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OZET

FORKLORFENURONUN iNSAN LENFOSIT KULTURUNDEKI
GENOTOKSIK ETKILERININ BELIRLENMESI

Forklorfenuron (FCF) sitokininler grubuna dahil olan ve diinya ¢apinda tarimsal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bir bitki gelisim diizenleyicisidir. Yaygin
kullanim alanina sahip olmakla birlikte, FCF’nin genotoksik potansiyeliyle ilgili bilgiler
olduk¢a kisithdir. Bu nedenle, bu calismada FCF’nin insan lenfositleri tlizerindeki
potansiyel genotoksik etkisinin in vitro kromozom anormalligi (KA) testi ile arastirilmasi
amaglanmistir.

Kiiltiirler, 0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 pg/ml konsantrasyonlarindaki FCF ile 24 ve 48
saat slire ile muamele edilmistir. Calismada her deneye paralel olarak negatif kontrol ve
pozitif kontrol kullanilmistir. FCF, yiiksek iki konsantrasyonda (1.00 ve 2.00 pg/ml) ve
her iki uygulama periyodunda (24 ve 48 saat) KA olusumunu uyararak anormal hiicre
ylizdesini negatif kontrole gére onemli derecede arttirmistir. Ayrica, toplam KA/hiicre
orani, 0.50, 1.00 ve 2.00 pg/ml konsantrasyonlarindaki FCF uygulanan tiim kiiltiirlerde
negatif kontrole gore onemli derecede yiiksek bulunmustur. Fakat bu artiglar hicbir
uygulamada pozitif kontrol kadar olmamistir. Ayrica, FCF’nin tiim konsantrasyonlarda
ve uygulama siirelerinde (24 saatlik uygulamada en diisiik konsantrasyon hari¢) mitotik
indeksi negatif kontrole gore 6nemli derecede diistirerek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur.

Sonuglar, FCF’nin insan lenfositleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik potansiyele
sahip olabilecegini gdstermektedir.

2021, 52 Sayfa

Anahtar kelimeler: Forklorfenuron, genotoksisite, kromozom anormalligi, mitotik
indeks



ABSTRACT

DETERMINATION of GENOTOXIC EFFECTS of FORCHLORFENURON in
HUMAN LYMPHOCYTE CULTURE

Forchlorfenuron (FCF) is a plant growth regulator that belongs to the group of
cytokinin and is widely used in agricultural applications around the world. Despite its
widespread use, information on the genotoxic potential of FCF is very limited. Therefore,
in this study, it was aimed to investigate the potential genotoxic effect of FCF on human
lymphocytes by in vitro chromosomal aberration (CA) test.

Cultures were treated with FCF at concentrations of 0.25, 0.50, 1.00 and 2.00 pg/ml
for 24 and 48 hours. In the study, negative control and positive control were used in
parallel with each experiment. FCF, at two high concentrations (1.00 and 2.00 pg/ml) and
in both treatment periods (24 and 48 hours), significantly increased the percentage of
abnormal cells compared to the negative control by stimulating CA formation. In addition,
the total CA/cell ratio was significantly higher in all cultures treated with FCF at 0.50,
1.00 and 2.00 pg/ml concentrations compared to the negative control. However, these
increases were not as high as the positive control in any application. In addition, FCF was
found to have cytotoxic activity at all concentrations and treatment times (except for the
lowest concentration at 24-hour), significantly reducing the mitotic index compared to
the negative control.

The results indicate that FCF may have genotoxic and cytotoxic potential on human
lymphocytes.

2021, 52 Pages

Key words: Forchlorfenuron, genotoxicity, chromosome aberrations, mitotic index
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yanimda oldugu, beni her zaman destekledigi icin sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Gilintimiizde ¢evre kirliligi diinya ¢apinda bir sorun haline gelmis bulunmaktadir
(Briggs, 2003; Zhang ve ark., 2011). Cevre kirliligine neden olan baslica kirletici gruplari,
modern tarimin 6nemli bir parcasi olan ve verimi arttirmak, mahsulleri ve ¢iftlik
hayvanlarmi korumak i¢in kullanilan herbisitler, insektisitler, fungusitler, bitki gelisim
diizenleyicileri gibi tarimda kullanilan kimyasallardir (Lu ve ark., 2015; Wang ve Yang,

2016; Rodrigues ve ark., 2018).

Tarimsal kimyasallar arasinda, bitki gelisim diizenleyicileri (BGD), hiicre
boliinmesini, hiicre biiylimesini, organ olusumunu ve bitkilerin diger gelisim siire¢lerini
tetikleyen cevresel hormonlar olarak da bilinen bir sentetik pestisit sinifidir (Wang ve
ark., 2011). Giiniimiizde, tarimsal iiretimde BGD’ler diinya capinda yaygin olarak
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, diger pestisitlere benzer sekilde, BGD’ler de bir¢cok
avantajina ragmen belirli bir derecede toksisiteye sahip olabilmektedirler. Bu nedenle, bu
ziral kimyasallarin yogun kullanim1 toprak ve su ortamim kirleterek ¢evre kirliligine
neden olmakta ve dolayisiyla insan sagligmi da etkilemektedir. Ayrica, meyve ve
sebzelerde BGD’lerin siklikla ve asir1 miktarlarda kullanimi, tirinler pazara ulastiginda
gida maddelerinde insan sagligini kronik olarak etkileyebilecek kalintilarin varligina yol
acabilmektedir. Bundan dolayi, BGD’lerin kontrolsiiz ve asir1 kullanimi hem c¢evre
kirliligine neden olmakta hem de hedef olmayan canlilar ve nihayetinde insan sagligini

tehdit edebilmektedir.

Forklorfenuron (FCF), IUPAC ad1 1-(2-kloropiridin-4-il)-3-feniliire, kimyasal adi
N-(2-chloro-4-pyridinyl-N’-phenylurea), ticari adlar1 CPPU ve KT-30, kimyasal sinifi
Phenyl urea olan, sitokinin grubuna dahil sentetik bir bitki gelisim diizenleyicisidir

(USEPA, 2004).

Sitokininler, bitki biiylimesini tesvik edici hormonlardir ve baglica iki gruba
ayrilmaktadirlar. Thidiazuron ve FCF sentetik phenylurea tiirevleridir. Kinetin ve 6-
benzyladenine ise dogal olarak meydana gelen adenin tiirevlerine dahildir (Kumlay ve
Eryigit, 2011). Sentetik phenylurea tiirevlerinin adenin tlirevlerinden daha yiiksek etki
diizeyine sahip olduklar1 bildirilmistir (Te-chato ve ark., 2008). Bitki hiicrelerinin

boliinmesini saglayan sitokininlerin; bitki gelisim ve fizyolojisini tohum ¢imlenmesi,



cicek ve meyve gelisimi gibi bircok yoniiyle etkiledigi belirtilmistir (Haberer ve ark.,
2002).

Calisgmamizin test maddesi olan ticari formiilasyondaki FCF bir¢ok tarim iirliniiniin
biiylikliigiinii ve kalitesini artirma amaciyla diinya genelinde kullanilmaktadir (Gong ve
ark., 2021). FCF’nin, bitki hiicresinde boliinme ve lateral biiyliimeyi desteklemek i¢in
dogal oksinler ile sinerjistik olarak etki ettigi bildirilmistir (USEPA, 2004). Bu madde,
giiniimiizde, {iziim, elma ve kivi meyvelerinde meyve biiyiikligiinii arttirmak i¢in yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Arima ve ark., 1995; Cruz Castillo ve ark, 2002; Kim ve
ark., 2006; EFSA, 2017).

Ayrica, FCF, tozlayici olmadan triploid karpuz iiretmek, baska bir deyisle,
cekirdeksiz karpuz iiretmek i¢in yapay olarak partenokarpiyi indiiklemek amaciyla
kullanmilmistir ve birgok rapor, FCF’nin meyve kalitesini ve gelisimini olumsuz
etkilemeden meyve tutumunu ve ¢ekirdeksiz meyve iiretimini tesvik etmede etkili
oldugunu gostermistir (Hayata ve ark., 1995; Miguel ve ark., 2001; Huitron ve ark.,
2007). Yakin zamanda yapilan bir bagka ¢alismada ise, FCF uygulamasinin salatalikta
partenokarpik meyve olusumunu basariyla indiikledigi ve FCF ile muamele edilen
meyvelerin sekil, doku ve protein, toplam flavonoidler ve C vitamini gibi temel besin
maddeleri agisindan, diisiik fenolik asit igerigi disinda, tozlanan meyvelerden farkl

olmadig1 bildirilmistir (Su ve ark., 2021).

