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OZET: Bu caligmada parfiim ve kozmetik iiriinlerinin yapisinda Ultraviole (UV) 1sinlarina kars1 koruyucu
olarak kullanilan Benzofenon’un Allium cepa L. kdk ucu hiicrelerinde meydana getirdigi fizyolojik ve
sitogenetik etkiler arastirilmistir. Test materyali olarak A. cepa L. tohumlar1 kullanilmistir. Kéklenme
yiizdesi, kdk uzunlugu, agirlik kazanimi fizyolojik parametreler olarak; kromozomal anormallikler,
mikronukleus (MN) siklig1 ve mitotik indeks (MI) ise genotoksisite parametreleri olarak kullanilmistir.
A.cepa L. soganlar1 kontrol ve Benzofenon uygulama gruplari olarak dort gruba ayrilmig ve 72 saat siiresince
Benzofenon’un ii¢ farkli dozu (100, 250 ve 500 mg/L) ile muamele edilmistir. Sonugta Benzofenon’un tiim
uygulama gruplarinda doza bagh olarak koklenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik kazanimimi azalttigi,
kromozomal anormallikler ve MN oranim ise arttirdig tespit edilmistir. Sonug olarak, elde edilen veriler
Benzofenon’un A.cepa L. kok ucu hiicreleri tizerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler — Benzofenon, sitotoksisite, kromozomal anormallik, mikronukleus, mitotik indeks, Allium
cepa L.

Investigation of Physiological and Cytogenetic
Effects of The Benzophenone on Allium cepa L. (Amaryllidaceae)

ABSTRACT: In this study physiological and cytogenetic effects of Benzophenone used in perfume and
cosmetic products as Ultraviolet (UV) filter on Allium cepa L. root tip cells were investigated. A. cepa bulbs
were used as test material. Germination percentage, root lenght and weight gain was used as physiological
parameters and chromosomal damage, micronucleus (MN) frequency and mitotic index (MI) was used as
cytotoxicity parameters. The seeds of A.cepa were divided into four groups as control and three
Benzephenone treatment groups, and treatment groups were treated with different three doses (100, 250 and
500 mg/L) of Benzophenone during 72 hours. As a result, it was determined that the germination percentage,
root lenght and weight gain were decreased and chromosomal damage, MN rate was increased in all
Benzophenone treatment groups with a dose depended manner,. In conclusion, datas obtained in this study
indicated that Benzophenone has cytotoxic effects on root tip cells of A. cepa.

Keywords — Benzophenone, cytotoxicity, chromosomal abnormality, micronucleus, mitotic index, Allium
cepa L.

1. Giris

Gilinlimiizde artan endiistrilesmenin ¢evre ve insan sagligr iizerindeki olumsuz etkilerinin
farkli acilardan ele alinmasi ve bu risklerin minimuma ¢ekilmesi konularinda biiyiik ¢abalar
harcanmaktadir. Bu faaliyete ragmen, giin gectikce sanayide kullanilan kimyasal {iriinlerin
sayt ve cesitliligi artmaktadir. Bu nedenle, c¢evre ve insan sagligi acgisindan, bu
kimyasallarin biyolojik etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu sayede s6z konusu
kimyasallarin olumsuz etkilerinin azaltilmasi miimkiindiir. Geligen {iretim teknolojileri,


http://dergipark.gov.tr/gbad

HOSGOR ve ark. IGBAD, 2017, 6(1), 83-89 84

tiikketicilerin begenisini kazanabilmek adina ¢esitliligi 6n planda tutmakta, buda katki ve
koruyucu maddelerin kullanimini arttirmaktadir. S6z konusu maddeler, beslenme sektorii
basta olmak iizere, endiistriyel ve tibbi {iriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Endiistriyel tiriinlerin basinda ise kozmetik sektorii gelmektedir. Giiniimiizde en fazla tercih
edilen kozmetik iiriinlerinden birisi de parfiimlerdir (Ozen, 2012)

