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OZET

FLUMETRALIN’IN iNSAVN PERIFERAL KAN LENFOSITLERINDE
KROMOZOM ANORMALLIGI VE MIKRONUKLEUS OLUSUMU UZERINE
ETKILERI

Bu ¢alismada, 2,6-dinitroanilin kimyasal sinifina ve herbisidal aktiviteye sahip
bir sentetik bitkibiliylime diizenleyicisi olan flumetralinin genotoksik ve sitotoksik etkisi
insan periferal kan lenfositlerinde in vitro kromozom anormalligi (KA) ve sitokinez-
bloklama mikroniikleus (MN) testleri ile aragtirilmistir. Hiicreler, 125, 250, 500 ve 1000
png/ml flumetralin ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir.

Flumetralin, yiiksek {i¢ konsantrasyonda (250, 500 ve 1000 pg/ml) ve her iki
uygulama stiresinde (24 ve 48 saat) yapisal KA frekansin1 hem negatif hem de ¢6ziicii
kontrole gore istatistiksel olarak dnemli derecede arttirmistir. Ayrica, flumetralin MN
olusumunu 24 saatlik muamelenin yiiksek konsantrasyonlarinda (250, 500 ve 1000
png/ml) ve 48 saatlik muamelenin 125 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla onemli derecede arttirmistir. 48 saatlik muamelenin yiiksek iki
konsantrasyonunda (500 ve 1000 pg/ml) yiiksek toksisiteden dolayir yeterli sayida
biniikleer hiicre tespit edilememistir. Ayrica, flumetralin tim konsantrasyon ve
muamele siirelerinde, mitotik indeks ve niikleus boliinme indeksini kontrol gruplarina
gore Onemli derecede dislirmiistir. Bu sonuglar, flumetralinin test edilen
konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde onemli klastojenik ve sitotoksik/sitostatik
etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.

2015, 59 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Flumetralin, insan periferal kan lenfositleri, kromozom
anormalligi, mikroniikleus.



ABSTRACT

THE EFFECTS OF FLUMETRALIN ON CHROMOSOME ABERRATIONS AND
MICRONUCLEUS FORMATION IN HUMAN PERIPHERAL BLOOD
LYMPHOCYTES

In the present study, the genotoxic and cytotoxic effects of flumetralin, a
synthetic plant growth regulator with herbicidal activity belonging to the 2,6-
dinitroaniline class of chemicals, were investigated in vitro by chromosome aberrations
(CAs) and cytokinesis-block micronucleus (MN) tests in human peripheral blood
lymphocytes. The cells were treated with 125, 250, 500, and 1000 pg/ml flumetralin for
24 and 48 hr.

Flumetralin statistically significantly increased the frequency of structural CAs
at the three highest concentrations (250, 500, and 1000 pg/ml) for both treatment
periods (24 and 48 hr) when compared with both the negative and solvent controls. In
addition, MN formation was significantly induced at higher concentrations (250, 500,
and 1000 pg/ml) for 24 hr and at 125 and 500 pg/ml of flumetralin for the 48-hr
treatment period compared with the controls. Due to excessive toxicity binuclear cells
could not be detected sufficiently in the highest two concentration of flumetralin (500
and 1000 pg/ml) for 48 hr treatment times. Furthermore, flumetralin significantly
decreased the mitotic index and nuclear division index for all concentrations and
treatment times as compared to control groups. The present results may indicate that
flumetralin had a significant clastogenic and cytotoxic/cytostatic effects at the tested
concentrations for the human lymphocytes.

2015, 59 Pages

Key words: Flumetralin, human peripheral blood Iymphocytes, chromosome
aberrations, micronucleus.
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1. GIRIS

Yeryiiziindeki canlilarin gida zincirinin ana halkasini, bitkisel hammaddeler
olusturmaktadir. Bu nedenle 6ncelikle bitkisel {irlinlerde artis hedeflenmistir.

Insektisit, herbisit, fungisit ve bitki biiyiime diizenleyicileri gibi sentetik
kimyasallar1 igeren pestisidler giiniimiiz modern tariminda iiriin kalitesini arttirmak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, tarimda kullanilan bu kimyasallarin gelisigiizel
ve yiliksek oranda kullanimi ¢evre ve insan sagligina zararli olabilmektedir. Bu
pestisitlerin bazilarmin bir¢gok yan etkilerinin yaninda kanserojenik, teratojenik,
mutajenik ve immiinotoksik gibi olumsuz etkilere de sahip olabilecegi saptanmistir
(IARC, 1991; Dearfield ve ark., 1999).

Flumetralin herbisidal aktiviteye de sahip olan sentetik bir bitki gelisim
diizenleyicisidir (Weber, 1990). Bitki biiylime ve gelismesini etkileyen, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilen hem dogal hem de sentetik maddelere bitki
gelisim diizenleyicileri ad1 verilmektedir (Sade, 2000). Giintimiizde hormonlar ile bitki
gelisim diizenleyicileri kavramlar1 arasinda anlam karmasasi vardir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri kavrami; bitki biiylimesini etkiledigi belirlenen hem dogal hem de
sentetik maddeler i¢in kullanilirken, hormon terimi sadece bitkilerde dogal olarak
bulunan maddeler i¢in kullanilmaktadir (Aydogdu ve Boyraz, 2005).

Bitkiler biiyiime, gelisme ve degisime ugramalart i¢in kendi hormonlarini
kendileri tretirler. Fakat dogal yollarla iiretilen hormonlarin tarimda kullanilmalari
olduk¢a pahaliya mal olmaktadir. Sentetik olan bitki gelisim diizenleyicileri, daha
ekonomik olarak ftretildiginden dolay1 tarimsal iiretimde Ozellikle sera iiretiminde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Babaoglu, 2002).

Sentetik bitki gelisim diizenleyicileri 151k ve 1sidan etkilenmezler. Zor
metabolize olurlar ve dolayisiyla viicuttan atilmazlar yani kalint1 etkisi yaparlar. Bu
nedenle hiicrelerde birikip, besin zinciri yoluyla bir canlidan digerine gegebilirler
(Marcano ve ark., 2004; Morsiinbiil ve ark., 2010).

Molekiil formiilii Ci6H12CF4N3O4 ve Kimyasal formiili N-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-N-ethyl-2,6-dinitro-4-(trifluoromethyl)aniline  olan  flumetralin, 2,6-
dinitroanilin kimyasal smifina dahil olup, sahip oldugu herbisit/gelisim diizenleyici

etkinligi tagimis oldugu dinitroanilin grubundan kaynaklanmaktadir (USEPA, 2007).



Dinitroanilinler, mikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyici kimyasallar olarak bilinirler
ve bazilarmin (Oryzalin, trifluralin gibi) bitki tiibiilinlerindeki antimikrotiibiil etkileri
cok iyi bir sekilde ortaya konulmustur (Morejohn ve ark., 1987; Morejohn ve Fosket,
1991; Antony ve Hussey, 1999). Bununla birlikte, yapilan g¢alismalar sonucunda,
dinitroanilinlerin segici bir sekilde bitki ve protozoa miktotiibiillerini inhibe ettigi fakat
fungal ve omurgalilardaki mikrotiibiillere etki edemedigi belirlenmistir (Morejohn ve
Fosket, 1986; Morissette ve ark., 2004).

Giliniimlizde flumetralin, tiitiin bitkilerinde aksiler tomurcugun (koltukalti
tomurcugu, Yyan tomurcuk) biiyiimesini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Weber, 1990; Hermann ve ark., 2000). Bu kimyasal madde, tiitiin
bitkisinde yan tomurcugun biiyliimesini inhibe ederek bitkinin gelisimini
engellemektedir. Flumetralin, topraga sprey seklinde, bliyiime dénemi boyunca yalnizca
bir kez; tiitiin bitkilerinin g¢icek kisimlar1 ¢iktiktan sonra 3 ile 7 gilin arasinda
uygulanmakta ve uygulandiktan sonra birkag¢ saat iginde tiitiin bitkisi tarafindan
emilmektedir. Bdylece, biiylime donemi boyunca yan tomurcuklarin biiylime
kontroliinii saglamaktadir (USEPA, 2007).

Flumetralin, genellikle tiitsiilenmis, Burley, Maryland ve puro tiitiin bitkilerinin
aksillar tomurcuklarinin kontrolii i¢in kullanilmaktadir (USEPA, 2007). Flumetralinin
ilk olarak 1983 yilinda Prime’, Flupro, and Drexalin Plus adli ticari isimleri ile
kullanilmaya basladigi EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan kayit altina
alinmistir (Coresta, 2014).

Tarimda kullanilan tiim kimyasal maddelerde oldugu gibi flumetraline maruz
kalma, mesleki (pestisidin tretildigi ve kullanildigi yerlerde, genellikle soluma veya
dermal yolla meydana gelen maruziyet) ve ¢evresel (igme suyuna karigsma gibi) yollarla
olabilmektedir. Fakat, flumetralin 6zellikle tiitiin tirlinlerinde kullanildig1 i¢in, insanlar
bu kimyasala sigara, puro igme veya tiitiin ¢igneme ile de maruz kalmaktadirlar
(USEPA, 2014).

Flumetralin, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi1 (USEPA)
tarafindan 2007 yilinda “hafif toksik” (USEPA, 2007), 2014 yilinda insanlar i¢in
“kanserojenik olmasi muhtemel degil” (USEPA, 2014) seklinde siniflandirilmistir. Bu
kimyasal madde, yine 2014 yilinda EFSA (European Food Safety Authority=Avrupa

Gida Giivenligi Otoritesi) tarafindan “genotoksik olmasi muhtemel degil” seklinde



simiflandirilirken (EFSA, 2014), aym1 yil icinde PAN (Pesticide Action Network
International = Pestisit Etkisi Uluslararas1 Ag1) tarafindan “yiiksek derecede zararli
pestisidler listesi’ne eklenmistir (PAN, 2014). Flumetralininin toksik etkisiyle ilgili
olarak bu fakli siniflandirmalar goz oniine alindiginda, bu kimyasal maddenin insanlar
tizerindeki muhtemel genotoksik etkilerinin  belirlenmesinin = 6nemli  oldugu
kanaatindeyiz.

PAN (2014) tarafindan, flumetralinin sucul organizmalar iizerinde yiiksek toksik
etki gosterdigi (LC/EC 50 [48 saat] Daphnia spp. < 0,1 mg/l) ve yiiksek biyoakiimiilatif
potansiyele sahip oldugu (bioconcentration factor, BCF>5000) bildirilmistir.
Flumetralinin biyolojik olarak yiiksek birikime sahip olmasi 6zelliginden dolayi, bu
maddenin organizmalarda ve ¢evrede toksik seviyelere kadar birikebilmesi ve sonunda
bu maddeye maruz kalan bitki, hayvan ve insanlarin genetik materyallerinde hasara
neden olabilmesi muhtemeldir. Ciinkii, pestisidlere diisiik miktarlarda olsa bile uzun
siireli maruziyetin kanser ve diger genetik bozukluklara neden oldugu c¢ok 1iyi
bilinmektedir (Zahm ve Blair, 1992).

Ayrica, daha fazla {irlin elde edebilmek igin bitki biiyiime diizenleyicilerinin asir1
miktarlarda kullanilmasi, bu maddelerin canlilar iizerinde genotoksik etkilere sahip
olabilme potansiyelini arttirmaktadir (Marcano ve ark., 2004). Bu nedenle bitki biiyiime
diizenleyicilerinin muhtemel genotoksik risklerinin belirlenmesi ve toplumun bu konuda
bilinglendirilmesi 6nem arz etmektedir.

Literatiir arastirmamiza gore flumetralinin genotoksik veya sitotoksik
potansiyelini arastiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat, flumetralinin
dahil oldugu 2,6-dinitroanilin grubuna giren bir¢ok kimyasalin (fluchloralin, trifluralin,
pendimethalin gibi) cesitli test sistemlerinde ve hiicre hatlarinda genotoksik, sitotoksik
ve mutajenik oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (Panneerselvam ve ark., 1995;
Sinha ve ark., 1998; Ghiazza ve ark., 1984; Ribas ve ark., 1995; Gebel ve ark., 1997;
Konen ve Cavas, 2008; Yamano ve Morita, 1995; Pan ve ark., 2004; Dimitrov ve ark.,
2006; Patel ve ark., 2007; Kaya ve ark., 2004, Bozari ve Aksakal, 2013). Bu nedenle de,
flumetralinin insanlar {izerindeki muhtemel genotoksik potansiyelinin arastirilmasinin
onemli oldugu diisiincesindeyiz.

