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Epidermal biiyiime faktoriiniin mide mukozasi
lipid peroksidasyonu iizerindeki etkisi’

The role of epidermal growth factor on lipid peroxidation of

gastric mucosa
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OZET: Epidermal biiyiime faktorinin (Epidermal Growth
Factor, EGF) c¢egitli iilserojenlere karst mide mukozasin:
korudugu bilinmektedir. Mide mukoza hasarinda serbest oksi-
Jjen radikalleri mediator olarak rol oynamaktadir. Bu
caligmada EGF'nin mide mukozasinda malondialdehid (MDA)
ve glutatyon (GSH) diizeyleri iizerindeki etkisi aragtirild:.

Caligmada, sofuk-immobilizasyon ile stres itilseri olugturulan
60 ve saglam 10 erigkin rat kullanildi. Saglam gruba stres
wygulanmazken,; stres uygulanan ratlarin birinei grubuna
intragastrik EGF (30 pg/kg, 7 giin siireyle), ikinci gruba intra-
gastrik Serum Fizyolofik (SF), iigiincii gruba intraperitoneal
EGF (30 ug/ kg, 7 giin siireyle), dordiincii gruba intraperitoneal
SF verildi ve beginci gruba ise tedauvi verilmedi.

EGF gerek hem intraperitoneal (i.p) hem de intragastrik (i.g.)
yolla  verildiginde, SF ve kontrol gruplar: ile
karglagtirildiginda  iilser alanlarint anlamli  olarak
azaltmugtir. Stres uygulanan ratlarda mide MDA diizeyleri
- Saglam gruptakine gire anlamli olarek daha yiiksek
bulunurken, mide GSH diizeyleri agisindan bir farklilik bulu-
namadr. Parenteral EGF uygulanan ratlarde mide MDA
diizeyleri hem SF uygulanan ve hem de intragastrik EGF |SF
uygulanan gruplardakine gire anlamli olarak deha diigiik
bulundu (p<0.05). Intragastrik EGF verilen ratlarin mide
mukozast MDA diizeyleri SF grubundakine gére daha diigiik
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamii bulunmamagtir (p=
0.152). Mide mukozasi GSH diizeyleri agisindan tedavi gru-
plary arasinda anlaml farklik saptanmads.

Sonuc olarak EGF'nin, zellikle parenteral yolla verildiginde,

mide mukozasinda serbest radikal diizeylerini azaltmada daha -

etkili oldugu stres iilserlerini énlemede de yararli olabilecegi
kanaatine varimigtir.

Anahtar sozciikler: Epidermal bilyiime faktori, soguk
hareketsizlik stresi, rat, mide, MDA, GSH

Gastrointestinal sistem epiteli hiicre proliferas-
yonu, diferensiyasyonu ve maturasyonu ile siirek-
li bir yenilenme halindedir. Hizl1 turnover
mekanizmasi1 tam anlagilmamakla birlikte, hor-
monlar ve biiyiime faktérlerinin diizenleyici rol
oynadig1 bilinmektedir (1).

Gastrointestinal mukozanin biitinligi, hasar

SUMMARY: Epidermal growth factor (EGF) is known to be a
protective factor for gastric mucosa against various ulcerogenic
agents. Lipid peroxidation products may have a role in the
pathogenesis of mucosal damage. In this study, we investigated
the effects of EGF on ulcer healing and on malondialdehyde
(MDA), a major lipid peroxidation product, and glutathione
(GSH) levels of gastric mucosa in a cold immobilization stress
model. Fifty female adult Wistar rats, exposed to cold and
immobilization stress, and 10 non stress exposed rats were
included in the study. The rats exposed to stress were divided
into five groups: intragastric EGF (30 uglkg/d, i.g., 7 days),
intragastric normal saline (SF), intraperitoneal EGF (30
nglkgld, i.f, 7 days), intraperitoneal SF and no treatment.
Both the i.p.EGF and i.g. EGF groups significantly decreased
the ulcer area of gastric mucosa when compared to the control
and SF groups. Gastric MDA levels were significantly higher in
stress groups compared to the control group. However, gastric
GSH levels were similar in all groups. Gastric MDA levels were
found to be significantly lower in the i.p EGF group compared
to the i.p. SF, intragastric EGF and SF groups (p<0.05). The
gastric MDA levels of the i.g. EGF group were found to be slight-
ly lower than that of the i.g. SF, but this difference was not sta-
tistically significant (p=0.152). There was no significant differ-
ence in the gastric GSH levels of treatment groups exposed to
stress.

It is concluded that EGF, especially intraperitoneal, may pre-
vent stress ulcers by means of decreasing the levels of lipid per-
oxidation products of gastric mucosa.