Parfiimler ve kozmetik iirlinler deri, tirnak, sa¢ gibi biyolojik olusumlarin goériiniimiinii
diizelterek kisiyi bakimli gdsteren iiriinlerdir. Bu iirlinlerin igeriginde ise bir¢ok kimyasal
madde bulunmaktadir (Kapucu ve ark., 2009). Kullaniminin sagladig1 avantajlara ragmen,
canli organizmalar i¢in yabanci olan bu bilesiklerin toksik etki gostermeleri onemli
dezavantajlaridir. Ornegin, solunum yoluyla alindiklarinda beynin oksijen kullanimini
azaltmakta, ayrica beyin hiicrelerine zarar vermek suretiyle de zamanla unutkanlik ve gec
algilama problemlerine sebep olmaktadirlar. Kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilan
kimyasallardan biri olan benzofenon, @~ UVB ve UVA radyasyonlarini emici 6zelligi
nedeniyle genellikle giines kremlerinde kullanilmaktadir (Worth ve Balls, 2001).
Benzofenon o6zellikle bebeklik doneminde alerjik reaksiyonlara (Kaymak ve Tirnaksiz,
2007) deriden niifus ederek hormonal bozukluklara, cilt alerjisine ve cilt kanserine neden
oldugu da bilinmektedir (Worth ve Balls, 2001). Benzofenonun kanser riskini arttirdigi ve
hormonal bozukluklara neden oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Rhodes ve
arkadaglar1 (2007) 312-625 ppm araliginda benzofenon maruziyetinin erkek sicanlarda
mononiikleer 16semi riskini 6nemli derecede arttirdigini, 1250 ppm benzofenon
uygulamasinin ise yasam siiresini bobrek noropatisine bagli olarak 6nemli derecede
azalttigin1 rapor etmislerdir. Iki yillik diizenli benzofenon maruziyetinde ise farelerde
kronik noropati, renal tiiplerde hiperplazi, hepatositlerde hipertropi ve endokrin hastaliklara
rastlandig1 da bildirilmektedir (NTP, 2006). Bu calismada da, giinliik yasamimizda sikca
kullandigimiz parfim ve kozmetik iiriinlerinin yapisinda bulunan Benzofenon’un A.cepa L.
kok ucu hiicrelerinde sitogenetik ve fizyolojik etkileri aragtirilmigtir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Kok Ucu Preparasyonu

Bu calismada, esit biiyiiklikteki A. cepa L. soganlari Benzofenon’un farkli dozlar ile
muamele edilmistir. Soganlar bir kontrol ve ii¢ uygulama olmak {izere toplam dort gruba
ayrilmig, 85x100 mm c¢apinda plastik beherlere konularak 25+5 °C’de 72 saat siiresince
cimlendirilmistir. Farkli organizmalarda benzofenon toksisitesi ile ilgili ¢calismalarda 4.5-
719 mg/L araliginda ECsp degerleri rapor edilmektedir (Brooke, 2008). Bu calismada
literatiirde tespit edilen ECsy degerleri araliginda olan 100, 250 ve 500 mg/L dozlar test
edilmistir. Bu amacla ¢imlenme siiresince, kontrol grubundaki soganlara c¢esme suyu,
uygulama grubundaki soganlara ise Benzofenon’un 100, 250 ve 500 mg/L’lik dozlart
uygulanmistir. Stire sonunda, ¢imlenen kok uglart distile su ile yikanmis ve geleneksel
ezme-preparasyon teknikleri kullanilarak, sitogenetik incelemeler i¢in hazir hale
getirilmistir.

2.2. Kok Uzunlugu, Agirhk Kazanimi ve Koklenme Yiizdesinin Tespiti

Cimlenen orneklerdeki kok uzunluklari radikula olusumu esas alinarak milimetrik cetvel ile
agirlik kazanimlar ise hassas terazi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Agirlik kazanimi, uygulama
Oncesi ve sonrasi elde edilen sogan agirlik farklar1 esas alinarak hesaplanmistir. Soganlarin
koklenme yiizdeleri ise asagida verilen esitlik yardimiyla belirlenmistir (Atik, 2007).
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Koklenme yiizdesi (%) = [Cimlenen sogan sayisi/ Toplam sogan sayisi] X 100