Bununla birlikte, 2011 yilinda Cinli ¢iftciler tarafindan, FCF daha biiyiik karpuz
yetistirmek i¢in kullanilmis; fakat FCF uygulanan bazi karpuzlarin patladigi goriilmiistiir.
FCF, Cin’de meydana gelen patlayan karpuz olayr nedeniyle suglanmis ve iin
kazanmigtir. Bu olaydan sonra, canli organizmalar ve ekosistem i¢in olusturdugu

potansiyel riskleri daha fazla glindeme gelmeye baslamistir (Gong ve ark., 2021).

Yapilan c¢alismalar, FCF uygulamasinin, meyve gelisiminin yani sira, Kkivi
meyvelerinin olgunlagsma davranisini da etkiledigini gostermektedir. Ayrica FCF’nin
etilen biyosentezini diizenledigini ve merkezi plasenta yumusamasini etkiledigini ve kivi
dokusunun olgunlasmasinda da Onemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir
(Ainalidou ve ark., 2016). FCF ve metabolitlerinin kullanimi sonucunda g¢evrede ve
bunlara maruz kalan meyvelerde, suda, suda yasayan organizmalarda kalintilarina

rastlanmistir (Gong ve ark., 2021).



Zebra baligi (Danio rerio) embriyolara in vivo olarak uygulanan FCF’nin,
embriyolarin yagamlarini siirdiirememesi ve yumurtadan ¢ikamamasi seklinde olumsuz

etkilere neden oldugu bildirilmistir (Gong ve ark., 2021).

FCF uygulanan Sprague-Dawley siganlarinda kronik toksisite testleri yapilmis;
sicanlarin rahimlerinde agir hidrometra ve yumurtaliklarinda patolojik degisimler

bildirilmistir (Bu ve ark., 2019).

FCF uygulamasmin tomurcuklanan mayada septin lokalizasyonunu bozdugu ve

sitokinezde kusurlara neden oldugu bildirilmistir (Iwase ve ark., 2004).

Septinler, hiicre zarlar1 ve hiicre iskeleti ile iliskili olan ve hiicre bdliinmesi ve
hiicresel morfojenezde 6nemli rol oynayan filamentli GTPazlardir (Hu ve ark., 2008).
Ayrica, mitoz bdliinme sirasinda kromozomlarin uygun bir sekilde hizalanmasi ve
dagilmasi (Spiliotis ve ark., 2005, Zhu ve ark., 2008) ile sitokinezin (Joo ve ark., 2007)
uygun bir sekilde gerceklesmesi i¢in gereklidir. Septinler, kanser ve ndropatiler dahil
olmak {iizere bircok hastalikta rol oynamaktadir (Hu ve ark., 2008). FCF’nin, memeli
septin diizenegini, organizasyonunu ve dinamigini degistirdigi bildirilmistir (Hu ve ark.,
2008). Bu nedenle, FCF’nin insanlar iizerindeki olas1 genotoksik etkilerinin belirlenmesi

Onem arz etmektedir.

Septinler, bitkiler hari¢ diger Okaryot hiicreye sahip canlilarda, mantarlar ve
hayvanlarda, bulunmaktadir (Nishihama ve ark., 2011; Pan ve ark., 2007). Septinler,
boliinme ve zarin yeniden sekillenmesi de dahil bir¢ok hiicresel islevde yer alan GTP
baglayici proteinlerdir (Jiao ve ark., 2020). GTP-baglanma alanlar1 yoluyla oligomerize
olarak filamentli hetero-polimerler olustururlar (Sirajuddin ve ark., 2007; Gasper ve ark.,
2009). Mikrotiibiiller, aktin mikrofilamentleri ve ara filamentlerin yaninda, septinler,
hiicresel proteinlerin lokalizasyonunu kontrol ederek bir¢ok hiicresel fonksiyonda temel
roller oynayan dordiincii bir hiicre iskeleti benzeri elementi temsil eder (Mostowy ve
Cossart, 2012; Caudron ve Barral, 2009; Kinoshita, 2006). Diger hiicre iskeleti
filamentlerinden farkli olarak uzun zincirler halinde polimerlesebilmekte ve yanal
demetlenerek diizenli bir yap1 olusturabilmektedir (Fung ve ark., 2014). Septinler, direkt
zarlarla birleserek zarin ayni durumda kalmasini saglar ve zar proteinleri i¢in diflizyon
engeli olarak da gorev alir (Fung ve ark., 2014). Septinlerin sitokinez, hiicre gocii,

siliogenez, polarite ve hiicrenin patojen etkilesimi gibi bir¢ok hiicre i¢i gorevde rol aldigi



belirtilmistir (Fung ve ark., 2014). Bu noktada septinlerin ne kadar 6nemli olduklari

goriilmektedir (Fung ve ark., 2014).

Septin  filament diizenegini bozan kiigiik molekiilli bilesikler, septin
fonksiyonlarmni incelemek i¢in degerli araglar olarak kabul edilmistir. Giintimiize kadar,
FCF, septin diizenegini ve islevlerini etkiledigi bilinen tek bilesik olarak karsimiza
cikmaktadir. FCF, genislemis kararli polimerlerin olusumunu indiikleyerek septin
diizeneginin dinamiklerini, etkin bir sekilde islev gormesini, azaltir (Angelis ve ark.,
2014). Angelis ve ark. (2014) yaptiklari ¢aligmalar sonucunda; FCF'nin, ilk olarak
septinlerin (SEPT2 ve SEPT3) niikleotid baglayici cepleri ile tercihli olarak etkilesime
girebilecegini ve ikinci olarak, FCF, GDP'nin fosfat gruplar1 kadar guanin bazi ve riboz
halkalar1 ile temas eden artiklarla hidrojen baglar1 olusturabilecegini bildirmislerdir.
Arastiricilar, FCF'nin septinleri niikleotit bagli bir durumu taklit eden bir konformasyona
kilitleyerek ve daha fazla GTP baglanmasii ve hidrolizi onleyerek stabilize ettigini

gosterdigini belirtmislerdir (Angelis ve ark., 2014).

FCF’nin hiicreler tizerindeki etkilerinin bilinenlerden daha karmasik oldugu
diistiniilmektedir. 1 mM FCF ile muamele edilen tomurcuklanan maya hiicrelerinin
biiylimelerini durdurdugu belirtilmistir (Heasley ve ark., 2014). Ayrica, FCF septinlerin
kullaniminin olmadig1 fisyon maya hiicrelerinde poliferasyonun gergeklesmesini ciddi
sekilde engelledi. FCF, tomurcuklanan maya mitokondriyal retikiiliinii tahrip ederek
mitokondriyal membran potansiyelini yok ettigi belirtilmistir Ayrica, septinlere etki ettigi
distiniilen  FCF  konsantrasyonlarinda  kiiltiirlenmis ~ memeli  hiicrelerinin
mitokondrilerinin tahrip edildigi belirtilmistir. Bulgularin FCF’nin septin fonksiyonlar1

disinda 6nemli ve farkli hedeflere isaret ettigi belirtilmistir (Heasley ve ark., 2014).

Insan periferik kan lenfositleri kullanilarak sitogenetik arastirmalar yapilmasi
yaygin ve etkili bir yontemdir. Bu aragtirmalar sonucunda genotoksik ajanlarin insan
periferal kan lenfositlerindeki etkileri tespit edilebilmektedir. Yapilan epidemiyolojik
calismalarda periferik kan lenfositlerinde ortaya ¢ikan kromozom anormalligi (KA)
kisilerde kanser olma ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Bonassi ve ark.,
2000). Periferik kan lenfositlerinde ortaya ¢ikan KA, kardes kromatit degisimleri (KKD)
ve mikroniikleuslar (MN) genotoksik ajanlarin sitolojik degisimlerinde ayirac niteligi
tasimaktadir (Hagmar ve ark., 1998). Kanser tespitinde kromozom tipi KA’larin kromatit

tipi KA’lardan daha 6nemli bir kanit oldugu 6ne siiriilsede her iki KA’nin da kanser riski



ile iligskili oldugunun bilindigi belirtilmistir (Norppa ve ark., 2006). Kromozom
aberasyonlarinin artan kanser riskinin bir isareti oldugunu bildiren epidemiyolojik
calismalarla desteklenmistir (Norppa, 2004). KA siklig ile yliksek degerde ortaya ¢ikan
kanser riski arasinda pozitif bir iligki oldugu belirtilmistir (Hagmar ve ark., 1998). Kanser
riskinin sadece yasam tarzina bagl faktorlerden ya da yasa baglh faktorlerden olmadigi

belirtilmistir (Belpomme ve ark., 2007).

