiyon ortamindaki enzim aktivitesi, iinitelere doniistiiriilerek hesaplanir.

2.2.3.6. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Tampon ¢ozeltisi i¢inde bulunan H,0,, ornekteki CAT etkisiyle pargalanir ve bu
spektrofotometrede 570 nm’de Olgiilen absorbansin  azalmasina yol agar.
Absorbansdaki bu azalma hizi, CAT aktivitesiyle dogru orantilidir (Sinha, 1972).

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki yontem uygulanmustir.

Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat tamponu: 0,3 g Sodyum Hidrojen Fosfat (Na, HPO, ) tartildi ve 1 litreye
tamamlandi.

Hidrojen peroksit (H, O, ; %30): 1 ml H, O, alindi ve {izerine 49 ml su eklenerek
seyreltildi.

Potasyum bikromat (K, Cr, O, ): %5’lik K, Cr, O; ¢ozeltisinden 5 g alind1 ve
100 ml ¢oziiclisinde ¢oziildii.

Glasiyel asetik asit dikromat ¢ozeltisi: 1 ml %5’lik K, Cr, O, ¢ozeltisi ile 3 ml

glasiyel asetik asit 1:3 oraninda karistirildi.

Uygulanan Y ontem:

1.Hazirlanan diliie numunenin 0,1 ml'si bir ependorf tiipiine konuldu. Kontrol
numunesi olarak, numune yerine distile su kullanildi.

2.Uzerine 0,1 ml Fosfat Tamponu (0,01 M) eklendi.

3.0,5 ml Hidrojen Peroksit (H, O ) eklendi.

4.0,1 ml Dikromat ¢ozeltisi eklendi.

5.Karigim, kaynar su banyosundarfujy 10 dakika bekletildi.

6.570 nm’de, distile su ile sifirlanarak 6l¢iim yapildi.
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2.2.3.7. Hemoglobin (Hb) ve Protein Konsantrasyonlar: Ol¢iimii

Hemoglobin (Hb), Drabkin ve Austin (1935) yontemine gore siyanomethemoglobin
yontemiyle kalorimetrik olarak Olciildii. Dokudaki protein igerigi ise Lowry ve
arkadaslar1 (1951) tarafindan gelistirilen kalorimetrik yontemle belirlendi. Test
sirasinda, Oornek ve standart tiiplerine 1 mL homojenizat ¢ozeltisi ve standart
cozeltiler eklendi, kor tiipiine ise 1 mL saf su ilave edildi. Her tiipe 3 mL C reaktifi
ilave edildi (C reaktifi, A ve B reaktifi karisimindan %100:1 oraninda hazirlanir. A
reaktifi, % 2 Na,COs, % NaOH ve %0.16 Na-tartarat icerirken, B reaktifi %4
CuS04.5H,0 igerir). Tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Ardindan her tiipe
300 pL Folin-Fenol reaktifi eklenip, tiipler vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda
45 dakika bekletildi. Absorbans degerleri 660 nm'de, kor tiipe gore dlciildi. Protein

miktarlari, olusturulan standart kalibrasyon grafiginden faydalanarak hesaplandi.

2.2.4. Biyokimyasal Parametreler

Plazma orneklerinden AST, ALT, ALP, iire, total protein ve glukoz parametreleri,
Shimadzu 1601-UV Visible spektrofotometresi (Tokyo, Japonya) kullanilarak,
Human LiquiUV ticari test kitleri ile belirlendi. Glukoz, Biolabo (Ref 87109, Fransa)
test Kiti ile ve total protein (TP) ise Human (Ref 157004, Almanya) ticari test Kiti ile
olgiildii. Ayrica FSH, LH, PG ve E2 parametreleri microplate reader kullanilarak rat
ticari test kitleriyle 6l¢timii yapildi. FSH, (Catolog no: E-EL-R0391, Cin), LH,(Catalog
no: E-EL-R0026, Cin), PG, (Catalog no: E-EL-0090,Cin), E2, (Catalog no: E-EL-
0065, Cin) ticari test kitleri kullanildi.

2.2.5. Histopatolojik Degerlendirme

2.2.5.1. Histopatolojik Degerlendirme I¢in Dokularin Hazirlanmasi

Deney i¢in kullanilan siganlar anestezi edilip kanlar1 alindiktan sonra karin boslugu

cerrahi olarak agilmis ve karaciger, bobrek, beyin, kalp ve ovarium dokular

cikarilmistir. Elde edilen organlar, histopatolojik analiz i¢in hazirliga alinmistir. Bu

amagla, organlarin makroskobik olarak hasar gosteren bolgelerinden 0,5-1 cm?

biiyiikliigiinde kii¢iik doku Ornekleri alinmig ve uygun boyutlarda doku takip
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kasetlerine yerlestirilmistir. Hazirlanan 6rnekler, fiksasyon islemi i¢in %10'luk nétral
tamponlu formalin i¢ine konulmus ve 5 giin siireyle bekletilmistir. Sonrasinda
dokulardaki fazla formaldehitten arindirmak amaciyla akarsu i¢inde bir gece boyunca
bekletilmistir. Ardindan, dokulardaki suyun giderilmesi ic¢in farkli alkol
¢oziiclilerinden gecirilmistir. Seffaflastirma islemi i¢in ise, iki ayr1 ksilen
sollisyonunda her biri birer saat olmak iizere bekletilmistir. Ksilen soliisyonlarinda
bekletilen ornekler, sirasiyla yumusak parafin icinde 2 saat ve sert parafin i¢inde 1
saat bekletilmis, daha sonra parafin bloklarina alinmigtir. Parafine gomiilen
dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak normal ve polilizinli lamlar iizerine
aktarilmistir. Alinan kesitler, histolojik incelemeler i¢in Hematoksilen-Eozin (H&E)
boyastyla boyanmis ve hiicre oliimiinii tespit etmek amaciyla TUNEL yontemi ile

immunohistokimyasal boyama yapilmistir (Fleming, 1997).

2.2.5.2. Hemotoksilen Eosin Boyama Prosediirii

Lam {izerine alman doku Orneklerinin deparafinasyonu, 65 °C'de etiivde 2 saat
bekletilerek parafinin sivi hale gelmesi saglandi. Ardindan 6rnekler, toplamda 20
dakika siireyle ii¢ kez ksilende bekletildi. Orneklerin hidratasyonu igin sirasiyla
birinci absolii alkolde 5 dakika, ikinci absolii alkolde, %96'lik alkolde, %80'lik
alkolde ve %70'lik alkolde her biri 3 dakika siireyle bekletildikten sonra, distile suda
5 dakika siireyle yikama islemi uygulandi. Sonrasinda, Harris Hematoksilen ile 10
dakika bekletilerek ¢ekirdek boyamasi yapildi. Boya fazlasi, cesme suyu altinda iyice
yikandiktan sonra eozin soliisyonuna alindi ve 5 dakika siireyle boyama islemi
tamamlandi. Boyama sonras1 6rnekler, sirasiyla %80, %96'lik alkol ve iki kez absolii
alkolden gecirilerek, seffaflastirma icin S'er dakika siireyle ii¢ farkli ksilende
bekletildi ve son olarak entellan ile kapatildi (Demirel vd, 2023)

2.2.5.3. immiinohistokimyasal incelemeler

Apoptotik hiicreleri tanmimlamak i¢in immunohistokimyasal teknikler ile DNA
fragmantasyonu  gosterilmistir.  Bu  yontemde  biyotinlenmis  niikleotidler,
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanilarak DNA'Tmmn 3'-OH ucuna
baglanir. Isaretli streptavidin daha sonra bu biyotinlenmis niikleotidlere baglanarak

boyamanin sonunda pargalanan ¢ekirdekler koyu kahverengi siyaha yakin bir renge
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sahip olur.

