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Ozet

Gliniimiizde endistriyel teknolojinin gelismesinde temel enerji kaynagi olan ham petrol, ekotoksikant olarak genis capta
arastirlmaktadir. Ham petroliin teleostlarda deri tizerine etkilerini ortaya koymak icin Poecilia sphenops 6rnekleri, ham petroliin suda
¢ozlinebilen kisimlarina dort farkl etki stiresince (24, 48, 72, 96 saat) U¢ ayri konsantrasyonuna (%10, %20, %40) maruz birakilmis ve
histolojik degisiklikler belirtilmistir. Dislik konsantrasyon, kisa uygulama siiresinde epidermiste hafif asinma ve dermiste melanofor
birikimi gézlenmistir. Beklenildigi Gizere dermis bozulmasi, subkutanéz kas tabakasinda nekrotik alanlarin olusumu ve fibrozis gibi ham
petroliin carpici etkileri, artan uygulama siiresi ve konsantrasyona paralellik gostermistir.

Anahtar sézciikler: Ham petrol, Poecilia sphenops, Deri, Histopatoloji

The Effects of Crude Oil on Skin Histology of Poecilia sphenops
(Valenciennes, 1846) (Cyprinidae, Teleostei)

Summary

As being the main energy source that is needed for all of the industrial processes, crude oil is evaluated as a widely investigated
ecotoxicant. In order to identify the effects of crude oil on the skin of teleosts, Poecilia sphenops specimens were exposed to three
different concentration of soluble part of crude oil (10%, 20%, 40%) at four different exposure time (24, 48, 72, 96 h); and the
histopathological changes were reported. A slight epidermis corrosion and melanophore aggregation in dermis were observed at low
concentration and short exposure time. As estimated, the striking effects of the crude oil; such as dermis disintegration, necrotic areas
and fibrosis in subcutaneous muscle layer; were extended prominently in parallel with increasing concentrations and exposure time.
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GiRIS

Ozellikle petrol arama ve ¢ikarma calismalari sirasinda
olusabilecek kazalar ve ayrica rafinerizasyon siregleri, kul-
lanim ve depolama asamalarinda sucul ¢evreye yayilma
olasiligr yiiksek bir fosil yakit olan ham petroliin suda
¢oziinebilen kisimlarinda bulunan ve toksik 6zellik goste-
ren hidrokarbon bilesikleri, biyolojik birikim mekanizma-
lariyla en Ust organizmalara kadar ulasabilirler 2. Ham
petrol iceriginde bulunan poliaromatik hidrokarbonlarin
cesitli biyolojik sureglerdeki olumsuz etkilerine iliskin cok
sayida arastirma vardir >'2,

Sucul omurgalilar petrol kirliliginin dogal cevreye etki-
lerinin belirlenmesinde ¢ok yaygin kullanilan organizma-
lardir *. Cok 6zellesmemis ve ince yapisiyla deri ve hemen
altinda yer alan subkiitan6z kas tabakasi butin sucul
omurgalilarda oldugu gibi teleostlarda da, herhangi bir
toksik maddeye maruz kalindiginda ¢esitli dlizeylerde pato-
lojik olusumlar sergiler ™. Sucul ortamda bulunan toksik
maddelerle ilk olarak karsilasan bu yapilarda izlenen histo-
patolojik degisimler, metabolik etkilenme sureclerine ilis-
kin dnemli 6n veriler olarak degerlendirilir ™.
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Bu calismada, ham petroliin suda ¢6ziinebilen kisimla-
rindan hazirlanan farkl konsantrasyonlarinin, iyi bilinen bir
akvaryum baligi olan Poecilia sphenops (ay moli) derisinde
olusturdugu histolojik degisimlerin ortaya konmasi amac-
lanmustir.

