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KRONIK ALKOL TUKETIMININ SICAN PANKREAS MAST
HUCRELERINE ETKILERI

The effect of chronic alcohol consumption on pancreas mast cells of rats

Nigar VARDI', Ali OTLU? Feral OZTURK®

Ozet

Amag: Bu ¢alismada, kronik alkol tiiketiminin sican
pankreas mast hiicreleri iizerine etkisi 151k mikroskopik
seviyede incelendi.

Materyal ve Metod: Calismada 51 adet Wistar albino
erkek sican kullamildi. Deney grubu %7.2 alkol igeren
modifiye diyet (MSD) ile kontrol grubu ise alkolsiiz MSD
ile iki, dort ve alti ay beslendiler. Deney siiresinin
sonunda, pankreastan alman ornekler Bouin soliisyonu
ile tesbit edildi. Kesitler, Hemotoksilen- Eozin ve Toluidin
Blue yontemleri ile boyandilar.

Bulgular:  Alkolik  grupta, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, mast hiicrelerinde degraniilasyon ve
hiicre sayisinda belirgin bir azalma gézlendi.

Sonug:  Uzun siire  kullanilan  alkoliin,  si¢an
pankreaslarinda mast hiicre mediatérlerinin salinmasina
neden olarak, organdaki mast hiicre sayisimi azalttig
saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Alkol, Mast Hiicresi, Pankreas

Abstract

Purpose: In this study the effect of chronic alcohol
consumption on pancreas mast cells of rats was
investigated at light microscopic levels.

Material and Methods: The study was performed on male
Wistar albino rats. The experimental group was fed with
a modified liquid diet (MLD) containing 7.2 % ethanol
for 2,4 and 6 months. Control rats were fed on isocaloric
MLD with no ethanol. At the end of the experimental
feeding period, samples were fixed in Bouin solution. The
sections were stained with Heamatoxylen-Eosin and
Toluidin Blue methods.

Results: This study revealed that the number of mast cells
was significantly reduced in the alcoholic group when
compared with the control group. Mast cells also showed
degranulation in the experimental group.

Conclusion: We conclude that alcohol induced the
secretion of mast cell mediators in the pancreas of the
alcohol fed rats.
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Mast hiicreleri, dis ¢evre ile yakin temas iginde
olan sindirim sistemi, solunum sistemi ile deride,
lenfoid organlarda, sinirler ve kan damarlar
cevresinde ¢ok sayida bulunurlar. Cesitli fizyolojik
ve patolojik durumlarda; mast hiicrelerinin
graniillerinin igerigini hiicre digina bosalttiklar

bilinmektedir. Bu hiicreler; iskemi-reperfiizyon
hasari, endotoksinler, ¢inko zehirlenmeleri,
kolinerjik stimiilasyonda, hipertermide,

inflamasyon ve hipersensitivite reaksiyonlarinda
degraniile olarak fonksiyon yaparlar (1,2).
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Alkol, pankreas bozukluklari i¢in etiyolojik bir
faktor olarak bilinmesine ragmen patogenezisi
hakkinda bilgiler azdir (3). Kronik alkol
tiketiminin pankreas mast hiicreleri iizerine
etkilerinin arastirilmasi, ayni1 zamanda alkolik
pankreasta olusan histopatolojik degisimlerin de
aciklanmasinda ve bu konuda yapilacak ilerki
arastirmalar igin de yol gosterici olacaktir.

Bu c¢alismada, kronik alkol tiiketiminin si¢an
pankreas mast hiicreleri iizerine etkisinin histolojik
olarak aragtiritlmasi amaglanmaktadir.

MATERYAL METOD

Calismada agirliklar1 180- 250 g olan Wistar albino
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cinsi 51 adet sigan kullanildi. Deney hayvanlar
Inénii  Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar
hayvanlart yetistirme ve deneysel arastirma
merkezinden saglandi. Denekler 22°C oda
sicakliginda 60+%35 nem ayarlanmig odada birbirini
gorecek sekilde ayri kafeslere yerlestirildi.