2.2.5.3.1. TUNEL Uygulama Protokolii

Bu ¢alismada apoptoz tespiti i¢in ApopTag® Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection
Kiti (Milipore S7101, ABD) kullanilmigtir. Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz
dUTP Centik Ug¢ Etiketleme (TUNEL) yontemi, hiicrelerdeki apoptoz oranlarini
belirlemede yaygin bir sekilde tercih edilen bir tekniktir. TUNEL prosediirii sirasinda
su adimlar izlenmistir: Uretici firmanin yonergelerine uygun olarak, ApopTaq Plus
Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA, Merck Millipore)
kullanilarak apoptozisi gosteren hiicreler tespit edilmistir. Karaciger ve bobrek
dokularindan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak lizinli lamlar {izerine
yerlestirilmistir. Kesitler, etiivde (Niive EN 500) bir gece bekletilmistir. Ksilol ile
deparafinize edilen kesitler, sirasiyla %100, %96 ve %80 alkollerde 5’er dakika
stireyle rehidre edilip ardindan distile su ile yikanmistir. Bu adimin ardindan, kesitler
PBS c¢ozeltisinde 5 dakika bekletilmistir. Kesitlerin ¢evresi sinirlayict kalem (Pap
Pen) ile cizildikten sonra, 1:500 oraninda proteinaz K ¢ozeltisiyle 25 dakika inkiibe
edilmistir. Proteinaz K uygulamasinin ardindan, kesitler PBS ile 3 defa, her biri 5
dakika stiresince yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi
amaciyla, kesitler %3’liikk H,O, ¢ozeltisinde 10 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda,
kesitler tekrar tampon ¢o6zeltisiyle 3 kez, her biri 5 dakika siiresince yikanmistir.
Kesitler, 10 dakika boyunca dengeleme tampon ¢ozeltisinde bekletilmistir. Ardindan,
kesitler %70 Reaction Buffer ve %30 TdT Enzyme karisiminda 37°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siliresinin sonunda, kesitler Stop/Wash Buffer
cozeltisinde 10 dakika bekletilmistir. Sonraki asamada, kesitler 10 dakika siireyle
Working Strength Stop/Wash Buffer (100 pL stop wash buffer + 3400 pL distile su)
ile inkiibe edilmistir. Kesitler daha sonra PBS ile yikanmis ve TUNEL pozitif
reaksiyonunun goriintirliigiinii artirmak amaciyla diaminobenzidine (DAB) ile
boyanmistir. Bu islem igin, 30 L. DAB substrati ve 1470 uL. DAB diliisyon tamponu
karistirillarak, kullanilmadan Once yarim saat karanlik bir ortamda bekletilmistir.
DAB cozeltisi kesitlere eklenip yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Ardindan, kesitler
distile su ile yikanmistir. Son olarak, lamlarin {izerine metil green boyasi

damlatilarak 10-15 saniye beklenmis ve zemin boyama islemi gerceklestirilmistir.
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Boyama sonrasi fazla boyalar akarsuya alinmis, ardindan kesitler alkol ve ksilen
serilerinden gecirilerek entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile
kapatilmistir. Degerlendirme sirasinda preparatlar TUNEL teknigi kullanilarak
boyanmus; apoptotik ve normal hiicreler, X400 biiyiitmede 5 farkli alanda 100 hiicre
sayilarak kaydedilmis ve apoptotik indeks (Al) hesaplanmistir. (AI=TUNEL (+)
hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi x 100) (Fleming, 1997).

2.2.6. lstatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen veriler, SPSS 22 istatistik paket programinda grup
ortalamalari arasindaki farklar tek yonliit ANOVA testi uygulanarak hesaplandi. Post-
Hoc olarak Duncan testinden faydalanilarak veriler "ortalama + standart sapma"

olarak ifade edilmistir (X £ SD). Istatistiksel anlamlilik i¢in p < 0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MDA ve GSH Diizeyleri Uzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi

Ratlardan alinan eritrosit, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve ovaryum dokularinda
Olclilen MDA degerlerinin (Cizelge 3.1.) kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2,4-D
grubunda yiiksek seviyede oldugu belirlendi (p<0.005). 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg
klorojenik asit verilen grupta ise yiiksek seyreden degerlerin azaldigi gozlendi
(p<0.005). Bunun yani sira, bulunan sonuglar kontrol ve klorojenik asit gruplari ile
kiyaslandiginda aralarindaki farkin ovaryum dokusu disinda 6nemli olmadigi
belirlendi (p<0.005). Ayrica 2,4-D uygulanan grupta GSH degerlerinin (Cizelge
3.2.) azaldig1 gozlenirken (p<0.005), 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit
uygulanan grupta ise azalan GSH diizeyini artirdig1 belirlendi. Bu degerlerin kontrol
ve klorojenik asit gruplar ile kiyaslandiginda aralarindaki farkin eritrosit ve bobrek
dokusunda anlamli iken, karaciger, kalp, beyin ve ovaryum dokularinda ise anlamli

olmadigi gozlendi (p<0.005).

3.2. SOD ve CAT Diizeyleri Uzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin EtKisi

Antioksidan enzim seviyeleri i¢in eritrosit, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve ovaryum
dokularinda 6lgiilen SOD (Cizelge3.3) ve CAT (Cizelge 3.4.) degerleri kontrolle
karsilagtirildiginda 2,4-D verilen gruplarda en diisiik diizeyde oldugu (p<0.005), 2,4-
D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta azalan bu SOD ve CAT
degerlerinin yiikseldigi belirlendi (p<0.005). Bunun yani sira, klorojenik asit
grubunda ise SOD degerleri kontrolle karsilastirildiginda karaciger, bobrek, kalp ve
ovaryum dokusunda anlamlilik olusturdugu; ancak eritrosit ve beyin dokularinda ise
anlamlilik olusturmadigi tespit edildi (p<0.005). Aymi sekilde klorojenik asit
grubunun CAT degerleri kontrolle karsilastirildiginda ise; eritrosit, karaciger, bobrek,
beyin ve kalp dokularinda anlamli oldugu; ancak ovaryum dokusunda ise anlamlilik
ifade etmedigi belirlendi (p<0.005).
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Cizelge 3.1. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlari uygulanan ratlarin kan, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum

dokularindaki MDA seviyeleri iizerine etkisi

Eritrosit Karaciger Bobrek Beyin Kalp Ovaryum((nmol/g
Gruplar (nmol/ml) (nmol/gdoku) (nmol/g (nmol/g (nmol/g doku)
doku) doku) doku)

Kontrol 6,04+0,43° 1,53+0,09° 1,07+0,05° 1,45+0,11° 1,75+0,17° 1,48+0,75
Kloro 6,15+0,85° 1,57+0,15° 1,16+0,04° 1,51+0,12° 1,88+0,11° 1,35+0,29"

a 1,89+0,61°

2,4-D 9,29+0,84 2,58+0,18° 2,62+0,11° 2,81+0,12° 2,55+0,34°

2,4-D+Kloro 8,42+0,77° 1,78+0,21° 1,96+0,08" 2,43+0,24° 2,2140,32° 1,61£0,71°

Ortalama + standart sapma; n=7
*@060: Siitunlardaki farkh harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Cizelge3.2. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlart uygulanan ratlarin kan, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum

dokularindaki GSH seviyeleri iizerine etkisi

Gruplar Eritrosit Karaciger Bobrek Beyin Kalp Ovaryum(n
(nmol/ml) (nmol/gdoku) (nmol/g (nmol/g (nmol/g mol/g
doku) doku) doku) doku)
C
Kontrol 54,77+2,71° 17,56+1,84% 17,81+0,88° 16,74+0,77° 15,76+0,58° 17,74+0,71
Kloro 49,40+2,43° 17,04+1,51° 16,56+0,41° 16,50+0,81° 15,21+0,86° 17,21+0,85°
2,4-D 38,11+2,86" 13,86+1,37° 13,55+0,68" 13,46+0,54° 12,03+0,52° 12,32+0,68°
2 4-D+Kloro 44,1442,38° 15,68+1,48" 14,55+0,91° 15,45+0,66" 13,69+0,53" 14,02:0,69"

Ortalama =+ standart sapma; n=7
**0C Siitunlardaki farkl harfler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).