2.3. Kromozomal Anormallikler ve Mikronukleus (MN) Testi

Kromozomal anormallikler ve mikronukleus testi i¢in kok wucu preparatlarinin
hazirlanmasinda Staykova ve arkadaslari (2005) tarafindan Onerilen yontem modifiye
edilerek uygulanmigtir. Ortalama 0.5 cm biiyiikligiinde kesilen kok uglar1 2 saat “Clarke”
fiksatifinde (3:glasial asetik asit / 1:distile su) fiksasyona tabi tutulmus, 15 dk %96’lik etanolde
yikanmig ve +4 °C’de %70’lik etanolde muhafaza edilmistir. Sonrasinda ise, 60 °C’de 17 dk
IN HCI igerisinde hidrolize edilmis, 2 saat siire ile Asetokarmin ile boyanmis, %45°lik asetik
asitte ezilmis ve aragtirma mikroskobunda incelenerek fotograflanmustir. Her bir uygulama
grubu i¢in toplam 5000 hiicre sayilarak CAs miktar1 belirlenmistir. Mikronukleus (MN)
sikligini belirlemek amaciyla, her bir grup i¢in hazirlanan slaytlardan toplamda 1000 hiicre
sayllmig ve MN’li hiicrelerin varlig1 arastirma mikroskobu altinda fotograflanmistir. MN
sikliginin tespitinde ise Fenech ve ark (2003) tarafindan belirlenen kriterler dikkate
alimmugtir. Mitotik indeksi belirlemek igin hazirlanan preparatlardan her gruba ait 1000
hiicre sayilmig ve MI asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Mitoza Grirmis Hiders
Toplam Hilcrs Savis:

Mitotik Indeks (MI)= x 100

2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel analizi “SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA, 2013)” paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. One-way ANOVA ve Duncan
testleri yardimiyla gruplar arasindaki istatistiksel farklar degerlendirilmis, veriler ortalama
+ standart sapma olarak gosterilmis ve P degerinin 0.05’den kiiclik olma durumu
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Benzofenon uygulamasinin A.cepa kok uzunlugu iizerine etkileri Cizelge 1 ve Sekil 1’de
gosterilmistir. 500 mg/L dozunda Benzofenon uygulanan grupta kok uzunlugunun ortalama
1.70 cm, kontrol grubunda ise ortalama 6.16 cm oldugu belirlenmistir. Benzofenon dozu
artikca kok uzunlugunun azaldigi, bu azalisin da kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Benzofenon uygulamasinin koklenme yiizdesini de
azalttig1 tespit edilmistir (Tablo 1). Uygulama gruplarinda en yiiksek koklenme yiizdesi
kontrol grubunda, en diisiik koklenme yiizdesi ise 500 mg/L Benzofenon ile muamele
edilen Grup IV’de tespit edilmistir. 72 saat’lik Benzofenon uygulamasinin A. cepa’da
neden oldugu agirlik degisimleri Tablo 1’de gosterilmistir. En diisiik agirlik artiginin 500
mg/L. dozunda Benzofenon uygulanan grupta, en fazla artisin ise kontrol grubunda oldugu
goriilmektedir. Benzofenon uygulama dozundaki artigla birlikte agirlik artisinin da azaldig
tespit edilmis, bu azalisin da kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 1. Benzofenon uygulamasinin kok uzunlugu iizerine etkileri (A: Kontrol, B:100 mg/L
Benzofenon, C:250 mg/L Benzofenon D:500 mg/L Benzofenon)

Figure 1. The effects of benzophenone treatment on root lenghts (A: Control, B:100
mg/L benzophenone, C:250 mg/L benzophenone D:500 mg/L benzophenone)

Cizelge 1. A. cepa’da Benzofenon uygulamasinin kok uzunlugu, koklenme yiizdesi, agirlik
kazanimi, MN siklig1 ve MI {izerine etkileri

Table 1. The effects of benzophenone treatment on root lenghts, germination percentage,
weight gain, MN frequency and M1 of A. cepa

. Koklenme MN siklig1
Grunlar I?Zﬁflllims é‘ﬂ‘) Yiizdesi (%) Agirlik Ortalama Ml
P £ Kazanimi +SD (%)
Grup | 6.16+1.00° 100 +7.40 0.30+0.48¢ 8.3
Grup Il 4.80+0.64° 84 +5.60 9.70+4.72° 6.8
Grup Il 3.63+1.15° 70 +3.90 17.20+4.54° 6.0
Grup IV 1.70+0.72¢ 54 +0.60 28.30+6.13° 4.6

*Her bir grup 10 sogan icermektedir. p<0.05 seviyesinde ayni siitiin igerisinde farkli harfler
ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir.

Benzofenonun A. cepa kok hiicrelerinde MN olusumu ve sikligi {izerine etkileri Tablo 1°de
gosterilmistir. Kontrol grubunda ¢ok az sayida MN olusumu goriiliirken, Benzofenon
uygulanan gruplarda ise, uygulanan Benzofenon dozuna bagli olarak MN sayisinin arttigi
belirlenmistir. Benzofenon uygulama gruplari olan Grup II’de ortalama 9.70, Grup III’de
17.20, Grup IV’de ise 28.30 oraninda MN siklig1 rastlanilmistir. Ayrica gruplar arasindaki
MN sayilarinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu da tespit edilmistir (p<0.05).Benzofenon
uygulamasimin A. cepa L. kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks (MI) iizerine etkisi Tablo
1’da gosterilmistir. Tablo’daki veriler incelendiginde en yiiksek MI yiizdesi kontrol
grubunda tespit edilmistir. Benzofenon uygulanan gruplarda ise, uygulanan Benzofenon
dozuna bagl olarak MI yiizdesinin azaldig1 belirlenmistir.