Key words: Epidermal growth factor, cold immaobilization
stress, rat, lipid peroxidation, stomach, MDA, GSH

olugturan asit ve pepsin ile kan akimi ve mukus-
bikarbonat sekresyonu gibi koruyucu faktérler
arasindaki dengeye baghdar (2).

Peptik iilser hastaliginin etyopatogenezinde,
baglica artmig mide motilitesi, artmig vagal
aktivite, mast hiicre degraniilasyonu, azalmig
mide mukoza kan akimi, azalmig prostaglandin
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Tablo 1. Deneyde olugturulan ¢caligma gruplar

Kod Verilig yolu, uygulama

i.p. EGF Intraperitoneal EGF
(serum fizyolojikte)

ip. SF Intraperitoneal serum
fizyolojik
ig. EGF Intragastrik EGF
(serum fizyolojikte)
ig. SF Intragastrik serum
fizyolojik
CRS+ 7 giin Cold restraint stress uygulandi
tedavisiz ama tedavi verilmedi
Saglam Stres uygulanmadi ve tedavi

verilmedi

seviyesi ve oksijen serbest radikalleri ve lipid
peroksidasyon tiriinleri rol oynar (2-3).

Lipid peroksidasyon iiriinleri, iskemi-reperfiizyon,
soguk immobilizasyon, etanol ve nonsteroidal
antiinflamatuar ilaclara bagh gelisen mide
mukoza hasarinda rol oynadiklan bilinmekle bir-
likte mide mukozasinda hasar olugturma
mekanizmasi tam olarak agiklhiga kavugmamigtir
(4-7).

Hareketsizlik ve sogukta (+4°C) tutma, suya
daldirma (Water Immersion Restraint, WIR)
midede stres olusturmak amaciyla yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. WIR stresinde mukoza
hasarinda lipid peroksidasyonu énemli rol oynar.
Stres oncesi siiperoksit dismutaz (SOD) ya da
katalaz (CAT) verilmesi strese baghh mide mukoza
hasarmm énler. Stiperoksid radikali (O,) ve hidro-
jen peroksit (H,0,), WIR stresinde mide
mukozasindaki lipid peroksidasyon i¢in potansiyel
nedenlerdir (6). Glutatyon (GSH) mide bez
hiicrelerinde gastrointestinal sistemin diger bol-
gelerine yada diger organlara nazaran daha yiik-
sek oranda bulunur. Yiksek konsantrasyondaki
GSHun mukoza direncinin siirdiiriilmesine
yardim ettigi diigiiniilmektedir (8). Strese bagh
mide {ilserlerinde hemen stres sonrasinda doku
GSH diizeyleri genellikle diigiik bulunmusgtur (9).

Stres lezyonlarinda, genellikle asit ve pepsin
sekresyonda artig, mukozal kan akimi ve PG
yvapimminda azalma izlenirken adrenerjik stimu-
lasyona bagh olarak epidermal biiyiime faktorii
(EGF) salimminda artma oldugu gosterilmistir
(2).

EGF, baghca tikrik bezinde yapilir, mide asit
sekresyonunu inhibe eder, mukoza hiicrelerinin

AKBULUT ve ark.

proliferasyonunu stimule eder, cegitli iilserojen-
lere karg1 mukozay1 korur fakat stres iilseri pato-
genezindeki etki mekanizmasi ve midede lipid
peroksidasyonu tizerindeki roli bilinmemektedir

(9.

Bu calismada, EGF'nin degisik yollardan uygu-
lanmasinin, soguk-immobilizasyon stresi
olusturulan sicanlarda mide mukozasinda iilser
iyilegmesinin yam sira bir lipid peroksidasyonu
iriini olan malondialdehid (MDA) ve antioksidan
olarak fonksiyon géren glutatyon (GSH) diizeyleri
uzerindeki etkilerini aragtirmay: amacladik.

MATERYAL VE METOD

Caligmada agirhiklarn 180-220 gram arasinda
degigen erigkin Wistar albino digi sicanlar kul-
lanildi. Sicanlar her birinde 10 adet bulunmak
uzere 2 deney ve 4 kontrol grubuna ayrildi. Soguk-
immobilizasyon stresi, bir gece achg takiben,
fiziksel olarak hareketsizlik ile birlikte +4 °Clik
soguk bir ortamda tutulma geklinde uygulandi
(10-12).