Cizeglge 1.3. 2,4-D’nin 50 mg/kg Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlart uygulanan ratlarin kan,

dokularindaki SOD seviyeleri iizerine etkisi

karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum

Kalp

. Karaciger (U/pg Bobrek Beyin Ovarym(U/
Gruplar Rprrostt protein) (U/ng (U/ng (%l;egin) pg/protein)
(U/gHb) protein) protein) P

©
Kontrol 21,7441 44° 1,88+0,16% 2 75+0,19° 4.8140,16° 4,4140,35? 3,68+0,11
Kloro 21,53+1,01° 1,75+0,13° 2,28+0,19° 4,63+0,42° 3,95+0,37° 2,71+0,21°
2.4-D 15,06£0,94° 1,24+0,03¢ 1,27+0,02¢ 3,3240,23° 2,62+0,37¢ 2,40+0,91°
2 4-D+Kloro 19,62+0,52" 1,48+0,08° 1,96+0,03° 3,73+0,26° 3,53+0,12° 2,69+0,13"

Ortalama =+ standart sapma; n=7
*bed Siitunlardaki farklt harfler istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

Cizelge 3.4. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlari uygulanan ratlarin kan, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum

dokularindaki CAT seviyeleri tizerine etkisi

Eritrosit Karaciger. Bobrek Beyin Kalp Ovaryum(U/pg
Gruplar (UlgHb) (U/pg protein) (U/ng (U/ng (U/pg protein) protein)
protein) protein)

C

Kontrol 13,37+0,55° 1,04+0,12° 0,84:0,08° 1,95+0,04° 0,410,05° e
Kloro 12,56+0,34° 0,88+0,11° 0,76+0,03" 1,73+0,08" 0,36+0,02° 1,44+0,21°
2,4-D 9,59:+0,22° 0,59-+0,05° 0,44+0,07" 1,14+0,07° 0,17+0,07° 0,92+0,17°
2 4-D+Kloro 11,11+0,36° 0,75+0,03° 0,59+0,05° 1,54+0,04° 0,24+0,04° 1,28£0,31°

Ortalama =+ standart sapma; n=7
*@0e0: Situnlardaki farkh harfler istatistiksel olarak nemlidir (p<0.05).



3.3. Biyokimyasal Parametre Diizeyleri Uzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi

Siganlarin plazmalarindan 6l¢iillen AST (Sekil 3.1), ALT (Sekil 3.2), ALP (Sekil 3.3),
tre (Sekil 3.4), glukoz (Sekil 3.5) ve total protein (Sekil 3.6) degerlerinin kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda 2,4-D grubunda en yiiksek seviyede oldugu saptandi.
Buna karsin 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta bu yiiksek
degerlerin azaldigi belirlendi (p<0.005).

AST
0.5
c mm Kontrol
044 2 a__E L] B3 Klorojenik asit
- 3 = 24-D
. 3 =3 2,4-D+Klorojenik asit
ool |
ol |
0.0_ '.;.'. y
&@\ SO &
YO
o‘o\ o‘o\
& 0;9
v’
f»s
Gruplar

Sekil 2.1. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin
10mg/kg (Kloro) dozlarina maruz birakilan ratlarin plazma AST
ab,c

diizeyleri tizerine etkisit *™",: farkli harfler istatistiksel agidan

o6nemlidir (p<0,05).
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0.5+
b mm Kontrol

a a b o

0.4 T — Ea Klorojenik asit

% = 2,4-D
0.3 59

o =3 2,4-D+Klorojenik asit
0.2 i
0.1
o o

Q

Gruplar

Sekil 3.2 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin
10mg/kg (Kloro) dozlarina maruz birakilan ratlarin plazma
ALT diizeyleri iizerine etkisi **°: farkli harfler istatistiksel

acgidan 6nemlidir (p<0,05).
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0.5
= mm Kontrol

b

0.4- 2@ i — =3 Klorojenik asit
- - = 24D
- =3 2,4-D+Klorojenik asit
o2 |
o |
0-0_ :.:.:.

Q

Gruplar

Sekil 3.3. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin
10mg/kg (Kloro) dozlarma maruz birakilan ratlarin plazma
ALP diizeyleri iizerine etkisi- *°°: farkli harfler istatistiksel

acgidan 6nemlidir (p<0,05).

Ure
mm Kontrol
E Klorojenik asit
= 24-D

= 2,4-D+Klorojenik asit

Gruplar

Sekil 3.4. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg
(Kloro) dozlarina maruz birakilan ratlarm plazma Ure diizeyleri

iizerine etkisi- **°,: farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir. (p<0,05).
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Glukoz

mm Kontrol

= Klorojenik asit

= 2,4-D

=3 2,4-D+Klorojenik asit

Gruplar

Sekil 3.5. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg
(Kloro) dozlarina maruz birakilan ratlarin plazma glukoz diizeyleri
ab,c

tizerine etkisit *°°,: farkli harfler istatistiksel a¢idan Onemlidir

(p<0,05).

Total Protein

mm Kontrol

=3 Klorojenik asit

= 24D

= 2,4-D+Klorojenik asit

Gruplar

Sekil 3.6. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg
(Kloro) dozlarina maruz birakilan ratlarin plazma total protein

diizeyleri {lizerine etkisi ab. . farkl harfler istatistiksel acidan dnemlidir
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(p<0,05).

3.4. Hormonal Parametreler Uzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin EtkKisi

Hormonal aktiviteyi gosteren paremetreler arasinda bulunan FSH (folikiil sitiimiilating

hormon), LH (liiteinlestirici hormon), PG (progesteron) ve E2 (6strojen) seviyeleri incelenip

kontrol grubu ile karsilastirildiginda(Cizelge 3.5.) 2,4-D grubunda yiiksek seviyede
oldugu belirlendi (p<0.005). 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen

grupta ise yiiksek seyreden degerlerin azaldigi gozlendi. Bu degerlerin kontrol ve

klorojenik asit gruplar ile kiyaslandiginda aralarindaki farkin progesteron 6lgiim

sonuclarinda anlamlilik ifade ederken (p<0.005); FSH, LH ve E2 Ool¢iimlerinde

anlamlilik ifade etmedigi goriildii.

Cizelge 3.5. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlarina

maruz birakilan ratlarin FSH, LH, E2 ve PG diizeyleri iizerine etkisi

Gruplar FSH LH PG E2
Kontrol grubu 168,57+2,43° 63,57+3,77° 14,16+0,75° 19,24+0,53°
Kloro grubu 172,85+6,36° 66,42+2,43° 14,78+0,22° 19,52+0,21°
2,4-D+grubu 209,28+10,92° 85,71+4,51° 20,06+0,16° 24,45+0,53°
2,4-D+Kloro grubu 187,14+7,55° 76,42+2 44 17,17+0,11° 21,59+0,27°

Ortalama + standart sapma; n=7

**0¢ Siitunlardaki farkh harfler istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

3.5. Canh Agirhik Artisi

Calismada 28 giinliik deneme siiresi boyunca; 7, 14, 21 ve 28. giinlerde ratlarda canli

agirlik farkliliklart belirlenmistir. Deney boyunca belirlenen agirliklar arasindaki

fark, uygun istatistiksel hesaplama yontemleri kullanilarak belirlendi. Elde edilen

sonuglara iligkin veriler Cizelge 3.6°da sunuldu.
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Cizelge 3.6. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlart

uygulanan ratlarin 7, 14, 21 ve 28. giinlerde canli agirliklari {izerine etkisi.

