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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PIiRIDININ Allium cepa KOK HUCRELERININ MITOTIK INDEKS VE
KROMOZOMLARI UZERINE ETKISI

SEVIM GOKBAYRAK

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yard.Do¢.Dr. Hiilya Zeytmoglu
2003, 44 sayfa

Bu tezde Piridinin Allium cepa kiok hiicreleri iizerine olan etkileri
incelenmistir. Piridin, yanici pis kokulu, renkli bir bilesiktir. Giiniimiiz
teknolojisinde, ¢Oziicii olarak, ilag, vitamin, pestisit, herbisit, insektisit
yapiminda, yieceklerde tat verici olarak, boya ve lastik sanayiide yaygmn
kullaniimaktadir. Bu caliymada, piridinin sogan kék hiicreleri iizerine olan
etkileri incelenirken, genotoksisite belirlenmesinde, c-metafaz, yapiskanhlik,
kromozom kopriisii, bozulmus metafaz-anafaz, biniiklear hiicre, mikro
¢ekirdek, mitotik indeks degerlerine bakilmistir. Sonugta yiiksek dozlarda
sogan kok hiicrelerinde mitotik aktivitenin oldukeca azaldigi, kromozom

anomalilerinin arttigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Piridin, Genotoksik etki, Mitotik Indeks, Al/lium Test.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

THE EFFECTS OF PYRIDINE ON MITOTIC INDEX AND
CHROMOSOMESOF Allium cepa ROOT MERISTEM CELLS

SEVIM GOKBAYRAK

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biyology Program

Advisor:Assistant Professor Hiilya Zeytinoélu
2003, 44 pages

In this work, some effects of pyridine on the root tip cells were
investigated. Pyridine is a flammable, colorless liquid with an unpleasant
smelling. Pyridine is used as a solvent and to make many different products
such as medicines, vitamins pesticides, herbicides, paints, dyes, rubber
products, adhesives and food flavorings. For assessing genotoxic effects of
pyridine; c-methaphase, stickiness, chromosome bridge, disturbed
metaphase-anaphase, binucleate cells, micro nuclei and mitotic index were
used as endpoints of genotoxicity. Thus, if it is excess doses, it prevents the
mitotic activity on the root tip cells of onion plant, it depending on increase in
concentration, importantly it suppressed mitotic division and induced some

chromosomal abnormalities.

Keywords: Pyridine, Genotoxic effect, Mitotic index, Allium test.
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1. GIRIS

Insanoglu ekosistemin bir pargasidir. Bu nedenle ekosistemin saglig1 insan
saglig1 ile uyumludur. Giinimiiziin en 6nemli problemlerinden olan gevre kirliligi
¢esitli yonlerden yasam kalitesini etkiledigi gibi yasam siiresini ve dolayisiyla
insan sagligim da tehdit eder hale gelmistir. Cesitli bolgelerden kaynaklanan atik
sular, tarimsal ilaglar, niikleer enerji santralleri, otomobillerden ¢ikan dumanlar,
¢op toplama ve yakilma merkezlerinden ¢ikan g¢esitli gazlar baslica kirletici
kaynaklari olusturmaktadir (Gopalan 1999 ve http-1).

Herhangi kimyasal bir madde, endiistriyel tesis gibi biiyiikk bir alandan
cevreye yayilabilir. Boyle bir kimyasal yayilma sonucunda, bulunulan gevre
igerisinde, bu kimyasali igeren maddelerin solunmasi, yenilmesi veya deriye
temasi sonucu gesitli reaksiyonlar olusabilir. Omegin; piridin; piridin ireten veya
piridini bagka bir madde tretmek i¢in kullanan fabrikalarin iginde ve gevresinde
gorilmektedir. Eger bu tir fabrikalarin birisinde ¢alisiliyor veya bu tiir maddeyi
yayan tehlikeli atiklarin yakininda bulunuluyor ya da calisiliyorsa piridine maruz
kalinilabilir (http-2).

Cevresel kirleticilerin genotoksisite ve sitotoksisite tespitinde gok duyarl
olan bitki biyodeneyleri, yagamin temel elementleri olan toprak, su, ve hava
igerisindeki gevresel tehlikelerin varligini tespit etmede ilk sinyal olarak hizmet
verebilir. Yiksek yapili bitkiler; su, toprak ve havadaki kirleticilerin mutajenik ve
sitogenetik arastirmalarn i¢in mitkemmeldir ve in situ incelemeler igin essiz bir
avantaj saglar (Gopalan 1999).

Bitkisel test sistemleri ilk kez 1930°lu willarin baginda iyonize
radyasyonun mutajenik etkilerinin ¢alismalaninda kullanilmistir. 1970’1 yillardan
itibaren de cevresel etkilerle olusturulan mutajenik ozelliklerin  ve
genotoksisitenin belirlenmesinde Royal Swedish Academy of Sciences, Comitte
17 of Environmental Organization ve National Swedish Environmental Protection
Board 1989 tarafindan hassas ve etkili bir test sistemi olduklan kabul edilmistir
(http-1).

Test bitkisi olarak bitkiler arasinda Allium cepa, Crepis capillaris,

Hordeum vulgare, Pisum sativum, Tradescantia sp., Vicia faba, Zea mays,



(8]

Lycopersicum aesculentum ve Arabidopsis thaliana sayilabilir. Biitiin bu bitkiler
test bitkisi olarak kullanilsa da potansiyel olarak mutajenik etkilerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan 3 tane test sistemi vardir. Bunlar;
Tradescantia mikronukleus, 7radescantia stamen hair mutasyon ve Allium cepa
root meristem testleridir (http-1).