MATERYAL ve METOT

Ticari akvaryumculardan saglanan toplam 20 adet
Poecilia sphenops 6rnegi, dort adet 10 litrelik cam akvar-
yumlarda dinlendirilmis Bornova sehir suyunda ve dogal
fotoperiyotta iki hafta streyle tutularak laboratuvar kosul-
larina alistinlmistir. Adaptasyon siresi bitiminde baliklar
beser 6rnekten olusan %10, %20 ve %40 konsantrasyon-
lardaki lic deneme grubu ve bir kontrol grubuna ayriimis
ve bitln gruplar ticari balik yemleriyle (Sera-San) besle-
nerek su parametreleri (pH: 7,5-8; oksijen: 3,5-4 mg/l; si-
cakhk: 22+2°C) surekli denetlenmistir. Ham petrol 6rnegi
Tupras A.S/den temin edilmistir. Deneme gruplarina man-
yetik karistirici aracihigr ile 1/9 oraninda suda ¢oziilerek
hazirlanan ham petrol ¢ozeltisi belirtilen konsantrasyon-
larda uygulanmistir. Her deneme grubu ve kontrol grubu
icin 24, 48, 72, 96 saatlik uygulama sirelerinin sonunda
alinan baliklar, eter kullanilarak bayiltildiktan sonra alinan
deri 6rnekleri Bouin sivisinda tespit edilerek parafine go-
mulmus ve 5-7 pm kalinliginda kesitler alinarak Hema-
toksilen-Eosin ile boyanip 15tk mikroskobunda incelenip
fotograflar ¢ekilmistir.

BULGULAR

Kontrol grubunda (Sekil 1) birkag hiicre sirasindan
olusan epidermis tabakasinin hemen altinda iki-li¢ sira
halinde seritler olusturan pullar ve homojen gértinimli
dermis tabakasi yer alir. Her bir pul sirasinin tizerinde epi-

2.0

dermis siralari ayrica izlenebilir. Dermisde ¢ok koyu renkli
melanoforlar kolayca ayirt edilir. Subkiitanoz tabaka arala-
rinda bosluklar bulunan ¢izgili kas demetlerinden olusur.

%10 konsantrasyon grubunda 24 saatlik uygulama gru-
bunda belirgin bir degisim olmamakla birlikte (Sekil 2.a)
izlenen ilk degisim olan epidermis asinmasi 48 saatlik uy-
gulama gruplarinda goérilmektedir (Sekil 2.b). Ayrica 48
saat uygulama grubunda dermis tabakasinin tst kisim-
larinda melanofor yigiimalar izlenmeye baslamis, dermis
tabakasinin hemen altinda kiicik ¢apta fibrozis olusumlari
gorilmustir (Sekil 2.b). 72 saat uygulama grubunda ise
epidermis tabakasi tam olarak ayirt edilememekle birlikte

Sekil 1. Deri kontrol kesiti, ep- epidermis tabakasi, p- pullar, d- dermis,
sk- subkutano6z kas tabakasi

Fig 1. Skin control section, ep- epidermis layer, p- scales, d- dermis layer,
sk- subcutaneus muscle layer

Sekil 2. a- %10 konsantrasyon 24 saat uygulama, baslangic asamasindaki hemorajik bélgeler (7 nolu ok), baslangic asamasindaki nekrotik alanlar
(2 nolu ok), b- %10 konsantrasyon 48 saat uygulama, dermis altindaki fibrilasyon (daire), hemoraji gortilen bélgeler (7 nolu oklar), nekrotik alanlar
(2 nolu oklar), c- %10 konsantrasyon 72 saat uygulama, dermis altindaki devam eden fibrilasyon (daire), hemoraji (1 nolu ok), nekrotik bolgeler (2
nolu ok), d- %10 konsantrasyon 96 saat uygulama, fibrilasyon (daire), hemorajik bolgeler (7 nolu ok), nekrotik alanlar (2 nolu ok)

Fig 2. a- 10% concentration, 24 h exposure, fibrilation under dermis (round), necrotic areas (horizontal arrows); b- 48 h exposure, fibrilation
(round), necrotic areas (horizontal arrows); c- 72 h exposure, fibrilation under dermis (round), hemoragic and necrotic vesicules (horizontal
arrows); d- 96 h exposure, pigmentation (vertical arrows), change orientation of dermis and increasing of fibrilation (round), pigmentation