Gruplar Yedincigin ~ Ondoérdiincii Yirmibirinci Yirmisekizinci

giin giin giin
Kontrol grubu  241,15+25,54 229,87+19,67 218,87+22.72 208,25+21,81
Klorogrubu 241,64+19,42  228,75+20,85 206,00+26,98 206,62+26,98
2,4-D+grubu 239,25+10,02  228,37+14,54 220,75+12,04 204,50+6,90
2,4-D+Kloro 258,12424,10  226,00+14,94 218,00+15,13 201,62+15,78
grubu

Ortalama =+ standart sapma; n=7

3.6. Patolojik degisikler

3.6.1. Klinik Bulgular

Calismada 2.4-D ile 2,4-D ile klorojenik asit verilen ratlar klinik olarak
incelendiginde; durgunluk, bitkinlik, yem ve su tliketiminde azalma ile istahsizlik

dikkati ¢ekti. Diger gruplarda ise herhangi bir klinik belirti gozlenmedi.

3.6.2. Makroskobik Bulgular
3.6.2.1. Kontrol Grubu

Bu gruptaki ratlarin nekropsileri yapildiginda organ ve dokularinda herhangi

makroskobik bir lezyona rastlanmadi.

3.6.2.2. Klorojenik Asit Grubu

Bu gruptaki ratlarin nekropsileri yapildiginda organ ve dokularinda herhangi

makroskobik bir lezyona rastlanmadi.
3.6.2.3. 2,4-D Grubu

Karacigerde gri-beyaz odaklara rastlandi. Karacigerin koyu kahverengi bir

goriinimde oldugu belirlendi. Grubun tiim deneklerinde bobregin dis ylizeyinde, bazi
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olgularda ise kesit yiizeyinde toplu igne basi kadar gri-beyaz odaklar tespit edildi.
Kalpte hiperemi yaygindi. Aymi sekilde gruptaki tiim deneklerin beyinlerinde
makroskobik inceleme yapildiginda kan damarlarinin hiperemik oldugu gorildii.

Ovaryum ylizeyinde hiperemi ile birlikte folikiil olusumlarinin sekillendigi belirlendi.

3.6.2.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu

Bu gruptaki ratlarin nekropsileri yapildiginda; karacigerlerinin i¢ yiizeyinde yaygin
goriiniimlii gri-beyaz odaklar tespit edildi. Bu karacigerlerin ylizeyinden kesitler
alindiginda bu odaklarin karaciger Kkesitlerinin yiizeyinde de mevcut oldugu
belirlendi. Karaciger bazi durumlarda kiigiik ve soluk, bazi durumlarda ise
kahverengimsi siyah goriinimdeydi. Cogu olguda bobregin dis ve kesit yiizeylerinde
yaklasik toplu igne basi biiylikligiinde gri-beyaz odaklar bulunmaktaydi. Bobrek
dokusunun bazi orneklerde hafif soluk, bazilarinda ise gri-boz bir goriiniimde oldugu
belirlendi. Kalpte hiperemi yaygin bir sekilde goriildii. Tiim olgularda beynin dis
yiizeyindeki kan damarlarinin da hiperemik oldugu belirlendi. Ayni hiperemik

goriinlime ovaryumlarda da rastlandi.

3.6.3. Histopatolojik Bulgular

Karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum dokulari histopatolojileri incelenmis ve

istatistik degerlendirilmesi Cizelge (3.7)’de sunulmustur.

3.6.3.1. Kontrol Grubu

Bu gruptaki ratlarda yapilan incelemelerde karaciger (Resim 3.1), bobrek (Resim
3.2), kalp (Resim 3.3), beyin (Resim 3.4) ve ovaryum (Resim 3.5) dokularinin
normal histolojik yapida oldugu gézlemlendi. Histopatolojik analizlerde herhangi bir

anormallik saptanmadi.
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Resim 3.3. Kontrol grubuna ait kalp dokusunun histopatolojik gériintiisiit HE X10

Resim 3.4. Kontrol grubuna ait beyin dokusunun histopatolojik goriintiisiit HE X10

41



Resim 3.5. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun histopatolojik goriintiisti cl: corpus
luteum HE X10

3.6.3.2. Klorojenik Asit Grubu

Bu grupta bulunan ratlarda karaciger (Resim 3.6), bobrek (Resim 3.7), kalp (Resim
3.8), beyin (Resim 3.9) ve ovaryum (Resim 3.10) dokularinin normal histolojik
yaptya sahip oldugu goriildi. Histopatolojik olarak herhangi bir anormal bulgu

goriilmedi.
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Resim 3.6. Klorojeniik asit grubuna ait karaciger dokusunun histopatolojik goriintiisii HE
X10
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Resim 3.8. Klorojeniik asit grubuna ait kalp dokusunun histopatolojik goriintiisiit HE X10
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Resim 3.10. Klorojeniik asit grubuna ait ovaryum dokusunun histopatolojik goriintiisti
cl:corpus luteum, tf: tersiyer folikiil HE X10
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3.6.3.32,4-D Grubu

Karacigerde mikroskobik inceleme yapildiginda sinuzoidlerde hiperemi ile genisleme
gozlendi. Periportal alanlarda fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ile bag doku
olusumlari tespit edildi (Resim 3.11.). Periasiner alanlar basta olmak iizere bazi
hepatositlerin stoplazmalarinin eozinofilik goriiniimde oldugu belirlendi. Glomerulus
kapillar yumaginda hiperemi ile beraber bowman boslugunda da genisleme tespit
edildi. Proksimal tubuluslarda dejeneratif degisiklikler izlendi. Bazi proksimal
tubuluslarin epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon sahalari ile hiperemik alanlara
rastlandi. Bazi glomerulus kapillar yumaklarinda vakuolizasyon olusumlari belirgindi
(Resim 3.12.). Kalpte myokardta hyalin dejenerasyonu alanlarmnin yani sira
mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlar1 da gozlendi (Resim 3.13.). Beyindeki
kapillar damarlarin ¢ogunlugunda hiperemi vardi. Bazi néronlarda vakuolizasyon ve
noronofaji goriildii (Resim 3.14.). Ovaryumlarda damarlarda siddetli hiperemi ile

stromada mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlar1 ve fibroz bag doku

formasyonlarina rastlandi (Resim 3.15.).

