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OZET

Bu tez ¢alismasinda, farkli beslenme modelleri (yiiksek fruktozlu misir surubu,
sakkaroz, kontrol) uygulanan Sprague Dawley 1rki si¢anlarda deneysel olarak 7,12 Dimetil
Benzantrasen (DMBA) implantasyonu ile olusturulan pankreas duktal
adenokarsinomlarinda (PDAK) matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2) ve matriks
metalloproteinaz 9 (MMP-9) enzimlerinin immunohistokimyasal yontemle incelenmesi

amaglandi.

DMBA uygulanan tiim siganlarin pankreaslarinda yaklasik 0.5 -2 cm ebatlarda,
beyazimtirak, orta sert kivamli, kesit yiizii nekrotik tiimoral Kitlelere rastlandi. DMBA
uygulanmayan hayvanlarin pankreaslarinda herhangi bir timéral lezyona rastlanmadi.
Histopatolojik olarak DMBA uygulanan si¢anlarin pankreaslarindaki tiimoral kitlelerin
PDAK ’lar1 ile uyumlu olduklari goriildi. DMBA uygulanmayan tiim si¢anlarin
pankreaslarinda herhangi bir mikroskobik lezyon dikkati ¢ekmedi.

Ticari olarak temin edilen MMP-2 ve MMP-9 primer antikorlari ile
immunohistokimyasal yontemle boyanarak tiim gruplardaki pankreas dokularinda,
boyananan hiicreler, boyanma oranlar1 ve boyanma siddeti yar1 kantitatif olarak
degerlendirildi. Incelemeler sonucunda DMBA uygulamasi sonrasi duktal adenokarsinom
gelisen yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS), sakkaroz ve kontrol gruplari arasinda
MMP-9 enzimi agisindan, asiner hiicreler (p<0,017) ve tubuler kompleks (p<0,021)
yapilarinda istatiksel olarak fark bulundu. Anlamli farkliliklar bulunan gruplarin ikili
karsilastirilmasinda YFMS ve kontrol grubunda asiner hiicreler ve tubuler kompleks
yapilarinda, sakkaroz ve kontrol grubunda ise asiner hiicrelerde anlamli fark bulundu.
MMP-2 enzimine bakildiginda DMBA uygulanan YFMS grubunda Langerhans
adaciklarinda, asiner hiicrelerde, tlimoral duktal epitellerin boyanma oranlar1 ve
siddetlerinde, yangi hiicrelerinde, desmoplazik yap1 ve tubuler komplekslerde sakkaroz ve

kontrol grubuna gére medyan degeri yiiksek olmasina ragmen istatistiksel fark gozlenmedi.

Sonug olarak, MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin boyanma 6zellikleri farkli beslenme
modellerinde karsilagtirildiginda, yiiksek fruktozun PDAK’larin gelisiminde rolii

olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Sican, DMBA, pankreas duktal adenokarsinom, matriks

metalloproteinaz, immunohistokimya, yiliksek fruktoz, sakkaroz



SUMMARY

THE IMMUNOHISTOCHEMICAL INVESTIGATION OF MATRIX METALLOPROTEINASES (MMP-2
AND MMP-9) IN PANCREATIC ADENOCARCINOMA INDUCED BY DIMETHYL BENZANTHRACENE
(DMBA) IN RATS CONSUMING OF HIGH FRUCTOSE CORN SYRUP AND SUCROSE

The aim of this study was to investigate immunohistochemical staining characteristics
of matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) and MMP-9 in pancreas ductal adenocarcinomas
(PDAC) experimentally induced by implantation of 7, 12-dimethylbenzantracene (DMBA)
in Sprague Dawley rats fed with different feeding regimes (corn syrup containing high

levels of fructose, sucrose and control).

Whitish, moderately firm tumoral masses of about 0.5 cm to 2 cm developed in
pancreases of all DMBA-applied rats; the cut surfaces of the masses were necrotic.
Animals which were not applied DMBA did not develop any tumoral masses in their
pancreases. Histopathologically tumoral masses were confirmed to be PDACs. Rats
which were not applied DMBA had normal pancreases microscopically.

Stained cells, staining rates and intensities of the pancreas tissues were investigated
semi-quantitatively in MMP-2 and MMP-9 stained slides. Significant differences were
observed between rats which were applied high-fructose containing corn syrup and
developed PDACs, and sucrose and control groups in MMP-9 enzyme staining intensities
of acinar cells (p<0.017) and tubular complexes (p<0.021). In comparison of groups,
significant differences were observed between high-fructose containing corn syrup-fed rats
and control rats in staining intensities of acinar cells and tubular complexes, and between
sucrose-fed rats and control rats in staining intensities of acinar cells. In comparison of
MMP-2 staining rates and intensities, although the median value was higher in islets of
Langerhans, acinar cells, tumoral ductal epithelium, inflammatory cells, desmoplasic
structures and tubular complexes in DMBA applied high-fructose containing corn syrup-
fed rats when compared with sucrose-fed rats and control rats, no statistical difference

could be observed.

As a conclusion, when MMP-2 and MMP-9 staining characteristics were compared in
different feeding regimes, high fructose was suggested to have a role in development of
PDAC:S.

Keywords: Rat, DMBA, pancreas ductal adenocarcinoma, matrix metalloproteinase,

immunohistochemistry, high fructose, sucrose.
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GIRIS

Pankreas duktal adenokarsinomlar1 (PDAK), insanlarda sik goriilen kanser tiirleri
arasindadir ve diger kanser kaynakli 6liimler igerisinde 6n siralardadir (1-3). PDAK,
gelisen iilkelerde 6nemli bir saglik problemidir ve dliimciildiir (4). Pankreas
kanserlerinin goriilme siklig1 60-80 yas araliginda olan insanlardadir (3, 5). Geng
yaslarda, erkeklerde kadinlardan 3 kat oranla daha fazla goriiliirken, yas ilerledikge
kadn erkek arasindaki goriilme siklig1 ve oranlar esitlenir (6). PDAK’larm etiyolojisi
net degildir. Risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, yagdan zengin beslenme, kronik
pankreatitis, kalitimsal pankreatit, diabetes mellitus mevcuttur (3, 5, 7-9). PDAK’lar
yogun dezmoplazik stroma icerisinde duktal yap1 benzeri hiicreler ve tubuler kompleks
yapilari ile karakterizedir (7). PDAK, iyi, orta ve kot diferensiye olarak 3 ana gruba
ayrilir (10). lyi diferensiye adenokarsinomda; simirlar belirgin bez yapisi gozlenir ve
silindirik veya kiibik epitele sahip, yuvarlak veya oval uniform ¢ekirdek ile daginik
kromatinli az sayida niikleer pleomorfizm gosteren neoplastik hiicreler mevcuttur. Orta
diferensiye tipte ise; bezsel yap1 iyi diferensiye olana gére daha az belirgindir ve
tamamlanmamis bezsel liimenler ile niikleer pleomorfizm dikkati ceker. Iyi
diferensiyeye gore hiicre ¢ekirdekleri daha biiyiik ve diizensizdir, mitoz daha yaygindir.
Koti diferensiye timorlerde, solid alanlar ve belirgin infiltratif hiicreler ile kotii
farklilagmus, belirgin olmayan bez yapilar1 gozlenir. Kotii diferensiye tiimor tipi
digerlerine gbre daha az miisin {iretir, biiyiik garip sekilli (bizar) niikleus ile belirgin
niikleer pleomorfizm ve atipik mitoz yaygindir (10). Bez epitellerinde malignite
bulgular1 belirgin niikleer pleomorfizm, polarite kaybi, belirgin niikleolus ve mitotik
aktivitedir. Insanlarda gozlenen olgularin cogunlugunda perindral invazyon mevcuttur.

