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SHORT COMMUNICATION

Dioktil Adipat’in (DOA) Labidochromis caeruleus’un Fryer, 1956
(Cichlidae, Teleostei) Solungac Histolojisi Uzerine Etkileri

Sema ISISAG UCUNCU * Ozlem ONEN **# Gursel ERGEN *
Melih URETEN *  Emrah BOZ* Kenan SEFEROGLU * Burak GOKCE *

[1] Bu calisma Ege Universitesi Eczacihik Fakiiltesi tarafindan hazirlanan Deney Hayvanlar I¢in Etik Kurul Kararlarina
gore ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu 2008-49 Sayili Raporu uyarinca yiiriitiilmiistiir.
* Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji Anabilim Dali, 35100 Bornova, [zmir - TURKIYE
** Kafkas Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Zooloji Anabilim Dali, 36000 Kars - TURKIYE

Makale Kodu (Article Code): KVFD-2009-933

Ozet

Dioktil adipat (DOA), ikincil plastiklestirici olarak basta polivinil ve diger polimerler olmak Uzere bircok maddenin Uretiminde
kullanildi@1 halde ekotoksikolojik etkileri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Subletal diizeyde ve kisa sureli DOA maruziyetinin
Labidochromis caeruleus’un (sar1 prenses) solungaclari tzerindeki birincil etkilerinin belirlenmesi amaciyla balik érnekleri iki
kontrol ve bir deneme grubu olmak uzere i¢ gruba ayrilmistir. 30 gunlik deneme suresi sonunda solunga¢ dokulart histolojik
olarak incelenmistir. 0.75 ppm DOA uygulanan deneme grubundan alinan doku érnekleri, hicbir uygulama yapilmayan ve 2.5
ppm aseton uygulanan kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda; hipertofi, ciddi 6lctide hiperplazi, anevrizma, 6dem ve carpici
flzyon olarak ayirt edilen histopatolojik degisimler goésterdikleri izlenmistir. Sonuclar, DOA’nin bir cevre Kirleticisi olarak daha
fazla dikkate alinmasi gerektigini isaret etmektedir.

Anahtar sézclikler: Dioktil adipat, DOA, Labidochromis caeruleus, Histopatolgji, Solunga¢

The Effects of Dioctyl Adipate (DOA) on the Gill Histology of
Labidochromis caeruleus Fryer, 1956 (Cichlidae, Teleostei)

Summary

Although it is used widely as a second plasticizer in processing polyvinyl and other polymers, the data about the
ecotoxicological effects of dioctyl adipate (DOA) is limited. In order to investigate the primer effects of short term sublethal
exposure to DOA on the gills of Labidochromis caeruleus (yellow princess), the specimens were divided into three groups
included two control and one experimental group. After a period of 30-days, the tissues were removed for histological
examination. When compared to the untreated and 2.5 ppm acetone exposed controls, the gills of the experimental animals
that exposed to 0.75 ppm DOA showed remarkable histopathological changes distinguished as hypertropy, severe hyperplasia,
aneurysma, oedema, epithelial lifting, and striking fusion. The results indicate that DOA would have to take into more
consideration as an ecotoxicant.
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Dioktil adipat (DOA) [bis (2-ethylhexyl) adipate, likle gida ambalaji, tibbi tirlinler ve kozmetikler, su gegir-
C22H4204]; n-oktanol ve adipik asidin esteri olup PVC  mez giysiler ve yer dosemeleri gibi birgok materyalin Gre-
basta olmak Uzere vinil plastiklerde esnekligi artiran ikincil ~ tim sireglerinde, uygun esneklik ve dayanikhlik elde edil-
plastiklestirici olarak ¢ok yaygin bigcimde kullanilir. Ozel-  mesini saglayan fiziksel ve kimyasal 6zellikler tasimaktadir.
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Felder ve ark.* DOA’nin suda ¢ok dislik olan ¢oziiniir-
|Gguni (0.78 mg/L) akut toksisitesinin olmadigina iliskin
bir kanit olarak degerlendirip, ¢6zliniir miktarin 10.000
kat Gzerindeki degerlerin bile baliklar lGzerinde akut
toksik etki yapmadigini bildirilmislerdir. ABD Cevre
Koruma Kurumu (EPA) %, DOA icin igme suyunda buluna-
bilecek maksimum miktari 0.4 mg/L olarak vermektedir.
DOA’nin aktif camurda 2.7 gin olarak ¢ok hizli olan
yartlanma émri, ¢ok disiik uguculugu nedeniyle suda
160 giline ¢ikmakta ve suda hidrolize olmadigi bildiril-
mektedir 2. EPA raporlarina gore, besinlerine ¢ok yiiksek
dozlarda (12.000 ve 25.000 ppm) DOA eklenen disi
farelerde karaciger timorleri olusumu artmaktayken,
sican ve kopeklerde timor olusmamaktadir. DOA, tav-
sanlarda deri ve gbézde ¢ok hafif iritasyon yapmaktadir.
Kobaylarda boyle bir durum belirlenememistir. Fare ve
sicanlarda fertilite, Greme ve gelisim Ulzerinde olumsuz
etkileri olmakla beraber genotoksik olmadigi not edil-
mistir. Uluslararasi Kanser Arastirma Kurumu (IARC)
Olcltlerinde Grup 3 igerisinde degerlendirilmektedir 3.
DOA'nin ucuz bir hammadde olarak ¢ok yaygin ve ¢ekin-
cesiz kullanimi, bu sinirli veriler gercevesinde ancak
“temkinli yaklasim” ilkesiyle degerlendirilebilir. EPA ?,
DOA'nin alg ve baliklar tGzerinde akut toksik etkisinin
olmadigini, ancak Daphnia magna’da toksik etkiler
gosterdigini bildirmektedir. Ayni rapora goére, icme sulari
icin kabul edilen standardin tizerindeki kronik maruziyet
durumunda, insan saghginin etkilenebilecegi; agirlik
kaybi, kemik kiutlesinde azalma, testis ve karacigerde
bozulma olabilecegi not edilmistir. insan disindaki
canlilar igin kronik maruziyetin etkilerine dair veri olma-
digindan, s6z konusu kimyasalin ¢evre saghgi agisindan
daha ayrintili degerlendirilmesi gerektigi aciktir.

