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ALLIUM CEPA L. (SOGAN)’DA
FENOKSIETANOL’UN TOKSIK ETKIiLERIi

OZET

Bu calismada, ozellikle kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilan
Fenoksietanol’lin toksik etkileri fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal
parametreler yardimiyla Allium cepa L. test materyalinde arastirilmistir.

Cimlenme ylizdesi, kok uzunlugu ve agirhk kazanimi fizyolojik parametreler,
mikronukleus (MN), kromozomal anormallik ve mitotik indeks (MI) sayilari
sitogenetik parametreler, kok wucu meristematik hiicre hasarlari anatomik
parametreler ve malondialdehit (MDA) diizeyi ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) aktivitesi ise biyokimyasal parametreler olarak kullanilmistir. Kontrol
grubundaki bulblar ¢esme suyu, uygulama grubundaki bulblar ise Fenoksietanol’iin
2,5, 5,0 ve 10 mM dozlariyla, 72 saat siiresince muamele edilmislerdir.

Sonugta, Fenoksietanol maruziyeti 6l¢iilen fizyolojik parametrelerin tamaminda bir
azalisa, kromozomal anormallik ile MN sayilarinda bir artisa ve MI’de ise bir
azalmaya neden olmustur. Ayrica, Fenoksietanol’in her iic dozunda da MDA
diizeylerinde artis, SOD ve KAT aktivitelerinde ise 2,5 ve 5,0 mM dozlarinda artis,
10 mM dozunda ise tekrar bir azalis tespit edilmistir. Diger yandan, Fenoksietanol
uygulamasi 4. cepa kok ucu meristem hiicrelerinde nekroz, hiicre deformasyonu ve
korteks hiicre duvarinda kalinlagsma gibi anatomik hasarlara sebep olmustur.

Sonu¢ olarak, 4. cepa test materyalinin Fenoksietanol’lin toksik etkilerini
belirlemede giivenilir bir biyo-belirte¢ oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: A//ium cepa L., anatomi, fenoksietanol, fizyoloji, kromozomal
anormallik, mikronukleus, mitotik indeks
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TOXIC EFFECTS OF PHENOXYETHANOL
IN ALLIUM CEPA (ONION) L.

SUMMARY

In this study, the toxic effects of Phenoxyethanol, which is widely used in cosmetic
industry, has been investigated in Allium cepa L. test material by means of
physiological, cytogenetic, anatomical and biochemical parameters.

Germination percentage, root length and weight gain physiological parameters,
micronucleus (MN), chromosomal abnormality and mitotic index (MI) numbers
cytogenetic parameters, root end meristematic cell damage anatomical parameters
and malondialdehyde (MDA) levels and superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activity were used as biochemical parameters. The bulbs in the control group
were treated with tap water and the bulbs in the treatment group were treated with
2,5, 5,0 and 10 mM doses of Phenoxyethanol for 72 hours.

Consequently, exposure to Phenoxyethanol resulted in a decrease in all measured
physiological parameters, an increase in the number of MNs with chromosomal
abnormality, and a decrease in MI. In addition, an increase in MDA levels in all three
doses of Phenoxyethanol, an increase in SOD and CAT activities in 2,5 and 5,0 mM
dose and a decrease in 10 mM dose were detected. Furthermore, administration of
phenoxyethanol resulted in anatomical damage such as necrosis, cell deformation
and thickening of the cortex cell wall in root tip meristem cells of A. cepa.

As a result, A. cepa test material was found to be a reliable biomarker to determine
the toxic effects of Phenoxyethanol.

Keywords: Allium cepa L., anatomy, phenoxyethanol, physiology, chromosomal
abnormality, micronucleus, mitotic index
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BOLUM 1. GIRIS