Resim 3.11. 2,4-D grubu Karacigerde, vena sentralislerde hiperemi (kalin 0k), sintizoidal
dilatasyon ve hiperemi (ince ok), Periportal bolgede safra kanal hiperplazisi ve
intersitisyumda mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi). HE. X10.
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glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon olusumlar1 (ince ok), tubulus epitel
hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlar1 (okbasi), intersitisyel alanlarda hiperemi
(krvrimli ok) HE. X10

(

Resim 3.13.1 2,4-D grubu Kalpte, Myokartta hyalin dejenerasyonu alanlar1 (kalin ok)
ile mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlari (ince ok). HE. X10.
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esim 3.14. 2,4-D grubu Beyin, damarlard hipeemi (kalin ok), néronlarda vakuolizason

olusumu (ince oK), noéronlar gevresinde fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 (ok basi)
HE. X10

L

»

4 %
Resim 3.15.2 2,4-D grubu, Ovaryum, Damarlarda siddetli hiperemi (kalin ok)
stromada intersitisyel alanlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlari (ince ok),

stromada fibr6z bag doku alanlari (ok basi), cl: corpus luteum. HE. X10
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3.6.3.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu

Bu grubun mikroskobik incelemesine bakildiginda karacigerde siddetli hiperemi
hakimdi (Resim 3.16.). Benzer sekilde sinuzoidlerde de hiperemi ile genisleme
oldugu belirlendi. Baz1 6rneklerde karaciger parankim yapisinin tamamen bozuldugu
(disorganizasyon) gozlemlendi. Damar endotel hiicrelerinin sismis oldugu tespit
edildi. Vena centralislerde kan akisinin artmasi (hiperemi) goriildii. Hepatositler
arasindaki bosluklarin normalden daha genis oldugu belirlendi. Hepatositlerde, hiicre
cekirdeginin etrafinda stoplazmanin i¢inde dagilmis birden fazla vakuol gézlemlendi.
Periasiner bolge ve cevresindeki hepatositlerde yaygin dejenerasyon alanlari tespit
edildi. Baz1 hepatositlerin stoplazmalarinda eozinofilik bir gériiniim dikkati cekti.
Ozellikle periportal bolgelerdeki hepatositlerde cekirdeklerinde belirgin patolojik
degisiklikler gozlendi. Perisentral bolgede mononiikleer hiicre infiltrasyonlari ile bag
doku olusumlarina rastlandi (Resim 3.16.). Bobregin korteks ve medulla bolgelerinde
bulunan damarlar belirgin sekilde hiperemik oldugu gozlemlendi. Glomeriiller
cogunlukla hiperemik ve genislemis bir sekilde goriiniirken, bowman boslugunun da
genisledigi fark edildi. Glomerulus kapillar yumaklarinda vakuolizasyonlara
rastlandi. Proksimal ve distal tubulus epitel hiicrelerinde dejenerasyonlara rastlandi.
Baz1 proksimal tubiil epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon bolgeleri daha
belirgindi Ayrica intersitisyel alanda hiperemiye de rastlandi. (Resim 3.18.).
Beyindeki kapillar damarlarda hiperemi belirlendi. Perivaskiiler alanlarda genisleme
goriildii. Noronlarda dejeneratif degisiklikler ve noronofajiye rastlandi. Perivaskiiler
alanlarda mononiiklear hiicre infiltrasyonu olusumlari ile yangisal degisimlerin
oldugu belirlendi. (Resim 3.19.). Ovaryumlarda damarlarda siddetli hiperemi ile
stromada mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlar1 ve fibréz bag doku

formasyonlarina rastlandi (Resim 3.20.).
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Resim 3.16. 2,4-D+Klorojenik asit grubu Karacigerde, vena sentralislerde hiperemi (kalin

0k), siniizoidal dilatasyon ve hiperemi (ince ok), periportal alanlarda ve intersitisyumda
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi), intersitisyel alanlarda bag doku olusumu
(kivrimli ok) HE. X10
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Resim 3.17. 2,—D+Kloroer-1-i'k asit grubu, Bobrek; Glomerulus bowman boslugunda
genisleme (kalin ok), glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon olusumlari (ince ok),
tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlar (ok basi), HE. X10

—

, Ka Myardt

Sl psl
Resim 3.18. 2,4-D+Klorojenik asit gru
HE. X10

a hyalin dejenerasyonu alanlari

Y
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Resim 3.19.3 2,4-D+Klorojenik asit grubu, Beyin, Damarlarda siddetli hiperemi (kalin ok)
noronlarda vakuolizasyon olusumu (ince ok), néronlar cevresinde fokal glia hiicre
infiltrasyonu alanlari (ok bas1) HE X10

Resim 3.20.4 2,4-D+Klorojenik asit grubu, Ovaryum, Damarlarda siddetli hiperemi (kalin
ok) stromada intersitisyel alanlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu alanlar1 (ince ok),
stromada fibr6z bag doku formasyonu (ok basi), cl: corpus luteum HE. X10
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Cizelge 3.7. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlar1 uygulanan ratlarin karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum

dokularmin histopatolojisinin istatistiksel degerlendirmesi

) " “P”
Organ Histopatolojik Bulgular Kontrol Kloroyg 2,4-D 2,4D+Kloroyg DECERLERI
Karacigerlerde Vena 0,00:0,00* 0,00::0,00? 2,57+0,53° 1,28+0,48" 0,000
sentraliste hiperemi ’
T . . 0,00+0,00° 0,00+0,00° 2,01+0,29° 1,12+0,18°
Sinuzoidal dilatasyon ve hiperemi 0.000
Karaciger ’
. N . .. 0,00+0,00° 0,00+0,00° 2,14+0,69° 1,14+0,37°
Periportal bolgede ve intersistisyel 0.000
alanda MNH infiltrasyonu alanlari
a a © b
Intersitisyel alanda bag doku 0,00:£0,00 0,00:£0,00 2,53+0,52 1,14+0,37
olusumu 0,000
Glomerulus bowman boslugunda 0,00+0,00° 0,00+0,00° 1,28+0,48° 0,82+0,22b 0,000
genisleme '
_ 0,00:£0,00°% 0,00:£0,00°% 2,57+0,53c 1,28+0,32"
Glomerulus kapillarlarinda 0.000
Bobrek vakuolizasyon olusumlari ’
. 0,00+0,00° 0,00+0,00 2,04+0,23° 1,12+0,21°
Tubuluslarda vakuoler dejenerasyon 0,000

alanlar1

53




a a c b
Intersitisyel bolgede hiperemi - 0,00+:0,00 2144069 1,1420,37 0,000
a a C b
Myokardta hyalin dejnerasyonu DUE=000 0,00+:0,00 2,:56+0,53 1,14+0,37 0,000
Kalp alanlar1
a a C b
Myokardta MNH infiltrasyonu 0,00+0,00 0,00+0,00 2,02+0,35 1,27+0,24 0,000
alanlar1
a a c b
Damarlarda hiperemi 0,00+0,00 0,00+0,00 2,14+0,69 0,82+0,32 0.000
a a c b
Bevi Néronlarda vakuolizasyon 0,00+0,00 0,00+0,00 2,57+0,53 1,14+0,37 0,000
eyin olusumlart ,
a a c b
Glia hiicre infiltrasyonu alanlarinda | %:00£0:00" | 0,00+0,00 2,04+0,43 1,15+0,36 0,000
artig
a a c b
Damarlarda hiperemi 0,00+0,00 0,00£0,00 2,52+0,43 1,25+0,38 0,000
a a c b
Ovaryum Stromada MNH infiltrasonu alanlars | 000000 0,00+:0,00 2,11+0,29 1,15£0,18 0,000
a a c b
Stromada fibroz bag doku 0,00+0,00 0,00+0,00 2,14+0,62 1,16+0,33 0,000

formasyonunda artig

Ortalama + standart sapma; n=7

*0¢ - Siitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak Gnemlidir (p<0.05).
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3.6.4. Immunohistokimyasal Bulgular

Yapilmis olan ¢aligmadaki mikroskobik degisimler incelendiginde karaciger ve
bobrek dokularinda TUNEL boyama yontemi ile apoptozisi belirlemek amaciyla
yapilan immunohistokimyasal boyama sonuglarinin istatistik verileri Cizelge

3.8’de ayrintili olarak sunulmustur.

3.6.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki ratlarin karaciger (Resim 3.21.) ve bobrek (Resim 3.22)
dokularinda yapilan TUNEL boyamasinda pozitifllik saptanmadi.

