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Kronik Alkol Maruziyetinin Dalak Uzerindeki Etkilerinin
Stereolojik ve Immiinohistokimyasal Yontemlerle Arastirilmasi
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ABSTRACT

Objective: Alcohol is a toxic agent and its consumption is increasing day by day. It has harmful effects on all tissues and organs, and
in our study, we aimed to examine its effects on the spleen by stereological and immunohistochemical methods.

Material and Method: Thirteen Wistar albino male rats were recruited for the study. They were randomly divided into 2 groups as
Control (6) and Ethanol (7). The ethanol group was given 6.4% (v/v) ethanol orally for 18 days. No application was made to the
control group. At the end of the experiment, spleen tissue was removed from the animals under anesthesia. Tissue preparation steps
were applied for routine light microscopic histological follow-up procedure and immunohistochemical staining, embedded in parafin.
Then 5 pm thick sections were taken for each 40th section, the first of which was random, with an average of 10 sections. Sections
taken were stained with Hematoxylin & Eosin. The modified method of the Cavalieri principle was used for stereological
measurement. Total tissue volume ratios were measured with the dotted area ruler given in the Shtereom 1.5 version package
program. Collagen Type IV and Fibronectin immunohistochemical staining were applied to tissue sections. Immunohistochemical
and stereological evaluations were performed. The results were compared statistically.

Results: In stereological measurements, it was determined that spleen total volume and red pulp volume increased in the ethanol
group compared to the control group and were statistically significant (p<0.05). It was determined that the white pulp volume was
decreased in the ethanol group compared to the control group, but it was not statistically significant (p>0.05). In the
immunohistochemical evaluation of Collagen Type IV and Fibronectin, it was determined that the uptake was significantly reduced
in the ethanol group when compared to the control group in the capsular and trabeculae areas.

Conclusion: With the stereological and immunohistochemical findings of our study, the negative effects of alcohol on the spleen,
which is at the junction of the immune and hematopoietic systems, were revealed.
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OZET

Giris: Alkol toksik bir ajan olup, giin gectikce tiiketimi artmaktadir. Ttiim doku ve organlar {izerinde zararl: etkileri mevcut olan
alkoliin, calismamizda dalak tizerinde olusturdugu etkileri stereolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelemeyi amacladik.

Materyal ve Metot: Calisma icin 13 adet Wistar albino cinsi erkek sican alindi. Rastgele Kontrol (6) ve Etanol (7) olarak 2 gruba ayrildi.
Etanol grubuna 18 giin boyunca oral yolla % 6,4 (v/v) dozunda etanol verildi. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi.
Deney sonunda hayvanlarin anestezi altinda dalak dokusu ¢ikarildi. Rutin 1sik mikroskopik histolojik takip prosediirii ve
immiinohistokimyasal boyama i¢in doku hazirlik asamalar: uygulands, parafine gomiildii. Akabinde 5 pm kalinliginda ilki rastgele
olmak {tizere her 40. kesit alinarak, ortalama 10 kesit alindi. Alinan kesitler Hematoksilen & Eozinle boyandi. Stereolojik dl¢timde
Cavalieri prensibinin modifiye metodu kullanildi. Shtereom 1.5 version paket programinda verilen noktali alan cetveliyle total doku
hacim oranlar1 olciildii. Doku kesitlerine Kollajen Tip IV ve Fibronektin immiinohistokimyasal boyama uygulandi.
Immunohistokimyasal ve stereolojik degerlendirmeler yapildi. Sonuglar istatistiki olarak karsilastirild:.

Bulgular: Stereolojik 6l¢timlerde dalak total hacmi ve kirmizi pulpa hacminin etanol grubunda kontrol grubuna gore artmis oldugu
ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Beyaz pulpa hacminin kontrol grubuyla karsilastirldiginda etanol
grubunda azalmis oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit edildi (p>0.05). Kollajen Tip IV ve Fibronektin’in
immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde kapsiil ve trabekiiller alanlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda etanol grubunda
tutulumunun ciddi oranda azalmis oldugu tespit edildi.

