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ÖZET 

 
BĠR HERBĠSĠT OLAN 2,4 D (DĠKLOROFENOKSĠ ASETĠK ASĠT) ĠLE 

OKSĠDATĠF STRES OLUġTURULAN RATLARDA KLOROJENĠK ASĠDĠN 

MUHTEMEL KORUYUCU ETKĠSĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

 

Yapılan bu tez çalıĢmasındaki amaç; subkronik toksisiteye neden olan 2,4 D 

(Diklorofenoksi Asetik Asit) bazlı herbisit tarafından eritrosit, karaciğer, böbrek, 

beyin, kalp ve ovaryum dokularında oluĢturulan oksidatif stres, histopatolojik ve 

immunohistokimyasal değiĢiklikler üzerine Klorojenik asidin (Kloro) iyileĢtirici 

etkisini belirlemektir. Uygulama için Pamukkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik 

Kurul„undan E-60758568-020-255262 sayılı onay alınarak baĢlandı. ÇalıĢmada 300-

350 g 10-12 haftalık toplam 28 Wistar erkek rat, her kafeste 7„Ģerli hayvan olacak 

Ģekilde rastgele örnekleme yöntemiyle 4 gruba ayrıldı. Grup I „e (kontrol grubu) 

çalıĢma süresince normal rodent yemi ve çeĢme suyu ad libitum verildi. Ayrıca 

serum fizyolojik oral olarak uygulandı. Uygulanan ajanlar ise Grup II‟ye (KLORO) 

Klorojenik asit 10 mg/kg, Grup III‟e (2,4-D) 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit) bazlı 

herbisit 50 mg/kg ve Grup IV‟e (2,4-D+KLORO) 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit)  

bazlı herbisit 50 mg/kg ve Klorojenik asit 10 mg/kg birlikte 28 gün boyunca günde 

birkez olacak Ģekilde oral gavaj ile verildi. 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit); kan, 

karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve ovaryum dokularında MDA düzeylerini önemli 

oranda arttırırken, bu dokulardaki GSH düzeylerini ile dokulardaki ve eritrositlerdeki 

SOD ve CAT aktivitelerini azalttığı belirlendi. Buna zıt Ģekilde KLORO verilen 

grupta bu parametrelerin düzeldiği görüldü. Ayrıca KLORO‟nun rat dokularında 2,4 

D (Diklorofenoksi Asetik Asit) tarafından oluĢturulan histopatolojik değiĢiklikleri 

düzelttiği görüldü. Sonuç olarak Klorojenik asit, 2,4 D ile oluĢturulan lipid 

peroksidasyonu engelleyerek ve antioksidan savunma sistemini aktive ederek 

okidatif stresi önlediği ve 2,4-D‟nin sıçanların kan, karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve 

ovaryum dokularında yaptığı hasarı iyileĢtirdiği belirlendi. 

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

 

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF 

CHLOROGENIC ACID IN RATS SUBJECTED TO OXIDATIVE STRESS 

INDUCTED BY 2,4- D (DICHLOROPHENOXY ACETIC ACID), A HERBICIDE 

 

     

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 I (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 II 

(KLORO), 2,4 D (Dichlorophenoxy Acetic Acid) based herbicide 50 mg/kg was 

given to Group III (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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2
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1. GĠRĠġ 

Son teknolojik değiĢimler ile canlılar çok fazla kimyasala maruz kalmaktadır. Bu 

geliĢmeler ile birlikte her sene yeni kimyasallar üretilmektedir. Ġnsanların bu 

kimyasallara çok farklı alanlarda ve farklı Ģekillerde maruz kalması nedeniyle birçok 

farklı sağlık sorunu da ortaya çıkmaktadır. Kimya endüstrisinin geliĢmesiyle birlikte 

tarım ve sanayinin yanı sıra günlük hayatta da birçok kimyasal ürün kullanılmaktadır. 

Bu maddeler yararlarının yanı sıra, gerek doğrudan temas yoluyla gerekse kullanım 

sonrasında çevreye yayılma yoluyla çeĢitli nedenlerle çevre kirliliği (insanlar ve tüm 

ekosistemler için) üzerinde olumsuz etkilere de sahiptirler. Çünkü çevrenin tüm 

unsurları birbirine bağımlıdır. Tarımda kullanılan çeĢitli maddeler baĢta su ve toprak 

olmak üzere tüm biyolojik çevreyi kirletmektedir. (Polat, 1999).  

Pek çok böcek zararlısı tarımda birçok olumsuz etkiye neden olduğundan, insanlar ve 

hayvanlar üzerindeki toksik etkileriyle bilinen pestisitler çevresel ekosistemlerde 

yaygın olarak kullanılmaktadır. (Mossa vd., 2018). Pestisitler birçok organizmada 

öldürücü özelliklere sahip olmasına rağmen, kontrolsüz kullanımlarının hedef dıĢı 

organizmalarda olumsuz etkilere neden olduğu birçok çalıĢma ile ortaya konmuĢtur. 

(Hanazato, 2001; Alavanja vd., 2004; Braak vd., 2018). 

YapılmıĢ olan bu tez çalıĢmasında da rutinde kullanılan herbisitlerden birisi olan 2,4 

D (Diklorofenoksi Asetik Asit) Wistar-albino ratlar üzerindeki subakut uygulanması 

sonucunda klorojenik asitin oksidan- antioksidan savunma sistemine ve dokular 

üzerindeki değiĢikliklerine etkilerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak 

araĢtırılması amaçlandı. 
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1.1 Pestisitler 

Tarımsal kirliliğin en büyük nedeni pestisitlerdir. Herbisitler ve pestisitler günlük 

yaĢamımızda yaygın olarak kullanılmaktadır. Günümüzde doğaya zararlı 

maddelerden daha az zarar veren çeĢitli maddeler üzerine araĢtırmalar hızla devam 

etmektedir. (Gomez vd., 2001). Dünya Sağlık Örgütü'nün yapmıĢ olduğu 

araĢtırmalarda dünya nüfusunun %80'i hâlâ doğal yöntemlerle keĢfedilen bitkisel 

kaynaklı ilaçlara güvenmektedir. Ancak günümüzde çeĢitli amaçlarla kullanılan çoğu 

sentetik olmak üzere 80.000'den fazla kimyasal bulunmaktadır. Bu maddeler aynı 

zamanda insan sağlığına da zararlıdır. Bu kimyasallar arasında; aktif farmasötik 

bileĢenler, kozmetikler, gıda katkı maddeleri ve pestisitler baĢta gelmektedir (WHO, 

1990). 

 

Tarım alanlarında pestisit kullanımında “bitki büyüme düzenleyicileri” önemli 

faydalar sağlamaktadır. Pestisitlerin tarihine baktığımızda, 19. yüzyılın sonlarına 

kadar mekanik ve insani mücadelenin daha baskın olduğu görğlmektedir. Bitkilerde 

yabancı ot kontrolü, demir veya bakır sülfat ve hatta sülfürik asit gibi basit inorganik 

maddelerin kullanılmasıyla baĢlamıĢtır. Bu bileĢikler kontrollü bir Ģekilde 

uygulanmadığı için çoğunlukla bitki örtüsünün tamamına uygulanmakta ve bunun 

yüzünden de hem bitkilere, hem doğal hayata, hem de insanlara zararlı etkileri 

bulunmaktadır. (Buchel, 1977). 

 

Pestisitler, gıdaların tüm üretim ve tüketim aĢamaları ile muhafazası sırasında 

gıdaların üretimini olumsuz etkileyen ve ürünlere zarar veren mikroorganizmaları, 

böcekleri ve diğer parazitleri öldürmek için üretilmiĢ ürünlerdir (Özcan, 2003). Bu 

amaçla tarımda zararlılarla savaĢmak amacıyla kullanılmaktadırlar (Öncüer, 1991). 

Pestisitler; görünüĢlerine, fiziksel yapılarına ve kimyasal oluĢumlarına, içerdikleri 

etken maddelere, cins ve grubuna, toksik değerlerine ve kullanım alanlarına göre 

farklı Ģekillerde sınıflandırılırlar (Yönten, 2006). Kaçak yapılaĢmanın en büyük 

sorunlarından biri de yerleĢim alanında halen varlığını sürdüren endüstriyel ve 

tarımsal faaliyetler oluĢturmaktadır. Bu durumlardan kaynaklanan kirleticilerin aĢırı 

ve kontrolsüz kullanımı, kontrolsüz arıtma iĢlemleri nedeniyle atık su kanallarına 

bırakılması zehirlenmelere neden olmaktadır. Atık suyun içerdiği istenmeyen 

kimyasallar veya çeĢitli arıtma formülasyonları bu ortamda yaĢayan organizmaları 
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tehdit ettiği gibi, gıda kirliliği riski nedeniyle insan sağlığını da tehlikeye atmaktadır. 

(Gomez vd., 2001). 

 

Günümüzde insanlar pek çok türde toksik madde ile karĢı karĢıya kalabilmektedir. 

Bunlardan birisi de pestisit gruplarından oluĢmaktadır. ÇeĢitli yollarla (gıdalarda ve 

içme suyunda birikmesi gibi) pestisitlerin etkilerine maruz kalındığında, bu toksik 

maddelerle iliĢkili riskler canlılar için olumsuzluklar meydana getirmektedir. 

(Abdollahi vd., 2004). Bu tehlikelerin baĢlıcaları ise baĢ ağrıları, mide bulantısı, cilt 

ve göz tahriĢi ile baĢ dönmesi gibi kısa süreli etkilerin yanı sıra; astım, kanser, 

diyabet vb. yaĢam boyu süren hastalıklar da görülebilmektedir (Kim vd., 2017). 

Pestisitlere maruz kalma dört ana yolla gerçekleĢmektedir. Bunlar cilt, ağız, gözler ve 

solunum yollarıdır. Pestisit zehirlenmesi çoğunlukla ağız yoluyla meydana 

gelmektedir. Bunu daha az oranda deri emilimi takip etmektedir. Uçucu bileĢenlerin 

varlığı nedeniyle yapılan çalıĢmalar inhalasyon yoluyla maruz kalmanın yüksek risk 

oluĢturduğunu göstermektedir (Lushchak vd., 2018). 

 

Pestisit kaynaklı zehirlenmeler genellikle pestisitlerin üretimi, hazırlanması ve 

bitkilere uygulanması sırasında maruz kalınabileceği gibi; ayrıca pestisit içeren 

gıdaların kazara yutulması sırasında da meydana gelmektedir.  En yaygın olanı, ilaçlı 

gıdaların tüketilmesinden sonra ortaya çıkan olgulardan oluĢmaktadır. Pestisit 

zehirlenmesi durumunda; sinir, solunum, kalp-damar, mide ve bağıĢıklık 

sistemlerinde pek çok sorun ortaya çıkmaktadır. Gıdalardaki pestisit kalıntılarından 

kaynaklanan kronik zehirlenmeler sonucunda akciğer hastalıkları, karaciğer ve 

böbreklerde nekroz görülebilmektedir. Uzun süre pestisitlere maruz kalan kiĢilerde 

dolaĢım sistemi, karaciğer ve böbrekler gibi iç organların yanı sıra cilt ve gözlerde 

tahriĢe neden olduğu belirlenmiĢtir (Tatlı, 2006). 

 

Pestisitler çevreye salındıktan sonra belli bir süre içerisinde güneĢin etkisiyle 

parçalanmazsa ya da bakteri aktivitesi ile kimyasal yapısı değiĢtirilmezse belli bir 

süre sonra meyvelerin yüzeylerinde birikim gösterir. Toprakta biriken pestisitler 

belirli bir süre içerisinde topraktaki mikroorganizmaların ve bazı zararlı hayvanların 

yok olmasına veya etkisiz hale gelmesine sebep olur. Bunun yanı sıra bakır, 

alüminyum ve kalay gibi ağır metal içeren ürünlerle piyasaya sunulmuĢ pestisitler 

uzun yarı ömürlere sahip olduğundan bitkiler tarafından kolaylıkla emilmekte ve 
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insanlar bu bitkileri tükettiğinde sağlık sorunlarına neden olmaktadır (Yönten, 2006). 

 

1.1.1. Herbisitler 

 

Zararlı ürünleri ve yabani otları ortadan kaldırmak için kullanılan tarımsal pestisitlere 

herbisit adı verilmektedir. Herbisitler bitkiler üzerindeki etkilerine göre iki kategoriye 

ayrılır: "Türe özgü olmayan (yani tüm bitki türlerini etkileyenler)" ve "türe özgü 

olanlar"  yani yalnızca belirli türler için toksik olanlardan oluĢmaktadır. Herbisitler 

bitkilere etki ettikleri yere ve uygulanma Ģekline göre üç farklı Ģekilde sınıflandırılır: 

Kontakt herbisitler (yaprak ve gövdelerle temas yoluyla bitkilere zarar veren 

maddeler; örneğin bipiridil grubu), “sistemik herbisitler” "(bitkinin yaprak ve gövde 

gibi damar sistemine yayılarak bitkilere zarar veren maddeler) köklerle temas 

ettiğinde bitkinin damarları (örn. klorofenoksiasetik asit türevleri) tarafından hızla 

emilenler ve son olarak "bitkinin kök sistemi veya “tohum çimlenmesini etkileyen 

herbisitler” (pentaklorofenol-PCB gibi toprağa karıĢan ve istenmeyen bitki 

tohumlarını yok eden maddeler) olarak sınıflandırılır (Vural, 1996).  

 

1.1.2. 2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit) 

 

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

 

2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit), bitki büyüme aktivatörü olarak ilk kez 1942 yılında 

Zimmerman ve Hitchcock tarafından keĢfedilmiĢ ve 1944 yılında Hammer ve Tukes 

tarafından herbisit olarak piyasaya sürülmüĢtür (Yönten, 2006). 2,4-D, geniĢ 

kullanım alanına sahip olan fenoksialkanoik asit herbisitlerdendir (Vroumsia vd., 

2005; Güngör, 2007). 2,4-D asidi, 2,4-D asit dimetilamin tuzu ve 2,4-D asit 

isooktilester‟in kimyasal yapısı ġekil 1'de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 1.1 2,4-D‟nin kimyasal yapısı (Washington State Department of 

Ecology, 2001) 

2,4-D keĢfedildiğinde hormonların biyolojik aktivitesine benzer organik etkiler 

yaratması beklenirken sonrasında ot öldürücü özellikleri açığa çıkmıĢtır. 

AraĢtırmacılardan Zimmerman ve Hithoock yaptıkları tarla denemelerinde bu ürünün 

geniĢ yaprak oluĢumuna sahip yabancı otlara karĢı etkili olduğunu belirlemiĢlerdir. 

Ancak bu çalıĢmalar bir süre gizlice yürütülmüĢtür (Ecevit vd., 1999). Çünkü 

Amerika; Tarımsal amaçların yanı sıra, Vietnam SavaĢı'nda 2,4-D ve 2,4,5-T 

karıĢımı bitkileri öldürmek için kullanmıĢtır (Westing, 1979). 2,4-D, klorofenoksi 

bileĢik ailesine aittir ve beyaz bir toz halinde bulunur. Yaygın olarak amino tuzları ve 

esterleriyle birlikte kullanıma sunulmuĢtur. Diklorofenoksi asetik asitin ester formu 

buharlaĢmayla kaybolduğu için, diğer formu olan amin tuzları daha yaygın bir 

Ģekilde kullanılmaktadır. Bu iki farklı form geniĢ yapraklı yabani otlara karĢı 

etkilidir. Ancak ester formu uçucu olmasından dolayı kullanımı sınırlıdır. Bu nedenle 

karma üretim yapılan tarım alanlarında kullanılması önerilmez. Ayrıca farklı coğrafi 

ulaĢım yoluyla buğday yetiĢtirme alanlarının yakınında bulunan diğer mahsullere de 

ciddi hasarlar verebilir. Üretime sunulmuĢ olan ester formları ağırlıklı olarak tahıl 

tarımının yoğun olarak yapıldığı Anadolu'nun orta, doğu ve güneydoğu bölgelerinde 

kullanılmaktadır. Ester formlarının yoğun kullanılmasının sebebi ise yabancı otlara 

karĢı daha etkili olması ile açıklanabilmektedir. Bir diğer formu olan amin formları 

ise daha az etkili olmasına rağmen uçucu olmadıkları için karma yetiĢtirme 

alanlarında güvenle kullanıma sunulabilmektedir (Tepe, 1997).  2,4-D; toz, kristaller 

ve sarı-beyaz bir katı halinde bulunabilir. Aktif olan maddesi serbest asit formudur. 

Fenoksi herbisitler, amin türevleri, esterler ve tuzlar halinde ticari preparatlarda 

mevcuttur (Sota vd., 2003; Güngör, 2007).  