Benzofenon uygulanan Grup IV’deki MI diizeyinin kontrol grubuna kiyasla 1.79 kat
azaldig1 tespit edilmistir. Benzofenon dozlarindaki artisla birlikte MI oraninin azaldigi, bu
azaliginda istatistiksel acidan Onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). MN genetik
materyalin esit olmayan dagilimi, asentrik fragment ya da ana nukleus ile hareket etmeyen
parcalar sonucunda olugsmakta ve kimyasallarin mutajenitesinde indikatér olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, MN olusumuna sebep olan kimyasallarin klastojenik ya da
andjenik etkili oldugu belirtilmektedir (Meng ve Zhang, 1992). Bu c¢alismada MN
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olusumunun ortaya ¢ikmasi benzofenon uygulamasi sonrasinda olugsan kromatinin esit
olmayan dagilimi ve fragment gibi kromozomal anormallikler ile agiklanabilir. Hiicrelerde
MI oraninin azalmasi, DNA sentezinin inhibisyonu ya da hiicre dongiisiinde G2 fazinin
bloke olmast ile iliskilendirilmektedir (Sudhakar ve ark., 2001). Benzofenon uygulamasi ile
A.cepa kok ucu hiicrelerinde MI oranmin azalmasi, benzofenon tarafindan indiiklenen
kromozomal hasarlar sonucu hiicrede DNA biitiinliigliniin bozulmas1 ve bu hasarin hiicre
sikliisii izerindeki muhtemel olumsuz etkileri ile agiklanabilir.

Benzofenon uygulamasinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi kromozamal hasarlar
Sekil 2 ve Cizelge 2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Benzofenon tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (A. yapiskan kromozom,
B. vargant kromozom ve koprii, C. koprii, D. C-mitoz, E. kromatinin esit olmayan dagilimi,
F. ¢apraz baglanma, G. genetik materyali kayipli metafaz, H. ig ipligi anormalligi, I.
anormal kutuplagma, J. fragment ve koprii). Boyama: Asetokarmin, Biiyiitme: 500X

Figure 2. Chromosomal aberrations induced by benzophenone (A. sticky chromosome,
B. vagrant chromosome and bridge, C. bridge, D. C-mitosis, E. unequal distribution of
chromatine, F. cross linking, G. Genetic material loss metaphase, H. spindle
abnormality, 1. Abnormal polarization, J. fragment and bridge). Dye: Acetocarmine,
Magnification: 500X

Benzofenon uygulamasinin A.cepa kok hiicrelerinde tesvik ettigi en dnemli hasar yapigkan
kromozom  olusumudur. Yapiskan kromozom  hasarin1  sirasiyla;  kromozom
kopriisti>fragment>kalgin kromozom>C-mitoz>kromotinin esit olmayan dagilimi>anormal
kutuplasma> 1§ ipligi anormalligi> ¢apraz baglanma>genetik materyali kayipli metafaz
anormallikleri takip etmektedir. Kontrol grubunda diisiik diizeyde kromozomal anormallik
tespit edilmisken, Benzofenon dozlarindaki artigla birlikte kromozomal hasarlarin oraninin
da artt181, bu artisin ise istatistiksel acidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 2. Benzefonon tarafindan tesvik edilen kromozomal anormallikler
Table 2. Chromosomal aberrations induced by benzophenone

CA tiirii Gruplar
I T I v

YK 0.40+0.52° 3.30+1.64° 10.10+3.00° 22.204+2.53%
KK 0.30+0.48° 2.40+0.84° 7.80+1.81° 16.40+2.71°
F 0.00£0.00° 2.40£1.35° 6.90+1.85° 14.60+2.22°
VK 0.00+0.00" 2.10+0.88° 5.90+1.79" 12.50+2.12°
Cc-M 0.00+0.00° 1.70+0.82° 5.30+1.64° 10.90+2.69°
KED 0.20+0.42° 1.40+0.69° 4.70+1.64° 9.90+2.88°
AK 0.10+0.32° 1.30+0.48° 4.30+1.64° 8.40+2.27°
A 0.00+0.00° 1.00+0.67° 3.10+1.60° 7.30+1.95°
CB 0.00+0.00° 0.70+0.67° 2.80+1.40" 6.40+1.84°
GMKM 0.00:£0.00° 0.50+0.53° 1.80+1.03° 4.10+2.18°