Biitiin bu ¢aligmalarda, bitkisel test sistemlerinin yaygin bir sekilde
kullanilmasinin amaci; kimyasal maddelerin mutajen olup olmadifinin ve
kromozom hasari olusturup olusturmadiginin belirlenmesinde olduk¢a hizli sonug
vermesi, etkili, giivenilir ve ekonomik olmasi ve elde edilen sonuglarin memeli
hiicreleri ve bakterilerle yapilan testlerle de uyum iginde olmasidir (Gopalan
1999; http-1; http-2; Marco ve ark. 1996; Fiskesjo 1988; Fiskesjo 1985).

1.1 Piridin Nedir?

=
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N

Piridin

Piridin; e.n, -42°C ve k.n, 115°C olan heterosiklik aromatik bir bilesiktir.
Pis ve karakteristik bir kokusu vardir. Su ile her oranda karigir ve bir gok organik
bilesik i¢in, iyi bir ¢oziicudiir.

Ilk defa 1851° de kemik yagindan ve daha sonra 1954°te tag komird
katranindan izole edilmistir. Tas komuri katram1 % 0.1 den daha az piridin
icermesine ragmen 1950°ye kadar piridin igin tek kaynakti. Katrandan izole
edilmesi zayif bir baz olusuna ve asitlerle piridinyum tuzlann olusturmasina
dayanir. Aromatik karakteri belirgindir (Un 1977 ve Ikizler 1985).
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Bilinen organik bilesiklerin dortte ikisi heterosiklik yapi icermektedir.
Heterosiklik aromatik bilesikler biyolojik sistemlerde dogal olarak; elektron
tastyicilan, niikleotidler, enerji depolayan molekiiller, mikotoksinler ve
alkoloidlerin yapisinda bulunurlar. Sentetik heterosiklik -aromatik bilesikler;
endiistriyel ¢oziciler, boyalar, patlaticilar, farmasétikler ve pestisitler olarak
kullamlirlar. Maden endiistrisi, tas komiiri katrani, ham petroliin iglenmesi,
kimyasal tireten bitkiler bitytik miktarlarda heterosiklik amin igeren atik maddeler
meydana getirirler. Bu kimyasallar heterosiklik yapilarindan dolayr diger
homosiklik anologlarindan daha iyi suda ¢ézinebilirler ve bu nedenle de yer alti
suyuna kolayca karniglar (Kaiser ve ark. 1996).

Piridin bilinen heterosiklik bilesiklerin en 6nemli tiirevlerinden birisidir.
Piridin halkasi, bitkisel alkaloidlerin, piridoksal tiirevlerinin ve nikotinamid gibi
koenzimlerin ana yapisini olusturmaktadir. Nikotin, anabazin, kavadin gibi piridin
tiirevleri, bitki ve hayvanlar tarafindan tretilirler ve yillardir dogal pestisit olarak
kullanilirlar. Herbisit olan paraquat, diquat ve picloram da piridin halka yapisin |
icerir (Kaiser ve ark. 1996; Brown ve ark. 2001; http-3).

Piridin genellikle nehirlerde ve diger dogal sularda bulunmaz. Temiz
sudaki piridin miktani, 1 milyar su pargacifinda 53 parga piridin olarak
gorillmistiir (53 ppb). Piridin genellikle atik alanlarin yakinindaki toprak ve
endiistri alanlarindan ziyade bu bolgelerden alinan igme sularinda gorilmigtiir.
Kizartilmis tavuk, peynir, ve kizartilmig domuz eti gibi belli bash yiyecekler de az
miktarda goriilmiistiir. Bu da saglik sorunlarina sebebiyet vermemektedir. Ayrica

piridin, sigara dumanindan ve kahve dumanindan da havaya kansabilir (http-2).



1.2. Piridinin Kullanildig: Alanlar

Piridin; alkoliin denaturasyonunda, boya ve lastigin hazirlanmasinda
¢ozuch olarak kullamlir. Su anda tretilen piridinin yanst fungusit, herbisit ve
insektisitlerin tiretiminde ara madde olarak kullanilir. Hemen hemen piridinin %
20°s1 piperidin dretiminde kullanilir. Piperidin lastifin sertlestirilmesinde ve
tarimda kimyasallarin hazirlanmasinda 6nemli bir ticari degere sahiptir. Piridin,
ilag (antihistaminler, steroidler, antibiyotikler), vitamin, boya ve polikarbonat
resinlerin yapiminda araci olarak ve yiyeceklerde tat verici olarak kullanilir (http-
2; htpp-4; Kaiser ve ark. 1996).
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P1peridin

1.3. Piridinin Biyolojik Etkileri

Piridinin insan saghig iizerindeki olasi etkilerini belirlemek igin baz
calismalar yapilmigtir. Insanlar iizerindeki raporlar ve hayvanlar tzerindeki
calismalara dayanarak, piridine maruz kalindidinda ortaya gikan en énemli saglik
sorununun karaciger tizerine oldugu bulunmustur. Diger etkiler ise norolojik ve
bobreklerle ilgilidir. Hepatik etkiler, piridine maruz kalindiginda saglik agisindan
kaygr verecek en bilyitk potansiyele sahiptir. Piridine maruz kalindiginda insan
tizerinde olusacak hepatik etkilerle ilgili agik bir kamit yoktur. Ancak fareler
{izerine yapilan ¢alismalar sonucunda; karaciger agirliginda artig, agrili hepatik
lezyonlar, safra kanali hiicrelerinin bolinmesinde artis ve ¢ok biiyiik vakuolli
hepatositler bulunmustur (Anderson 1987).

Insanlarin piridine maruz kalindifinda renal etkilerin ortaya gikabilecegi

konusunda herhangi bir bilgi yoktur. Erkek farelere 4 ay boyunca uygulanan
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uygulanan piridin sitrat ¢calismasindan sonra renal tiip epitellerinde dejenerasyon
gozlenmigtir (Baxter 1948; Baxter ve Mason 1947; Coulson ve Brazda 1948).
Eldeki mevcut verilerden, piridine maruz kalinmasiyla insanda renal etkilerin
ortaya ¢ikmasina isaret etmektedir.