Bir gece a¢ birakilan hayvanlara yem verilme-
yerek su serbest birakildi. Denekler, iginde
hareket edemeyecekleri gekilde yapilmig o6zel
kafeslere yerlestirilerek 3 (ii¢) saat siire ile +4
°C’de tutuldu. Sonra deney gruplarindan birin-
cisinde, EGF, (30 pg/kg) intraperitoneal yolla
serum fizyolojikte (i.p. EGF) ve ikincisinde ise
intragastrik yolla (i.g. EGF) (30 (ug/kg/giin) giinde
1 kez 7 giin siire ile verildi (13). Kontrol gruplarim
ise tagiyic1 c¢ozeltileri (Serum Fizyolojik; SF) esit
miktarlarda i.p., i.g. yollarla ve aym siirelerle
uygulanan ratlar ile tedavi verilmeyen ratlar
olugturdu. Ayrica stres olugturulmayan ratlar da
saglam olarak alindi. Deney ve kontrol gruplarn
Tablo 1’de dzetlenmigtir.

Yedi giinliik uygulamay: takiben anestezi altinda
(80 mg/kg nembutal i.p.) denekler agilarak
mideleri c¢ikarildi, biiyiik kurvatiirden boyunca
mide ag¢ilarak 5 adet petegi 1 mm® olacak gekilde
iilser alanlar1 hesaplandi ve daha sonra dokunun
homojenizasyonunu takiben lipid peroksidasyon
gostergesi olarak TBARS (thiobarbutiric acid
reactive substances) ve fizyolojik bir antioksidan
olan GSH diizeyleri dl¢iildii. Lipid peroksidasyon
derecesi, tiyobarbitiirik asit reaktif maddesinin
olgiimii ile yapildi ve 1.56 x 105 M* em* katsayisi
kullanilarak malondialdehid (MDA) esdegeri
olarak ifade edildi (14). GSH él¢iimii i¢in modifiye
Ellman yontemi kullanild: (15).
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Tablo 2. Saglam rat grubu ve stres uygulanan ratlarda tedavi gruplarina gére mide malondialdehid
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri + ortalama (standart hata)

MDA (nmol |g.doku) GSH Ulser alan: (mm?)
Saglam (n: 10) 103.3 £16.3 4.3 x0.2 0
Stres
Tedavisiz (n: 10) 192.7 +9.2+* 5.6 +0.5%¢ 11.0 #1.3%f
Intragastrik
EGF (n: 10) 171.3 #12.1° 5.5 £0.6¢ 6.5 £1.4°
SF (n: 10) 184.8 £19.4 46 +04 13.6 +1.3
P 0.752 0.282 0.004
Intraperitoneal
EGF (n: 10) 122.0 +11.0° 4.9 +0.5d 4.5+0.9°
SF (n: 10) 152.6 £10.9 3.8 x0.5 9.7+1.8
P 0.05 0.430 0.031

a: p=0.505, b: p=0.0006, c: p=0.710, d: p=0.417, e: p=0.028, f: p=0.002

Veriler aritmetik ortalama + standart hata olarak
belirtildi ve istatistiksel degerlendirmeler “SPSS
for Windows 6. 0” paket programi kullamilarak
Mann-Whitney U testi ile yapildi.

BULGULAR

Tam gruplardaki iilser alanlar ve élgiilen mide
MDA diizeyleri (nmol/g.doku) ve GSH diizeyleri
(umol/g.doku) Tablo 2’de sunulmustur.

Mide mukozasindaki iyilesme iilser alanlarina
gore degerlendirildiginde; 7 giinliik tedavi sonun-
da, gruplarda izlenen iilser alanlar1 i.p. SF: 9.7
+1.8mm? ip. EGF: 4.5 £0.9mm? ig. SF: 13.6
+1.3mm? i.g. EGF: 6.5£1.4mm? CRS: 11.0
+1.3mm’ ve saglam grupta: 0 mm® olarak sap-
tanmugtir. Ulser alanlan i.p. EGF verilen grupta
hem tedavisiz gruptakinden ve hem de i.p. SF
verilen gruptakinden anlamli olarak daha az
oldugu bulundu (sirasiyla, p=0.002 ve P=0.031).
Intragastrik EGF verilen grupta da iilser alanlan
hem tedavisiz gruba ve hem de i.g. SF verilen
gruptakine gére anlamh olarak daha disiik idi
(sirasiyla, p=0.028 ve p=0.004). Tedavisiz grup ile
i.p. veya i.g. SF verilen gruplara arasinda iilser
alanlar1i yéniunden anlamli fark izlenmedi
(sirasiyla p=1.0, p=0.189). Farkl yollardan EGF
verilen (i.p vs. i.g) gruplarda da iilser alanlan
acisindan anlamh fark izlenmedi (p=0.236).