 

2,4-D'nin yaygın kullanımı ile birlikte yabani otların mekanik olarak yok edilmesinin 
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yerini almıĢtır. (Khalil, 2003; Kwan ve Chu, 2004). Bitkiler ilaçlamadan sonra 4 ila 6 

saat içinde 2,4-D‟nin emilimi gerçekleĢir. 2,4-D, bitkilerdeki istenmeyen ot 

oluĢumlarının kök ve sürgünlerinin büyüme noktalarına etki ederek büyümeyi 

engellemektedir (Shankar vd., 2006; Güngör, 2007). Metabolik özelliklerine 

bakıldığında kullanım alanları Ģunlardır: GeniĢ yapraklı bitkiler (Sariot, GökbaĢ, 

Hardal, Köygöçüren, Pelemir, Akhindiba, Arap fasulyesi, Atkuyruğu, Ballıbaba, 

Çoban Çantası, Bitki Çoban Asası, Demir Diken, Dön Baba, Düğün Çiçeği, Fare 

Kulağı), HaĢhaĢ, Ayçiçeği, Kavancı Otu, Sirke, Kekre, Mürdüm, Papatya, Sirke, 

Öküz Dili, Tarla Sarımsağı, Yonca, Ekmek tavĢanı, turna gagası, yabani su teresi, 

kanarya otu, kuĢ yemi, veneperus tarağı). 2,4-D, bitkiler tarafından kökler ve 

yapraklar yoluyla emilir, ardından diğer bölgelerine doğru taĢınır (Yalçınkaya, 2006). 

 

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

2,4-D‟lerin uygulandıktan sonra 1-18 ay arasında toprakta kalabildiklerini 

belirlenmiĢtir (Öztürk, 1997). Bazı klorofenoksi asitler, bunların tuzları ve esterleri; 

cilt, göz, solunum ve sindirim sistemlerinde zararlı etkilere neden olmaktadır. 2,4-D 

sindirim sisteminden yüksek oranda emilirken akciğerlerden emilimi zayıftır. Deri 

yoluyla emilim ise minimum düzeydedir (Arnold vd., 1989).  Klorofenoksi 

bileĢiklerinin yağ dokusunda birikimi oldukça düĢüktür.  Domuzlara 1 mg/kg 

dozunda 2,4-D enjekte edildiğinde, 6 ila 8 saat içinde dalakta, kanda, karaciğerde, 

böbreklerde ve akciğerlerde birikim gösterdiği belirlenmiĢtir.  Ancak beyin ve kas 

dokusunda düĢük seviyelerde biriktiği bulunmuĢtur. Ayrıca 24 saat sonrasında 

dokularda 2,4-D tespit edilememiĢtir. Farelerde ve domuzlarda 2,4-D'nin plasentadan 

herhangi bir değiĢikliğe uğramadan geçiĢ yaptığı belirlenmiĢtir. Ratların uterus 

dokusu ile plasenta, fetus ve amniyotik sıvısında %20 oranında 2,4-D tespit 

edilmiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada ise tavuk yumurtasında az miktarda biriktiği tespit 

edilmiĢtir. (EXTOXNET, 1996). 2,4-D oral olarak uygulanmasından sonra sekiz saat 

içerisinde yüksek plazma konsantrasyonuna ulaĢmaktadır (Erne, 1966). Ġnsanlarda 5 

mg/kg vücut ağırlığı dozunda 2,4-D emiliminin tam ve hızlı olduğu gözlenmiĢtir. Bir 

çalıĢmada 4 saat sonra plazma konsantrasyonlarında yükselme gözlenirken, benzer 

bir çalıĢmada bunun 7 saat içinde ortaya çıktığı rapor edilmiĢtir. (Kohli vd., 1974; 

Sauerhoff vd., 1977). Gebe hayvanlarda tek bir herbisit dozunun %17'si plasentayı 

geçip embriyoya ulaĢabilmiĢtir.  
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Tüm türlerde 2,4-D‟nin idrarla atılımı gerçekleĢmektedir. Ġnsan vücudundaki 

ortalama yarılanma ömrü 13 ila 39 saattir. 2,4,5-T'nin yarı ömrü 24 saatten 

oluĢmaktadır. Yarılanma ömrü artan dozlarda ve ani toksikasyon oluĢtuğu 

durumlarda uzamaktadır (Prescott vd., 1979; Keller vd., 1994; Ftiesen vd., 1990). 

2,4-D‟nin ortalama beĢ gün sonra idrarla insan vücudundan uzaklaĢtırıldığı yapılan 

araĢtırmalarla belirlenmiĢtir (Feldman vd., 1974). 

 

1.2. Serbest Radikal 

 

DıĢ yörüngelerinde eĢleĢmemiĢ elektronlara sahip olan atomlar veya bileĢikler son 

derece aktiftir ve bu elektronları paylaĢmak için diğer moleküllerle hızla reaksiyona 

girebilir. Ömürleri kısa, reaktifler, hücrelerde enerji üretmek için solunum yolu gibi 

birçok reaksiyonla üretilebilen moleküllerdir. Dünya atmosferinde serbest radikal 

olarak süperoksit anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit, peroksinitrit ve demir, bakır 

gibi geçiĢ metalleri bulunmaktadır. Bunların en güçlü oksidanı olan hidroksil 

radikalinin yarı ömrü kısadır ve çoğu biyolojik moleküle zarar verecek Ģekilde 

reaksiyona girer. Serbest radikaller canlı organizmalarda birçok farklı nedenden 

dolayı ortaya çıkabilir. Üretilen serbest radikaller, genetik materyalin yapı taĢları olan 

hücre içi proteinlere, özellikle de membran lipitlerine veya nükleik asitlere 

bağlanarak yapısal ve fonksiyonel değiĢikliklere ve hücre hasarına neden olur (Hu 

vd., 2019). 

 

Bu radikal oluĢumları endojen ve eksojen olarak sınıflandırılır. Endojen kaynaklı 

olanlar, yangısal olguların oluĢumu sırasında sitokinlerin salınmasını takiben bu 

serbest radikallerin üretimini tetikleyen nötrofiller ve makrofajlardır. Benzer Ģekilde 

mitokondride serbest radikaller, aerobik solunum sırasında elektron taĢıma sistemi 

tarafından aktiflenen oksijenin yan ürünleri olarak üretilir. Pestisitler, özellikle UV 

ıĢınları, X ıĢınları, gama ıĢınları, kloroform, alkol ve tütün gibi su kirleticileri de 

eksojen kaynaklara bağlı serbest radikallere örnek olarak verilebilir (Altıner vd., 

2018).  

 

Oksijen yaĢamın temel unsurunu oluĢturmaktadır. Birçok organik molekülün 

(hidrojen, kükürt, karbon, nitrojen)‟de temelini oluĢturmaktadır. Canlı 
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organizmalarda reaksiyonların oluĢumunda oksijen kullanılır. Bunun %90'ı enerji 

deposu olarak bilinen mitokondride oksidatif fosforilasyonda kullanılır. Mitokondri 

suda kullanılan oksijenin ortalama %1 ile 3'ü arasındaki bir değeri ROS (reaktif 

oksijen türleri)'a dönüĢtürmektedir (Muller vd., 2004).  

 

OluĢan ROS türleri kendi içerisinde üç gruba ayrılmaktadır. Bunlar; süperoksit 

radikalleri, hidrojen peroksit radikalleri ve hidroksil radikallerinden oluĢmaktadır. 

ROS türleri son derece reaktif moleküller olduğundan hücrelerin yapı taĢı olan lipid, 

protein ve karbonhidrat yapılarında fonksiyon bozukluklarına neden olurlar. Bu 

nedenle antioksidan sistem veya antioksidanlar olarak bilinen savunma sistemi, hücre 

yapılarının zarar görmesini önlemek için mevcuttur. Bu antioksidanlar iki gruba 

ayrılmaktadır. Bunlar ise endojen (antioksidan enzimler) ve eksojen (vitaminler)‟den 

oluĢmaktadır. Antioksidanların baĢlıca görevi, ROS'u bulunduğu yerden 

uzaklaĢtırmak ya da onları daha zararsız moleküllere indirgemektir (Li vd., 2021). 

 

Vücutta oksidan ve antioksidan iliĢkisi hep bir denge halindedir. Ancak bazı endojen 

ve eksojen kaynaklara bağlı olarak ROS'taki artıĢ dengeyi oksidanlar lehine 

değiĢtirmeye baĢlar (Flora, 2007). Bu durumda antioksidanlar oksidan artıĢını 

engellemediğinde oksidatif stres diye adlandırdığımız durum ortaya çıkar. 

Dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stres, hücresel metabolizma sırasında oluĢan 

ROS'un neden olduğu bir patolojidir ve tüm aerobik hücrelerde görülür. ROS 

miktarının artması ve antioksidan savunma sisteminin detoksifikasyon kapasitesinin 

azalması nedeniyle serbest radikallerin birikmesi, hücre zarlarının lipit yapısında 

oksidatif hasara neden olmaktadır. 

 

1.3. Oksidatif Stres 

 

 

Antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen türleri arasındaki dengesizliğe 

oksidatif stres adı verilmektedir. Oksidatif stresin memelilerde ve diğer canlılarda 

reaktif oksijen türlerini (ROS) ürettiği bilinmektedir. Antioksidanların ROS'u 

temizlemeye yeterli olmadığı durumlarda vücutta farklı olumsuz durumlar ortaya 

çıkabilmektedir. Oksidatif stres aynı zamanda vücuttaki redoks eĢleĢmesindeki 

uyumsuzluk olarak da tanımlanabilir. Bu Ģekillenen uyumsuzluğun nedeninin çok 
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faktörlü olduğu görülmektedir (DSouza, 2017). 

 

Hava kirleticileri, hücresel metabolik aktivite veya sigara dumanı gibi çevresel 

faktörler ROS üretimine neden olur. Bundan dolayı yapılarında bulunan eĢleĢmemiĢ 

elektronlar sebebiyle yüksek reaktif moleküller olarak görünür. ROS oluĢumunun 

temel kaynağı, mitokondriyal solunum zincirinden elektronların sızması ve bunların 

ardından moleküler oksijene aktarılmasıdır. Bu oluĢum da süperoksit anyonunun 

(O2)‟e dönüĢümüne yol açar. ROS'un kendisi, O2 üreten nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimini aktive ederek üretilen nitrik oksitin 

(NO) fizyolojik üretimini artırır ve endotelyal fonksiyon bozukluğu durumunda, 

peroksinitritin enzimatik oksidasyonu yoluyla NO üretimini nötralize eder. Çoklu 

doymamıĢ yağ asitleri metabolize edildikten sonra malondialdehit (MDA) dahil 

olmak üzere lipid peroksidasyonunun birçok son ürününün üretilmesine sebep olur 

(Rehman ve Akash, 2017). 

 

Bunun yanı sıra ROS redoks duyarlı transkripsiyon faktörlerinin yukarı regülasyonu 

ve histon asetilasyonunu değiĢtirerek kromatinin yeniden düzenlenmesi yoluyla 

çeĢitli genlerin ekspresyonunu da etkiler. Redoks durumunun düzenlenmesi organın 

hayatta kalması, aktivasyonu, çoğalması ve iĢlevi için gereklidir. ROS ara maddeleri 

olan süperoksit ve hidroksil radikallerinin yanı sıra hidrojen peroksite ilave olarak 

pek çok radikal oluĢumu lipid ve protein peroksidasyonu ve nükleik asit hasarı baĢta 

olmak üzere direkt olarak hücresel tahribat oluĢturabilir (Manda vd., 2009). Oksidatif 

stres, antioksidanların tükenmesiyle baĢlar ve oksidan reaktiflerin birikiminin 

zamanla artması nedeniyle oksidan ve antioksidan arasındaki denge bozulduğunda 

ortaya çıkar. Oksidatif stres baĢladığında hücreler, birçok mekanizmayı aktifleyip; 

yapısal proteinleri kodlayan genleri aktive ederek veya inhibe ederek oksidatif 

etkileri ortadan kaldırmaya ve redoks dengesini eski sağlıklı durumuna dönüĢtürmeye 

çalıĢır (Dalton vd., 1996). Vücuttaki daha yüksek ROS üretimi DNA'nın yapısını 

değiĢtirebilir. Bu, protein ve lipit modifikasyonları yoluyla pro- ve anti-inflamatuar 

sitokinlerin üretiminin artmasına ve ayrıca çeĢitli transkripsiyon faktörlerinin stres 

kaynaklı aktivasyonuna yol açar. Bununla birlikte oksidatif stres aynı zamanda doku 

hasarının ve hatta esas olarak nekroz, apoptoz ve inflamasyon mekanizmaları yoluyla 

meydana gelebilen hücre ölümünün de önemli bir nedenidir. Ayrıca yaĢlanma 

sürecini de hızlandırır ve birçok farklı dejeneratif değiĢime neden olur (Sies vd., 
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2020). 

 

Tarımda yaygın olarak kullanılan UV ıĢınları, kimyasallar ve pestisitler strese neden 

olabilir. Bu oluĢan oksidatif stres, lipitler, modifiye proteinler, DNA ve moleküler 

ağırlıklı antioksidanlar dahil olmak üzere ROS'un indüklediği hücresel bileĢenlerdeki 

yüksek veya düĢük değiĢiklikler yoluyla izlenebilir (Lushchak vd., 2018). Fazla 

oluĢan hidroksil radikalleri ve peroksinitrit, lipit tabakasının hasarına yol açabilir ve 

dolayısıyla hücre zarlarına ve lipoproteinlere zarar vererek kan ve dokularda 

malondialdehit (MDA) bileĢiklerinin oluĢumuna sebep olabilir. Radikaller, hızla 

yayılan lipit peroksidasyonuna neden olur ve çok sayıda lipit molekülünü etkiler. 

LPO, serbest radikal ara ürünleri oluĢturmak ve yarı kararlı peroksitler oluĢturmak 

için lipitlerin ve oksijenin direkt reaksiyonunun oluĢmasına neden olur (Pizzino vd., 

2017). Patolojide hücre boyutunda inceleme yapıldığında serbest radikal 

mekanizması, toksisitede ve hücre zarı bütünlüğünün kaybında önemli bir faktör olan 

fosfolipidlerin parçalanması yoluyla doku dejenerasyonuna ve nekrozuna neden 

olmaktadır (Forman ve Zhang, 2021) 

 

1.4. Nekroz ve Apopitoz Tanımı 

 

 

Birbirinden iki farklı yol ile hücreler ölüme sürüklenmektedir. Bu yöntemler ise 

apoptoz ve nekrozdur. Nekroz terimi; O2 eksikliği, sıcaklık değiĢiklikleri, çeĢitli 

zehirlenmeler gibi hücre dıĢındaki faktörlere maruz kalma sonucu oluĢabilecek çeĢitli 

fiziksel ve kimyasal sebeplere bağlı olarak oluĢabilecek travmatik olaylar nedeniyle 

oluĢan hücre ölümleridir. Apoptoz, metabolizma için gerekli olmayan, biyolojik 

iĢlevini tamamlamıĢ veya hasar görmüĢ hücrelerin zararsız bir Ģekilde yok edilmesini 

sağlarken aynı zamanda genetik olarak da ortadan kaldırılmasını sağlayan 

programlanmıĢ hücre ölümü sürecidir. Nekroz ise; patolojide tanım olarak kabul 

edilir (Thompson, 1999). Apoptoz, kelimenin tam anlamıyla bir ağacın yapraklarının 

dökülmesini tanımlayan latince bir terimdir. Apo, farklı; pitoz ise düĢme anlamına 

geldiği kabul edilir. Daha sonraki yıllarda yapılan çalıĢmalara göre günümüzde 

apoptoz olarak bilinen tanım, çeĢitli yönleriyle canlılardaki metabolik olayların bir 

fonksiyonunu oluĢturan döngü olarak kabul görmektedir. 
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Apoptoz olgusu, metabolizmaya zarar veren hücre ve yapıların ortadan 

kaldırılmasında, embriyonik geliĢim aĢamasındaki farklılaĢmada, savunma sisteminin 

geliĢim aĢamasında, inflamatuar sürecin çözülmesinde, organ ve sistemlerdeki 

hücrelerinin kontrolünde, fonksiyonel ve sistemik yıkımda önem kazanmaktadır. 