Herhangi bir yolla piridine maruz kalan insanlar ve hayvanlar iizerinde
ortaya c¢ikabilecek norolojik etkileri gosteren birkag caligma vardir. Piridin
merkezi sinir sistemi depressantidir. Hasta olmayan erkekler {izerindeki piridinin
norolojik etkileri Pollock (1943) ve Neff (1986) tarafindan tespit edilmistir. Yavas
ve kangik sekilde konusma, yavas refleksler ve uyusukluk hali, piridin ve diger
ilaglan alan epilepsi hastalarinda goézlenmistir. Saglikli yetiskin kisilerin, kaza
sonucu bilinmeyen miktarda piridin buharina maruz kalmasiyla; gegici bas
agrilari, bas doénmesi, uyuma istegi, nabzin ve solunumun artmasi gibi
ser:;xptomlarin ortaya ¢iktigi tespit edilmigtir (Neff 1986). Giinde 50 mgkg * a
kadar 90 giin boyunca piridine maruz kalan farelerin beyninde herhangi bir
morfolojik etki goriilmemistir (Anderson 1987). Ancak piridin alan biitin erkek
fare guruplarinda uykusuzluk ve yorgunluk hali olustugu gézlenmistir. Bu etkiler
disi farelerde gozlenmemistir. 3 ay boyunca giinde 380 mg/kg’ a kadar piridini
suyla alan farelerde beynin secilen bolgelerinde lipit peroksidasyonu
gézlemlenmistir. Arastirmact bu lipit peroksidasyonunun bolgesel olarak
norotoksisitiye sahip olabilecegini 6ngdrmektedir.

Gelisme ile ilgili olarak civcivler lizerinde yapilan deneyde; yumurtalara
vitksek miktarda piridin (10-20 mg/yumurta) enjekte edilmesi sonucu normal
olmayan civciv gelisimi ortaya ¢ikmistir. Disiik doz seviyelerinde bu oran % 15,
yitkksek dozda ise % 67 cikmaktadir. Buna ek olarak yiiksek doz kullanan
yumurtalarda % 4.9 oranindaki civcivler hatal gagalara sahipken, % 1.17 1 ise kisa
ve egri boyunlara sahiptir (http-2).

F344/N siganlarinda 13 haftalik ¢aligma yapilmig, buna gore; 10 erkek ve
10 disi keme 0, 50, 100, 250, 500 ya da 1000 ppm’lik igme sularina maruz
birakilmistir. 1000 ppm’e maruz kalan 2 digi 1. haftada 6lmistiir. Sonugta, 1000
ppm’ e maruz kalan erkek ve disiler ile 500 ppm’e maruz kalan disilerin viicut
agirliklan, kontrollere gore oldukga azalmis oldugu gériilmistir. 1000 ppm’e

maruz kalan disi sicanlarda su titketimi kontrollerden daha az olmustur. Calisma



sonucunda tiim guruplardaki disi siganlarin hepsi, erkek kemelerin 1000 ve 500
ppm’e maruz kalanlarinda anemi goriilmistiir. 250 ppm ve tizerine maruz kalan
erkek ve disilerin karaciger agirhigi kontrolden oldukga fazladir. Bu hayvanlarin
karacigerlerinde sentrilobular dejenerasyon, hipertrofi, kronik inflamasyon ve
pigmentasyon, genel olarak kontrol gurubuna paralel bulunmustur. Bobreklerde;
500 ppm de daha yavas, 1000 ppm de daha hizli bir artisla, hiyalin dejenerasyonu
ve graniiler artiklar goriilmiistar. Bunlara ilaveten, kronik varyasyonlar ve protein
atiklarinin siddetinde artisa rastlanmugtir (http-4).

Piridin (100-10 000 pg /plate), S. typhimurium un TA98, TA100, TA1535
yada TA1537 strainlerinde S9 lu ve S9 suz deneylerde mutajenik bulunmamigtir
(Haworth ve ark. 1983). Daha sonralari, 151784 fare lenfosit hiicrelerinde,
mutasyon frekansinda etkili bir artis gézlenmemigtir (Mc Gregar ve ark. 1988).
Sitogenetik testlerde CHO (Chinese hamster ovary) hiicreleri S9’lu ve S9’suz
olarak kiltir edilmistir. Sonucta piridinin SCEs indiklemedigi goriilmiistiir En
yiksek doz olarak 1.673 pg / ml SCE indiiksiyonu igin test edilmis (S9
yoklugunda) ve piridinin hiicrelerde hiicre siklusunu geciktirdigi gozlenmistir. Bu
caligmada en genis kiiltiir zamani olarak 31 saat uygulanmistir (http-4).

Piridin, 3 farkli gende, D. melanogaster yetiskin erkeklerinde SLRL (sex-
linked ressesive lethal) mutasyonunu indiikleyip indilkklemedigi arastirilmis ve
kangik sonuglar elde edilmistir (Mason ve ark 1992). ilk denemede % 0.7 tuz
soliisyonunda 7000 ppm piridin enjeksiyonu sonucunda negatif sonug elde
edilmistir (p=0.225). Ancak % 5 siikroz soliisyonunda 600 ve 700 ppm piridin ile
besleme sonucunda resesif lokal mutasyonda bir artiy gdzlenmistir (p=0.043).
Ikinci deneme ise hem enjeksiyon (500 ppm) hem de besleme (729 ppm)
sonucunda negatif sonu¢ elde edilmistir (Foureman ve ark. 1994). Ugiinct
denemede (Mason ve ark. 1992), besleme uygulamalan (500 ppm) sonucu negatif
cikmig (p=0.998), ancak enjeksiyon sonucunda (4300 ppm) SLRL mutasyon
frekansinda o6nemli bir artis g6zlenmistir (p=0.008). Butin bunlar
distiniildiigiinde, piridin SLRL testinde; besleme s6z konusu oldugunda negatif,
enjeksiyon s6z konusu oldugunda ise Mason’un 4300 ppm lik denemesinde
pozitif bulunmugtur. SLRL test sonuglarinin pozitif olmasindan D. melanogaster

erkek deneklerinin germ hiicrelerinde RTs’ nin inditksiyonu i¢in bir testin



yapilmasina sebep olmustur (Mason ve ark. 1992). Bu testin sonucu negatif
ctkmistir.