PDAK ’larm bazilarinda kan damarlarina invazyon goriilmektedir (8).

Kotii diferensiye pankreas tiimorleri nadir gézlenir. Neoplastik bezler pankreas
parankiminde, asiner hiicreler ve Langerhans adaciklarin arasinda daginik halde dikkati
¢eker. Bu infiltrasyon ile beraber belirgin dezmoplastik bir reaksiyon mevcuttur (7).

Bolgesel lenf yumrularinm tutulumu metastaz agisindan 6nemlidir (11, 12).

PDAK’larin makroskobik olarak kesit ytizii genellikle sert, sklerotik, smnirlari
belirgin olmayan, sarimsi1 veya beyazimsi renkte gozlenir. Bazi olgularda kanama ve
nekroz nadir bile olsa goriilebilir. Tiimoriin boyutlar: arttik¢a Safra ve pankreas kanalini

tikayabilir ve bu nedenle kanallarm iist kisimlar1 dilatasyona ugrayabilir (13).



Diinya Saglik Orgiitii (WHO), PDAK ’larimi histopatolojik dzelliklerine gore
derecelendirmistir. Bu siniflandirmaya gore iyi farklilagmus tipte bezsel yapilar belirgin
ve miisin iiretimi yogun gozlenir. Mitotik figiir sayis1 mikroskobik incelemede 10x
biiyiitmede 5°tir. Pleomorfizm ve polarite kayb1 azdir. Orta derecede kanal benzeri
yapilar ve tubuler bezler gdzlenir ve diizensiz miisin tiretimi vardir. Mitotik figiir sayis1
10x biiyiitmede 6-10 arasindadir. Orta derecede pleomorfizm gozlenir. Koti
diferensiye tipte ise kotii diferensiye bezler, mukoepidermoid ve pleomorfik yapilar
mevcuttur. Miisin liretimi gozlenmez. Mitotik figiir sayis1 10x biiylitmede 10 ve

tizeridir. Belirgin pleomorfizm ve ¢ekirdek boyutunda artig dikkati ¢eker (14-16).

7,12-Dimetil benzantrasen (DMBA), hiicre molekiiler mekanizmasinda 6nemli
genetik degisimlere yol agarak kanser olusumuna katki saglar (17-19). DMBA
implantasyonu, pankreas tiimorlerinin olusturulmasinda ve arastirilmasinda siklikla
kullanilan bir yontemdir (20-22). Hayvan modelleri, PDAK’larin genetiginin ve timor

biyolojisinin anlagilmasina hizmet etmektedir.

Pankreas tiimorlerinin tanisinda bazi serum tiimor belirtegleri mevcuttur. Fakat
bunlarin duyarlilik ve 6zgiinliik degerleri kisithidir. Karbonhidrat antijen (CA 19-9),
Karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve Karbonhidrat antijen 242 (CA 242) pankreas
kanserleri i¢in kullanilir. Bunlar birlikte kullanildig: takdirde 6zgiinliik degerleri artar
(23-26).

Pankreatik stellate hiicreler MMP-2, MMP-9, MMP-13 ve metalloproteinaz doku
inhibitorleri TIMP-1, TIMP-2’yi sentezleme yetenegine sahiptir. Pankreasta meydana
gelen lezyonlarda pankreatik stellate ile artan MMP-2 sekresyonu bazal membranin
parcalanmasina neden olarak bezlerde fibrozis gelisimine yol agan patolojik fibriler
kollajenin birikimini kolaylastirir (27). Pankreas kanserlerinde yogun, dezmoplastik
stromal reaksiyon mevcuttur ve bu dezmoplastik reaksiyon tiimériin cerrahi operasyonla
uzaklastirilmasini zorlastirir (28). Ayrica uzak organlara metastaz igin matriks

metalloproteinazlar dnemlidir (29, 30).

Pankreas tiimorleri de dahil olmak tizere farkli kanser tiirlerinde matriks
metalloproteinazlardan MMP-2 enziminin varlig ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (31).
Tiimdr progresyonunun farkli asamalarinda MMP’ler mevcuttur ve MMP-2
angiogenezis i¢in gerekli bir enzimdir (32). Timor iliskili angiogenik faktdrler

subendotelyal membranin hasar1 ile sonuglanan vaskiiler permeabilite degisikligine



neden olur. Angiogenezis i¢in endotel hiicrelerinin migrasyonu, proliferasyonu ve
ekstraselliiler matriksin proteolizisi gereklidir (33). Bazi kanser tiirlerinde, meme
kanseri, diffiiz gastrik kanser ve ovaryum kanseri gibi olgularda MMP-2 enzimi 6nemli
prognostik bir faktordiir (34-37). Ovaryum kanserlerinde MMP-2 enziminin varhigi
tedavi sonrasi iyilesme, timdriin ¢api, derecelendirilmesi ile yakindan iliskilidir (37).
Pankreas kanserlerinde mRNA seviyesinde MMP-2 aktivitesinin arttigi, normal
pankreas dokusunda MMP-2 enzimine ait mMRNA diizeyinde farklilik olmadigi
gozlenmistir (38). Pankreas kanserlerinde stromal ve tiimoral hiicrelerde MMP-2 ve
MMP-9 enzimlerinin varlig1 mevcuttur ve pankreas tiimorlerinde gozlenen yogun
dezmoplazik reaksiyonlarda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varliklar1 ortaya
konmustur (39, 40). Tiumérle iligskili makrofajlar ve nétrofiller solid tiimérlerde kotii
klinik tablo ile iligkilidir. Ttmor iliskili ndtrofiller metastatik tiimoriin mikro

cevresinde baskin olarak MMP-9 salgilarlar (41).

Matriks metalloproteinaz ailesinin su ana kadar yaklasik 28 iiyesi ortaya
konmustur. MMP’ler fizyolojik ve patolojik doku yikiminda gorev alan ekstraselliiler
enzimlerdir (42). Ekstraselliiler matriks (ESM), tiimor dokusunun biiylimesi, timor
hiicresinin yayilimini ve metastazin1 6nlemek amaciyla bir engeldir ve kanser hiicreleri
bu engeli asmak i¢in metalloproteinazlara ihtiyaci vardir (43). Kanser hiicrelerinin

yayilimi i¢in ESM’nin yikilmasi gerekir (44).