Fenoksietanol; yesil ¢cayda dogal olarak meydana gelen, ticari onemi nedeniyle ise
laboratuvarda fenoliin etilen oksit ile islenmesi sonucunda iiretilen aromatik bir
glikol eterdir. 2-phenoxyethanol, phenoxetol, solve ethylene glycol monophenyl
ether ve phenyl cello isimleriyle de bilinmektedir. Su, alkol, eter ve alkali
cozeltilerde ¢Oziiniir. Gliserin, propilen glikol ve benzen ile karisabilir. Asit
¢ozeltilerinde kararhidir. Molekiiler agirhigi 138,17, erime noktas1 14 °C ve kaynama
noktasi ise 237, 242, 244,9 ve 245,2 °C olarak rapor edilmistir. Saf kimyasal formu;
hos kokusu ve renksiz goriiniimii nedeniyle nemlendiriciler, el dezenfektanlari,
sabunlar, giines koruyucu kremler, maskara ve parfiimler gibi kozmetik iirinlerin
imalatinda yaygm olarak kullanilmaktadir. Diger kullanim alanlar1 arasinda ise
sampuan, trras kremleri, ultrason jeli, bocek kovucular, antiseptikler, ¢oziiciiler,
anestetikler, seliilloz asetat coziiciiler, boyalar, tiikkenmezler ve miirekkep imalati
sayilabilir. Fenoksietanol antimikrobiyal, antibakteriyel ve antiseptik 0Ozelligi
nedeniyle ilag, kozmetik ve kayganlastirict liriinlerin yapisinda koruyucu olarak
kullanmaktadir. En biiylik antimikrobiyal aktiviteyi gram-negatif organizmalara,
ozellikle de Pseudomonas aeruginosa’ya karst gostermektedir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise Staphylococcus aureus gibi gram-pozitif organizmalara ve
Candida gibi mayalara karsi da etkilidir. Neomisin, streptomisin, heksakloroptan,
tribromosalisilanilid ve aminakrin hidrokloriir gibi koruyucu maddeler ve parabenler
ile birlikte kullanildiginda ise daha genis spektrumlu bir koruyucu olarak da

yararlanilmaktadir [1, 2].



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Literatiirde Fenoksietanol’lin toksik etkilerini tiim yOnleriyle ele alan kapsamli bir
calisgma  bulunmamaktadir.  Gergeklestirilen smirli  sayida  arastirmalarda,
Fenoksietanol’lin hiicre de Malat Dehidrogenaz enzimini inhibe etmek, hiicre zarmin
potasyum iyonlarma karsi gegirgenligini arttirmak ve DNA/RNA sentezini inhibe
etmek suretiyle etki gosterdigini rapor etmislerdir. Yiiksek dozlarda solunmasi,
yutulmasi veya deri yoluyla temas edilmesi halinde ise toksik etkilere neden
olabildigi gosterilmistir. Bu etkiler arasinda deri, akciger ve karaciger tahrisi ile

bobrek ve sinir sitemi hasarlar1 sayilabilir [1, 2].

Ayrica FDA (A.B.D Gida ve Ilag Idaresi) Fenoksietanol’e maruziyetin emziren
annelerin bebeklerinde kusma, ishal, dehidratasyon ve merkezi sinir sistemi
sorunlarma neden olabilecegini belirtilerek, Fenoksietanol iceren bir meme ucu

kreminin kullanilmamasi gerekliligi konusunda uyarilarda bulunmustur.

Fenoksietanol {izerine, ratlar da gerceklestirilen subkronik oral bir toksisite
calismasinda ise hayvanlarm viicut agirliklar1 ve yem tiiketimlerinde azalma ile

nekropside karaciger, bobrek ve tiroid agirliklarinda artis tespit edilmistir [3].

Fakat Fenoksietanol iceren kozmetik ve bakim iirlinlerinin giinlilk yasamimizda
yaygm olarak kullanildig1 disiiniildiiglinde, bu kimyasalin uzun donemli etkileri

konusunda daha fazla arastirma yapilmasmin gerekliligi asikardur.

Bu calismanin amaci, giinliik yasamimizda sik¢a kullandigimiz kozmetik, temizlik ve
viicut bakim {irlinlerinin yapisinda bulunan Fenoksietanol’iin muhtemel toksik
etkilerini A. cepa L. test materyali kullanarak, fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve

biyokimyasal parametreler yardimiyla arastirmaktir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Test Materyali ve Uygulama Dozlar

Toksisite testlerinde kimyasal ajan olarak SIGMA-ALDRICH firmasmin iirlinii olan
2-Phenoxyethanol ve test materyali olarak ise 35-40 mm c¢apinda, Giresun ilindeki
bir marketten satmn alman 4. cepa L. (2n=16) bulblar1 kullanilmigtir. Bulblar bir
kontrol ve ii¢ uygulama olacak sekilde dort gruba ayrilmis, kontrol grubundaki
bulblar ¢esme suyu ile uygulama grubundaki bulblar ise sirasiyla Fenoksietanol’iin

2,5, 5,0 ve 10 mM dozlariyla, 24 °C’de 72 saat siiresince ¢imlendirilmislerdir.

3.2. Fizyolojik Parametrelerin Ol¢iimii
Kok uzunluklarmin belirlenmesinde radikula olusumu esas almmis ve Olgiimler
milimetrik cetvel ile agirliklar ise hassas terazi ile Gl¢tilmistiir. Agirhk kazanimi;
Fenoksietanol maruziyeti Oncesinde ve sonrasinda Olgiillen agirliklar arasindaki
farklar hesaplanarak belirlenmistir. Cimlenme yiizdesi ise Esitlik 1 yardimiyla tespit
edilmistir [4].

