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ORJINAL CALISMA

ETILEN GLIKOLUN MIDE UZERINE ETKiSi: HISTOLOJIK
CALISMA

Effect of Ethylene Glycol on The Stomach: Histological Study
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0zTURK'(0000-0003-0756-0329), Birkan YAKAN'(0000-0002-5456-4579)

OZET

Amag: Etilen glikol (antifriz) yanlislikla ya da intihar amagli sindirim yoluyla alinmasi sonucu kisa siirede
siddetli belirtiler gostermekte, yasam kalitesini etkilemekte uygun tedavi edilmedigi takdirde 6liime neden
olabilmektedir. Bu ¢alismada etilen glikollin sigan midesi Gzerinde etkilerinin histolojik ve immunohistokim-
yasal yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Projede sicanlar rastgele 2 gruba ayrilarak metabolik kafeslere yerlestirildi: Kontrol grubu
(6 adet) ve Etilen glikol grubu (grup EG) (6 adet). Grup EG siganlarinin igme sularina 21 giin boyunca %1
etilen glikol eklendi. 21 giinlin sonunda siganlar ketamin + xylazin anestezisi altinda uyutularak mideleri
alindi. Mide doku kesitlerine hematoksilen-eozin boyamasi ve ghrelin-pozitif hiicreleri belirlemek amaciyla
immunohistokimya uygulandi.

Bulgular: Kontrol grubuyla kiyaslandiginda EG grubuna ait mide doku epitelizasyonunda bozulmalar gézlen-
di. Ghrelin-immunopozitif hiicre sayisinda ise kontrol grubuna kiyasla EG grubunda artis oldugu belirlendi.
Sonug: Sonug olarak, ghrelin-immunopozitif hiicre sayisindaki artisa bagli olarak, ghrelin EG alimi sonrasin-
da bozulmus fizyolojinin duizeltilmesine katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Etilen glikol; Mide; Sigan; Ghrelin.

ABSTRACT

Aim: Ethylene glycol (antifreeze) may show severe symptoms in a short time as a result of accidental or
suicidal ingestion and may cause death if not treated appropriately. The aim of this study was to investigate
the effects of ethylene glycol on rat stomach by histological and immunohistochemical methods.
Materials and Methods: The rats were divided into two groups random, and placed in metabolic cages.
Control group (6 units) and Ethylene glycol group (group EG) (6 units). 1% ethylene glycol was added to the
drinking water of Group EG rats for 21 days. At the end of 21 days, rats were anesthetized under ketamine
+ xylazine anesthesia and their stomachs were removed. Hematoxylin-eosin staining and ghrelin-positive
cells were applied to the gastric tissue sections for immunohistochemistry.

Results: Deterioration of gastric tissue epithelialization of was observed EG group compared to control
group. There was an increase in the number of ghrelin-immunopositive cells in the EG group compared to
the control group.

Conclusion: As a result, due to the increase in the number of ghrelin-immunopositive cells, ghrelin may
contribute to the correction of impaired physiology after EG uptake.

Keywords: Ethylene Glycol; Stomach; Rat; Ghrelin.
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GIRIS