Mutajen ve kansorejenlerin genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en

hassas yontemlerden ikisi; insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anormalligi



(KA) frekansiin (Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark., 1994;
Bonassi ve ark.,, 2004; 2005; 2007) ve mikroniikleus (MN) olusumunun
degerlendirilmesidir (Heddle ve ark.,1991 ;Fenech, 2002a, Bonassi ve ark., 2011).

Kromozomal anormallikler; kromozomlarda meydana gelen ve mikroskobik
diizeyde goézlenebilen yapisal ya da sayisal degisiklikleri ifade eder. Cesitli ajanlarin
etkisiyle meydana gelen kromozomal hasarlar, DNA’daki onarilmamis tek/¢ift zincir
kiriklarindan veya DNA’daki zincir kiriklarinin  yanlis tamir edilmesinden ve
kromozomlarin  kutuplara  hareketi  sirasinda meydana gelen hatalardan
kaynaklanmaktadir.

Mikroniikleus, asentrik kromozom (mitozda veya mayozda kutuplara goc
edemeyen sentromersiz kromozom veya kromozom pargasi) ya da kromatid
kiriklarindan ve tiim kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasindan
dolay1 (kalgin kromozom) telofazda olusan kardes ¢ekirdeklerin disinda rastlanan kiigiik
¢ekirdeklerdir (Surrallés ve ark., 1995). Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da (anafaz
ve telofaz sirasinda hiicrede ikiden fazla kutup olusmasi) MN olusumuna sebep
olmaktadir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010). MN testi ile hem klastojenik hem de
andjenik etkiler belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Norppa ve Falck,
2003).

Son zamanlarda yapilan epidemiyolojik arastirmalar (kohort ve vaka-kontrol
calismalari), insan periferal lenfositlerindeki artmis KA ve MN frekansinin kanser
riskinin bir belirleyicisi oldugunu gostermistir (Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark.,
1998; Liou ve ark., 1999; Fenech, 2002b; Hagmar ve ark., 2004; Rossner ve ark., 2005;
Norppa ve ark., 2006; Bonassi ve ark., 2007; Bonassi ve ark., 2008; larmarcovai ve ark.,
2008; Murgia ve ark., 2008; Bonassi ve ark., 2011; EI-Zein ve ark., 2011).

Giliniimiizde, etkinligi ve kolayligindan dolayr insan periferal kan
lenfositlerindeki KA ve MN testleri, yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin ve
sitotoksik etkilerin incelenmesi i¢in popiiler ve kullanigh bir yontem haline gelmistir
(Fenech ve ark., 2011; Bonassi ve ark., 2008).

Bu calismanin amaci; 2,6-dinitroanilin kimyasal sinifina dahil bir sentetik bitki
bliylime diizenleyicisi olan flumetralinin insan periferal kan lenfositlerindeki muhtemel

genotoksik ve sitotoksik etkilerini, in vitro KA ve MN testleri kullanarak arastirmaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ghiazza ve ark. (1984) tarafindan yapilan ¢alismada, trifluralinin insan lenfosit
hiicrelerinde KKD frekansin1 kontrole kiyasla énemli derecede arttirarak genotoksik
potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (hiicre basimna diisen KKD frekanst: trifluralin
5.27+1.38; kontrol 3.51£1.14).

Pilinskaia, (1987) Trifluralin ve onun ticari formu olan treflan (etken madde
olarak % 25 trifluralin) kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde in vitro olarak ve fare
kemik iligi hiicrelerinde in vivo olarak KA sayisini arttirmamistir.

Panneerselvam ve ark. (1995), kiltiire edilmis insan lenfositlerine 3 farkli
konsantrasyondaki (2.5, 5.0 ve 10 pg/ml) fluchloralini 24 ve 48 saat muamele ederek
kromozomal anormallikleri degerlendirmislerdir.  Arastiricilar tarafindan, tiim
konsantrasyonlardaki flucloralinin bu hiicrelerde konsantrasyona bagli bir sekilde
kromatid tipi anormallikleri 6nemli derecede arttirdigt; 48 saatlik uygulamadan sonra
yine tiim konsantrasyonlarda multipolar (¢oklu) anormalliklerin gozlendigini
bildirmislerdir. Arastiricilar, ayni ¢alismalarinda elde ettikleri sonuglar1 desteklemek
icin, flucloralinin genotoksik etkisini insan lenfositlerinde sitokinez bloklama MN testi
kullanarak da belirlemiglerdir. Yaptiklart MN testine gore; arastiricilar tarafindan, diisiik
konsantrasyonlardaki (2.5-10 pg/ml) fluchloralinin arttirdigt MN sayisinin kontrolden
onemli derecede farkli olmadig; fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda (20, 40 ve 50
png/ml) mikroniikleuslu hiicre sayisinin konsantrasyona bagli bir sekilde Onemli
derecede arttig1; bu nedenle fluchloralinin insan lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip
oldugu bildirilmistir.

Ribas ve ark. (1995), trifluralinin insan periferal kan lenfositlerindeki genotoksik
etkisini tek-hiicre jel elektroforezi (komet) testini kullanarak, S9 mix varliginda ve
yoklugunda arastirmiglardir. 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki trifluralinin
insan lenfositlerinde DNA hasarisinin bir gostergesi olan komet (kuyruklu yildiz)
kuyruk uzunlugunun artisina neden oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, trifluralinin
uyardig1 genotoksik hasarin eksojen metabolik aktivator olan S9 mix yoklugunda daha
yiiksek bulundugunu bildirmislerdir.

Ribas ve ark. (1996) tarafindan, trifluralinin genotoksik etkisi kiiltiire edilmis

insan periferal kan lenfositlerinde KKD, KA ve MN testleri kullanilarak



degerlendirilmistir. Arastiricilar tarafindan, trifluralinin proliferasyon indeksini (PI) ve
sitokinez bloklama proliferasyon indeksini (CBPI) kontrole gore diisiirdiigii fakat zayif
sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, KKD frekansinda az fakat
istatistiksel olarak Onemli artis meydana geldigi (S9 mix yoklugunda, 50 pg/ml
konsantrasyonda 48 saat muamele; S9 mix varliginda, 200 pg/ml konsantrasyonda 2
saat muamele) bildirilmistir. Fakat, aragtiricilar yaptiklar1 KA testinde (S9 mix
yoklugunda, 1, 5, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda 48 saat muamele) ve MN
testinde (S9 mix yoklugunda, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda 48 saat
muamele; S9 mix yoklugunda ve varliginda 25, 50, 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda 2 saat muamele) tiim siire ve konsantrasyonlarda trifluralinin
genotoksik etkisinin goriillmedigini bildirmislerdir.

Viérnagy ve ark. (1996) tarafindan flubalex (etken madde olarak % 20
benfluralin iceren ticari formiilasyon)’in tavuk embriyolar1 iizerine teratojenik etkisi
calisilmigtir. Arastiricilar, yumurtalarin hava bosluguna (air-chamber) 12 giin boyunca
uygulanan test maddesinin embriyolarin 6nemli derecede Oliimiine neden oldugunu
bildirmislerdir.

Gebel ve ark. (1997) tarafindan, pendimethalinin fare kemik iligi hiicrelerinde in
vivo MN testine gore herhangi bir genotoksik etkisinin bulunmadigi ve ne disi ne de
erkek farelerde MN olusumunu 6nemli derecede arttirmadigi bildirilmistir.

Pendimethalinin ticari formiilasyonu olan stomp herbisidinin genotoksik etkisi
bitki (Crepis capillaris L.) ve fare kemik iligi hiicrelerinde KA ve MN testi kullanilarak
belirlenmis ve karsilastirilmistir. Calismaya gore, her iki test sisteminde oldukc¢a farkl
sonuglar ortaya ¢ikmistir. Arastiricilar tarafindan, stompun bitki hiicrelerinde KA’y1
arttrmadigi, fakat fare kemik iligi hiicrelerinde (1/2 LDsp=489 mg/kg b.w.) KA
frekansin1 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, arastiricilar
stompun hem bitki hiicrelerinde (% 0.005-0.4 konsantrasyonlarda ve 4, 16, 24 saat
muamele siirelerinde) hem de fare kemik iligi hiicrelerinde (1/2 LDsp= 489 mg/kg b.w
dozunun tek bir defa 96 saat siire ile uygulanmasi veya 1/8 LDsp= 122 mg/kg b.w
dozunun 5 giin boyunca ardi ardina uygulanmasinin) MN frekansini 6nemli derecede
arttirdig1 bildirilmistir. Arastiricilar, bitki hiicrelerindeki MN artisinin herbisidin 1§
ipligi  olusumunu bozucu etkisinden kaynaklanmis olabilecegini, ¢iinkii tiim

konsantrasyonlardaki (% 0.005-0.4) stompun bitki hiicrelerinde C-mitoza neden



oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, arastiricilar tarafindan, fare kemik iligi hiicrelerinde
KA frekansi artisinin, farelere stomp verilmesinin ge¢ muamele siirelerinde (96 saat)
meydana geldiginden dolayr genotoksik metabolitlerin biyosentezi yoluyla olabilecegi
bildirilmistir. Arastiricilar, fare kemik 1iligi hiicrelerinde stomp tarafindan olusan
MN’larin muhtemelen bu maddenin klastojenik etkisinden kaynaklanmis oldugunu ve
bu sonucun, fare kemik iligi hiicrelerinde MN’Iu PCE (polikromatik eritrosit) ve KA
frekans1 arasindaki tutarli sonucglar ile desteklendigini bildirmislerdir.  Ayrica,
calismada bazi pestisidlerin bitki ve hayvan hiicrelerinde farkli sonuglar olusturabilecegi
ve bu farkliliklarin metabolizma ve mitotik ig ipligi bozunumu {izerine etkilerinin farkli
olmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Ayrica, trifluralinin genotoksik etkisi fare kemik iligi hiicrelerinde MN testine
gore arastirilmistir. Arastiricilar, 1.400 mg/kg b.w. konsantrasyonundaki trifluralin
uygulamasinin sadece disi farelerin kemik iligi hiicrelerindeki MN sayisini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttirdigini bildirmislerdir.

Sinha ve ark. (1998) Flucholarinin memeli hiicrelerinde genotoksik ve sitotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada, kiiltiire edilmis Chinese hamsteri
ovaryum (CHO) hiicrelerine 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarindaki
fluchloralinin 8-12 saat uygulanmasinin kromozom anormalligi tasiyan metafaz
hiicrelerinin frekansinda onemli artis meydana getirdigini; test maddesinin yiliksek
konsantrasyonlarinda (10 ve 20 pg/ml), 12 saat muamelesinin ise kardes kromatid
degisimi frekansinda da onemli derecede artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Ayni1
calismada, CHO hiicreleri 72 saat fluchloralin ile muamele edilince canli hiicre
sayisinda % 50 azalma meydana geldigi belirlenmistir. Arastiricilar, fluchloralinin
neden oldugu hiicre 6liimii mekanizmasini anlamak i¢in test maddesinin DNA sentezine
etkisini ve onun apoptosisi indiikleme yetenegini de c¢alismislardir. Arastiricilar
tarafindan, fluchloralin ile oldukg¢a kisa (6 saat) muamele edilen CHO hiicrelerinde bile
DNA sentezinin % 30-50 arasinda azaldigi ve herbisit uygulanmis hiicrelerden elde
edilen DNA’nin agaroz-jel elektroforezi ve sitokimyasal boyamasi ile flucholaralinin
apoptosisi arttirdiginin belirlendigini bildirmislerdir.

Varnagy ve ark. (2002) tarafindan yapilan baska bir ¢calismada % 20 benfluralin
iceren flubalex, ROSS 308 embriyone tavuk yumurtalarina 12 giin boyunca

uygulanmistir. Test maddesi % 0.3 konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmis ve 0.1



ml/yumurta hacminde yumurtalarin hava bosluguna enjekte edilmis veya yumurtalar
daldirma teknigiyle muamele edilmistir. Embriyolarin 6liim orani, injeksiyon
uygulamasina gore daldirma uygulamasindan sonra o6nemli derecede daha fazla
gorilmiistiir. Makro ve mikroskobik degisimler gozlenmemistir.