Hasarlı hücreler, vücudun homeostazisinin devamlılığında ön plana çıkmaktadır. Bu 

fonksiyonların bozulması organ fonksiyonlarını yavaĢlatabilir ve tümörlerin 

oluĢmasına neden olabilir. Nekroz ve apoptozun hücre ölümünü tetikleme yöntemleri 

olarak tanımlanmasına rağmen, iki ölüm tipinin histopatolojik ve fizyolojik nedenleri 

arasında farklılıklar vardır. Nekrozun kendine özgü bir özelliği de ölümün hücre 

gruplarında meydana gelmesidir. Nekrozun en fazla karĢılaĢılan nedeni oksijen 

eksikliğidir. Aynı Ģekilde arsenik ve kadmiyum gibi ağır metaller, tarım ilaçları ve 

siyanür gibi toksik ürünler de nekroza neden olmaktadır. Nekrotik olaylar zinciri, 

hücre geçirgenliğinin arttırılmasında rol oynarken, hücrelerin ve organel yapılarının 

parçalanmasına ve ardından sitoplazmanın ve nükleer bütünlüğün hücreler arasındaki 

boĢluklara salgılanmasına neden olur (Özoran, 1992). Hücre ölümünden sonra, temel 

faktörlerin hücreden hücreler arası boĢluğa salgılanması ile inflamasyona neden 

olabilir. Bu olayın asıl özelliği makrofaj ve nötrofil dediğimiz inflamatuar hücrelerin 

nekroz oluĢmuĢ bölgeye göç etmesidir. Göç eden bu hücreler nekrotik dokuyu 

fagosite eder ve yangı oluĢumunda nekrozun önemli bir iĢareti olarak kabul edilir. 

Apoptoz, nekrozdan farklı olarak inflamasyon olmadan gerçekleĢen, düzenlenen, 

genetik olarak programlanan, protein ve enerji sentezi gerektiren, metabolik dengeyi 

sağlayan bir olay olarak kabul edilmektedir. (Öztürk, 2002). 

Bazı hastalık durumlarında da apoptoz görülebilmektedir. AĢırı apoptoz, 

nörodejeneratif değiĢikliklere, AIDS'te görülen lenfosit kaybına, malignitelerin ve 

otoimmün lezyonların azalması gibi durumlara neden olur. Embriyonik ve fetal 

geliĢim sırasında normal geliĢimi tamamlayan bazı hücreler apoptoza yönlendirilir. 

Derinin keratin hücreleri dermisten epidermise doğru hareket ederek epidermisin en 

dıĢ tabakası olan stratum korneum katmanını oluĢturur. Tümörlerde gerileme 

aĢamasında hücreler ölmektedir. ÇalıĢmalar apoptozun Alzheimer hastalığı, 

Parkinson hastalığı, reperfüzyon hasarı, hepatit ve otoimmün hastalıklarda yaygın 

olarak karĢılaĢıldığını göstermiĢtir. (Guerrero ve Arias, 2001). 

 

1.4.1. Apoptoziste Meydana Gelen Hücre Ölümünün AĢamaları 
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Apoptoz tanımı, hücreden içsel veya dıĢsal olarak gelen iletilerle tetiklenen ve takip 

edilen olaylar bütünü olarak nitelendirilebilmektedir. Sonunda hücrenin fagositozuyla 

sona erer. ProgramlanmıĢ hücre ölümü, hücre içi proteazların (kaspazlar) aktivasyonu 

ile baĢlar. Bu süreç, hücrede çeĢitli biyokimyasal, fiziksel ve histopatolojik 

değiĢikliklere yol açar ve son olarak fagositoz ile tamamlanır. Bir hücrede apoptozun 

gerçekleĢebilmesi için öncelikle genetik mekanizmayı harekete geçiren bir sinyalle 

karĢılaĢması gerekir (Thompson, 1999). 

 

1.4.1.1. Tümör Nekrozis Faktör Süperailesi Reseptörleriyle Hücre 

DıĢından Kaynaklanan Apoptozis 

 

Hücre yüzeyindeki reseptörleri, değiĢik reseptörleri aktive ederek hücre 

fonksiyonunda değiĢikliklere neden olabilir (Franco vd., 2009). Hücre yüzeyi 

reseptörleri de hücre ölümüne sebep olabilir. Apoptoza bağlı olan önemli bir grup 

reseptör, tümör nekroz faktör reseptörü (TNFR) olarak adlandırılır. Bu reseptör 

ailesinin en az 19 üyesi bulunmaktadır. Bu reseptörlerin biyolojik iĢlevleri çeĢitlidir; 

bazıları hücre ölümüne (apoptoz) yol açarken, diğerleri hücre çoğalmasını 

(proliferasyon) teĢvik eder. Her ikisinin de görülebildiği durumlar bulunmaktadır 

(Thompson., 1999). Apoptozdan sorumlu en önemli TNFR reseptörleri Fas ve 

TNFR1'dir. Uyarıyı aldıktan sonra hücrenin sitoplazmasının bazı kısımları adaptör 

proteinlere tutunmaya çalıĢır. Ölüm bölgeleri, ölüm reseptörlerine bağlandığında 

apoptotik mekanizmaları harekete geçirir ve sinyali hücre dıĢından hücre içine iletir. 

Bu yolaklardan en önemlisi Fas proteinidir. Fas, sadece Fas ligandı (FasL) adı verilen 

hücre dıĢı bir sinyal tarafından baĢlatılır. FasL, Fas'a bağlandığında kaspaz 8'i aktive 

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

 

1.4.1.2. Hücre içinden kaynaklanan ve mitokondriyal yol aracılığıyla 

düzenlenen apoptozis 

 

Mitokondri, hücre içindeki iletilerle baĢlatılan apoptozda önemli bir rol oynar. Sinyal 

yolu, dıĢ mitokondriyal membranın geçirgenliğinin artmasına yol açar. Bu zarın 

geçirgenliğine de çeĢitli proteinler eĢlik eder. Bunlardan en önemlileri Bcl-2 grubu 

proteinleridir. Bu gruptaki bazı proteinler anti-apoptotik, diğerleri ise pro-apoptotik 
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olarak sınıflandırılır (Gastman, 2001). Bcl-2 proteininin anti-apoptotik olduğu 

bilinmektedir. Mitokondrinin dıĢ zarına ve apoptoz proteaz aktive edici faktör 1'e 

(apaf 1) bağlanarak çalıĢır. Hücre içindeki apoptotik yol, APAF 1'in mitokondriyi 

terk etmesine sebep olur. Bu ayrıĢma sonucunda dıĢ mitokondri zarının geçirgenliği 

artar. Artan geçirgenlik, mitokondrinin iki zarı arasındaki sitokrom c'nin sitozole 

bölünmesine neden olur. Apoptoz hücrede sitokrom c'nin salınmasıyla baĢlar. 

Sitokrom c, sitoplazmada Apaf 1, kaspaz 9 ve adenozin trifosfata (ATP) bağlanma 

eğilimindedir. Bu yapıya apoptozom adı verilir. Apoptozomlar, sonlandırma kaspaz 

olarak bilinen kaspaz 3 reaksiyonunu baĢlatarak apoptozu indükler (Gastman., 2001). 

Apoptoz ayrıca viral enfeksiyonlara karĢı ana savunma mekanizması olarak kabul 

edilen sitotoksik T hücreleri (CTL'ler), virüsle enfekte olmuĢ hücrelerde apoptoza 

uğrama eğiliminde olduğunda da ortaya çıkar (Mountz ve Zhou, 2001). Yabancı 

antijenleri tespit ettiklerinde yüzeylerinde FasL oluĢur ve hedef hücreler Fas 

reseptörlerine bağlanır. Sitotoksik T hücrelerinin sitoplazmik bölgesinde, sonuçta 

apoptozu indükleyen granzim B (serin proteaz) ve perforin adı verilen proteinleri 

içeren sitoplazmik granüller bulunur. Perforin, transmembran gözenek oluĢturucu bir 

proteindir. CTL'ler hedef hücrelerin yüzeyinde gözenekler oluĢturarak granzim B'nin 

sitoplazmalarına salgılanmasına neden olur. Granzim B hedef hücrelere eklenir ve 

kaspazları aktive eder (Mountz ve Zhou, 2001). Hücre apoptozunu indükleyen iç 

veya dıĢ uyaranlara bağlı olarak hücrede DNA hasarı oluĢtuğunda belirli genetik 

bölgeler aktive olur. Bu genlerden en önemlisi p53 genidir. Bu gen aynı zamanda 

apoptozdan sorumlu gen olarak da bilinmektedir. Normalde aktif olmayan p53 geni, 

DNA hasarı oluĢtuğunda aktifleĢerek p21 geninin aktif hale gelmesini sağlar. Bu p21 

geni hücrelerin S fazına girmesini G1 fazının sonunda durdurarak engellemesine 

sebep olur. Bunun sonucunda hücre döngüsü bozulur ve DNA hasarlı hücrelerin 

çoğalması engellenir (Mountz ve Zhou, 2001). p53 geni DNA onarım proteinlerinin 

transkripsiyonunu indükler. Bu proteinler DNA hasarını ortadan kaldırırsa hücre 

döngüsündeki bozulma da ortadan kalkar. Hücre hasarının onarımı istenilen oranda 

gerçekleĢmezse, p53 geni Bax proteinini (bir grup apoptotik BCL-2 proteini) aktive 

ederek mitokondri ile birlikte apoptoz ve hücre ölümüne neden olur. Bu sayede 

DNA'sı zarar görmüĢ hücreler yok edilir (Ferri, 2001). 

 

1.4.2. Apopitozu Ortaya Çıkarma Yöntemleri 
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Apoptoz, temel hücre fonksiyonuna dayanarak veya fizyolojik ve biyokimyasal 

yöntemler kullanılarak hücredeki DNA kırılmalarının tespit edilmesiyle 

belirlenebilir. Hücre morfolojisine bağlı olarak floresan bazlı boyalarla (Hoechst 

boyası, DAPI, propidyum, iyodür) floresan ataçmanlı mikroskop ile incelendiğinde, 

kültür ortamında üremiĢ olan hücreleri test etmek için faz kontrast mikroskobu da 

kullanılarak belirlenebilmektedir. Apoptotik hücrelerdeki farklılıklar yine faz 

kontrast mikroskobu ile belirlenebilir. IĢık mikroskobu altında ayrıntılı olarak 

incelendiğinde apoptotik hücrelerin benzersiz özellikleri arasında sitoplazmanın 

azalması ve çekirdekteki değiĢiklikler yer alır. Bunlar, kromatinin nükleer membran 

etrafında birikmesi, çekirdeğin büzülmesi ve birçok parçaya bölünmesi sonucu 

oluĢan morfolojik değiĢikliklerdir (Schneider ve Tschoop., 2000). Elektron 

mikroskobu kullanarak çekirdek ve hücre organelleri düzeyinde apoptozdaki 

farklılıklar tespit edilebilmektedir. 

 

1.4.2.1.TUNEL yöntemi kullanılarak DNA parçalanmasının tespiti 

 

Belirli nükleotidlerin tek veya çift sarmallı DNA kırıklarına bağlanmasına dayanan 

bir yöntem olarak bilinmektedir. Apoptoz oluĢmuĢ hücrelerin DNA'sı hızla 

parçalandığından, hücre içindeki kromatinin bütünlüğü bir anda kaybolur ve 3'-OH 

içeren DNA parçalarının sayısı artar. Hücrelerde, Tdt enzimi (terminal 

deoksinükleotidil transferaz), ortama eklenen dUTP biyotini parçalanmıĢ DNA 

fragmanlarının serbest 3'-OH uçlarına bağlanmasına neden olur. Biotin etiketli DNA 

fragmanları, ortama FITC gibi bir floresan ajanla birlikte avidin eklendiğinde belirgin 

hale gelir (Hilton vd., 1997). 

 

1.4.2.2. In situ hibritizasyon tekniği kullanılarak belirleme 

 

Bu, apoptozu belirlemek için etiketli bir poli(A) probu kullanılarak gerçekleĢtirilen 

yöntem olarak bilinir. Apoptotik DNA‟sı bulunan hücrelerin formalin 

denatürasyonuna hasssasiyetinin tespit edilmesi ve bunların parafine gömülmüĢ 

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

 

1.4.2.3. Anneksin V.Tekniği Kullanılarak Belirleme 
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Hücre zarının sitoplazmik tarafında fosfotidilserin bulunur. Hücrenin apoptoza 

uğrama eğilimi varsa iç yüzeyinde yer alan fosfotidilserin molekülleri hücre zarının 

dıĢ yüzeyine aktarılacaktır. Bu, floresan etiketli Annexin V (örn. FITC) kullanılarak 

fosfotidilserinin görünür karakterlere dönüĢtürülmesi prensibine dayanan bir 

yöntemdir. Bu yöntem akıĢ sitometrisi kullanılarak gerçekleĢtirilir ve floresan 

mikroskobu kullanılarak incelenebilir (Hilton vd., 1997). 

 

1.4.2.4.  Apoptoza özgü proteinlerin belirlenmesi 

 

 

Bu yöntem, kaspazlar gibi yalnızca aktif olan veya apoptotik hücrelerde eksprese 

edilen belirli proteinlerin (örn. Bcl-2 vb.) dokularda Western blot veya 

immünohistokimyasal yöntemler kullanılarak tespit edilmesine dayanan bir 

yöntemdir. 

 

1.5. Klorojenik Asit 

              

Fenolik bileĢikler, oksidan ve antioksidan savunma sistemi arasındaki dengeyi 

koruyarak insanlarda oksidatif stresle mücadelede önemli bir rol oynarlar. Aromatik 

halkalarına birden fazla hidroksil grup bağlanmıĢ olan fenolik bileĢikler; fenolik 

asitler, flavonoidler, kumarinler ve tanninler olarak sınıflandırılabilir. Fenolik asitler, 

benzoik asit ve sinnamik asit türevleridir. En yaygın hidroksisinnamik asitler 

arasında kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asit bulunur. Hidroksisinnamik asitlerin 

ana temsilcisi olan klorojenik asit, kafeik asit ve kinik asidin bir esteri olarak fenolik 

bileĢiklerin önemli bir sınıfını oluĢturur (Van, 2016). 

 

Gıda endüstrisinde kullanılan kimyasal koruyucuların olumsuz sağlık etkilerine dair 

artan kaygılar, doğal ve bitkisel maddelere olan ilgiyi her geçen gün artırmaktadır. 

Fenolik asitler, antiinflamatuvar ve antioksidan özellikleri nedeniyle çeĢitli faydalı 

kullanımları ile son dönemde araĢtırmacıların odak noktası haline gelmiĢtir (Naveed 

vd, 2018). Klorojenik asit, kahve ve çay gibi içeceklerle bol miktarda tüketilen ve en 

iyi bilinen fenolik asit bileĢiklerinden biridir (Farah ve de Paula Lima, 2019). Ayrıca 

yeĢil kahve çekirdekleri, kakao, dut meyveleri, turunçgiller, elma, patates ve diğer 

tarım ürünlerinde de bulunan bir polifenolik bileĢiktir (Al-Rasheed vd., 2016). 

Oksidatif stres ve inflamasyon gibi çeĢitli patolojik durumlarda terapötik veya 



16  

koruyucu rol oynadığı birçok deneysel hayvan modeli çalıĢmasında rapor edilmiĢtir 

(Feng vd., 2016; AL-Megrin vd., 2020; Dkhil vd., 2020). Ġn vitro bir çalıĢmada, 1,1-

difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH) analizi ile güçlü bir serbest radikal süpürücü 

özelliği ortaya konmuĢtur (Kataria ve Khatkar, 2019). 

 

                                    

 

ġekil 1.2. Klorojenik asitin kimyasal yapısı (Naveed 

vd., 2018) 

Son yıllarda klinik ve bilimsel çalıĢmalar klorojenik asitin; lipid ve glukoz 

metabolizmasında etkili olduğunu, kardiyovasküler hastalıklarda, karaciğer 

hasarında ve nörotoksisite tedavisinde baĢarılı sonuçlar elde edildiğini göstermiĢtir. 

Klorojenik asit veya metabolitlerinin kan-beyin bariyerini geçerek nöroprotektif 

sonuçlar ürettiği bildirilmiĢtir. Mantarlar, bakteriyel toksinler, farmasötikler, 

metaller, pestisitler vb. gibi çeĢitli kimyasalların neden olduğu toksisitelere karĢı da 

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

 

Klorojenik asit, vücutta antioksidan aktivite baĢta olmak üzere antibakteriyal, 

antienflamatuar ve antipiretik etkilere sahiptir (Ji vd., 2013; Naveed vd., 2018). 

Klorojenik asitin antioksidan aktivitesi, orto-dihidroksil veya 4-hidroksi-3-metoksil 

grubunun varlığına bağlanmıĢtır. Klorojenik asitin antioksidan etkisi ile radikal 

yakalama etkinliği iki mekanizma ile açıklanmaktadır. Birincisi serbest radikalin 

klorojenik asitten bir hidrojen atomu çıkardığı hidrojen atomu transfer reaksiyonu; 

ikincisi serbest bir radikalin klorojenik asite bağlanarak ara ürün ürettiği eklenti 

oluĢumudur (Rashidi vd., 2022). Klorojenik asitin oluĢan oksidatif stresi azaltmak 

için antioksidan enzim düzeyini yukarı regüle ederek ROS aracılığıyla üretilen NF-

κB ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) aktivasyonlarını baskılar. (Yun 

vd., 2012). Antienflamatuar etki olarak da Nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-

2 (COX-2) enzim ve IL-6, IL-1β, TNF-α gibi proinflamatuar sitokinlerin düzeyini 
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azaltır (Hwang vd.,2014 92). 