Hayvanlar bir hafta siire standart sigan yemiyle,
deney siiresince de 6zel hazirlanmis Modifiye sivi
diyet (MSD) ile beslendiler (4). Bu diyetin igerigi
925 ml az yagh inek siitii, 17 g siikroz ve 5000 10U
A vitamininden olugmaktaydi. Alkol grubundaki
deneklerin diyetine; MSD’ye ek olarak %7.2 alkol
(%95.6) eklendi. Kalori miktarini sabit tutmak i¢in
alkol grubuna eklenen kalori degeri kadar seker
diyetten eksiltildi. Deney ( n=30) ve kontrol (n=21)
grubundaki siganlar esit olarak iice ayrilip iki, dort
ve alt1 aylik alkolsiiz ve alkollii MSD ile beslenme
periyotlarmma alindi. Hayvanlara diyet ozel
hazirlanmis kapakli, bilyali bir agizlik igeren
siselerde verildi. Boylece hayvanlarin giinlik
tilketimleri kontrol edildi. Giinliik alkol alimlari
Olgiiliip; her sicanin giinde kg basma g olarak
tiikettigi alkol miktar1 hesaplandk..

Deneklerden elde edilen kan serumlarinin alkol
oranlari, NAD/NADH+ enzim spektrometre ile (5)
saptandi.

Deney siiresinin  sonunda hayvanlar servikal
dislokasyonla  oldiiriiliip, pankreaslar1  alindi.
Ornekler, Bouin fiksatifleri ile tesbit edildi. Rutin
doku takibinden sonra elde edilen parafin
bloklardan, mikrotomda alt1 mikronluk kesitler
alindi. Kesitlere dokunun genel goriinimiini
izlemek i¢in H&E ve mast hiicrelerini arastirmak
icin de %0.5 Toluidin blue boyama yontemi
uygulandi (6).

Hazirlanan kesitlerde mast hiicreleri Olympus BH2
genis sahali aragtirma mikroskopunda X10
biiylitmede sayildi.

Istatistiksel Degerlendirme: Veriler non-parametrik
testlerden, Man-Whitney U ve Kruskall Wallis
testine gore degerlendirildi.
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BULGULAR

Iki, dért ve alt1 aylik alkol gruplarinin giinliik alkol
tilketimleri ve serum-alkol seviyeleri Tablo-1’de
verilmistir.

Calismamizda genel yapiy1 incelemek i¢in H&E
boyama yontemi uygulandi. Ekzokrin boliimde
asinuslar, kanallar ve Langerhans adaciklar1 normal
goriiniimdeydi (Resim 1). Toluidin Blue boyama
yontemi ile mast hiicreleri kontrol grubundaki
sicanlarin pankreaslarinda kan damarlari, periasiner
alan, kanallar etrafindaki ve lobiiller arasindaki bag
dokusunda izlendi (Resim 2). Alkolik grupta ise
histolojik kesitlerde bu hiicrelere nadiren rastlandi
(Resim3).

Alkolin mast hiicreleri iizerindeki etkilerini
aragtirmak i¢in, birim alana (BH2 Olympus
mikroskopta X10’da bu alan I1milimetre kare)
diisen mast hiicreleri sayildi. Elde edilen veriler
tablo 2'de gosterildi. Iki aylik alkol ve iki aylik sivi-
diyet grubunda mast hiicrelerinin sayilart arasindaki
fark Mann Whitney U testine gore Onemsiz
bulundu (Alkol=3.9+0.3, Sivi diyet=3.2+0.2
p>0.05). Dort aylik alkol ve sivi diyet ile alt1 aylik
alkol ve sivi diyet gruplart arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmede (4 ay alkol=4.0+0.2, 4
ay s1v1 diyet=6.2+0.3; 6 ay alkol=2.7+0.2, 6 ay siv1
diyet=7.1+0.4) ise mast hiicre popiilasyonunda
alkole maruz kalma siiresi uzadik¢a, kontrollere
gore azaldig1 goriildi (Tablo 3, Grafik 1). Dort ay
stiresince alkolle beslenen grupla, bu grubun sivi
diyet kontrolii arasinda mast hiicre sayisi yoniinden
fark onemli bulundu (p<0.05). Alt1 aylik alkolik
grupla, alti aylik sivi diyet grubuyla
kargilagtirildiginda alkol grubunda g6zlenen mast
hiicre sayisindaki azalma da, Mann Whitney U
testine gore anlamliyd: (p<0.05). iki, 4 ve alt1 ay
alkolle beslenen gruplar arasinda birim alana diisen
mast hiicre sayis1 bakiminda fark olup olmadigim
anlamak i¢cin KW istatistik ydntemi uygulandi.
Bunun sonucunda, farkin 6 ay alkolle beslenen
gruptan kaynaklandig1 saptandi (p<0.05, Tablo 2).
Diger bir deyisle, alkol verilme siiresi uzadikca,
mast hiicre sayist azaldi. Ayrica kontrol grubundaki
mast hiicrelerinin sitoplazmalar1 graniillerle dolu
olarak izlenmesine ragmen (Resim 4), dort ve alti
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aylik alkol grubundaki mast hiicrelerinde alkol
tiketimi ile artan degraniilasyon izlendi. Alkol
gruplarinda mast hiicre sitoplazmalarindaki
graniiller azalmis oldugu igin, metakromatik
boyanma oOzellikleri de azalmisti, bu yiizden
cekirdekleri de ekzantrik olarak izlenmekteydi
(Resim 5).

