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Triklosanin Zebra Bahg (Danio rerio) ince Bagirsag
Uzerinde Histopatolojik Etkileri

Cansu AKBULUT
OZET

Bir bisfenol ¢esidi olan triklosan, antibakteriyel sabun, deodorant, dis
macunu, el kremi gibi kigisel bakim iiriinlerinin yani sira kumaslarda,
oyuncak, dis fircas1 sapi, mutfakta kullanilan plastikler gibi pek c¢ok
iiriiniin yapisinda koruyucu, antiseptik, antimikrobiyal ve dezenfektan
olarak kullanilmaktadir. Onemli biyositlerden ve gevresel kirleticilerden
biri olan triklosan, yer alt1 sular1 araciligi ile ekosisteme karigmakta ve
sucul canlilarin yagaminmi tehdit etmektedir. Bu c¢aligma kapsaminda
triklosanin zebra balig1 ince bagirsak dokularinda yarattigi histopatolojik
etkilerin incelenmesi amaglanmistir. Baliklara, 5 giin boyunca 34, 85 and
170 pg/L’lik triklosan uygulamast yapilmistir. 5 giinlilk maruziyet
stiresinin sonunda ince bagirsak dokular1 disekte edilmistir. Dokular
Bouin fiksatifi ile 24 saat boyunca fikse edilmis, ardindan rutin histolojik
teknikler uygulanmistir. Dokulardan mikrotom yardimi ile 5 pm
kalinhiginda kesitler alindiktan sonra Hematoksilen&Eozin boyamasi
yapilmistir. Boyanan kesitler 151k mikroskobu altinda degerlendirilerek
histopatolojik degisimler gozlenmistir. Kontrol grubunda normal ince
bagirsak dokusu gozlenirken deney gruplarinda villus yapisinda
dejenerasyon, villuslarda birlesme, inflamasyona bagli olarak enterosit ve
lenfosit sayisinda artig, Goblet hiicrelerinde hiperplazi ve muskularis
externada kalinlagma tespit edilmistir.

Histopathological Effects of Triclosan on Zebrafish (Danio
rerio) Intestine

ABSTRACT

Triclosan, a type of bisphenol, is used as a preservative, antiseptic,
antimicrobial and disinfectant in the structure of many products such as
antibacterial soap, deodorant, toothpaste, hand cream, as well as personal
care products such as fabrics, toys, toothbrush handles, and plastics used
in the kitchen. Triclosan, which is one of the important biocides and
environmental pollutants, mixes with the ecosystem through groundwater
and threatens the life of aquatic organisms. In this study, it was aimed to
examine the histopathological effects of triclosan on zebrafish intetinal
tissues. Fish were treated with 34, 85 and 170 pg/L triclosan for 5 days.
At the end of the 5-days of exposure period, the intestinal tissues were
dissected. Tissues were fixed with Bouin's fixative for 24 hours, followed
by routine histological techniques. Hematoxylin & Eosin staining was
performed after 5 um thick sections were taken from the tissues with a
microtome. Stained sections were evaluated under a light microscope and
histopathological changes were observed. While normal intestinal tissue
was observed in the control group, degeneration in the villus structure,
fusion of the villi, an increase in the number of enterocytes and
lymphocytes due to inflammation, hyperplasia in the goblet cells and
thickening of the muscularis externa were detected in the experimental
groups.
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1. GIRIS

1960’11 yillarin basinda genis spektrumlu antibiyotik olarak iretilen triklosan (TCS; 2,4,4'-trikloro-2'-
hidroksidifenil eter), kisisel bakim {irlinleri, mutfak esyalari, oyuncaklar, kumaslar ve plastik trtinler gibi
pek c¢ok iirlinde koruyucu ve antimikrobiyal olarak kullanilan bir kimyasaldir [1,2]. Bir¢ok bakteri ve
mantar tiiriine kars1 etkili olan TCS, bakterilerin hiicre duvarina niifuz ettikten sonra, RNA sentezi ve
makromolekiil iiretimi dahil olmak iizere bir¢ok sitoplazmik ve membran bdlgesini hedefleyerek bakterinin
Oliimiine yol acar [3].

