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Dioktil Adipat’in (DOA) Labidochromis caeruleus Fryer, 1956
(Cichlidae, Teleostei) Karaciger Histolojisi Uzerindeki Etkileri ™
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Ozet

Polimerizasyon sureclerinde en c¢ok kullanilan plastiklestiricilerden biri olmasina ragmen, dioktil adipat’'in (DOA, Czz2H4204)
ekotoksikolojik etkileri cok iyi bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle sunulan arastirmanin amaci, 30 gin streyle 0.75 ppm
DOA uygulamasina maruz birakilan Labidochromis caeruleus (sar1 prenses) karacigerlerindeki histopatolgjik degisimlere iliskin
1sik mikroskobu bulgularinin degerlendiriimesine yoneliktir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, DOA’'ya maruz kalan grupta
karacigerde olusan en belirgin degisimler carpici bir steatoz (yaglanma), bazi fibréz yapilasmalar ve genisleyen nekrotik alanlar
olarak not edilmig, ayrica siniizoidlerde ve merkezi vende dilatasyon, poikilositoz ve kanama gézlenmistir. Calismada sunulan
veriler, DOA'nin, en azindan Labidochromis caeruleus icin hepatotoksik oldugunu géstermektedir.

Anahtar sozclkler: Dioktil adipat, DOA, Karaciger, Histopatologji, Labidochromis caeruleus

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

Summary

Although dioctyl adipate (DOA, C2z2H4204) is one of the most common plasticizers that are used for polymerization, the
ecotoxicological effects of it is not well known. From this point of view, aim of this preliminary investigation was to analyze the
histopathological changes in the liver of Labidochromis caeruleus (yellow princess), exposed to 0.75 ppm DOA for 30 days.
When compared to controls, the most prominent changes occurred in the DOA exposed group were noted as a significant
steatosis (fat deposisiton), fibrosis and expanding necrotic areas. The dilatation of sinusoids and central veins, poikilocytosis,
and hemorrhage were also observed. The data presented in this study shows that, DOA is a hepatotoxic chemical at least for
Labidocromis caerulous.

Keywords: Dioctyl adipate, DOA, Liver, Histopathology, Labidochromis caeruleus

GIRIS

insaat sektorii basta olmak kaydiyla ambalaj, kablo
ve boru Uretimi, kozmetik ve saglik sektorlerinde, ayrica
kompozit yakitlarda yaygin kullanim alanina sahip bir
polimer olan polivinil klortrin (PVC) Gretiminde, ikincil
plastiklestirici olarak en g¢ok tercih edilen baglayici mad-
delerden biri, fitalat grubuna giren dioktil adipattir (DOA).

Fitalatlar kararli bilesiklerdir, 1si ve siirtinmeyle serbest
hale gecerek canh viicuduna girebilirler. Bu maddelerin
insan ve cevre sagligi lUzerindeki etkileriyle ilgili veriler
sinirhdir. Daphnia magna Uzerinde yapilan arastirmalarda
akut ve kronik toksisiste degerleri ortaya konmus olma-
sina karsin, DOA’nin gevreye verebilecegi zarar konu-
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sunda, algler ve baliklar igin akut toksisiteden bahsedile-
meyecegi ve glivenli bir kullanim alanina sahip oldugu
seklinde, gergekten iyimser denilebilecek bir yaklasim
sergilenmektedir **. S6z konusu maddenin metanol,
dietil eter, n-oktanol ve asetonda ¢o6zilinebilirken suda
¢Ozlinmedigini 6ne sliren ticari raporlara karsin, US EPA
kayitlarinda suda 0.78 mg/L gibi oldukca dustk bir ¢6zu-
nurlik degeri verilmektedir, Log Kow26.11 olarak verilen
oktanol/su boéliinme katsayisi, toprakta mobilizasyonun
olmayisi ve baliklarda 27 olarak bildirilen biyokon-
santrasyon faktoru de bu verilere eklendiginde, ayni kay-
naklar DOA'nin ¢evreye ancak ¢ok az hasar verebilece-
gini 6ne slirmekte ve hatta biyokonsantrasyon faktori
uzantisinda baliklar agisindan akut toksik olmak bir yana,
herhangi bir ¢evresel 6neminin bulunmayacagi, ancak
adipati metabolize edemeyen sucul organizmalar igin
onemli olabilecegi not etmektedirler. US EPA raporlarina
gore sicanlar igin verilen LDso degeri 5600-45000 mg/kg
olarak, ytizey sularinda bulunabilecek deger olan 0.5
ug/Unin ¢ok Gzerindedir. Genotoksik olmamakla birlikte
memelilerde fertilite, Greme ve gelisimde bazi olumsuz
etkiler gosterebilecegi kaydedilen DOA, IARC odlglitle-
rinde Grup 3 igerisindedir, yani insanlar igin kanserojenik
ve/veya mutajenik degildir. Fakat kullanimi sirasinda
solunmasindan, gozle ve deriyle temasindan kaginilmasi
gerektigi yolunda ve ayrica kronik maruziyette kilo
kaybina, kemik yogunlugunda azalmaya, karaciger ve
testis hasarlari olusturabilecegine dair uyarilar vardir 2