Mutajenlerin ve karsinojenlerin ¢ogunlugu canlilarda kromozom aberasyonlarina

neden olabilmektedir (Natarajan ve ark. 2003).

Genotoksisite kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlarin genetik materyalde hasar
yaratabilme 6zelligi olarak tanimlanabilmektedir. Mutajen ve kanserojenlerin genotoksik
risklerini belirlemek i¢in kullanilan insan periferal kan lenfositlerindeki KA frekansi
(Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark., 1994; Bonassi ve ark.,

2004; 2005; 2007) yaygin olarak kullanilan hassas sitogenetik biyo-belirteclerden biridir.

Gilinlimiizde, tarimda yaygin bir sekilde kullanilan bir¢ok sentetik bitki gelisim
diizenleyicisinin ¢esitli test sistemlerinde genotoksik etkilere sahip olduklar1 bulunmugtur
(Ateeq ve ark., 2002; Priya ve ark., 2014; Kocaman ve Bucak, 2016; Kocaman ve Giiven
2016; Ozkul ve ark., 2016; Kocaman ve Kilic, 2017). Bununla birlikte, literatiir
aragtirmamiza gore, FCF’nin genotoksik risklerini belirlemeye yonelik herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢aligsma sonunda elde edilen verilerin bilimsel
acidan faydali olacagimi diisiiniiyoruz. Ciinkii, tarim iscileri basta olmak {izere tiim
insanlarin sentetik BGD’lerin olumsuz etkilerine maruz kalma potansiyeli oldukga

yiiksektir.

Tarimsal uygulama sirasinda topraga ve suya karisarak cevreye yayilan bitki
gelisim diizenleyicileri, besin zinciri yoluyla bir canlidan digerine gecebilmekte ve
viicutta birikime neden olabilmektedir. Ayrica, BGD uygulanan zirai iiriinlerde bulunan
kalintilar yoluyla da insanlara kadar ulasabilmektedir. Bunun yaninda, bu sentetik gelisim
diizenleyicileri besinlerde toksik seviyeye kadar birikebilmekte ve sonunda halk sagligini
etkileyebilmektedir. Yapilan calismalarda, FCF’nin tarim iscileri iizerinde olumsuz
etkilere neden olabilecek konsantrasyonlara erigebildigi ve insanlar tarafindan biyolojik

olarak biriktirildigi bildirilmistir (Shi ve ark., 2012; Toumi ve ark., 2018).



Bu nedenle, giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan sentetik bitki gelisim
diizenleyicisi olan FCF’nin ticari formiilasyonunun (sitofex, etken madde 10 g/l FCF)

olas1 genotoksik risklerinin belirlenmesinin 6nemli oldugu kanaatindeyiz.

Calismamizin amaci, hem bdlgemizde, hem de tiim diinyada sentetik bitki gelisim
diizenleyicisi olarak kullanilan FCF’nin insan periferal kan lenfositlerinde, genotoksik
ve/veya sitotoksik etkiye sahip olup olmadigini kromozom anormalligi (KA) testi ile in

vitro olarak arastirmaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Iwase ve ark. (2004), sentetik bir bitki gelisim diizenleyicisi olan FCF’nin
Saccharomyces cerevisiae’da sitokinezi etkiledigi ve FCF uygulanmasi sonucu tomurcuk

boynundaki septinlerin yapilarinin bozuldugu bildirilmistir.

Angelis ve ark. (2014) septin diizenegini etkileyen FCF’nin septin diizeneginin
dinamikleri ve altta yatan etki mekanizmasinin nasil oldugu hakkinda yeni bulgular
ortaya koymustur. FCF’nin SEPT2 ve SEPT3 ile baglanmasi, FCF’nin septinlerin
niikleotit baglayic1i bolgeleriyle etkilesime girdiklerini bildirmistir. FCF’nin GDP
baglanma kisimlarinin niikleotit baglanmasin1 gergeklestiren hidrojen baglarini taklit
ettiklerinin tahmin edildigi belirtilmistir. FCF’nin septinleri niikleotit baglanmasiyla ilgili
bir durumu taklit etmesi sonucu bir konformasyona Kkilitleyerek, daha fazla GTP

baglanmasini ayrica hidrolizini engelleyerek stabilize ettigini belirtmistir.

Heasley ve ark. (2014) tarafindan, FCF uygulamasinin, septinlerde goriinen
degisiklikler ortaya ¢ikmadan Tetrahymena thermophyla’da silliasyon ve hareketliligi
ciddi bir sekilde azalttig1 ve mitokondriyal diizensizligi arttirdig1 belirtilmistir. Goriilen
etkilerin sadece septin diizeneklerinin durdurulmasi tizerinde degil FCF kullanilmasiyla
farkli etkilerinden ortaya ciktigi belirtilmistir. Ayni ¢alismada, FCF uygulamasinin,
tomurcuklanan maya mitokondriyal retikiiliiniin parcalanmasina ve mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybina neden oldugu bulunmustur. Arastiricilar, ayrica, daha
once yalnizca septinleri hedefledigi varsayilan FCF konsantrasyonlari ile muamele edilen
kiltiirlenmis memeli hiicrelerinde de mitokondrinin pargalandigini belirlediklerini

bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2015) yaptiklar1 in vitro ¢alismada, FCF’nin 12,1£2,1 uM ICso
degeriyle normal Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerine (CHO) sitotoksik oldugunu

gostermislerdir.

Kocaman ve Bucak (2016) tarafindan yapilan c¢alismanin sonuglarina gore;
arastiricilar, herbisidal aktiviteye sahip sentetik bir BGD olan flumetralinin, 125, 250,
500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda insan lenfositlerine in vitro uygulamasinin
Ozellikle yapisal tipteki kromozom anormalliklerine neden olarak klastojenik etkiye ve

ayn1 zamanda sitotoksik/sitostatik etkilere sahip oldugu bildirilmistir.



Tarimda birgok meyvenin biliylimesini tesvik etmek icin siklikla kullanilan ve
sentetik BGD’lerin oksinler grubuna dahil olan 1-Naftalenasetamitin genotoksik
potansiyeli in vitro KA ve MN testleriyle arastirilmistir. Arastiricilar tarafindan, 1-
naftalenasetamitin test edilen 20, 40, 80 ve 160 pg/ml konsantrasyonlarinda; 24 ve 48
saat uygulama siirelerinde insan lenfositlerinde KA ve MN olusumlarini arttirarak
genotoksik potansiyele sahip bulundugu bildirilmistir. Ayrica, ayni arastirmada, 1-
Naftalenasetamitin hiicre kinetigi iizerine etkileri incelendiginde, bu sentetik hormonun
mitotik indeks ve niikleus boliinme indeksini kontrole gore dnemli derecede diistirerek,
insan lenfosit hiicreleri lizerinde sitotoksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Kocaman

ve Giliven, 2016).

Sentetik BGD’lerin defoliant (yaprak doktiiriicii) ve etilen salici grubun iiyesi
olarak kullanilan ve ticari olarak formiile edilmis etefon ve karisim halindeki
etefon+siklanilid formiilasyonlarinin sitogenotoksik etkileri Allium cepa L'min kok
meristem hiicrelerinde anafaz-telofaz KA testi kullanilarak arastirilmistir. Calisma
sonunda, arastiricilar, her iki formiilasyonun da test edilen tiim siire (24, 48 ve 72 saat)
ve konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 ppm), 4. cepa kdk meristem hiicrelerindeki toplam
anormallik ylizdesini negatif kontrole gére 6nemli derecede arttirarak genotoksik; mitotik
indeksi hem negatif kontrol, hem de pozitif kontrole (10 ppm, metil metasiilfonat) gore
onemli derecede azaltarak sitotoksik aktiviteye sahip bulundugunu bildirmislerdir

(Kocaman ve Kilig, 2017).

Bu ve ark. (2019) yaptiklar1 kronik toksisite ¢alismasinda (Sprague-Dawley
sicanlar1 180 giin boyunca 0.06 ve 60 mg/kg viicut agirligi dozaj seviyelerinde
beslenmislerdir) FCF nin steroid hormonlarinin iiretimini bozdugunu ve Sprague-Dawley
sicanlarinin  yumurtaliklarinda  histopatolojik  degisikliklere neden  oldugunu

bildirmislerdir.