YK: yapiskan kromozom, KK: kromozom kopriisii, F: fragment, VK: Kalgin kromozom, C-M: C-mitoz, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi,
AK: anormal kutuplasma, iiA: ig ipligi anormalligi, CB: capraz baglanma, GMKM: genetik materyali kayiph metafaz. Kromozomal anormallikleri
belirlemek i¢in her bir kék ucundan 500 hiicre analiz edildi (10 kok ucu/grup, toplam 5.000 hiicre/uygulama). Tiim degerler ortalama =+ standart
sapma (SD) seklinde gosterildi. p<0.05 seviyesinde aynu siitiin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir.

Kromozom kdpriileri telomer fonksiyon kaybi, DNA ¢ift zincir kirikliklar1 ve kromozom
biitiinliiglinde bozulma gibi durumlarda olugsmaktadir (Maser ve Depinho, 2002; Acilan ve
ark., 2007; Chestukhin ve ark., 2003). Yapiskan kromozom anormalligi ise DNA
depolimerizasyonu, niikleoproteinlerin ~ kismi  ¢Oziinmesi, artmis  kromozomal
kondensasyonu ile iligkilendirilmektedir. Kromozomal yapiskanlik geri doniisiimsiiz hiicre
hasarina da yol agmaktadir. Kalgin kromozom ise bir kromozomun kutuplara g¢ekilme
asamasinda grubundan ayri1 hareket etmesi sonucu olusmakta ve kromozomlarin esit
olmayan dagilimma sebep olmaktadir (Turkoglu, 2007; Rencuzogullari, 2001).
Kromozomal anormalliklerin benzofenon doz artisgina bagli olarak artmasi, MN
sikligiminda benzer artis egilimi gostermesi birbirini destekler niteliktedir. A. cepa’da
gbzlenen tiim bu anormallikler hiicrede toksik etkiye isaret etmekle birlikte benzofenonun
genotoksik etkisini ortaya koymaktadir. Literatiirde Benzofenon’un 4. cepa’da fizyolojik
ve sitogenetik etkileri {izerine herhangi bir calisma bulunmamakla birlikte, farkli
organizmalarda farkli parametreler {izerine benzofenonun toksik etkileri arastirilmistir.
Beckett ve arkadaslar1 (2004) benzofenonun mayalarda hiicre canliligi/oliimii iizerine
etkilerini incelemis, benzofenon uygulamasi ile Saccharomyces cerevisiae hiicre
canliliginda azalma oldugunu, bu azalmanin tamir edilemez hiicre hasarina yol agan reaktif
benzofenon ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Downs ve arkadaglar1 (2014),
benzofenonun Stylophora pistillatamercan’da epidermis ve gastroepidermis hiicrelerinde
nekroza, otofajik hiicre Oliimiinde artisa, artan benzofenon dozu ile birlikte mercan
resiflerinde agarmalara neden oldugunu rapor etmislerdir. Nagakawa ve arkadaslar1 (2000)
bir benzefenon metaboliti olan 4-hidroksibenzofenonun MCF-7 kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdigini belirtmislerdir. UV koruyucularda kullanilan benzofenon
tirevlerinin Era ve Erf} reseptorleri icin 17B-0strodiolle yarigarak endokrin bozucu etki
gosterdigi de rapor edilmektedir (Seidlova ve ark., 2002).

4. Sonuc¢

Ginliik yasamimizda sik¢a kullandigimiz parfiimlerin ve kozmetik {iriinlerin yapisinda yer
alan Benzofenon’un belli bir konsantrasyona ulasmasi halinde toksik etkilere neden
olabilecegi, A. cepa L. test materyali kullanilarak gézler oniine serilmeye calisilmistir. Bu
nedenle s6z konusu kimyasalin kullanilmasinin gerekli oldugu iiriinlerde, kullanilmadan
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once mutlaka uygun doz seviyesi belirlenmeli ve toksik etkilere sebep olabilecek doz
seviyelerinden kaginilmalidir.

5. TesekKkiir

Calismamizi FEB-BAP-C-250414-09 nolu proje ile destekleyen Giresun Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler (BAP) Birimi Koordinatorliigiine tesekkiir ederiz.
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