Sunulan arastirma, sucul toksisite ¢alismalari igin uy-
gun bir kemikli balik tlri olarak belirlenen sari prenses
(Labidochromis caeruleus) drnekleri Gzerinden DOA’nin,
doniisim ve metabolizma baglaminda zehirsizlestirme
mekanizmalarinin en énemli organi olan karaciger histo-
lojisindeki olasi etkilerinin, histolojik yontemlerle belir-
lenmesi hedeflenerek gercgeklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmamiz Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi tara-
findan hazirlanan Deney Hayvanlari igin Etik Kurul Karar-
larina gére ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik
Kurulu 2008-49 Sayili Raporu uyarinca (EUHADYEK Serti-
fika No: 000018) yuritulmustdr. Disi bireylerde strese bagli
olusabilecek hormonal degisikliklerden kaginilmasi ama-
clyla calismada sadece erkek balik 6rnekleri kullaniimistir.
Ticari akvaryumculardan saglanan onbes adet erkek L.
caeruleus ornegi (agirhk 3+0.5 gr; total boy 8+2 cm) dort
hafta siireyle 20 L hacmindeki cam akvaryumlarda, 25+1°C
su sicakhginda, 7.7-8.5 pH’da ve dogal fotoperiyotta tutul-
duktan sonra beser érnekten olusan iki kontrol ve bir dene-
me grubuna ayrilmiglardir. Baliklar iki glinde bir ticari yem-
lerle (Sera-San) beslenmislerdir. DOA 6rnegi (CAS Number
103-23-1) Plastifay AS (istanbul) tarafindan saglanmistir.

ilk gruba negatif kontrol olarak hicbir kimyasal veril-
memistir. ikinci kontrol grubunun bulundugu akvaryuma
ise DOA'nin ¢ozilmesi amaciyla, bu tip ¢alismalarda en
stk kullanilan ¢oziici olarak aseton eklenip, bu grup ase-
ton kontrol grubu olarak tanimlanmistir. Deneme grubu-
nun bulundugu akvaryuma 0.75 ppm DOA aseton icinde
¢Ozlilerek bir defada uygulanmistir. Otuz glinlik deneme
siiresi bittiginde MS222 ile anesteziden sonra kontrol ve
deneme gruplarindan alinan karaciger dokulari Bouin
sivisinda tesbit edilip parafine gomilmastir. Baird-
Tatlock marka mikrotomla alinan 5-7 um kalinhgindaki
kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ve Mallory Trikrom
(MT) boyama yontemleriyle boyanip, Olympus CX 51 isik
mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekilmistir.

BULGULAR

Deneme ve kontrol gruplarinda higbir 6lim vakasi
olmamis ve orneklerde herhangi bir davranis degisimi
gozlenmemistir. Negatif kontrol grubundaki gézlemlere
gore, merkezi ven etrafinda lobdler bir diizenleme izlen-
meyen L. caeruleus karaciger parankimasinda hepato-
pankreas yapisini olusturan ekzokrin pankreas asinuslari
(Sekil 1) cevresinde daha sik olmak kaydiyla melano-
makrofaj yiginlari yer alir (Sekil 2).

Parankimanin esas hicreleri olan ¢okgen sekilli ve iri
nukleuslu hepatositler (Sekil 3) oldukga dizgiin kor-
donlar olustururlar, aralarinda ¢ok ince sintizoidler ve

Sekil 1. Negatif kontrol grubunda karaciger parankimasinda
hepatopankreas (HP), merkezi ven (MV) ve sinlzoidler (ok), ¢cok
hafif steatoz (ok basi), H&E

Fig 1. Hepatopancreas (HP), central vein (MV), sinusoids (arrow)
and a slight steatosis (arrowhead) in the liver parenchyma of
negative control group, H&E
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Sekil 2. Negatif kontrol grubunda hepatopankreas yakininda
melanomakrofaj merkezi (MM, daire igerisinde), MT

Fig 2. Melanomacrophage center (MM, encircled) nearby the
hepatopancreas (HP) of negative control group, MT

safra kanallari bulunur. Orneklerde ayrica az sayida
vakuolle karakterize edilen ¢ok hafif bir steatozis not
edilmistir.