__ Cimlenen Bulb Sayist

Cimlenme yiizdesi (%) = Toplam Bulb Sayisr 100 (1)

3.3. Kromozomal Anormallik, Mikronukleus (MN) ve Mitotik indeks (MI) Testi
Bulblarin kok uglari 1-2 cm uzunlugunda kesilmis, 4 °C’de 2 saat etanol:glasial
asetik asit (3:1) ¢ozeltisinde fikse edilmis, 15 dakika %96’lik etanol’de yikanmis, 60
°C’de 17 dakika IN HCI’de hidrolize edilmis, 30 dakika %45’lik asetik asitte
bekletilmis, bir gece asetokarmin’de boyanarak, %45°lik asetik asitte igerisinde
ezilmistir. Hazirlanan preparatlar kromozomal anormallik, MI ve MN gibi
sitogenetik analizler i¢in arastrma mikroskobunda (IRMECO IM-450 TI)
incelenerek, X500 biiyiitmede fotograflandirilmistir [5].

MN tespitinde, Fenech ve arkadaslari [6] tarafindan belirlenen asagidaki kriterler

esas almmustir:



v" MN, hiicre niikleusunun 1/3’1i kadar olmalidir,
v’ Sekli, oval veya yuvarlak olmalidir,

v Temas halinde, MN zar1, nukleus zarindan ayirt edilebilmelidir.

Her bir gruba ait MI ise Esitlik 2 kullanilarak hesaplanmaistir.

MI= Mitoza Giren Hiicre Sayis1 / Toplam Hiicre Sayis1 x 100 (2)

3.4. Anatomik Hasarlarin Gézlenmesi

Kok uglar1 distile suda yikanmis, enine kesitleri alinmis, metilen mavisi ile
boyanarak, arastirma mikroskobunda (IRMECO IM-450 TI) X500 biyiitmede
fotograflandirilmstir.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Lipid peroksidasyonu tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar ve arkadaslar1 [7] tarafindan dnerilen metodun revize
edilmesiyle, malondialdehit (MDA) miktar1 6lgiilerek belirlenmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarindan 0,5 g kok ucu kiiciik parcalar halinde kesilmis ve hazirlanan
%5’lik trikloroasetik asit (TCA) cozeltisinden 1 ml ilave edilerek homojenize
edilmistir. Homojenatlar yeni tiiplere transfer edilerek, 24 °C’de 12,000 g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. %20’lik TCA c¢ozeltisinde, esit hacimlerde %0,5’lik
tiyobarbitiirik asit (TBA) ve siipernatan yeni bir tiipe aktarilarak, 96 °C'de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda, tiipler buz banyosuna aktarilmis ve 10.000 g’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Stipernatanin absorbansi 532 nm'de Sl¢iilmiis ve MDA
icerigi pM g™ FW olarak ifade edilmistir.

3.5.2. Antioksidan enzim tayini

Enzim ekstraksiyonu ve hazirlanmasi 4 °C'de gergeklestirilmistir. 0,5 g taze kok
materyali toplanmis, distile su ile yitkanmig ve 5 mL sogutulmus sodyum fosfat
tamponunda (50 mM, pH 7.8) homojenize edilmistir. Sonrasinda, homojenatlar 20
dakika stiresince 10,500 g'de santrifiij edilmis ve siipernatant enzim analizlerinden

once 4 °C'de saklanmistir [8].



3.5.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) tayini

Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich [9] tarafindan
onerilen metoda gore Olglilmiistiir. 1,5 mL 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.8),
0,3 mL 130 mM metionin, 0,3 mL 750 uM nitroblue tetrazolium kloriir (NBT), 0,3
mL 0.1 mM EDTA-Naz, 0,3 mL 20 uM riboflavin, 0,01 mL enzim ekstresi, 0,01 mL
%4(w/v) ¢oziinmez polivinilpirolidon (PVPP) ve 0,28 mL deiyonize su igeren
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon 10 dakika siiresince 2 adet 15 W
floresan lamba altina tiiplerin yerlestirilmesiyle baslatilmis ve 10 dakika siiresince
tiplerin  karanlikta bekletilmesiyle sonlandirilmistir. Absorbans 560 nm’de

kaydedilmistir. SOD aktivitesi U mg™ FW olarak ifade edilmistir [8].

3.5.2.2. Katalaz tayini

Katalaz (KAT) aktivitesi Beers ve Sizer [10] tarafindan Onerilen metoda gore
Olclilmiistiir. KAT aktivitesi, kullanimdan hemen 6nce hazirlanan 0,3 mL 0,1M
H,0,, 1,0mL distile su ve 1,5 mL 200 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.8) igeren
2,8 mL reaksiyon karisiminda, 25 °C’de UV-VIS Spektrofotometre yardimiyla
Olciilmiistiir. Reaksiyon 0,2 mL enzim ekstrakti ilave edilerek baslatilmis, KAT
aktivitesi H,O, tiiketiminin bir sonucu olarak, 240 nm'de absorbanstaki azalma

izlenerek Ol¢tilmiistiir. KAT aktivitesi OD 240 nm MinN. g'1 olarak ifade edilmistir [8].