Kromozomal efektler igin erkek fareler kullanilarak iv vivo testler
yapilmstir. 400-600 mg / kg piridinin tek enjeksiyonu ile yapilan 2 érekte, her
ikisinde de kemik iligi hiicrelerinde aberasyon indiiksiyonu gergeklesmemistir,
ayrica 24 saat araliklarla 3 kez 500 mg / kg a kadar piridin, peritona enjekte
edilmigtir ve sonugta kemik iligi hiicrelerinde mikronukleuslu PCEs frekansinda
bir artiga rastlanmamigtir. Ozet olarak tek pozitif sonug D. melanogaster SLRL
deneyinde elde edilmistir. Piridinin mutajenik aktivitesini tayin etmek i¢in yapilan
cesitli in vitro ve in vivo kromozomal hasar ve gen mutasyon deneylerinde,
yalmzca D. melanogaster SLRL deneyinde elde edilen tek pozitif sonug kabul
edilmigtir (http-4).

1.4. Amac

Pinidin; endustriyel irinlerde, tipta, cesitli yiyeceklerde genis bir alanda
kullanildigt igcin muhtemel toksik etkileri agisindan galisilmasina gerek vardur.
Allium testi; soBanlarin kolayca depolanmasi, elle tutulabilmasi, kéklerin hem
mikroskobik parametrelere (c-mitozis, yapiskanhlik, kromozom kirtlmasi) hem de
makroskobik c¢aligmalara (kok uzunlugu, sekli, EC50 degeri) elverisli olmas:
sebebi ile ayn1 zamanda soZan koklerinin biiylimesini inhibe eden kimyasallarin
sebep oldugu toksisite derecesinin 6lgiilmesinde oldukca duyarli ve kolay bir
metottur. Bu nedenle bu test oldukga gecerli olup birgok laboratuvarda
kullanilmaktadir (http-2; Ateeq ve ark. 2002; Fiskesj6é 1993; Cabrera ve ark. 1999
ve Gopalan 1999; Kaiser ve ark. 1996, Monarka ve ark. 2000; Te-Hsiu Ma 1999;
Rank ve Nielsen 1997; Grover ve Kaur 1999; Abraham 1997; Sahi ve Singh 1996;
Gomiirgen 2000; Kaymak 1996; Brown ve ark. 2001; http-3).

Caligmamizda; Allium cepa kokleri degisik konsantrasyonlardaki piridine
3 ile 15 giin arasinda maruz birakilarak, piridinin mitotik indeks tizerine etkileri,

muhtemel mutajenik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmugtir.

Anadolu Universites’
Merkez Kitliphane



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Aragtirmada model organizma olarak A//ium cepa L. (Sogan) (2n= 16)
kullamlmistir. Onceden bir kimyasal maddeye maruz kalmamis soganlar
koklendirilmek igin segilmistir. Soganlarin kurumus dis kabuklar1 ve kurumus
kokleri, kok pirimordiyalarini zedelemeden dikkatlice uzaklastirilmigtir.

Bu ¢alismamizda; test materyali olarak piridin (Sigma), pozitif kontrol igin
Sodyum azid (Riedel), kontrol igin saf su kullamilmistir. Caligmalarda piridinin 5
konsantrasyonu kullanilmis olup bunlar; 125 ppm, 250 ppm,.500 ppm, 1000 ppm,
2000 ppm dir. Sodyum azid; % 0.01 lik konsantrasyonda kullamlImistir.

2.2. Metod

2.2.1 K6k Uclarimin Eldesi

Soganlar, saf su ile doldurulmus 50 ml’lik beherlerin agiz kismina kokleri
asagtya dogru su ile film olusturacak sekilde yerlestirilmistir. Beherdeki sular 24
saatte bir degistirilmigtir. Kéklendirme oda 1sisinda (20-22°C) gergeklestirilmistir.
Cimlenen kék uglart 1-3 cm ye ulastiktan sonra, piridinin her dozu i¢in 6°sar tane
kok boylar ve yogunlugu esit soganlar segilerek 3 ila 15 giin bekletilmek sureti
ile muamele (uygulama) gérmiislerdir. Bu siire boyunca test sivilar 24 saatte bir
degistirilmigtir. Aymi iglem pozitif kontrol (sodyum azid) ve negatif kontrol (saf
su) i¢in de gergeklestirilmistir.

3 giin (72 saat) uygulama siiresi sonunda kok uclar saf su ile yikandiktan
sonra, 1-2 cm boyunda kesildi ve kigiik siseler icerisinde bulunan Farmer (3
kisim alkol, 1 kisim asetik asit) ¢ozeltisinde 24 saat bekletilmek sureti ile tespit
(fikse) islemi yapildi. Daha sonra kigiik gigelerde bulunan % 70’lik alkole alinan
materyal gerektiginde kullaniimak tizere —4 °C de buzdolabinda saklandi.

15 giin uygulama stiresi sonunda kéklerin uzunluklar1 cm olarak 6lguldi
ve soganlarin total fotograflan ¢ekildi (Elgi 1994; Jones ve Rickards 1992).