Karaciger parankima yapilari kontrol grubu 6rnek-
lerine gok biuyiik oranda benzerlik gésteren aseton kont-
rol grubu orneklerinde (Sekil 4-6) belirgin bir histopato-
loji saptanmamistir.

Sekil 3. Negatif kontrol grubunda hepatositlerden ayrinti, safra
kanali (SK) ve cok hafif steatoz, H&E

Fig 3. Details of hepatocytes, bile duct (SK) and also a slight
steatosis (arrowhead) at negative control group. H&E

Sekil 4. Aseton kontrol grubu karaciger parankimasinda merkezi
ven (MV), hepatopankreas (HP), sintzoidler (ok) ve hafif steatoz
(ok bas), H&E

Fig 4. Central vein (MV), hepatopancreas (HP), sinusoids (arrow)
and a slight steatosis (arrowhead) in the liver parenchyma of
acetone control group, H&E

Sekil 5. Aseton kontrol grubunda hepatopankreastan ayrinti,
melanomakrofaj merkezi (daire igerisinde, MM) ve sinlizoidler
(ok), H&E

Fig 5. Details of hepatopancreas, melanomacrophage center
(MM, encircled,) and sinusoids (arrow) at acetone control group.
H&E

Merkezi ven, sinlizoidler, hepatopankreas ve melano-
makrofaj yiginlari (Sekil 4, 5) dnceki gruptaki gibi kolayca
secilebilmektedir. Hepatositlerde herhangi bir sekil
bozuklugu yoktur ve bu grupta da ¢ok hafif steatozis
izlenmektedir (Sekil 4, 6).



S200
Dioktil Adipat’in (DOA)...

Sekil 6. Aseton kontrol grubunda hepatosit ve siniizoidlerden
(ok) ayrinti, ayrica ¢cok hafif steatoz (ok basi), MT

Fig 6. Details of hepatocyte, sinusoids (arrow) and also a slight
steatosis (arrowhead) at acetone control group, MT

Sekil 7. DOA uygulanan grupta karaciger parankimasinda ¢ok
yaygin vakuoller halinde steatoz, nekrotik alan (N) ve
sintzoidlerde genisleme (dikdortgen igerisinde), H&E

Fig 7. Steatosis as widened vacuoles, necrotic area (N) and
dilatation of sinusoids (rectangled) in the liver parenchyma of
DOA exposed group, H&E

DOA uygulamasi sonucunda karaciger dokusunda
gbze hemen carpan degisim, ¢ok yaygin vakuoler olu-
sumlarla belirginlesen steatozdur, ayrica ¢ok genis olma-
yvan nekrotik alanlara rastlanmakta, sinlizoidlerdeki
genisleme ve eritrosit miktarinda artma dikkat cekmek-
tedir (Sekil 7).

Cevresinde ¢ok tipik steatozis gozlenen, ¢eperleri yer
yer parankimadan ayrilmis gibi duran ve icerdigi kan
hiicrelerinin miktari artan merkezi vendeki (Sekil 8) erit-
rositlerden bazilarinda gesitli sekil bozukluklari (poikilo-
sitozis) belirlenmistir. Bazi eritrositlerin ¢ok siskin goru-

Sekil 8. DOA uygulanan grupta merkezi ven (MV) cevresinde
cok carpici steatoz, H&E

Fig 8. Striking steatosis all around of the central vein (MV) of
DOA exposed group, H&E

Sekil 9. DOA uygulanan grupta merkezi ven ceperinde
ayrilmalar (ok); bazi eritrositlerde ¢ok siskin goérinim
(yuvarlatilmis dikdortgen icerisinde) ve sekli bozulmus
nukleuslar (daire icerisinde), H&E

Fig 9. Separations (arrow) in the wall of central vein, swollen
appearance (rounded rectangle), and deformed nuclei
(encircled) in some erythrocytes at DOA exposed group, H&E



nimi yaninda diger bazilarinda nukleus deformasyon-
lari izlenmektedir (Sekil 9). Parankimada ¢ok genis bos-
luklar halinde izlenen steatozise ek olarak yer yer fibriler
olusumlara (fibrozis) rastlanmaktadir (Sekil 10).