 

Klorojenik asit, hücreleri iki ayrı mekanizma yoluyla etkiler. Oksidatif stresten hasar 

görmüĢ hücrelerde, antiapoptotik sinyal üretimini desteklerken; kanser hücrelerinde 

apoptotik sinyal üretimini tetikler. Hücre döngüsünün ilerlemesinde önemli rolü olan 

siklin D1 ekspresyonunun ise klorojenik asit tedavisi sonrasında belirgin Ģekilde 

arttığı görülmüĢtür. Kronik myeloid lösemi (KML) hücre hatlarında ise sağlıklı 

hücrelerin tersine apoptotik sinyal yollarının aktivasyonu ile ters farmakolojik etki 

görülmüĢtür (Luo vd., 2020; Liu vd., 2013; Domitrović vd., 2014). 

 

Doğal ve bitkisel ürünler; güvenli, yüksek etkinlik ve düĢük maliyet gibi 

özelliklerinden dolayı tercih edilen önemli antioksidan kaynaklarıdır. Klorojenik 

asidin farklı ksenobiyotiklere karĢı terapötik ve/veya/koruyucu etkinliğini gösteren 

çalıĢmalar vardır. Ancak tarım alanlarında ve bahçe bitkilerinde yabani otlara karĢı 

mücadele amacıyla en çok kullanılan bir herbisit olan 2,4-D‟nin ratlarda oluĢturduğu 

oksidatif hasara karĢı klorojenik asitin kullanımlarının terapötik etkinliğinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢmaya daha önce hiç rastlanılmamıĢtır. Bu yüzden bu çalıĢmada 

2,4-D ile oksidatif stres oluĢturulan ratlarda kan ve dokulardaki hasara bağlı 

oksidan/antioksidan denge, biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal 

değiĢiklikler üzerine klorojenik asidin kullanımının etkinliğinin araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır.         
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Araç ve Gereçler 

 

Ependorf tüpü (1,5 mL‟lik, Roth) Cerrahi eldiven (Dolphin) Polietilen enjektör (5 mL, 

Ayset) 

Spekrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)  

Mikrotom (Leica, RM 2245) 

Su banyosu (Leica, HI 1210) 

 

DeğiĢik hacimlerde otomatik pipet (Socorex-Acura 825; 10–100 µl; 100– 1000 µl) 

Sarı ve mor kapaklı kan tüpleri (Isolab) 

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), mezür, tüp] 

Cerrahi malzemeler (pens, makas) 

Distile su cihazı (GFL, 2202) Buzdolabı (Beko, .D 8459 SM) 

Derin dondurucu (Uğur, UDD300BK) 

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

MS2) 

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

Isıtıcılı manyetik karıĢtıcı (Velp Scientifica) Dijital pH metre (Inolab, WTW) 

Etüv (Thermo, Heraterm) 

IĢık mikroskobu (Nikon, Eclipse Ci, .Tokyo, Japan) 

Kamera (Nikon DS FĠ3, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan) 

 

 

2.1.2. Hayvan Materyali 

 

Pamukkale Üniversitesi Deneysel Cerrahi AraĢtırma ve Uygulama Merkezi'nden 6-8 

haftalık, 200/250 g ağırlığında 28 adet sağlıklı erkek Sprague-Dawley sıçan temin 

edildi. Hayvanlar oda sıcaklığında (25°C) ve bağıl nemde (%50-55) standart rat yemi 

ve su ile 12 saatlik karanlık/aydınlık periyotta tutuldu. Sıçanlara standart rat yemi ve 
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su ad libitum olarak verildi. Deneye baĢlamadan önce ratlar çevreye uyum 

sağlamaları için en az 7 gün tutuldu. Yapılan bu çalıĢma Pamukkale Üniversitesi 

Yerel Etik Kurul„undan 13.09.2022 tarih ve 60758568-020-255262 sayılı onay 

alınarak baĢlandı (EK-1). 

2.2. Metot 

 

2.2.1. Deneysel AĢama 

 

2.2.1.1. Deney AĢamasının Planlanması ve Uygulanması 

 

Yapılan çalıĢmanın deney hayvanlarıyla çalıĢılacak kısmı 28 gün olarak 

uygulanmıĢtır. Pamukkale Üniversitesi Deneysel Cerrahi ve AraĢtırma Merkezinden 

temin edilen 10-12 haftalık yaĢta 28 diĢi sıçan (yaklaĢık 300-350gr), her grupta 7 

sıçan olacak Ģekilde rastgele örnekleme metodu ile 4 gruba ayrılmıĢtır. Serum 

fizyolojik içinde süspansiyon halinde hazırlanan 2,4-D için uygulanan dozlar LD 

50‟sinin (> 2000 mg/kg) 1/40‟ı (50 mg/kg) (Gorzinski ve ark., 1987) ve klorojenik 

asit 10 mg/kg (Tanyeli, A. ve Güzel, D., 2018) oranları kullanılmıĢtır. Bu dozlar 28 

gün süresince hergün tek doz halinde toplam hacim 2,4-D ve klorojenik asit için 0,5 

ml miktarda olacak Ģekilde uygulanmıĢtır. Gruplar ve yapılan uygulamalar detaylı 

bir Ģekilde aĢağıda belirtilmiĢtir. 

 

Grup I- Kontrol grubu- Ġçme suyu ve standart rat yemi verildi. Serum fizyolojik 0,5 

ml gastrik gavaj ile uygulandı. 

Grup II- Klorojenik asit grubu- Klorojenik asit salin solüsyonunda çözdürüldü ve 10 

mg/kg dozunda 0,5 ml miktarında gastrik gavaj ile oral olarak verildi. (Tanyeli ve 

Güzel, 2018). 

Grup III- 2,4 D (Diklorofenoksi Asetik Asit grubu 50 mg/kg-2,4 D (Diklorofenoksi 

Asetik Asit 500 g/L‟den alınıp 50 mg/kg dozunda hesaplanarak 0,5 ml miktarında 

gastrik gavaj ile verildi. (Gorzinski vd., 1987; Kalıpcı, 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 

solüsyondan alınıp sulandırılarak 0,5 ml miktarında; klorojenik asit ise 10 mg/kg 

dozunda salin solüsyonunda çözdürülerek 0,5 ml miktarında gastrik gavaj ile 

uygulandı. 
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2.2.1.2. Deney AĢamasının Sonlandırılması 

 

28 günlük deney süresinin bitiminden sonra sıçanlara kas içinden ksilazin 87 mg/kg 

ve ketamin 13 mg/kg dozunda kas içi enjeksiyon yapıldı. Ksilazin ile preanestezi, 

ketamin ile genel anestezi sağlandı. Biyokimyasal ve histopatolojik analizlerde 

kullanılan dokular için hayvanlar servikal dislokasyonla yaĢamlarına son verilerek 

karaciğer, böbrek, beyin, kalp, ve ovaryum dokuları alındı. Bu dokular % 0,9 NaCl 

ile yıkanıp sonra boĢ tüplere yerleĢtirildi. 

 

2.2.2. Kalpten Kan Örneği Alınması ve Alınan Numunelerin Muhafaza   

            Edilmesi 

             

Anestezi uygulandıktan sonra, göğüs kafesi açılarak kalpten etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA) içeren enjektörle 3-4 cc kan alındı. Toplanan kan örnekleri, yaklaĢık 

yarım saat içinde 4ºC‟de 20 dakika süreyle 3000 devirde santrifüje tabi tutuldu. 

Santrifüj iĢleminden sonra plazma ve serum örnekleri ayrı ayrı eppendorf tüplerine 

alındı ve analizler yapılıncaya kadar -80°C‟de saklandı. Kan alma iĢlemi 

tamamlandıktan sonra, ratların karın bölgesi cerrahi metotlarla açılarak karaciğer, 

böbrek, beyin, kalp ve ovaryum dokuları örnek tüplerine aktarıldı. Bu dokuların bir 

kısmı biyokimyasal analizler için -80°C‟de muhafaza edildi, kalan kısmı ise 

histopatolojik inceleme için % 10‟luk formaldehitli kavanozlara yerleĢtirildi. 

Dokular alındıktan sonra geri kalan hayvansal atıklar tıbbi atık ünitesinin sağladığı 

özel ambalajlara konularak uygun Ģekilde imha edilmek üzere tıbbi atık ünitesine 

bırakıldı. 

 

2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler 

 

 

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu 

 

 

HazırlanmıĢ olan dokular. 0,5 g olarak tartılmıĢ ve üzerine 50 mM olacak Ģekilde 5 

ml miktarında ph‟sı 7‟ye ayarlanmıĢ soğuk KH2PO4 ilave edilmiĢtir. Ardından 

mekanik ve ultrosonik homozenizatör.kullanılarak bir örnek .parçalanması yani 

homojenizasyon.iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu iĢlemi takiben dokular 3000 devirde. 
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20 dakika santrifüj iĢlemine tabi tutulmuĢ ve üstte birikim gösteren süpernatantlar 

tüm biyokimyasal iĢlemlerde kullanılmıĢtır.  

 

2.2.3.2. Hemolizat Hazırlanması 

 

Tam kan santrifüj edilip plazmaları ayrıldıktan sonra geriye kalan eritrosit 

bütünlüğünün üzerine eĢit miktarda olacak Ģekilde KH2PO4 tampon solüsyonu ilave 

edilmiĢtir. Sonrasında 5 dakika santrifüj edilmek suretiyle bu iĢlem en az üç kez 

tekrar edilmiĢtir. Bu iĢlemi takiben üzerindeki sıvı alınarak kalan eritrosit 

yoğunluğundan 0,5 ml alınarak aynı oranda (0,5 ml) hazırlanmıĢ 0,5 ml KH2PO4 

solüsyonlarıyla karıĢtırılarak eppendorflara aktarılmıĢtır. Kullanılıncaya kadar da  -80 

°C de saklanmıĢtır. Kullanılacağı zaman buzdolabındaki bu eppendorflar alınarak 

hemolizat hazırlanması için eritrosit paketinden 0,8 ml alınarak üzerine soğuk distile 

su ilave edilmiĢtir.Bu hazırlanan hemolizatlar SOD ve CAT  ölçümleri için 

kullanılmıĢtır (Winterbourn vd., 1975).  

 

2.2.3.3. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini 

 

Lipid peroksidasyonu ürünü olan MDA kanda Draper ve Hardley (1990) ve dokuda 

ise Ohkawa vd, 1979 da belirlediği yöntemlere göre ölçülmüĢtür. Kanda yapılan bu 

metodta MDA, TBA ile reaksiyona girer ve 532 nm boyunda spektrofotometrede 

absorbans değerinin okunması prensibine dayanmaktadır. Kanda MDA ölçülürken 

aĢağıda verilen metod kullanılmıĢtır. 

 

Kullanılan Çözeltiler: 

 

% 10‟luk Trikloroasetik asit (TCA): 10g miktarındaki TCA 100 ml distile suda 

çözdürülmüĢtür. 

%0,8‟lik Tiyobarbitürik asit (TBA): Öncelikle TBA 1g miktarindaki NaOH 500 ml 

distile suda çözdürülerek iĢleme baĢlandı. Sonra 4 g TBA 500 ml‟lik NaOH 

çözeltisinde çözdürülmüĢtür.  

 

Deneyin Yapılması: 
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0,5 ml miktarındaki eritrosit paketi üzerine 2,5 ml % 10‟luk TCA eklenerek iĢleme 

baĢlandı. 0,5 ml erirosit paketi üzerine 2,5 ml %10‟luk TCA eklendi. Homojen bir 

karıĢım elde edildikten sonra 10 dakika kaynatıldı. Bunu takiben hemen soğuk suya 

alınarak soğutma iĢlemi tamamlandı ve 4000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilerek 

berrak hale gelmiĢ olan homojenattan 2 ml miktarında deney tüpüne aktarılmıĢtır. 

Bunun üzerine de % 0,8‟lik TBA eklenerek 10 dakika kaynatma iĢlemi yapılmıĢtır. 

Sonra tekrar buz kalıpları ile soğutularak elde edilen pembe renkli kısım 532 nm 

dalga boyunda spektrofotometrede distile suya karĢı ölçüm iĢlemi tamamlanmıĢtır. 

Dokuda MDA ölçümü (Ohkawa vd, 1979‟a göre) 

 

Kullanılan Çözeltiler: 

1.50 mM KH2PO4: 3,4 g KH2PO4 hassas terazide tartılarak 500 ml‟ye tamamlandı.  

2. Sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisi: 2,02 g SDS hassas terazide tartılarak 250 

ml distile suda çözdürüldü.  

3.Glasiyel asetik asit: %20‟lik glasiyel asetik asit tekniğine uygun oranda 

hazırlanmıĢtır  

4.% 0,8‟lik Tiyobarbitürik asit (TBA): 1 g TBA NaOH içeren beherde 500 ml‟lik 

distile suda çözdürüldü.  

5.N butanol-pirin karıĢımı: 750 ml n- butanol 50 ml piridinle karıĢtırılarak 

hazırlanmıĢtır. 

 

Metodun Uygulanması: 

 

Dokulardan elde edilmiĢ olan süpernatanttan 0,2 ml alınarak temiz bir deney tüpüne 

aktarılmıĢtır. Bunun üzerine sırasıyla; 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 karıĢtırıldı. 

100°C‟lik ısıtılmıĢ suda 1 saat kaynatma iĢlemine tabi tutuldu. Süre dolduktan sonra 

soğuk suda soğutma iĢlemi uygulandı. Bunun üzerine 1 ml distle su ve 5 ml butonol-

piridin karıĢımı eklendi ve çalkalandı. Santrifüje aktarılarak 4000 rpm‟ de 10 dakika 

santrifüj edilerek sonrasında oluĢan pembe renk 532 nm‟lik dalga boyunda 

spektrofotometrede ölçüm iĢlemi tamamlandı. 
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2.2.3.4.  Glutatyon (GSH) Tayini 

 

 

5,5'-Ditiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), sülfidril grupları ile reaksiyona girerek 

sarı renkli bir disülfit kompleksi oluĢturur. Bu kompleksin absorbansı, 412 nm'de 

spektrofotometre ile ölçülerek GSH miktarı belirlenir (Beutler vd., 1963). GSH 

tayini, dokularda ve eritrosit paketlerinde aĢağıdaki yöntemle yapılmıĢtır. 

 

Kullanılan Çözeltiler: 

Çöktürücü: 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA ve 90 g NaCl, 300 ml distile suda 

çözülmüĢtür. 

Fosfat çözeltisi (0,3 M): 40,02 g Na2HPO4.7H2O, 500 ml distile suda çözülmüĢtür. 

DTNB çözeltisi: 40 mg DTNB, 100 ml sodyum sitrat çözeltisinde çözülmüĢtür. 

GSH standardı: 10 mg GSH, 25 ml distile suda çözülmüĢtür. 

Uygulanan Yöntem: 

1.0,2 ml doku homojenatından veya eritrosit paketinden örnek alınır. 

2.Üzerine 3 ml çöktürücü eklenir, karıĢtırılır ve 5 dakika bekletilir, ardından adi 

süzgeç kâğıdından süzülür. 

3.1 ml filtrat baĢka bir tüpe alınır. Üzerine 4 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml DTNB 

çözeltisi eklenir, iyice karıĢtırılır. 

4.KarıĢım, 412 nm'de 10 dakika boyunca spektrofotometre ile ölçülür. 

5.Standart tüpünde doku homojenatı yerine 0,2 ml GSH standardı kullanılır. 

6.Kör tüpüne 2 ml distile su ve 3 ml çöktürücü eklenir, sonra adi süzgeç kâğıdından 

süzülür. 

 

2.2.3.5. Süperoksid dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini 

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ölçülmesi, ortamdaki nitroblue tetrazolium 

(NBT) indirgeme reaksiyonunun, numunelerdeki SOD ile indirgenme prensibine 

dayanır. Bu süreçte, süperoksid grupları ksantin oksidaz enzimi ile reaksiyona 

girerek maddeyi indirger ve 560 nm'de absorbans gösteren formazon yapısını 

oluĢturur. Ortama eklenen SOD enzimi, süperoksid gruplarını dismutasyona 

uğratarak NBT indirgeme reaksiyonunun hızını yavaĢlatır. Sonuç olarak, 

spektrofotometredeki absorbans değeri düĢer (Sun vd., 1988). Bu aktiviteyi ölçmek 

için aĢağıdaki yöntem uygulanmıĢtır. 
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Kullanılan Çözeltiler: 

Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi (PSB): 1 litre tridistile suda 8,06 g NaCl, 0,201 g 

KCl, 12,636 g Na2HPO4·2H2O ve 0,2 g KH2PO4 çözülüp pH 7,4'e ayarlanmıĢtır. 