Sonug: Calismamizin stereolojik ve immiinohistokimyasal bulgulariyla alkoliin immiin ve hematopoetik sistemin kavsak noktasinda
yer alan dalak tizerindeki olumsuz etkileri ortaya konuldu.
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GIRIS
Etanol insan ve hayvanlar icin toksiktir ve kalp,
iskelet  kaslari, beyin, karaciger, pankreas,

gastrointestinal, endokrin, immiin ve hematolojik
sistemler  tizerinde Onemli negatif etkileri
bulunmaktadir (Aldahmash ve El-Nagar, 2013). Alkol
tiiketimi, kiiresel anlamda 6nemli bir saglik sorununu
ve halk saghgr acisindan da bir o6nceligi temsil
etmektedir. Yilda ¢ milyon o6lum, alkole
baglanmakta; zararl alkol kullanimz, 6ltiim ve sakatlik
icin 6nde gelen kiiresel risk faktorii olarak yedinci
sirada yer almaktadir (Barberia-Latasa ve ark., 2022).
Dalak hem immiin sistem hem de hematopoetik
sistem organi oldugundan yogun sekilde hiicresel
etkilesimler icerir ve toksik ajanlar dalag: etkiler
(Keskin ve ark. 2012 ). Kronik alkol tiiketiminin
spesifik belirtilerinden biri de immiin sistem
organlarinda ozelliklede dalakta degisikliklere yol
agmasidir (Saidmumadovich ve Sharipovna, 2021 ).
Alkol kullanimi ve alkolizm immiin yetmezlik ile
iliskili olup buda alkol kullaniminda bazi tiimorlere
ve enfeksiyonlara karsi artan duyarililigi agiklar.
Etanoliin; timus, dalak, periferik kan ve lenf
nodlarindaki  lenfoid  hiicrelerin  azalmasim
indiikledigi calismalarda gosterilmistir (Bude¢ ve
ark., 2000).

Stereoloji gercekte ti¢ boyutlu yapilarin iki boyutlu
kesitlerinden elde edilen veriler kullanilarak bu
yapilar hakkinda bilgi edinmeye yarayan bilim
dalidir (Akalan ve Cevik Demirkan, 2013).
Guntimtizde stereoloji “three dimension studies”
olarak isimlendirmektedir. Bu metodun organlarin
farkli alt birimlerinin hacmini belirlemek igin
kullanilan metoduna Cavalieri prensibi denir
(Vojdani ve ark., 2010). Stereoloji bilimsel degeri
yiiksek, sonuclari gitivenilir, matematiksel olarak
dogrulugu kanitlanmis ve herkes tarafindan kabul

goren bir yontemdir (lkinci Keles, 2019).
Calismamizda kronik alkol tiiketiminin dalak
uizerindeki etkilerini stereolojik ve
immiinohistokimyasal =~ olarak  degerlendirmeyi
amacladik.

MATERYAL VE METOT

Calismamiza Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul (2023/05-08) onay: ile
basland1. On ti¢ adet, ortalama 190-220 gr agirliginda,
erigkin 2 aylhk, Wistar albino erkek sican alindi.
Sicanlar rastgele olarak Kontrol (n:6) ve Etanol (n: 7)
adet olmak tizere 2 gruba ayrildi. Etanol grubuna %
6.4'ltik (v/v) etanol musluk suyuna karistirildi ve oral
yolla almalar1 saglandi. Kontrol grubuna musluk
suyu verildi. Sicanlar 6zel metal kafesler iginde oda
sicakliginda ve stabil ¢evre kosullarinda (21°C £ 2°C
ve 12 saat karanlik- 12 saat 151k periyodu) barimndirildi.
Sicanlar standart uniform pelet yemle ad Ilibitum
beslendiler. 18 giin uygulamalara devam edildi.
Deney sonunda intramiiskiiler 10 mg/kg ksilazin
(Xylazyne, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer, Warner
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Lambert, Istanbul, Tiirkiye) uygulanarak genel
anestezi altinda tist abdomen bolgesi acildi. Dalak
dokusu periferik dokularindan disseke edilerek
cikarildi. Dalak, 72 saat %10 tamponlu formaldehit
icinde fikse edildi. Rutin 1s1k mikroskopik histolojik
takip prosediirti ve immiinohistokimyasal boyama
icin doku hazirhk asamalar1 uygulandi, parafine
gomildii.

Stereolojik analizler

Fikse edilen ve parafin blok haline getirilen
dokulardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda ilk kesit
rastgele digerleri her 40. kesit olacak sekilde ortalama
10 kesit alind1. Akabinde rutin 1s1k mikroskobik islem
prosediirleri gerceklestirildi. Kesitler Hematoksilen &
Eozin ile boyandi ve entellan ile kapatildi. Daha sonra
1s1tk mikroskobu altinda goriintiilendi ve fotograflari
cekildi (AxioVision 3,1 Zeiss axioplan 2 imaging
Germany, Gottingen). Stereolojik ol¢timde Cavalieri
prensibinin modifiye metodu kullanildi (Gundersen
ve Jensen, 1987). Shetereom 1.5 versiyon paket
programinda verilen noktali alan dl¢im cetveli ile
toplam dalak hacmi, beyaz pulpa ve kirmizi pulpa
hacmi 6lctildii (Gundersen ve ark., 1988; Howard ve
Reed, 1998). Stereolojik calismalarda her grup icin
hata katsayis1 (CE) ve degisim katsayis1 (CV) degerleri
hesaplanir =~ (Gundersen ve  Jensen,  1987).
Calismamizda da CE ve CV degerleri hesapland1 ve
kabul edilebilir araliktaydi.