Steatoz, hepatosit nukleuslarinda sekil bozukluklarina
sebep olacak kadar carpicidir (Sekil 11), bu tip hepatosit-
lerde hiicre zari bitlinligu de bozulmustur. Bitiin bu degi-
simlere ayrica doku genelinde ¢ok yaygin nekroz eslik et-
mektedir (Sekil 10, 11). Nekrotik alanlarin bazi preparatlar-
da izlenen ¢ok genislemis durumu (Sekil 12), dokunun bos-

Sekil 10. DOA uygulanan grupta ¢ok genis vakuoller halinde
steatoz (**) ve nekrotik alanlar ve (N) fibroz (dikddrtgen
icerisinde, F), MT

Fig 10. Steatosis with large dilated vacuoles (**), necrotic areas
(N) and fibrosis (F, rectangled) at DOA exposed group, MT

Sekil 11. DOA uygulanan grupta hepatosit nukleuslarinda
bozulmalar (daire icerisinde), MT

Fig 11. Deformations of hepatocyte nuclei (encircled) in DOA
exposed group. MT
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Sekil 12. DOA uygulanan grupta ¢ok genis nekrotik alanlarda
(N) ve parankimada yaygin hemoraji (daire igerisinde), H&E

Fig 12. Widespread hemorragie (encircled) in widely necrotic
areas (N) and parenchyma in DOA exposed group, H&E

luklu bir gériniim almasina neden olarak karacigerdeki
deformasyonu garpici bigcimde ortaya koyan bir bulgudur.

Bu tip alanlarda kanama (hemoraji) odaklarinda
artisa rastlanmistir, hemoraji ayrica doku genelinde de
izlenmektedir.

TARTISMA ve SONUC

Labidochromis caeruleus karacigerinin genel yapisi
diger teleostlarla benzerlik gostermekteyse de, hepato-
sitlerin merkezi ven etrafinda diizglin kordonlar halinde
izlenmesi bircok teleostta goriilmez **.

Metabolik islevlerin ve detoksifikasyon stireglerinin
temel organi olarak karaciger, acglk gibi stres olusturan
degisimlerden ve toksik maddelere maruziyetten en ¢ok
etkilenen organlardan biridir *®. Birgok toksik madde ve
toksin 7, karacigerde biyolojik olarak daha az zehirli mad-
delere donustirllur ve safra kesesi yardimiyla disari ati-
lir. Bazi toksik maddeler ise depolanir, hatta daha da
zehirli kimyasallar haline getirilir 2.

Omurgalilarin en alt grubunu olusturan teleostlarda
bu organ sucul ekosistem kirliliginin duyarl bir goster-
gesi olarak pek cok arastirmaya konu olmaktadir. Cesitli
kimyasal maddelerin ve gevresel kirliligin etkileri sonu-
cunda balik karacigerinde ortaya ¢ikan degisimler genis
olgude arastirilarak; bircok agir metalin amonyum, klorin
ve fenoller gibi endistriyel atiklarin ve petrol hidro-
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karbonlarinin, ayrica ¢ok sayida organofosfatli ve orga-
noklorinli pestisitin etkileri degerlendirilmistir **°. Bu
cercevede karacigerde izlenen baslica histopatolojik bul-
gular hepatosit morfolojisinde degisimler ve vakuolizas-
yon artisi, nekroz, iskemi ve steatoz olarak belirtiimek-
tedir %,

Ozellikle asiri endiistriyel atik bosaltiminin sézkonusu
oldugu sucul sistemlerde balik karacigerleri izerinde
yapilan histopatolojik degerlendirmeler genis ol¢iide ilgi
cekmektedir. Ornegin Almanya’da, 6zellikle agir metal
baglaminda c¢evresel kirliligin yogun gorildagi Elbe
Nehrinden toplanan Platichthys flesus, Gymnocephalus
cernua ve Osmerus eperlanus tirlerinde * karaciger histo-
patolojisi, hepatositomegali, sinliizoidlerde kanlanma,
nekroz, fibroz, steatoz ve melanomakrofaj birikimleri
olarak not edilmistir. Anguilla anguilla tGzerinde yapilan
bir arastirmada ise ** olaganin ¢ok lstlinde vakuolizas-
yonla belirlenen, sudaki kontaminasyondan kaynaklana-
bilecegi ve karacigerde metabolizmanin bozulmasi sonu-
cu fazla miktarda trigliserit birikimi sonucu gergeklestigi
bildirilmistir. Bu goris cercevesinde steatozis, DOA
uygulamasinin metabolizasyonu ciddi 6l¢lide etkileye-
bilecegi dislincesini kuvvetlendirecek bir bulgu olarak
degerlendirilmistir.