Ksantin Stok Çözeltisi (3 mmol/l): 23 mg ksantin, 50 ml‟lik balon jojede, 5 ml 0,1 N 

NaOH ile hafifçe ısıtılarak çözülmüĢ ve distile su ile 50 ml'ye tamamlanmıĢtır. 

Kullanım öncesi 10 kat sulandırılır. 

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

tamamlanmıĢtır. 

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

balon jojede distile su ile çözülüp hacim 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

Na2CO3 Çözeltisi (400 µmol/l): 4,2 g Na2CO3, 100 ml‟lik balon jojede distile su ile 

çözülüp hacim 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

Sığır Albümini Çözeltisi (1 g/l): 100 mg sığır albümini, 100 ml‟lik balon jojede 

distile su ile çözülüp hacim 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

CuCl2 Çözeltisi (0,8 mmol/l): 10,7 mg CuCl2, 100 ml‟lik balon jojede distile su ile 

çözülüp hacim 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

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

enziminden 20 µmol alınarak 2 ml 2 M amonyum sülfat çözeltisi ile karıĢtırılmıĢtır. 

Reaktif KarıĢım: 20 tüplük analiz serisi için, 100 ml‟lik bir erlen içerisine 20 ml 10 

kat sulandırılmıĢ ksantin stok çözeltisi, 10 ml EDTA çözeltisi, 10 ml NBT çözeltisi, 

6 ml Na2CO3 çözeltisi ve 3 ml sığır albümini çözeltisi eklenerek karıĢtırılmıĢtır. 

Uygulanan Yöntem: 

1.Kör ve test tüplerine sırasıyla 2,45 ml reaktif karıĢımı eklenir. 

2.Kör tüpüne 0,5 ml distile su, test tüpüne ise 0,5 ml numune ilave edilir. 

3.Her tüpe 50 µl ksantin oksidaz ekleyip sonrasında karıĢtırılır. 

4.Tüpleri 20 dakika boyunca 20°C‟de su banyosunda inkübe edilir. 
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5.Ġnkübasyon sonunda tüplere 1 ml CuCl2 eklenir, böylece reaksiyon durdurulmuĢ 

olur ve oluĢan rengin absorbansı 560 nm'de ölçülür. 

6.Reaksiyon ortamındaki enzim aktivitesi, ünitelere dönüĢtürülerek hesaplanır. 

 

2.2.3.6. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini 

 

Tampon çözeltisi içinde bulunan H2O2, örnekteki CAT etkisiyle parçalanır ve bu 

spektrofotometrede 570 nm‟de ölçülen absorbansın azalmasına yol açar. 

Absorbansdaki bu azalma hızı, CAT aktivitesiyle doğru orantılıdır (Sinha, 1972). 

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde aĢağıdaki yöntem uygulanmıĢtır. 

 

Kullanılan Çözeltiler: 

 

Fosfat tamponu: 0,3 g Sodyum Hidrojen Fosfat (Na₂ HPO₄ ) tartıldı ve 1 litreye 

tamamlandı. 

Hidrojen peroksit (H₂ O₂ ; %30): 1 ml H₂ O₂  alındı ve üzerine 49 ml su eklenerek 

seyreltildi. 

Potasyum bikromat (K₂ Cr₂ O₇ ): %5‟lik K₂ Cr₂ O₇  çözeltisinden 5 g alındı ve 

100 ml çözücüsünde çözüldü. 

Glasiyel asetik asit dikromat çözeltisi: 1 ml %5‟lik K₂ Cr₂ O₇  çözeltisi ile 3 ml 

glasiyel asetik asit 1:3 oranında karıĢtırıldı. 

 

Uygulanan Yöntem: 

 

1.Hazırlanan dilüe numunenin 0,1 ml'si bir ependorf tüpüne konuldu. Kontrol 

numunesi olarak, numune yerine distile su kullanıldı. 

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

3.0,5 ml Hidrojen Peroksit (H₂ O₂ ) eklendi. 

4.0,1 ml Dikromat çözeltisi eklendi. 

5.KarıĢım, kaynar su banyosundarfujy 10 dakika bekletildi. 

6.570 nm‟de, distile su ile sıfırlanarak ölçüm yapıldı. 
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2.2.3.7. Hemoglobin (Hb) ve Protein Konsantrasyonları Ölçümü 

 

Hemoglobin (Hb), Drabkin ve Austin (1935) yöntemine göre siyanomethemoglobin 

yöntemiyle kalorimetrik olarak ölçüldü. Dokudaki protein içeriği ise Lowry ve 

arkadaĢları (1951) tarafından geliĢtirilen kalorimetrik yöntemle belirlendi. Test 

sırasında, örnek ve standart tüplerine 1 mL homojenizat çözeltisi ve standart 

çözeltiler eklendi, kör tüpüne ise 1 mL saf su ilave edildi. Her tüpe 3 mL C reaktifi 

ilave edildi (C reaktifi, A ve B reaktifi karıĢımından %100:1 oranında hazırlanır. A 

reaktifi, % 2 Na2CO3, % NaOH ve %0.16 Na-tartarat içerirken, B reaktifi %4 

CuSO4.5H2O içerir). Tüpler oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi. Ardından her tüpe 

300 μL Folin-Fenol reaktifi eklenip, tüpler vorteksle karıĢtırıldı ve oda sıcaklığında 

45 dakika bekletildi. Absorbans değerleri 660 nm'de, kör tüpe göre ölçüldü. Protein 

miktarları, oluĢturulan standart kalibrasyon grafiğinden faydalanarak hesaplandı. 

 

2.2.4. Biyokimyasal Parametreler 

 

Plazma örneklerinden AST, ALT, ALP, üre, total protein ve glukoz parametreleri, 

Shimadzu 1601-UV Visible spektrofotometresi (Tokyo, Japonya) kullanılarak, 

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 

ölçüldü. Ayrıca FSH, LH, PG ve E2 parametreleri microplate reader kullanılarak rat 

ticari test kitleriyle ölçümü yapıldı. FSH, (Catolog no: E-EL-R0391, Çin), LH,(Catalog 

no: E-EL-R0026, Çin), PG, (Catalog no: E-EL-0090,Çin), E2, (Catalog no: E-EL-

0065, Çin) ticari test kitleri kullanıldı.   

 

2.2.5. Histopatolojik Değerlendirme  

 

2.2.5.1. Histopatolojik Değerlendirme Ġçin Dokuların Hazırlanması 

 

Deney için kullanılan sıçanlar anestezi edilip kanları alındıktan sonra karın boĢluğu 

cerrahi olarak açılmıĢ ve karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve ovarium dokuları 

çıkarılmıĢtır. Elde edilen organlar, histopatolojik analiz için hazırlığa alınmıĢtır. Bu 

amaçla, organların makroskobik olarak hasar gösteren bölgelerinden 0,5-1 cm² 

büyüklüğünde küçük doku örnekleri alınmıĢ ve uygun boyutlarda doku takip 
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kasetlerine yerleĢtirilmiĢtir. Hazırlanan örnekler, fiksasyon iĢlemi için %10'luk nötral 

tamponlu formalin içine konulmuĢ ve 5 gün süreyle bekletilmiĢtir. Sonrasında 

dokulardaki fazla formaldehitten arındırmak amacıyla akarsu içinde bir gece boyunca 

bekletilmiĢtir. Ardından, dokulardaki suyun giderilmesi için farklı alkol 

çözücülerinden geçirilmiĢtir. ġeffaflaĢtırma iĢlemi için ise, iki ayrı ksilen 

solüsyonunda her biri birer saat olmak üzere bekletilmiĢtir. Ksilen solüsyonlarında 

bekletilen örnekler, sırasıyla yumuĢak parafin içinde 2 saat ve sert parafin içinde 1 

saat bekletilmiĢ, daha sonra parafin bloklarına alınmıĢtır. Parafine gömülen 

dokulardan 5 µm kalınlığında kesitler alınarak normal ve polilizinli lamlar üzerine 

aktarılmıĢtır. Alınan kesitler, histolojik incelemeler için Hematoksilen-Eozin (H&E) 

boyasıyla boyanmıĢ ve hücre ölümünü tespit etmek amacıyla TUNEL yöntemi ile 

immunohistokimyasal boyama yapılmıĢtır (Fleming, 1997). 

 

2.2.5.2. Hemotoksilen Eosin Boyama Prosedürü 

 

Lam üzerine alınan doku örneklerinin deparafinasyonu, 65 °C'de etüvde 2 saat 

bekletilerek parafinin sıvı hale gelmesi sağlandı. Ardından örnekler, toplamda 20 

dakika süreyle üç kez ksilende bekletildi. Örneklerin hidratasyonu için sırasıyla 

birinci absolü alkolde 5 dakika, ikinci absolü alkolde, %96'lık alkolde, %80'lik 

alkolde ve %70'lik alkolde her biri 3 dakika süreyle bekletildikten sonra, distile suda 

5 dakika süreyle yıkama iĢlemi uygulandı. Sonrasında, Harris Hematoksilen ile 10 

dakika bekletilerek çekirdek boyaması yapıldı. Boya fazlası, çeĢme suyu altında iyice 

yıkandıktan sonra eozin solüsyonuna alındı ve 5 dakika süreyle boyama iĢlemi 

tamamlandı. Boyama sonrası örnekler, sırasıyla %80, %96'lık alkol ve iki kez absolü 

alkolden geçirilerek, ĢeffaflaĢtırma için 5'er dakika süreyle üç farklı ksilende 

bekletildi ve son olarak entellan ile kapatıldı (Demirel vd, 2023) 

 

2.2.5.3. Ġmmünohistokimyasal Ġncelemeler 

 

Apoptotik hücreleri tanımlamak için immunohistokimyasal teknikler ile DNA 

fragmantasyonu gösterilmiĢtir. Bu yöntemde biyotinlenmiĢ nükleotidler, 

deoksinükleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanılarak DNA'nın 3'-OH ucuna 

bağlanır. ĠĢaretli streptavidin daha sonra bu biyotinlenmiĢ nükleotidlere bağlanarak 

boyamanın sonunda parçalanan çekirdekler koyu kahverengi siyaha yakın bir renge 
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sahip olur. 

 

 

2.2.5.3.1. TUNEL Uygulama Protokolü 

 

 

Bu çalıĢmada apoptoz tespiti için ApopTag® Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection 

Kiti (Milipore S7101, ABD) kullanılmıĢtır. Terminal Deoksinükleotidil Transferaz 

dUTP Çentik Uç Etiketleme (TUNEL) yöntemi, hücrelerdeki apoptoz oranlarını 

belirlemede yaygın bir Ģekilde tercih edilen bir tekniktir. TUNEL prosedürü sırasında 

Ģu adımlar izlenmiĢtir: Üretici firmanın yönergelerine uygun olarak, ApopTaq Plus 

Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon SA, Merck Millipore) 

kullanılarak apoptozisi gösteren hücreler tespit edilmiĢtir. Karaciğer ve böbrek 

dokularından 5 mikron kalınlığında kesitler alınarak lizinli lamlar üzerine 

yerleĢtirilmiĢtir. Kesitler, etüvde (Nüve EN 500) bir gece bekletilmiĢtir. Ksilol ile 

deparafinize edilen kesitler, sırasıyla %100, %96 ve %80 alkollerde 5‟er dakika 

süreyle rehidre edilip ardından distile su ile yıkanmıĢtır. Bu adımın ardından, kesitler 

PBS çözeltisinde 5 dakika bekletilmiĢtir. Kesitlerin çevresi sınırlayıcı kalem (Pap 

Pen) ile çizildikten sonra, 1:500 oranında proteinaz K çözeltisiyle 25 dakika inkübe 

edilmiĢtir. Proteinaz K uygulamasının ardından, kesitler PBS ile 3 defa, her biri 5 

dakika süresince yıkanmıĢtır. Endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi 

amacıyla, kesitler %3‟lük H2O2 çözeltisinde 10 dakika inkübe edilmiĢtir. Sonrasında, 

kesitler tekrar tampon çözeltisiyle 3 kez, her biri 5 dakika süresince yıkanmıĢtır. 

Kesitler, 10 dakika boyunca dengeleme tampon çözeltisinde bekletilmiĢtir. Ardından, 

kesitler %70 Reaction Buffer ve %30 TdT Enzyme karıĢımında 37°C‟de 1 saat 

inkübe edilmiĢtir. Inkübasyon süresinin sonunda, kesitler Stop/Wash Buffer 

çözeltisinde 10 dakika bekletilmiĢtir. Sonraki aĢamada, kesitler 10 dakika süreyle 

Working Strength Stop/Wash Buffer (100 μL stop wash buffer + 3400 μL distile su) 

ile inkübe edilmiĢtir. Kesitler daha sonra PBS ile yıkanmıĢ ve TUNEL pozitif 

reaksiyonunun görünürlüğünü artırmak amacıyla diaminobenzidine (DAB) ile 

boyanmıĢtır. Bu iĢlem için, 30 μL DAB substratı ve 1470 μL DAB dilüsyon tamponu 

karıĢtırılarak, kullanılmadan önce yarım saat karanlık bir ortamda bekletilmiĢtir. 

DAB çözeltisi kesitlere eklenip yaklaĢık 5 dakika bekletilmiĢtir. Ardından, kesitler 

distile su ile yıkanmıĢtır. Son olarak, lamların üzerine metil green boyası 

damlatılarak 10-15 saniye beklenmiĢ ve zemin boyama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Boyama sonrası fazla boyalar akarsuya alınmıĢ, ardından kesitler alkol ve ksilen 

serilerinden geçirilerek entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile 

kapatılmıĢtır. Değerlendirme sırasında preparatlar TUNEL tekniği kullanılarak 

boyanmıĢ; apoptotik ve normal hücreler, x400 büyütmede 5 farklı alanda 100 hücre 

sayılarak kaydedilmiĢ ve apoptotik indeks (AI) hesaplanmıĢtır. (AI=TUNEL (+) 

hücre sayısı/toplam hücre sayısı x 100) (Fleming, 1997).  

 

2.2.6. Ġstatistiksel Analiz 

 

 

ÇalıĢma sonunda elde edilen veriler, SPSS 22 istatistik paket programında grup 

ortalamaları arasındaki farklar tek yönlü ANOVA testi uygulanarak hesaplandı. Post- 

Hoc olarak Duncan testinden faydalanılarak veriler "ortalama ± standart sapma" 

olarak ifade edilmiĢtir (X ± SD). Ġstatistiksel anlamlılık için p < 0.05 kabul edilmiĢtir. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. MDA ve GSH Düzeyleri Üzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi 

 

Ratlardan alınan eritrosit, karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve ovaryum dokularında 

ölçülen MDA değerlerinin (Çizelge 3.1.) kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 2,4-D 

grubunda yüksek seviyede olduğu belirlendi (p<0.005). 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg 

klorojenik asit verilen grupta ise yüksek seyreden değerlerin azaldığı gözlendi 

(p<0.005). Bunun yanı sıra, bulunan sonuçlar kontrol ve klorojenik asit grupları ile 

kıyaslandığında aralarındaki farkın ovaryum dokusu dıĢında önemli olmadığı 

belirlendi (p<0.005). Ayrıca 2,4-D uygulanan grupta GSH değerlerinin (Çizelge 

3.2.) azaldığı gözlenirken (p<0.005), 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit 

uygulanan grupta ise azalan GSH düzeyini artırdığı belirlendi. Bu değerlerin kontrol 

ve klorojenik asit grupları ile kıyaslandığında aralarındaki farkın eritrosit ve böbrek 

dokusunda anlamlı iken, karaciğer, kalp, beyin ve ovaryum dokularında ise anlamlı 

olmadığı gözlendi (p<0.005). 

 

3.2. SOD ve CAT Düzeyleri Üzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi 

 

 

Antioksidan enzim seviyeleri için eritrosit, karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve ovaryum 

dokularında ölçülen SOD (Çizelge3.3) ve CAT (Çizelge 3.4.) değerleri kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında 2,4-D verilen gruplarda en düĢük düzeyde olduğu (p<0.005), 2,4-

D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta azalan bu SOD ve CAT 

değerlerinin yükseldiği belirlendi (p<0.005). Bunun yanı sıra, klorojenik asit 

grubunda ise SOD değerleri kontrolle karĢılaĢtırıldığında karaciğer, böbrek, kalp ve 

ovaryum dokusunda anlamlılık oluĢturduğu; ancak eritrosit ve beyin dokularında ise 

anlamlılık oluĢturmadığı tespit edildi (p<0.005). Aynı Ģekilde klorojenik asit 

grubunun CAT değerleri kontrolle karĢılaĢtırıldığında ise; eritrosit, karaciğer, böbrek, 

beyin ve kalp dokularında anlamlı olduğu; ancak ovaryum dokusunda ise anlamlılık 

ifade etmediği belirlendi (p<0.005). 