Serum ve doku MMP-9 seviyeleri, PDAK olgularinda, kronik pankreatitis ve

normal pankreasa sahip insanlara gore 6nemli diizeyde yiiksektir (45).

Normal pankreas dokusunda asiner ve islet hiicrelerinin MMP-2 yoniinden negatif
ya da hafif boyanma 6zelligi gosterdikleri bildirilirken, duktal epitel hiicrelerinde
boyanma rapor edilmemistir. Pankreas lezyonlarinda; hiperplazi, atipik hiperplazi ve
invazif karsinomaya dogru gittikce MMP-2 enziminin immunohistokimyasal boyanma

ozelligi artar (46).

Makrofajlar ile infiltre pankreas dokusunda asiner ve tubuler hiicreler farklilasmaya
ugrar. Makrofajlardan salgilanan yangisal sitokinler matriks metalloproteinazlar ile

birlikte asiner hiicrelerin duktal hiicrelere metaplazisine neden olur (47).

Meme kanserlerinde, immunohistokimyasal boyamalar sonucunda MMP-9 enzim
varliginin artt1g1 bildirilmistir. Uzak organ metastazi ve tiimoriin derecelendirilmesi

yoniinden MMP-9 enzim varlig1 arasinda bir iliski mevcuttur. Bu sebeple MMP-9

3



enzim varlig1 meme tiimdrlerinde prognostik faktor olarak kullanilabilmekte fakat
MMP-2 salinimi ile prognoz arasinda herhangi bir korelasyon olmadigi vurgulanmistir
(48).

PDAK’larda, artan MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varlignt mRNA ve protein
seviyelerine bakilarak bildirilmistir. MMP-2 enzim varligi immunohistokimyasal
boyamalarda 75 pankreas kanseri dokusundan 50 olguda ve MMP-9 enzim varlig ise
45 tiimoral pankreas dokusunun 19’unda saptanmigtir. Normal pankreas dokusunda
MMP-2 enziminin varlig1 ise zayiftan orta boyanmaya 6zelligine degisen derecelerde
var oldugu gosterilmistir (49). Bir diger calismada MMP-2 ekspresyonu, pankreas

kanser hiicrelerinde ve dezmoplazik yapilarda da bildirilmistir (50).

Akciger kanserlerinde, serumdaki MMP-9 enzimi ile bu tiimérlerin erken asamasi

ve prognoz yoniinden 6nemli bir iligskiye isaret edilmistir (51, 52).

Yapilan bir ¢alismada, pankreas tiimorlerinde MMP-9 ve MMP-2 enzimlerinin,
normal pankreas dokusuna gore mRNA seviyesinde daha yiiksek olduklar1
bildirilmistir. PDAK tiimorlerinin takibinde serum MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin
incelenmesi 6nemlidir (53). Serum MMP-9 enzimin varligi PDAK’larm teshisinde,
metastazinda ve prognozunda klinik 6neme sahiptir. PDAK’larin kronik pankreatitis ve
normal pankreas dokusuna gore serumda MMP-9 enziminin varhig yiiksek
bulunmustur. Serum MMP-9 ve matriks metalloproteinaz inhibitorii TIMP-1
enzimlerinin pankreas tiimorlerinde birlikte degerlendirildiginde klasik tiimor
belirteglerine (karbonhidrat antijen) CA 19-9, karsinoembriyonik antijen (CEA) gore
prognostik duyarliligi daha yiiksek oldugu bildirilmistir (54).

Bu tez cahymasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalr’na baska bir arastirma projesi kapsaminda gonderilen ve pankreas adenokarsinom
tanist konulan 46 adet sican pankreas dokusunda immiinhistokimyasal yontem ile
MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varliklarmin gosterilmesi ve bu belirleyicilerin
histopatolojik 6zellikler, patogenez ve prognoz iizerine olasi etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.

Bu kapsamda caligmanin amaglar1 maddeler halinde soyle 6zetlenmistir:



1. Yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS) ve sakkaroz tiiketen sicanlarda DMBA
uygulamasinin pankreas dokusunda meydana getirdigi degisikliklerin histopatolojik

olarak incelenmesi.

2. Histopatolojik olarak pankreas adenokarsinom tanisi konulan tiimor dokularinda

MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin immunohistokimyasal yontemle incelenmesi.

3. Siganlarin pankreas adenokarsinomlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin

patogenez yoniinden degerlendirilmesi.

4, Sicanlarda meydana getirilen pankreas adenokarsinomlarinda MMP-2 ve MMP-
9 aktivitesinin farkl beslenme modellerine (YFMS ve sakkaroz tiiketen siganlar) gore

karsilagtirilmasi.

5. Pankreas kanserleri i¢in hayvan modelleri insanlardaki pankreas tiimorlerine
benzer olmasi sebebiyle hem insan hem de hayvanlarin pankreas tiimorlerinin

patogenezinin belirlenmesi amaglanmustir.



GENEL BiLGILER

Anatomi

Pankreas lobiillii yapida olup, ampulla vater ile duodenuma baghdir. insanlarda
pankreas dokusu bas, boyun, gévde ve kuyruk olarak ayrilir (55). Sicanlarda pankreas
kanallarmin sayisi 15 ile 40 arasinda degiskenlik gosterir ve tiim kanallar safra kanalina
acilir (56). Sigan pankreasi biiyiik diffiiz bir organdir. Siganlarda bu organ
gastrosplenik, duodenal ve biliyer olmak iizere 3 boliime ayrilir (57).

Histoloji

Pankreas stromast en distan ince bir bag doku ile gevrilidir ve bu bag dokusu organi

lobiillere ayirir. Pankreas lobiilleri tubuloasiner ve intralobiiler bezlerden olusur (58).

Pankreas, sindirim enzimleri ve hormonlar iireten endokrin ve ekzokrin bir salgi
bezidir (59). Ekzokrin pankreas salgiladigi sindirim enzimlerini duodenuma bosaltan
tubulo-alveoler bir bez yapisindadir (58). Insanlarda yetiskin bireylerde pankreasmn
yaklasik % 95°1 ekzokrin hiicrelerden olusur (60). Pankreasin ekzokrin bdliimiinde
parotis bezinin yapisina benzeyen asiner bezler mevcuttur. Asiner hiicrelerde liimene
dogru ilerleyen sentroasiner hiicreler gézlenir. Sentroasiner hiicreler interkalat kanalin
intraasiner boliimiinii olusturur. Asiner hiicrelerin liimene bakan sitoplazmalarinda

zimojen salgi graniilleri vardir (59).

Langerhans adaciklar1 pankreas dokusunun yaklasik % 1-2’sini olusturur.
Pankreasin endokrin kismini olusturan Langerhans adaciklarinda bulunan asidofil A
hiicreleri glukagon, bazofilik B hiicreleri ise insiilin hormonlarini salgilar. Insiilin ve

glukagon karbonhidrat metabolizmasimda 6nemlidir (61).