Keseru ve ark. (2004)’nin yaptiklar1 ¢alismada flubalex, % 0.375 benfluralin
iceren konsantrasyonda tavuk yumurtalarina sadece bir defa uygulanmistir. Uygulama
yumurtanin hava bosluguna (0.1 ml hacim/yumurta) injeksiyon seklinde yapilmis veya
yumurtalar daldirma teknigiyle 37 %C’de 30 dk muamele edilmistir. Degerlendirme
inkiibasyonun 19. giiniinde yapilmistir. Arastiricilar, ¢aligmalarinin sonunda benfluralin
uygulamasinin embriyolarin viicut agirhinda énemli bir azalmaya neden olmadigini
fakat embriyo Oliim oraninin kontrole gore 6nemli derecede arttigimi bildirmislerdir.
Aragstiricilar, calismalarinda test maddesinin injeksiyon seklinde uygulamasinin
daldirma teknigine gore daha toksik sonuglar ortaya ¢ikardigini ileri siirmiislerdir.

Kaya ve ark. (2004) tarafindan, trifluralinin Drosophila melanogaster’de kanat
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)’ne gore genotoksik ve mutajenik
etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Patel ve ark. (2007) tarafindan pendimethalinin, kiiltiire edilmis CHO
hiicrelerindeki genotoksik potansiyeli comet testine gore sitotoksisitesi ise MTT (3-4,5-
Dimethyl  thiazol-2—yl  2,5-diphenyl tetrazolium bromide) testine  gore
degerlendirilmistir. Arastiricilar, farkli konsantrasyonlardaki pendimethalin ile 3 saat
muamele edilen CHO hiicrelerinde, MTT testine goére mitokondriyal aktivitenin
kontrole kiyasla azaldigin1 ve bunun da test maddesinin sitotoksik oldugunun bir
gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmada, 1000 uM konsantrasyonundaki
pendimethalinin CHO hiicrelerindeki mitokondriyal aktiviteyi % 65’e kadar azalttigi
belirlenmistir. ~ Arastiricilar, ayrica 0.1-100  pM  konsantrasyon araligindaki
pendimethalinin CHO hiicrelerine 3 saat uygulanmasi sonucunda, test maddesinin bu
hiicrelerde doza-bagli olarak ve Onemli derecede DNA hasarmi arttirdigini ve bu
nedenle genotoksik potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Koénen ve Cavas (2008), trifluralin ve onun ticari formiilasyonu olan treflanin
(etken madde olarak trifluralin icerir, 480 g/l) genotoksik etkilerini ticari olarak 6nemli
bir balik tiiri olan Oreochromis niloticus (Nile Tilapia)’da MN testi kullanarak

degerlendirmislerdir.  Arastiricilar  ¢aligmalar1 ~ sirasinda, baliklari, laboratuar



kosullarinda 1, 5 ve 10 pg/l konsantrasyonlarindaki trifluralin ve treflan ile 3, 6 ve 9 giin
maruz birakmiglar (test konsantrasyonlarinda 10 litre su igeren akvaryumda) ve MN
degerlendirmesini  baliklarin periferal eritrositlerinde yapmislardir.  Arastiricilar
tarafindan, hem treflanin hem de trifluralinin c¢alisilan tiim siire ve konsantrasyonlarda,
O. niloticus’un periferal eritrositlerindeki MN frekansini istatistiksel olarak Onemli
derecede arttirdigi bildirilmistir. Ayrica arastiricilar, ¢alismalari sonucunda saf olarak
kullanilan etken madde olan trifluralinin, ticari formiilasyonu olan treflana gore
baliklarda daha fazla genotoksik potansiyele sahip oldugunun belirlendigini
bildirmislerdir. Bunun sebebi olarak da muhtemelen saf haldeki trifluralinin balik
viicuduna dogrudan penetrasyonunun (niifuz edilmesi) oldugu ifade edilmistir.
Fernandes ve ark. (2009), trifluralin herbisidinin Allium cepa kok ucu meristem
hiicrelerindeki kromozomal ve niiklear anormallikler {izerine etkisini arastirmak icin bir
calisma yapmuslardir. Arastiricilar A. cepa kok uglarmi farkli konsantrasyonlardaki
trifluralin (0.42, 0.84, 1.67 ve 3.34 mg/l) ile 24 saat muamele etmisler daha sonra 48
saat geri doniistiirme uygulamasi (recovery post-treatment) yapmislardir. Arastiricilar,
0.84 mg/l (24 saat muamele) ve 3.34 mg/l (24 saat muamele, daha sonra 48 saat geri
doniistiirme uygulamasi) konsantrasyonlarindaki trifluralinin kontrole gére MI’i 6nemli
derecede diisiirdiiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte, ayni1 konsantrasyonlarda, 24
saatlik uygulama ile bu uygulamanin ardindan yapilan 48 saatlik geri doniistiirme
uygulamasi arasinda MI bakimindan 6nemli bir farklilik bulunmadigi belirtilmistir.
Arastiricilar, trifluralinin bazi konsantrasyonlarinin kromozomal ve niiklear (C-metafaz,
poliploidi, kromozom yapismasi, multipolar anafaz, kalgin kromozom, kromozom
kaybi, kromozom kirigi, koprii, ¢ok niikleuslu hiicreler, diizensiz niikleuslu hiicreler
gibi) bozukluklar1 arttirdigini belirlemislerdir. Calismada, A. cepa kok uglarindaki
anormal hiicrelerin total frekansina bakildiginda; 24 saatlik trifluralin uygulamasinda
tim konsantrasyonlarda kontrole goére anormal hiicre sayisinda istatistiksel olarak
onemli derecede artis meydana gelmekle birlikte en fazla anormallik goriilen
konsantrasyonlarin 0.42 ve 0.84 mg/l oldugu bildirilmistir. 24 saatlik muameleden
sonra, kok uclarinin 48 saat suda bekletilerek yapilan geri doniistiirme uygulamasinda
ise total anormal hiicre frekansi, 0.42, 0.84 ve 1.67 mg/l trifluralin
konsantrasyonlarinda, kontrole gére anlamli bir artig gosterdigi ve bu artisin 1,67 mg/I

konsantrasyonunda 24 saatlik muameleye gore de istatistiksel olarak onemli oldugu



belirtilmistir. Aragtiricilar, ¢aligmalarinda, C-metafaz ve poliploid metafazlarin ¢ok
onemli frekanslarda bulunmasindan dolayi, trifluralinin A. cepa’da mikrotiibiil
polimerizasyonunu engelleyici bir rol oynayarak anojenik etki gdosterdigini ileri
siirmiislerdir.

Bozari ve Aksakal (2013), trifluralinin misir (Zea mays) iizerindeki muhtemel
genotoksik potansiyelini rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (random amplified
polymorphic DNA, RAPD) teknigini kullanarak belirlemeye ¢alismiglardir. Bu amagla,
arastiricilar tarafindan misir fideleri 0.5-3 ppm konsantrasyon araliginda trifluralin
iceren soliisyonlar ile 7 giin boyunca muamele edilmistir. Trifluralin uygulamasindan
sonra RAPD profillerinde kontrole gore oOnemli degisiklikler belirlenmistir.
Aragstiricilar, bu degisikliklerin, kontrole gore normal bandlarin kaybolmasi veya yeni
bandlarin goriilmesi seklinde oldugunu ve bu degisikliklerin konsantrasyona bagl
bulundugunu bildirmislerdir. Arastiricilar tarafindan ayrica, trifluralin ile muamele
edilen fidelerde, kok biiylimesi, ¢oziilebilir protein i¢eriginin trifluralin konsantrasyonu

arttik¢a azaldigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada materyal olarak saglikli ve sigara igcmeyen, 23-24 yaslarinda 2
bayan ve 2 erkekten alinan periferik kan ve test maddesi olarak 2,6-dinitroanilin
kimyasal sinifina dahil bir sentetik bitki gelisim diizenleyicisi/herbisit olan flumetralin
kullanilmigtir. Flumetralin (Fluka 45501, saflik: > 98.0 %) Sigma-Aldrich’den temin
edilmistir.

Bu calismanin etik kurallara uygunlugu, Mersin Universitesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (22/12/2011 tarih ve 2011/103 nolu
karar).

3.1. Materyal
3.1.1. Flumetralin

Bu ¢alismada, test maddesi olarak 2,6-dinitroanilin kimyasal sinifina dahil bir
sentetik bitki gelisim diizenleyicisi/herbisit olan flumetralin kullanilmistir. Bu grup
herbisitler kiiltiir bitkilerinde, ¢imlenme Oncesinde kullanilir. Bitki biinyesine genis
Olclide cimlenen tohum, siirgin ve kokler tarafindan alinirlar. Hassas bitkilerde
bliylimeyi ve siirgiin vermeyi Onlerler. Toprakta kaliciliklart ortalama 4-8 aydir
(Anonymous, 2014).

Dinitroanalinin herbisitleri, hassas bitkilerinin kok hiicrelerindeki hiicre
boliinmesini inhibe ederek kok hiicrelerinin normal biiylimesini engeller ve bitkiyi
oldiiriirler. Bu inhibisyon, kok sisteminin boyut ve fonksiyonunu ciddi anlamda
sinirlayarak bitki dehidrasyonuna yol agar (Anonymous, 2014).Ozellikle, mitoz
sirasinda hiicre duvarlari olusumunda ve kardes hiicrelerde kromozom hareketi icin
gerekli mikrotiibiilin sentezini inhibe ederler. Boylece, herbisitten etkilenen hiicreler,
hiicre boliinmesini tamamlayamadigindan ¢ok ¢ekirdekli hiicre olusumuna neden olurlar
(Anonymous, 2014).

Dinitroaniline herbisitleri, bitki kok sistemleri tarafindan tarafindan biiyiik
Ol¢iide emilir. Bu herbisit grubu ¢ok lipofiliktir (yag seven). Kok ve siirgilinlerinin
yiiksek lipid alanlarinda konsantre olma egilimindedirler ve bu bolgelerde toksik
etkilerini gosterirler  (Anonymous, 2014). Bunlar biyolojik sistemlerdeki asitleri

(HNO;) metabolize ederler. Kromozomlarda, niikleotid bazlarinin amino gruplarini
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cikarttiklar1 i¢in (deaminasyon) kanserojen olarak kabul edilmislerdir. Ayrica toksik
alkilleyici ajanlar olarak da etki edebilirler (Anonymous, 2014).

Flumetralin, 1983 yilindan itibaren sadece tiitiinde kullanim igin tescil edilmistir.
Su anda bu durumda aktif alt1 kayit bulunmaktadir. Kayitlar1 Syngenta Crop Protection,
Inc, Drexel Chemical Co ve SRM Kimyasal LTD tarafindan yapilmaktadir.

Flumetralin, tiitiin bitkisinde yan tomurcugun biiylimesini kontrol etmek
amaciyla kullanilmakta ve sprey olarak uygulanmaktadir. Flumetralin uygulandiktan
sonra, birkag¢ saat i¢inde tiitiin bitkisi tarafindan emilmekte ve biiyiime donemi boyunca
yan tomurcuklarin biiyiime kontroliinii saglamaktadir. Flumetralin biliylime doénemi
boyunca yalnizca bir kez; tiitiin bitkilerinin ¢igek kisimlart ¢iktiktan sonra 3 ile 7 giin
arasinda uygulanmaktadir.

Flumetralinin tiitlin bitkilerinde bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanimi
disinda kayitl bir kullanim kaydi bulunmamaktadir (USEPA, 2007).

Flumetralin yalnizca ticari tiitiin bitkilerinde uygulanan kimyasal olarak kabul
edilmektedir. Calisanlar is ortaminda flumetraline maruz kalabilirler. Bununla birlikte;
flumetralin tiitiin bitkileri i¢cin acik havada kullanildigindan i¢gme suyu kaynaklarina
karisma riski tasimaktadir. Mesleki maruziyet disinda tiitiin irlinlerinin kullanimi da
flumetraline maruz kalma riski tagimaktadir (USEPA, 2007).

Flumetralin diisiik bir akut toksisite profili vardir. Bu etki; deride hafif bir tahris
ve dermal hassasiyet seklinde olabilmektedir (USEPA, 2007).