2.2.2.Preparatlarin Yapilisi
2.2.2.1.Asetokarmin Boyasimin Hazirlams:

Mitoz kromozomlarinin 6zelliklerini incelemek igin Asetokarmin boyasi
kullanildi. Asetokarmin gok fazla kullanma yeri bulunan bir boyadir. Kromozom
morfololisi ve saymm igin kok wuclaninda ve embriyonik yaprak ve
tomurcuklardaki bitki dokularinda elverisli bir sekilde kullanilir. Karmin,
homopter’den Coccuscacti’nin bir ekstresinden hazirlanmigtir. Karminik asit ona
aktivitesini veren esas maddedir. Alkali bir ¢ozeltide (karmin boraks) negatif
olarak yuklidir. Boylece, bir asit boya maddesi gibi etki eder. Boya agagidaki
sekilde hazirlandi (Elgi 1994).

a) 100 cm® %45°lik asetik asit hazirlanip ve bir cam balona konuldu.

b) Bu cam balon, bir kapta kaynayan su igine oturtuldu. 10 dakika
sitifarak %45°lik asetik asidin sicakligi kaynayan suyun sicakliina ulagtirildi.

¢) 1 g toz karmin alinarak kaynayan aside yavasc¢a katildi. Bir yandan da
cam c¢ubuk ile karigtirildi.

d) 2 tane pash ¢ivi kaynayan karigima ilave edildi. 10 dakika 1sitilmaya
devam edildi.

e) Boya soguduktan sonra bir kaba aktanldi. Dipteki tortular atildi.

f) 12 saat beklenildikten sonra siiziildi ve boyama icin elverigli hale

getirildi.
2.2.2.2. Asetokarmin Boyama Yontemi Ile Preparatin Yapilist

%70’lik alkolden gikarilan kok uglar, %45°1ik asetik asit i¢ine alindi. Bu
caligmada hidroliz ile boyama birlikte yapildi. Bunun igin kok uglan hizli bir
sekilde kurutma kagidinda kurutulduktan sonra; saat cami igersine alindi. Uzerine
bir miktar asetokarmin boyasi ve bir iki damla 1 M HCL (yaklasik 10 hacim boya
+ 1 hacim HCL) eklendi.

Bek alevi iizerinde boya kaynamaya baslayana dek sitildi. Uzerine bir

cam kapatilarak sogumasi beklendi. Bu igleme, materyale bagli olarak birkag kez
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devam edildi. Yeterli boyama saglandiktan sonra kék uglan, icinde % 45 asetik
asit bulunan petri kab: igine alindi. Preparat hazirlanmayacak ise % 80 alkolde
saklandi. Preparat bu sekilde yapildi. Koék wuglannin boyama islemi
tamamlandiktan sonra bityiime meristemlerinin daha koyu boyandig1 gérildi.
Kok uglarinin, sadece bu kisimlan kesilerek lam iizerine alindi ve 1 damla %45
asetik asit iginde jilet ile iyice pargalandi. Uzerine lamel kapatilarak ezme
preparatlart hazirlandi. Lamellerin etrafi parafin yada tirnak cilas: ile etrafi
kapatilarak yar1 daimi preparat haline getirildi. Bu sekilde hazirlanan
preparatlarda mikroskop altinda gerekli incelemeler yapild.

Her doz uygulamas: i¢in Aseto-carmin ile boyanmig 10-20 kék ucundan
ezme preparat hazirlandi ve BX50 Olympus Arastirma mikroskobunda incelendi.
Her preparatta degisik goriis alanlarindaki hiicreler sayilip degerlendirildi ve
fotograflar x20 ve x40 objektifte gekildi (Jones ve Rickards 1992).

2.2.3. Morfolojik Inceleme

15. giniin sonunda, tiim konsantrasyonlar i¢in sogan koklerinin boylar

olgiildii ve morfolojik yapilan icin fotograflan gekildi.

2.2.4. Mitotik indeksin Belirlenmesi

Mitotik indeks, bolinen hiicrelerin incelenen hiicrelerin toplam sayisina

oram olaran tespit edildi ve agagidaki formiille belirlendi.

Mitotik hiicre sayisi
MI= x100

Toplam hiicre sayisi

2.2.5. Mitoz ve Kromozom Anomalilerinin Belirlenmesi

Mitoz hiicre béliinmesinde, kromozom yapismalan ve kumelesmeleri
(stickiness), anafaz ve telofaz koprileri, kutuplara zamaninda g¢ekilmemis olan

kromozomlar (laggardlar), metafaz- anafaz safthalan arasinda meydana gelen



i1

duzensizlikler (disturbed metafaz-anafaz), mikrogekirdek gibi kromozom

anomalileri goz oniine alinip degerlendirildi.
2.2.6. Istatistiksel Degerlendirme
Sonuglarnin degerlendirilmesi SPSS 11.0 for windows paket programinda

Kruskal-Wallis testi ile yapilmis olup, ikili karsilastirmalarda Duncan testi

kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Piridinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenmeye maruz birakilan
sofanlarin kok uglarimin uzunluklann doza bagh olarak énemli derecede
etkilenmigtir. 15. giiniin sonunda, kék uzunluklan élgiilmiistir. Buna gére, 125-
2000 ppm araliklan igerisinde bilyityen kok uglarinin saf sudakine oranla
%37°den %9.3 oranlarina kadar inhibe edildigi gozlenmistir (Tablo 3.1). Ayrica
biiylimenin, negatif kontrole gére inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmus, sekil 2 de grafikle gosterilmistir.

Negatif kontrol kok uzunlugu-Koék uzunluklart
Inhibisyon oram = x100

Negatif kontrol kok uzunlugu

Kok uglarinin morfolojileri gézlendiginde (Sekil 3.1), son ii¢ yiiksek
konsantrasyon olan 500, 1000 ve 2000 ppm piridinin varliginda, kontrole gére
sagak koklerin renginin koyulastigi kalinliklaninin arttifn ve jelimsi yap:

kazandiklar gbzlenmistir.