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatiksel ~analizler ~“IBM SPSS  Statistics 22” program kullanilarak
gerceklestirilmistir. MDA, SOD ve KAT verileri ortalama + SE (standart hata), kok
uzunlugu, agirlik, MN, kromozomal hasar ve MI verileri ise ortalama + SD (standart
sapma) olarak gosterilmistir. Elde edilen ortalama degerler arasindaki istatistiksel
onem Duncan ve One-way ANOVA testleri kullanilarak belirlenmis, p<0.05

oldugunda istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Tablo 4.1. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarin toplam ¢imlenme yiizdeleri

toplam c¢imlenen c¢imlenmeyen toplam
Gruplar

tohum tohum tohum c¢imlenme (%)
Grup I 30 30 0 100
Grup II 30 25 5 83
Grup III 30 20 10 67
Grup IV 30 15 15 50

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup Il1: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup 1V: 10 mM
Fenoksietanol

Fenoksietanol maruziyetinin ¢imlenmeye etkisi Tablo 4.1’de gdsterilmistir. Kontrol
grubunda %100 oraninda ¢imlenme tespit edilirken, 10 mM Fenoksietanol’e maruz
kalan Grup IV’de ise %50 oraninda ¢imlenme belirlenmistir. Fenoksietanol
dozundaki artis1 baglh olarak, ¢imlenme yiizdesi, kontrol grubuna gére Grup II’de

%17, Grup III’de %33 ve Grup IV’de ise %50 oraninda azalmstir.

Sekil 4.1. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama grubu soganlarin koék uzunluk goriintimleri (A: Kontrol,
B: 2,5 mM Fenoksietanol, C: 5,0 mM Fenoksietanol, D: 10 mM Fenoksietanol)



Tablo 4.2. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarinin kék uzunluklari (cm)

Gruplar minimum maksimum Ortalama
uzunluk uzunluk uzunluk
Grup I 8,60 15,40 11,20+2,28*
Grup II 7,50 10,70 8,75+0,96"
Grup III 5,60 8,50 6,85+1,12°
Grup IV 2,50 6,20 4,71+1,20°

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM
Fenoksietanol. Veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak gosterildi (n=10). Veriler SPSS
bilgisayar programi ile Duncan testi ve ANOVA varyans analizi kullanilarak degerlendirildi. Ayn1
siitiin igerisinde farkli harfler @ ile gosterilen ortalamalar p<0.05’de dnemlidir.

Fenoksietanol maruziyetinin kok uzunluguna etkisi Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. Kontrol grubunda ortalama 11,20 cm koék uzunlugu Olgiiliirken,
Fenoksietanol’tin 10 mM dozuna maruz kalan Grup IV’de ise ortalama 4,71 cm kok
uzunlugu Olgiilmiistiir. Fenoksietanol dozlarma maruz kalan Grup II’de kok
uzunlugu, kontrol grubuna gore ortalama 1,28 kat, Grup III’de 1,64 kat ve Grup
IV°’de ise 2,38 kat azalmig, bu azalislarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu

(p<0.05) belirlenmistir.

Tablo 4.3. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarinin agirlik kazanimlari (g)

Gruplar baslangic son toplam artis
Grup I 3,82+0,79° 12,15+1,37° +8,33
Grup II 3,85+0,63° 10,13+1,44° +6,28
Grup III 3,81+0,54° 7,53£1,07° +3,72
Grup IV 3,86+0,46° 5,98+1,48¢ +2,12

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM
Fenoksietanol. Veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak gosterildi (n=10). Veriler SPSS
bilgisayar programi ile Duncan testi ve ANOVA varyans analizi kullanilarak degerlendirildi. Ayn1
siitiin igerisinde farkli harfler “® ile gsterilen ortalamalar p<0.05’de 6nemlidir.

Fenoksietanol maruziyetinin agirlik kazanimima etkisi Tablo 4.3’de gosterilmistir.
Kontrol grubunda 8,33 g agirlik artis1 tespit edilirken, Fenoksietanol’tin 10 mM
dozuna maruz kalan grup IV de ise 2,12 g’lik bir artis tespit edilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, Fenoksietanol dozlarma maruz kalan Grup II’de agirlik 1,33
kat, Grup III’de 2,24 kat ve Grup IV’de ise 3,93 kat azalmis, bu azaliglarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.