 

 



 

 

Çizelge 3.1. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D)  ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların kan, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 

dokularındaki MDA seviyeleri üzerine etkisi 

Gruplar 

Eritrosit 

(nmol/ml) 

Karaciğer 

(nmol/gdoku) 

Böbrek 

(nmol/g 

doku) 

Beyin 

(nmol/g 

doku) 

Kalp 

(nmol/g 

doku) 

Ovaryum((nmol/g 

doku) 

Kontrol 6,04±0,43
c
 1,53±0,09

c
    1,07±0,05

c
    1,45±0,11

c
    1,75±0,17

c
               1,48±0,75

b
 

Kloro 6,15±0,85
c
 1,57±0,15

c
   1,16±0,04

c
    1,51±0,12

c
    1,88±0,11

c
 1,35±0,29

a
 

2,4-D 9,29±0,84
a
 2,58±0,18

a
     2,62±0,11

a
    2,81±0,12

a
    2,55±0,34

a
 

1,89±0,61
d 

 

2,4-D+Kloro 8,42±0,77
b
 1,78±0,21

b
     1,96±0,08

b
    2,43±0,24

b
    2,21±0,32

b
 1,61±0,71

c
 

Ortalama ± standart sapma; n=7 

*a-b,c,d: Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 

 

Çizelge3.2. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D)  ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların kan, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 

dokularındaki GSH seviyeleri üzerine etkisi 

Gruplar Eritrosit 

(nmol/ml) 
Karaciğer 

(nmol/gdoku) 
Böbrek 

(nmol/g 

doku) 

Beyin 

(nmol/g 

doku) 

Kalp 

(nmol/g 

doku) 

Ovaryum(n

mol/g 

doku) 

Kontrol 54,77±2,71
a
 17,56±1,84

a
 17,81±0,88

a
 16,74±0,77

a
 15,76±0,58

a
 

17,74±0,71
c
 

Kloro 49,40±2,43
b
 17,04±1,51

a
   16,56±0,41

b
 16,50±0,81

a
      15,21±0,86

a
 17,21±0,85

c
 

2,4-D 

 

38,11±2,86
d
 13,86±1,37

c
 13,55±0,68

d
 13,46±0,54

c
 12,03±0,52

c
 12,32±0,68

a
 

2,4-D+Kloro   44,14±2,38
c
 15,68±1,48

b
 14,55±0,91

c
 15,45±0,66

b
 13,69±0,53

b
 14,02±0,69

b
 

Ortalama ± standart sapma; n=7 
*a-b,c: Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 

 



 

Çizeglge 1.3. 2,4-D‟nin 50 mg/kg Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların kan, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 

dokularındaki SOD seviyeleri üzerine etkisi 

Gruplar 

 

Eritrosit 

(U/gHb) 

Karaciğer (U/μg 

protein) 

Böbrek 

(U/μg 

protein) 

Beyin 

(U/μg 

protein) 

      Kalp 

      (U/μg 

protein) 

Ovarym(U/

μg/protein) 

Kontrol 21,74±1,44
a
 1,88±0,16

a
 2,75±0,19

a
 4,81±0,16

a
 4,41±0,35

a
 

3,68±0,11
c
 

Kloro 21,53±1,01
a
 1,75±0,13

b
 2,28±0,19

b
 4,63±0,42

a
 3,95±0,37

b
 2,71±0,21

b
 

2,4-D 

 

15,06±0,94
c
 1,24±0,03

d
 1,27±0,02

d
 3,32±0,23

c
 2,62±0,37

d
 2,40±0,91

a
 

2,4-D+Kloro 19,62±0,52
b
 1,48±0,08

c
 1,96±0,03

c
 3,73±0,26

b
 3,53±0,12

c
 2,69±0,13

b
 

Ortalama ± standart sapma; n=7 

*a-b,c,d: Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 
 

Çizelge 3.4. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların kan, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 

dokularındaki CAT seviyeleri üzerine etkisi 

Gruplar 
     Eritrosit 

     (U/gHb) 

Karaciğer 

(U/μg protein) 
Böbrek 

(U/μg 

protein) 

Beyin 

(U/μg 

protein) 

Kalp 

(U/µg protein) 
Ovaryum(U/μg     

protein) 

Kontrol 13,37±0,55
a
 1,04±0,12

a
 0,84±0,08

a
 1,95±0,04

a
 0,41±0,05

a
 

1,57±0,21
c
 

Kloro 12,56±0,34
b
 0,88±0,11

b
 0,76±0,03

b
 1,73±0,08

b
 0,36±0,02

b
 1,44±0,21

c
 

2,4-D 

 

9,59±0,22
d
 0,59±0,05

d
 0,44±0,07

d
 1,14±0,07

d
 0,17±0,07

d
 0,92±0,17

a
 

2,4-D+Kloro 11,11±0,36
c
 0,75±0,03

c
 0,59±0,05

c
 1,54±0,04

c
 0,24±0,04

c
 1,28±0,31

b
 

Ortalama ± standart sapma; n=7 

*a-b,c,d: Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 
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3.3.  Biyokimyasal Parametre Düzeyleri Üzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi 

Sıçanların plazmalarından ölçülen AST (ġekil 3.1), ALT (ġekil 3.2), ALP (ġekil 3.3), 

üre (ġekil 3.4), glukoz (ġekil 3.5) ve total protein (ġekil 3.6)  değerlerinin kontrol 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında 2,4-D grubunda en yüksek seviyede olduğu saptandı. 

Buna karĢın 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta bu yüksek 

değerlerin azaldığı belirlendi (p<0.005). 

 

 

                              

ġekil 2.1. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 

10mg/kg (Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma AST 

düzeyleri üzerine etkisi
.
 

a,b,c
,: farklı harfler istatistiksel açıdan 

önemlidir (p<0,05). 
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ġekil 3.2 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 

10mg/kg (Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma 

ALT düzeyleri üzerine etkisi
.
 

a,b,c
,: farklı harfler istatistiksel 

açıdan önemlidir (p<0,05). 
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ġekil 3.3. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 

10mg/kg (Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma 

ALP düzeyleri üzerine etkisi
.
 

a,b,c
,: farklı harfler istatistiksel 

açıdan önemlidir (p<0,05). 

 
ġekil 3.4. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg 

(Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma Üre düzeyleri 

üzerine etkisi
.
 
a,b,c

,: farklı harfler istatistiksel açıdan önemlidir. (p<0,05). 
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ġekil 3.5. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg 

(Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma glukoz düzeyleri 

üzerine etkisi
.
 

a,b,c
,: farklı harfler istatistiksel açıdan önemlidir 

(p<0,05). 

                        
ġekil 3.6. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg 

(Kloro) dozlarına maruz bırakılan ratların plazma total protein 

düzeyleri üzerine etkisi
.
 

a,b,
,: farklı harfler istatistiksel açıdan önemlidir 
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(p<0,05). 

 
          

3.4. Hormonal Parametreler Üzerine 2,4-D ve Klorojenik Asitin Etkisi 

Hormonal aktiviteyi gösteren paremetreler arasında bulunan FSH (folikül sitümülating 

hormon), LH (lüteinleĢtirici hormon), PG (progesteron) ve E2 (östrojen) seviyeleri incelenip 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında(Çizelge 3.5.) 2,4-D grubunda yüksek seviyede 

olduğu belirlendi (p<0.005). 2,4-D ile birlikte 10 mg/kg klorojenik asit verilen 

grupta ise yüksek seyreden değerlerin azaldığı gözlendi. Bu değerlerin kontrol ve 

klorojenik asit grupları ile kıyaslandığında aralarındaki farkın progesteron ölçüm 

sonuçlarında anlamlılık ifade ederken (p<0.005); FSH, LH ve E2 ölçümlerinde 

anlamlılık ifade etmediği görüldü. 

Çizelge 3.5. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozlarına 

maruz bırakılan ratların FSH, LH, E2 ve PG düzeyleri üzerine etkisi 

Gruplar FSH LH PG E2 

Kontrol grubu 168,57±2,43
c
 63,57±3,77

c
 14,16±0,75

d
 19,24±0,53

c
 

Kloro grubu 172,85±6,36
c
 66,42±2,43

c
 14,78±0,22

c
 19,52±0,21

c
 

2,4-D+grubu 209,28±10,92
a
 85,71±4,51

a
 20,06±0,16

a
 24,45±0,53

a
 

2,4-D+Kloro grubu 187,14±7,55
b
 76,42±2,44

b
 17,17±0,11

b
 21,59±0,27

b
 

Ortalama ± standart sapma; n=7 

*a-b,c: Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 
 

 

3.5. Canlı Ağırlık ArtıĢı 

ÇalıĢmada 28 günlük deneme süresi boyunca; 7, 14, 21 ve 28. günlerde ratlarda canlı 

ağırlık farklılıkları belirlenmiĢtir. Deney boyunca belirlenen ağırlıklar arasındaki 

fark, uygun istatistiksel hesaplama yöntemleri kullanılarak belirlendi. Elde edilen 

sonuçlara iliĢkin veriler Çizelge 3.6„da sunuldu. 
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Çizelge 3.6. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları 

uygulanan ratların 7, 14, 21 ve 28. günlerde canlı ağırlıkları üzerine etkisi. 

Gruplar Yedinci gün Ondördüncü 

gün 

Yirmibirinci 

gün 

Yirmisekizinci 

gün 

Kontrol grubu 241,15±25,54 229,87±19,67 218,87±22,72 208,25±21,81 

Kloro grubu 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 
grubu 

258,12±24,10 226,00±14,94 218,00±15,13 201,62±15,78 

              Ortalama ± standart sapma; n=7 

 

 

3.6. Patolojik değiĢikler 

 

 

3.6.1. Klinik Bulgular 

 

 

ÇalıĢmada 2,4-D ile 2,4-D ile klorojenik asit verilen ratlar klinik olarak 

incelendiğinde; durgunluk, bitkinlik, yem ve su tüketiminde azalma ile iĢtahsızlık 

dikkati çekti. Diğer gruplarda ise herhangi bir klinik belirti gözlenmedi. 

 

3.6.2. Makroskobik Bulgular 

 

3.6.2.1. Kontrol Grubu 

 

Bu gruptaki ratların nekropsileri yapıldığında organ ve dokularında herhangi 

makroskobik bir lezyona rastlanmadı.  

3.6.2.2. Klorojenik Asit Grubu 

Bu gruptaki ratların nekropsileri yapıldığında organ ve dokularında herhangi 

makroskobik bir lezyona rastlanmadı.  

3.6.2.3. 2,4-D Grubu 

 

Karaciğerde gri-beyaz odaklara rastlandı. Karaciğerin koyu kahverengi bir 

görünümde olduğu belirlendi. Grubun tüm deneklerinde böbreğin dıĢ yüzeyinde, bazı 
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olgularda ise kesit yüzeyinde toplu iğne baĢı kadar gri-beyaz odaklar tespit edildi. 

Kalpte hiperemi yaygındı. Aynı Ģekilde gruptaki tüm deneklerin beyinlerinde 

makroskobik inceleme yapıldığında kan damarlarının hiperemik olduğu görüldü. 

Ovaryum yüzeyinde hiperemi ile birlikte folikül oluĢumlarının Ģekillendiği belirlendi. 

 

3.6.2.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu 

 

Bu gruptaki ratların nekropsileri yapıldığında; karaciğerlerinin iç yüzeyinde yaygın 

görünümlü gri-beyaz odaklar tespit edildi. Bu karaciğerlerin yüzeyinden kesitler 

alındığında bu odakların karaciğer kesitlerinin yüzeyinde de mevcut olduğu 

belirlendi. Karaciğer bazı durumlarda küçük ve soluk, bazı durumlarda ise 

kahverengimsi siyah görünümdeydi. Çoğu olguda böbreğin dıĢ ve kesit yüzeylerinde 

yaklaĢık toplu iğne baĢı büyüklüğünde gri-beyaz odaklar bulunmaktaydı. Böbrek 

dokusunun bazı örneklerde hafif soluk, bazılarında ise gri-boz bir görünümde olduğu 

belirlendi. Kalpte hiperemi yaygın bir Ģekilde görüldü. Tüm olgularda beynin dıĢ 

yüzeyindeki kan damarlarının da hiperemik olduğu belirlendi. Aynı hiperemik 

görünüme ovaryumlarda da rastlandı. 

 

3.6.3. Histopatolojik Bulgular 

Karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum dokuları histopatolojileri incelenmiĢ ve  

istatistik değerlendirilmesi Çizelge (3.7)‟de sunulmuĢtur. 

 

3.6.3.1. Kontrol Grubu 

Bu gruptaki ratlarda yapılan incelemelerde karaciğer (Resim 3.1), böbrek (Resim 

3.2), kalp (Resim 3.3), beyin (Resim 3.4) ve ovaryum (Resim 3.5) dokularının 

normal histolojik yapıda olduğu gözlemlendi. Histopatolojik analizlerde herhangi bir 

anormallik saptanmadı. 
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Resim 3.1. Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 

Resim 3.2. Kontrol grubuna ait böbrek dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 
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Resim 3.3.  Kontrol grubuna ait kalp dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 

                

Resim 3.4. Kontrol grubuna ait beyin dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 
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Resim 3.5.  Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun histopatolojik görüntüsü cl: corpus 

luteum HE X10 

 

3.6.3.2. Klorojenik Asit Grubu 

Bu grupta bulunan ratlarda karaciğer (Resim 3.6), böbrek (Resim 3.7), kalp (Resim 

3.8), beyin (Resim 3.9) ve ovaryum (Resim 3.10) dokularının normal histolojik 

yapıya sahip olduğu görüldü. Histopatolojik olarak herhangi bir anormal bulgu 

görülmedi. 
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Resim 3.6. Klorojeniik asit grubuna ait karaciğer dokusunun histopatolojik görüntüsü HE 

X10 
 



44  

 

Resim 3.7. Klorojeniik asit grubuna ait böbrek dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 

      

 

Resim 3.8. Klorojeniik asit grubuna ait kalp dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 
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Resim 3.9. Klorojeniik asit grubuna ait beyin dokusunun histopatolojik görüntüsü HE X10 

 

 

Resim 3.10. Klorojeniik asit grubuna ait ovaryum dokusunun histopatolojik görüntüsü 
cl:corpus luteum, tf: tersiyer folikül HE X10 
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3.6.3.3 2,4-D Grubu 

 

Karaciğerde mikroskobik inceleme yapıldığında sinuzoidlerde hiperemi ile geniĢleme 

gözlendi. Periportal alanlarda fokal mononüklear hücre infiltrasyonları ile bağ doku 

oluĢumları tespit edildi (Resim 3.11.). Periasiner alanlar baĢta olmak üzere bazı 

hepatositlerin stoplazmalarının eozinofilik görünümde olduğu belirlendi. Glomerulus 

kapillar yumağında hiperemi ile beraber bowman boĢluğunda da geniĢleme tespit 

edildi. Proksimal tubuluslarda dejeneratif değiĢiklikler izlendi. Bazı proksimal 

tubulusların epitel hücrelerinde vakuoler dejenerasyon sahaları ile hiperemik alanlara 

rastlandı. Bazı glomerulus kapillar yumaklarında vakuolizasyon oluĢumları belirgindi 

(Resim 3.12.). Kalpte myokardta hyalin dejenerasyonu alanlarının yanı sıra 

mononükleer hücre infiltrasyonu alanları da gözlendi (Resim 3.13.). Beyindeki 

kapillar damarların çoğunluğunda hiperemi vardı. Bazı nöronlarda vakuolizasyon ve 

nöronofaji görüldü (Resim 3.14.). Ovaryumlarda damarlarda Ģiddetli hiperemi ile 

stromada mononükleer hücre infiltrasyonu alanları ve fibröz bağ doku 

formasyonlarına rastlandı (Resim 3.15.). 

