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OZET

Bu ¢alismada, etilendiamin dihidroklorid (EDA, 50 mg/kg/giin) on giin boyunca
disi Wistar albino sicanlara intramuskular enjeksiyon yoluyla verildi. Calismanin
sonunda, viicut agirliklarindaki degisim, karaciger ve bobrek dokularindaki
histopatolojik etkiler 151k mikroskobik diizeyde inceledi. Buna gore; viicut agirliginda,
deney sonrasi anlamli bir artis goézlendi (p<0,05). Isik mikroskobu kullanilarak yapilan
incelemede; karaciger dokusunda, hipertrofik hepatositler, ven endotel hasari,
mononiiklear hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde membran hasari, nukleus ve sitoplazma
kaybi, piknotik nukleuslar, sitoplazmik vakuolizasyon ve genel anlamda dokuda
biitiinlik kayb1 meydana geldigi gozlendi. Bobreklerde, Bowman kapsiiliiniin parietal
ve viseral yapraklari arasinda mesafe artisi, glomerulusda atrofi, glomerulus kaybi,
tiibiilleri astarlayan epitelde membran hasari, epitel hiicrelerinde nukleus ve sitoplazma
kaybi, tiibiil llimeninde hasarli epitel hiicrelerinden ayrilan nukleuslar ve sitoplazmik
kalintilar gozlendi. Ayrica tiibiil epitel hiicrelerinde hipertrofi, sitoplazmik

vakuolizasyon ve piknotik nukleuslar gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Etilendiamin dihidroklorid, Karaciger, Bobrek, Histopatoloji.



II

ABSTRACT

In this study, Ethylenediamine dihydrochloride (EDA, 50 mg/kg/giin) was given
by intramuscular injection to female Wistar albino rats for ten days. The change in body
weight and the histopathologically effects on liver and kidney were examined by light
microscopy. Thus, gains in body weight was increased significantly (p<0,05) at the end
of ten days. It was also observed that hypertrophic hepatocytes, endothelial
degeneration of vein, mononuclear cell infiltration and loosing of cytoplasm and
nucleus, degeneration of hepatocyte membrane, picnotic nucleus, vacuolization in
cytoplasm and loss of integrity in the tissue were observed in liver. Increasing of
distance between parietal and visceral layer of Bowman capsule, athrophy in
Glomerulus, loosing of Glomerulus, degeneration of membrane in epitelia of tubuls,
loosing of nucleus and cytoplasm in epithelial cell, nucleus and cytoplasmic residues
from degenerative epithelial cell in tubul lumen were observed in kidney. Besides,
hypertrophy in tubul epithelial cell, vacuolization in cytoplasm and picnotic nucleus

were determined.

Keywords: Ethylenediamine dihydrochloride, Liver, Kidney, Histopathology.
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1.GIRiS

Etilendiamin dihidroklorid (EDA), endiistride yaygin kullanilan 6nemli bir
kimyasaldir (Hermansky ve ark., 1999). EDA; fungusit, insektisid, polyamide
camsakizi, kelatlayic1 ajan, korozyon inhibitérii, zemin kaplamalarinda yapistirici
olarak, tekstil kumas boyasi bilesenlerinde, fotograf¢ilik banyo kimyasallarinda, metal
is¢ilikte, boyalarda buhar sizdirmazligi ve kapaticilii icin, asfalt malzemelerinde,
veterinerlikte {riner sistem tedavisinde ve tipta astim tedavisi ilaglarinin
formulasyonunda kullanilir (Sittig, 1985; DePass ve ark., 1987; Leung, 1994; Budavari
ve ark., 1996; Hermansky ve ark., 1999; Leung, 2000).

Etilendiamin; alkilenaminlerin (etilendiamin, dietilentriamin, trietilentetramin,
tetraetilenpentamin, aminoetillethanolamin, aminoetillpiperazine) en diisiik molekiiler

agirlikli tiyesidir (Leung, 1994).

EDA’nin sicanlarda (oral) LDsy dozunun 637-1850 mg/kg, LCsy degerinin
(solunum) >29 mg/L, tavsanlarda (dermal) LDsy degerinin 560 mg/kg oldugu
bildirilmistir (SIDS, 2001).

EDA’nin toksik etkilerinin arastirildigi gesitli ¢alismalar mevcuttur. EDA’nin
tahris edici bir ajan oldugu, géz hasarina sebebiyet verdigi (Yang ve ark., 1983),
solunum ve deri hassasiyetine neden olabildigi (Leung, 1994) gosterilmistir. Dubinina
ve ark., (1997), yaptiklar1 ¢calismalarda EDA’nin alerjik isarete, tahrise, merkezi sinir
sistemindeki degisimlere neden oldugunu gdstermislerdir. Ng ve ark., (1991), EDA ile
calisan iscilerde brongial astim gozlendigini ifade etmislerdir. Bagka bir ¢alismada ise,
EDA’ya maruz kalan geng is¢ilerde Oncelikle halusinasyon ve kuruntu, sonrasinda
akcigerlerde siv1 toplanmasi ve ¢izgili kaslarda bozukluk meydana geldigi bildirilmistir

(Su ve ark., 2000).

EDA’nin siganlar ve fareler iizerine toksik etkilerinin arastirildigi kisa ve uzun

donem besleme c¢aligmalarinda (7 giin, 2.70 gr/kg/giin ve 3 ay 0, 0.05, 0.25, 1.00



g/kg/glin), viicut agirhginda ve bazi organ agirliklarinda azalma meydana geldigi
bildirilmistir (Yang ve ark., 1983). Yang ve ark., (1984) iki jenerasyonlu iireme
calismalarinda, EDA etkisi ile (0.5, 0.15, 0.05, 0 g/kg/giin) viicut agirhi§inda azalma ile
birlikte, karaciger agirliginda azalma, bobrek agirliginda artis meydana geldigini, ayrica
EDA’nin iireme {izerine toksik etkisi olmadigini bildirmislerdir. Hermansky ve ark.,
(1999) ise 2 yillik uzun dénem besleme c¢alismalarinda (0, 0.02, 0.10, 0.35 g/kg/giin)

viicut agirliginda azalma, bobrek ve karaciger agirliginda artis tespit etmislerdir.