Tablo 4.4. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarindaki MN siklig1

Hiicre Minimum Maksimum Ortalama
Gruplar

Sayisi
Grup | 1000 0 1 0,20+0,42°
Grup II 1000 4 10 7,00+1,83¢
Grup III 1000 12 20 16,60+2,67°
Grup IV 1000 38 50 45,80+3,58°

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM
Fenoksietanol. Veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak gosterildi (n=10). Veriler SPSS
bilgisayar programi ile Duncan testi ve ANOVA varyans analizi kullanilarak degerlendirildi. Ayni
siitiin igerisinde farkli harfler @ ile gésterilen ortalamalar p<0.05’de 6nemlidir.

Fenoksietanol maruziyetinin MN olusumuna etkisi Tablo 4.4 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde
(ortalama 0,2040,42) MN siklig1 sayilirken, Fenoksietanol’iin 10 mM dozlarina
maruz kalan Grup IV’de ise ortalama 45,80+3,58 oraninda MN siklig1 sayilmistir.
Fenoksietanol dozundaki artisa bagli olarak MN siklig1 da artmis, bu artislarinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

a b

— @

Sekil 4.2. Fenoksietanol maruziyetinin sebep oldugu kromozom hasarlar1 (a: MN, b: ters kutuplasma [siyah
ok], vagrant kromozom [beyaz ok], c: fragment [beyaz ok], kromatinin esit olmayan dagilimi [siyah

ok], d: kopri, e: ig ipligi anormalligi [siyah ok], c-mitoz [beyaz ok], f: nukleus hasar1)



Tablo 4.5. Fenoksietanol dozlarmin tesvik ettigi kromozom hasarlar

Gruplar FRG VK K KED CcM NH TK iiA
Grup I 0,00+0,00° 0,20+0,42° 0,00:£0,00° 0,00:£0,00° 0,30:0,48° 0,00+0,007 0,00:0,00° 0,20+0,427
Grup 11 10,10+2,88° 8,80+2,04° 6,80+1,81° 5,70+2,06° 3,50+1,58° 3,00:+1,76° 2,90+1,37° 2,10+1,10°
Grup III 24,60+4,62° 17,10+3,18° 12,00+3,40° 11,0042,36° 9,30+3,50° 6,80+1,87° 5,10+1,52° 4,10+1,66°
Grup IV 52,70+4,19° 38,20+3,74° 31,40+4,35° 24,2043,39° 16,9043, 14 12,00+2,83° 10,40+2,72° 8,30+2,45°

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM Fenoksietanol. Veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak
gosterildi (n=10). Kromozom hasar sayilari, her bir gruptaki, her bir kdk ucundan 100 hiicre, toplamda ise 1,000 hiicre analiz edilerek hesaplandi. Veriler SPSS
bilgisayar programi ile Duncan testi ve ANOVA varyans analizi kullanilarak degerlendirildi. Ayni siitiin igerisinde farkli harfler
onemlidir. FRG: fragment, VK: vagrant kromozom, K: koprii, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, CM: c-mitoz, NH: nukleus hasar1, TK: ters kutuplasma, 1iA: ig

ipligi anormalligi.

Fenoksietanol dozlarmin sebep oldugu kromozomal hasarlar Tablo 4.5 ile Sekil 4.2°de gosterilmistir. Kontrol grubu kok ucu hiicrelerinde
istatistiksel oneme sahip olmayan diizeyde birka¢ vagrant kromozom, c-mitoz ve ig ipligi hasar1 gozlenirken, Fenoksietanol dozlarma maruz
kalan gruplarda ise, doz artis1 ile dogru orantil1 sekilde artan sayida fragment, vagrant kromozom, koprii, kromatinin esit olmayan dagilimi, c-
mitoz, nukleus hasari, ters kutuplagma ve ig ipligi anormalligi seklinde kromozom hasarlar1 gdzlenmistir. Fenoksietanol’iin kromozomlar iizerine

en biiyiik etkisi fragment olusumunu tesvik etmesi olmustur. Ayrica, kontrol grubuna gore, Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarda gozlenen

kromozom hasar sayilarindaki artiglarinda, istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

ile gosterilen ortalamalar p<0.05’de



Tablo 4.6. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarinin mitotik indeks (MI) yiizdeleri

Gruplar toplam hiicre sayisi MI (%)
Grup I 10,000 879,20+46,54" 8,79
Grup 11 10,000 830,10+27,58" 8,30
Grup 11T 10,000 748,00+61,47° 7,48
Grup IV 10,000 626,80+38,88" 6,26

*Grup I: Kontrol, Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM
Fenoksietanol. Veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak gosterildi (n=10). MI, her bir gruptaki,
her bir kok ucundan 1,000 hiicre, toplamda ise 10,000 hiicre sayilarak hesaplanmistir. Veriler SPSS
bilgisayar programu ile Duncan testi ve ANOVA varyans analizi kullamilarak degerlendirildi. Ayni
siitiin igerisinde farkli harfler ¥ ile gésterilen ortalamalar p<0.05’de 6nemlidir.