Tubulo-asiner hiicreler salgilarini enine kesitte kiibik goriintiilii, uzun ve dar
interkalat kanallara akitir. Interkalat kanallar interlobuler kanallarla iliskilidir.

Pankreas dokusu tripsinojen, amilaz, lipaz gibi pankreatik enzimleri ihtiva eder (61).

Asiner hiicrelerin ¢ekirdeklerini ¢evreleyen sitoplazmalar1 yogun bigimde bazofilik
boyanir. Bu hiicreler sitoplazmalarinda yogun endoplazmik retikuluma ve ¢ok sayida
mitokondriye sahiptir. Zimojen graniilleri endoplazmik retikulumda sentezlenen

proenzim i¢erdigi i¢in boyamalarda eozinofilik boyanir (58).



Pankreas Hastaliklar

Pankreas hastaliklar1 endokrin ve ekzokrin kisminda olmak {izere iki temel grupta

incelenebilir (62).

Ekzokrin Pankreasta Gozlenen Hastaliklar

1) Dogmasal anomaliler

2) Dejenerasyon, nekroz, atrofi

3) Kopeklerde pankreatik asiner atrofi
4) Ekzokrin pankreas yetmezligi

5) Akut pankreatik nekroz

6) Akut ve kronik pankreatitis

7) Pankreasin paraziter hastaliklari

8) Ekzokrin pankreasta hiperplastik ve neoplastik lezyonlar
Endokrin Pankreasta Gozlenen Hastahklar

1) Islet hiicrelerinin gelisimsel anomalileri

2) Islet hiicrelerinin dejeneratif lezyonlar1 (Diabetes mellitus, atrofi, nekroz,
amiloid, skleroz)

3) Islet hiperplazi ve nesidioblastozis

4) Islet tiimorleri (Insulinoma, Gastrinoma, Glukonoma, PPoma)

Pankreas Tumaorleri ve Smmiflandirilmasi

Ekzokrin pankreas tiimorleri WHO tarafindan 2010 yilindaki siiflandirmasina
gore su sekilde smiflandirilir (16);

Epitelyal Tiimorler

Benign



Serdz kistadenom

Asiner hiicreli kistadenom

Premalign Lezyonlar

Pankreatik intraepitelyal neoplazi-3 (PanIN3)

Hafif veya orta derecede displazi iceren intraduktal papiller musindz timér
Siddetli derecede displazi iceren intraduktal papiller musindz tiimor
Intraduktal tubulopapiller timdr

Hafif veya orta derecede displazi igeren musindz kistik timor
Siddetli derecede displazi iceren musindz kistik timor

Malign

Duktal adenokarsinom

Adenoskuamdz karsinom

Kolloid karsinom

Hepatoid karsinom

Meduller karsinom

Tash yiiziik hiicreli karsinom

Andiferensiye (anaplastik) karsinom

Osteoklast benzeri dev hiicreli andiferensiye karsinom

Asiner hiicreli karsinom

Asiner hiicreli kistadenokarsinom

Invaziv karsinom ile iligkili intraduktal papiller musindz timor
Miks asiner duktal karsinom

Miks asiner noroendokrin karsinom

Miks asiner noroendokrin duktal karsinom



Mikst duktal ndroendokrin karsinom

Invaziv karsinom ile iliskili musindz kistik timor
Pankreatoblastom

Serdz kistadenokarsinom

Solid psddopapiller timor

Noroendokrin tiimorler

Matiir Teratom

Mezenkimal Tiimérler

Lenfomalar

Sekonder Tiimorler

Pankreas Duktal Adenokarsinomlar
Epidemiyoloji

Pankreas duktal adenokarsinomlar1 (PDAK), insanlarda sik goriilen kanser tiirleri
arasindadir (1-3). PDAK, gelisen iilkelerde dnemli bir saglik problemidir ve
olimctildiir (4). Pankreas kanserleri insanlarda siklikla 60-80 yas araliginda gézlenir (3,
5). Geng yaslarda, erkeklerde kadinlardan daha fazla goriiliirken, yas ilerledik¢e kadin

erkek arasindaki goriilme siklig1 ve oranlari esitlenir (6).

Tiirkiye Saglik Bakanligi 2009 yili kanser istatistiklerine gore, pankreas kanserleri
erkeklerde ilk 10 kanser tiirleri igerisinde gériilmektedir (63). Degisen diyet, genetik ve

cevresel faktorler gibi etkenler pankreas kanserini 6nemli bir hale getirmistir (64).

Pankreas tiimorleri gastro-intestinal kanalin metastatik tiimorleri i¢in elverisli bir

bolge olmasina ragmen hayvanlarda bu tiimérler nadir gozlenir (65).

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarda cinsiyet predispozisyonu net degildir. Tiimériin
disi kopeklerde goriilme yasi ortalama 10°dur. Kedilerde ise goriilme yas1 ortalama

12°dir (65). Airedale Terrier ve Boxer irki kopekler PDAK igin yatkindir. Yash



hayvanlarda PDAK daha siklikla gbzlenmesine ragmen 3 yasinda olan kopeklerde de
tiimore rastlanmistir. Pankreas duktal adenokarsinomlar: ekzokrin pankreas tiimorleri

icerisinde en yaygin olanidir (66). At, domuz, koyun ve sigirda nadir gozlenir (62, 66).
Etiyoloji

PDAK ’larin etiyolojisi net degildir. Insanlarda risk faktdrleri arasinda sigara
kullanimi, yaglardan zengin beslenme, kronik pankreatitis, kalitimsal pankreatitis,
diabetes mellitus mevcuttur (3, 5, 7-9). Beta- naftilamin veya benzidine maruz kalan

insanlarda bu tiimorlere rastlanildig bildirilmistir (8).

Pankreas kanserlerinde hiperglisemi 6nemlidir. Hiperglisemi hidrojen peroksit

aracilig1 ile pankreas kanseri hiicrelerinin invazyon ve gog yeteneklerini arttirir (67).

Insanlarda sigara kullanimi, etten ve yagdan zengin beslenme, alkol tiiketimi,
metilksantin i¢eren icecekler (kahve gibi), radyasyona ve kimyasal karsinojenlere maruz

kalma pankreas kanserlerinde etkili faktorlerdir (62).

Pankreatik tiimorlerin etiyolojisi kedi ve kopeklerde belli degildir (65). Fare, sigan
ve hamsterlarda, nitrozamin potansiyel pankreatik asiner karsinojendir. Iki gri Collie
irk1 geng kopekte gozlenen kronik pankreatitisin, bu iki kopekte rapor edilen PDAK ig¢in
katk1 saglayabilecegi rapor edilmistir (62).