Mide MDA diizeyleri stres uygulanan rat gru-
plarinda stres uygulanmayan (saglam) kontrol
grubuna goére anlamlh olarak daha yiitksek idi
(p<0.05). Buna karsilik, mide GSH diizeyleri

acisindan anlamli bir fark izlenmedi (p>0.05).
Parenteral EGF (i.p. EGF) uygulanan ratlarda
mide mukozasyi MDA diizeyleri (122.0+11.0
nmol/g.doku), hem kontrol i.p. SF (152.59 +10.95
nmol/g.doku) grubundakine gére (p=0.05) ve hem
de intragastrik EGF grubundakine gire (171.3
+12.1 nmol/g.doku) daha diigiik (p=0.012) bulun-
du. Yine i.p. EGF grubundaki mide MDA diizey-
leri tedavi verilmeyen stres grubundakine gire
(192.7+9.2 nmol/g.doku) daha disik bulundu
(p=0.0006) (Tablo 2). Intragastrik EGF verilen
ratlarin mide mukozasi MDA diizeyleri kendi
kontrol grubundakine gére (i.g. SF) daha diigiik
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlaml
bulunmamigtir (p= 0.752). Parenteral EGF uygu-
lanan ratlarda mide mukozasinda GSH diizeyi
(4.9 0.5 pmol/g.doku) kontrol i.p. SF grubu ile
(3.8 £0.5 pmol/g.doku) gerek i.g. EGF uygulanan
grup (5.5+0.6 pmol/g.doku) gerekse saglam grup
(4.3 +0.2 pmol/g.doku) ve CRS+7 giin tedavisiz
grupla (5.6+0.5 umol/g.doku) kargilagtirildiginda,
istatistiksel olarak farksizdi (swrasiyla p=0.430,
p=0.470 ve p=0.370). Glutatyon diizeyleri intra-
gastrik SF uygulanan grup (4.6+0.4 umol/g.doku),
i.p. SF grubu (3.8+0.5 pmol/g.doku) ve saglam rat-
larda (4.3+0.2 pmol/g.doku) ve CRS+7giin tedavi-
siz gruplarda (5.6+0.5 pmol/g.doku) istatistiksel
olarak farksizdi (sirasiyla p=0.290, p=1.00,
p=0.290).

TARTISMA

Strese baglh mide mukoza hasart klinikte sk
kargilagilan bir durumdur. Stres ilserlerinin
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gelisim mekanizmalan bircok deneysel modelde
calisilmistir. WIR stresi ile mide mukoza lezyon-
lan olugturulmasi en sik bagvurulan modellerden
biridir (2, 4, 9).

WIR stresinde, stresin baglangicindan itibaren
midede mukoza kan akimi hizla azalir. Hipoksi
sonucu ATP’nin indirgenerek ksantin ve hipok-
santin olusturmasi ve proteolitik aktivite ile SH
gruplar1 okside olmasi sonucu ksantin oksidaz
meydana gelir ve iskemi-repiirfiizyon hasarinda
izlenen serbest oksijen radikallerinin olugmasinda
rol oynar. Olusan serbest radikaller ve izellikle O
mukoza gecirgenlifini ve stres sonucu olusan
mukoza hasarimi artirir (6). Nishida ve ark. WIR
stresi uyguladiklar: ratlarda 1, 3, 6 saat sonrasi
zamana bagh olarak lipid peroksidasyon
diizeyinin arttifimm ve nonprotein siilfidril
diizeyinin diistiigiinti gostermiglerdir (6). Bu
caligmada lezyon indeksi de lipid peroksidas-
yonuna paralel artig géstermistir. Yine Alican ve
ark. CRS uygulanan ratlarda mide dokusunda
lipid peroksidasyon artigim gostermiglerdir (7).
Klasik bilgilere giore 48. saatte akut stres iilser-
lerinde iyilegme beklenirken; 6zellikle 72. saatte
izlenen lipid peroksidasyon artigi aciklana-
mamigtir. Caligmamizda stres olugturulan rat
gruplarinda mide mukozast MDA diizeylerini
stresten 7 giin sonra bile, stres olugturulmayan
(saglam) gruptakine gire anlamli olarak daha
yiilksek bulduk. Literatiirde daha once yapilan
¢alismalarda genellikle stresin erken dénem-
lerinde mide mukozasinda serbest radikaller ve
lipid peroksidasyon iiriinlerinde artiglar oldugu
bildirilmigtir. Bu yamtin mide mukozas: iskemi-
sine refleks oldugu digiinilmigtir.
Cahigmamizda stresten 7 giin sonra bile mide
mukozasinda iilser alanlar1 saptadik. Gruplarda
izlenen MDA diizeyleri iilser alanlan ile paralellik
gosteriyordu.