TCS, fenol, difenil eter ve poliklorlu bifenil fonksiyonel gruplar1 igeren halojenli aromatik hidrokarbon
olarak smiflandirilabilir [4]. Halojenli bir bifenil eter olan TCS'nin kimyasal yapis1 iki aromatik halkali
molekiil icermesi sebebiyle poliklorlu bifeniller (PCB'ler), polibromlu difenil eterler (PBDE'ler), bispenol
A, dioksinler ve tiroid hormonlarina benzer [2,5-7].

Yiiksek kullanim oranina bagl olarak TCS, yer alt1 sularina karigsarak sucul ekosisteme ulagmaktadir [2].
Bu kimyasalin sucul canlilar i¢in oldukga toksik oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle triklosanin ¢evreye
yiiksek diizeyde desarj edilmesi durumunda ekosistemin dengesini tahrip edecegi beklenmektedir [8].
TCS’in ekosisteme desarj1 sonucu biyolojik ve fotolitik bozunma, metiltriklosan ve diger klorlu fenoller
gibi yan iirlinlerin olugmasina yol acar. Bu yan {iriinler, bozunmaya kars1 daha direncli ve ana bilesige gore
daha yiiksek toksisiteye sahip olabilir. Suda yasayan organizmalarin siirekli olarak TCS'ye maruz kalmasi,
biyolojik birikim potansiyeline yol agmaktadir. TCS ylizey sularinda, sedimentlerde, topraklarda, su
tirlerinde ve insanlarda tespit edilmistir [2, 9-11].

Onemli biyositlerden biri olmas1 nedeniyle triklosanin toksisitesi pek ¢ok sucul organizmada arastirilmistir.
Zebra baligi (Danio rerio), Lepomis macrochirus, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Japon piring
baligi (medaka) (Oryzias latipes) ve Pimephales promelas gibi bircok balikta medyan oldiiriicii
konsantrasyonunun (LCsg) 270-602 pg/L arasinda oldugu bulunmustur [8, 12-15]. Zebra baliklarinda 96
saatlik LCso degeri 0.34 mg/L olarak tespit edilmistir [16].

Zebra baligi, biyolojik ve genetik gelisim asamalarindan insan hastaliklarina kadar bir¢ok alanda yaygin
olarak kullanilan bir omurgali hayvan modelidir. Laboratuvarda bakiminin kolay olmasi, yasam
dongiistiniin kisa olmasi ve degisken ¢evre kosullarina dayanikli olmasi nedeniyle 6zellikle ¢evresel
toksikoloji calismalarinda tercih edilmektedir. Toksikoloji ¢alismalarinin 6n saflarinda yer alan zebra
balig1, endokrin bozucu kimyasallar, agir metaller ve bu kirleticilerin neden oldugu hastaliklar gibi ¢evresel
kontaminantlarin mekanizmalarini arastirmak i¢in su 6rneklerinde kontaminantlarin kalitatif veya kantitatif
taranmasinda bir ara¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [17-19]. Bu calismada triklosanin subletal
konsantrasyonlarinin, zebra balig1 ince bagirsak dokularinda yarattigi histopatolojik degisimlerin
incelenmesi amag¢lanmustir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Test Kimyasah

Calisma kapsaminda kullanilan triklosan (CAS No: 3380-34-5) Sigma Aldrich (Almanya)’den temin
edilmistir.
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Calisma kapsaminda bir kontrol ve 3 deney grubu olmak tizere 4 grup olusturulmustur. Her grupta 10 adet
eriskin zebra balig1 kullanilmistir. Baliklar 30 L kapasiteli akvaryumlarda, 12 saat aydinlik:12 saat karanlik
fotoperiyodunda ve 28+1°C su sicakliginda tutulmustur. Deney gruplarina 96 saatlik LCS50
konsantrasyonlar1 goz Oniinde bulundurularak sirasiyla 34, 85 ve 170 pg/L’lik TCS uygulanmustir.
Triklosan, uygulanmadan O6nce asetonda ¢oziilerek stok soliisyon olusturulmustur. 250 pl/L’lik aseton
konsantrasyonu ile en yiiksek aseton konsantrasyonu kontrol grubunda yer almistir.