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.2.1. Flumetralin (Sigma-Aldrich)

Kimyasal adi (IUPAC): N-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-N-ethyl-2,6-dinitro-
4(trifluoromethyl)aniline

CAS Adx: 2-chloro-N-[2,6-dinitro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-N-ethyl-6
fluorobenzenemethanamine

Ticari Adi: Prime*, Flupro, Drexalin Plus

Kapal formiilii:C16H12CiF4sN304
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Acik formiilii:

F CH.
ch
- z
CHQ_N NDE
O I PR
C/F
T,
F F

Molekiil agirhgi: 421.74 mol
Erime noktasi: 101-103 °C
CAS No0:62924-70-3

3.2.2. Mitomycin C (MMC) (Sigma)
Mitomycin C bu ¢aligmada pozitif kontrol olarak kullanilmastir.
Kimyasal adi: Mitomycin C
Kapal formiilii: C15H13N4O5
Acik formiilii:

O
yNHQ
Q
O

Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol
Erime noktasi: 360 °C
CAS No0:50-07-7

3.2.3. Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma)

DMSO, bu ¢alismada flumetralinin ¢oziiciisii olarak kullanilmistir.
Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Kapal formiilii: C;HgSO ya da (CH3),SO
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Acik formiilii:
O
|

S
Hsc/ \CHs

Molekiil agirhgi: 78.13
Kaynama noktasi: 189 °C
Erime noktasi: 18.4-190 °C
Saflik diizeyi: >99.9

CAS No: 67-68-5

Sigma No: 8418

3.2.4. Kromozom Medyumu
Biochrom firmasinin {irettigi Chromosome Medium B (Cat No. F 5023), hiicre
kiiltiiri yapmak i¢in kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde asagidaki

bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential AmMIino AcCidS............oevvviiiiiiniiiiiiirenerereeeeeeeeneen. . ..890 MU
HEPATIN. ..ottt 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt............ccooiiiiiiiiiiie ... 15.000 E
Sterptomycin Sulphate.............c.ocoiiiiiiiiiiii .00 MG
Phytohemagglutinin L..............coooiii 2225 Mg

Bu medyum her tiipe 2.5 ml olacak sekilde steril kiiltiir tiiplerine steril sartlarda

paylastirilmis ve bu sekilde kullanilmistir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

3.2.5. Kolkisin (Sigma)

Kolkisin (Colchcine), preparatlarin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak
kullanilmistir. Kolkisin eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmis ve kromozom
medyumunun her mililitresinde 0.06pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik
kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolkisine ait 6zellikler asagida verilmistir.
Kimyasal adi: Colchisine
Kapal formiilii: Cy,HsNOg
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Acik formiilii:

97
x 0 O
pd >
O By

HN

o)

Molekiil agirhgi: 399.4
Etil asetat icerigi: % 3.4
Kloroform igerigi: < % 0.1

Sigma No: C-9754

3.2.6. Hipotonik Eriyik

% 0.4’lik KCI (Merck) hipotonik eriyik olarak kullanilmistir. Bidistile su
icerisinde stok halinde hazirlanan eriyik, agzi kapali cam kap igerisinde buzdolabinda
(+ 4 °C) saklanmigtir. Her preparasyondan yaklasik bir saat once yeterli miktarda

hipotonik eriyik, 37 °C’deki inkiibatorde 1sitilarak kullanilmstir.

3.2.7. Fiksatif

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in 3 hacim metanol ile karistirilmasi sonucu
hazirlanan fiksatif kullanilmistir.

MN deneyleri i¢in birinci fiksatif, 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol
ve 6 hacim % 0.9 NaCl (1/5/6 glasiyal asetik asit/metanol/% 0.9’luk NaCI)
karistirtlarak hazirlanmigtir. Diger iki fiksatif ise; 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5 hacim
metanol’iin (1/5 glasiyal asetik asit/metanol) karistirilmasi ile hazirlanmistir. Fiksatifler,

her preparasyonda kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanarak buzdolabinda saklanmistir.

3.2.8. Sorensen Tamponu

Bu eriyik, Sorensen Tamponu A ve Sorensen Tamponu B olmak {izere iki stok
cOzelti halinde hazirlanmistir ve bu c¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak
birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.
Sorensen Tamponu A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su igerisinde eritilmistir.
(pH =4.8)
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Sorensen Tamponu B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0, 50 ml saf su igerisinde eritilmistir.
(pH =9.3).

3.2.9. Giemsa (Merck)
Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis
olup,deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis % 5°lik boya eriyigi

kromozomlar1 ve MN testinde niikleuslar1 boyamak i¢in kullanilmastir.

3.2.10. . Sitokalasin B (Cytochalasin B)
Mikroniikleus testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek ve iki
niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir.
Kimyasal adi: Cytochalasin B
Kapal formiilii: Cy9H37NOs
Acik formiilii:

0O O
Molekiil agirhgi: 479.62 g/mol
Erime noktasi: 221-223 °C
Kaynama noktasi: 221-223 °C
Saflik diizeyi: %98
CAS No: 14930-96-2
Sigma No: C-6762

3.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari
3.3.1. Santrifiij

Calismalarda rotor ¢ap1 18 cm, 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99
dakikalik zaman ayarlayict ve 28 tiip kapasiteli HETTICH ROTOFIX 32A marka

santrifiij kullanilmistir.
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3.3.2. Mikroskop
Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan NIKON marka, E 100 model 151k

mikroskobu preparatlar1 incelemek i¢in kullanilmistir.

3.3.3. Inkiibator
Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda ELECTRO-

MAG M6040 BP marka 0-90 °C ayarlanabilir inkiibatér kullanilmustir.

3.3.4. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hiicre kdiltiirii  tliplerine kan ekiminin yapilmasi, test sollisyonlarinin
hazirlanmas1 ve Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak,
ELICENT marka, stirgiilii cam kapakli, UV lambal1 ve hava filtresi olan steril kabin

kullanilmastir.

3.4. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltlir siiresinin bitiminden iki giin 6nce lamlar dik saleye dizilerek lamlarin
tizeri iyice oOrtiilecek sekilde 1 N HNOj ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Salenin agzi
kapatilarak 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda lamlar, 30 dakika boyunca akan
musluk suyunda iyice yikanmistir. 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su ile

doldurularak buzdolabinda saklanmistir.

3.5. Yontem
3.5.1. Kromozom Anormalliklerini (KA) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Bireylerin Sec¢imi

Calismaya katilacak bireyler se¢ilirken standart anket formlar1 kullanilmistir.
Anket calismasi araciliiyla; bireylerin yasam tarzi ve saglik durumlariyla ilgili bilgiler
elde edilmigtir. 25 yasin {izerinde olanlar, kronik veya genetik hastalig1 olanlar, son ii¢
ay icerisinde ciddi bir rahatsizlik gecirenler, flumetralin gibi genotoksik olmasi
muhtemel ¢esitli ajanlara mesleki ve ¢evresel olarak yiiksek oranda maruz kalmus kisiler

deney grubuna dahil edilmemistir.
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Kan Orneklerinin Alinmasi

Her bireyden steril plastik enjektorler araciligiyla 5 ml intravendz kan Ornegi
alinmistir. Alinan kan 6rnekleri 1/10 (0,2 ml) oraninda heparinize edilmistir. Etiketlenen
enjektorler, igerisinde kuru buz kaliplar1 bulunan ¢anta ile Mustafa Kemal Universitesi

Biyoloji Boliimii Genel Biyoloji Laboratuvarina getirilmis ve hemen kullanilmigtir.

3.5.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen iki bayan (24-25 yaslarinda) ve iki erkekten (24-25
yaslarinda) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kan 6rneklerinden 6 damla
(0.2 ml) steril sartlarda 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ekilmistir (Renciizogullar1 ve
Topaktag, 1991). Hiicre kiiltiirti 37+1 °C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Flumetralinin etkisini incelemek i¢in 125, 250, 500, 1000 pg/ml flumetralin,
kiiltiir bitiminden 24 ve 48 saat Once kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Ayrica her
deneyin bir kontrolii, DMSO ilave edilmis birer ¢oziicii kontrolii yapilmistir. Eritici
kontrolde, her kiiltiir tiipine son konsantrasyonu 8 pl/ml olacak sekilde DMSO ilave
edilmistir.

Kiiltiir stiresinin bitiminden 2 saat once (kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolkisin eriyiginden 35 pl (0.06 pg/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce
sallanarak karistirilmistir.

Kiiltiir stiresinin sonunda (72. saatin bitiminde) kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15
dk. santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir. Dipte kalan hiicreleri i¢ceren 0.5-0.7ml’lik
stv1 iyice karigtirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’ye kadar 1sitilmis olan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi hiicrelerde kiimelesmeyi engellemek icin
damla damla ve karistirilarak yapilmis ve hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen
hale getirilmistir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra agz1 kapatilan
tiipler inkiibatére konmustur. Hiicreler 37 °C’ de 13 dk. boyunca hipotonik eriyik ile
muamele edilmistir. Siirenin sonunda hiicre siispansiyonu santrifiij edildikten (1200
rpm’de 15 dk.) sonra silipernatant atilmistir. Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde
oldugu gibi yavas yavas ve karistirilarak her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif (1/3
glasiyal asetik asit:metanol) ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk. santirfiij edilmis ve siipernatant atildiktan

sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem ii¢ kere tekrarlanmistir. Ugiincii
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fiksatif muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir.
Son santrifiijden sonra dipte 0.5- 0.7 ml siv1 kalacak sekilde silipernatant atilmis ve
preparat yapma islemine gecilmistir. Tiiplin dibinde kalan hiicreler pasteur pipeti ile
kanigtirilarak homojen hale getirilmis ve i¢ine 4-5 damla olacak sekilde hiicre
siispansiyonundan cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur
pipetinden daha Once temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanan lamin
tizerine 100 cm yiikseklikten farkli alanlara birer damla olmak iizere hiicre
siispansiyonu damlatilarak hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam iizerine
yayilmasi saglanmaigtir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlarin 24 saat oda sicakliginda bekletilerek

kurumasi saglanmstir.

3.5.1. 2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

% 5’lik Giemsa boyasinin hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirilarak {izerine 100 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir (pH=6.8).
Sonra bu boya dik bir sale igerisine filtre kagid1 yardimiyla siiziilmiistiir. Preparatlar 25
dk. boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve
tic ayr1 kaptaki saf sudan gecirilerek preparatlarin {izerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmis ve 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra entellan ile icerisinde hava kalmayacak
sekilde lamelle kapatilarak oda sicakliginda kurutulmus ve bodylece daimi hale

getirilmistir.

3.6. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar NIKON marka Eclipse E100 model 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10X100=1000 biiyiitme). Bu
incelemeler sirasinda kromozomal anormallikler belirlenmis ve mitotik indeks (MI)

saptanmuistir.
3.6.1. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

3.6.1.1. Kromozom Yapi ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

KA’ni belirlemek i¢in her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis
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kromozomlara sahip toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400) incelenmistir.
Inceleme sirasinda, bu hiicrelerde gdzlenen kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
kromatid degisimi, disentrik kromozom, kardes kromatid birlesmesi, halka kromozom
gibi yapisal (kromozom tipi ve kromatid tipi anormallikler) ve sayisal kromozom
anormallikleri Paz-y-Mifio ve ark. (2002)’na gore kaydedilmistir. Bu incelemeler
sonucunda saptanan kromozom aberasyonlar1 kromatid tipi anormallikler, kromozom
tipi anormallikler ve kromozom sayis1 anormallikleri olmak iizere ii¢ grup igerisinde
degerlendirilmislerdir. Kromatid tipi anormallikler kromatid kirigi, kromatid degisimi
ve kardes kromatid birlesmesi gibi anormallikleri icermektedir. Kromozom tipi
anormallikler icerisinde ise kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom ve halka
kromozomlar1 yer almaktadir. Kromozom sayir anormalliklerini ise poliploidi ve
endoreduplikasyon olusturmaktadir. Saptanmis olan kromozom aberasyonlarindan
hiicre bagina diisen yapisal kromozom anormalligi, hiicre basina diisen toplam
kromozom anormalligi ve kromozom aberasyonu igeren anormal hiicre yiizdesi
hesaplanmistir. Bu calismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gap’lar
ile kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Preston ve ark. (1987)’na
uygun olarak su sekilde ayirt edilmistir: Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi
gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) goriillen boyanmamis bolge, bir
kromatidin genigliginden daha azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik)
veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bodlge bir kromatidin
genisliginden daha fazladir. Gap ile kromatid veya kromozom kiriklari, bu dlgiilere gore

birbirinden ayirt edilmistir.