Baliklarda kimyasal maddelerin etkisiyle olusan
karaciger histopatolojisine yonelik olarak tlkemizde
yayinlanmis birgok arastirma raporu vardir. Ornegin
Atamanalp *, genis ¢apli arastirmasinda gokkusagi ala-
baliklarinda (Oncorhynchus mykiss) sentetik insektisid
olan cypermethrin uygulamasiyla vakuoler dejenerasyon
izlenen hepatositler uzantisinda karacigerde yaglanma,
hemoraji, nekroz, yangi isareti olarak hiicre infiltrasyonu
ve fibrotik alanlarda genislemeler oldugunu; Cengiz ve
Unlu ** ise Gambusia affinis karacigerinde deltamethrine
uygulamasinin hipertrofi, nekroz ve yag dejenerasyon-
larina yol agtigini bildirilmislerdir.

Ayrica, sucul ortamlardaki kirliligin belirlenmesi
amaciyla karaciger dokusunun incelendigi ¢alismalar da
bulunmaktadir. Seyhan Baraj Golinde yasayan
Cyprinidae tirleri Gzerinde histolojik ve biyokimyasal
yontemleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada Gl ve
ark.*; karacigerin sintzoidlere ¢ok yakin bazi bolge-
lerindeki prolifere hepatositlerde yaygin dejenerasyon
gozlediklerini, 6zellikle bir istasyondan toplanan 6rnek-
lerde karacigerde mikro ve makrovesikiiller halinde
yaglanma izlendigini not ederek, tim bu degisimleri
baraj goliindeki kirlilikle iliskilendirmislerdir. Cine dere-
sinin su kirliligini belirlemeye yonelik arastirmalarinda;
Koca ve ark.* ise Lepomis gilbosus’un karacigerlerinde
cesitli histopatolojik bulgular gézlendigini bildirmek-
tedirler.

Calismamizda deneme grubunda izlenen histopatolojik
degisimler, yukarida 6rneklenen raporlarda sunulan
bulgularla blyik 6lglide uyum gostermektedir.

Sinuzoidlerde izlenen kanlanma olgusu, birgok farkli
calismada hepatosellller hasarin gostergesi olarak vur-
gulanmaktadir **”*%, Organofosfat kirleticilerin uygu-
lanmasi sonucunda Corydoras paleatus ** ve Prochilodus
lineatus * hepatositlerinde de benzer bozulmalar oldugu
bildirilmistir. Calismamizda adeta parankimadan ayriimis
sekilde izlenen merkezi venlerde ve eritrosit sekillerinde
saptanan degisimler, DOA uygulamasi ile organofosfat-
larin olusturdugundan daha farkli ve bliylik olasilikla
daha belirleyici patolojik bir bulgudur. Merkezi venlerde
yer yer belirgin bicimde izlenen seperasyon, doku bitiin-
[Gglnln bozulmasi, dokunun dagilmaya yiz tutmasi an-
laminda, DOA etkisini belirleyici bir bulgu olarak deger-
lendirilmistir. DOA’nin, Labidochromis caeruleus’ta, ilk
maruziyet ylzeyi olan solungaclar Gzerinde de garpici
etkiler olusturdugu bilinmektedir *.

Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansinin (IARC) calis-
ma gruplarinin, DOA'nin insanlardaki toksik etkilerine
iliskin veri elde edemedikleri bildiriimektedir 2. Ayni
raporda, fare ve sicanlarda DOA maruziyetinin karaci-
gerde blyumeye, peroksizomlarda proliferasyona yol
actigl belirtilmektedir. Maruziyet sonucunda fare kara-
cigerinde gbzlenen adenom ve karsinomlar sigan kara-
cigerinde olusmamistir. Hem bu hayvanlarda, hem de
kobaylarda bazi karaciger enzimlerinde aktivasyon
degisimleri not edilmekle beraber, DOA, insanlar igin
kanserojenik olarak siniflandirilmamistir. IARC, DOA’nin
genotoksik olmadigini bildirmekte, ancak konuyla ilgili
calismalarin yetersiz olduguna da vurgu yapmaktadir. Bu
durumda, ekotoksikolojik etkileri konusunda ¢ok az veri
bulunan DOA’'nin, ¢ok daha dikkatle degerlendirilmesi
gereken bir kimyasal oldugu agiktir.
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