(vertical arrows)
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dermis tabakasinin hemen altinda fibrozis izlenmekte, ve
genisleyen nekrotik alanlar géze carpmaktadir (Sekil 2.c).
Bunun yaninda cok belirgin olmasa da ayirt edilebilen
hemoraji elde edilen bulgular arasinda yer almaktadir
(Sekil 2.c). 96 saat uygulama grubunda ise epidermis 24
saatlik grupta elde edilen bulgularla paralellik géstermek-
tedir. Dermis tabakasinda fibriler yapida bozulmalar g6z-
lenmekte, ayrica fibroblast nikleuslar secilememektedir
(Sekil 2.d). Sayilar artan melanoforlar kalin ve dalgali bir
tabaka halinde izlenmektedir. Aralarinda makrofajlarinda
izlendigi fibrotik ve nekrotik alanlarin genisledigi goril-
mekte, hemorajinin devam ettigi izZlenmektedir (Sekil 2.d).

%20 konsantrasyon 24 saat uygulama grubunda ise
ilk olarak; %10 konsantrasyon 24 saatte dejenere olmaya
baslamis olan epidermis tabakasi, artik sadece tek hiicre
sirasi olarak gorilmekte hatta yer yer tamamiyle kaybol-

dugu anlasiimaktadir (Sekil 3.a). Dermis yer yer parcalanmis
ve bu parcalanan kisimlarda melanofor birikimleri izlen-
mektedir. Subkutanodz tabakada fibrozis olusumu ayri alan-
lar halinde degil, hemoraji izlenen bolgelerde yayilmis ola-
rak izlenmektedir. Nekrotik alanlar yaygin olarak yer almak-
tadir (Sekil 3.a). 48 saat uygulama grubunda ise epidermis
ayni sekilde ayirt edilememektedir. Dermis tabakasinda
yogun melanofor birikimi gézlenmektedir (Sekil 3.b). Sub-
kutanoz tabakada hem genis alanlarda, hem de kas de-
metleri arasinda tipik fibrozis izlenmekte ve nekrotik olu-
sumlar devam etmektedir (Sekil 3.b). 72 ve 96 saatlik
gruplarda gozlenen bulgular 24 ve 48 saatlik bulgulara
paralellik gostermekte belirgin bir degisiklik izlenmemek-
tedir (Sekil 3.c,d).

%40 konsantrasyon 24 saat uygulama grubunda daha
onceki gruplara nazaran belirgin bir bulgu farklilhigr olma-

Sekil 3. a- %20 konsantrasyon 24 saat uygulama, pigmentasyon (dikey oklar), kas tabakasi seperasyonu ve nekrotik alanlar, dermis altinda
fibrozis olusumu (daire), b- 48 saat uygulama, kas tabakasi nekrotik alanlarda fibrilasyon (yatay oklar), fibrozis (daire), c- 72 saat uygulama,
kas tabakasi fibrillerinde dlzensizlesme (yatay oklar) ve fibrozis (daire), d- 96 saat uygulama, kas tabakasi nekrotik alanlar ve fibrilasyon (yatay

oklar) ve dermis tabakasi altinda yayilmis halde fibrozis (daire)

Fig 3. a- 20% concentration, 24 h exposure, pigmentation (vertical arrows), seperation of mucle fibriles and necrotic areas (horizontal arrows),
fibrosis under dermis layer (round); b- 48 h exposure, fibrilation between muscle fibriles and necrotic areas (horizontal arrows), fibrosis (round);
c- 72 h exposure, disorders of muscle fibriles, seperations and necrotic areas (horizontal arrows), fibrosis (round); d- 96 h exposure, fibrilation
between muscle fibriles and necrotic areas (horizontal arrows), fibrosis under dermis layer (round)

Sekil 4. a- %40 konsantrasyon, 24 saat uygulama, kas fibrillerinde seperasyon ve nekrotik alanlar (oklar), b- 48 saat uygulama, dermis
tabakasinda diizensizlesme ve nekrotik alanlar (oklar), c- 72 saat uygulama, kas tabakasi arasinda nekrotik alanlar ve dagilim halinde fibrilasyon
(oklar), d- 96 saat uygulama, belirgin fibrozis ve kas tabakasi hasari (daire)