2.3. Histolojik Islemler

5 giinliik maruziyet siiresinin ardindan ince bagirsak dokular1 disekte edilerek ¢ikarilmistir. Dokular Bouin
fiksatifi ile 24 saat boyunca fikse edilmistir. Fiksasyon siiresinin ardindan, dokular yiikselen etil alkol
serilerinden gegirilip ksilol ile seffaflastirilmistir. Parafine gomiilmiis olan ince bagirsak dokularindan
mikrotom ile kesitler alinmis ve H&E boyamasi yapildiktan sonra dokular 1sik mikroskobu ile
degerlendirilmistir.

3. BULGULAR

3.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait érnekler incelendiginde normal ince bagirsak histolojisi gézlenmistir. Ince bagirsak
dokusundan alinan enine kesitler incelendiginde villus yapilar1 ve katmanlar1 net bir sekilde gézlenmistir.
Seroza, muskularis eksterna ve mukoza tabakalar1 151k mikroskobu altinda ayirt edilmistir. Mukozanin
liimene bakan kisminda yer alan yer alan silindirik epitel hiicreleri, bu hiicrelerin arasinda tek tek yer alan
Goblet hiicreleri ve epitel tabakasinin hemen altinda yer alan lamina propria goriintiilenmistir (Sekil 1a,

1b).

-

'n‘

Sekil 1. Kontrol grubu ince bagirsak histolojisi, S: seroza, ME: muskularis eksterna, M: mukoza, G: Goblet hiicresi,
V: villus, LP: lamina propria.
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3.2. 34 pg/L TCS Uygulamasi Yapilmis Grup

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 34 pg/LL TCS uygulamasi yapilmis grupta lamina propriada
parcalanmalar ve dejenerasyonlar tespit edilmistir (Sekil 2a, 2b). Goblet hiicrelerinde hiperplazi izlenmistir
(Sekil 2¢). Bunun yani sira villus yapisinda genisleme ile enterosit ve lenfosit sayisinda artis gézlenmistir
(Sekil 2c¢).

Sekil 2. 34 pg/l. TCS uygulamasi yapilmig gruptaki ince bagirsak histolojisi, kirmizi ok: lamina propriada
dejenerasyon, siyah ok: Goblet hiicrelerinde hiperplazi, kirmizi kare: lamina propriada parcalanma, siyah dortgen:
enterosit ve lenfosit sayisinda artis, ¢ift tarafli ok: villus yapisinda genisleme.

3.3. 85 pg/L TCS Uygulamasi Yapilmis Grup

85 pg/L TCS uygulamasi yapilmis grupta, 34 pg/L’lik gruba benzer olarak lamina propriada parcalanma ve
dejenerasyonlar gdzlenmistir (Sekil 3a, 3c). Villuslarda birlesme ve Goblet hiicrelerinde hiperplazi dikkat ¢ekmistir
(Sekil 3a). Bazi villuslarda 6dem goriilmiistiir (Sekil 3b). Muskularis eksternada kalinlagma goriintiilenmistir (Sekil
3¢).
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Sekil 3. 85 pug/L TCS uygulamasi yapilmig gruptaki ince bagirsak histolojisi, kare: lamina propriada dejenerasyon
ve par¢alanma, siyah ok: Goblet hiicrelerinde hiperplazi, asteriks: villuslarda 6dem, ¢izgi: muskularis eksternada
genisleme, ¢ift tarafli ok: villuslarda birlesme.

3.4.170 pg/L TCS Uygulamasi Yapilmis Grup

170 pg/L TCS uygulamast yapilan grupta histopatolojik etkilerin daha siddetli oldugu gézlenmistir. Bu gruptaki ince
bagirsak villus epitelleri incelendiginde firga kenar yapisinda bozulma izlenmistir (Sekil 4a). inflamasyona bagh
olarak enterosit ve lenfositlerde hiperplazi tespit edilmistir (Sekil 4a). Villuslarda belirgin vakuolizasyon goriilmiistiir
(Sekil 4b, 4c). Bazi villuslarda birlesme gozlenmistir (Sekil 4c).
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Sekil 4. pg/L TCS uygulamasi yapilmis gruptaki ince bagirsak histolojisi, ok: firca kenar yapisinda bozulma,
yildiz: enterosit ve lenfositlerde hiperplazi, asteriks: 6dem.