Etilen glikol (EG) renksiz, kokusuz, sivi, suda ¢ozilebilen
ve endustriyel Urlinlerde ticari olarak kullanilan bir
alkoldiir. EG ¢ogunlukla arabalarda donmayi onleyici
ajan olarak kullanilmaktadir (1, 2). Ucuz olmasi, tath bir
tada sahip olmasi, sarhos edici etkisi nedeniyle intihar
girisimlerinde kullanilmakta ya da su zannedilerek
icilmesi sindirim  sisteminden  kolayca
emilebilmekte, ayrica deri ve solunum yoluyla da viicut
tarafindan absorbe edilebilmektedir (3). EG kazara
ya da kasith bir sekilde alindiginda basta norolojik
bozukluklar olmak Uzere dolasim sistemi ve Uriner
sistemlerde hasara neden olarak, EG zehirlenmesine
bagl agir metabolik asidoz, koma ve akut bobrek
yetmezligi gelistigi bildiriimektedir (4, 5). Diinyada EG
zehirlenmesine daha sik rastlanirken llkemizde daha
nadir gortilmektedir. EG sindirim yoluyla alimindan kisa
birsiiresonramideveince bagirsaklardan hizlibirsekilde
emilir ve 30 dakika icinde depresif etkisi gorilmeye
baslar (6). Ghrelin ilk olarak sican ve insan midesinde
28 aminoasitlik bir peptid olarak tanimlanmistir (7).
Anterior hipofizden bliyime hormonu (GH) salinimini
uyaran biyime hormonu salgilatici reseptér (GHS-R)
icin endojen bir ligand olarak gérev yapmaktadir (8).
Streptozotosinle deneysel diyabet olusturdugumuz bir
calismada bir aylik diyabetin sican mide dokusunda
ghrelin-immunopozitif ~ hiicre  sayisinda  6nemli
derecede azalmaya neden oldugunu gozlemledik
(9). Ovariektomi uygulanan disi siganlarin midesinde
Gglincu ve besinci glinden sonra ghrelin-immunopozitif
sayisinda artma oldugu gozlenmistir (10). Ethanol
ile indlklenerek gastrik Ulser olusturulan sicanlarda
ghrelin uygulamasinin endojen nitrik oksit salinimini
etkileyerek ghrelinin gastroprotektif bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (11). Mide mukozasinda yer alan
ghrelin salgilayan hiicrelerin gesitli ilag alimi, hastaliklar
sebebiyle azalmasi ya da artmasi metabolizmanin
duzenli isleyisini de etkileyebilmektedir. EG alimindan
sonra baglayan norolojik bozulma, santral sinir sistemi
depresyonu sonrasinda biling kaybi, belirsiz konusma,
hallisinasyon, koma, kardiyopulmoner disfonksiyon,
metabolik asidoz ve bobrek yetmezligi gibi rahatsizliklar
bilinmektedir (12, 13). Bu g¢alismada da EG kullanimi
sonrasinda mide vyapisinda meydana gelebilecek
degisiklikler ve ghrelin-immunopozitif hicrelerin
gosterilmesi amacglanmigstir.

sonucu
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GEREC VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arasirma Merkezinde (DEKAM) vyetistirilen 12
adet 2-3 aylik / 8-12 haftalik, 200-300 gr agirliginda
yetiskin Wistar albino tiri erkek sicanlar kullanildi.
Metabolik kafesler iginde tutulan siganlara giinln
normal diizeninde 21 °C ve 12 saatlik aydinlik/karanhk
ortaminda su ve besin ihtiyaclari saglandi. Denekler
tartilip, agirhiklari birbirine yakin olanlar bir araya
getirilerek deney gruplari olusturuldu. Bu projede
kullanilan dokular igin Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 12.10.2017 tarih,
toplanti sayisi 10 ve karar no 17/089 ile etik kurul onay
belgesi alinmistir. Kontrol grubu (6 adet) standart su
ve besin ihtiyaglari saglanarak, Etilen glikol (EG) grubu
(6 adet) 21 glin boyunca deneklerin igme sularina %1
oraninda EG karistirilarak olusturuldu. Deney sonunda
ketamin+ksilazin anestezisi altinda uyutulan deneklerin
mide dokulari ¢ikarildi.

Histolojik Prosediir

Deney sonunda alinan mide dokulart %10 luk
formaldehid sollisyonunda tespit edildi. Tespit
sollisyonunda 72 saat bekletildikten sonra yikanan
dokular artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek
(%50, %70, %80, %96, 3x%100) dehidrate edildi. Ksilol
ile seffaflandirilan dokular parafine gémildi. Parafin
bloklardan alinan 5 um kalinhigindaki kesitlere histolojik
yaplyl degerlendirmek amaciyla Hematoksilen-Eozin
(H-E) boyamasi ve ghrelin-pozitif hiicreleri belirlemek
amacliyla immunohistokimya boyamasi uygulandi.

Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Protokolii

Parafin kesitler 2 saat 58 2C’ de inkiibe edildi. Kesitler
3 kez 10’ar dk ksilende bekletildikten sonra azalan alkol
(2x%100, %96, %80, %70 ve %50) serilerinde 5’er dk
bekletilerek su asamasina getirildi. Cesme suyunda
yikanan kesitler oda sicakhginda hematoksilen
solusyonuicinde 10 dk bekletildi. Cesme suyunda tekrar
yikanan kesitler eosin sollisyonunda 5 dk bekletildikten
sonra yeniden gesme suyuna alinarak yikandi. Artan
dereceli alkol (%70, %96, 3x%100) serilerinden
gecirilen kesitler ksilende bekletildikten sonra entellan
ile kapatilarak i1stk mikroskobunda incelendi.

immunohistokimya Boyama Protokolii
Mide dokusundaki ghrelin-pozitif hiicreleri belirlemek
amaciyla avidin-biotin-peroksidaz yontemiyle
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immunohistokimya metodu uygulandi. Bunun icin
alinan 5 um’lik kesitler bir gece 60°C’de tutularak,
once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek
rehidrate edildi, daha sonra fosfat tampon (PBS) ile
yikandi. Antijen geri kazanimiigin %5'lik sitrat tamponu
ile muamele edilen kesitler, 20 dakika oda isisinda ayni
tampon soliisyoniginde bekletildi. PBSile tekrar yikanan
kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
icin 5 dakika %3 hidrojen peroksit (H202) ile muamele
edildi ve sonraki agsamalar igin primer antikorla uyumlu
boyama kiti kullanildi. Kesitlere ghrelin primer antikoru
(sc-50297, Santacruz, California, USA) uygulandi.
Negatif kontrol olarak, primer antikor yerine PBS
kullanildi. Kesitler Gill hematoksilen ile karsit boyandi.
Olympus BX51 model 1sik mikroskobu altinda DP71
model dijital fotograf makinesi ile gorintdleri alindi.
Tim mide dokusunda ghrelin-pozitif reaksiyon veren
hiicrelerin sayimi yapildi.

istatistiksel Analizler

istatistiksel analiz igin Graphpad Prism 7 versiyonu
kullamildi.  Siarekli  degiskenlerin  ortalamalarini
karsilastirmak icin bagimsiz 6rneklem t-testi kullanildi.
P degeri < 0.05 olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 1. Ghrelin-immunopozitif hiicre sayisi. Veriler +
standart sapma olarak gosterilmistir. p<0.05 anlamli
kabul edilmistir.

Kontrol EG p
4.51+3.85 10.02+6.89 | 0.001

Gruplar

Hiicre sayisi

KARABULUT ve ark.
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BULGULAR

Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait mide dokulari incelendiginde
tek kath prizmatik epitel yapisinin  korundugu
gozlendi. Epitel altinda yer alan bag dokusu (lamina
propria), submukoza tabakasi ve kas tabakasi
normal bir goérinime sahipti. Kontrol grubuna ait
mide dokularinin tamaminda anormal bir histolojik
degisiklige rastlanmadi. EG grubuna ait doku kesitleri
incelendiginde ise histolojik olarak tek kath prizmatik
epitel yapisinda kismi dejenerasyon gozlendi. Epitele
destek olan bag dokusu, submukoza ve kas tabakasinda
siddetli bir dagilma ya da bozulma gézlenmedi (Sekil 1).