Tablo 3.1. 15 Giin Sonunda Olgiilen Kok Uzunluklan

Piridin konsantrasyonlan Kok vzunluklan (cm) Inhibisyon oran1 (%)
(ppm)
12::’ 6 62.5
250 4 75
500 3.5 79
1000 2.5 84.5
2000 1.5 90.7
Pozitif kontrol (NaNj3) 4 75
Negatif kontrol (Saf su) 16 0
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Grafik 3.1. Piridin konsantrasyonlarinin kok uglar1 uzunlugu iizerine olan etkisi.
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3. 1. Sitolojik Gizlemler

Sogan k&k ucu hiicrelerine uygulanan degisik piridin konsantrasyonlari,
mitoz bdliinmenin tiim evrelerini olumsuz yonde etkilemistir. Bu etkiler
uygulanan dozlara bagh olarak farkliliklar g@stermektedir. Doz artigmna paralel
olarak anormal hiicre sayisi artarken bdliinen hiicre sayismin da azaldig:
gozlenmistir. Negatif kontrol gurubunda ise anormal hiicre orami yok denecek
kadar azdir. Olglim sonuglari tablo haline getitilmis ve Tablo 3.2°de gosterilmistir.

3. 1. 1.Saf Suda Hazrlanan Hazrlanan Kok Uglarnm Sitolojik Ozelligi

Saf sudaki koklerle hazirlanan preparatlardaki hiicrelerin sekillerinde
dejenerasyon yoktur. Hiicre membranlar1 diizgiin ve cekirdekleri merkezdedir.
Her hiicrede tek ¢ekirdek vardir, Bu hiicrelerde mitoz béliinmenin tiim evrelerine
normal bir gekilde rastlanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Saf suda Cimlendirilen kok uglarinda mitolojik evreleri (x20’lik

biiyiitme) -
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Tablo 3.2. Allium Cepa da Piridin Tarafindan Inditklenen Kromozom Aberasyon Orani ve MI (Mitotik indeks).

Kimyasallar ~ Kons  Sayilan top. Bélinen top. MI+S.D Anomaliler Aberant hiicre
(ppm) hiicre hiicre yiizdesi (%) £ S.D
Kromozom Yapigkanhlik  Bozulmug c-metalaz  Mikro Biniiklear
Kopriisii metafaz- anafaz ¢ekirdek  hiicre
Piridin 125 6102 3647 59,69 + 0,54 13 17 8 7 - - 0,71 0,11
250 5790 3330 57.65 £ 1,49" 6 12 9 8 - . 0,59 + 0,10%*
500 6039 2960 49,10 + 8,53 6 17 5 5 - - 0,53 + 0,06™*
1000 5554 2640 4,87 4 0,90° - 2 4 6 3 9 0,45+ 0,14°
2000 3768 1320 3,49 + 0,20° - 3 3 7 3 10 0,67 % 0,27"%"
Negatif kontrol 8522 6740 79,06 + 2,18° - - 2 B - - 0,046 + 0,04"
Pozitif kontrol 4884 3556 72,77 +3,15° 5 15 7 3 13 - 0,88 + 0,02

Ngatif kontrol: Saf su; pozitif kontrol: %0.01 NaN;
Ayni siitunda degigik harfleri tagiyan guruplar arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).



3. 1. 2. 0.01°lik Sodyum Azid’de Hazirlanan Kok Uglarinin Sitolojik Ozeliigi

Sogan kok ucu meristem hiicrelerine uygulanan 0,01 lik NaN;, saf suya
oranla hiicre boliinmesinde azalmaya neden olmustur. Boliinme evrelerine az
sayida rastlanmis olup en fazla profaz evresi goriilmiistiir. Hiicre ve ¢ekirdeklerin
sekillerinde deformasyon gézlenmemistir.

Tablo 3.2’de belirtildigi tizere; kromozom kopriisi, yapiskanlhilik,
bozulmus metafaz-anafaz, c-metafaz, mikro ¢ekirdek gibi anomalilere yol agmigtir
(Sekil 3.3-3.12). MI; 72.77 + 3.15 bulunmugstur. Aberasyon yiizdesi 0,88 = 0.02

bulunmustur.



Sekil 3.3 ve 3.4. Sodyum Azid'de Cimlendirilen Kok Uglarinda Yapigkanlilik
(x20 ve x40’lik Biylitme).
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Sekil 3.5 ve 3.6. Sodyum Azid’de Cimlendirilen Kok Uglarinda Yapiskanlilik ve
C-Mitozis (x20 ve x40’hik Bayiitme).
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Sekil 3.7 ve 3.8. Sodyum Azid’de Cimlendirilen Kok Uglarinda Mikro Cekirdek
(x40’Iik buytitme).
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Sekil 3.9 ve 3.10. Sodyum Azid’ de Cimlendirilen Kok Uglarinda Ileri Giden
Kromozom ve Bozulmus Anafaz-Telofaz (x40’Iik Biiyiitme).




Sekil 3.11 ve 3.12. Sodyum Azid’de Cimlendirilen Kok Uglarinda Sekilleri
Bozulmus Cekirdekler (x20 ve x40’lik Biyiitme).
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3. 1. 3. 125 ppm’lik Piridin Cozeltilerinden Hazirlanan Kok Uclarmm
Sitolojik Ozelligi

Sogan kok ucu meristem hiicrelerine uygulanan 125 ppm’lik piridin hiicre
bolinmesinde azalmaya neden olmustur. Preparatlarda boliinme evrelerinin
timine rastlanmigtir. Hiicre ve c¢ekirdek sekillerinde deformasyon
g6zlenmemistir.

Tablo 3.2 de belirtildigi gibi, kromozom képriisii, yapiskanllik, bozulmus
metafaz-anafaz, c-metafaz gibi anomalilere rastlanmig olup, mikro ¢ekirdek ve
bintiklear hiicrelere rastlanmamgtir (Sekil 3.13-3.18). MI; 59.69 =+ 0.54
bulunmugstur. Aberasyon yiizdesi ise 0.71 = 0.11 bulunmustur.