Fenoksietanol dozlarinin MI yiizdesi iizerine etkisi Tablo 4.6’da gosterilmistir.
Kontrol grubunda %38,79 oraninda MI tespit edilirken, Fenoksietanol’iin 10 mM
dozuna maruz kalan Grup IV’de ise %6,26 oraninda MI tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, Fenoksietanol doz artisa bagl olarak, MI Grup II’de
%0,49, Grup III’de %1,31 ve Grup IV’de ise %2,53 oraninda azalmis, bu

azalislarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3. Fenoksietanol maruziyetinin sebep oldugu anatomik hasarlar (a: nekroz, b: epitel hiicre
deformasyonu, korteks hiicre ¢eperinde kalinlagsma)

Fenoksietanol dozlarmin kok ucu meristematik hiicrelerinde sebep oldugu anatomik
hasarlar Sekil 4.3’de gosterilmistir. Mikroskobik incelemelerde, kontrol grubunun
kok ucu meristematik hiicrelerinde her hangi bir anatomik hasar gdzlenmezken,
Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarin kok ucu meristem hiicrelerinde nekroz, epitel
hiicre deformasyonu ve korteks hiicre c¢eperinde kalinlasma seklinde anatomik

hasarlar gozlenmistir.
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MDA diizeyi
(umol g* FW)

Sekil 4.4. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarinin kok MDA diizeyleri (Grup I: Kontrol, Grup
II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM Fenoksietanol)

Fenoksietanol dozlarmm lipid peroksidasyonunun onemli bir indikatorii olan kok
MDA diizeylerine etkisi Sekil 4.4’de gosterilmistir. Kontrol grubu kok hiicrelerinde
ortalama 4,0 pmol g MDA &l¢iiliirken, Fenoksietanol’iin 10 mM dozuna maruz
kalan Grup IV’de ise ortalama 13,10 pmol g-' MDA &l¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, Fenoksietanol’e maruz kalan Grup II’de MDA diizeyi 1,58 kat,
Grup III’de 2,33 kat ve Grup IV’de ise 3,28 kat artmis, bu artislarinda istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir.
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Grup | Grup Il Grup Il Grup IV

Sekil 4.5. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarmin koék SOD aktiviteleri (Grup I: Kontrol,
Grup II: 2,5 mM Fenoksietanol, Grup IIl: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM

Fenoksietanol)
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Fenoksietanol maruziyetinin A. cepa L. kok hiicrelerinin SOD aktivitesine etkisi
Sekil 4.5°de gosterilmistir. Kontrol grubu koklerinde ortalama 90.80 U mg™ SOD
aktivitesi Olciiliirken, Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarin kok SOD aktivitelerinde
ise belirli bir doz seviyesine kadar artig, ardindan ise bir azalma gozlenmistir. Bu
baglamda, Fenoksietanoliin 2.5 mM dozuna maruz kalan Grup II’de ortalama 121.60
U mg”, 5.0 mM dozuna maruz kalan Grup III’de ortalama 200.30 U mg” ve 10 mM
dozuna maruz kalan Grup IV’de ise ortalama 162.50 U mg' SOD aktivitesi
Olgtilmiistiir. Grup IV’deki koklerin SOD aktivitesinde Grup III ve Grup I1T’e gore
bir azalma gozlenmesine ragmen, Grup [V’deki SOD aktivitesinin hala kontrol
grubuna gore yiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica kontrol grubuna gore,
Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarda gozlenen SOD aktivitesindeki artisin

istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) oldugu da tespit edilmistir.
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Grup | Grup Il Grup I Grup IV

Sekil 4.6. Kontrol ve Fenoksietanol uygulama gruplarmin KAT aktiviteleri (Grup I: Kontrol, Grup II:
2,5 mM Fenoksietanol, Grup III: 5,0 mM Fenoksietanol, Grup IV: 10 mM Fenoksietanol)

Fenoksietanol maruziyetinin 4. cepa L. kok hiicrelerinin KAT aktivitesine etkisi
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Kontrol grubu koklerinde ortalama 1,26 ODs4pnmmin g'1
KAT aktivitesi Olgiilirken, Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarin kok KAT
aktivitelerinde ise belirli bir doz seviyesine kadar artig, ardindan ise bir azalma
gozlenmistir. Bu baglamda, Fenoksietanol’in 2,5 mM dozuna maruz kalan Grup