Resim 3.21. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X20
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Resim 3.22. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X10

3.6.4.2. Klorojenik Asit Grubu

Klorojenik asit grubundaki ratlarin karaciger (Resim 3.23) ve bobrek (Resim
3.24) dokularinda yapilan TUNEL boyamasinda pozitif immiin reaktivite

saptanmadi.
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Resim 3.23. Klorojenik asit grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X10

200 ym
Resim 3.24.5 Klorojenik asit grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X10
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3.6.4.3. 2,4-D Grubu

2,4-D grubundaki ratlarin karaciger hepatositleri incelendiginde TUNEL pozitif
boyanma saptandi (Resim 3.25). Bobreklerde de proksimal tubulus epitelinde
TUNEL pozitif boyanmalarin oldugu tespit edildi (Resim 3.26).

200 ym

Resim 3.25. 2,4-D grubuna ait karacigerde hepatosit ¢ekirdeklerinde TUNEL (+) hiicreler
(kalin ok). X10
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200 pm

Resim 3.26.6 2,4-D grubuna ait bobrek tubulus epitel hiicrelerinde TUNEL (+) hiicreler
(kalin ok). X10
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3.6.4.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu

2,4-D ile birlikte klorojenik asit verilen ratlarin karaciger hepatositleri incelendiginde

TUNEL pozitif boyanma saptandi (Resim 3.27). Bobreklerde de proksimal tubulus

epitelinde TUNEL pozitif boyanmalarin oldugu tespit edildi (Resim 3.28).

Resim 3.27. 2,4-D+Klorojenik asit grubuna ait karacigerde hepatosit cekirdeklerinde
TUNEL (+) hiicreler (kalin ok). X20

60



200 ym

Resim 3.28.7 2,4-D+Klorojenik asit grubuna ait bobrek tubulus epitel hiicrelerinde TUNEL
(+) hiicreler (kalin ok). X10

61



Cizelge 3.8. 2,4-D’nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlari uygulanan ratlarin karaciger ve bébrek dokularinin
TUNEL boyama yontemi istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Kontrol Kloro 2,4-D 2,4-D+Kiloro “p” DEGERLERI
Karaciger TUNEL 0,00+0,00° 0,00+0,00% 24,28+5,34° 13,22+5,34 0,000
a a C b
Bébrek TUNEL 0,00£0,00 0,000,00 25,26+4,08 17,14+3,89 0,000
Ortalama + standart sapma; n=7

*b¢: Siitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).
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4. TARTISMA

Iyonlastiric radyasyon, agir metaller, ultraviyole 1sinlar1 ve pestisitler gibi kimyasal
maddelerin organizmalar tlizerinde ¢esitli zararli etkiler yarattigi bilinmektedir
(Pizzino vd., 2017; Ercal vd., 2001). Kimyasal ajanlar doku ve organ hasarlarina
neden olmaktadir. Ayrica kanser gibi bir¢ok hastaligin olusumundan da sorumludur.
Bu ajanlarin canli organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin birikimini artirarak
oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. (Toyokuni vd., 1995; Reuter vd., 2010;
Klaunig, 2018; Hayes vd., 2020).

Teknoloji ile birlikte tarimda giin gegtikge pestisit kullanimi da artimaktadir. Bu
kimyasal kirleticilerin kullanimi arttikga pestisit kalintilariyla kirlenmis su ve gidalari
tiketen organizmalar nedeniyle olumsuz etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Pestisitlerin
hedef organizma iizerinde toksik etkileri ile bu maddelere maruz kalan canli
organizmalarda degisik maruz kalma yollar ile ciddi metabolik bozukluklara bagl
hastalik ve organizma hasar1 gibi Oniine gecilmez sonuclarin agiga ¢iktig

bilinmektedir. (Shadnia vd., 2005).

Pestisitler giliniimiizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Halkin ¢ogu zaman
farkinda olmadigi, cesitli kullanim alanlarina sahip ve cevreye biiyiik tehditler
olusturan maddeler de mevcuttur. Bu maddelerden biri de klorofenoksi grubuna ait
olan 2,4-D'dir. ikinci diinya savasi sirasinda genis yaprakli bitkileri kontrol altina
almak i¢in kullanilan bu maddenin zararh etkilerinin kesfedilmesinden bu yana pek
¢ok arastirmaci konu {izerinde ¢alismalar yapmistir. Ancak bu g¢alismalar halkin
gozlinde istenilen oranda farkindalik olusturamamistir 2,4-D Tiirkiye'de oldukca sik
kullanilmaktadir. Siirekli maruz kaldigimiz bir maddenin zararl etkilerini aragtirmak
ve yaygin kullanimmin getirebilecegi sonuglari anlamak gergekten ¢ok 6nemli bir
unsur olarak karsimiza g¢ikmaktadir. 2,4-D'nin insanlardaki etkilerini arastirmayi
amaglayan c¢alismalar toksikasyonu biyokimyasal, histopatolojik ve genetik olarak
incelenmesiyle yapilabilir. Ancak etik nedenlerden dolayi insanlar iizerindeki etkileri
dogrudan ortaya koyan ¢alismalar yapilamadigindan model organizmalar
kullanilmustir. (Ozdas, 2006).

Antioksidan bir bilesik olan klorojenik asit, basta yesil kahve, elma, kiraz, bogiirtlen,

domates ve patates olmak tizere birgok sebze ve meyvede bulunan bir polifenoldiir.
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Klorojenik asitin viicutta kardiyovaskiiler, sinir ve gastrointestinal sistemler {izerinde
koruyucu etkisi vardir. Ayrica glikoz ve lipit metabolizmasini diizenleyici etkiye de
sahip oldugu yapilan g¢alismalarla belirlenmistir. Bunun yani sira antihipertansif,
antilipidemik ve antidiyabetik etkilerinin yani sira gii¢lii antioksidan, antiinflamatuar
ve antiapoptotik etkileri de 6n plandadir (Lu vd., 2020). Klorojenik asit, antioksidan
ve antiapoptotik etkileri sayesinde bdobreklerdeki birgok doku hasarmi da
onleyebilmektedir (Wang vd., 2022).

Oksidatif stres, oksidasyonu tesvik etmek i¢in oksidatif ve antioksidan etkiler
meydana geldiginde ortaya c¢ikar. Genellikle reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS)
degisiklikler organizmalarin birgok fonksiyonunu etkiler (Liguori vd., 2018). Bu
yiizden artan oksidanlari belirlemenin etkili bir yontemi antioksidan enzimlerin
aktivitesindeki degisiklikleri Olgmekle baslar. Bu nedenle oksidatif stresi
belirlemenin etkili bir yontemi antioksidan enzimlerin aktivitesindeki degisiklikleri
belirlemektir (Liguori vd., 2018; Pisoschi vd., 2021). Antioksidan enzim aktivitesinin
bir gostergesi siiperoksit dismutazdir. SOD, serbest haldeki oksijen radikallerini
temizleyen ve bunlarin metabolizmadaki yogunlugunu azaltan bir enzimdir ve
cogunlukla da oksidatif stresin belirleyicileri olarak kabul edilir. (Hu vd., 2019;
Culotta, 2001; Younus, 2018). Katalaz, neredeyse biitiin canlilarda varolan
antioksidan savunma sisteminde yer alan bir diger 6nemli enzimdir (Nandi vd., 2019;
Chen vd., 2004).