immunohistokimyasal Bulgular

Mide dokusuna uygulanan immunohistokimya
boyamasi sonrasinda tiim kesitler taranarak ghrelin-
pozitif reaksiyon gosteren hiicreler sayildi. Sayim
sonucunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda EG
grubunda ghrelin-pozitif hiicre sayisinda artis oldugu
belirlendi (Tablo 1). Bu artis istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. (p<0.05) (Sekil 2).
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g Kontrol EG
Gruplar

Sekil 1. H-E boyama. A-
Kontrol grubu mide doku
kesiti, B- EG grubu mide
doku kesiti. Ok, bozulmus
epitelizasyon. Objektif
buyuklugu x20.
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TARTISMA/SONUC
EG’lin yari-omri 3-10 saattir ve alkol dehidrogenaz

enzimi tarafindan glikolaldehide metabolize olur
ve oldukca hizli bir sekilde mideden emilir. icerdigi
glikolaldehid, glikolat gibi metabolitler ile oksijen
radikallerinin Uretimine neden olur ve hiicrede
hasara yol agmaktadir (6). Hiicre hasari olusumuna
neden olmasi ile cesitli sistem, organ ve dokular
da etkilemektedir. EG’un insanda akut bdbrek
rahatsizliklarina neden olmasinin yani sira dizenli bir
sekilde alimi dogrultusunda deney hayvanlari tzerinde
boébrek tasi olusturmak amaciyla kullanildigi da
bildirilmektedir (14, 15). Karacigerde yag infiltrasyonu,
fokal hemoraji ve parankimal nekroza neden oldugu
(16), spermatosit dejenerasyonu, nekrozu ve
testikiler testesteron seviyesinde azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (17). EG ahimi sonrasi endoskopi
yapildiginda mide de tahris edici etkisi oldugu, bulants,
kusma, karin agrisi ve krampa neden oldugu, ayrica
bagirsak mukozasinda kalsiyum oksalat birikintileri
gozlenmistir (6). Calismamizda EG verilen gruba ait mide
doku kesitlerinde kontrol grubuna kiyasla farklilik tespit
edildi. Mide mukozasini olusturan tek katli prizmatik
epitel de kismi dejenerasyon gozlenirken, bag dokusu ve
kas dokusunda anormal bir dagilim gozlenmedi. Mide
gastrointestinal sistemin isleyisinin diizenlenmesinde,
icerdigi bezlerin 6zelligi ve salgiladiklari maddelerle
homeostazinin kontroliine katki saglamakta ve bu
nedenle stratejik konumda bulunmaktadir. Ghrelin
baslica mide bezlerinden salgilanan peptit bir hormon
olarak tanimlanmis, biyime hormonu ile olan
iliskisiyle odak noktasi haline gelmistir. Sican ghrelin
MRNA’sI northern blot analizi ve immunohistokimyasal
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Sekil 2.
immunohistokimya
boyama, ghrelin-im-
munopozitif hlicreler.
A-Kontrol grubu mide
doku kesiti, B- EG grubu
mide doku kesiti. Objektif
buyuklugu x40.