3.6.1.2. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Flumetralinin mitoz boliinme iizerine etkilerini belirlemek amaciyla MI
saptanmistir. MI’1 belirlemek i¢in her kisinin her konsantrasyonuna ait preparatlarda
toplam 3 bin hiicre incelenmis ve bunlar arasinda mitoz bdliinme geciren hiicrelerin
sayis1 kaydedilmistir. 3 bin hiicre i¢inde mitoz boliinme gegiren hiicrelerin orani yiizde

cinsinden hesaplanarak MI saptanmuistir.
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3.7. Mikroniikleus (MN) Testi I¢in Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin
Hazirlanmasi ve Boyanmasi
3.7.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro mikroniikleus testinde Fenech (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003)
tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu ydnteme gore,
saglikli insanlardan alinan periferik kanm 0.2 ml’si, 2.5 ml kromozom medyumuna
ekilmis ve hiicreler 37+1 °C’de 68 saat inkiibe edilmistir. Calismada kullanilan
maddenin etkisini belirlemek i¢in 125, 250, 500, 1000 pg/ml konsantrasyonlarindaki
flumetralin kiiltiir ortamina, kiiltiiriin baslangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Ayrica her deneyin bir kontrolii ve bir ¢oziicii kontrolii yapilmistir.
Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6 pg/ml olacak
sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve bdylece boliinen hiicrelerde sitokinez
engellenmistir. Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilerek siipernatant atilmig ve hiicreler hipotonik eriyikle (% 0.4 KCI) 37+1 °C ‘de 5
dakika muamele edilmistir. Hipotonik eriyik, kiiltiire yavas yavas ve pipetaj yapilarak
ilave edilmistir. Hipotonik eriyik ile muamelenin ardindan kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de
10 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilarak birinci fiksatif (1/5/6= glasiyal asetik
asit/metanol/% 0.9 NaCl) ile muamele edilmistir. Birinci fiksatif ile oda sicakliginda 15
dakika muameleden sonra 1200 rpm’de 10 dk. daha santrifiijlenen tiiplere glasiyal asetik
asit/metanol (1/5) ilavesi yapilarak 10 dakika oda sicakliginda fiksatif muamelesi
yapilmustir. Sonra 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilarak siipernatant atilmis tiiplere
glasiyal asetik asit/metanol (1/5) ilavesi yapilarak 5 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.Son olarak tiipler 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek siipernatant
atilmis fiksatif kiiltiir tiiplerinin dibinde toplanmis olan hiicreler resiispanse edilmistir.
Daha sonra, hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar lizerine 10 cm ylikseklikten
damlatilarak preparatlar hazirlanmistir. Lenfosit yayilmis preparatlar kurumaya

birakilmstir.

3.7.2. Preparatlarin Boyanmasi
Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis % 5’lik
Giemsa boyasi ile 20-25 dk. boyanmis ve ii¢ ayri kapta bulunan saf sudan geg¢irilerek

kurumaya birakilmistir. Kuruma igleminden sonra preparatlar entellan ile kapatilarak
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incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.8. Mikroniikleus Testi i¢cin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik Inceleme
Hazirlanan daimi preparatlar NIKON marka, Eclipse E100 model 151k
mikroskobunda 10 X 40=400 biiyiitmede incelenmistir.

3.8.1. Mikroniikleus Sayisi ve Niikleus Boliinme indeksinin (NBI) Saptanmasi

Mikroniikleus sayisini belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi preparatlarda
her kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip (biniiklear) toplam
1000 hiicre (Sekil 3.2) incelenmis ve bu biniiklear hiicreler igerisinden mikroniikleuslu
olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde toplam mikroniikleus sayisi
belirlenmistir. Mikroniikleus tasiyan iki niikleuslu hiicrelerin toplam hiicre sayisina
oranlamasi ile mikroniikleuslu hiicre orani, toplam mikroniikleus sayisinin incelenen iki
niikleuslu hiicre sayisina boliinmesiyle ise hiicre basina diisen mikroniikleus sayisi
(MN/hiicre) hesaplanmistir. Bundan da MN %’si belirlenmistir.

Biniikleer hiicre ve mikroniikleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’e gore yapilmustir: (1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da
oval goriinlime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla
cevrili yuvarlak ya da oval olmalidir; (3) Igerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir
niikleus boliinmesi geciren hiicrelerdir; (4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’1 ya da
daha kii¢lik olduklarinda hesaba katilmalidir; (5) MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir;
(6) MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

Sitokinez bloklama yonteminin en 6nemli yarari, boliinen hiicre populasyonunda
niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasini dlgebilmesidir. Bu durum, sitokalasin
B ilavesinin ardindan olusan bir niikleuslu, iki niikleuslu, multiniikleuslu (>2) hiicrelerin
sayllmasiyla yapilir. Niikleus boliinme indeksi (NBI) Eastmond ve Tucker (1989)

tarafindan onerilen esitlige gore hesaplanmistir.

NBI= (Ml + 2MI1 + 3 MIIl + 4 MIV) /N

Formiile gore, MI bir niikleuslu (Sekil 3.1), MII iki niikleuslu (Sekil 3.2), MIII
tic niikleuslu (Sekil 3.3), MIV dort niikleuslu (Sekil 3.4) hiicrelerin sayisini, N ise
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toplam hiicre sayisin1 gostermektedir. NBI'nin hesaplanmasi kimyasal veya fiziksel bir
maddenin sitotoksik etkisini gostermede Onemli bilgiler saglar (Fenech, 1997). Bu
nedenle, MN bakimindan incelenen preparatlar daha sonra niikleus boliinme indeksini
(NBI) belirlemek i¢in tekrar incelenmistir. NBI i¢in her preparatta toplam 1000 hiicre (4
kisi 4000 hiicre) sayilmistir.

Sekil 3.1.Bir niikleuslu hiicre (x1000).

R
3 | 3
Sekil 3.2. iki niikleuslu hiicre (x1000).
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Sekil 3.3. Ug niikleuslu hiicre (x1000).

Sekil 3.4. Dort niikleuslu hiicre (x1000).
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3.9. Mikroskopta Fotograf Cekimi

Fotograf ¢ekme islemi NIKON marka, Eclipse E200 model trinokiiler
mikroskoba monte edilen ve Yrd. Dog. Dr. Selahattin KOCAMAN (MKU Miihendislik
Fakiiltesi Insaat Miihendisligi Boliimii) tarafindan tasarlanan bir aparat yardimiyla, 8
Megapiksel ¢oziiniirliige sahip Samsung Note II N7100 marka telefon kullanilarak 1000
biiylitmede yapilmistir (Sekil 3.5).

Mitoz boliinme gegiren hiicrelerin incelenmesi sirasinda rastlanan bazi ilging
kromozom anormalliklerinin ve mikroniikleuslu biniikleer hiicreler ile 1, 2, 3, 4

niikleuslu hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

-

Sekil 3.5.Mikroskopta fotograf ¢ekimi (Giiven, B., 2014’den alinmistir).

3.10. istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi
Istatistiksel analiz SPSS 11.5 for Windows kullanilarak yapilmistir. Sonuglar

P<0.05 anlamlilik diizeyine gore istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Muameleli
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ve kontrol kiiltiirlerdeki ortalama KA’li hiicre oranlari, KA/hilicre sayilari, MI,
mikroniikleuslu biniiklear hiicre sayist (MNBN), hiicre basma diisen mikroniikleus
sayis1 (mikroniikleus/hiicre) ve NBI arasindaki farkin 6nemli olup olmadigt ONE WAY
ANOVA (Post Hoc analiz-LSD Test, Least Significant Difference) ile analiz edilmistir.
Ayrica, konsantrasyon-etki iligkisini belirlemek amaciyla regresyon denklemi ve

korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Flumetralinin insan Periferal Kan Lenfositlerindeki Genotoksik Etkileri
4.1.1. Flumetralinin Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlardaki flumetralin ile 24 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde, yapisal KA tasiyan hiicre %’si, anormal hiicre
%/’s1, ve hiicre basina diisen toplam KA (toplam KA/hiicre), hem negatif kontrol hem de
¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak onemli derecede artmistir (Cizelge 4.1).
Flumetralin ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ise, yapisal KA
tastyan hiicre %’si, anormal hiicre %’si ve toplam KA/hiicre oraninin 250 pg\ml’lik
konsantrasyonda sadece negatif kontrole gore en yiiksek olan diger iki konsantrasyonda
(500 ve 1000 pg\ml) hem negatif kontrol hem de ¢6ziicii kontrole gore istatistiksel
olarak onemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bununla birlikte,
flumetralin KA’ni pozitif kontrol (MMC) kadar uyarmamistir. Yapisal KA tasiyan
hiicre %’si, anormal hiicre %’si ve toplam KA/hiicre orant tiim siire ve
konsantrasyonlarda pozitif kontrole gére 6nemli derecede diisiik bulunmustur.

Flumetralin ile 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde yapisal KA tasiyan hiicre
%’si (r’= 0.919, P<0.05) ve anormal hiicre %’si (r’=0.900, P<0.05) istatistiksel olarak
onemli bir sekilde konsantrasyona bagli artis gosterirken (Sekil 4.1, Sekil 4.2); ayni
parametreler i¢in 24 saatlik muamelede konsantrasyon-etki iliskisi goriilmemistir
(P>0.05). Ayrica, flumetralinile muamele edilen kiiltiirlerde, total KA/hiicre orani
bakimindan konsantrasyon-etki iligkisi hem 24 hem de 48 saatlik saatlik muamelede
O6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Flumetralin, insan periferal kan lenfositlerinde kromatid kirigi (Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5), kromozom kirig1 (Sekil 4.6), kromozomal fragment (Sekil 4.7), kardes
kromatid birlesmesi (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10), disentrik kromozom (S$ekil 4.11)
ve kromatid degisimi (Sekil 4.12, Sekil 4.13) gibi yapisal kromozom anormalliklerine
ve az da olsa poliploidi (Sekil 4.14) ve endoreduplikasyon (Sekil 4.15) gibi sayisal

kromozom anormalliklerine neden olmustur.
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Cizelge 4.1. Degisik konsantrasyonlarda flumetralin ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan periferal lenfositlerinde kromozom

anormallikleri.
Muamele . o . .. ..
. Belgeden bir alinti veya ilging bir noktanin 6zetini yazin.
Test Maddesi : g T alinti vey I.gl wa . N OZEHNIYAZIN- | mal Hilcre Toplam KA/Hiicre
Sire | Kors. Metin kutusunu belgede istediginiz yere %si + SH £SH
(saat) | (ug/ml) yerlestirebilirsiniz. Kisa alinti metin kutusunun
. bicimlendirmesini degistirmek icin Cizim Araglari
Negatif Kontrol -- - . +0.95 0.06 £0.01
sekmesini kullanin.]
DMSO (CK) 24 8ul/ml |18 6 0 6.00 +0.81 6.00 +0.81 0.06 £ 0.01
MMC (PK) 24 0.20 77 62 4 29.25+3.86 ashs 30.25+3.77 azhs 0.35+0.05 asbs
125 12 17 0 6.50 £0.57 c3 6.50 £0.57 c3 0.07 £0.01 c3
Flumetralin 250 20 17 0 8.75+0.95 azblcg 8.75 +£0.95 azb1C3 0.09 £0.01 alblcg
24 500 20 17 1 8.50 £1.29 a,C3 8.75 £0.95 azb1C3 0.10 £0.02 alb1C3
1000 31 13 0 10.50 £1.91 a3b203 10.50 £1.91 a3b2C3 0.11 £0.01 azb2C3
DMSO (CK) 48 8ul/ml | 24 6 0 7.25+1.25 725125 0.08 £0.01
MMC (PK) 48 0.20 155 116 2 49.25+6.60 azhs 49.75+6.39 azhs 0.68£0.09 asbs
125 25 16 1 9.00 +2.16 c3 9.25+1.89 c; 0.11£0.02 c;
250 27 17 0 10.25 £1.50 a;C3 10.25 £1.50 a;C3 0.11 +0.01 a;c3
Flumetralin 48 500 36 19 1 12.50 +1.73 agblcg 12.75 £2.06 a3b203 0.14 +0.03 azblcg
1000 47 13 0 14.00 +£0.81 ash,cs 14.00 £0.81 asgb,C3 0.15 £0.01 asb,c3