Klorfenoksi grubuna ait 2,4-D, karaciger tizerinde toksik etkiler gostererek AST,
ALT ve ALP diizeylerinde artisa yol agabilir; ayrica bobrek fonksiyonlarini gésteren
BUN ve kreatinin seviyelerini de yiikseltebilir (Demirel vd., 2023).Yapilan bir
calismada, (Demirel vd., 2023), disi siganlara igme suyuyla birlikte 600 mg/L 2,4-D
verildiginde plazma ALT, AST, ALP, BUN ve kreatinin ile FSH, LH, PG ve E2
diizeylerinin arttigi vurgulanmigtir. Malathion'un neden olabilecegi biyokimyasal ve
histopatolojik hasar1 arastiran baska bir ¢alismada, malathion 100, 200 ve 400 mg/kg
dozlarinda 14 giin boyunca intraperitoneal olarak uygulanmistir. Calisma sonunda
elde edilen verilere gore karaciger enzimlerinin (AST, ALT, ALP) serum diizeyleri
degerlendirilmis ve malathion grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu rapor
edilmistir. (Raoofi vd., 2016). Marouani vd. (2017)’ de yaptig1 diger bir ¢alismada
erkek ratlara 100 ve 200 mg/kg dozlarinda 2,4-D’yi 30 giin boyunca uygulamis ve

kontrol grubuna gére FSH ve LH sevilerinin yiikselmis oldugunu bildirmislerdir.
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Benzer sekilde bu ¢alismada da, 2,4-D kullaniminin AST, ALT, ALP, iire, glikoz ve
total protein diizeyleri ile FSH, LH, PG ve E2 seviyelerini artirdigini, klorojenik
asitin ise bu toksikasyonda artan sevileri normale yakin bir seviyeye getirdigi
belirlenmistir. Bunun nedeni 2,4-D'nin karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda normal
metabolik siireglere etki ederek bu parametrelerde artisa neden olmasi, klorojenik
asidin ise antioksidan etkisiyle karaciger ve bobrekler iizerinde koruyucu etkilerinin
oldugu soylenebilir (Wang vd., 2022). Literatiirde 2,4-D ile yapilan galismalarda
canli agirlik degisimlerine ait ¢ok fazla veri olmamasina ragmen ¢alismamizda tim
gruplarin canli agirlik degisimleri belirlenmis ve gruplar agisindan istatiksel olarak

bir fark olugsmadigi belirlenmistir.

Hiicre i¢i ¢coklu doymamis yag asitlerinin -H;O;, veya -OH radikalleri tarafindan
oksidasyonu, enzimatik veya kimyasal tepkimeyle bozulmasiyla MDA'y1 olusturan
lipit peroksitleri olusturmaktadir (Cheng vd, 2011). ilgili enzim sistemleri (SOD ve
CAT gibi), lipid peroksitlerin ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda onemli
faydalar saglamaktadir. Daha 6nceki bir¢ok c¢alismada, 2,4-D’ye maruz kalan insan
ve siganlarda MDA diizeylerinin arttigi rapor edilmistir (Nakbi vd., 2010). Baska bir
calismada ise (Jahovic vd., 2003), metotreksat uygulanan siganlarin kan, karaciger,
bobrek ve ince bagirsak dokularinda GSH diizeylerinin azaldigi, miyeloperoksidaz
aktivitesi ve MDA diizeylerinin ise arttigin1 belirlemislerdir. Yapilan diger
caligmalarla paralel olarak bizim ¢alismamizda da kan ve doku MDA'sinda artis
gozlenmistir. 2,4-D ile birlikte klorojenik asit verilen grupta MDA diizeylerinin
onemli 6l¢iide azaldigr goriilmiistiir. Bu durumun klorojenik asidin etkili bir serbest

radikal temizleyici olmasindan dolay1 olusabilecegi sonucuna varilmistir.

Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH, viicudun antioksidan savunma
sisteminde Onemli bir rol oynar. Sadece GPx'in bir ortak substrati degildir, ayni
zamanda serbest radikallerin temizlenmesinde de dogrudan bir rol oynar. Aym
zamanda hiicre i¢indeki redoks tampon sisteminin temel bir bileseni olarak islev
goriir (Johansen vd, 2005). Pestisitler gibi ksenobiyotiklerle etkilesime girerek
karmagik  bilesikler olusturur. Bu etkilesim sayesinde, GSH hiicreleri
ksenobiyotiklerin toksik etkilerinden korur (Chhabra vd., 1993, Demirel vd., 2023).
Oksidatif stres sirasinda GSH, yiiksek LPO tarafindan iretilen peroksitlerin
detoksifikasyonunda yer alan enzimler tarafindan tiiketilir (Cathcart, 1985). Pek ¢ok

caligmada pestisitlere maruz kalan hayvanlarda GSH'nin azalma yoniinde seyrettigi
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(Ahmad vd., 2013; Karabag-Coban vd., 2016) ve c¢esitli antioksidanlarin
kullanimiin GSH diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. Alturfan ve arkadaslar1 (2011)
yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise siganlarda akrilamidin neden oldugu oksidatif stresi
azaltmak i¢in resveratroliin farkli dokulardaki etkilerini arastirmislar ve bu amagla
dort grup olusturmuslardir. Bu ¢alismada resveratrol 30 mg/kg, akrilamid 40 mg/kg
dozlarinda ayr1 ayr1 ve akrilamid ile resveratrol birlikte verildigi gruplar olusturulmus
ve oksidan antioksidan dengelerin toksik gruplarda bozuldugu; ancak resveratrol
verilen grupta ise bu dengenin normale yakin degerlere doniistiigiinii agiklamislardir.
Akrilamid grubunda 10 giin sonra MDA ve MPO aktivitelerinin istatistiksel olarak
arttigini, GSH'nin ise anlamh diizeyde azaldigini, tedavi grubunda ise bu durumun
anlaml1 olarak tersine dondiigiinii bildirmislerdir. Bu ¢alismada 2,4-D grubunda GSH
diizeyleri kontrole gére azalmistir. Bu durum, 2,4-D uygulanmasi sonucu olusan
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyonlara bagli olarak GSH diizeylerinin
azalabilecegi seklinde yorumlanmaktadir. Klorojenik asidin 2,4-D ile birlikte
kullanildigi grupta ise klorojenik asidin GSH diizeylerini 6nemli 6lgiide arttirdigi
gozlenmistir. Bu, Kklorojenik asidin 2,4-D kaynakli lipid peroksidasyonunu
hafiflettigini ve antioksidan etkisinden dolayr antioksidan enzimlerin aktivitesini
iyilestirdigini gostermektedir (Wang vd., 2022).

Normal fizyolojik kosullar altinda, SOD ve CAT gibi hiicre i¢i antioksidan enzimler,
ROS'u temizleyerek hiicresel antioksidan savunma sisteminde o6nemli bir rol
oynamaktadir (Bukowska, 2004). SOD, siiperoksit radikallerinin H,0,'ye
doniistimiinii katalize ederken; CAT, H,O,'yi suya donistiirir. Dolayisiyla bu
antioksidan enzimler ROS'un toksik etkilerini azaltabilir sonucuna ulasilmaktadir
(Mansour ve Mossa, 2009). Farkli pestisitler kullanilarak yapilan arastirmalar, SOD
ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri tizerindeki etkilerine iligskin farkli
aciklamalar yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada (Kanbur vd., 2009), bir organofosfatli
insektisit olan propetanphos'un sigan eritrositlerinde SOD ve CAT aktivitelerini
azalttigin1 bildirmislerdir. Baska bir arastirmacinin yaptig1 ¢alismada ise (Iince vd.,
2017), malathion kaynakli oksidatif hasara bagli olarak farelerin eritrosit ve
dokularinda SOD ve CAT aktivitelerinin arttifin1 belirlemislerdir. Benzer sekilde bu
in vivo c¢alismada da 28 giin boyunca 2,4-D verilen si¢anlarda eritrosit, karaciger,
bobrek, kalp, beyin ve ovaryum dokularinda SOD ve CAT aktivitelerinde azalma

gozlenmistir. 2,4-D grubundaki eritrosit, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum
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dokularinda SOD ve CAT aktivitelerinin diisiik seviyeleri artan oksidatif stres
nedeniyle bu enzimlerin tikenmesi ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir.
Sicanlarin eritrosit, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ovaryum dokularinda SOD ve
CAT aktiviteleri, klorojenik asit grubunda 2,4-D grubuna gore anlamli diizeyde
arttirdi@i belirlenmistir. Bu durumun, klorojenik asidin bu enzimlerin aktivitesini
sirdirme ve yenileme kapasitesi ile oksidan siipilirici  6zelliginden

kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir.