 

 

            
Resim 3.11. 2,4-D grubu Karaciğerde, vena sentralislerde hiperemi (kalın ok), sinüzoidal 

dilatasyon ve hiperemi (ince ok), Periportal bölgede safra kanal hiperplazisi ve 
intersitisyumda mononüklear hücre infiltrasyonları (okbaĢı). HE. X10. 
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Resim 3.12. 2,4-D grubu Böbrekte, Glomerulus bowman boĢluğunda geniĢleme (kalın ok), 

glomerulus kapillar yumağında vakuolizasyon oluĢumları (ince ok), tubulus epitel 
hücrelerinde vakuoler dejenerasyon alanları (okbaĢı), intersitisyel alanlarda hiperemi 
(kıvrımlı ok) HE. X10 
 

 

Resim 3.13.1 2,4-D grubu Kalpte, Myokartta hyalin dejenerasyonu alanları (kalın ok) 
ile mononükleer hücre infiltrasyonu alanları (ince ok). HE. X10. 
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Resim 3.14. 2,4-D grubu Beyin, damarlarda hiperemi (kalın ok), nöronlarda vakuolizasyon 

oluĢumu  (ince ok), nöronlar çevresinde fokal glia hücre infiltrasyonu alanları (ok baĢı) 

HE. X10 

 
Resim 3.15.2 2,4-D grubu, Ovaryum, Damarlarda Ģiddetli hiperemi (kalın ok) 

stromada intersitisyel alanlarda mononükleer hücre infiltrasyonu alanları (ince ok),  
stromada fibröz bağ doku alanları (ok baĢı), cl: corpus luteum. HE. X10
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3.6.3.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu 

 

Bu grubun mikroskobik incelemesine bakıldığında karaciğerde Ģiddetli hiperemi 

hakimdi (Resim 3.16.). Benzer Ģekilde sinuzoidlerde de hiperemi ile geniĢleme 

olduğu belirlendi. Bazı örneklerde karaciğer parankim yapısının tamamen bozulduğu 

(disorganizasyon) gözlemlendi. Damar endotel hücrelerinin ĢiĢmiĢ olduğu tespit 

edildi. Vena centralislerde kan akıĢının artması (hiperemi) görüldü. Hepatositler 

arasındaki boĢlukların normalden daha geniĢ olduğu belirlendi. Hepatositlerde, hücre 

çekirdeğinin etrafında stoplazmanın içinde dağılmıĢ birden fazla vakuol gözlemlendi. 

Periasiner bölge ve çevresindeki hepatositlerde yaygın dejenerasyon alanları tespit 

edildi. Bazı hepatositlerin stoplazmalarında eozinofilik bir görünüm dikkati çekti. 

Özellikle periportal bölgelerdeki hepatositlerde çekirdeklerinde belirgin patolojik 

değiĢiklikler gözlendi. Perisentral bölgede mononükleer hücre infiltrasyonları ile bağ 

doku oluĢumlarına rastlandı (Resim 3.16.). Böbreğin korteks ve medulla bölgelerinde 

bulunan damarlar belirgin Ģekilde hiperemik olduğu gözlemlendi. Glomerüller 

çoğunlukla hiperemik ve geniĢlemiĢ bir Ģekilde görünürken, bowman boĢluğunun da 

geniĢlediği fark edildi. Glomerulus kapillar yumaklarında vakuolizasyonlara 

rastlandı. Proksimal ve distal tubulus epitel hücrelerinde dejenerasyonlara rastlandı. 

Bazı proksimal tubül epitel hücrelerinde vakuoler dejenerasyon bölgeleri daha 

belirgindi Ayrıca intersitisyel alanda hiperemiye de rastlandı. (Resim 3.18.). 

Beyindeki kapillar damarlarda hiperemi belirlendi. Perivasküler alanlarda geniĢleme 

görüldü. Nöronlarda dejeneratif değiĢiklikler ve nöronofajiye rastlandı. Perivasküler 

alanlarda mononüklear hücre infiltrasyonu oluĢumları ile yangısal değiĢimlerin 

olduğu belirlendi. (Resim 3.19.). Ovaryumlarda damarlarda Ģiddetli hiperemi ile 

stromada mononükleer hücre infiltrasyonu alanları ve fibröz bağ doku 

formasyonlarına rastlandı (Resim 3.20.). 
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Resim 3.16. 2,4-D+Klorojenik asit grubu Karaciğerde, vena sentralislerde hiperemi (kalın 

ok), sinüzoidal dilatasyon ve hiperemi (ince ok), periportal alanlarda ve intersitisyumda 
mononüklear hücre infiltrasyonları (okbaĢı), intersitisyel alanlarda bağ doku oluĢumu 
(kıvrımlı ok) HE. X10 
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Resim 3.17.  2,4-D+Klorojenik asit grubu, Böbrek; Glomerulus bowman boĢluğunda 

geniĢleme (kalın ok), glomerulus kapillar yumağında vakuolizasyon oluĢumları (ince ok), 

tubulus epitel hücrelerinde vakuoler dejenerasyon alanları (ok baĢı), HE. X10 

                
Resim 3.18. 2,4-D+Klorojenik asit grubu, Kalp Myokardta hyalin dejenerasyonu alanları 

HE. X10 
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Resim 3.19.3 2,4-D+Klorojenik asit grubu, Beyin, Damarlarda Ģiddetli hiperemi (kalın ok) 

nöronlarda vakuolizasyon oluĢumu (ince ok),  nöronlar çevresinde fokal glia hücre 

infiltrasyonu alanları (ok baĢı) HE X10 

 
Resim 3.20.4  2,4-D+Klorojenik asit grubu, Ovaryum, Damarlarda Ģiddetli hiperemi (kalın 

ok) stromada intersitisyel alanlarda mononükleer hücre infiltrasyonu alanları (ince ok),  
stromada fibröz bağ doku formasyonu (ok baĢı), cl: corpus luteum HE. X10
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Çizelge 3.7. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 

dokularının histopatolojisinin istatistiksel değerlendirmesi 

Organ Histopatolojik Bulgular Kontrol Kloro10 2,4-D        2,4D+Kloro10 
“P” 

DEĞERLERĠ 

 

 

Karaciğer 

Karaciğerlerde Vena 

sentraliste hiperemi 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,57±0,53

c
 1,28±0,48

b
 

0,000 

Sinuzoidal dilatasyon ve hiperemi 
0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 2,01±0,29

c
 1,12±0,18

b
 

0,000 

Periportal bölgede ve intersistisyel 

alanda MNH infiltrasyonu alanları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,14±0,69

c
 1,14±0,37

b
 

0,000 

Ġntersitisyel alanda bağ doku 

oluĢumu 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,53±0,52

c
 1,14±0,37

b
  

0,000 

 

 

Böbrek 

Glomerulus bowman boĢluğunda 

geniĢleme 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 1,28±0,48

c
 0,82±0,22b 

0,000 

Glomerulus kapillarlarında 
vakuolizasyon oluĢumları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,57±0,53c 1,28±0,32

b
  

0,000 

Tubuluslarda vakuoler dejenerasyon 

alanları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,04±0,23

c
 1,12±0,21

b
  

0,000 
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Ġntersitisyel bölgede hiperemi 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,14±0,69

c
 1,14±0,37

b
 

0,000 

 

Kalp 

Myokardta hyalin dejnerasyonu          

alanları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,56±0,53

c
 1,14±0,37

b
 

0,000 

Myokardta MNH infiltrasyonu 

alanları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,02±0,35

c
 1,27±0,24

b
 0,000 

 

 

Beyin 

Damarlarda hiperemi 
0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 2,14±0,69

c
 0,82±0,32

b
 

0,000 

Nöronlarda vakuolizasyon 

oluĢumları 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,57±0,53

c
 1,14±0,37

b
 

0,000 

Glia hücre infiltrasyonu alanlarında 

artıĢ 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,04±0,43

c
 1,15±0,36

b
 

0,000 

 

 

 

Ovaryum 

Damarlarda hiperemi 
0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 2,52±0,43

c
 1,25±0,38

b
 

0,000 

Stromada MNH infiltrasonu alanları 
0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 2,11±0,29

c
 1,15±0,18

b
 

0,000 

Stromada fibröz bağ doku 

formasyonunda artıĢ 

0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 2,14±0,62

c
 1,16±0,33

b
 

0,000 

           Ortalama ± standart sapma; n=7 

*a-b,c : Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 
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3.6.4.  Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

 

YapılmıĢ olan çalıĢmadaki mikroskobik değiĢimler incelendiğinde karaciğer ve 

böbrek dokularında TUNEL boyama yöntemi ile apoptozisi belirlemek amacıyla 

yapılan immunohistokimyasal boyama sonuçlarının istatistik verileri Çizelge 

3.8‟de ayrıntılı olarak sunulmuĢtur. 

 

3.6.4.1. Kontrol Grubu 

 

Kontrol grubundaki ratların karaciğer (Resim 3.21.) ve böbrek (Resim 3 . 2 2 ) 

dokularında yapılan TUNEL boyamasında pozitifllik saptanmadı. 

             
Resim 3.21. Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL (-) hücreler. X20 
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Resim 3.22. Kontrol grubuna ait böbrek dokusunda TUNEL (-) hücreler. X10 

 

 

3.6.4.2. Klorojenik Asit Grubu 

 

Klorojenik asit grubundaki ratların karaciğer (Resim 3.23) ve böbrek (Resim 

3 . 2 4 ) dokularında yapılan TUNEL boyamasında pozitif immün reaktivite 

saptanmadı. 
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          Resim 3.23. Klorojenik asit grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL (-) hücreler. X10 

 
Resim 3.24.5 Klorojenik asit grubuna ait böbrek dokusunda TUNEL (-) hücreler.  X10 
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3.6.4.3. 2,4-D Grubu 

 

2,4-D grubundaki ratların karaciğer hepatositleri incelendiğinde TUNEL pozitif 

boyanma saptandı (Resim 3.25). Böbreklerde de proksimal tubulus epitelinde 

TUNEL pozitif boyanmaların olduğu tespit edildi (Resim 3.26).  

 

            

Resim 3.25. 2,4-D grubuna ait karaciğerde hepatosit çekirdeklerinde TUNEL (+) hücreler 

(kalın ok).  X10 
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Resim 3.26.6 2,4-D grubuna ait böbrek tubulus epitel hücrelerinde TUNEL (+) hücreler 

(kalın ok).  X10 
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3.6.4.4. 2,4-D+Klorojenik Asit Grubu 

 

2,4-D ile birlikte klorojenik asit verilen ratların karaciğer hepatositleri incelendiğinde 

TUNEL pozitif boyanma saptandı (Resim 3.27). Böbreklerde de proksimal tubulus 

epitelinde TUNEL pozitif boyanmaların olduğu tespit edildi (Resim 3.28).  

          

Resim 3.27. 2,4-D+Klorojenik asit grubuna ait karaciğerde hepatosit çekirdeklerinde 

TUNEL (+) hücreler (kalın ok).  X20 
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Resim 3.28.7 2,4-D+Klorojenik asit grubuna ait böbrek tubulus epitel hücrelerinde TUNEL 

(+) hücreler (kalın ok). X10 

 

 



 

 

 

 

 

 
 

Çizelge 3.8. 2,4-D‟nin 50 mg/kg (2,4-D) ve Klorojenik asidin 10mg/kg (Kloro) dozları uygulanan ratların karaciğer ve böbrek dokularının 

TUNEL boyama yöntemi istatistiksel değerlendirmesi 

Gruplar Kontrol Kloro 2,4-D 2,4-D+Kloro 
 
“p” DEĞERLERĠ 

Karaciğer TUNEL 0,00±0,00
a
 0,00±0,00

a
 24,28±5,34

c
 13,22±5,34

b
 0,000 

Böbrek TUNEL 
0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 25,26±4,08

c
 17,14±3,89

b
 0,000 

 Ortalama ± standart sapma; n=7 

 *a-b,c : Sütunlardaki farklı harfler istatistiksel olarak önemlidir (p˂0.05). 
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4. TARTIġMA 

 

ĠyonlaĢtırıcı radyasyon, ağır metaller, ultraviyole ıĢınları ve pestisitler gibi kimyasal 

maddelerin organizmalar üzerinde çeĢitli zararlı etkiler yarattığı bilinmektedir 

(Pizzino vd., 2017; Ercal vd., 2001). Kimyasal ajanlar doku ve organ hasarlarına 

neden olmaktadır. Ayrıca kanser gibi birçok hastalığın oluĢumundan da sorumludur. 

Bu ajanların canlı organizmalarda reaktif oksijen türlerinin birikimini artırarak 

oksidatif strese neden olduğu belirlenmiĢtir. (Toyokuni vd., 1995; Reuter vd., 2010; 

Klaunig, 2018; Hayes vd., 2020). 

Teknoloji ile birlikte tarımda gün geçtikçe pestisit kullanımı da artımaktadır. Bu 

kimyasal kirleticilerin kullanımı arttıkça pestisit kalıntılarıyla kirlenmiĢ su ve gıdaları 

tüketen organizmalar nedeniyle olumsuz etkiler ortaya çıkmaktadır. Pestisitlerin 

hedef organizma üzerinde toksik etkileri ile bu maddelere maruz kalan canlı 

organizmalarda değiĢik maruz kalma yolları ile ciddi metabolik bozukluklara bağlı 

hastalık ve organizma hasarı gibi önüne geçilmez sonuçların açığa çıktığı 

bilinmektedir. (Shadnia vd., 2005). 

Pestisitler günümüzde yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. Halkın çoğu zaman 

farkında olmadığı, çeĢitli kullanım alanlarına sahip ve çevreye büyük tehditler 

oluĢturan maddeler de mevcuttur. Bu maddelerden biri de klorofenoksi grubuna ait 

olan 2,4-D'dir. Ġkinci dünya savaĢı sırasında geniĢ yapraklı bitkileri kontrol altına 

almak için kullanılan bu maddenin zararlı etkilerinin keĢfedilmesinden bu yana pek 

çok araĢtırmacı konu üzerinde çalıĢmalar yapmıĢtır. Ancak bu çalıĢmalar halkın 

gözünde istenilen oranda farkındalık oluĢturamamıĢtır 2,4-D Türkiye'de oldukça sık 

kullanılmaktadır. Sürekli maruz kaldığımız bir maddenin zararlı etkilerini araĢtırmak 

ve yaygın kullanımının getirebileceği sonuçları anlamak gerçekten çok önemli bir 

unsur olarak karĢımıza çıkmaktadır. 2,4-D'nin insanlardaki etkilerini araĢtırmayı 

amaçlayan çalıĢmalar toksikasyonu biyokimyasal, histopatolojik ve genetik olarak 

incelenmesiyle yapılabilir. Ancak etik nedenlerden dolayı insanlar üzerindeki etkileri 

doğrudan ortaya koyan çalıĢmalar yapılamadığından model organizmalar 

kullanılmıĢtır. (ÖzdaĢ, 2006). 

Antioksidan bir bileĢik olan klorojenik asit, baĢta yeĢil kahve, elma, kiraz, böğürtlen, 

domates ve patates olmak üzere birçok sebze ve meyvede bulunan bir polifenoldür. 
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Klorojenik asitin vücutta kardiyovasküler, sinir ve gastrointestinal sistemler üzerinde 

koruyucu etkisi vardır. Ayrıca glikoz ve lipit metabolizmasını düzenleyici etkiye de  

sahip olduğu yapılan çalıĢmalarla belirlenmiĢtir. Bunun yanı sıra antihipertansif, 

antilipidemik ve antidiyabetik etkilerinin yanı sıra güçlü antioksidan, antiinflamatuar 

ve antiapoptotik etkileri de ön plandadır (Lu vd., 2020). Klorojenik asit, antioksidan 

ve antiapoptotik etkileri sayesinde böbreklerdeki birçok doku hasarını da 

önleyebilmektedir (Wang vd., 2022). 

Oksidatif stres, oksidasyonu teĢvik etmek için oksidatif ve antioksidan etkiler 

meydana geldiğinde ortaya çıkar. Genellikle reaktif oksijen türlerindeki (ROS) 

değiĢiklikler organizmaların birçok fonksiyonunu etkiler (Liguori vd., 2018). Bu 

yüzden artan oksidanları belirlemenin etkili bir yöntemi antioksidan enzimlerin 

aktivitesindeki değiĢiklikleri ölçmekle baĢlar. Bu nedenle oksidatif stresi 

belirlemenin etkili bir yöntemi antioksidan enzimlerin aktivitesindeki değiĢiklikleri 

belirlemektir (Liguori vd., 2018; Pisoschi vd., 2021). Antioksidan enzim aktivitesinin 

bir göstergesi süperoksit dismutazdır. SOD, serbest haldeki oksijen radikallerini 

temizleyen ve bunların metabolizmadaki yoğunluğunu azaltan bir enzimdir ve 

çoğunlukla da oksidatif stresin belirleyicileri olarak kabul edilir. (Hu vd., 2019; 

Culotta, 2001; Younus, 2018). Katalaz, neredeyse bütün canlılarda varolan 

antioksidan savunma sisteminde yer alan bir diğer önemli enzimdir (Nandi vd., 2019; 

Chen vd., 2004). 