Gong ve ark., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, FCF’nin, zebra baliklarinin
(Danio rerio) sagkalimi, kardiyak morfolojisi ve islevi ile hematopoietik sistemi
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Arastiricilar, 6zellikle, FCF uygulamasinin (2.5-
12.5 pg/ml) zebra baliklarinda kardiyak morfoloji deformasyonuna, kardiyak kontraktil
fonksiyon bozukluguna ve eritrosit azalmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica,

FCF uygulamasinin sitotoksisiteye, hiicre iskeleti yikimina neden oldugu ve in vitro



olarak H9c2 kardiyomiyositlerinde karsilik gelen proteinlerin (Myl7, Gata4 ve Mef2c)
ekspresyonunu  azalttigi  bildirilmistir.  Sonugta arastiricilar, FCF’nin, disiik
konsantrasyonlarda bile memeli hiicrelerinde oldugu kadar larva ve yetiskin zebra

baliklarinda da kalp toksisitesine neden olabilecegini belirtmislerdir (Gong et al, 2019).

Gong ve ark. (2021) tarafindan, Zebra balig1 embriyolarinda (Danio rerio) FCF’ nin
toksik etkilerinin anjiyogenez ve damar sistemlerinde kalict olumsuz etkileri in vivo
olarak incelenmistir. Arastirmacilar, 10 mg/l FCF’ye maruz kalan embriyolarin hayatta
kalma ve yumurtadan ¢ikmasinin olumsuz etkilendigini fakat 2.5 mg/l FCF’ye maruz
kalan embriyolarin sadece gelisimlerini engelledigini tespit etmislerdir. Ortak kardinal
damarlar (CCV’ler) dahil olmak tizere gelisen damar yapisi, boliimler arasi damarlar
(ISV’ler) ve alt bagirsak damarlar1 (SIV’ler), farkli dozlara bagh bir sekilde FCF’ye
maruz kalma ile 6nemli 6lgiide kisitlandigr bildirilmistir. Zebra baligi embriyolarinda
anormal damar gelisimi saptandigi bildirilmistir. Ayrica, FCF’nin hiicre iskeleti
diizensizligine neden oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar, insan gébek damar1 endotel
hiicrelerinde, FCF’nin toksik etkileri sonucu proliferasyon, hiicre gogii ve tiibiiler benzeri

yapilarin in vitro olarak olusumu gergeklesmedigini bildirmislerdir (Gong ve ark., 2021).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney materyali

Bu calismada, FCF’nin insanlar iizerindeki genotoksik risklerini incelemek i¢in materyal
olarak insan periferal kan lenfositleri kullanilmistir. Deneylerde kullanilmak iizere temin
edilen kan 6rnekleri; saglikli, sigara ve alkol kullanmayan, yakin zamanlarda herhangi bir
ila¢ kullanmamis ve pestisit gibi ¢evresel ajanlara yiiksek oranlarda maruz kalmadigi

bilinen dort farkli (30-32 yaslarinda, 2 bayan ve 2 erkek) bireyden temin edilmistir.

Bu c¢aligmanimn etik kurallara uygunlugu, Hatay Mustafa Kemal Universitesi,
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 14/02/2019 tarih ve 09 nolu

karari ile onaylanmustir.
3.1.2. Test Maddesi: Forklorfenuron (FCF)

Bu caligmada genotoksik etkisi arastirilacak olan madde, FCF, sitokinin aktivitesine
sahip sentetik bir bitki gelisim diizenleyicisidir. Giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan
FCF iizlim, kivi, karpuz, elma gibi tarim iiriinlerinin hiicre boliinmesini hizlandirarak

meyve biiytikligiini arttirmaktadir (USEPA, 2004).

Bu calismada, etken madde olarak 10 g/l FCF iceren Sitofex adli ticari
formiilasyondaki bitki gelisim diizenleyicisi kullanilmistir. Formiilasyon sekli, suda
¢Oziinen konsantredir. Sitofex, Agrikem firmasindan temin edilmistir. FCF’nin yapisal

formiilii Sekil 3.1°de, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ise Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

0 2\
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Sekil 3.1. Forklorfenuronun yapisal formiili
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Cizelge 3.1. Forklorfenuronun kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (USEPA, 2004)

Ozellikler Degerler

Molekiiler formiilii Ci2H10CIN3O

Molekiil agirhg 247.68 g/mol

Renk Beyaz ile kirli beyaz

Fiziksel durumu Kristal Toz (oda sicakliginda)
Erime noktasi 165-170 derece C

Sudaki ¢oziiniirlik 39 mg/L (pH 6.4, 21 derece C)
Metanoldaki coziiniirlilk 119 g/l

Aseton ¢oziiniurliik 127 g/L

Kloroform ¢oziiniirliik 2,7 g/L

Etanol ¢oziiniirliik 149 g/L

Yogunluk/Ozgiil agirhik 1.4 g/mL (21derece C)
Coziiniirliik (25°C’de suda) 150 mg/L

Coziiniirliik (organik solventlerde) Alkol, eter, kloroform, benzen, aseton
Buhar basime (25°C) 3,510 mmHe

IUPAC adi: 1-(2-chloro-4-pyridyl)-3-phenylurea

Sinonimleri: FCF, 1-(2-Kloro-4-piridil)-3-feniliire, N-Fenil-N'-(2-kloro-4-piridil)iire,
CPPU, USEPA/OPP

Ticari Adlar1: CPPU, KT-30

Kimyasal Sinifi: Phenyl urea

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii yapmak i¢in kullanilmis olan kromozom medyumu
(Chromosome Medium B, Cat No. F 5023) Biochrom firmasinin iiriiniidiir. Kromozom
medyumunun iceriginde esansiyel olmayan aminoasitler, heparin, sodyum tuzu, penisilin
G, streptomisin stilfat ve fitohemaglutinin bulunmaktadir. Kromozom medyumu -40
°C’de muhafaza edilmis ve deneylerde kullanilmadan 6nce steril olarak temin edilen

kiiltiir tiiplerine esit olacak sekilde (her tiipe 2.5 ml) paylastirilmistir.

Calismamizda, pozitif kontrol olarak kullanilan mitomycin-C (MMC, Cas No: 50-
07-7) Sigma-Aldrich tirlintidiir.

Kromozomlar1 dagilmig C-metafaz hiicreleri elde etmek i¢in mitotik zehir olarak

kullanilan kolsisin (C22H25NOg) (Cas No: 64-86-8) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.
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Giemsa (Cat No. 9204), entellan (Cat No. 7961), immersiyon yag1 ve nitrik asit (HNO3)

Merck firmasmin Uriinidur.

3.1.4. Hipotonik Cozelti

Bu ¢ozelti, % 0,4’liik KCI (Merck) olacak sekilde bidistile su i¢inde hazirlanmistir.
Hazirlanan stok ¢ozelti + 4 °C buzdolabinda saklanmis ve her deneyden yaklasik iki saat
once yeterli miktar1 37 °C’deki inkiibatorde 1sitildiktan sonra kullanilmistir.

3.1.5. Fiksatif

Kromozom anormalligi deneyleri i¢in; 1 hacim asetik asit (Merck) ve 3 hacim

metanoldan (Merck) olusan fiksatif kullanilmistir.
3.1.6. Sorensen Tamponu

Sorensen Tamponu A (KH2POs4, pH=4.8) ve Sorensen Tamponu B
(Na2HPO4.12H202, pH=9.3) olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanarak kullanilana
kadar +4 °C buzdolabinda saklanmistir. KH2PO4 ve NaxHPO4.12H202 Merck firmasindan
temin edilmistir.

3.1.7. Nitrik Asit ¢ozeltisi

Calismada kullanilan lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N nitrik asit (HNO3) (Merck)

¢Ozeltisi hazirlanarak oda sicakliginda saklanmaistir.

3.2. Yontem

Bu c¢alisma, IPCS (The International Programme on Chemical Safety) yonergesine

uygun olarak gergeklestirilmistir (Albertini ve ark., 2000).
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3.2.1. Kromozom Anormalligi (KA) Testi

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen KA (Kromozom Anormalligi)
testi in vitro olarak bazi farkli uygulamalarla Evans ve ark. (1984)’nin kullandiklari

metoda gore uygulanmistir (Kocaman ve Topaktas, 2007).