Ayrica EDA’nin toksik etkisi ile klinik kimyasal parametrelerde, hematolojik
degerlerde ve iire analizi degerlerinde degisikliklerin meydana geldigi, karacigerde
hepatositlerde pleomorfizm gozlendigi (Yang ve ark., 1983; Hermansky ve ark., 1999),
hepatositlerde nukleus biiyiikliigli ve nukleus seklinde varyasyonlar ile karakteristik
mikroskobik lezyonlarin meydana geldigi ayrica en yiiksek dozda ozellikle 12, 18, ve

24. aylarda rinit ve trakeit gelistigi bildirilmistir (Hermansky ve ark., 1999).

EDA’nin mutajenik 6zelliginin arastirildigi calismalarda, mutajenik olmadig:
Ames/Salmonella testi ile (Leung, 1994), ovaryum gen mutasyon testi ile ve kardes
kromatit degisimi testi ile gosterilmistir (Slesinski ve ark., 1983) ve teratoloji
calismalarinda yapisal anormalliklere neden olmadigi (DePass ve ark., 1987; Price ve

ark., 1993) bildirilmistir.

Hermansky ve ark., (1999) yaptiklar1 uzun donem besleme g¢alismalarinda (2
yil), EDA’nin sicanlarda karsinojenik olmadigini gostermisler ancak kronik toksik
etkilerinin varligina dikkat ¢ekmislerdir. Erkek ve disi sicanlarda ozellikle yiliksek doz
gruplarda kronik nefropaty insidansinda artis gozlendigini ve bunun yiiksek dozlarda

muhtemel 6liim nedeni oldugunu bildirmislerdir.

EDA’nin kemiricilerin ince barsaginda, diiz kas gevsemelerinde direkt olarak
etki eden bir kas gevsetici oldugu ve bu nedenle fizyoloji ve farmakoloji ¢caligmalarinda

model olusturma bakimindan faydali olabilecegi ifade edilmistir (McKay ve ark., 1991).



Kiitle spektrofotometresi ve infra-red spektroskopi ile yapilan ¢alismalar,
EDA’nin temel metabolitinin N-asetiletilendiamin oldugunu gostermistir (Yang ve
Tallant., 1982; Leung, 2000). Oldukc¢a hizli bir eliminasyon ile 24 saat i¢inde dozun %
70’nin idrarla, % 4-13’niin fegesle viicuttan atildig1 bildirilmistir (Leung, 2000).

Farmakokinetik ve metabolik Ozelliklerin arastirildigi ¢alismalarda, EDA’nin
barsaktan kolayca absorbe edildigi ve plazmadaki maksimum konsantrasyonuna 1 saat
icinde ulastig1 bildirilmektedir (Leung, 2000). Radyoaktif isaretli EDA tiirevlerinin
takibi ile EDA’nin hedef organlarinin, karaciger ve bobrek oldugu gosterilmistir
(Leung, 2000). EDA’nin glukuronidasyon ile metobolize edildigi ve bu reaksiyonun
glukuronil transferazlar tarafindan katalizlendigi bilinmektedir

(http://tip.cumhuriyet.edu.tr/cutf/Donem?2/IV.Komite(MetabolizmaK omitesi)/Biyokimy

a/ogecetinkaya/ogel.ppt).

Karaciger ve bobrekler ksenobiotiklerin detoksifiye edildigi temel organlardir.
Bu nedenle mevcut calismada yaygin bir kullanim alan1 olan EDA’nin akut toksik

etkileri, karaciger ve bobrek dokularinda 151k mikroskobik diizeyde incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

Embriyonik 6n barsagin dis cebinden gelisen karaciger, 3-4 parca halinde, karin
boslugunun iist kisminda, diyaframin hemen altinda yer alan viicuttaki en agir organdir.
Tek katli yass1 bir epitel tiirii olan mezotelyum ve altindaki ince bir bag dokudan olusan
viseral periton ile cevrilidir. Visseral peritonun hemen altinda siki bag dokudan
yapilmus, bol kollajen lif ve az oranda elastik lif iceren Glisson kapsiilii mevcuttur.
Organin lstten gorilinlisii disbiikeydir, i¢ kisim hilum benzeri bir oyuntu igerir ve bu
bolge karaciger kapisi (porta hepatis) adin1 alir. Glisson kapsiilii; karaciger kapisindan

igeri girerek, karaciger lobiillerini ¢evreler ve portal alanlar olusturur.

Karaciger, ¢cok zengin bir kan donanim agina sahiptir ve iki dnemli kaynaktan
kanlanir. Portal ven, karacigere gelen kanin %75’ini olusturur. Bu kan; barsaklar, dalak
ve pankreastan gelen besin maddelerinden zengin ve oksijen bakimindan diisiik, az
basingh bir ven kamidir. Hepatik arter ise total kanin sadece %25’ini olusturur ve
oksijenden zengin, yiiksek basingli arter kani tasir. Portal ven ve hepatik arter ile
karacigere gelen kan, doku igerisinde siniizoidlere akarak hepatositler ile yakin iligki
kurar ve sonrasinda hepatik venlerle toplanarak inferiyor vena kava ile dokuyu terk

eder.

Karaciger, irettigi safra nedeniyle ekzokrin bir bez; glikoz, lipoprotein ve

plazma proteinlerini kana vermesi nedeniyle endokrin bir bez niteligi tasimaktadir.

Karacigerin baslica gorevleri arasinda safranin sentezi ve salgilanmasi, glukoz,
glikojen, yag, protein ve vitaminlerin depolanmasi, kanla gelen ilaglarin ve potansiyel
toksik maddelerin detoksifikasyonu, kan pihtilasma faktorlerinin sentezi sayilabilir

(Temel Histoloji, 1992).