a: Kontrol ile;  b:Coziicii kontrol ile, c: pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.
33b3C3: P<0.001

a;b,cy: P<0.05 a2b2c¢2: P<0.01
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Flumetralin ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde Yapisal KA tasiyan hiicre %’sinin konsantrasyona bagli artisini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist.*: P<0.05
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Flumetralin ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde Anormal Hiicre %’sinin konsantrasyona bagl artigin1 gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.*: P<0.05
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Sekil 4.3. Kromatid kirigt (B') bulunan metafaz plagi (250 pg/ml Flumetralin, 48
saatlik muamele, $) x1000.
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Sekil 4.4. Kromatid kirigi (B') bulunan metafaz plagi (500 pg/mlFlumetralin, 24 saatlik
muamele, &) x1000.
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Sekil 4.5. Kromatid kirigi (B') bulunan metafaz plagi(250 pg/mlFlumetralin, 48 saatlik
muamele, $) x1000.
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Sekil 4.6. Kromozom kirig1 (B") bulunan metafaz plagi (1000 pg/mlFlumetralin, 48
saatlik muamele, ¢) x1000.
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Sekil 4.7. Kromozom fragmenti (F) bulunan metafaz plagi (500 pg/ml Flumetralin, 24
saatlik muamele, &) x1000
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Sekil 4.8. Kardes kromatid birlesmesi (KKB) bulunan metafaz plag: (125 pg/ml
Flumetralin, 48 saatlik muamele, ¢) x1000.
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Sekil 4.9. Kardes kromatid birlesmesi (KKB) bulunan metafaz plagi (125 pg/ml
Flumetralin, 48 saatlik muamele, &) x1000.
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Sekil 4.10. Kardes kromatid birlesmesi (KKB) bulunan metafaz plagi(125 pg/ml
Flumetralin, 48 saatlik muamele, ¢) x1000.
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Sekil 4.11. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plag: (1000 pg/ml Flumetralin,
48 saatlik muamele, ) x1000.

20 um

Sekil 4.12. Kromatid degisimi (KD) bulunan metafaz plagi (1000 pg/ml Flumetralin, 24
saatlik muamele, ¢) x1000.
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Sekil 4.13. Kromatid degisimi (KD) bulunan metafaz plagi(1000 pg/ml Flumetralin, 24
saatlik muam ele, ¢) x1000.

% aﬁ ua.p 20 um

Sekil 4.14. Poliploidili (P) metafaz plagi (500 pg/ml Flumetralin, 24 saatlik muamele,
Q) x1000.
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Sekil 4.15. Endoreduplikasyonlu (E) metafaz plagi (125 pg/ml Flumetralin, 48
saatlik muamele, ¢) x1000.

Bu calismada, 2,6-dinitroanilin kimyasal sinifina dahil olan ve herbisidal
aktiviteye de sahip bir bitki biiylime diizenleyicisi olan flumetralinin insan periferal kan
lenfositlerindeki genotoksik etkileri belirlenmeye calisilmistir. Literatiir arastirmamiza
gore flumetralinin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan baska herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler
fluchloralin, trifluralin, pendimethalin gibi 2,6-dinitroanilin smifina ait olan bagka
herbisitlerle yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler ile karsilastiriimistir.

Calismamiza benzer sekilde Ghiazza ve ark. (1984) tarafindan trifluralinin
kiiltiire alinmis insan periferal kan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD)
frekansim1  6nemli derecede arttirdigi bildirilmistir. KKD testi, ¢alismamizda
kullandigimiz KA testi gibi g¢esitli kimyasallarin genotoksik hasarin1 belirlemek
amaciyla yaygin bir sekilde kullanilan kisa siireli genotoksisite testlerinden biridir.

Panneerselvam ve ark. (1995) tarafindan fluchloralinin genotoksik potansiyelini
belirlemek icin kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde KA testi yapilmistir. Arastiricilar,
2.5, 5.0 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarindaki fluchloralinin insan periferal kan

lenfositlerine 24 ve 48 saat muamele edilmesinin bu hiicrelerde kromatid tipi anormallik
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sayisini istatistiksel olarak dnemli derecede ve konsantrasyona bagl olarak arttirdigini
bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda flumetralinin ayn1 etkiyi daha yiiksek
konsantrasyonlarda  gostermis olmast maddelerin  kimyasal farkliliklarindan
kaynaklanabilir. Fakat, Cizelge 4.1°de goriilecegi gibi flumetralin de insan
lenfositlerinde sayisal anormalliklere neden olan andjenik etkiye nazaran daha ¢ok
klastojenik aktivite goOstererek Ozellikle kromatid tipi yapisal anormalliklere neden
olmustur.

Bizim g¢alismamizin sonuglarina uygun olarak, Ribas ve ark. (1995) tarafindan
trifluralinin (5-100 pg/ml) insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik hasara neden
oldugu tek hiicre jel elektrofezi (single-gel electrophoresis) yani comet testi yapilarak
belirlenmigtir. Sinha ve ark. (1998) tarafindan da fluchloralin herbisidinin (2.5-20
pg/ml) kiiltiire edilmis Chinese hamster ovaryum (CHO) hiicrelerinde klastojenik ve
DNA hasar1 olusturan etkiye sahip oldugu KA ve KKD testleri kullanilarak
bulunmustur.

Dimitrov ve ark. (2006) tarafindan, 2,6 dinitroanilin grubuna giren baska bir
herbisit olan pendimethalinin ticari formiilasyonu olan stompun fare kemik iligi
hiicrelerindeki genotoksik potansiyeli arastirllmistir. Arastiricilar, etken maddesi
pendimethalin olan stomp herbisidinin 489 mg/kg bw. konsantrasyonunda fare kemik
iligi  hiicrelerinde = kromozomal anormallikleri 6nemli derecede arttirdigini
bildirmislerdir. Pendimethalinin genotoksik potansiyelini gosteren baska bir caligma ise
Patel ve ark. (2007) tarafindan kiiltire edilmis CHO hiicrelerinde comet testi
kullanilarak yapilmistir. Arastiricilar, 0.1 pM ve daha yiiksek konsantrasyonlardaki
pendimethalinin kiiltiire edilmis CHO hiicrelerinde DNA hasarint istatistiksel olarak
onemli derecede arttirarak genotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Fernandes ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada da trifluralin herbisidinin
Allium cepa L. kok ucu meristem hiicrelerinde kromozomal ve niiklear anormallikleri
arttirdig1 bildirilmistir.

Literatiir arastirmamiza gore, bizim ¢alismanin sonuglarina uygun olarak, 2,6
dinitroanilin grubuna giren herbisitlerin, degisik hiicre hatt1 ve farkli testlerde genel
olarak genotoksik potansiyele sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, bizim ve

yukarida bahsettigimiz caligmalarin aksine birka¢ calismada s6z konusu herbisitler igin
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negatif sonuglar da bildirilmistir (Pilinskaia, 1987; Garriott ve ark., 1991; Ribas ve ark.,
1996).

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore; insan periferal kan lenfositlerine 24 ve
48 saat siire ile muamele edilen 250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlardaki
flumetralinin yapisal KA’y1 negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrole gore istatistiksel olarak
onemli derecede arttirdigi belirlenmistir. Cizelge 4.1°de goriilebilecegi gibi, test
maddemiz  olan  flumetralin, 1insan lenfositlerinde  sayisal = kromozomal
anormalliklerinden ziyade ozellikle kromatid tipi olmak tizere yapisal kromozomal
anormalliklerin artisgina neden olmustur. Bu durum, bizim test kosullarimizda,
flumetralinin sayisal anormalliklere neden olan andjenik etki gdstermeyip,
kromozomlarda meydana gelen kiriklar ve yeniden diizenlenmeler sonucu olusan
yapisal anormalliklere neden olan klastojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Boylece, flumetralinin dogrudan ya da serbest radikal iiretimi gibi yollarla dolayl
olarak DNA’nin fosfodiester bagini kirarak yapisal KA artisina neden oldugunu ve
Klastojenik etki yaptigini sdyleyebiliriz.

Flumetralin kimyasal yap1 olarak 2,6-dinitroanilin grubu bilesiklerdendir. Bir
fenil halkasinin 2. ve 6. pozisyonlarinda olmak tizere 2 nitro (NO,) grubuna sahiptirler.
Dinitroanilinler, mikrotiibiil-depolimerize edici kimyasallar olarak karakterize edilirler
ve bazilarinin (oryzalin, trifluralin) bitki tiibiilinlerindeki antimikrotiibiil etkileri ¢ok iyi
bir sekilde ortaya konulmustur (Morejohn ve ark., 1987; Morejohn ve Fosket, 1991;
Antony ve Hussey, 1999). Bu yiizden, bu grup kimyasallarin bitkilerde kolsisin benzeri
anojenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Morejohn ve Fosket, 1986). Bununla
birlikte, dinitroanilinlerin secici bir sekilde bitki ve protozoa miktotiibiillerini inhibe
ettigi fakat fungal ve omurgalilardaki mikrotiibiillere etki edemedigi bildirilmistir
(Morejohn ve Fosket, 1986; Morissette ve ark., 2004). Bizim ¢alismamizda da KA testi
sonuglarini analiz ettigimizde flumetralinin sayisal KA’y1 arttirmadig: fakat yapisal KA
sayisini  kontrole (negatif ve ¢Oziicii kontrol) gore Onemli derecede arttirdigini
gormekteyiz. Bu nedenle, flumetralinin insan lenfositlerinde esas olarak klastojenik etki
gosterdigini belirtebiliriz. Bu ¢alismada, flumetralin de diger dinitroanilin grubu
kimyasallar gibi omurgali (calismamizda: insan lenfosit hiicresi) mikrotiibiilleri
izerinde inhibe edici yani mikrotiibiill polimerizasyonunu engelleyici 6nemli bir

etkisinin olmadig1 sonucuna ulasilabilir.
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Gliniimiize kadar yapilan calismalarda, tarimda yaygin bir sekilde kullanilan
insektisit, herbisit ve bitki biiyiime diizenleyicisi gibi kimyasal maddelerin birgogunun
toksisite mekanizmasinin siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit, siiperoksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin, hiicrenin dogal savunma
mekanizmasinin notralize edebileceginden daha fazla olusumuyla ilgili oldugu
bildirilmistir (Linnainmaa, 1984; Reddy ve Rao, 1989; Lioi ve ark., 1998; Giray ve ark.
2001; Banerjee ve ark., 2001; Muniz ve ark., 2008). Mates (2000) tarafindan, olusan bu
serbest radikallerin protein, niikleik asit, lipid gibi makromolekiillerle etkilesime girerek
hiicrede hasara neden oldugu bildirilmistir. Test maddemiz olan flumetralinin de insan
lenfosit hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu arttirarak, bu molekiillerin
DNA veya proteinleri etkileyebilecegi ve bdylece DNA’da tek ve/veya ¢ift zincir

kiriklarina neden olabilecegi diisiiniilebilir.

4.1.2. Flumetralinin Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Flumetralin uygulanan insan periferal lenfositlerindeki MN igeren iki niikleuslu
hiicre yilizdesi (% MNBN) ve MN yiizdesi (% MN), test maddesinin 24 saat muamele
stiresinde, en diisiik konsantrasyon hari¢ diger konsantrasyonlarda (250, 500 ve 1000
ng\ml); 48 saat muamele siiresinde diisiik iki konsantrasyonda (125 ve 250 pg/ml) hem
negatif kontrol hem de ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
artmistir. 48 saatlik muamelenin diger konsantrasyonlarinda ise (500 ve 1000 pg/ml)
yiiksek toksisiteden dolay: yeterli sayida iki niikleuslu hiicre bulunamadigindan MNBN
hiicre %’st ve MN %’si hesaplanamamustir. Ayrica, 24 saatlik flumetralin muamelesinin
en yliksek konsantrasyonu hari¢ (1000 pg/ml) diger tiim siire ve konsantrasyonlarda
flumetralin MN olusumunu pozitif kontrol kadar uyaramamistir (Cizelge 4.2.).