Fig 4. a- 40% concentration, 24 h exposure, seperation of muscle fibriles, necrotic areas between muscle fibriles (arrows), b- 48 h exposure,
defect of dermis (arrows), c- 72 h exposure, dispersed fibrilaton between muscle layer and necrotic areas (arrows), d- 96 h exposure, marked

fibrilation and muscle layer injury (round)
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masina karsin 48 saat uygulama grubunda farkh olarak
dermiste yer yer ayrilmalar izZlenmektedir (Sekil 4.a,b). Kas
tabakasinda ise en belirgin degisiklik fibrotik olusumlarin
kist benzeri yapilar halinde izlenmesidir (Sekil 4.b). Bununla
birlikte kas tabakasindaki nekrotik alanlar yaygin halde
devam etmektedir (Sekil 4.b). 72 saat uygulama grubunda
da onceki bulgulardan farkli bir bulgu izlenmemektedir
(Sekil 4.c). 96 saat uygulama grubunda dermis yapisinda
carpici bir sekilde bozulmalar izlenmektedir (Sekil 4.d).
Melanoforlarda ¢ok yaygin infiltrasyon izlenmektedir (Sekil
4.d). Kas tabakasinda ise fibrotik olusumlar etraflari boslukla
cevrili tipik kistik goriniimdedir ve kas demetleri arasinda
nekrotik alanlar izlenmeye devam etmektedir (Sekil 4.d).
Ayrica kaslarin fibriler yapisinda belirgin bozulmalar s6z
konusudur (Sekil 4.d).

TARTISMA ve SONUC

Teleostlarda deri, solungaclarla beraber toksik mad-
deyle ilk temasin saglandigi doku olmasi agisindan etki
derecelenmesinde Oncelikle incelenmesi gereken yapilar-
dandir. Bu cercevede cesitli toksik maddelerin deri Uize-
rindeki etkileri farkli arastirmalara konu olmustur . Ancak
ulasilabilen kaynaklarda ham petroliin deri lizerindeki
etkilerine yonelik herhangi bir arastirmaya rastlanmamasi,
bulgularin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir.

Ham petrol iceriginde bulunan kimyasallara ilk olarak
karsi karsiya gelen yiizey olan epidermis tabakasinin, sunu-
lan calismada kullanilan en diisiik uygulama konsantras-
yonunda ve en kisa siirede incelip neredeyse yok olmasi;
tahmin edilen bir sonug olarak Oreochromis niloticus oper-
kulum epitelinde '¢; Poecilia sphenops barsak epitelinde '7;
Oncorhynchus gorbuscha, Prochilodus scrofa, Mugil sp.,
Cyprinus carpio, Barbus sp., Metynnis roosevelti ve Astyanax
sp. gibi bircok tiirde de solungag epitelinde >'8' kaydedi-
len bulgulara uygundur.

Dermiste toksik madde uygulamasi sonucunda kay-
dedilen baslica histolojik bozulmalar nekrotik alan ve fib-
rozis olusumlari olarak kaydedilmistir *?°. Bazi Salmonidae
Uyelerinde fenolik bilesenlerin uygulanmasi sonucunda
deride rapor edilen (lseratif olusumlara '*2' calismamizda
rastlanmamistir. Ham petrol uygulamasi sonucunda goézle-
nen histolojik deformasyonlar genel anlamda 6nceki aras-
tirmalarin sonuclarina benzemektedir, ancak diger rapor-
lardan farkl olarak dermiste yogun bir pigment birikimi
not edilmistir. Ozellikle mukoz membranlara 6zgii ve cok iyi
tanimlanmis bir olgu olan prekanser6z melanosis %%, ham
petroliin teleostlardaki ekotoksikolojik etkileri konusunda
cok daha dikkatli olunmasi gerektiginin bir isareti olarak
dustnilmelidir. Bu durumun, yapilan uygulama ile epi-
dermisin neredeyse yok olmus olmasiyla baglantili olabi-
lecegi 6ne surilebilir, hatta ham petrollin pigment olusum-
farklilasma - birikim mekanizmalarini diizenleyen néro-
endokrin sistem Ulzerinde de etkili oldugu da akla gelebilir.