FCF’nin insan periferal kan lenfositlerindeki potansiyel etkilerini belirleyebilmek
icin farkli konsantrasyonlar olusturulmustur. FCF’nin test konsantrasyonlari 6n
denemelerle belirlenmistir. Yapilan 6n ¢alismada, FCF i¢in yari-maksimal inhibitor
konsantrasyon (ICso, half-maximal inhibitory concentration), MI’1 negatif kontrole gore
yaklasik olarak % 50 diisiiren konsantrasyon, 2.00 pg/ml olarak belirlenmistir. En yiiksek
konsantrasyon 2.00 pg/ml, diger konsantrasyonlar ise 1Cs0/2 (1.00 pg/ml), ICs0/4 (0.5
pg/ml), ICs0/8 (0.25 pg/ml) seklinde azalan konsantrasyonlarda secilmistir. Caligmada
kullanilan ticari formiilasyondaki FCF sivi formda olup, degisik konsantrasyonlari steril
distile su ile seyreltilerek (icerdigi etken madde miktari temel alinarak), her deneyden

Once taze olarak ve steril kosullarda hazirlanmistir.

Insan periferal kan lenfositlerindeki KA analizleri saglikli ve sigara igmeyen iki
bayan ve iki erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rneklerinin (0.2 ml)
steril sartlarda 2.5 ml kromozom medyumu bulunan kiiltiir tiplerine ekimi
gerceklestirilerek baslatilmistir. Daha sonra, kiiltiirler 37+1 °C’deki inkiibatérde 72 saat
inkiibe edilmistir (Rencilizogullar1 ve Topaktasg, 1991).

Degisik konsantrasyonlardaki (0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 ug/ml) FCF, kiiltiir siiresi
bitiminden 24 ve 48 saat Once kiiltiir tliplerine ilave edilmistir. Her deney grubunda bir
negatif (uygulama yapilmayan) kontrol ve bir pozitif kontrol (0.2 pg/ml MMC)
calisilmigtir.

Kiiltiir tiiplerine 70. saatte kolsisin eriyigi (0.06 pg/ml) eklenmis ve lenfositlerin 2
saat boyunca 37 °C’de kolsisin ile 6n muamele gerceklestirilmistir. Kiiltiir siiresi olan 72
saatin sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant
atilmistir. Tiplerin dibinde kalan lenfositleri barindiran 0.5-0.7 ml’lik sivi iyice

karistirilmis tiiplere hipotonik eriyik (% 0.4 KCI, 37 °C) eklenmistir.

13



Lenfositleri barindiran tiipler 37 °C’de 13 dk. boyunca hipotonik eriyik ile muamele
edilip sonrasinda 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir ardindan siipernatant pipetler ile
uzaklastirilmistir. Sonrasinda pipetler araciligiyla damla damla olacak sekilde soguk
fiksatif (1/3 glasiyal asetik asit: metanol) eklenip karistirilmistir ve her tiipiin 5 ml olmasi
saglanmigtir. Fiksatif ile muamele edilen hiicreler oda sicakliginda 20 dk. bekletildikten
sonra 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir siipernatant uzaklastirildiktan sonra ikinci
kez fiksatif ilave edilmistir. Fiksatifle muamele etme, santrifiij ve siipernatant
uzaklastirilmasi islemlerinde az {i¢ kez tekrarlanarak tiipteki sivinin tamamen berrak bir

hal almasi saglanmistir.

Son islemle tiiplerde 0.5-0.7 ml s1v1 kalacak sekilde islem tamamlanmistir. Tiipte
bulunan lenfositler pastdr pipeti ile cekilerek, dnceden temizlenmis ve sogutulmus
lamlarin tizerine yaklasik 50 cm yiikseklikten 4-5 damla damlatilmistir. Lenfositlerin lam
lizerinde yayilmas1 gergeklestirilmistir.

Preparatlar kurumalari i¢in 24 saat iizerleri kapali bir sekilde oda sicakliginda

bekletilmistir.

3.2.1.2. Preparatlarin Boyanmasi

Kuruyan preparatlar Sorensen tamponunda hazirlanmis % 5’lik Giemsa boyasi ile
boyanmustir. (% 5’lik Giemsa boyasinin hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve
5 ml Giemsa karistirilarak tizerine 100 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmis ve filtre
kagidi yardimiyla siiziilmistiir, pH=6.8). Preparatlar 25 dk. boyunca boya igerisinde
bekletilerek boyanmistir. Boyanan preparatlar ii¢ ayr1 kapta bulunan saf suda yikanarak
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile lamellerlerle kapatilmistir.

Hazirlanan daimi preparatlar incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Mikroskobik inceleme

Preparatlar, OLYMPUS marka CX21 model 151k mikroskobunda incelenmistir. KA

incelemeleri 10X100=1000 biiyiitmede, MI degerlendirmesi i¢in incelenen hiicre

popiilasyonu ise 10X40=400 biiyiitmede yapilmistir.
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3.2.3. Kromozom Anormalliklerinin (KA) Saptanmasi

Iki erkek ve iki kadindan alinan periferal kan lenfositlerinden hazirlanan daimi
preparatlarda iyi dagilmis (2n=46) metafaz (C-metafaz) kromozomlarina sahip (Sekil 3.2)
100 hiicre (her bir konsantrasyon i¢in dort kisiden olusturulan preparatlarda toplam 400

hiicre) incelenmistir.

Preparatlarda goriilen anormallikler yapisal ve sayisal KA olarak iki sekilde
karstmiza ¢ikmaktadir (Paz-y-Mifio ve ark.,, 2002). Ayrica calismamizda gap
(kromatidinin bir veya ikisinde goriilen boyanmamis boliim, bir kromatidin genisliginden
daha azdir) anormallik seklinde degerlendirilmemistir (Preston ve ark., 1987). Mosesso
ve ark. (2013)’na gore, yapisal KA’lar kromatid ve kromozom tipi anormallikler olarak
iki gruba ayrilmistir. Calismamizda incelemeler sirasinda rastlanilan; kromatid kirigi,
kardes kromatit birlesmesi ve kromatit degisimi kromatid tipi anormallikler; kromozom
kirig1 ve disentrik kromozom ise kromozom tipi anormallikler olarak degerlendirilmistir
(Mosesso ve ark., 2013). Preparatlarda incelemeler sirasinda sayisal KA olarak

degerlendirilen poliploid hiicrelere rastlanmastir.

Sekil 3.2. Kromozomlar1 dagilmis C-metafaz hiicresi (3). X1000
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Preparatlarin incelenmesinin ardindan, yapisal KA tasiyan hiicre %’si, anormal
hiicre %’si ve hiicre basina diisen toplam KA frekansi bulunmustur. Ayrica, test
maddesinin uygulandigi kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda gézlenen KA’larin her bir
cesidinin %’si hesaplanmistir. Kromozomal anormallik yiizdeleri hesaplanirken; sadece
FCF’nin neden oldugu cesitli tipteki KA potansiyelini belirleyebilmek i¢in, negatif

kontrol ve pozitif kontrolde gbzlenen anormallikler hesaplamaya dahil edilmemistir.

3.2.4. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

FCF’nin insan lenfositlerine sitotoksik etkilerinin saptanabilmesi i¢cin MI degerleri
hesaplanmistir. MI her hiicre kiiltiirii preparatinda toplam 2000 hiicre (her konsantrasyon
icin toplam 8000 hiicre) olmak iizere incelenmistir. Her preparat i¢in toplam 2000 hiicre

icinde mitoz boliinme gegiren hiicrelerin orani yiizde olarak bulunarak MI saptanmustir.

3.2.5. Fotograf Cekimi

FCF ilave edilmis kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarin incelenmesi sirasinda
goriilen farklt KA’larin fotograflari, NIKON marka, Eclipse E200 model trinokiiler
mikroskoba monte edilmis bir aparat yardimiyla, 64 Megapiksel ¢oziiniirliige sahip

Samsung A71 akilli telefon kamerasi kullanilarak 10X100=1000 biiytitmede ¢ekilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

[statistik analizi SPSS 11.5 for Windows programu ile yapilmustir. Deneysel gruplar
arasindaki karsilastirmada farkin istatistiksel olarak énemli olup olmadigt ONE WAY
ANOVA (Post Hoc analiz-LSD Test) ile analiz edilmistir.

Ayrica, konsantrasyon-etki iligkisi regresyon ve korelasyon analizi ile
degerlendirilmistir. Sonuglar, P<0.05 anlamlilik diizeyine gore istatistiksel olarak énemli

kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Forklorfenuron Uygulamasinin Insan Periferal Kan Lenfosit Kiiltiirlerinde

Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Bu caligsmada, 0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 ug/ml konsantrasyonlardaki FCF’nin insan
lenfositlerine 24 ve 48 saat silire ile uygulanmasmin KA {izerine etkisi Tablo 1.’de

sunulmustur.