Klinik Bulgular

Kedi ve kopeklerde PDAK ’lar1 ile birlikte gdzlenen yaygin klinik bulgular
nonspesifiktir. Anoreksi, kilo kaybi, kusma, abdominal agr1, konstipasyon, distensiyon,
letarji ve depresyondur. Abdominal agr1 veya elle palpasyonda abdominal Kitle bazen
hissedilebilir (62, 65). Kopeklerde pankreastaki kitle kolay palpe edilemez. Kedilerde
ise siklikla kitlenin boyutunun kdpeklere gére daha biiyiik olmasi nedeniyle abdomende
kitlenin varligi daha kolay hissedilebilir (65). Yogun peritoneal tiiméral yayilim
mevcutsa hayvanda asites gozlenebilir. Pankreas kanallarinin tamamen tikanmasi veya
pankreasin asir1 neoplastik yikimi ile iligkili ekzokrin pankreas yetmezligi veya diabetes
mellitus gozlenebilir. Pankreastaki tiimdrler safra kanalina basing yapip safranin
akmasini engelleyebilir. Safra akiginin engellenmesi ile hayvanda sarilik gozlenebilir.
Pankreastaki kitlenin karacigere metastaz yapmasi ile pankreas tlimdoriine spesifik klinik
bulgular olmayan karaciger fonksiyon bozukluklari sekillenir. Pankreatik duktal

adenokarsinoma sahip az sayida kopekte nekrotik adipositlerin mineralizasyonu ile
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multifokal nekrotizan pannikulitis gézlenmistir. Abdominal ventral bolge, bacaklar ve
genellikle yiliz bolgesini etkileyen paraneoplastik alopesi kedilerde pankreatik
adenokarsinomu ile gozlenmistir. Hiperkalsemiye neden olan psdydohiperparatroidizm
olan bir kdpekte pankreatik adenokarsinom tanist konulmustur (62). Pankreas
adenokarsinomlarinda proteolitik enzimlerin koroziv etkisi sonucu primer tiimorde
kistik degisiklikler ve omental, peritoneal yag dokusunda nekrotizan steatitis
gozlenebilir (66).

Makroskobik Bulgular

PDAK lar, solid, sinirlar1 belirgin tiimérlerdir. Bu tiimdrler pankreas dokusuna
dogru uzanan birden ¢ok kitleler halinde gézlenebilir. Bu pankreas tlimorleri oldukca
skiréz tipte oldugu i¢in kesit yiiziinii yangisal iyilesme dokusundan ayirt etmek zor
olabilir. Kesit yiizii sarimtirak-gri, beyaz renktedir. Mineralizasyon alanlar1 ve bazi
tiimorlerde miisin dolu kistler gdzlenebilir (62). Insanlarda genellikle ¢ap1 2-5 ¢cm
arasinda olan, kivamu sert tiimorlerdir. Tiimoral kitlede hemoraji, nekroz, kistik

degisiklikler veya diffuz biiyiime gozlenebilir (7).

Kopeklerde bu tiimorler genellikle pankreasin orta kisminda yer alir. Fakat
kedilerde bu tiimérler diffiiz gozlenir ve kronik pankreatitis veya noduler hiperplazi ile
karisabilir. Ozellikle kedilerde kitlenin makroskobisinde, yumusamis ve nekroz alanlar

belirgin hale gelmis olabilir ve fokal veya diffuz hemorajik alanlar yaygindir (66).
Mikroskobik Bulgular

PDAK, WHO 2010 yil1 derecelendirme sistemine gore iyi, orta ve kot diferensiye
olarak siniflandirilmaktadir (16). lIyi diferensiye adenokarsinomda; sinirlari belirgin bez
yapist gdzlenir ve silindirik veya kiibik epitele sahip, yuvarlak veya oval uniform
¢ekirdek ile dagmik kromatinli az sayida niikleer pleomorfizm gosteren neoplastik
hiicreler mevcuttur. Orta diferensiye tipte ise; bezsel yapi iyi diferensiyeye gore daha
az belirgindir ve tamamlanmamis bezsel liimenler ile niikleer pleomorfizm dikkati
ceker. lyi diferensiyeye gore hiicre ¢ekirdekleri daha biiyiik ve diizensizdir, mitoz daha
yaygindir. Kot diferensiye olanda, solid alanlar ve belirgin infiltratif hiicreler ile koti
farklilagsmis, belirgin olmayan bez yapilar1 gozlenir. Koti diferensiye tipte digerlerine
gore daha az miisin iretir, biiyiik garip sekilli (bizar) niikleus ile belirgin niikleer
pleomorfizm ve atipik mitoz yaygmdir (10, 14, 16). Bez epitellerinde malignite

bulgular1 belirgin niikleer pleomorfizm, polarite kaybi, belirgin niikleolus ve mitotik
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aktivitedir. Insanlarda gozlenen olgularin gogunlugunda perindral invazyon mevcuttur.

PDAK’larin bazilarinda kan damarlarina invazyon goriilmektedir (8).

Kotii diferensiye pankreas tiimorleri nadir gozlenir. Neoplastik bezler pankreas
parankiminde, asiner hiicreler ve Langerhans adaciklarinin arasinda daginik halde

dikkati ¢eker. Bu infiltrasyon ile beraber belirgin dezmoplastik bir reaksiyon mevcuttur

(7)

Pankreas adenokarsinomlart i¢in yaygin olarak WHO nun belirledigi histopatolojik
derecelendirme sistemi kullanilir. Bu sistemde glandiiler diferensiyasyon, miisin
iiretimi, mitoz, niikleer 6zellikler Tablo-1’de verilmistir (14, 16). Pankreas
timorlerinde patolojik evrelendirme TNM smiflandirmasina dayanir. Primer timoriin

boyutu ve ¢evre dokuya invazyonunun olup olmamasina gore degerlendirilir (7, 16).

Tablo-1 Pankreas Duktal Adenokarsinomlarin Histopatolojik Derecelendirilmesi

Timor Glandiiler Miisin Mitoz Niikleer
Derecesi diferensiyasyon Uretimi Goriiniim
Derece | Iyi diferensiye Yogun 5 Hafif
bezler polimorfik
Derece Orta derece Diizensiz 6-10 Orta derece
I diferensiye polimorfik

duktuslar ve

tubuler bezler

Derece Az diferensiye Az veya 10 ve Belirgin
Il bezler, yogun yok tizeri polimorfik ve
mukoepidermoid artmig boyut

ve pleomorfik

yapilar

Bu tablo Diinya Saglik Orgiitii Kaynagindan (14, 16).

Pankreas kanserleri i¢in farkli evrelendirme sistemleri gelistirilmistir (68). Rindi ve
arkadaglar1 yaptiklar1 calismada (68), Avrupa Noroendokrin Toplulugunun (European
Neuroendocrine Tumor Society, ENETS TNM) olusturdugu TNM sistemi diger
evrelendirmelere gore daha tistiin ve klinik ¢alismalarda daha yararli oldugunu
bildirmiglerdir. Primer tiimoriin biiylikliigiine (T), bolgesel lenf yumrularinin durumuna

(N) ve metastaz olup olmamasina gore (M) olarak ayrilmaktadir (69).
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Primer Tiimor (T)

TX Primer timor degerlendirilemiyor

TO Primer timdr ile ilgili bulgu yok.