Karaciger, parankim hiicreleri olan hepatositlerden meydana gelir. Hepatositler

20-30 um capinda hekzagonal sekilli hiicrelerdir ve uzunlugu 2 mm, ¢ap1 700 um olan



lobiiller seklinde diizenlenmislerdir (sekil 2.1.1). Karacigerin lobiiler yapisinda {i¢ farkli
lobiil tipi tanimlanmistir. Bu tanima gore, kan periferden merkezi vene dogru akar.
Safra karaciger hiicreleri tarafindan tretilerek safra kanalikiillerine girer. Safra, lobiiliin
periferine, portal alandaki lobiiller arasi safra kanallarina dogru akar. ikinci lobiil
tanimi, karacigerin safra salgisi dikkate alinarak yapilmistir. Bir lobiiliin periferine
dogru akan ekzokrin sekresyon goriisii, salgisint merkezi bir liimene veren, ¢ok sayida
bezin tanimia uygun degildir. Portal lobiil, merkezinde portal alan ve koselerinde
merkezi venlerin bulundugu bir {iggen olarak ifade edilebilir. Ugiincii lobiil tanim ise
dagitici arteriyollerden kanin akimma ve toksik yaralanmalardan sonra hepatik
dejenerasyona uygun sekilde yapilmistir. Hepatik asiniis olarak tarif edilen bu lobiilde,
parankima bdlgeleri, zon 1, zon 2 ve zon 3 olarak ifade edilmistir. Birinci bolgede
bulunan hiicreler, besleyici damarlara en yakin olanlardir. Bu hiicreler toksik
maddelerin zararlarina karsin uzun dmiirliidiirler ve rejenerasyon yetenekleri yiiksektir.
Ikinci bolgede bulunan hiicreler ise daha az Omiirliidiirler. Ugiincii bolgede bulunan
hiicrelerde ise rejenerasyon ¢ok daha yavastir ve toksik etkiler karsisinda nekroz ilk

olarak bu bolgede goriiliir (Kaboglu , 2001).
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Sekil 2.1.1: Karaciger genel lobiiler yapisi



Hepatositlerin arasinda kalan siniizoidal bosluklar icinde kan yavas yavas
ilerlerken, siniizoidleri astarlayan hiicreler tarafindan hepatositlerin dogrudan kanla

temast engellenir. Ergin karacigerin siniizoidal astarinda iki ana hiicre tipi vardir.

1- Endotel hiicreleri: Bu hiicreler kii¢iik, uzamis koyu boyanan bir nukleus ile ¢ok
azalmig bir sitoplazma igerirler ve siniizoidlerin endotel astarlar1 tam degildir.
Bitisik hiicreler arasinda 0,5 pm araliklar bulundururlar.

2- Kupftfer hiicreleri: Bu hiicre tipi daha biiyiik, daha soluk boyanan bir nukleus ile
uzantilar igeren bir sitoplazmaya sahiptir (Aktag, 1999).

Siniizoidleri astarlayan endotel hiicreleri, karacier hiicrelerine sikica bagl
degildir ve karaciger hiicreleri ile endotel hiicreleri arasinda genisligi degisebilen
perisinuzoidal alan (Disse aralig1) yer alir (sekil 2.1.2). Bu alan sadece kan plazmasi

icerir ve hepatositler ile kan arasinda metabolitlerin degistigi bolgedir.
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Karaciger parankimasinin %80’ini olusturan hepatositler, bir ya da iki nukleusa
sahiptir. Biniikleer hepatositler, nukleus hacmi ve DNA igeriginin artmasiyla
endomitozis sonucu meydana gelir ve hepatositlerin %251 bintikleerdir. Eriskin
karacigerde mitoz nadirdir ancak hasar sonrasi tamir doneminde yiiksek mitotik aktivite
gozlenir. Hepatositlerin sitoplazmalari, fazla sayida mitokondri ve diz yiizli
endoplazmik retikulum igermeleri nedeniyle graniillii ve eozinofiliktir. Diiz yiizli
endoplazmik retikulumda; ilaglarin detoksifikasyonlari, kolestrol sentezi ve glikojenin
glikoza dontigiimii meydana gelir. Graniilli endoplazmik retikulum ise bazofilik yap1
gosterir. Burada kan fibrinojenleri, protrombin ve kan albuminleri sentezlenir. Her
hiicrede, yaklasik elli kadar golgi kompleksi bulunmaktadir. Diger bir sitoplazmik
bilesen, karacigerde biriken glikojendir. Ayrica karacigerde, kolestrol, yag asitleri,

trigliseritler, basit yaglar gibi ¢esitli lipitler de depolanmaktadir (Temel Histoloji, 1992).

2.2. Bobrek

Bobrekler, i¢ dengenin korunmasinda rol oynayan organlardan biridir. Viicut
stvilarinin hacim ve igeriginin, kan basincinin, pH’ nin, su ve elektrolit dengesinin
diizenlenmesini saglar. Ayrica hiicrelerde metabolizma sonucu olusan ve kana verilen

artik tiriinler bobrekler sayesinde kandan uzaklastirilir (Temel Histoloji, 1992).