In vitro KA testinden elde ettigimiz sonuglara gore; yiiksek iki konsantrasyondaki
(1.00 ve 2.00 pg/ml) FCF ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal kan lenfosit
kiiltiirlerinde, yapisal KA tasiyan hiicre %’si ve Anormal hiicre %’si negatif kontrole gore
istatistiksel olarak Onemli derecede artis gdstermistir (P<0.05). Diisiik iki
konsantrasyonda (0.25 ve 0.50 pg/ml) ise FCF tarafindan indiiklenen KA’nin negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir (P>0.05).
Farkli konsantrasyonlardaki FCF ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan periferal kan
lenfositlerindeki anormal hiicre %’sinin kontrol ve pozitif kontrole gore degisimi Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Hiicre basina diisen toplam KA orani bakimindan degerlendirildiginde, FCF’nin en
diisiik konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda (0.50, 1.00 ve 2.00 pg/ml) ve
her iki uygulama siiresinde (24 ve 48 saat) KA olusumunu negatif kontrole gore 6nemli
derecede arttirdigi belirlenmistir (P<0.05). Fakat, Cizelge 4.1. de goriilebilecegi gibi, bu
calismada FCF’nin neden oldugu KA olusumlart hi¢gbir konsantrasyonda pozitif kontrol
olarak uyguladigimiz MMC kadar etkili olmamis ve FCF uygulanan tiim konsantrasyon
ve siirelerde pozitif kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli derecede diisiik bulunmustur

(P<0.001).

Uygulama siiresi 24 saat olan kiiltiirlerde, FCF tarafindan uyarilan yapisal KA
tastyan hiicre %’si (°= 0.837, P<0.05) (Sekil 4.2), anormal hiicre %’si (+°=0.891, P<0.05)
(Sekil 4.4) ve toplam KA/hiicre oran1 (#°=0.897, P<0.05) (Sekil 4.6) konsantrasyona bagl

bir artis gostermis ve bu artislar istatistiksel olarak onemli bulunmustur. 48 saatlik
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uygulama siiresinde ise FCF uygulanan kiiltiirlerde konsantrasyon yiikseldik¢e KA artisi
goriilse de istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.5, Sekil
4.7).

(Calismamizda, FCF’ nin kiiltiire alinmis insan lenfositlerinde 6zellikle kromatid tipi
yapisal KA’lara neden oldugu belirlenmistir. FCF’nin insan lenfositlerine 24 ve 48 saat
stireyle uygulanmasi sonucu gozlenen kromatid tipi yapisal KA’lar, kromatid kirigi (%
63.07) (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17), kardes kromatid birlesmesi (% 29.41) (Sekil 4.18, Sekil 4.19,
Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23) ve kromatid degisimi (% 0.65) (Sekil 4.24,
Sekil 4.25)’dir. Kromozom tipi yapisal KA’lar ise kromozom kirig1 (% 4.25) (Sekil 4.26,
Sekil 4.27) ve disentrik kromozom (% 0.33) (Sekil 4.28)’dur. FCF uygulamasi insan
lenfosit kiiltiirlerinde sayisal KA olarak poliploidiye (% 2.29) (Sekil 4.29, Sekil 4.30,
Sekil 4.31) neden olmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli Konsantrasyonlarda Forklorfenuron ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Gozlenen
Kromozom Anormallikleri

Uygulama Kromozomal Anormallikler (KA)

Test Maddesi Yapisal KA Sayisal

Siire  Kons. Kromatid Tipi Kromozom Tipi KA Yapisal KA Toplam

(saat)  (ug/ml) Tasiyan Hiicre Anormal Hiicre KA/Hiicre

By KKEEFKUWE" @ DS P %?’si + SH %’si +SH +SH
Negatif Kontrol -- 14 9 0 0 0 0 0 5.75+£0.95 5.75+£0.95 0.058 £ 0.01
Pozitif Kontrol 24 0.20 53 6 7 14 0 0 0 19.50 +2.64 a3 19.50 +2.64 a3 0.200 + 0.02 a3
Forklorfenuron 24 0.25 20 9 0 0 0 1 1 7.254+1.50 b3 7.50+1.29 b3 0.076 £ 0.01 b3
Forklorfenuron 24 0.50 25 10 0 0 0 0 1 8.00+1.63 b; 8.25+1.25b;3 0.090 £ 0.01 a;bs
Forklorfenuron 24 1.00 24 9 1 5 0 0 0 9.75+£2.36 a;b; 9.75£2.36 asb; 0.098+ 0.02 a;b;
Forklorfenuron 24 2.00 25 16 0 2 0 0 1 10.25+ 2.50 abs 10.50+ 2.51 azbs 0.110% 0.05 azbs
Pozitif Kontrol 48 0.20 49 9 12 14 1 1 0 20.75 £ 3.86 a; 20.75 + 3.86 a3 0.220 +0.03 a;
Forklorfenuron 48 0.25 21 8 0 3 0 0 0 7.75+£2.87 bs 7.75+2.87 b3 0.080 + 0.02 bs
Forklorfenuron 48 0.50 24 12 0 0 0 0 1 9.00 + 2.44 b3 9.25+2.62 b3 0.093 £ 0.02 a;bs
Forklorfenuron 48 1.00 29 11 0 2 0 0 1 10.00 £ 2.16 a;b; 10.25+ 1.89 a;bs 0.108 £ 0.01 asbs
Forklorfenuron 48 2.00 25 15 1 1 0 0 2 10.25+ 0.95 aib; 10.75+ 0.95 asbs 0.110£ 0.01 asbs
Kromozomal Anormallik Yiizdesi* 63.07 2941 065 425 - 0.33 2.29

B’: Kromatid kirigi, KKB: Kardes kromatid birlesmesi, KD: Kromatid degisimi, B”: Kromozom kirigi, F”: Fragment, DS: Disentrik kromozom,
P: Poliploid hiicre.

*: Kromozomal anormallik yiizdesi hesaplanirken negatif kontrol ve pozitif kontrolde gézlenen anormallikler dahil edilmemistir.

a: Kontrol ile, b: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir. a;b;: P<0.05, a;b,: P<0.01, asbs: P<0.001
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde Anormal hiicre yiizdesi
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Yapisal KA tasiyan hiicre %’sinin konsantrasyona bagli artisini gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P<0.05
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 48 saat muamele edilmis insan periferal

lenfositlerinde Yapisal KA tasiyan hiicre %’sinin regresyon dogrusu ve korelasyon
katsayis1 (P>0.05)
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Anormal hiicre %’sinin konsantrasyona bagli artisin1 gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P<0.05
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Anormal hiicre %’sinin regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(P>0.05)
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Toplam KA/Hiicre oraninin konsantrasyona bagli artisini gosteren

regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P<0.05
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Toplam KA/Hiicre oraninin regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(P>0.05)
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Sekil 4.8. Kromatid kirig1 (B'), (0.50 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.9. Kromatid kirigi (B'), (0.50 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.10. Kromatid kirigi (B'), (1.00 ug/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.11. Kromatid kirig1 (B'), (0.50 ug/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000

Sekil 4.12. Kromatid kirig1 (B'), (2.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.13. Kromatid kirig1 (B"), (2.00 pg/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000

Sekil 4.14. Kromatid kirig1 (B'), (1.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.15. Kromatid kirigi (B'), (0.25 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.16. Kromatid kirig1 (B'), (0.50 pg/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.17. Kromatid kirig1 (B'), (2 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.18. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (0.50 pg/ml FCF, 48 saat uygulama).
X1000
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Sekil 4.19. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (0.50 pg/ml FCF, 48 saat uygulama).
X1000

Sekil 4.20. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (2.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama).
X1000
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Sekil 4.21. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (1.00 pg/ml FCF, 24 saat uygulama).
X1000

Sekil 4.22. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (0.25 pg/ml FCF, 48 saat uygulama).
X1000



Sekil 4.23. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), (0.50 pg/ml FCF, 24 saat uygulama).
X1000

Sekil 4.24. Kromatid degisimi (KD), (1.00 pg/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.25. Kromatid degisimi (KD), (2.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.26. Kromozom kirigi (B"), (1.00 pug/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.27. Kromozom kirig1 (B"), (2.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.28. Disentrik kromozom (DS), (0.25 pg/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000
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Sekil 4.29. Poliploidi, (2.00 pg/ml FCF, 48 saat uygulama). X1000

Sekil 4.30. Poliploidi, (2.00 ug/ml FCF, 48 saat uygulama, 3. X1000
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Sekil 4.31. Poliploidi, (0.50 pg/ml FCF, 24 saat uygulama). X1000

4.1.2. Forklorfenuron Uygulamasinin insan Periferal Kan Lenfosit Kiiltiirlerinde

Mitotik indeks Uzerine Etkileri

Bu calismada, FCF’nin muhtemel sitotoksik etkisini degerlendirebilmek i¢in

mitotik indeks (MI) degerleri hesaplanmustir.