Resim 3. Alt ayhk alkol grubunda nadlr 1Zlenen mast
hiicresi. Toluidin Blue X20.

Resim 1. Kontrol grubunda pankreasin genel goriiniimii.
L: Langerhans adacig1. K: Bosaltma kanali

Resim 4. Kontrol grubunda grantillerle dolu mast hiicre-
leri. Toluidin Blue X100.

Resim 2. Kontrol grubunda mast hiicrelerinin goriiniimi. Resim 5. Alt1 aylik alkol grubunda degraniile mast hiic-
Toluidin Blue X20. resi. Toluidin Blue X100.
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Tablo 1. ki, dort ve alti aylik alkol gruplarimin giinliik alkol tiiketimleri ve serum-
alkol seviyeleri

Siire/ay Alkol tiiketimi g/kg/giin Serum alkol seviyeleri mg/dl
Ort£SS Ort£SS

2(n=10) 12.3+0.1 224432

4(n=10) 13.5+4.2 253+12

6(n=10) 15.243.2 278+24

Tablo 2. Alkolle ve siv1 diyetle beslenen gruplarm mm? deki mast hiicre sayilar

Alkol Stvi diyet
2 ay 4 ay 6 ay 2 ay 4 ay 6 ay
n-10 n=10 n=10 n-7 n=7 n=7
4 4 2 3 6 6
3 5 4 4 5 9
5 3 3 3 8 7
2 4 3 2 6 8
6 5 2 3 7 7
3 5 2 4 6 6
3 3 3 4 6 7
4 4 2
5 3 3
4 4 3
minimum 2 3 2 2 5 6
maximum 6 5 4 4 8 9
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Tablo 3. Alkol ve sivi diyetle beslenen gruplarin mast hiicre sayisi verilerinin, Mann Whitney U ve

Kruskall Wallis (KW) ile degerlendirilmesi

Medyan mast hiicre sayisi

Alkol Sivi diyet Mann Whitney-U
Gruplar Ort+SH medyan Ort.+SH medyan
2 ay 3.9+0.3 4 3.240.2% 3 P>0.05,U=24.500
4 ay 4.0+0.2 4 6.2+0.3 6 P<0.05,U=1.500
6 ay 2.7£0.2 3 7.1£0.4 7 P<0.05,U=0.000

1P<0.05,KW=9.696,SD=2

(Alkolle beslenenlerde farki yaratan 6 aylik gruptur)

2p<0.05, KW=14.866,SD=2

(Swv1 diyetle beslenenlerde fark: yaratan 2 aylik gruptur)

Mm?*’ye diisen mast hiicre say1s

Oalkol
Esivi diyet

2ay 4day 6ay

Grafik 1. Iki, dort ve alt1 ay alkol ve sivi diyetle beslenen
gruplarin mm*deki mast hiicre sayilarinin dagilim

TARTISMA

Bu calisma uzun siire dengeli bir diyetle birlikte
alinan alkoliin sigan pankreas mast hiicreleri
iizerindeki, olast histolojik degisikliklerini
incelemek amaciyla planlandi.