Bobrekler, makroskopik olarak bakildiginda fasiilye tanesi goriinlimiinde,
anatomik olarak bakildiginda renal kapsiil ile ¢evrili korteks ve korteksin altinda on -
onbes medullar piramide ayrilan medulla bolgesinden olusmaktadir. Renal kapsiil, ince
fibrilli bir bag dokudan olusur ve hemen altindaki bag dokudan kolayca ayrilabilir.
Bobrege giren ve c¢ikan tiim damarlarin bulundugu renal pelvis ile bosaltim kanali
{ireterin bdbregi terk ettigi yer hilustur. Ureterin iist kismu pelvis olarak genisleyerek
major kaliks ve mindr kalikse ayrilir ve genellikle iki major, sekiz-oniki minér kaliks
icerir. Her bir mindr kaliks, bobrek dokusunun papilla denilen bir konik ¢ikintisini verir
ve her papillanin tepesi sayilari on ile yirmi bes arasinda degisen, idrar olusum
yollarinin son segmenti olan toplayici kanallarin agikligiyla sona erer. Medullar 1sinlar,
doku piramidinin tabanindan kortekse dogru ince 1sinsal ¢izgiler seklinde uzanirlar ve

korteksin dig kismina yaklastik¢a seyrekleserek kaybolurlar. Bu yapilarin ¢izgili sekilde



goriilmeleri, diizenli tiibiiler ve vaskiiler yapiya sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Bu tiibiiller, medullaya uzanan ve daha sonra tekrar kortekse geri donen proksimal ve
distal tiibiillerdir. Medulladaki her bir piramit ve st taraftaki ilgili korteksi bir lob
olarak adlandirilir (Aktag, 1999).

Nefronlar, bobreklerin fonksiyonel {initeleridir. Insan bdbreginde 1-2 milyon
arasinda nefron bulundugu bildirilmistir. Her bir nefron, renal kapsiil ve renal tiibiiller
olmak iizere iki kistmdan meydana gelmistir (sekil 2.2.1). Renal kapsiil; Bowman
kapsiilii, afferent arteriol, glomerulus, efferent arteriolden meydana gelir. Bowman
kapsiilii; dista parietal yaprak, icte viseral yaprak olmak iizere ¢ift tabakali bir
membrandan olusmustur. Her iki tabakada tek katli yass1 epiteldir. Iki tabaka arasinda
kalan subkapsiiler alan, renal tiibiile aktarilmadan once idrarin toplandigi alandir.
Bowman kapsiilii damar ve idrar kutbu olmak iizere iki kutup igerir. Afferent ve efferent
arterioller damar kutbunda sonlanarak ayrilirlar. Renal tiibiil ise idrar kutbu ile
iliskilidir. Idrar kutbunda hiicre yiiksekligi tek katli yass1 epitelden, algak kolumnara
dogru dort-bes siralik bir artis yapar ve proksimal tiibiil epitel astariyla devam eder.
Glomerulus ve Bowman kapsiilii arasinda, filtrasyon meydana gelir. Kan; kapiler
icinden gegerken su, tuzlar, iire ve diger kii¢iik molekiiller, glomerular filtrat1 vermek

lizere Bowman kapsiiliine gegerler.

Nefronun diger yapisal iinitesi olan renal tiibiiller, geri emilim ve sekresyonun
gerceklestigi yapilardir (sekil 2.2.2). Tiibiiliin, idrar kutbundan ayrildigi ilk kismi
proksimal kivrintili  tiibiildlir. Proksimal tiibil liimenini astarlayan epitel,
mikrovilluslarla kapli tek katli kiibik epiteldir. Proksimal tiibiilin kivrintili kismi
medullada bulunan diiz kismi ile devam eder. Proksimal tiibiil, glomerular filtrat
hacmini % 80-85 oraninda azaltir. Bikarbonatlar ile birlikte glukoz, aminoasit, su,
kiigiik peptidler ve bazi zorunlu vitaminler geri emilirler. Proksimal tiibiiliin diiz
kismini, Henle kulbu’nun inen ince kism izler. Buradaki hiicreler, kiibik epitelden yass1
epitele degisir ve glomerular filtratin konsantre hale getirilmesini saglar. Burada suyun
geri emilimi gerceklesmez, c¢iinkii hiicreleri suya karsi gegirgen degildir. Henle
kulbu’nun yukar1 dogru ¢ikan kismi kalinlagir, glomerulus yakinina kadar devam eder

ve yerini distal tiibiile birakir. Distal tiibiil, kiibik epitelle doselidir.



Bowman Proksimal
kapsiilii kivrintilr tiibiil

Glomerulus

__— Distal kivrintili
tibiil

Korteks

o

Henle kulbu’ nun_.-;'——”"'“__ﬁ-f i

i { .‘:i.':. ‘. __ ’ ©_ Henle kulbu’nun
ﬁq ¥ P 8\ \\ | .—— ¢ikan kolu

inen kolu e v -,":'
Medulla \ :. ' i

—— Toplayici kanal

; Ureter

Kapiler ag

Sekil 2.2.1: Nefron yapist.

Distal tiibiilde suyun geri emilimi, antidiiiretik hormon (ADH) sayesinde viicut
ihtiyacina gore olmaktadir. Distal tiibiilden emilen bikarbonat iyonlar: idrar1 asitlestirir
ve distal tiibiil toplayic1 kanallara agilir. Distal tiibiiliin, afferent ve efferent arterioliine
bitisik 6zellesmis hiicreleri olan makula densa hiicreleri, distal tiibiildeki sivinin
osmolaritesini algilayic1 olarak is goriirler. Glomerular filtrasyonun azalmasi, bu
hiicreleri diisiik kan basinci nedeniyle uyarir ve makula densa hiicreleri, juksta
glomerular hiicreleri uyararak renin salgilanmasi ilizerine etki ederler. Renin kandaki
anjiotensinojen’i anjiotensin I’e c¢evirir. Anjiotensin I’de, bobreklerde ve akcigerlerde
bulunan anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) aracilig1 ile anjiotensin II’ ye cevrilir.
Anjiotensin II, kuvvetli damar daraltic1 etkiye sahiptir. Anjiotensin II, ayn1 zamanda
adrenal korteksi aldesteron salgilamak iizere uyarir. Aldesteron, bobregin distal tiibiil ve
toplayici kanallarina etki ederek Na® ve CI’ un geri emilimini saglar. Glikoprotein

yapisindaki eritropoietinde biiyiik bir olasilikla Juksta glomerular hiicreler tarafindan
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sentezlenmektedir ve bu hormon kemik iliginde eritrosit yapimii uyarir (Temel

Histoloji, 1992).