T1 Timor pankreasta sinirli ve en biiyiik ¢cap1 2 cm’den kiigiik
T2 Timor pankreasta sinirlt ve en biiylik ¢cap1 2-4 cm araliginda

T3 Timor pankreasta sinirh ve ¢ap1 4 cm’den biiyiik yada duodenum veya safra

kanalina invaze

T4 Tiim6r komsu organlara (mide, dalak, kolon, adrenal bez) veya bliyiik damarlara

invaze

Bolgesel Lenf Yumrular (N)

NX Bolgesel lenf yumrular1 degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf yumrularina metastaz yok

N1 Bolgesel lenf yumrusuna metastazi

Uzak Metastaz

MX Uzak metastaz varlig1 degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz (69)
Tam

PDAK ’lar1, ekstrapankreatik adenokarsinomlardan ayirt edebilecek kesin sonug
veren immunohistokimyasal belirte¢ yoktur. Sitokeratin 7 (CK 7), Sitokeratin 8 (CK 8),
Sitokeratin 18 (CK 18), Sitokeratin 4 (CK 4) ve Sitokeratin 19 (CK 19) pankreasin
normal duktal ve sentroasiner hiicrelerde varligi gézlenir. PDAK’larda da ayni
sitokeratinlerin varhig1 dikkati ceker. Miisin proteinlerinden; MUC1, MUC3, MUC4,
MUCS5/6 salinimi pankreas duktal adenokarsinomlarin ¢ogunda gozlenmektedir. Timor
antijenlerinden CA125 ve CA19-9 pankreas duktal adenokarsinom vakalarinda gozlenir.
Fakat bunlar birlikte kullanildig: takdirde % 95 basar1 getirir (14). CA 19-9 ve CEA
belirtegleri birlikte kullanildiklar1 zaman klinik yonden yararlh olur (70). Serum CA19-

13



9, pankreas kanseri olgularinda daha az spesifite gosterir. Pankreas kanserlerinde yanlis
negatif sonug verebilir veya tikanma sarilig1 varliginda yanlis artan pozitiflik
vermektedir. Asemptomatik hastalarin takibinde rolii yoktur (71). CA19-9 ilerlemis
veya metastatik olanlarda kemoterapi sonrasi prognozu incelemek amaciyla
kullanilmaktadir (72). Cerrahi operasyon sonrast CEA ve CA 19-9 seviyeleri
PDAK’larda prognoz yoniinden 6nemlidir (73).

Gorlintiileme yontemleri olarak bilgisayarli tomografi ve endoskopik ultrasonografi
kullanilabilir fakat iki yontem arasinda hassasiyet bakimindan farkliliklar mevcuttur
(74). Bilgisayarli tomografide 3 cm’den daha kiigiik lezyonlarin teshisindeki sensivite
degeri endoskopik ultrasona gore oldukca diisiiktiir (75). Bilgisayarli tomografide
rezeke edilebilir goriinen pankreas tiimorlerinin {igte birinin ameliyat esnasinda rezeke

edilebilir olmadig1 gozlenir (76).

PDAK ’lar infiltre oldugu zaman, bazen pankreas yangisina benzeyen Klinik
bulgulara neden olabilir. Bu tip durumlarda klinik tabloda amilaz ve lipaz enzim
degerlerine bakilarak, bu degerlerde yiikselme oldugu gozlenebilir. Pankreas tiimorleri
karaciger lezyonlari ile beraber seyrettigi zaman kronik obstruktif sarilikta gdzlenen
hiperbilirubinemi, (Alkalen fosfataz) ALP’de belirgin yiikselme ve (Alanin
aminotransferaz) ALT’de hafif yiikselme gibi laboratuvar bulgular1 gozlenebilir. Sarilik
olmadan, enzim konsantrasyonlarinda artis gézleniyorsa metastatik bir hastalik siiphesi
olusturabilir. Abdomenin radyolojik incelenmesinde pankreas bolgesinde kitlenin

varlig1 saptanabilir, fakat spesifik bir bulgu olmayabilir (77).
Prognoz

Pankreas tiimorlerinde uzak bolgelere yaygin metastazlar gézlenir ve bu durum
genellikle klinik semptomlar belirgin hale geldigi zaman anlasilir. Lokal infiltratif
biiyiimeler safra kanalini tahrip edebilir. Tahrip sonrasinda sariliga ve serum karaciger
enzimlerinde belirgin artiga neden olur. Siklikla periton, mezenteriyum ve yakin
bdlgedeki gastrointestinal organlara metastaz yapar. Bu organ ve dokularin diginda
akciger, karaciger ve az siklikla dalak, bobrek ve diyaframa metastaz yapar. Tiimoriin
hizl1 lokal biiylimesi, erken metastaz ve proteolitik yan etkiler pankreatik

adenokarsinomlarin daha agresif ve agrili bir tiimor haline gelmesine yol acar (66).
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Matriks Metalloproteinazlar

MMP’ler fizyolojik ve patolojik doku yikiminda gorev alan ekstraselliiler
enzimlerdir. Matriks metalloproteinaz ailesinin su ana kadar yaklasik 28 iiyesi ortaya
konmustur (42). Ekstraselliiler matriks (ESM), tiimor dokusunun biiyiimesi, timor
hiicresinin yayilimini ve metastazini1 6nlemek amaciyla bir engeldir ve kanser
hiicrelerinin bu engeli agsmak i¢in metalloproteinazlara ihtiyaci vardir (43). Kanser

hiicreleri igin ESM’nin yikilmasi gerekir (44).

Tiim matriks metalloproteinazlar kendilerine 6zgii domainlere sahiptir ve katalitik
aktiviteleri, bu bolgede yer alan ¢inkoya baglidir. Enzimatik aktivitelerinin salinimi ve
stabilitesi i¢in kalsiyum iyonlar1 ile yapisinda bulunan ¢inko iyonlar1 gerekir.
MMP’larin proteolitik aktiviteleri matriks metalloproteinaz doku inhibitorii (TIMP) ile
inhibe edilir (78).

Timor olgularmda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi farkli yontemlerle
(immunohistokimya, zimografi, in situ hibridizasyon gibi) tiiméral dokularda
gosterilmistir (79, 80). Periferik kan ve doku 6rneklerinde ELISA ile
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin artmis

diizeyleri tespit edilmistir (81).

MMP’lar ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere tarafindan
tamimlanmuglardir (82). Matriks metalloproteinazlarin primer yapisi incelendigi zaman

farkli bolgeler icerdikleri gozlenmektedir (43).

1. Predomain bolge: Ik bdlgedir ve 80-90 aminoasit iceren aminoterminal
propeptid yapisindadir. Molekiilii salinim i¢in hedefleyen ve daha sonrasinda
ortamdan uzaklastiran sinyal peptid dizesidir.

2. Prodomain bélge: Bu bdlgenin yapisinda bulunan sistein rezidiileri enzimin
latent formunda korunmasini ve kalmasimi saglar. Bu bdlgenin uzaklastirilmasi
inaktif proenzimin aktif forma doniismesine yol agar.