Sekil 3.13 ve 3.14. 125 ppm’lik Piridin Cézeltilerinde Cimlenen Kok Uglarinda
Bozulmus Anafaz-Telofaz (x20 ve x40’lik Bayiitme).
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Sekil 3.15 ve 3.16.125 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Uglarinda
Yapigkanhilik (x20 ve x40’lik Biyiitme).
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Sekil 3.17 ve 3.18. 125 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Uclarinda
Kromozom Képriisii (x20 ve x40’lik Biiytitme).
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3. 1. 4. 250 ppm’lik Piridin Cozeltilerinden Hazirlanan Kok Uglarinin
Sitolojik Ozelligi

Sogan kok ucu meristem hiicrelerine uygulanan 250 ppm’lik piridin hiicre
béliinmesinde azalmaya neden olmus olup preparatlarda bolinme evrelerinin
timiine rastlanmistir. Baz1 hiicrelerin ¢eperlerinde yirtilmalar, cekirdeklerinde ise
parcalanmalar gézlenmistir.

Tablo 3.2 de belirtilen anomalilerden mikro ¢ekirdek ve biniiklear hiicre
disindaki tiim anomalilere rastlanmustir. (Sekil 3.19 ve 3.24) MI; 57.65 + 1.49,
aberasyon yiizdesi ise 0.59 = 0.10 bulunmustur.
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Sekil 3.19 ve 3.20. 250 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Uclarinda
Bozulmus Anafaz-Telofaz (x20 ve x40°lik Buyiitme).




Sekil 3.21 ve 3.22. 250 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Uglarinda
C-Metafaz (x20 ve x40’lik Biiyiitme).
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Sekil 3.23 ve 3.24. 250 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Uglarinda
Yapisgkanlilik (x20 ve x40’lik Biiyiitme).




3. 1. 5. 500 ppm’lik Piridin Cozeltilerinden Hazirlanan Kék Uclarmmin
Sitolojik Ozelligi

500 ppm’lik piridin c¢ozeltisinde yetistirilen soganlarin kok uglarindan
hazirlanan preparatlarda da hiicre boliinmesinde azalma gézlenmistir. Boliinme
evrelerine oldukga az rastlanmis olup, en ¢ok profaz evresi gézlenmistir. Bazi
hiicrelerde ¢ekirdeklerin hiicre merkezinden bir kutba kaydigi goézlenmistir.
Ayrica, bu hiicrelerin gekirdeklerinin sekillerinde bozulmalarin meydana geldigi
gorilmustiir. Yine bazi hiicrelerde ¢ekirdeklerin pargalandifi ve ortama
gelisigiizel dagildig: gozlenmistir.

Tablo 3. 2°de belirtilen anomalilerden mikro gekirdek ve biniiklear hiicre
diginda diger tim anomalilere rastlanmigtir (Sekil 3.25-3. 27). MI; 49.10 + 8.53,
anomali yiizdesi ise 0.53 £ 0.06 bulunmustur.

Sekil 3.25. 500 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Ucu Hicreleri
(x40’1ik bityiitme).
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Sekil 3.26 ve 3.27. 500 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen K6k Ucu
Hiicreleri (x20°1ik bayiitme).



3. 1. 6. 1000 ppm’lik Piridin Cdzeltilerinden Hazirlanan K6k Uglarimin
Sitolojik Ozelligi

1000 ppm’lik piridin ¢ozeltisinde yetistirilen soganlarin kok uglarindan
hazirlanan preparatiarda hiicre bolinmesine oldukga azalmis olup, erken profaz ve
interfaz diginda hemen hemen hicbir evreye rastlanmamistir. Birgok hiicrede
normalde hiicrelerin merkezinde olmasi gereken ¢ekirdeklerin, hiicrenin bir
kutbuna kaydigi ve sekillerinin deforme oldugu gozlenmistir. Hiicrelerin
bazilarinda sitoplazmik kitlelerinde bozulmalar gézlenmistir. Birgok hiicrenin
cekirdek tagimadigi ve ¢ekirdek tasimayan hiicrelerin boyutlarinin yiitksek oranda
artig gosterdigi izlenmistir.

Tablo 3.2°de belirtilen anomalilerden; yapiskanhilik, bozulmus metafaz-
anafaz, c- metafaz, mikro ¢ekirdek, biniiklear hiicre gozlenmistir ($ekil 3. 28-3.
32). MI; 4.87 + 0.90, aberasyon yiizdesi ise 0.45 + 0.14 bulunmustur.

Sekil 3.28. 1000 ppm’lik Piridin Cozeltisinde Cimlenen Kok Ucu Hicresinde
Mikro gekirdek (mg¢) (x20°lik bityiitme).
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Sekil 3.29 ve 3.30. 1000 ppm’lik Piridin Cézeltilerinde Cimlenen Kok Ucu
Hiicrelerinde Cekirdek Deformasyonu (x40 ve x20’lik
bilyiitme).
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Sekil 3.31 ve 3.32. 1000 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Ucu
Hiicreleri (x20°1ik biiyiitme).
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3. 1. 7. 2000 ppm’lik Piridin Cozeltilerinden Hazirlanan Kék Uclarinin
Sitolojik Ozelligi

2000 ppm’lik piridin ¢ozeltisinde yetistirilen soganlarin kék uglarindan
hazirlanan preparatlarda gozlenenler, 1000 ppm’lik piridin g¢6zeltisinden
hazirlanan preparat gézlemlerine oldukca benzemektedir. Yine hiicre boliinmesine
oldukga azalmig olup, erken profaz ve interfaz diginda hemen hemen higbir evreye
rastlanmamugtir. Birgok hiicrede nitkleer materyalin gepere ¢ok yakin olmak iizere
belirli bolgelerde yogunlastigi ve merkezden uzaklastig: gézlenmistir.

2000 ppm de, 1000 ppm de gozlenen anomaliler gozlenmistir (Sekil 3.33-
3.36). MI; 3.49 = 0.20, anomali yiizdesi ise 0.67 = 0.27 bulunmustur.