Préksmal kivritili
tiibiil ve Henle
kulbu’nun inen kolu

Distal kivrintil1 tiibiil ve
Henle kulbunu’nun \
¢ikan kolu

Henle kulbu’nun
ince kolu

Toplayici kanal

Sekil 2.2.2: Bobrek tiibiilleri ve onlara ait hiicre sekilleri

2.3. Alkilenaminler

Alkilenaminler, endiistride kullanilan ¢ok yonlii ara ajanlardir. etilendiamin,
alkilenaminlerin en diisiik molekiiler agirlikli iiyesidir. 60.10 g/mol molekiil agirligina
ve giiclii alkali ozellige sahiptir. Su, etanol gibi polar c¢oziiciilerde kolaylikla
¢cOziinebilir. Ayrica, etilendiamin reaktif 6zellige sahiptir. Kolayca karboksilik asit, yag
asitleri, nitril, karbondisiilfit, inorganik asit ve suda coziinen tuzlar ile reaksiyona

girebilir
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( http://chemicalland21.com/industrialchem/organic/ ETHYLENEDIAMINE .htm

http://en.wikipedia.org/wiki/Ethylenediamine). Dietilentriamin ise, kaynama noktasi

206 °C ve 103,2 g/mol molekiil agirligma sahiptir. Suda ve hidrokarbonlarda rahatlikla
¢oziinebilir. Trietilentetramin, sar1 renkte yaglh - sivi formdadir, 280 °C kaynama
noktasina ve 146,2 g/mol molekiil agirligina sahiptir

(http://www.osha.gov/dts/sltc/methods/organic/org060/org060.html).

Alkilenaminlerin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. 1930’larda ilk kez
kullanilan etilenbisditiokarbomat, bir fungusid ¢esididir. Etilendiamin; fotografcilikta
banyo kimyasallarinin, insektisid, cila, tekstil motor yagi bilesenlerinin iiretiminde ara
ajan olarak kullanilir. Etilendiamin, dietilentriamin, aminoetiletanolamin kelator
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir ve etilendiamintetraasetikasit (EDTA) gibi
onemli kelatlayici ajanlar etilendiaminden meydana gelmektedirler. Dietilentriamin ve
trietilentetraminler ise korozyon inhibitérii olusumunda Onemli role sahiptirler.
Etilendiamin, dietilentriamin, trietilentetramin, tetraetilenpentamin ise sentetik yiin
kumas boyasi bilesenlerinin iiretiminde kullanilmaktadir. Etilenaminler ayrica tipta
astim tedavisi, araba tutmalarina karsi bulanti ve antihistaminik ilag c¢esitlerinde,
antibakteriyel ve antifungal kremlerde, veterinerlikte ise idrar asidifiye edici olarak

kullanilirlar (www.dow.com/amines/apps/index.htm-44k,

www.orlandoskindoc.com/test.ethulenediamine%20dihydrochloridehtm-9k-).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢aligmada, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari biriminden
temin edilen disi Wistar albino (165 + 10 gr) siganlar kullanildi. Hayvanlar 22 °C oda

1sisinda, % 50 nem ve diizenli olarak 12-24 saat aydinhik karanlik periyodunda
muhafaza edildiler. 20 adet disi sican 10 kontrol, 10 doz grubu olacak sekilde iki gruba
ayrildi.

Etilendiamin dihidroklorid’in (EDA) (Cas No: 195804, Aldrich, St. Louis,
Amerika) 50 mg/kg dozu, Wistar albino sicanlara cesme suyu i¢inde ¢oziinerek
intramuskular enjeksiyon yoluyla verildi. Kontrol ve deney grubundaki hayvanlar
standart pellet yem ve ¢esme suyu ile beslendi. 10 giinliikk deney sonrasi, hayvanlar
viicut agirliklar1 Slgiilerek 5-10 mg/kg Rompun (% 2’lik, Bayer) ve 50-70 mg/kg
Ketasol (% 10’luk, Richterpharma) enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Karaciger ve

bobrek dokular1 alinarak, Bouin fiksatoriinde 24 saat fiske edildi.

Alkol serilerinden gecirilerek (% 70, % 80, % 90, % 96, % 100) dehidrasyon
yapildi, ksilol ile seffaflastirildi ve parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan 4.5-5
um kalnhgindaki kesitler Hematoksilin-Eosin ile boyandi. Olimpus marka

fotomikroskopla fotograflanarak, bulgular degerlendirildi.

Istatiksel degerlendirme, STATISTICA AXA 7.1 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Olgiilebilen verilerin normal dagilima uygunluklari, tek 6rnek Kolmogorov
Smirnov testi, gruplar arasi kiyaslamalar i¢in normal dagilima uydugunu ve degisim
katsayisinin % 20°nin altinda oldugundan bagimsiz gruplarda t testi, gruplarin kendi
icindeki kiyaslamalar1 i¢in ise bagimli gruplarda t testi yapildi. Tanimlayicu istatistikler
olarak aritmetik ortalama + SS degerleri verilip, tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1

p<0.05 olarak segildi.
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4. BULGULAR

50 mg/kg EDA uygulanan disi Wistar albino sicanlar ve kontrol grubu, 10
giinliik deney siiresinin basinda ve sonunda viicut agirliklar1 yoniinden incelenmis olup,
EDA’ya maruz kalan sicanlarin hayvan agirliklarinda anlamh bir artis gozlenmistir

(p<0.05).

Tablo 4.1. EDA’ nin viicut agirlig1 lizerine etkisi

Deney oncesi viicut Deney sonrasi viicut

agirliklar (gr) agirliklar: (gr)
Kontrol grubu 165+ 12,0 179.40 + 13.1
Deney grubu 170 £11.8 195.70 + 6.8*

*p<0.05; istatiksel olarak anlamli, tablo degerleri aritmetik ortalama + SS (Std; standart

deviation) olarak verilmistir.

Kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinde (sekil 4.1, 4.2) dokunun genel
histolojik yapisinin korundugu, deney grubunda (50 mg/kg/giin EDA) ise g¢esitli
nekrotik degisikliklerin meydana geldigi ve dokuda biitiinliik kayb1 gergeklestigi (sekil
4.3) gozlenmistir. Doz grubu karaciger dokusunda EDA etkisi ile hepatosit
membranlarinda hasar meydana geldigi belirlenmistir (sekil 4.4, 4.5). Venlerde endotel
hasar1 meydana geldigi (sekil 4.5) ve bag doku i¢ine mononuklear hiicre infiltrasyonun
gerceklestigi gozlemistir (sekil 4.6). Ayn1 zamanda venlerin etrafinda nekrotik degisim
ve piknotik nukleuslar (sekil 4.5) gozlenmistir. Doku genelinde yaygin sekilde
hipertrofik hepatositler (sekil 4.7), bunlarin bazilarinda nukleus kaybi, beraberinde
sitoplazma kayb1 ve vakuolizasyon (sekil 4.4, 4.8) meydana geldigi tespit edilmistir.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde de genel histolojik yapinin korundugu
(sekil 4.9, 4.10) ancak doz grubunda EDA etkisi ile dejeneratif degisikliklerin meydana
geldigi belirlenmistir. Korteks bolgesinde, glomeruluslarda atrofi ve Bowman
kapsiiliiniin parietal ve viseral yapraklar1 aras1 mesafe artis1 (sekil 4.11, 4.12) meydana

geldigi tespit edilmistir. Baz1 bolgelerde glomerulusunu kaybetmis Bowman kapsiilleri
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gozlenmistir (sekil 4.13). Korteks bolgesinde proksimal ve distal tiibiilii astarlayan
epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde membran hasar1 meydana geldigi (sekil 4.13,
4.14, 4.15), epitel hiicrelerinde nukleus ve sitoplazma kayiplarinin oldugu, tiibiil
liimeninde dejeneratif hiicrelerden kaynaklanan nukleuslar ve sitoplazmik kalintilarin
bulundugu (sekil 4.14, 4.15) tespit edilmistir. Ayn1 zamanda tiibiilii astarlayan epitel
hiicrelerinin bazilarinda piknotik nukleus (sekil 4.14, 4.15), hipertrofi (sekil 4.15) ve
sitoplazmik vakuolizasyon (sekil 4.16) gozlenmistir. Medulla bélgesinde ise kontrol
grubundaki genel histolojik yapinin korundugu ve dejeneratif bir degisikligin meydana

gelmedigi belirlenmistir.



(100x)

Sekil 4.2: Kontrol grubuna ait karaciger dokusu, S: sinilizoid, Hematoksilin-
Eosin, (400x)



Sekil 4.3: 50 mg/kg 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait karaciger dokusu, V: ven,
ven etrafinda dejenerasyon (oklar), Hematoksilin- Eosin, (40x)

TN

Sekil 4.4: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait karaciger dokusu, h: hipertrofik
hepatositler, V: vakuolizasyon ve sitoplazma kaybi, hepatosit membran hasar
(ok), Hematoksilin- Eosin, (1000x)
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Sekil 4.5: 50 mg/kg/glin EDA grubuna ait karaciger dokusu, V: ven endotelinde
siddetli hasar ve biitiinliik kaybi, piknotik nukleus (oklar), hepatosit
membranlarinda hasar (okbasi), Hematoksilin- Eosin, (400x)

Sekil 4.6: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait karaciger dokusu, V: veniil, sa: safra
kanali, endotel hasar1 (oklar), bd: bag doku, Hematoksilin- Eosin, (200x)
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— Eosin, (200x)

Hematoksilin

Sekil 4.7: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait karaciger dokusu, V: veniil, S:
, h: hipertrofik hepatositler,

sintizoid

V: vakuolizasyon ve sitoplazma

b

(400x)

9

Hematoksilin-

b

Sekil 4.8: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait karaciger dokusu, h: hipertrofik

hepatositler, *: hepatositlerde nukleus kayb1
Eosin

kayb1



Sekil 4.9: Kontrol grubuna ait bobrek dokusu, G: Glomerulus, D: distal tiibiil, P:
proksimal tiibiil, Hematoksilin- Eosin, (200x)

Sekil 4.10: Kontrol grubuna ait bobrek dokusu, G: Glomerulus, Hematoksilin-
Eosin, (100x)



s

Sekil 4.11: 50 mg/kg/glin EDA grubuna ait bobrek dokusu, G: Glomerulusta
atrofi, *: Bowman kapsiiliinlin parietal ve viseral yapraklar1 arasinda mesafe
artis1, D: distal tiibiil epitelinde dejenerasyon, Hematoksilin- Eosin, (200x)

Sekil 4. 12: 50 mg/kg/glin EDA grubuna ait bobrek dokusu, G: Glomerulusta
atrofi, *: Bowman kapsiiliiniin parietal ve viseral yapraklar1 arasindaki mesafe
artis1, Hematoksilin- Eosin, (200x)
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Sekil 4.13: 50 mg/kg/glin EDA grubuna ait bobrek dokusu, *: Glomerulus kaybu,
proksimal (P) ve distal (D) tiibiil epitellerinde dejenerasyon, membran hasari,
nukleus ve sitoplazma kayb1 (oklar), Hematoksilin- Eosin, (400x)