Flumetralin ile muamele edilen kiiltiirlerdeki MNBN hiicre %’si ve MN %’si, 24
saatlik muamelede konsantrasyona bagl olarak artig gostermis fakat bu artis istatistiksel
olarak onemli bulunmamistir (P>0.05). 48 saatlik muamele siiresinde ise yiiksek
konsantrasyonlarda yeterli sayida iki niikleuslu hiicre bulunamadigindan konsantrasyon-
etki iliskisi belirlenememistir.

Flumetralin, iki niikleuslu hiicrelerde degisik biiyiikliik ve sayillarda MN
olusumlarina neden olmustur (Sekil 4.16- Sekil 4.20).
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Cizelge 4.2. Degisik konsantrasyonlarda flumetralin ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan
insan periferal lenfositlerinde MN igeren iki niikleuslu hiicre %’si ve % MN.

Test Muamele MN Sayisina Gore iki MN igeren iki
Maddesi Siire | Kons. | Niikleuslu Hiicre Sayis1 | Niikleuslu Hiicre % MN = SH
(saat) | (ng/ml) 0 1 2 3 %’si
Negatif Kontrol -- -- 3986 14 0 0 | 0.35+0.05 0.35 £0.05
DMSO (CK) 24 8 ul/ml | 3984 16 0 0 | 0.40+0.08 0.40 £0.08
MMC (PK) 3937 56 6 1| 1.57+0.29 azh; 1.78+0.39 ash;
125 3982 17 1 0 | 0.45+0.05 ¢ 0.48 +£0.09 c;
250 3958 37 5 0] 1.05+0.12 a3b303 1.18 £0.17 a3b303
Flumetralin 24 1500 [3052 44 4 0| 120:008absc; | 1.300.08 aghacy
1000 3937 57 6 0 | 1.58 +0.12 aghs 1.73 £0.17 aghs
3983 17 0 0|043+0.15 0.43 +£0.15
DMSO (CK)
MMC (PK) 48 8ul/ml | 3784 199 12 5 | 5.40+0.67 asbs 5.95+0.61 ashs
125 3958 36 6 0 | 1.05+0.17 ayb,cs 1.20 +£0.14 agb,cs
250 *3350 42 8 0 | 1.47 £0.09 agbscs 1.70 £0.15 agbsCs
Flumetralin 48 500 4 4 4
1000 # # #
a: Kontrol ile;  b: Coziicii kontrol ile, c: pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.
alblcll P<0.05 azbzczl P<0.01 a3b303: P<0.001
*Yiksek toksisiteden dolay1 3400 iki niikleuslu hiicre incelendi.
# Yeterli sayida iki niikleuslu hiicre bulunamadi.
o
20 um
r—

Sekil 4.16. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (125 pg/ml Flumetralin, 48 saatlik

muamele, J3') x1000.
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Sekil 4.17. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (125 pug/ml Flumetralin, 24
saatlik muamele, §) x1000.

Sekil 4.18. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (250 pg/ml Flumetralin, 48 saatlik
muamele, ') x1000.
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Sekil 4.19. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (1000 pg/ml Flumetralin, 24 saatlik
muamele, ) x1000.

Sekil 4.20. Iki mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (250
ug/mlFlumetralin, 48 saatlik muamele, 3') x1000.
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2,6-dinitroanilin grubuna dahil kimyasallarin insan periferal kan lenfositlerinde
MN olusumu iizerine etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat, bizim
calismamiza benzer olarak, Gebel ve ark. (1997) tarafindan trifluralinin fare kemik iligi
hiicrelerinde MN frekansin1 6nemli derecede arttirdigi bildirilmistir. Dimitrov ve ark.
(2006) da yaptiklar1 calismada, pendimethalinin ticari formiilasyonlarindan biri olan
stomp herbisidinin fare kemik iligi hiicrelerinde MN olusumunu kontrole gore dnemli
derecede arttirdigini belirlemislerdir. Ayrica, Kénen ve Cavas (2008), trifluralinin
Oreochromis niloticus’un periferal eritsositlerinde MN olusumunu istatistiksel olarak
onemli derecede arttirdigini ve bdylece trifluralinin baliklarda genotoksik potansiyele
sahip oldugunu bildirmislerdir.

MN, Klastojenik etki nedeniyle kromozom veya kromatidlerde kirilmalar sonucu
olusan asentrik kromozom/kromatid fragmentlerinden veya anojenik etki nedeniyle tam
kromozom/kromatidlerin hiicre bdliinmesi sirasinda (anafazda ig ipliklerine uygun bir
sekilde tutunamamalar1 dolayisiyla) yanlis dagilmalari sonucu olusabilir (Heddle ve
ark., 1991; Kirsch-Volders ve ark., 1997; 2011; Norppa ve Falck, 2003; Fenech, 2007;
Fenech ve Bonassi, 2011, Fenech ve ark., 2011). Ayrica, multipolar anafaz ve telofaz da
MN olusumuna neden olabilmektedir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010). Boylece
sitokinez-bloklama MN testi ile hem klastojenik hem de anojenik etkiler
belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark., 1997, 2011; Norppa ve Falck, 2003).

Yaptigimiz ¢aligmada, flumetralinin tiim siire ve konsantrasyonlarinda, insan
lenfosit hiicrelerindeki yapisal KA sayisini, sayisal KA’ya gore daha fazla arttirdigini
gdz Oniinde bulundurdugumuzda; flumetralin etkisiyle meydana gelen MN’larin
muhtemelen bu maddenin klastojenik etkisiyle olusan asentrik kromozom ya da
kromatid/kromozom kiriklarindan meydana gelmis olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica,
calismamizda her iki muamele siiresinde (24 ve 48 saat) yapisal KA ve MN olusumu
arasinda istatistiksel olarak énemli derecede pozitif korelasyon (24 saat icin: r? = 0.960,

P< 0.05; 48 saat i¢in: r* =1, P<0.05) bulunmus olmasi1 bu goriistimiizii desteklemektedir.
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4.2. Flumetralinin Insan Periferal Kan Lenfositlerindeki Sitotoksik/Sitostatik
Etkileri
4.2.1. Flumetralin’in Mitotik indeks (M1 ) Uzerine Etkisi

Flumetralinin mitoz boliinme iizerine etkisini incelemek amaciyla tiim siire ve
konsantrasyonlardaki mitotik indeks (MI) degerleri belirlenmistir. Flumetralinin insan
periferal kan lenfositlerine 24 saatlik muamelesindeki MI degerleri, diisik iki
konsantrasyonda (125 ve 250 pg/ml)sadece negatif kontrole gore, yiiksek
konsantrasyonlarda ise (500 ve 1000 pug/ml) hem negatif kontrol hem de ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak Onemli derecede azalmistir. 24 saatlik flumetralin
muamelesinde en yiiksek konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda (250, 500
ve 1000 pug/ml) MI pozitif kontrole goére dnemli derecede yiiksek bulunmustur. Yani bu
konsantrasyonlarda flumetralin MMC kadar etkili olamamistir. 1000 ug/ml’lik en
yiiksek konsantrasyonda ise flumetralinin etkisiyle diisen MI degeri pozitif kontrol
kadar olmustur (Cizelge 4.3).

48 saatlik muamelede ise flumetralin uygulanan kiiltiirlerdeki MI, en disiik
konsantrasyonda (125 pg/ml) sadece negatif kontrole gore; diger konsantrasyonlarda
(250, 500 ve 1000 pg/ml) hem negatif kontrol hem de ¢oziicii kontrole gore istatistiksel
olarak Onemli bir azalma gostermistir. 48 saatlik muamele siiresinin yiiksek iki
konsantrasyonunda (500 ve 1000 pg/ml) flumetralin uygulanan kiiltiirlerdeki MI
degeri ile pozitif kontroliin MI degeri arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. Yani bu
konsantrasyonlarda, flumetralin MI'ni MMC kadar diisiirmiistiir. Oysa, 48 saatlik
muamelede disiik olan iki konsantrasyonda (125 ve 250 ug/ml)flumetralin pozitif
kontrol kadar etkili olamamistir (Cizelge 4.3).

MI’deki diigiis, 24 saatlik muamele siiresinde konsantrasyona bagli bulunmus
(rZ: 0.957, P< 0.05), 48 saatlik muamele siiresinde ise onemli bir konsantrasyon-etki

iliskisi goriilmemistir (P > 0.05) (Sekil 4.21).
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Cizelge 4.3. Degisik konsantrasyonlarda flumetralin ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan periferal lenfositlerinde MI, niikleus sayisina gore hiicrelerin

dagilimi ve NBI.

Muamele Niikleus Sayisina Gore
Test Maddesi MI £+ SH Hiicrelerin Dagilin
Siire Kons. NBI + SH
(saat) (ng/ml) 1 2 3 4
Negatif Kontrol 5.73 £0.46 3010 911 41 38 1.28 +£0.04
24 8 ul/ml 5.47 £0.34 3089 846 25 40 1.26 £0.01
DMSO (CK) 24 0.20 2.74 £0.30 azbs 3527 471 2 0 1.12+0.01 azbs
MMC (PK)
125 4.80 £0.46 a;C3 3196 790 7 7 1.21 £0.01 agb,cs
250 4.81 £0.60 a,Cs 3418 580 1 1 1.15 + 0.02 ashs
Flumetralin 24 500 4.00 £0.49 ashac, 3643 353 2 2 1.09 % 0.03 azs
1000 3.30 +0.75 a3b3 3793 206 1 0 1.05+0.02 a3b303
DMSO (CK) 48 8 pl/mi 520+0.51 3054 903 27 16 125+0.02
MMC (PK) 48 0.20 2.36+0.26 asb; 3611 388 1 0 1.10+0.01 azbs
Flumetralin 48 125 4.61 £0.55 a,C3 3636 360 3 1 1.10 £ 0.02 asbs
250 3.34 +£0.68 azbsC; 3826 173 1 0 1.04 + 0.02 asbsc,
500 2.45 +0.35 azbs 3954 46 0 0 1.01 +£0.01 asbsCs
1000 1.85+0.31 asbs 3947 53 0 0 1.02 + 0.01 agbsCs

a: Kontrol ile;  b:Coziicii kontrol ile, c: pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.
alblcll P<0.05 aszCQI P<0.01 a3b3C35 P<0.001
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda flumetralin ile 24 saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde MI’in konsantrasyona bagli azaligini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P < 0.05

4.2.2. Flumetralinin Niikleus Béliinme indeksi (NBI) Uzerindeki Etkileri

Flumetralinin niikkleus boliinmesi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
niikleus boliinme indeksi (NBI) degerleri saptanmistir. Flumetralin ile hem 24 hem de
48 saat muamele edilen kiiltiirlerdeki NBI degerleri, test edilen biitiin
konsantrasyonlarda (125, 250, 500 ve 1000 pg/ml) hem negatif kontrol hem de ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak onemli derecede azalmis (Cizelge 4.3); fakat bu azalma
her iki muamele siiresinde istatistiksel acidan O6nemli bir konsantrasyon-etki iliskisi
gostermemistir (P>0.05).

NBI, 24 saatlik muamelede en diisiikk konsantrasyonda (125 pg/ml) pozitif
kontrolden onemli derecede yiiksek, 250 ve 500 pg/ml’lik konsantrasyonlarda pozitif
kontrol kadar, en yiiksek konsantrasyonda ise (1000 pg/ml) pozitif kontrolden 6nemli
derecede diisiik bulunmustur. 48 saatlik muamelede ise flumetralin NBI degerini, 125
ug\ml’lik konsantrasyonda pozitif kontrol kadar, diger konsantrasyonlarda (250, 500 ve
1000 pg/ml) ise pozitif kontrolden istatistiksel olarak Onemli derecede daha fazla
diistirmistiir. Yani, genel olarak flumetralin insan periferal lenfositlerinde niikleus
boliinmesini pozitif kontrol olarak kullandigimiz MMC kadar ya da ondan daha fazla

engellemektedir (Cizelge 4.3).

46



Yaptigimiz literatlir aragtirmasina goére, flumetralinin sitotoksik etkilerini
belirleyen bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Flumetralin gibi 2,6-dinitroanilin grubuna
dahil bazi herbisitlerle yapilan c¢alismalar incelendiginde, genel olarak bizim
calismamiza benzer olarak bu grup maddelerin ¢esitli hiicre hatlarinda sitotoksik etkiler
gosterdigi anlagilmaktadir.