Immiinohistokimyasal analizler

Immiinohistokimyasal analizler i¢in mikrotomla 5 pm
kalinliginda polilizinli lamlara alinan doku kesitleri
deparafinize ve dehidrate edildi. Dalak dokusuna
immiinohistokimyasal ~ prosediirler = uyguland.
Kesitler, Fibronektin (Santa Cruz, sc8422, 1:200) ve
Kollajen Tip IV (Abcam, ab236640, 1:1000) primer
antikorlariyla streptavidin-peroksidaz metodu ile
manuel yontemle boyandi. Sonrasinda 1s1k
mikroskobu (Olympus BX53, Japonya) altinda
incelendi, olympus Cellsens Yazilimi kullanilarak
analiz edildi ve fotograflandi. Immiinohistokimyasal
degerlendirme; gruplardaki her hayvan igin rastgele
ornekleme  secimiyle ortalama 10-15 alan
degerlendirildi. Rastgele secilen doku alanlarmdaki
kahverengi renginin yogunluk indeksine gore
skorland1. Dalak dokusunda rastgele segilen alanlarin
kahverengi renginin yogunluk indeksleri; (-) negatif,
(+) zayif pozitif, (++) orta derecede pozitif reaksiyon,
(+++) gticlu pozitif olarak degerlendirildi (Parlak Ak
ve ark., 2021).

Istatistiksel analiz

Tanimlayic istatistikler; median, ortalama,
minimum, maksimum, standart sapma ve IQR olarak
verildi. Kontrol ve Etanol gruplarimin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanild.
Calismanin istatistiksel hesaplamalarinda SPSS
(ver:21) istatistik programi kullanildi ve istatistiksel
anlamlilik degeri %5 olarak kabul edildi.



BULGULAR

Dalagin histolojik yapisi incelendiginde kontrol
grubunda kapsiil, trabekiiller, beyaz ve kirmizi pulpa
yapilarinin normal histolojik goértiniimde oldugu
izlendi. Etanol grubunda kapsiil yapisinda
degisiklikler oldugu, konnektif dokunun azaldig: ve

Kontrol
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kapsiil yapisinin incelmis oldugu izlendi. Kirmizi
pulpa alanlarmin konjesyone ve duvar yapisinin yer
yer bozulmus oldugu damarlar icerdigi ve kontrol
grubuna gore genislemis oldugu, beyaz pulpa
alanlarinda organizasyonun bozulmus oldugu ve
azalmis oldugu izlendi (Sekil 1).

Sekil 1. Dalak histolojik yapisi, kapsiil (siyah ok), beyaz pulpa (ok basi), kirmizi pulpa ve konjesyone damarlar

(y1ldi1z) (Hematoksilen & Eozin, Scale bar: 200 pm)

Stereolojik olgiimlerde dalak total hacminin ve
kirmizi pulpa hacminin etanol grubunda kontrol
grubuna gore artmis oldugu ve istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi (p< 0.05) (Tablo 1).

Beyaz  pulpa hacminin  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda etanol grubunda azalmis oldugu
ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit
edildi (p>0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Tanumlayici istatistikler ve gruplarin karsilastirmali sonuglar:

Median Ortalama St. Sapma Minimum | Maksimum IQR P

Dalak Kontrol | 213180000 220360000 56249359,11 162000000 | 299000000 | 116450000
Total 0.043
g:;g;l Etanol 315600000 | 310200000,00 76586474,00 | 221600000 | 402200000 | 156300000

Beyaz Kontrol | 110320000 121840000 35326907,59 88800000 [ 170400000 [ 70500000

Pull?a 0,460
:{aﬂ;;‘ Etanol 95200000 105866666,67 | 36715046,87 68400000 | 160000000 | 66700000

mm

Kirmizi | Kontrol | 100160000 98520000 28672662,94 63800000 | 140000000 54600000

Pul}')a 0,001
:—Iacm; Etanol 211600000 | 204333333,33 | 46179591,45 | 141600000 | 264800000 | 87200000

mm?3

Dalagm immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde;
Kollajen Tip IV ve Fibronektin'le yapilan
immiinohistokimyasal boyamada her iki markirinda

tutulumunun kapsiil ve trabekiiller alanlarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda etanol grubunda ciddi
oranda azalmis oldugu tespit edildi (Sekil 2, 3).
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Sekil 3. Fibronektin immunohistokimyasal boyamasi kapsiil (siyah ok), trabekiil (ok bast) (Scale bar: 100 pm)