Sekil 4.14: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait bdbrek dokusu, distal tiibiil
epitelinde dejenerasyon ve tiibiil liimenine atilan nukleuslar (oklar), piknotik
nukleus (okbasi), *: proksimal tiibiil epitelinde nukleus kaybi, Hematoksilin-
Eosin, (400x)
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Sekil 4.15: 50 mg/kg/glin EDA grubuna ait bobrek dokusu, piknotik nukleus,
membran hasar1 ve sitoplazma kaybi1 (oklar), D: distal tiiblilde epitel
dejenerasyon, hipertrofik epitel hiicreleri (okbasi), Hematoksilin- Eosin, (400x)

Sekil 4.16: 50 mg/kg/giin EDA grubuna ait bobrek dokusu, P: proksimal tiibiilde
epitel dejenerasyonu ve biitlinliikk kaybi, V: vakuolizasyon, Hematoksilin-Eosin,
(1000x)
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5. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde gelisen endiistri ile birlikte ¢evresel kirlilik artarken, buna baglh
olarak kirliligin insan saghigina olan etkileri Onlenemez hale gelmektedir. Bu
kimyasallarin dogrudan ya da dolayli yoldan alimi insan sagligini olumsuz yonde
etkilemektedir. Alkilenaminler, endiistriyel uygulamada genis bir kullanim alanina
sahip kimyasal bilesenlerdir (Hermansky ve ark., 1999). Bu g¢alismada da
alkilenaminlerin, en diisiik molekiiler agirlikli {iyesi olan EDA’nin 50 mg/kg viicut
agirligl dozu, on giin siireyle intramuskular enjeksiyon yoluyla Wistar albino si¢anlara

verilerek, karaciger ve bobrek dokularindaki histopatolojik etkileri arastirildi.

Calismamizda viicut agirliklarinda EDA etkisi ile anlamli bir artis meydana
geldigini tespit ettik (Tablo 4.1). EDA’nin toksik etkilerinin arastirildigi uzun dénem
besleme calismalarinda, viicut agirliklarimin azaldigi (Yang ve ark., 1983, 1984,
Hermansky ve ark., 1999) bildirilmistir. DePass ve ark., (1987) EDA’nin teratolojik
Ozelliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, viicut agirhiginda ve diyet tiikketiminde azalma
meydana geldigini bildirmislerdir. Benzer sekilde EDA’nin akut etkilerinin arastirildigi
7 glinliik kisa donem besleme calismasinda farelerde, besin tiiketiminin azaldig:
bildirilmistir (Yang ve ark., 1983). EDA’nin diyete ilave edildigi subkronik ve kronik
caligmalarda da su ve besin tiiketiminin azaldigi ve bununda muhtemelen EDA’nin
tahrig edici yapisi ve yiiksek pH degerinden kaynaklandig: ifade edilmektedir (SIDS,
2001). EDA’nin uzun donem besleme ¢aligmalarinda diyete eklenmesi, diyetin tadim
degistiriyor olabilir ve diyet tiilketiminde azalmaya sebep oluyor olabilir. Calismamizda

EDA’nin 50 mg/kg/giin dozu intramuskular enjeksiyonla uygulanmustir.

Isik mikroskobik inceleme sonunda, EDA etkisi ile karaciger dokusunda
nekrotik degisikliklerin meydana geldigi ve buna bagli olarak dokuda genel bir biitiinliik
kaybinin olustugu goézlenmistir (sekil 4.3). Doz grubunda hepatosit membranlarinda
hasar meydana geldigi (sekil 4.5), doku genelinde hipertrofik hepatositlerin bulundugu
(sekil 4.7) tespit edilmistir. Dokudaki membran hasari ve hipertrofi nekrotik degisimin
temel gostergeleridir. Dejeneratif siiregten birincil derecede membranlarin etkilenmesi

sonucu, hiicre i¢indeki lizozomal enzimler serbestlesmis, hatta hasar gérmiis hiicre
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membranini da asarak hiicreler arasi alana dahil olmus olabilir. Bu durum dokudaki
genel nekrotik degisimi agiklayabilir. Bizim ¢alismamizda ayrica, nekrotik degisimi
dogrulayacak sekilde hipertrofik hepatositlerde nukleus ve sitoplazma kaybu ile birlikte
sitoplazmik vakuolizasyon gozlenmistir (sekil 4.8). Bu durum hiicre iginde bir biitiinliik
kaybinin gergeklestigini ve buna bagli olarak hiicre metabolizmasinin negatif yonde
etkilendigini gostermektedir. Hepatositlerdeki, nukleus ve sitoplazma kaybi1 protein
sentezi siirecinde birincil 6neme sahip olan nukleus-sitoplazma iligkisinin bozulduguna
isaret etmektedir. Yang ve ark., (1983), arastirmalar1 sonucunda, EDA etkisi ile nukleus
sekil ve hacminde degisimler ile multinukleuslu hepatosit sayilarinda artis ve

hepatositlerde orta diizeyde dejenerasyon gozlemlemislerdir.

Ozellikle portal alanlardaki venlerde gozlenen endotel hasari EDA’nimn
membranlara olan birincil etkisinin bir sonucu olarak ger¢eklesmistir (sekil 4.5), Damar
biitlinliigiinlin bozulmas1 ve damar c¢evresindeki hepatositlerde piknotik nukleus
gbzlenmesi (sekil 4.5), enzimatik lizize bagl nekrotik degisimin bir baska gostergesidir.
Gerek hipertrofik hiicrelerde nukleus kaybi (karyoliziz), gerekse piknotik nukleuslar

hepatositlerde nukleus metabolizmasinin bozulduguna isaret eder.