Sinha ve ark. (1998) tarafindan, 20 pg/ml konsantrasyonundaki fluchloralinin 72
saat siire ile CHO hiicrelerine muamele edilmesinin apoptosisi indiikleyerek
sitotoksisiteye neden oldugunu; ayrica, muamele siiresinin kisa olsa bile (6 saat)
fluchlorinin  DNA sentezini % 30-50 arasinda inhibe ettigini bildirmislerdir.
Arastiricilar, herbisit muamele edilmis hiicrelerden elde edilen DNA’nin agoroz-jel
elektroforezi ve sitokimyasal boyamasi sonuglarina goére fluchloralinin apoptosisi
indiikledigini gosterdigini bildirmisler ve DNA sentezinin engellenmesinin bu
maddenin DNA replikasyon enzimleriyle etkilesimine bagli olabilecegini ileri
stirmiislerdir.

Benzer olarak, Patel ve ark. (2007) tarafindan pendimethalinin CHO hiicrelerine
3 saat muamelesinin sitotoksisiteyi arttirdigi bildirilmistir. Arastiricilar caligmalarinda
kullandiklar1 MTT testinin, pendimethalinin CHO hiicrelerine uygulamasinin
mitokondriyel aktivetiyi diislirdiigiinii  ispatladigim1  bildirmislerdir. Arastiricilar
calismalarinda, 1000 uM konsantrasyonundaki pendimethalinin CHO hiicrelerine 3 saat
muamelesinin bu hiicrelerindeki mitokondriyal aktiviteyi % 65’¢ kadar azalttigim
belirlemislerdir.

Pan ve ark. (2004), pendimethalinin 5 ng/ul (0.017 uM) konsantrasyonunda
FRTL-5 (rat thyroid derived cell line) hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde, Yamano ve Morita (1995) tarafindan pendimethalinin
sican hepatositlerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Fernandes ve ark. (2009), Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinde 0.84 mg/1
ve (24 saatlik uygulama) 3.34 mg/l (24 saat uygulama, daha sonra 48 saat geri
doniistiirme=recovery uygulamasi) konsantrasyonlarindaki trifluralinin MI’1 kontrole
gore 6nemli derecede diistirdiigiinii belirleyerek, bu herbisidin Allium cepa’da sitotoksik
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda flumetralinin sitotoksik etkilerini belirlemek iizere MI ve

NBI oranlar1 degerlendirilmistir. NBI, kimyasallarin sitostatik etkileriyle de ilgili

47



onemli bilgiler saglamaktadir (Fenech, 1997). Sitostatisite hiicre ¢ogalmasi ve/veya
biliylimesinin engellenmesi olarak tanimlanabilir ve eger sitostasis uzarsa, bu baglangi¢
olayi hiicre 6limiinii (sitotoksisiteyi) uyarabilir (Rixe ve Fojo, 2007).

Yaptigimiz c¢alismada, flumetralinin, insan periferal lenfositlerinde her iki
muamele siiresinde (24 ve 48 saat) ve tiim konsantrasyonlarda MI ve NBI’y1 genel
olarak hem negatif kontrol hem de ¢oziicii kontrole gére o6nemli derece diisiirdiigii
belirlenmistir. Bu sonuglara gore, flumetralinin DNA replikasyonunu, niikleus
boliinmesini ve mitoz boliinmeyi olumsuz yonde etkileyerek hiicre boliinmesini bask1
altina aldig1 ifade edilebilir. MI ve NBI’daki azalma, hiicre dongiisii siirecinin
engellendiginin ve/veya ¢ogalma kapasitesinin kayboldugunun bir gostergesidir.

Daha once de bahsedildigi gibi, dinitroanilin grubu kimyasallar, bitki ve
protozoalarda mikrotiibiil depolimerize edici ajanlar olarak kabul edilmektedir
(Morejohn ve ark., 1987; Morejohn ve Fosket, 1991; Antony ve Hussey, 1999). Fakat,
omurgalilarda bdyle bir etkisinin olmadigi bilinmektedir (Morejohn ve Fosket, 1986;
Morissette ve ark., 2004). Bu grup kimyasallar, yapilarinda bulunan NO; gruplariyla
bitki tiibiilinlerine baglanmakta ve olusan bu herbisid-tiibilin kompleksi mikrotiibiil
formasyonunu ve dolayisiyla hiicre boliinmesini engellemektedir. Dinitroanilinler
bitkisel hiicrelerde bu yolla sitotoksiteye neden olabilmektedirler (Antony ve Hussey,
1999; Fernandes ve ark., 2009). Fakat, bizim ¢alismamizda hiicre hatt1 olarak insan
periferal kan lenfositleri kullanilmistir ve KA testinin sonuglarina gére flumetralin bu
hiicrelerde istatistiksel olarak dnemli derecede kromozom/kromatid kiriklart gibi yapisal
anormalliklerin artisiyla sonuglanan klastojenik aktivite gostermistir. Bu durum,
flumetralinin  insan lenfositlerindeki sitotoksisite ~mekanizmasinin  mikrotiibiil
olusumunu engelleyici Ozelliginden ziyade daha farkli bir yolla olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bir¢ok arastirici tarafindan, klastojenik ajanlar tarafindan uyarilan yapisal
KA’larin ve DNA c¢ift zincir kiriklarinin sitotoksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir
(Armstrong ve ark., 1992; Galloway ve ark., 1998; Hillard ve ark., 1998; Vock ve ark.,
1998; Kirkland ve Miiller, 2000). Bu ¢alismada, flumetralinin DNA ¢ift ve/veya tek
iplik kiriklarina neden olarak hiicredeki DNA sentezini ve hiicre proliferasyonunu
inhibe edebilecegi ve bu yolla sitotoksik/sitostatik etki gostermis olabilecegi

sOylenebilir. Bunun yaninda, Madle (1993) tarafindan, KA igeren hiicrelerin mitotik

48



seleksiyon yoluyla dongiiden cikarilarak MI’in disiiriilebilecegi ileri siirlilmiistiir.
Mitotik seleksiyon, tamir edilemeyecek kadar fazla kromozom anormalligi tasiyan
hiicrelerin 6ldiirilmesi ve hiicre dongiistinden ¢ikarilmasi olayidir.

MI’deki azalmanin enerji iiretim merkezindeki bozukluktan ve ATP
seviyesindeki azalmadan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Epel, 1963; Jain ve
Andsorbhoy, 1988; Yiizbasioglu ve ark. 2006). Ayrica, DNA sentezinin ve hiicre
proliferasyonunun engellenmesi, hiicre dongiisiine spesifik olan bazi protein ve/veya
enzimlerin baskilanmasi sonucu da meydana gelebilmektedir (Hung ve ark., 1996).
Yiizbasioglu ve ark. (2006) MI’deki azalmanin, hiicrelerin mitoza girmesini saglayan
G2 sathasinin engellenmesinden veya uzamasindan da kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
Bunlardan biri veya birkagi da flumetralinin insan periferal kan lenfositlerindeki

sitotoksik etkisinden sorumlu olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, herbisit etkinligine de sahip sentetik bir bitki gelisim diizenleyicisi
olarak giinlimiiz tariminda yaygin bir sekilde kullanilan flumetralinin insan periferal kan
lenfositlerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri in vitro KA ve MN testleri
kullanilarak arastirilmistir.

Flumetralin, 24 ve 48 saat siire ile insan periferal lenfositlerine muamele
edildiginde, yiiksek ii¢ konsantrasyonda (250, 500 ve 1000 pg/ml) yapisal KA
frekansini hem negatif hem de ¢6ziicli kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
arttirarak genotoksik etki gostermistir. Bu ¢alismada, flumetralinin sayisal KA {izerine
onemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu nedenle, flumetralinin insan lenfositleri
tizerinde oOzellikle klastojenik etki gostererek kromatid/kromozom kiriklar1 meydana
getirdigi, fakat ig iplikleri tizerine 6nemli bir olumsuz etkisinin olmadigini belirtebiliriz.
Ayrica, yapmis oldugumuz MN testine gore, flumetralinin 24 saatlik muamelenin
yiiksek konsantrasyonlarinda (250, 500 ve 1000 pg/ml) ve 48 saatlik muamelenin 125
ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda MN olusumunu negatif ve ¢oziicli kontrole gore
onemli derecede arttirmasi ve yapisal KA ve MN olusumu arasinda pozitif korelasyon
bulunmasi, bu maddenin insan lenfositlerinde klastojenik etkiye sahip olabilecegi fikrini
desteklemektedir.

Sonug olarak, yaptigimiz KA ve MN testine gore, 2,6-dinitroanilin kimyasal
siifina dahil edilen flumetralinin insan lenfositleri tizerinde klastojenik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Her ne kadar dinitroanilinler, mikrotiibiil-depolimerize edici
kimyasallar olarak karakterize edilmislerse de (Morejohn ve ark., 1987; Morejohn ve
Fosket, 1991; Antony ve Hussey, 1999); bu gruba giren kimyasallarin segici bir sekilde
bitki ve protozoa miktotiibiillerini inhibe ederek anojenik etki gosterdigi fakat fungal ve
omurgalilardaki mikrotiibiillere etki edemedigi de bilinmektedir (Morejohn ve Fosket,
1986; Morissette ve ark., 2004). Bizim g¢alismamizda kullanilan hiicre hatt1 insan
lenfosit hiicresi olup, flumetralinin bu hiicrelerde sayisal KA iizerine Onemli bir
etkisinin olmadigr (dolayisiyla anojenik etki gostermedigi/mikrotiibiil olusumunu
engellemedigi) belirlenmistir. Bu da dinitroanilinlerin omurgalilarda mikrotiibiil inhibe

edici etkisinin olmadig1 goriisiinii desteklemektedir.
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Yapmis oldugumuz ¢aligmada, flumetralin test edilen tiim konsantrasyon (125,
250, 500 ve 1000 pg/ml) ve muamele siirelerinde (24 ve 48 saat), MI ve NBI
frekanslarin1 kontrol gruplarina gore onemli derecede diisiirerek, insan lenfositleri
tizerinde sitotoksik/sitostatik etki gostermistir.

Literatlir arasgtirmamiza gore, flumetralinin muhtemel genotoksik etkilerini
belirlemeye yonelik yapilan herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu
calismanin, flumetralinin insan periferal kan lenfositlerindeki in vitro genotoksik ve
sitotoksik potansiyelini gosteren ilk ¢alisma oldugu diisiiniilmektedir. Bununla beraber,
flumetralinin muhtemel genotoksikolojik potansiyelini belirlemeye yonelik degisik
hiicre hatlar1 ve test sistemleriyle ilave in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilmasinin uygun
olacag diisiincesindeyiz.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, flumetralinin insanlar
icin genotoksik ve sitotoksik riske sahip olma ihtimalinin yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle, iiriin yetistiricilerinin bu maddeyi kullanirken uygulama
zamant ve dozuna dikkat etmesi, asir1 kullanimindan kacinmasinin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, 6zellikle bu gibi kimyasallara iiretim ve uygulama asamasinda
maruz kalan isgiler, ¢ocuklar, hamile bayanlar ve yaglilar basta olmak iizere, tiim
insanlarin bu maddelere maruziyetinin minumuma indirilmesi i¢in gerekli Onleyici
tedbirleri almasmin gerekliligi aciktir. Bundan bagka, flumetralinin o6zellikle tiitiin
bitkilerinde kullanildig1 dikkate alinirsa, sigara kullanimi da bu maddeye maruziyeti
kaginilmaz kilacaktir. Bu nedenle tiitlin kullananlarin, sigaranin bilinen zararh
etkilerinin yaninda flumetralinin genotoksik potansiyelini de g6z ardi etmemeleri

yerinde olacaktir.
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OZGECMIS

Sevcan BUCAK 18.01.1988 tarithinde HATAY’ ’da dogdu. Antakya Hiiseyin
Ozbugday Anadolu Lisesi’ni bitirdikten sonra Hatay Mustafa Kemal Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi’nden 2010 yilinda mezun oldu ve ayni yil Biyoloji Boliimiinde
yiiksek lisans programini basladi. Bu siire¢ icerisinde bazi kurum ve kuruluslarda

biyoloji 6gretmeni ve biyolog olarak gorev aldi.
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