Bu g¢alisma; renkli, hareketli, bakimi ve iretmesi kolay,
dayanikh bir akvaryum balg tirl olarak ekonomik deger
tasiyan Labidochromis caeruleus solungaglarinda DOA'nin
histopatolojik etkilerinin arastirilmasi ve sézkonusu kim-
yasalin ekotoksikolojik 6zelliklerine 1sik tutulabilmek
amaciyla gerceklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmamiz Ege Universitesi Eczacilik Fakiltesi tara-
findan hazirlanan Deney Hayvanlari igin Etik Kurul Karar-
larina gére ve Ege Univ Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu
2008-49 Sayili Raporu uyarinca yiarattlmustir. Ticari
akvaryumculardan saglanan onbes adet erkek L. caeruleus
ornegi (agirhk 3+0.5 gr; boy 8+2 cm) dort hafta slireyle
20 L hacmindeki cam akvaryumlarda, 25+1°C su sicak-
liginda, 7.7-8.5 pH’da ve dogal fotoperiyotta tutulduktan
sonra beser ornekten olusan iki kontrol ve bir deneme
grubuna ayrilmislardir. Baliklar iki glinde bir ticari yem-
lerle (Sera-San) beslenmislerdir. DOA 6rnegi (CAS

Number 103-23-1) Plastifay AS. (istanbul) tarafindan
saglanmistir. ilk kontrol grubuna hicbir kimyasal verilme-
mistir. Deneme grubunun bulundugu akvaryuma ¢ozici
madde olarak aseton kullanilip, asetonda siirekli karisti-
rilarak hazirlanan 0.75 ppm DOA uygulanmistir. Yalnizca
¢Ozlcli madde igeren kontrol grubuna ise 2.5 ppm ase-
ton, sudaki yari 6mri olan yedi glinde bir eksilen kismi
tamamlanmak suretiyle eklenmistir. 30 glinliik deneme
slresi bittiginde MS222 ile anesteziden sonra kontrol ve
deneme gruplarindan alinan solunga¢ dokulari Bouin
sivisinda tesbit edilip parafine gomulmiustir. Baird-
Tatlock marka mikrotomla alinan 5-7 p kalinlhigindaki
kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ve Mallory Trikrom
(MT) boyama yontemleriyle boyanip, Olympus CX 51 isik
mikroskobunda incelenerek fotograflari gekilmistir.