II’de ortalama 1,61 ODj40pmmin g'l, 5,0 mM dozuna maruz kalan Grup III’de
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ortalama 3,07 ODa4oummin g ve 10 mM dozuna maruz kalan Grup IV’de ise
ortalama 2.,12 OD24pnmmin g'1 KAT aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Grup IV’deki kdklerin
KAT aktivitesinde Grup III ve Grup III’e gore bir azalma gdzlenmesine ragmen,
Grup IV’deki KAT aktivitesinin hala kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica kontrol grubuna goére, Fenoksietanol’e maruz kalan gruplarda
gozlenen KAT aktivitesindeki artigin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu da
tespit edilmistir.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Gilinlik yasamimizda sik¢a kullandigimiz kozmetik ve kisisel bakim {iriinlerinin
yapisinda yer alan Fenoksietanol’iin toksik etkileri fizyolojik, sitogenetik, anatomik

ve biyokimyasal parametreler kullanilarak, A/lium testi yardimiyla arastirilmistir.

Fenoksietanol uygulamasinin ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirhk kazanimi
gibi arastirilan fizyolojik parametrelerin tamaminda azalmaya neden oldugu, bu
azalisinda Fenoksietanol dozu ile dogru orantili oldugu tespit edilmistir. Literatiirde
Fenoksietanol’iin olmasa da farkli kimyasallar, pestisitler yada agir metal iyonlar1 vb.
toksik ajanlarin fizyolojik parametreler {izerine etkilerini, bitki materyalleri
kullanarak arastiran benzer tarzda ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin; Teker ve
Cavusoglu [11] 1,4 Dioksanmn 50 ve 100 ppm dozlarinin 4. cepa L. ¢imlenme
yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik kazaniminda, doza bagli bir azalmaya neden
oldugunu tespit etmislerdir. Benzer bir ¢calismada, Cavusoglu ve arkadaglari [12] ise
Glifosat’m ii¢ farkli dozunun (100, 250 ve 500 mg L) doz artisiyla ters orantili
olarak, A. cepa L. ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve canli agirhiginda azalisa neden
oldugunu rapor etmislerdir. Qin ve arkadaslar1 [13] 2,0 ve 8,0 uM Bakir (Cu)
dozlarinin 4. cepa var. agrogarum L.’da kok biiylimesini belirgin bir sekilde inhibe
ettigini, Shafig ve arkadaslar1 [14] ise Kursun (Pb) ve Kadmiyum (Cd) metal
iyonlarinin, farkli konsantrasyonlarmin (25, 50, 75 ve 100 ppm) Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit. bitkisinin tohum ¢imlenmesini ve fide biiylimesini
azalttigini, bu azalism 1ise her iki agwr metalinde 75 ve 100 ppm

konsantrasyonlarinda, daha da belirgin oldugunu gézlemlemislerdir.

Fenoksietanol uygulamas1 4. cepa L. kdk ucu hiicrelerinde MN ve kromozomal
anormallik sayisinda artisa ve MI yiizdesinde ise azalmaya neden olarak, genotoksik
etki gOstermistir. Literatiirde Fenoksietanol’iin olmasa da, diger kimyasal ajanlarin
tesvik ettigi genotoksisite lizerine gerceklestirilen bazi calismalar bulunmaktadir.

Ornegin; Nefic ve arkadaslar1 [15] Allium testi yardimiyla Alprazolam’in koprii,
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kirik, gecikme, yapiskanlik, anormal spiralizasyon, ¢ok kutupluluk ve poliploidi gibi
kromozomal hasarlar1 ve niikleer tomurcuklar, parcalanmis ¢ekirdekler, apoptotik
cisimler, c¢ekirdeksiz hiicreler, biniikleer ve mikroniikleer hiicreler, hiicre sekli ve
biiyiikliigiinde morfolojik degisiklikler vb. sitolojik anormallikleri tesvik ederek,
genotoksisiteye neden oldugunu rapor etmislerdir. Topgu ve arkadaglar1 [16] 4. cepa
L. kok ucu hiicrelerinde Dursban 4’iin ii¢ farklt dozunun (600, 1200 ve 1800 ppm),
doza bagl olarak, kromozom anormallikleri ile MN sayisinda artisa ve MI degerinde
ise azalmaya neden olarak, Andrioli ve Murdy [17] ise Thiabendezole’iin 10 ve 250
ng ml” konsantrasyonlarinin 4. cepa L. kdk ucu meristematik hiicrelerinde anafaz-
telofaz kromozomal anormallikleri ile MN ve binukleuslu hiicre sayisinda artisa

bagli olarak, genotoksik etki gosterdiklerini tespit etmiglerdir.