analizler ile mide fundus mukozasi oksintik bezleri
icerisinde eksprese oldugu gosterilmistir (7, 8). Sigan
oksintik mukozasi endokrin hicrelerden zengindir.
Bunlar arasinda histaminden zengin endokrin hiicreler
(%65-70), A-benzeri hiicreler (%20-25) ve D hiicrelerini
(%10) (somatostatin hiicreleri) icermektedir. Ghrelin
iceren mide hicrelerinin pankreastatin igerebildigi
fakat histamin ve somatostatin Ureten enzimlerden
yoksun oldugu bildirilmistir. Bu nedenle ghrelin
A-benzeri hicrelerde meydana gelmektedir (18).
Ayrica, ghrelin-immunopozitif hiicreler ince ve kalin
bagirsakta bulunmakta, merkezi sinir sisteminde de
disik miktarda eksprese edilmektedir (8). Ghrelin
peptidi ihtiva eden hiicreler mide oksintik bez
limeni ile iliskili degildir. Bu da hiicreden ghrelin
saliniminin gastrointestinal kanal sistemi icine degil,
gastrik damarlara oldugunu gostermektedir (19).
Ghrelin GH saliniminin artmasinda, metabolizma ve
enerji dengesinin korunmasinda, agligl ve vyiyecek
alimini artirarak kisa vadeli enerji homeostazisinin
diizenlenmesinde rol oynar (20). Organizmadaki
temel ghrelin kaynag midedir ve ghrelinin %65-90
kismini sentezler (18, 21). Ghrelin hem GH Uzerine
hem de homeostazi Uzerindeki etkileri goz oninde
bulundurulursa mideden salgisinin artmasi ya da
azalmasi organizmanin isleyisinin diizenlenmesinde
etkili olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bir
calismamizda bir, iki ve Ug¢ aylik diyabet olusturarak
mide ghrelin-immunopozitif hiicre sayisini arastirdik.
Bir ayhk diyabet grubunda ghrelin-immunopozitif
hicre sayisinda kontrole kiyasla azalma gozlenirken,
iki ve lg¢ aylk diyabet gruplarinda mide ghrelin-
immunopozitif hlicre sayisinda artis oldugunu
gozlemledik (9). Calismalarda deneysel diyabet
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modeli yetersiz insilin salinimi, kilo kaybi ve ghrelin-
immunopozitif hicre sayisi ile iliskilendirilmistir.
Bir ayhk diyabet olusturulan sigcanlarin midesinde
ghrelin-immunopozitif ~ hiicre  sayisinda  azalma
olmasina ragmen mide tarafindan kana verilen
ghrelin seviyesinde artis oldugu gozlenmistir (22).
Helicobacter pylori enfeksiyonlu obez hastalarin mide
ghrelin-immunopozitif hiicre sayisinda artis oldugu, bu
artisin da obez erkeklere kiyasla kadinlarda daha fazla
oldugu gosterilmistir (23). Hipoksiye maruz birakilan
sicanlarin mide dokusuna ait ghrelin mRNA ve ghrelin
protein seviyesinde de artis oldugu bildiriimektedir
(24). Dolayisiyla mideyi dogrudan ya da dolayli bir
sekilde etkileyen hastallk modellerinin deneysel
olusturulmasi sonucu mide ghrelin hiicre sayisinda ve
ghrelin ekspresyon yogunlugunda degisiklikler oldugu
cesitli calismalarla gosterilmistir. Bu ¢alismada da EG
zehirlenmesine bagli mide ghrelin-immunopozitif
hiicrelerdeki degisim incelendi. Deneysel olarak icme
sularina %1 oranda karistiriilmasiyla olusturulan EG
grubuna ait mide dokusunda kontrol grubuna kiyasla
ghrelin-immunopozitif hiicre sayisinda artis oldugu
gozlendi. Bu artisin EG alimina bagl olusan toksisiteden
kaynaklandigi dustiniilmektedir. EG’Un kasith ya da
yanlishkla agiz yolu ile alinmasi sonrasinda nérolojik
degisiklikler basta olmak lzere bulanti ve kusmanin
gerceklesmesi fizyolojinin  bozulmaya basladiginin
habercisidir. Blyume hormonunun dizenlenmesi
kompleks bir noéroendokrin sistem kontroli altinda
oldugu bilinmektedir (25). Bunedenle ghrelinin bliyiime
hormonu ile iliskisi ve koruyucu etkisi de goz éninde
bulunduruldugunda, EG alimina bagl bozulmaya
baslayan sistemler fizyolojisinin diizenlemesine katki
saglamak amaciyla ghrelin-immunopozitif hicre
sayisinda artis olabilecegi sonucuna varilmistir.

TESEKKUR

Yazarlar arasinda herhangi bir c¢ikar g¢atismasi
bulunmamaktadir.  Calismada  kullanilan  dokular
TUBITAK tarafindan destekli projeden (proje kodu
2175931) elde edilmistir.
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