3. Katalitik bélge: Histidin rezidiileri ve fonksiyonel stabilitenin korunmasi igin
gerekli ve 6nemli olan ¢inko iyonu igeren bolgedir ve yapisinda 170 aminoasit
barmdirir.

4. Prolinden zengin bolge: Bu bolgeye mentese bolgesi de denir. Katalitik ve
hemopeksin arasinda yer alan kisimdir.

5. Hemopeksin benzeri bolge: Hem baglayan molekiillere benzeyen son bolgedir.
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Insanlar iizerinde yapilan bir calismada farkli tip pankreas tiimoriine sahip
bireylerde MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin preoperatif ve postoperatif donemdeki
seviyeleri karsilastirilmis ve rezeksiyona uygun olan tiimérler ile rezeksiyona uygun
olmayan tiimorler arasinda, her iki enzimin diagnostik agidan 6nemli olabilecegi
vurgulanmstir (83). Bazen de, MMP-2 enziminin varlig1 timdrlerde uygulanan

tedaviye yanit ve iyi prognoz agisindan degerlidir (84).

Pankreatik stellate hiicreler MMP-2, MMP-9, MMP-13 ve metalloproteinaz doku
inhibitorleri TIMP-1, TIMP-2’yi sentezleme yetenegine sahiptir. Pankreasta meydana
gelen lezyonlarda pankreatik stellate hiicrelerinden salinan ve seviyesi artan MMP-2
sekresyonunun bazal membranin pargalanmasina neden olarak bezlerde fibrozis
gelisimine yol acan patolojik fibriler kollajenin birikimini kolaylastirdig: ifade
edilmistir (27). Pankreas kanserlerinde yogun, dezmoplastik stromal reaksiyon
mevcuttur ve bu dezmoplastik reaksiyon tiimoriin cerrahi operasyonla uzaklastirilmasini

zorlastirir (28).

Pankreas kanseri olusturulan tiimérlerde baskin olarak tiimor ¢evresindeki stroma
dokusunda MMP-2 enziminin varlig1 immunohistokimyasal yontemle gosterilmistir.
(30). Pankreas kanserleri dahil olmak tizere farkli kanser tiirlerinde
metalloproteinazlardan MMP-2 enziminin varligi incelenmistir (31). Timor
progresyonun farkli asamalarinda MMP’ler mevcuttur ve MMP-2 angiogenezis i¢in
gerekli bir enzimdir (32). Timor iliskili angiogenik faktorler subendotelyal membranin
hasar1 ile sonuglanan vaskiiler permeabilite degisikligine neden olur. Angiogenezis igin
endotel hiicrelerinin migrasyonu, proliferasyonu ve ekstraselliiler matriksin proteolizisi
gereklidir (33). Bazi kanser tiirlerinde, meme kanseri, diffiiz gastrik kanser ve ovaryum
kanseri gibi olgularda MMP-2 6nemli prognostik faktordiir (34-37). Ovaryum
kanserlerinde MMP-2 enziminin varligi tedavi sonrasi iyilesme, tiimoriin gapi,
derecelendirilmesi ile yakindan iliskilidir (37). Pankreas kanserlerinde mMRNA
seviyesinde MMP-2 enziminin arttig1 ve normal pankreas dokusunda bu enzime ait
mRNA’nimn degismedigi gozlenmistir (38). Pankreas kanserlerinde stromal ve tiimoral
hiicrelerde MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi1 ortaya konmus ve pankreas
tiimdrlerinde gozlenen yogun dezmoplazik reaksiyonlarda MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin bu alanlarda da gozlendigi bildirilmistir (39, 40). Tiimdrle iliskili
makrofajlarin ve notrofillerin solid tiimorlerde kotii klinik tablo ile iliskili oldugu ve bu

iliskide notrofillerden salgilanan MMP-9 enziminin énemli oldugu vurgulanmistir (41).
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PDAK olgularinda, serum ve doku MMP-9 seviyeleri kronik pankreatitis ve normal
pankreasa sahip insanlara gore 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (45).

Normal pankreas dokusunda asiner ve islet hiicrelerinin MMP-2 yoniinden negatif
ya da hafif boyanma 6zelligi gosterdikleri bildirilirken, duktal epitel hiicrelerinde
boyanma rapor edilmemistir. Pankreas lezyonlarinda; hiperplazi, atipik hiperplazi ve
invazif karsinomaya dogru gittikce MMP-2 enziminin immunohistokimyasal boyanma

ozelliginin arttig1 bildirilmistir (46).

Makrofajlardan salgilanan yangisal sitokinler matriks metalloproteinazlar ile

birlikte asiner hiicrelerin duktal hiicrelere metaplazisine neden olur (47).

PDAK’larda, artan MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi mRNA ve protein
seviyelerine bakilarak bildirilmistir. Yapilan bir galismada MMP-2 enzim varlig1 75
pankreas kanseri olgusunun 50’sinde ve MMP-9 enzim varligi ise 45 tiimoral pankreas
dokusunun 19’unda immunohistokimyasal olarak saptanmistir. Normal pankreas
dokusunda MMP-2 enziminin ise immunohistokimyasal olarak zayiftan orta boyanmaya
kadar 6zellik gosterdigi bildirilmistir (49). Bir ¢alismada artan MMP-2 ekspresyonu,

pankreas kanser hiicrelerinde ve dezmoplazik yapilarda bildirilmistir (50).

Tiimo6ral dokularda MMP-2 ve MMP-9 enzimleri tiimorii ¢evreleyen stromal
hiicrelerde mRNA diizeyinde gosterilmistir (85, 86).

17



GEREC ve YONTEM
Gerec
Hayvan Materyali

Tez galigmasi sirasinda kullanilan siganlar, UAP(Z)- 2011/65 nolu BAP projesi ile
desteklenen ‘Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu Tiiketiminin Obezite ve Pankreas Kanseri
Olusumuna Etkisinin Arastirilmas:’ baslikli proje kapsaminda Uludag Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nden Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri ve Yerel Etik Kurulu (HADYEK-Etik Kurul Onay
Belge No: 2011-05/11) izin belgesi ile temin edildi. Proje kapsaminda toplam 124 adet,
1 aylik, erkek Sprague Dawley 1rki sican satin alindi. Deneylere hayvanlar 50 giinliik
yasa ulastiginda baglandi. Bu kapsamda hayvanlar YFMS, sakkaroz ve kontrol olarak 3
gruba ayrildi. Deney gruplarina ayrilan siganlara standart beslemelerine (ticari pelet
yem ve su) ilave olarak YFMS grubunda %10 oraninda fruktoz igeren seftali nektari
hayvan bagina giinliik 50-70 gram olacak sekilde tartilarak verildi. Sakkaroz
grubundaki hayvanlara %10 oraninda sakkaroz igeren seftali nektar1 hayvan basina
giinliik 50-70 gram olacak sekilde tartilarak verildi. Kontrol grubundaki hayvanlar ise
standart beslemeye tabi tutuldu. Bu beslenme rejimleri ile siganlar 10 aylik yasa
ulastiklarinda 46 hayvana, genel anestezi altinda batin agildiktan sonra pankreas dokusu
kesilerek 9 mg 7,12 Dimetil Benzantrasen (DMBA, D3254, Sigma) implante edildi ve
takiben pankreas dokusu dikildi. Tiimor olusumu igin 15 aylik yasa kadar beklendi.
Farkli beslenme gruplarindaki hayvanlara ayni cerrahi islemler DMBA
uygulanmaksizin da yapildi ve tez ¢aligmasi i¢in bu hayvanlardan 15 adeti kullanild.
Geriye kalan 63 hayvan ana projenin diger deney ve analizleri i¢in kullanildi. Tez

calismasi sirasinda kullanilan deney gruplar1 Tablo-2’de verilmistir.