Sekil 3.33 ve 3.34. 2000 ppm’lik Piridin Cozeltilerinde Cimlenen Kok Ucu
Hicrelerinde Biniiklear hiicre (bnh) ve Cekirdek
Deformasyonu (x20°lik biiyiitme).
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4. TARTISMA

Bu caliymamizda; gliniimiiz teknolojisinde, alkol denaturasyonunda, boya
ve lastik sanayisinde, fungusit, herbisit, pestisit iretiminde, tipta ilag yapiminda,
yaygin olarak kullanilan ve biyolojik etkileri in vivo ve in vitro olarak arastinlmis
olan piridinin 4//ium cepa’nin bityimesi ve kok ucu hiicrelerindeki olasi toksik
etkisi arastiriimistir.

Caligmamizda doz tespiti yapilirken, 2000 ve iizerinin oldukga toksik
olmasindan dolay: test solisyonu olarak piridinin bu degerin altinda iki kat
aralikli konsantrasyonlar: segtik. Segilen bu degerler, literatiirde kullanilan doz
degerlerinin arasinda bulunmaktadir (Riebe ve ark. 1982; Florin ve ark. 1980).

Farkl1 konsantrasyonlarda biyiitiilen soganlarin kok uzunluklar doza bagh
olarak 6nemli derecede uzunluk bakimindan azalmigtir. Ayni zamanda, ¢ap olarak
daha kalin ve jelimsi yapilar olarak gozlenen k6k morfolojisi piridinin énemli
derecede, Allium cepa kokleri uizerine etkili oldugunu gostermektedir. Literatiire
baktigimizda, piridinin bitkiler {izerine etkisini arastiran bir ¢aligmaya
rastlanmazken, in vivo ve in vitro ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bakteri ve
hayvan hiicresi ile yapilan bu caliymalarda piridinin bakterilerde biylimeyi
vavaglatict bir etkisinin olmadigi ancak hayvan hiicrelerinde biyiimeyl
yavaslattig1 goriilmiistiir. (Florin ve ark. 1980; Kawachi ve ark. 1980; Riebe ve
ark. 1982; Haworth ve ark.1983).

Zimmerman ve ark. (1986)da % 1.1’lik piridinin S.cerevisiae’ da
aneuploidiye neden oldugu ve muhtemelen bunun, mikrotubiil olusumunun
bozdugu igin meydana geldigini ileri siirditler. Bizim elde ettifimiz bulgular,
piridinin her dozu igin 6nemli derecede, c-metafaz, uyardifim gostermesinden
dolayl, Zimmerman ve arkadaglarimin bulgularimi farkli organizmalarda olsa
desteklemektedir. Piridin, sogan kok ucu hiicrelerinde de mikrotiibiil olugumunu
engellemis olabilir.

Literatire baktigimizda bizim belirledigimiz piridin dozlan, literatiirde
belirtilen dozlar arasinda kalmaktadir (Florin ve ark. 1980; Riebe ve ark. 1982;
Haworth ve ark.1983). Ama yalmzca 4300 ppm’lik piridinin, sekse baglh ¢ekinik

oldiriicii (sex-linked ressesive lethal-SLRL) testinde pozitif sonug elde edilmistir
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(Mason ve ark. 1992). Bu pozitif sonucun diginda ise ¢ok az olarak piridin
metabolitlerinin mutajenik etkisi rapor edilmistir (Nagao ve ark. 1972). Bu
calismada kullanmilan dozlar, daha diisiik olmasina ragmen, simdiye kadar
denenmemis olan Allium cepa kok uglarinda 6nemli derecede toksik etkisi
gozlenmistir. Gozlenen bu etki o6zellikle mitotik indeksin diismesi, kromozom
kopriisti, yapiskanlilik, bozulmus anafaz-telofaz, c-metafaz olusmas: gibi
genellikle mitoz anomalisi seklinde ve bazi kromozom anomalisi seklinde
gozlenmistir.

Caligmamizda, genel olarak piridinin doza bagh etkisi gézlenmistir. Doz
arttikca ozellikle kromozom kopriisti, yapigkanlilik, bozulmus anafaz-telofaz, c-
metafaz olusmast azalmistir. Bu azalma muhtemelen mikrotiibiil sentez
inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. En yiksek 2 dozda mitotik indeks dustign
i¢in yukaridaki anomaliler gozlenememis az sayida mikro gekirdek ve biniiklear
hiicre gézlenmistir. Biniiklear hiicre goriilmesi, protein sentezinin durmasi sonucu
hiicre boliinmesinin tamamlanamamas: veya ¢eper kaynasmasi sebebi ile olabilir.
Pozitif kontrole gore c-metafaz evresi tiim konsantrasyonlarda yiiksektir. Bu da ig
ipliklerinin inhibe edildigi anlamina gelebilir.

Mikro ¢ekirdek olusumunun diger anomalilere gore az ya da hig olmamasi,
daha once genotoksik etkisinin belirlenmesi igin yapilan arastirmalar ile
ortiismektedir. Boylece bu sonuclar, piridinin etkisinin DNA diizeyinden ¢ok
sitoplazma ve c¢ekirdekteki protein ve yapisal elemanlar iizerine oldugunu
distiindiirmektedir.

Sonug olarak, ¢ok genis alanlarda yaygin olarak insamin karsi karsiya
kaldig1 bir kimyasal olan piridin, bu giine kadar yapilan in vivo ve in vitro
caligsmalarda genellikle negatif sonug vermesine kargin, bu calismada Allium cepa
iizerine genotoksik etkiden ziyade sititoksik agidan oldukga etkili bulunmustur.
Bu bulgular, piridin ile daha fazla ve farkl sistemlerde arastirmalar yaparak toksik

etkisinin aragtinlmasini 6ngérmektedir.
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