Sicanlarda 2,4-D'nin doku dagiliminin incelendigi bir ¢alismada siganlara 28 giin
boyunca 15, 75 ve 150 mg/kg dozlarinda 2,4-D uygulanmis ve bobrek tiibiillerinde
lezyonlar rapor edilmistir. Bu hayvanlarda vaskiiler hiperemi ve glomeriilerde
degisiklikler meydana geldigi agiklanmistir (Tayep vd., 2012). Baska bir ¢alismada
ise 2,4-D igme suyuna 25 ve 50 ppm dozlarinda 45 giin siireyle uygulanmis; 50 ve
100 ppm dozlarina maruz kalan si¢anlarmn beyin, kalp, karaciger ve bobrek
dokularinda degisiklikler oldugunu rapor etmislerdir. Ozellikle de karacigerde portal
alanlarda, bobreklerde tubulus epitel hiicrelerinde dejenerasyon olusumlarinin
sekillendigini bildirmislerdir. Ayrica beyinde de néronlarda glia hiicre infiltrasyonu
ve noronofaji olusumlarinin sekillendigi belirtilmistir (Mural vd., 2015). 2,4-D'nin
dokularda neden oldugu histopatolojik degisiklikler {izerine az sayida calisma
bulunmaktadir. Nakbi vd., (2010)’da 4 hafta boyunca 5 mg/kg dozunda uygulanan
2,4-D'nin siganlarin karaciger siniizoidlerinde kupffer hiicre aktivasyonunun arttigini
bildirmistir. Ayn1 zamanda Ince ve ark. (2023)’te 5 mg/kg dozunda 2,4-D'ye 8 hafta
maruz kalan erkek farelerde karaciger, bobrek, kalp, akciger, testis ve beyin
dokusunda histopatolojik degisikliklerin meydana geldigini rapor etmislerdir.
Yapilan bu tez ¢alismasi histopatolojik agidan degerlendirildiginde bu galismalara
benzer sekilde sonuglara ulasilmistir. Kontrol ve Klorojenik asit grubu ile
karsilastirma yapildiginda 2,4-D grubunda karaciger dokusunda periasiner ve
periportal alanlarda siniizoidal dilatasyon ve hiperemi ile hepatositlerde dejeneratif
degisiklikler, periasiner ve periportal bdlgelerde mononiikleer hiicre infiltrasyonu
alanlar1 ile bag dokusu olusumunun gozlendigi belirlendi. Bobrek ornekleri
histopatolojik olarak incelendiginde ise; glomeriiler kapillarlarinda hiperemi ile
vakuolizasyon olusumlar1 tespit edildi. Ayrica birgok tubulus epitel hiicresini
kapsayan dejenerasyon alanlari ile kortikomediiller bolgede hiperemi gozlenmistir.

Beyin dokusu incelendiginde bir¢cok damarda hiperemi ile noronlar ¢evresinde glia
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hiicre infiltrasyonun arttig1 tespit edildi. Ayni zamanda ndronlarda vakuolizayon
olusumlar1 da goriildii. Kalpte de histopatolojik degisiklikler gozlenmis ve
miyokardda hiyalin dejenerasyonu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonun olustugu
tespit edilmistir. Buna karsilik, 2,4-D'ye yanit olarak koruyucu olarak klorojenik asit
verilen grupta, klorojenik asidin antioksidan ve sitoprotektif etkileri yoluyla bu
degisiklikleri azalttig1 belirlenmistir (Wang vd., 2022).

Serbest radikallerin tiretimi patofizyolojinin bir parcasidir ve birgok pestisit
toksisitesi serbest radikallerin iiretimiyle iliskilidir. 2,4-D'nin aym1 zamanda ROS
rettigi de bilinmektedir (Demirel vd., 2023). Serbest radikaller dogrudan veya
dolayli olarak hiicre oliimiine neden olabilir. Karaciger ve bobrek de dahil olmak
lizere birgok hiicre tiiriinde apoptoz, ROS ve oksidatif stres olusumunda biiyiik bir rol
oynamaktadir. Yapilan in vivo ¢alismalar, birgok toksik ajanin DNA kiriklarina yol
actig1 ve apopitotik hiicre 6limiint arttirdigin1 géstermektedir (Mishima vd., 2006;
Karakog¢ vd., 2015). Bu c¢alismada da karaciger ve bobrek dokularinda apoptozu
gostermek amaciyla TUNEL boyamast yapilmistir. 2,4-D'ye maruz kalan ratlarin
karaciger ve bobrek dokularinda apoptozun arttigi gozlenmistir. Calismamizin
sonuglar literatiirii destekler niteliktedir. Calismamizda 2,4-D grubunda apoptozun
kontrol grubu ve klorojenik asit grubuna gore anlamli diizeyde arttigi tespit
edilmistir. Koruyucu madde grubu olan klorojenik asit; 2,4-D grubuna gére TUNEL
(+) hiicre sayisin1 6nemli 6lglide azalttigi belirlenmis ve klorojenik asidin karaciger

ve bobrek dokularinda apoptozu onledigi sonucuna  varilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismamiz, 2,4-D'nin 50 mg/kg ve klorojenik asidin 10 mg/kg dozlarinda,
ratlara oral gavaj yoOntemiyle 28 giin siireyle uygulanarak, bu maddelerin
metabolizma tiizerindeki etkilerini, oksidatif stresin olusumunu ve oksidan-
antioksidan  dengesindeki  degisimleri  biyokimyasal, histopatolojik  ve
immunohistokimyasal yontemlerle incelemeyi amaglamaktadir. Bu nedenle,
calismamiz literatiirdeki mevcut eksiklikleri gidermeye yonelik 6nemli bir katki
saglamaktadir. Yapilan c¢alismada 2,4-D verilen sigcanlarda bazi biyokimyasal
parametre diizeylerinin (AST, ALT, ALP, {ire, total protein ve glukoz), lipid
peroksidasyonun, DNA kiriklarinin ve proinflamatuvar ve apoptotik hiicrelerin
sayilarinin arttigi, GSH ile antioksidan enzim aktivitelerinin azaldig1 ve karaciger,
bobrek, beyin, kalp ve ovaryum dokusunda hasara iliskin histopatolojik
degisikliklerin olustugu belirlendi. Buna karsin, 10 mg/kg dozda klorojenik asit
uygulamasinin ise 2,4-D ile goriilen olumsuz degisiklikleri azalttig1 tespit edildi.
Sonugta klorojenik asidin 2,4-D ile indiiklenen oksidatif hasara karsi antioksidan,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile birlikte sitoprotektif etki gosterdigi ortaya
cikarildi. Bu agidan bakildiginda, ozellikle klorojenik asit takviyesinin insan ve
hayvan sagligi agisindan oksidatif hasara neden olan 2,4-D maruziyetine karsi
potansiyel koruyucu etkisinin olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada 2,4-D ve
bu gruptaki herbisitlerin neden oldugu oksidatif hasara karsi klorojenik asidin
koruyucu etkisinin belirlenmesi literatiire ilave bilgilerin girmesine olanak saglamis
ve ayrica bunlardan kaynakli olusabilecek olumsuz etkilerin azaltilmasinda

klorojenik asidin kullanilabilecegini gostermistir.
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