Deney hayvanlarina alkoliin verilmesinde, sivi-
diyet teknigi yaygin olarak kabul gérmektedir. Sivi-
diyet teknigi ile giinliik olarak alkol alimi ve kan-
alkol seviyeleri yiikseltilmis, alkoliin neden oldugu

karaciger hasar1 en aza indirilerek, hayatta kalma
stiresi uzatilip, kronik alima olanak saglanmistir.
Boylece daha once hayvanlarda olusturulamayan,
ancak alkolik insanlarda goriilen bozukluklar deney
hayvanlarinda da olusturulabilmigtir. Sivi- diyet
teknigin kabul edilebilir olmasi i¢in giinliik alkol
tilketimi 12-18 g/kg, kan alkol seviyesinin de 150
mg/dl’den yiiksek olmasi gerekir (7,8). Bizim
caligmamizda, sicanlarin giinliikk alkol tiikketimi ve
kan alkol seviyeleri Tablo 1’de verilmistir. Bu
degerler uygulanan sivi- diyet tekniginin basariya
ulastigini gostermektedir.

Calismamizda; dort ve alt1 aylik alkollii sivi- diyet
alan siganlar, dort ve alt1 ay alkolsiiz sivi diyet
alanlarla karsilastirildiginda pankreaslarinda birim
alana diisen mast hiicre sayisinda azalma belirledik.
Mast hiicre sayisinin azalmasi, alkoliin mast
hiicrelerinin degraniilasyonunu aktive etmesi ve
boylece graniillerin azalmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Toluidin Blue boyama yontemi ile
graniiller metakromatik olarak boyanirlar.
Graniillerin alkole bagli olarak hiicre disina
verilmesinden sonra, sitoplazmada graniiller azalir.

Mast hiicreleri pankreas bag dokusunda
bulunmasina ragmen, granilleri
farkedilemediginden, diger bag dokusu
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hiicrelerinden ayirt edilemez. Alkoliin
gastrointestinal  sistemdeki mast hiicreleri
iizerindeki etkilerini inceleyen bazi arastirmacilar
da  (9,10,11) gastrik mukozada ve intestinal
mukozada mast hiicrelerinin  degraniilasyona
ugradigini, sayilarinin azaldigini tespit etmiglerdir.

Alkol, mast hiicre degraniilasyonuna farkh
mekanizmalarla etki etmektedir. Mast hiicre
degraniilasyonunda etanoliin  metaboliti  olan

asetaldehitin rolii oldugu bilinmektedir (12). Etanol
oksidasyonu sonucu olusan asetaldehit, kimyasal
olarak son derece toksik, reaktif ve immunojenik
bir maddedir (13). Alkoliklerde kandaki asetaldehit
seviyesinin yiikselmesi mast hiicre
degraniilasyonuna (12,14) ve dolayisiyla mast
hiicrelerinden kimyasal mediatdrlerin salinimina
neden olmaktadir. Alkoliin, mast hiicre
degraniilasyonunu; kolinerjik stimiilasyona neden
olarak (15) ya da membran polaritesini,
akiskanligint ve reseptdr yapilarini etkileyerek
yaptigi agiklanmigtir (16). Son g¢aligmalar; alkoliin
serbest radikal olusumuna neden oldugunu
gostermektedir (17). Serbest radikallerin ortamda
olmas1 mast hiicrelerini stimiile ederek, kimyasal
mediatorlerin salinimma yola agar. Diger yandan
serbest radikallerin lipit peroksidasyonu ve protein
oksidasyonuna neden olmasi, membran yapilarina
zarar vermektedir (18). Membran biitiinliigiiniin
bozulmasi da mast hiicre sitoplazmik graniillerinin
hiicre digina ¢ikmasini kolaylastirmis olabilir.

Sivi diyet alan gruplarda zamana bagli beslenme
periyotlari sonucunda (2ay, 4ay ve 6ay) beliren
mast hiicre sayisindaki artisin da (Tablo 2, Grafik
1), yaslanmaya bagl olarak bag dokusunun ve
dolayisiyla bag dokusu elemanlarinin artisiyla ilgili
oldugunu diisiiniiyoruz.

Calismada; kronik alkol tiiketimin siiresine bagl
olarak pankreasta bag dokusu ig¢inde mast hiicre
sayisinda azalma izlendi. Alkoliin, pankreas bag
dokusunda mast hiicrelerini stimiile ederek,
degraniilasyonuna neden oldugu sonucuna varildi.

Vardi, Otlu, Oztiirk
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