FCF’nin insan periferal kan lenfositlerine 24 saatlik uygulama periyodunda; FCF,
test edilen en diigiik konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda MI’y1 negatif
kontrole kiyasla dnemli derecede diistirmiistiir. 48 saat FCF uygulanan kiiltiirlerden elde
edilen MI degerleri de tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole gore istatistiksel
bakimdan anlamli derecede diisiik bulunarak (P<0.001) sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, 24 saatlik uygulamadaki diisiik iki konsantrasyon harig, diger tim
uygulamalarda FCF’nin pozitif kontrol kadar etkili bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.32). FCF genel olarak konsantrasyon arttitkca MI
degerinin diismesine neden olmus; fakat istatistiksel olarak anlamli konsantrasyon-etki

iligkisi bulunmamistir (P>0.05) (Sekil 4.33, Sekil 4.34).
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Sekil 4.32. Farkli konsantrasyonlarda Forklorfenuron ile 24 ve 48 saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks

Cizelge 4.2. Farkli Konsantrasyonlarda Forklorfenuron ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilmis insan Periferal Lenfositlerinde Mitotik indeks Degerleri

Konsantrasyon (ug/mL)

I

Uygulama
Test Siire Kons.

Maddesi (saat) (ng/ml) Mitotik indeks+ SH
Negatif Kontrol -- -- 5.88 £ 0.40
Pozitif Kontrol 24 0.20 3.51+0.57 a3

0.25 5.80+0.16 b;
0.50 4.79 £ 0.59 ab;
Forklorfenuron 24 1.00 370+ 1.26 2
2.00 3.81+£0.82 a3
Pozitif Kontrol 48 0.20 3.39+0.46 a3
0.25 420+0.98 a,
Forklorfenuron 48 0.50 345+£0.92 a3
1.00 3.23+£0.66 a3
2.00 3.19+ 1.14 a;

a: Negatif kontrol ile, b: Pozitif kontrol ile aradaki fark dnemlidir.

ajbici: P<0.05, asbaco: P<0.01, asbscs: P<0.001
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Sekil 4.33. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MI degerlerine ait regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P>0.05)
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Sekil 4.34. Farkli konsantrasyonlarda FCF ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MI degerlerine ait regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P>0.05)
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4.2. Tartisma

4.2.1. Forklorfenuronun genotoksik potansiyeli

Bu calismada, tarimsal iiretimde verimi arttirmak i¢in yaygin bir sekilde kullanilan
ticari formiilasyondaki FCF’nin genotoksik potansiyeli in vitro KA testi kullanilarak

calisilmigtir.

Kromozom Anormalligi testi, DNA’da hasara neden olan maddelerin erken
tespitine olanak saglayan ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilan kisa siireli genotoksisite
testlerinden biridir (Bonassi ve ark., 2008; Murgia ve ark., 2008). KA frekansinda
meydana gelen artisin degerlendirilmesi genotoksik potansiyele iliskin énemli bir biyo

belirtectir.

Caligmamizdan elde edilen sonuglara gore; 0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 pg/ml
konsantrasyonlarindaki FCF’nin in vitro olarak insan periferal kan lenfositlerine 24 ve 48
saat siire boyunca uygulanmasi, genel olarak yiiksek iki konsantrasyonda KA
olusumunun negatif kontrole gére dnemli derecede artisina sebep olmustur. Ayrica 24
saatlik uygulamada KA’daki artisin konsantrasyona bagli olarak bulunmasi, FCF’nin
insan periferal lenfositleri {izerinde genotoksik potansiyele sahip olabilecegini

gostermektedir.

Bu ¢alismada, FCF nin insan lenfositlerine uygulamasinin 6zellikle DNA’da zincir
kiriklarina neden olarak klastojenik etki gosterdigini belirtebiliriz. Caligmamizin
sonucunda, her iki uygulama siiresinde ve 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda kromatid
kingi ve kardes kromatid birlesmesi gibi yapisal hasarlarin meydana geldigi
belirlenmistir. Kromozom tipi anormalliklerden ise kromozom kirigi FCF’nin neden
oldugu anormallik tiplerinden biridir. Bundan baska, FCF ile muamele edilen kiiltiirlerde
andjenik etkinin gostergesi olarak poliploid hiicrelere rastlanmistir. FCF’nin hem yapisal
hem de sayisal KA’lara neden olmasi, bu maddenin genotoksik potansiyelinin DNA’da
zincir kirilmalarina neden olarak ortaya cikabilecegi gibi, hiicre bdliinme dinamigini
etkileyen mikrotiibiiller, mikrofilamentler ya da septinler gibi hiicre iskeleti elemanlari
tizerinde de olumsuz etki gostererek ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilebilir. Bununla birlikte,

Hu ve ark. (2008) tarafindan, FCF’nin, aktin veya tiibiilin polimerizasyonunu
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etkilemeden memeli hiicrelerinde septin diizenegini dogrudan ve spesifik olarak
degistirdigi bildirilmistir (Hu ve ark., 2008). Ayni zamanda, septin polimerlerinin
hayvanlarda kasilma halkasi, aktin stres fibrilleri ve mitotik i gibi c¢esitli yapilarin
organizasyonunda yer aldig1 (Kinoshita, 2006) g6z oOniine alindiginda; bizim
calismamizda FCF’nin 6zellikle septinler iizerine etki gostererek sitokinezi engellemis

olabilecegi ve boylece poliploid hiicrelerin olusumuna neden olabilecegi diigiiniilebilir.

FCF ile muamelenin tomurcuklanan mayada sitokinezde kusurlara ve septin
filamentlerinin deformasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Iwase ve ark., 2004). Hiicre
proliferasyonunun bozuldugu, hiicre migrasyonu ve invazyonunun engellendigi
gosterilmistir (Vardi-Oknin et al., 2013; Zhang et al., 2016). FCF tarafindan septin hiicre
iskeletinin hedeflenmesi, siklikla septin ekspresyonunun genetik olarak azalmasi ile
tamamlanmigtir (Sidhaye ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2016; Deb ve ark., 2016; Sharma
ve ark., 2013; Tokhtaeva ve ark., 2015; Moller ve ark., 2018). Tomurcuklanan maya
hiicrelerinde yapilan bir c¢alisma, FCF'nin septin eksikligi olan mutantlarin
proliferasyonunu inhibe edebildigini ve bdylece bu bilesigin septinden bagimsiz hiicresel

aktivitelerini de vurguladigini gostermistir (Heasley ve ark., 2014)

Hu ve ark. (2008) tarafindan memeli hiicrelerinde, FCF’nin normal septin
dinamiklerini baskiladig1 ve septin polimerlerini stabilize ederek hiicre morfolojisi
degisiklikleri, mitotik kusurlar ve hiicre hareketinin azalmasina neden oldugu
bildirilmistir.

Literatiir aragtirmamiza gore, glinlimiize kadar FCF’nin muhtemel genotoksik
etkilerini belirlemeye yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu
calisma, FCF’nin insan lenfositleri {izerindeki genotoksik potansiyelini gosteren ilk

verileri sunmaktadir.

Gilinlimiizde, terapotik miidahaleler i¢in potansiyel hedef olarak septin hiicre
iskeletine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Ivanov ve ark., 2021). Septin modiile edici
bilesiklerin deneysel maddesi yalnizca kiigiik bir molekiil olan FCF ile sinirlidir (Ivanov
ve ark., 2021). FCF, farkli deneysel sistemlerde septin hiicre iskeletini hedeflemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Heasley ve McMurray, 2016). Ancak, FCF'nin kendisinin
mevcut haliyle klinik kullanim i¢in uygun olmayabilecegi bildirilmistir (Ivanov ve ark.,

2021). Ciinkii, FCF, septin filamentleri i¢in nispeten diisiik bir afiniteye sahiptir ve bu
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nedenle sadece yiiksek konsantrasyonlarda aktiftir. Ayrica, FCF'nin olas1 hedef dis1
etkileri ve hayvan dokusu toksisitesi bildirilmistir (Sun ve ark., 2020; Heasley ve
McMurray, 2016; Blum ve ark., 2019). Bizim ¢alismamizda da etken maddesi FCF olan
ticari formiilasyondaki sentetik BGD’nin insan lenfosit hiicrelerinde yiiksek

konsantrasyonlarda (1.00 ve 2.00 pg/ml) genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Bunun yaninda, bir¢ok c¢alismada farkli septinlerin degisen ekspresyonunun ve
mutasyonlarinin norolojik hastaliklarin ve kanserin gelisimi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Angelis ve Spiliotis, 2016; Marttinen ve ark, 2015; Poiis ve ark., 2016).
Inflamasyon ve fibrozisin diizenlenmesinde septin hiicre iskeletinin rolii hakkinda ise ok
daha az sey bilinmektedir (Ivanov ve ark., 2021). Bununla birlikte, FCF kullanan

calismalar, yeni nesil septin inhibitorlerinin gelistirilmesine zemin hazirlamistir.