Fenoksietanol uygulamast 4. cepa L. kok ucu meristematik hiicrelerinde nekroz,
epitel hiicre deformasyonu ve korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma seklinde anatomik
hasarlara neden olmustur. Bu hasarlarin siddet ve orani ise uygulanan Fenoksietanol
dozuna bagl olarak artmugstir. Literatiirde Fenoksietanol’iin olmasa da, diger
kimyasal ajanlarin sebep oldugu kok anatomisindeki degisimleri arastiran bazi
calismalar bulunmaktadir. Ornegin; Bigak¢i ve arkadaslari [18] Diazinon
uygulamasinin 4. cepa L. kok hiicrelerinde yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, belirgin
olmayan iletim doku, korteks hiicre c¢eperlerinde kalinlagma, hiicre deformasyonu,
iletim dokuda bazi maddelerin birikimi ve nekroz seklinde anatomik hasarlara neden
oldugunu gozlemislerdir. Benzer bir calismada, Kurt ve arkadaglar1 [19] ise Paraben
uygulamasinin 4. cepa L. kok ucu meristematik hiicrelerinde yassilasmis hiicre
cekirdegi, korteks hiicre ceperlerinde kalinlagsma, nekroz, belirgin olmayan iletim
doku, korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi ve hiicre deformasyonu seklinde
anatomik hasarlara neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, Acar ve
arkadaglar1 [20] ise Paraquat uygulamasmin 4. cepa L. kok anatomisinde yassilagsmis
hiicre ¢ekirdegi, belirgin olmayan iletim doku, nekroz, hiicre deformasyonu ve iletim
dokuda bazi maddelerin birikimi seklinde degisimlere neden oldugunu

belirlemislerdir.

Fenoksietanol uygulamasi 4. cepa L. kok hiicrelerinin biyokimyasal homeostazisinde
de degisimlere neden olmustur. Bu baglamda, 2,5, 5,0 ve 10 mM dozlarinda

Fenoksietanol uygulamast MDA diizeyinde belirgin bir artisa neden olmustur. SOD
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ve KAT enzim aktiviteleri ise Fenoksietanol’tin 2,5 ve 5,0 mM dozlarinda artig, 10
mM dozunda ise azalma egilimi gostermistir. Bu azalmanin, yliksek dozdaki
Fenoksietanol’tin SOD ve KAT enzimlerinin, protein yapilarinda denatiirasyona
neden olmasindan kaynaklandigi diisiniilmektedir. Literatiirde Fenoksietanol’iin
olmasa da, agir metal iyonlar1 ve pestisit gibi diger toksik ajanlarin lipit
peroksidasyonu ve antioksidant enzimler iizerine etkilerini arastiran bazi ¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin; Ozen ve arkadaslar1 [21] Paraquat’in 10, 50 ve 100 ppm
dozlar1 ile muamele edilen 4. cepa L. kok hiicrelerinin SOD ve KAT aktiviteleri ile
MDA diizeylerin de doza bagh bir artis tespit etmislerdir. Qin ve arkadaslar1 [22] ise
50 uM dozundaki Aliiminyumun (Al) A. cepa var. agrogarum L. kok ve
yapraklarinda SOD enzim aktivitesi ile MDA diizeylerinde artisa, KAT aktivitesinde
ise azalmaya sebep oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Cavusoglu ve
arkadaslar1 [23] 1,75, 3,5ve 7,0 g L' Lambda-cyhalothrin dozlarinin 4. cepa L. kdk
hiicrelerinin SOD aktivitesinde uygulanan doz ve siire artisina bagh olarak
yikselmeye, KAT aktivitesinde ise Once belirgin bir yiikselise, sonrasinda ise
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Zou ve arkadaslar1 [24] ise Kadmiyum
(Cd)’un 0, 1, 10, 100 uM dozlarmin A. cepa var. agrogarum L. kok ve yapraklarmin
MDA diizeylerinde uygulama doz ve siiresine bagl olarak artisa, yapraklarn SOD ve
KAT aktivitelerinde bir artisa, kok SOD ve KAT aktivitelerinde ise 6nce belirgin bir
artisa, ardindan ise 100 uM dozunda ve uygulama siiresinin 9. giiniinden itibaren bir

azalmaya neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Sonug olarak, giinliilk yasamimizda sik¢a kullandigimiz kisisel bakim ve kozmetik
irlinlerinin yapisinda yer alan Fenoksietanol’iin, belirli bir konsantrasyona
ulastiginda, toksisiteye neden olabildigi Allium testi yardimiyla gézlenmistir. Ayrica
tercih edilen fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal parametrelerin ise bu
toksisitenin belirlenmesinde giivenilir indikatdrler oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
Fenoksietanol kullanimmnin  sinirlandirilmasi, miimkiinse vazgegilmesi yada
kullanirmmin mutlaka gerekli oldugu durumlarda insanlar igin toksik etki

olusturmayacak, uygun doz seviyelerinin belirlenerek, kullanilmasi gerekmektedir.
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