BULGULAR

Tdm gruplardaki baliklarda herhangi bir fiziksel
deformasyon, ylizme ve beslenme davranislarinda
degisim ve 6lum kaydedilmemistir. Kikirdak ve bag
dokusuyla desteklenmis deri tiirevleri olan solungaglar,
damar donanimlari ¢ok zengin organlardir. Solungag
yaylarina baglanan primer lameller ekseninde, solunum
ylizeyini artiran filamentodz yapidaki sekonder lamel-
lerden olusurlar (Sekil 1/1). Lamellerin bir-iki sirali basit
yassl solunum epiteliyle doseli olduklari belirlenmistir.
Epitelin arasinda iri ve yuvarlak nukleuslariyla mukus
hicreleri yer alir. Daha i¢ kisimlarda destekleyici hiicreler
bulunur. iyon degisimi yaptiklari icin mitokondrice
zengin olan hicreler (klorid hticreler), biytklikleri ve
aclik renkli olmalari ile diger hiicrelerden kolayca ayirt
edilirler (Sekil 1/2).

Aseton uygulanan kontrol grubunda sadece ¢ok hafif
bir hiperplazi izlenirken solungaclarin genel yapisi ve
hicrelerinde deformasyon yoktur (Sekil 1/3).

DOA uygulanan grupta carpici degisimler izlenmistir.
Oncelikle, destek hiicrelerinin hipertrofiye olmasindan
kaynaklanan ve primer lamellerden baslayarak sekonder
lamellere dogru ilerleyen, belirgin bir hiperplazi saptan-
mistir (Sekil 1/4). Lamel sekillerinde bozulma genel bir
olgudur. Hiperplazik lamellerde epitelin yer yer asindigl
tespit edilirken, mukus hicreleri ayirt edilememistir.
Sekonder lamellerde 6dem olusmasina bagli olarak balon-
lasmalar (anevrizma) meydana gelmistir (Sekil 1/5). Anev-
rizma izlenen kesitlerde, primer lamellerdeki hiperplazinin
adeta kabarma, sisme denilebilecek kadar arttigi ve damar-
larin genisledigi gozlenmistir. Ayrica damarlarda dilatas-
yon oldugu belirlenmistir. En ilging degisim ise bazi sekon-
der lamellerde apikalden baslayarak ilerleyen kaynasma-
lar (fizyon) olarak ortaya konmustur (Sekil 1/6). Fizyon,
bazen sekonder lamelin tamaminda izlenebilmektedir.
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Sekil 1. 1- Kontrol grubunda solungagclarin genel yapisi. PL- primer lamel; SL-sekonder lamel, bd-bag dokusu, k-kikirdak, H&E, 2-
Kontrol grubunda solungag epiteli. dh-destek hucreleri, mzh-mitokondriyum zengini hiicreler, se-solunum epiteli, m-mukus hcresi,
H&E, 3- Aseton kontrol grubunda solungag epiteli. Destek hiicrelerinde ¢ok hafif hiperplazi (daire icerisinde), H&E, 4- DOA uygulanan
grupta sekonder lamellerde belirgin hiperplazi (dikdortgen icerisinde), destek hiicrelerinde hipertrofi (beyaz ok) ve epitelde asinmalar
(siyah oklar), H&E, 5- DOA uygulanan grupta yaygin anevrizma (dikdortgen icerisinde), 6dem (*); damarlarda genisleme (beyaz oklar)
ayrica destek hucrelerinde ¢ok carpici hiperplazi (siyah oklar), MT, 6- Sekonder lamellerde solda apikal, sagda total fiizyon (dikdortgen
icerisinde), MT

Fig 1. 1- General structure of the gills in the control group. PL- primary lamellae; SL- secondary lamellae, bd- connective tissue, k-
cartilage, H&E, 2- Epithelia in the gills of the control group. dh- pillar cells, mzh- mitochondria-rich cells, se- respiratory epithelium, m-
mucous cell, H&E, 3- Epithelial cells in the gills of the acetone control group. A slight hyperplasia in the pillar cells (circled), H&E, 4-
Significant hyperplasia at secondary lamellae in DOA exposed group (rectangled), hypertrophy in the pillar cells (white arrow) and
erruption of the epithelium (black arrows), H&E, 5- Widened aneurysm in DOA exposed group (rectangled), edema (*) and dilatation
(white arrows), note also striking hyperplasia in pillar cells (black arrows), MT, 6- Apical (on the left) and total (on the right) fusions
(ractangled) at the secondary lamellae, MT
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TARTISMA ve SONUC

Solungaglarin histolojik yapisinin, sudaki toksik kimya-
sallara karsi 6zgil olmamakla beraber ¢ok yiiksek duyarlilik
gosterdigi iyi bilinen bir olgudur *. Lipofilik fitalat esterleri
iceren sentetik deniz suyunun, baliklarda bazen toksisite
olusturabilecegi de rapor edilmistir *, fakat DOA’nin baliklar-
daki etkilerine yonelen arastirma sayisi yok denecek kadar
azdir. Bu arastirmada DOA'nin L. caeruleus solungaglarinda
histopatolojik etkiler olusturdugu ilk kez ortaya konulmus-
tur. Aseton kontrol grubunda ¢ok hafif hiperplazi disinda
belirgin bir histopatoloji saptanamamasi, etkilerin DOA'dan
kaynaklandiginin belirtecidir.