4.2.2. Forklorfenuronun sitotoksik potansiyeli

Calismamizda, FCF’nin insan lenfosit kiiltiirlerine 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda genel olarak tiim konsantrasyonlarda (24 saatlik uygulamada en diisiik
konsantrasyon hari¢) negatif kontrole gore MI degerini 6nemli derecede diisiirerek
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. MI, sitotoksik potansiyeli gdstermek i¢in yaygin

olarak kullanilan parametrelerden biridir.

(Calismamizin sonuglariyla uyumlu olarak, Zhang ve ark. (2015) tarafindan yapilan
in vitro ¢alismada, FCF’nin Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip

bulundugu bildirilmistir.

Bu calismada, FCF’nin insan lenfositleri {izerinde sitotoksik potansiyele sahip
olmasi1 onun klastojenik etkisinden kaynaklanabilir. Ciinkii, bir¢ok arastirici tarafindan,
klastojenik maddeler sebebiyle artan yapisal KA’larin sitotoksisiteye neden olabilecegi
bildirilmistir (Armstrong ve ark., 1992; Galloway ve ark., 1998; Hillard ve ark., 1998;
Vock ve ark., 1998; Kirkland ve Miiller, 2000). Hiicre i¢inde yapisal KA olusumlarinin
yiiksek oranda olmasi, DNA’nin replikasyon ve/veya transkripsiyon siireclerini ve hiicre
proliferasyonunu olumsuz etkileyerek sitotoksik etkiye neden olabilmektedir. Ayrica,
hiicre dongiisii i¢in spesifik olan bazi protein ve/veya enzimlerin inhibisyonunun da DNA

sentezi ve hiicre ¢ogalmasini inhibe edebildigi bilinmektedir (Hung ve ark., 1996).
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Bunlarin disinda, FCF’nin insan lenfosit hiicrelerinde septin organizasyonunu bozarak

sitotoksik etki gostermis olmas1 da muhtemeldir. Soyle ki;

FCF, bitkilerde hiicre boliinmesini tesvik ederek, hiicre biiylimesi ve
farklilagmasinda rol oynarken (Vardi-Oknin ve ark., 2013), diger Okaryotik
organizmalarda yliksek dereceli septin montajin1 bozmaktadir. Bilindigi lizere, septinler,
bitkiler harig¢ tiim 0karyotik organizmalarda bulunan ve bir¢ok dnemli hiicresel gorevleri

olan GTP baglayici bir protein ailesidir (Henzi ve ark., 2021)

Memeli septinleri iizerine yapilan caligmalardan elde edilen ve giderek artan veriler,
septin heteromerik komplekslerinin, kilit hiicresel siire¢lerde 6nemli olan diger proteinler
icin kenetlenme alanlarinin iskelesi olarak hareket edebilen daha iist diizey yapilar

sagladigin1 gostermektedir (Vardi-Oknin ve ark., 2013).

FCF'nin septin filament doniimiinii (turnover) bloke ederek kalin septin demetleri
ve agregatlarinin birikmesine neden oldugu gosterilmistir (Hu ve ark., 2008). In silico
yerlestirme (docking), FCF'nin septin monomerlerinin niikleoid baglayici cebi ile
etkilesime girerek septin filamentlerini stabilize ettigini ve boylece GTP baglanmasini ve

hidrolizi 6nledigini 6nermektedir (Angelis ve ark., 2014).

Ilging bir sekilde, septin hiicre iskeletinin FCF ile indiiklenen stabilizasyonu, hiicre
boliinmesi, hiicre gogii, vezikiil trafigi, kalsiyum girisi ve hiicre-hiicre yapigmalarini
inhibe ederek; septin tiikenmesinin fonksiyonel etkilerini taklit ettigi gdsterilmistir (Hu
ve ark., 2008; Marcus ve ark., 2016; Tokhtaeva ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2016;
Sharma ve ark., 2013; Sidhaye ve ark., 2011).

Ek olarak, septinler, hiicre dongiisii kontroliinde (Barral ve ark., 1999; Shulewitz
ve ark., 1999) ve DNA-hasar yanit1 ve hiicresel morfolojinin koordinasyonunda yer
almistir (Lew, 2003; Keaton ve Lew 2006; Enserink ve ark., 2006; Smolka ve ark., 2006;
Weirich ve ark., 2008).

Stirekli bir polimer ag1 olusturmadan sitoplazma boyunca dagilmis olan septin
polimerlerinin, hiicrede farkli islevlere sahip anahtar sinyal molekiillerini saklayan
depolar veya sinyali tagiyan iskeleler olarak hizmet ettigi yaygin bir goriistir (Kinoshita,
2006). Kremer ve ark. (2007), memeli hiicrelerinde septin (SEPT2/6/7) kompleksinin
hem sitokin sinyalini baskilayan SOCS7 ile hem de aktin ile iliskili bir adaptdr protein
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olan NCK ile etkilesime girdigini ileri stirmiistiir. SOCS7 proteini, septin etkilesimli bir
bolge araciligiyla ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda sinyal iletimi agisindan dinamik bir
gecis sergiler. Arastiricilar, yaptiklar1 ¢caligmada; septinlerin siRNA (small interferans
RNA) tarafindan tilkenmesinin ardindan, SOCS7 ve NCK sinyal proteinlerinin ¢ekirdekte
lokalize oldugunu; bu niikleer lokalizasyonun, DNA hasar kontrol noktalarinin etkin
aktivasyonu ve biiyiimenin durdurulmasi igin gerekli oldugunu bildirmiglerdir (Kremer

ve ark., 2007).

Buna gore, FCF’nin etkisiyle septinlerin stabilize edilerek, kalin septin demetlerinin
olugsmasi, onlarin fonksiyonlarini yerine getirememesine ve bdylece sinyal iletim
trafiginde bozulmalara neden olarak hiicreyi apoptosize yonlendiriyor olabilecegi

diistiniilebilir.

Ayrica, septin polimerlerinin metazoada (hayvanlar) bulunan versiyonlarinin,
kasilma halkasi, aktin stres fibrilleri ve mitotik 1g gibi ¢esitli yapilarin organizasyonunda
yer aldigi (Kinoshita, 2006) bilinmekte olup, FCF uygulanarak kiiltiire alinmis insan
lenfosit hiicrelerinde, FCF’nin normal septin organizasyonunu bozmasi yoluyla, bu
yapilar etkileyerek hiicre boliinme dinamigi {izerine olumsuz etki géstermesi de oldukca

muhtemeldir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizin sonuglarina gore, bitki gelisim diizenleyicisi olarak yaygin bir
sekilde kullanilan ticari formiilasyondaki FCF’nin 1.00 ve 2.00 pg/ml konsantrasyonlarda
insan periferal lenfositlerine in vitro uygulanmasi KA olusumunu arttirarak genotoksik
hasara; 0.50, 1.00 ve 2.00 pg/ml konsantrasyonlarda MI’y1 diisiirerek sitotoksik

aktiviteye neden oldugu belirlenmistir.

Bu nedenle, FCF’ye {iretim sirasinda ya da bu sentetik bitki hormonunun
uygulanmasi sirasinda maruz kalan kisilerin gozliik, yiiz sperligi, maske ve eldiven gibi
kisisel koruyucu ekipmanlarini kullanmalari 6nemli goriinmektedir. Ayrica, tarimsal
iiretimde uygun dozlarda, kontrollii kullaniminin saglanmasi ve denetlenmesinin de

cevreye salinan toksik madde riskini de azaltabilecegi diisiintilebilir.

Bundan baska, sunu da belirtebiliriz ki; bu ¢alisma, FCF’nin insanlar iizerindeki
potansiyel genotoksik riskini gosteren ilk c¢aligma niteligindedir. Bununla birlikte,
calismamizin zayif yonii olarak sadece bir test, kiiltiire alinmig insan lenfositlerinde KA
testi, kullanilmis olmasindan dolay1 baska in vitro ve in vivo deneysel sistemlerde de
FCF’nin olas1 genotoksik potansiyeliyle ilgili caligmalar yapilmasinin uygun olacagi

acgiktir.
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