TARTISMA

Dalak biiytik bir lenfoid organ olup beyaz pulpa ve
kirmizi pulpa olarak bilinen iki ana kompartmandan
meydana gelmistir. Beyaz pulpa lenfoid folikiillerden
olusur (Aldahmash ve El-Nagar, 2013). Beyaz pulpa
arterlerinin  cevresindeki alanda  T-lenfositler
bulunur. Bu alandaki lenfosit kiimelerinde ise B-
lenfositler mevcuttur (Keskin ve ark., 2012). Dalaktaki
immiin sistem aktivitesindeki artis, beyaz pulpa
capinn boyutlarinda goriilebilir (Tasminatun ve ark.
2017). B lenfositler, kemik iliginden koken alan ve
dalakta olgunlasan lenfositlerdir (Pasala ve ark.,,
2015). Yapilan ¢calismalar, kronik etanol kullaniminin
hem T hem de B lenfositlerinin islevlerini bozdugunu
acitkca  gostermistir.  Kronik  alkol  tiiketimi,
dolasimdaki T ve B lenfositlerde kayipla birlikte
lenfopeniye neden olur. Ayrica kronik alkol tiiketimi
B lenfositlerin gelisimi ve olgunlasmasmna da
miidahale eder (Pasala ve ark., 2015). Literatiirle
uyumlu olarak yapmis oldugumuz ¢alismada etanol

grubunda beyaz pulpa alaninin azaldigi ve
yapisindaki organizasyonun bozulmus oldugu tespit
edildi.

Dalagm kapsiil ve trabekiil yapist diiz kaslardan
olusur ve fizyolojik aktivite artisi durumunda kan
mobilizasyonunda rol oynar (Tasminatun ve ark.
2017). Saidmumadovich ve Sharipovna (2021),
alkoliin organlarin yapisinin morfolojik ozelliklerini
onemli 6l¢tide degistirdigini, periferik immiin sistem
organi olan dalagmn da yapr ve fonksiyonlarinda
degisiklikler olusturdugunu bildirmislerdir. Ayrica
yapilan calismalarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda  alkolik dalaklarda kapstiliin
onemli olctide inceldigini ifade etmislerdir. Bu
literatiirle uyumlu olarak calismamizda
uyguladigimiz immiinohistokimyasal boyamalarda
dalagin kapstl ve trabekiillerinin  konnektif
dokusunu olusturan Kollajen Tip IV ve Fibronektin
yogunlugunun etanol gubunda azalmis oldugunu,
kapsiil yapisinin inceldigini tespit ettik.



Bude¢ ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 (2000)
calismalarinda akut etanol verilen sicanlarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda dalagin  ortalama
follikiil ¢apmin ve follikiil hacim yogunlugunun
azaldigim tespit etmislerdir. Bu bulgularin da akut
etanol verilmesinin B hiicre kaybinin bir gostergesi
oldugunu bildirmislerdir. Aldahmash ve El-Nagar
(2013) yapmus olduklari ¢alismalarinda, diisiik doz
etanolun dalak tizerinde =zararli etkilere neden
oldugunu kirmiz1 pulpanin genisledigini ve makrofaj
sayisinin arttigini, doz artirildiginda beyaz pulpanin
azaldigini ve bozuldugunu ancak kirmizi pulpadaki
genislemenin ve konjesyonun arttigini bunun da
splenomegaliyle sonuclandigini tespit etmislerdir. Biz
de calismamizda literatiirle uyumlu olarak stereolojik
analizlerde dalagin beyaz pulpa hacminin etanol
verilen sicanlarda kontrol grubuna gore azaldigin,
kirmizi pulpa hacminin ve konjesyone damarlarin
arttigin1 ve kontrol grubuna gore etanol grubunda
dalak total hacminin arttigmi, splenomegali
olustugunu tespit ettik.

Sonug olarak, alkol viicuttaki tim dokular gibi dalak
tizerinde de olumsuz etkiler olusturmaktadir ve
calismamizda sundugumuz  bulgularin  alkol
tiiketiminde olusan immiin yetmezligin altta yatan

mekanizmalarm1  agiklamaya  yardim  edecegi
kanisindayiz.
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