L. caeruleus’da DOA maruziyetiyle olusan hipertrofi ve
hiperplazi; petrol hidrokarbonlari, insektisidler, pestisidler
ve agir metaller gibi gesitli kimyasallara maruz kalan birgok
tiirde rapor edilenlere *° benzerdir. Cesitli kimyasallarin
etkisiyle olusan karsinojenite, teratojenite ve mutajenite,
sadece ilk maruziyet ylizeyi olan solungaclarda degil, daha
kolay bir izleme yontemi olan eritrosit mikronukleus
olusum frekansi artisi ile de belirlenebilir *°.

Sunulan arastirmada suya eklenen DOA ile, organiz-
manin ilk karsilastigl ylzey olan solungaclarda; 6zellikle
destek hiicrelerinde ¢ok ¢arpici, mitokondrice zengin
hicrelerde de belirgin bigcimde izlenen hiperplazi, uygu-
lamadan en ¢ok bu iki grup hicrenin etkilendigini gos-
termektedir. Bu ¢alismada sayilarinin artmasi ve iriles-
meleri beklenilen mukus hicrelerinin kesitlerde ayirt
edilemez hale gelmeleri, DOA’ya gosterilen tepkinin mu-
kus salgisinin artmasiyla karakterize edilemeyecegini
dustindirmektedir. Ancak kesitlerin timi 30 glinln so-
nunda alinmistir ve histopatoloji daha kisa siirede gergek-
lesmis olabilir. Bu noktada, gesitli kimyasallara tepki bag-
laminda artan mukus miktarinin *** bir biyokimyasal bari-
yer olustururken, tiim solunum yiizeylerinde oksijen gegi-
simini de belli 6lcllerde engelleyecegi 6ne sirilebilir.

Lamellar epitelde hiperplazi ve hipertrofi, savunma
amacgl olarak sucul ortamdaki kimyasallarin dolasima
gecis mesafesini artiran fiziksel bariyer olusturma siireg-
leridir. Lamellar flizyon da maruziyet ylzeyini daraltarak
bu bariyeri yapisal anlamda destekler. Béylece ¢ok iyi
damarlanmis olan solunum yuzeyleri kalinlasir, daralir ve
kimyasallarin kan dokusuna ge¢cmesi bir ol¢lide engelle-
nebilir °. Doku fizyolojisinde degisim ve aksakliklari pri-
mer diizeyde belirleyen histopatolojik parametreler ola-
rak yaygin anevrizma ve 6dem, hipertrofi ve hiperpla-
ziyle birlikte degerlendirildiginde; solungaglarda kan
akimina bagh islevlerin, farkli yontemler kullanilarak
detaylariyla arastirilmasi gerekmektedir.

EPA raporlarina gore ?, ABD’de 1987-1993 yillari
arasinda dogaya 204 ton DOA bosaltilmistir. Cekincesiz

kullanim uzantisinda, bu miktarin son yillarda artmis
oldugu kesindir. Diger Ulkelerdeki desarj konusunda da
bir bilgiye ulasilamamustir. Bir teleost tlri olarak Lepomis
macrochirus’da yapilan arastirmalara gére DOA’nin biyo-
konsantrasyon faktorii 27 olarak verilmekte ve bu degerin
adipatlari metabolize edemeyen su canlilari igin dnemli
olabilecekken, baliklar i¢in ¢evresel anlamda énemli
olmadigi bildirilmektedir. Bu durumda, ¢esitli su trinle-
rinin uzun sireli tiketiminde ortaya insan saglig| agisindan
nasil bir tablo c¢ikacagi belli degildir. DOA, agiz yoluyla
alindiginda hizla ve tamamen absorbe edilmekte ve
neyse ki hizla metabolize olarak atilmaktadir *. Ancak 6zel-
likle isci saghgl agisindan kronik maruziyet, cevre saghgi
acisindan da dretim ve nakliyede olusabilecek kazalar
dikkatle degerlendirilmelidir. DOA’nin ¢evresel etkileri
konusunda daha ayrintili arastirmalara gereksinim oldu-
gu aciktir. Bu calisma ile elde edilen veriler, bu etkilerin
sanildigi kadar 6nemsiz olmayacagini disiindiirmektedir.
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