Yedi giinliik EGF tedavisi uygulamas: gelecekte
insanlarda da uygulanabilir. olmas1 ve tam
iyilegme olmas1 amaciyla se¢ilmigtir.

Ekzojen EGF'nin degisik yollardan verilmesinin
mide mukoza lezyonlarim1 6nleme veya azaltmada
farkh etkilere sahip oldugu degisik ¢alismalarda
gosterilmigtir. Itoh ve ark. oral verilen EGF’nin
mide mukozasinda koruyucu iken, intragastrik
bolus tarzda verilmesinin daha az etkili oldugunu
gostermiglerdir. Ciinkii EGF bu gekilde hizla mide
limeninden eksekresyona ugramaktadir (16).
Intravenéz verilen EGF barsakta trofik etkili
oldugu fakat intragastrik yolla uygulanan
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EGF‘nin béyle bir etkisinin bulunmadigi goézlen-
migtir (17). Ancak onceki ¢aligmalarda EGF'nin
serbest radikaller veya lipid peroksidasyon iiriin-
leri tizerindeki etkileri arastirilmamigtir. Bu
calismada, oncekilerden farkh olarak, EGF’'nin
stres iilserlerinin iyilesme d6éneminde mide
mukozasindaki MDA ve GSH diizeyleri iizerinde-
ki etkilerini aragtirdik. Gerek i.p. gerek i.g. yolla
EGF verilen ratlarda iilser indeksi tedavisiz grup-
takilere ve SF verilen gruptakilere gore anlamh
olarak daha diigiik bulundu. Oral yoldan verilen
EGF'nin genellikle stres iilserini iyilegtirmede
etkili oldugu bulunmusgtur Cahigmamizda i.g. yolla
verilen EGF’de iilser alanlarinda azalma olmakla
birlikte i.p. yolla EGF verilenlerden bir miktar
daha yiiksek idi. Bu grupta ayrica mide MDA
diizeylerinin tedavisiz gruplardan farkh olmamas:
intragastrik uygulamanin yarattigi stresle
aciklanabilir, Intragastrik yolla EGF verilen grup-
ta mide MDA ve GSH diizeylerinde SF verilenlere
gire farklihk gostermezken intraperitoneal EGF
verilen ratlarda hem i.p. SF ve hem de intragas-
trik EGF/SF uygulananlardakine gére mide MDA
diizeyleri anlamlh olarak daha diisiikk bulundu.
Yine bu grupta izlenen mide MDA diizeyleri stres
uygulanmayan saglam gruptakinden farksiz
oldugu goruldii.

Son caligmalar siilfidril bilegiklerinin mide
mukoza biitiinligin siirdiiriilmesinde &nemli
oldugunu gostermigtir. Glutatyon konsantrasyonu
glandular mide dokusunda gastrointestinal sis-
temin diger boliimlerine ve difer organlara gore
daha yiiksektir. Ciinkii mide mukozas1 devamh
iilserojenik asit ve pepsine maruz kalir. Yiiksek
konsantrasyondaki GSH mide mukozasinda
mukoza direncinin siirdiiriilmesine katkida
bulunur. Invivo olarak, etanole baglh mukoza
hasarinda GSH'un mukoza direncinde roli
oynadigr goézlenmigtir. Proteinlerin en o6nemli
siilfidril kaynag olan GSH diizeyinin strese bagh
mide iilserlerinde anlaml bir sekilde azaldig gos-
terilmigtir (5). Fakat, ¢aligmamizda mide GSH
diizeyleri agisindan stres uygulanan rat gruplan
ile saglam grup arasinda anlamh bir fark bula-
madik. Ayrica, EGF uygulamalarinin da mide
GSH diizeylerinde anlamli degigime neden
olmadign  bulundu. Onceki stres iilseri
calismalarinda GSH diizeylerinin azalmig olmas:
GSH'nun akut donemde (genellikle 1. giin)
olciilmiis olmas: ile agiklanabilir (8). Bu ¢aligmada
stres uygulamasindan 7 giin sonra olgiilmiis
olmasi nedeniyle muhtemelen akut dénemde GSH



3, i,

Epidermal bilyiime faktoriiniin mide muk lipid per«

diizeylerinde azalma izlenmemigtir. Ayrica baz
aragtiricilar ilserde GSH diizeyleri konusunda
farklh sonuclar bildirmigtir (18, 19). Ancak, bu
konuda kesin bir karara varabilmek i¢in stres son-
ras1 mide GSH diizeylerinin restorasyonu ile ilgili
olarak degisik zamanlarda GSH o6l¢limiine
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