3. TARTISMA

Gilintimiizde kisisel bakim friinlerinin ve plastiklerin kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu iiriinler, ¢esitli
yollarla sucul organizmalar etkileme potansiyeline sahip kimyasallar icermektedir. Siiphesiz ki triklosan
da bunlardan biridir. Triklosanin zebra baligi solungag, karaciger, testis ve ovaryum dokularinda
histopatolojik etkilere yol actigi1 tespit edilmistir [19, 20]. Cesitli ¢aligsmalar, triklosanin canlilarda endokrin
bozucu potansiyelinin de oldugunu gostermektedir [20-25]. Endokrin bozucu potansiyeli olan pestisitlerden
biri olan imidaklopridin [26] zebra balig1 ince bagirsak dokusunda villus yapisinda ve fir¢a kenar yapisinda
dejenerasyon, enterosit sayisinda artis ve lamina propriada parcalanma gibi etkiler gézlenmistir [27].
Benzer etkiler bu ¢alismada da mevcuttur. inflamasyona bagl olarak enterosit ve lenfosit sayisinda artis
gozlenmistir. Triklosanin farelerde inflamasyonla karakterize kolite sebep oldugu gosterilmistir [28].

Endokrin bozucu kimyasallar, farkli baliklarin ince bagirsak dokularinda da benzer histopatolojik etkilere
sebep olmaktadirlar. Onemli endokrin bozuculardan nonilfenoliin alabalik (Salmo trutta caspius) ince
bagirsak dokusunda histopatolojik etkilerinin incelendigi bir calismada villus boyutunda kisalma,
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villuslarda birlesme, Goblet hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi goézlenmistir [29]. Bu ¢alismada farkli
olarak, Goblet hiicrelerinde hipertrofi ve villuslarda kisalmaya rastlanmamistir. Tarimda siklikla kullanilan
pestisitlerden biri olan thiodanin (endosiilfan) sivrisinek baligi (Gambusia affinis) ince bagirsak dokusunda
lamina propriada lenfosit birikimi, 6dem, dejenerasyon, villus par¢alanmasi, piknotik ¢ekirdek ve nekroz
tespit edilmistir [30]. Lamina propriada lenfosit artis1 ve villus dejenerasyonu bulgular1 benzer olarak bu
calismada da izlenmistir. Lindanin ot sazani (Ctenopharyngodon idella) ince bagirsak dokusunda, villus
yapisinda dejenerasyon, ve vakuolizasyon gozlenmistir. Buna ek olarak epitel hiicrelerinde tahribat ve
deformasyon tespit edilmistir [31].

Sonug olarak, endokrin bozucu 6zelligi olan ¢esitli kimyasallarin ve pestisitlerin baliklarin ince bagirsak
dokularinda inflamasyona ve dejenerasyona neden oldugu agiktir. Gelecekteki caligsmalar, ozellikle
endokrin bozucu potansiyeli olan ¢evresel kirleticilerin sucul canlilardaki akut ve kronik etkilerinin daha
detayli arastirilmasi iizerine odaklanmalidir. Bu kimyasallarin ve de bu kimyasallar1 igeren iirtinlerin
dikkatli bir sekilde kullanilmas1 ve geri doniistiiriilmesi, ¢evreyi korumak ve suda yasayan organizmalarin
yasamlarini stirdlirmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.
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Finansman

Yazar bu ¢alismanin aragtirilmasi, yazarligi veya yaymlanmasi i¢in herhangi bir maddi destek almamustir.
Cikar Catismasi/Ortak Cikar Beyani

Yazar tarafindan herhangi bir ¢ikar catismasi veya ortak ¢ikar beyan edilmemistir.

Arastirma ve Yayin Etigi Bildirgesi

Yazarlar, makalenin tiim siire¢lerinde Environmental Toxicology and Ecology Dergisinin bilimsel, etik ve alinti
kurallarina uyduklarin1 ve toplanan veriler lizerinde herhangi bir tahrifat yapmadiklarini beyan ederler. Ayrica
karsilagilabilecek etik ihlallerden Environmental Toxicology and Ecology ve yaymn kurulunun hic¢bir sorumlulugu
olmadigini ve bu ¢alismanin Environmental Toxicology and Ecology disinda herhangi bir akademik yayin ortaminda
degerlendirilmedigini beyan ederler.
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