Portal venlerden bag doku igine dogru mononuklear hiicre infiltrasyonunun
gerceklesmesi (sekil 4.6), EDA etkisine karst koruyucu bir cevap olarak kabul edilebilir.
Kan yoluyla karacigere gelen EDA, oncelikle portal venler etrafinda inflamatuar cevabi
baslatmistir. Damar endotelindeki hasarin da inflamasyonu hizlandiran bir faktor oldugu
diistintilebilir. Ancak inflamatuar hiicrelerin hafif bir 6dem ile bag doku i¢inde odak
olusturmaksizin yaygin sekilde goriilmeleri, inflamatuar siirecin baslangi¢ agamasinda
oldugunu diistindliirmektedir. Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute - NCI)
raporunda da EDA etkisi ile karacigerde inflamasyon meydana geldigini, doku
genelinde nekroz, hapatositomegali ve hiperplazi gozlendigini bildirmistir (NCI, 1979).
Hermansky ve ark., (1999) yaptiklart bir ¢aligmada, karacigerde inflamasyon
gozlememekle birlikte, besin igeriginde bulunan EDA’nin solunmasi sonucu {ist

solunum yollarinda inflamasyon (trakeit ve rinit) gézlemlediklerini bildirmislerdir.
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Bobrek dokusunda da, doz grubunda EDA etkisi ile c¢esitli dejeneratif
degisikliklerin meydana geldigi belirlenmistir. Yaptigimiz mikroskobik inceleme
sonunda, sigan bobrek dokusunda; korteks bolgesinde EDA etkisi ile glomeruluslarda
atrofi ve Bowman kapsiiliiniin viseral ve parietal yapraklar1 arasinda mesafe artis
meydana getirdigi gozlenmistir (sekil 4.11, 4.12). Baz1 bolgelerde glomerulusunu
kaybetmis Bowman kapsiilleri, sadece viseral yapragin epiteli ile takip edilebilmistir
(sekil 4.13). Bu dejeneratif degisiklikler EDA’nin membranlar {izerine negatif etkisinin
gostergesidir. Kan yoluyla dokuya ulasan EDA, oncelikle glomerular damar sisteminde
hasar meydana getirmig, atrofi hatta glomerulus kaybi gibi sonuglar dogurmustur.
EDA’nin biiylik oranda idrar yoluyla viicut disina atildigi daha onceki ¢aligsmalarla
bildirilmistir (Leung, 2000). Bu nedenle bobrek dokusunda meydana getirdigi bu
hasarlar, genel anlamda bdbreklerin filtrasyon fonksiyonunda bir gerileme oldugunu
disiindiirmektedir. Hermansky ve ark., (1999) yaptiklar1 uzun donem besleme
caligmalarinda, EDA etkisi ile bdbreklerde kronik nefropati meydana geldigini
bildirmislerdir. Ayrica yiiksek doz gruplarindaki 6liimlerin nedeninin, EDA etkisi ile
gelisen kronik nefropati oldugunu ifade etmislerdir. Bizde ¢alismamizda EDA’nin akut
etkisi olarak, bobreklerde fonksiyon bozukluguna isaret eden bulgular gozlemledik. NCI
raporunda da EDA etkisi ile bobreklerde tiibiiler epitelial hiperplazi meydana geldigi
ifade edilmistir (NCI, 1979). EDA etkisi ile bdobreklerde, uterusta ve gozlerde
histopatolojik lezyonlarin gozlendigi, bu lezyonlarin bdbreklerde nekrozla birlikte
tiibiiler epitelin dejenerasyonu ve rejenerasyonu ile karakteristik oldugu bildirilmistir
(Peters, 1982). Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) cercevesinde yapilan uzun donem
(90 giin) gavaj calismasinda, EDA’nin sicanlarda 100-1600 mg/kg dozlari, farelerde 25-
400 mg/kg dozlar1 denenmistir. 200 mg/kg ve iizeri dozlarda bobrek tiibiillerinde
genisleme ve nekroz meydana geldigi bildirilmistir. 100 mg/kg dozunda ise bobreklerde
negatif bir etki gozlenmedigi ifade edilmistir (WHO, 1999). 12 giinliik kisa dénem
gavaj calismasinda da benzer sekilde 100 mg/kg EDA dozunda bobrek hasari
gozlenirken, 50 mg/kg dozunda hasar meydana gelmedigi bildirilmistir( WHO, 1999).
Bizim calismamizda ise korteks bolgesinde, tiibiilleri astarlayan epitel hiicrelerinin
apikal yilizeylerinde membran hasar1 meydana geldigi (sekil 4.13, 4.14, 4.15) tespit
edilmistir. Bu durum yine EDA’nin membranlara verdigi hasarin bir uzantisidir. Epitel

hasarina bagli olarak hiicrelerde nukleus ve sitoplazma kayiplarinin oldugu,
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nukleuslarin ve sitoplazmik kalintilarin tiibiil limenine atildig1 gézlenmistir (sekil 4.14,
4.15). Bu durum membran hasari ile birlikte tiibiiliin epitel biitiinligliniin bozuldugunu
gostermektedir. Bobrek tiibiilleri, glomerular filtrat hacminin azaltildigi, geri emilimin
yapildig1 fonksiyonel birimlerdir. Viicudun su ve elektrolit dengesinin korunmasinda
geri emilimin 6nemi biiyiiktiir. Bu nedenle tiibiil biitiinliigiiniin bozulmasi, bobregin geri
emilim fonksiyonunda da bir gerilemenin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
tiibiilii astarlayan epitelial hiicrelerin bazilarinda hipertrofi (sekil 4.15), piknotik nukleus
(sekil 4.15) ve sitoplazmik vakuolizasyon (sekil 4.16) gozlenmistir. Membran hasari ile
birlikte bu bulgular da nekrotik degisimin gostergeleridir. Benzer sekilde karacigerde
oldugu gibi EDA etkisi ile nukleus-sitoplazma iligkisi bozulmus, lizize baglh olarak

nekroz gelismistir.

Elde ettigimiz 151k mikroskobik bulgularla, EDA’nin 50 mg/kg dozunun,
siganlarda karaciger ve bobrek dokularinda akut nekrotik degisimler meydana
getirdigini tespit ettik. Bu nedenle yaygin bir kullanim alanina sahip olan EDA’nin
toksik etki mekanizmasinin daha ayrintili caligmalarla arastirilmasi gerektigini

diisiinmekteyiz.
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