Klorfenoksi grubuna ait 2,4-D, karaciğer üzerinde toksik etkiler göstererek AST, 

ALT ve ALP düzeylerinde artıĢa yol açabilir; ayrıca böbrek fonksiyonlarını gösteren 

BUN ve kreatinin seviyelerini de yükseltebilir (Demirel vd., 2023).Yapılan bir 

çalıĢmada, (Demirel vd., 2023), diĢi sıçanlara içme suyuyla birlikte 600 mg/L 2,4-D 

verildiğinde plazma ALT, AST, ALP, BUN ve kreatinin ile FSH, LH, PG ve E2  

düzeylerinin arttığı vurgulanmıĢtır. Malathion'un neden olabileceği biyokimyasal ve 

histopatolojik hasarı araĢtıran baĢka bir çalıĢmada, malathion 100, 200 ve 400 mg/kg 

dozlarında 14 gün boyunca intraperitoneal olarak uygulanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda 

elde edilen verilere göre karaciğer enzimlerinin (AST, ALT, ALP) serum düzeyleri 

değerlendirilmiĢ ve malathion grubunda kontrol grubuna göre yüksek olduğu rapor 

edilmiĢtir. (Raoofi vd., 2016). Marouani vd. (2017)‟ de yaptığı diğer bir çalıĢmada 

erkek ratlara 100 ve 200 mg/kg dozlarında 2,4-D‟yi 30 gün boyunca uygulamıĢ ve 

kontrol grubuna göre FSH ve LH sevilerinin yükselmiĢ olduğunu bildirmiĢlerdir. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib51
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653520330708?casa_token=d_kwKz-xqKYAAAAA%3AoZNaK9JBjxVnoys0DKvwfVm20P1fXCjvB3EOur_V7bVdsKEh0JDHe9mPgGNsmR5zB7AhK2adgQ&bib21
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Benzer Ģekilde bu çalıĢmada da, 2,4-D kullanımının AST, ALT, ALP, üre, glikoz ve 

total protein düzeyleri ile FSH, LH, PG ve E2 seviyelerini artırdığını, klorojenik 

asitin ise bu toksikasyonda artan sevileri normale yakın bir seviyeye getirdiği 

belirlenmiĢtir. Bunun nedeni 2,4-D'nin karaciğer ve böbrek fonksiyonlarında normal 

metabolik süreçlere etki ederek bu parametrelerde artıĢa neden olması, klorojenik 

asidin ise antioksidan etkisiyle karaciğer ve böbrekler üzerinde koruyucu etkilerinin 

olduğu söylenebilir (Wang vd., 2022). Literatürde 2,4-D ile yapılan çalıĢmalarda 

canlı ağırlık değiĢimlerine ait çok fazla veri olmamasına rağmen çalıĢmamızda tüm 

grupların canlı ağırlık değiĢimleri belirlenmiĢ ve gruplar açısından istatiksel olarak 

bir fark oluĢmadığı belirlenmiĢtir. 

Hücre içi çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin -H2O2 veya -OH radikalleri tarafından 

oksidasyonu, enzimatik veya kimyasal tepkimeyle bozulmasıyla MDA'yı oluĢturan 

lipit peroksitleri oluĢturmaktadır (Cheng vd, 2011). Ġlgili enzim sistemleri (SOD ve 

CAT gibi), lipid peroksitlerin ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda önemli 

faydalar sağlamaktadır. Daha önceki birçok çalıĢmada, 2,4-D‟ye maruz kalan insan 

ve sıçanlarda MDA düzeylerinin arttığı rapor edilmiĢtir (Nakbi vd., 2010). BaĢka bir 

çalıĢmada  ise (Jahovic vd., 2003), metotreksat uygulanan sıçanların kan, karaciğer, 

böbrek ve ince bağırsak dokularında GSH düzeylerinin azaldığı, miyeloperoksidaz 

aktivitesi ve MDA düzeylerinin ise arttığını belirlemiĢlerdir. Yapılan diğer 

çalıĢmalarla paralel olarak bizim çalıĢmamızda da kan ve doku MDA'sında artıĢ 

gözlenmiĢtir. 2,4-D ile birlikte klorojenik asit verilen grupta MDA düzeylerinin 

önemli ölçüde azaldığı görülmüĢtür. Bu durumun klorojenik asidin etkili bir serbest 

radikal temizleyici olmasından dolayı oluĢabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH, vücudun antioksidan savunma 

sisteminde önemli bir rol oynar. Sadece GPx'in bir ortak substratı değildir, aynı 

zamanda serbest radikallerin temizlenmesinde de doğrudan bir rol oynar. Aynı 

zamanda hücre içindeki redoks tampon sisteminin temel bir bileĢeni olarak iĢlev 

görür (Johansen vd, 2005). Pestisitler gibi ksenobiyotiklerle etkileĢime girerek 

karmaĢık bileĢikler oluĢturur. Bu etkileĢim sayesinde, GSH hücreleri 

ksenobiyotiklerin toksik etkilerinden korur (Chhabra vd., 1993, Demirel vd., 2023). 

Oksidatif stres sırasında GSH, yüksek LPO tarafından üretilen peroksitlerin 

detoksifikasyonunda yer alan enzimler tarafından tüketilir (Cathcart, 1985). Pek çok 

çalıĢmada pestisitlere maruz kalan hayvanlarda GSH'nin azalma yönünde seyrettiği 
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(Ahmad vd., 2013; Karabağ-Coban vd., 2016) ve çeĢitli antioksidanların 

kullanımının GSH düzeylerini arttırdığı gösterilmiĢtir. Alturfan ve arkadaĢları (2011) 

yaptıkları baĢka bir çalıĢmada ise sıçanlarda akrilamidin neden olduğu oksidatif stresi 

azaltmak için resveratrolün farklı dokulardaki etkilerini araĢtırmıĢlar ve bu amaçla 

dört grup oluĢturmuĢlardır. Bu çalıĢmada resveratrol 30 mg/kg, akrilamid 40 mg/kg 

dozlarında ayrı ayrı ve akrilamid ile resveratrol birlikte verildiği gruplar oluĢturulmuĢ 

ve oksidan antioksidan dengelerin toksik gruplarda bozulduğu; ancak resveratrol 

verilen grupta ise bu dengenin normale yakın değerlere dönüĢtüğünü açıklamıĢlardır. 

Akrilamid grubunda 10 gün sonra MDA ve MPO aktivitelerinin istatistiksel olarak 

arttığını, GSH'nin ise anlamlı düzeyde azaldığını, tedavi grubunda ise bu durumun 

anlamlı olarak tersine döndüğünü bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada 2,4-D grubunda GSH 

düzeyleri kontrole göre azalmıĢtır. Bu durum, 2,4-D uygulanması sonucu oluĢan 

serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyonlara bağlı olarak GSH düzeylerinin 

azalabileceği Ģeklinde yorumlanmaktadır. Klorojenik asidin 2,4-D ile birlikte 

kullanıldığı grupta ise klorojenik asidin GSH düzeylerini önemli ölçüde arttırdığı 

gözlenmiĢtir. Bu, klorojenik asidin 2,4-D kaynaklı lipid peroksidasyonunu 

hafiflettiğini ve antioksidan etkisinden dolayı antioksidan enzimlerin aktivitesini 

iyileĢtirdiğini göstermektedir (Wang vd., 2022). 

Normal fizyolojik koĢullar altında, SOD ve CAT gibi hücre içi antioksidan enzimler, 

ROS'u temizleyerek hücresel antioksidan savunma sisteminde önemli bir rol 

oynamaktadır (Bukowska, 2004). SOD, süperoksit radikallerinin H2O2'ye 

dönüĢümünü katalize ederken; CAT, H2O2'yi suya dönüĢtürür. Dolayısıyla bu 

antioksidan enzimler ROS'un toksik etkilerini azaltabilir sonucuna ulaĢılmaktadır 

(Mansour ve Mossa, 2009). Farklı pestisitler kullanılarak yapılan araĢtırmalar, SOD 

ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri üzerindeki etkilerine iliĢkin farklı 

açıklamalar yapılmıĢtır. Yapılan bir çalıĢmada (Kanbur vd., 2009), bir organofosfatlı 

insektisit olan propetanphos'un sıçan eritrositlerinde SOD ve CAT aktivitelerini 

azalttığını bildirmiĢlerdir. BaĢka bir araĢtırmacının yaptığı çalıĢmada ise (Ġnce vd., 

2017), malathion kaynaklı oksidatif hasara bağlı olarak farelerin eritrosit ve 

dokularında SOD ve CAT aktivitelerinin arttığını belirlemiĢlerdir. Benzer Ģekilde bu 

in vivo çalıĢmada da 28 gün boyunca 2,4-D verilen sıçanlarda eritrosit, karaciğer, 

böbrek, kalp, beyin ve ovaryum dokularında SOD ve CAT aktivitelerinde azalma 

gözlenmiĢtir. 2,4-D grubundaki eritrosit, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum 
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dokularında SOD ve CAT aktivitelerinin düĢük seviyeleri artan oksidatif stres 

nedeniyle bu enzimlerin tükenmesi ile iliĢkili olabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

Sıçanların eritrosit, karaciğer, böbrek, kalp, beyin ve ovaryum dokularında SOD ve 

CAT aktiviteleri, klorojenik asit grubunda 2,4-D grubuna göre anlamlı düzeyde 

arttırdığı belirlenmiĢtir. Bu durumun, klorojenik asidin bu enzimlerin aktivitesini 

sürdürme ve yenileme kapasitesi ile oksidan süpürücü özelliğinden 

kaynaklanabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

Sıçanlarda 2,4-D'nin doku dağılımının incelendiği bir çalıĢmada sıçanlara 28 gün 

boyunca 15, 75 ve 150 mg/kg dozlarında 2,4-D uygulanmıĢ ve böbrek tübüllerinde 

lezyonlar rapor edilmiĢtir. Bu hayvanlarda vasküler hiperemi ve glomerülerde 

değiĢiklikler meydana geldiği açıklanmıĢtır (Tayep vd., 2012). BaĢka bir çalıĢmada 

ise 2,4-D içme suyuna 25 ve 50 ppm dozlarında 45 gün süreyle uygulanmıĢ; 50 ve 

100 ppm dozlarına maruz kalan sıçanların beyin, kalp, karaciğer ve böbrek 

dokularında değiĢiklikler olduğunu rapor etmiĢlerdir. Özellikle de karaciğerde portal 

alanlarda, böbreklerde tubulus epitel hücrelerinde dejenerasyon oluĢumlarının 

Ģekillendiğini bildirmiĢlerdir. Ayrıca beyinde de nöronlarda glia hücre infiltrasyonu 

ve nöronofaji oluĢumlarının Ģekillendiği belirtilmiĢtir (Vural vd., 2015). 2,4-D'nin 

dokularda neden olduğu histopatolojik değiĢiklikler üzerine az sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır. Nakbi vd., (2010)‟da 4 hafta boyunca 5 mg/kg dozunda uygulanan 

2,4-D'nin sıçanların karaciğer sinüzoidlerinde kupffer hücre aktivasyonunun arttığını 

bildirmiĢtir. Aynı zamanda Ġnce ve ark. (2023)‟te 5 mg/kg dozunda 2,4-D'ye 8 hafta 

maruz kalan erkek farelerde karaciğer, böbrek, kalp, akciğer, testis ve beyin 

dokusunda histopatolojik değiĢikliklerin meydana geldiğini rapor etmiĢlerdir. 

Yapılan bu tez çalıĢması histopatolojik açıdan değerlendirildiğinde bu çalıĢmalara 

benzer Ģekilde sonuçlara ulaĢılmıĢtır. Kontrol ve klorojenik asit grubu ile 

karĢılaĢtırma yapıldığında 2,4-D grubunda karaciğer dokusunda periasiner ve 

periportal alanlarda sinüzoidal dilatasyon ve hiperemi ile hepatositlerde dejeneratif 

değiĢiklikler, periasiner ve periportal bölgelerde mononükleer hücre infiltrasyonu 

alanları ile bağ dokusu oluĢumunun gözlendiği belirlendi. Böbrek örnekleri 

histopatolojik olarak incelendiğinde ise; glomerüler kapillarlarında hiperemi ile 

vakuolizasyon oluĢumları tespit edildi. Ayrıca birçok tubulus epitel hücresini 

kapsayan dejenerasyon alanları ile kortikomedüller bölgede hiperemi gözlenmiĢtir. 

Beyin dokusu incelendiğinde birçok damarda hiperemi ile nöronlar çevresinde glia 
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hücre infiltrasyonun arttığı tespit edildi. Aynı zamanda nöronlarda vakuolizayon 

oluĢumları da görüldü. Kalpte de histopatolojik değiĢiklikler gözlenmiĢ ve 

miyokardda hiyalin dejenerasyonu ve mononükleer hücre infiltrasyonun oluĢtuğu 

tespit edilmiĢtir. Buna karĢılık, 2,4-D'ye yanıt olarak koruyucu olarak klorojenik asit 

verilen grupta, klorojenik asidin antioksidan ve sitoprotektif etkileri yoluyla bu 

değiĢiklikleri azalttığı belirlenmiĢtir (Wang vd., 2022).  

Serbest radikallerin üretimi patofizyolojinin bir parçasıdır ve birçok pestisit 

toksisitesi serbest radikallerin üretimiyle iliĢkilidir. 2,4-D'nin aynı zamanda ROS 

ürettiği de bilinmektedir (Demirel vd., 2023). Serbest radikaller doğrudan veya 

dolaylı olarak hücre ölümüne neden olabilir. Karaciğer ve böbrek de dahil olmak 

üzere birçok hücre türünde apoptoz, ROS ve oksidatif stres oluĢumunda büyük bir rol 

oynamaktadır. Yapılan in vivo çalıĢmalar, birçok toksik ajanın DNA kırıklarına yol 

açtığı ve apopitotik hücre ölümünü arttırdığını göstermektedir (Mishima vd., 2006; 

Karakoç vd., 2015). Bu çalıĢmada da karaciğer ve böbrek dokularında apoptozu 

göstermek amacıyla TUNEL boyaması yapılmıĢtır. 2,4-D'ye maruz kalan ratların 

karaciğer ve böbrek dokularında apoptozun arttığı gözlenmiĢtir. ÇalıĢmamızın 

sonuçları literatürü destekler niteliktedir. ÇalıĢmamızda 2,4-D grubunda apoptozun 

kontrol grubu ve klorojenik asit grubuna göre anlamlı düzeyde arttığı tespit 

edilmiĢtir. Koruyucu madde grubu olan klorojenik asit; 2,4-D grubuna göre TUNEL 

(+) hücre sayısını önemli ölçüde azalttığı belirlenmiĢ ve klorojenik asidin karaciğer 

ve böbrek dokularında apoptozu önlediği sonucuna varılmıĢtır.
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Tez çalıĢmamız, 2,4-D'nin 50 mg/kg ve klorojenik asidin 10 mg/kg dozlarında, 

ratlara oral gavaj yöntemiyle 28 gün süreyle uygulanarak, bu maddelerin 

metabolizma üzerindeki etkilerini, oksidatif stresin oluĢumunu ve oksidan-

antioksidan dengesindeki değiĢimleri biyokimyasal, histopatolojik ve 

immunohistokimyasal yöntemlerle incelemeyi amaçlamaktadır. Bu nedenle, 

çalıĢmamız literatürdeki mevcut eksiklikleri gidermeye yönelik önemli bir katkı 

sağlamaktadır. Yapılan çalıĢmada 2,4-D verilen sıçanlarda bazı biyokimyasal 

parametre düzeylerinin (AST, ALT, ALP, üre, total protein ve glukoz), lipid 

peroksidasyonun, DNA kırıklarının ve proinflamatuvar ve apoptotik hücrelerin 

sayılarının arttığı, GSH ile antioksidan enzim aktivitelerinin azaldığı ve karaciğer, 

böbrek, beyin, kalp ve ovaryum dokusunda hasara iliĢkin histopatolojik 

değiĢikliklerin oluĢtuğu belirlendi. Buna karĢın, 10 mg/kg dozda klorojenik asit 

uygulamasının ise 2,4-D ile görülen olumsuz değiĢiklikleri azalttığı tespit edildi. 

Sonuçta klorojenik asidin 2,4-D ile indüklenen oksidatif hasara karĢı antioksidan, 

antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile birlikte sitoprotektif etki gösterdiği ortaya 

çıkarıldı. Bu açıdan bakıldığında, özellikle klorojenik asit takviyesinin insan ve 

hayvan sağlığı açısından oksidatif hasara neden olan 2,4-D maruziyetine karĢı 

potansiyel koruyucu etkisinin olabileceği görülmüĢtür. Ayrıca bu çalıĢmada 2,4-D ve 

bu gruptaki herbisitlerin neden olduğu oksidatif hasara karĢı klorojenik asidin 

koruyucu etkisinin belirlenmesi literatüre ilave bilgilerin girmesine olanak sağlamıĢ 

ve ayrıca bunlardan kaynaklı oluĢabilecek olumsuz etkilerin azaltılmasında 

klorojenik asidin kullanılabileceğini göstermiĢtir. 
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