Ancak bu varsayimlarin kanitlanabilmesi icin ¢cok daha
ayrintili arastirmalar gerekmektedir.

Dermiste konsantrasyon ve maruziyet siiresi bagla-
minda giderek artan siddette izlenen fibrozis olusumuna
dair herhangi bir rapora ulasilamamistir. Bu olusumlarin
onarici yapilasmalar olarak degerlendirilip degerlendirile-
meyecekleri, bir diger deyisle kronik maruziyette nasil
bir seyir izleyecekleri, 6zellikle incelenmesi gereken bir
konudur.

Arastirmamizda ozellikle subkiitan6z tabakada gide-
rek genisleyen nekrotik alanlarin varligi, ham petrol ¢ozel-
tisinin sitolojik acidan gucli toksik etkisi hakkinda bir diger
onemli histolojik kanit olarak degerlendirilmistir. Toksik
maddelerin, hiicre zarlari gecirgenligini degistirerek sitosol
pH't ve mitokondriyal enzim aktivasyonunundaki degisim-
lere yol acabilecekleri, béylece nekroz olusumunu tetik-
ledikleri 6ne siuriilmektedir 2. Bu gorisiin sadece histolojik
bulgularla degerlendirilmesi elbette olasi degildir, ancak
artan konsantrasyon ve uzayan uygulama suresinin, nek-
rotik alanlarda ¢ok belirgin genislemeye yol actigi net
olarak séylenebilir.

Ham petrol uygulamasi sonucunda subkutandz kas
tabakasinda ortaya cikan ve giderek belirgin 6lctide genis-
leyen nekrotik alanlarin varligi, dermomyositis olgusunu
distindUrecek boyuttadir. Dermomyositis, enflamatuvar
myopati ailesinin bir alt grubu olarak siniflandirilan oto-
imm{iin bir bag doku hastaligidir. Bu hastalik endotel
duvarlarinin hasarina bagh olarak ortaya cikar ve endo-
misyumu da etkiler. Endotel hiicrelerin sismesi ve sinirlarinin
degismesine bagli olarak gelisir, clinku hiicrelerde mikro-
vakuol olusumlari artar. Ayrica diizendoplazmik retikulum
yok olabilir veya gelisimi gerileyebilir. Tim bu etmenler
vaskiler nekrozla sonucglanan bir dizi patolojik durumu
tetikler 12,

Cizgili kaslar bir¢ok ilag ve toksik maddeden kolayca
etkilenebilen bir dokudur. Herhangi bir nedenle kas doku
fibrillerinde olusan hasar kalsiyum iyonu salinmasina yol
acarak miyosit membranlarinda bozulmalara neden olur %°.
Doku tahribati makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin yani
sira fizyolojik olarak da lenfosit miktarini arttirmaktadir 2'.

Uygulama sonuclarimizda subkiitanoz tabakada izle-
nen bir diger histopatoloji ise kas demetlerinde fibriler
yapinin kaybolmaya yiiz tutmasidir. Bu durum da poli-
myositis olarak nitelendirilebilir. Fibriler yapida nekroz
olusumu olarak da tanimlanabilen, sitotoksisiteye bagli
olarak gelisebilecegi bildirilen polimiyositisde T hicre-
lerinin rol oynayabilecegi, ayrica makrofaj sayisinin ve CD,
reseptor ifadesinin arttigi kaydedilmektedir 2.

Yukarida da belirtildigi (izere hem polimiyositis, hem
de dermomyositis olgularinin sitotoksisiteyle ilgili olabile-
cekleri one sirilse de, sebepleri konusunda heniliz tam
bir aciklik olmadigini belirtmek gerekir '**>?3. Bu noktada
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her iki hastaligin mekanizmalari da bilindigi kadariyla
aktarilmistir. Ancak bulgularimiz, ham petrol etkisinin sa-
dece deri ile sinirh kalmayacagini ve subkiitandz tabaka
Uzerinden sistemik etki gosterebilecedini kuvvetle diisiin-
dirmektedir.
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