Tablo-2 Deneylerde kullanilan sicanlarin gruplara gore dagihim

DMBA Uygulanan DMBA Uygulanmayan
YFMS Sakkaroz Kontrol YFMS Sakkaroz Kontrol
(n=15) (n=16) (n=15) (n=5) (n=5) (n=5)

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu.
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Histopatolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

Nekropsi sirasinda makroskobik bulgular kaydedildikten sonra mikroskobik
inceleme amaciyla doku 6rnekleri %10 formaldehit soliisyonu igerisinde 24 saat siire ile
tespit edildi. Doku O6rnekleri rutin doku takip islemleri i¢in doku takip cihazindan
(Thermo Scientific, Excelsior ES, parti no: A78400111, Ingiltere) gecirildikten sonra
parafin bloklara gomiildi. Mikrotom (Leica RM 2155, Almanya) cihazinda 5 mikron

kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi.
Mikroskobik inceleme

Binokiiler 151k mikroskobu (Olympus, model U-D03, Tokyo, Japonya) ile
histopatolojik incelemeler ardindan pankreas adenokarsinom tanist konulan doku
ornekleri, MMP- 2 ve MMP-9 enzimlerinin immun boyama 6zelliklerini
degerlendirmek amaciyla immunohistokimyasal yontemle incelendi. Elde edilen

bulgular gruplar arasinda karsilastirilarak degerlendirildi.
Immunohistokimyasal Boyamalar

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda Thermo-Scientific (Waltham, Amerika)
firmasina ait Rabbit anti human RB-9234-PO ve Bioss (Boston, Amerika) firmasina ait
Rabbit anti polyclonal bs-0397R kodlu matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) sirasiyla
1/25 ve 1/100 oranlarinda sulandirilarak, Abcam (Cambridge, ingiltere) firmasina ait
Mouse anti human AB3158 kodlu matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2) primer
antikorlar1 1/20 oraninda sulandirilarak kullanildi. Primer antikorlarin sulandirilmast
Large Volume Ultrab Diluent (Thermo Scientific, TA-125-UD) ile yapildi. Sekonder
antikor olarak Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Thermo Scientific, TP-015-BN)
kullanildi. Sekonder antikora baglanmak iizere streptavidin peroksidaz (Thermo-
Scientific, TS-015-HR) kullanildi. Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in
hidrojen peroksit (Thermo-Scientific, TA-015-HP) bloklama soliisyonu kullanildi.
Zemin boyanmasinin maskelenmesi i¢in protein bloklama soliisyonu (Thermo
Scientific, TA-015-UB) kullanildi. Diaminobenzidine (DAB) kromojen (Thermo
Scientific, TA-001-HCX) ile DAB substrat (Thermo Scientific, TA-015-HSX)
kullanildi. Sitrat Buffer soliisyonu (Thermo Scientific, AP-9003-125) kullanild.
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Hedef organ olan pankreas dokular1 lizinli lamlara (Leica, kod 00270) alindh.
Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak amaciyla Bosch marka mikrodalga kullanildi.
Dokular iizerine damlatilan soliisyonlarin kurumalarini 6nlemek, nem ortami yaratmak
ve antikorun bir gece + 4 derecede dokuda inkubasyonunu saglamak i¢in cam

malzemeden nemlendirme kutusu kullanildi.
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Yontem
Nekropsi

Siganlara yiiksek doz anestezi uygulanarak 6tenazileri (HADYEK Etik Kurul Onay
Belge No: 2011-05/11) gergeklestirildikten sonra Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderilen hayvanlarin dis bakilar1 yapildiktan
sonra karin ve gogiis boslugu acgildi. Calisma kapsaminda hedef organ olan pankreas
incelendi. Pankreastaki tiimoral olusumlar cetvel ile 6l¢iilerek boyutlar1 kaydedildi.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme i¢in pankreas dokular1 alind1.
Metastaz varliginin olup olmadigini belirlemek i¢in akciger, karaciger, kalp, bobrekler,
dalak, mide, barsaklar, merkezi sinir sistemi, deri ve periton dokular1 alind1.
Pankreaslarina DMBA uygulanmayan kontrol grubundan da, histopatolojik ve

immunohistokimyasal karsilastirma yapmak amaciyla ayni1 doku 6érneklemeleri yapildi.
Histopatolojik inceleme

Nekropsi sonrast alinan dokular % 10’luk formaldehit soliisyonu icerisine alindi.
Trimi yapilan dokularin, metastaz varliginin olup olmadigini belirlemek i¢in pankreas
disindaki dokular ayni1 kasetlere alindi. Pankreas dokusu ise ayri kasete konuldu. Doku
ornekleri, 24 saat oda sicakliginda tespitte kaldiktan sonra rutin doku takip cihazina
alindi. Daha sonra bloklanan dokular mikrotomda 5 mikron kalinliginda kesilerek HE
ile boyandi. Pankreaslarina DMBA uygulanan ve uygulanmayan grubun, pankreas ve
diger organlarindaki lezyonlar1 kaydedildi. Histopatolojik olarak pankreas duktal
adenokarsinom tanis1 konulan olgular ile pankreaslarma DMBA uygulanmayan
sicanlarin pankreas dokulart MMP-2 ve MMP-9 immunohistokimyasal boyama i¢in

lizinli lama alind1.

Immunohistokimya (IHK) islemi:

[HK islemlerinde lizinli lama (Leica, 00270) alman kesitler sicanlara dzgii ticari
MMP-2 ve MMP-9 primer antikorlar1 ile boyandi. Streptavidin Biotin Peroksidaz
teknigi kullanildi (87).

Uygulanan IHK ydntemi ana hatlari ile asagidaki basamaklardan olugmustu:
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1- Hazirlanan parafin bloklardan 5 um’lik kesitler lizinli lama alindh.

2- Deparafinizasyon islemi i¢in kesitler 2 defa 10’ar dk siire ile ksilolden
gegirildikten sonra, 100 derecelik alkolde 5 dk x 2, 90, 80 ve 70 derecelik alkollerde
5’er dk 2 kez ile dehidre edildi, ardindan dokular 5 dk distile su icerisinde yikandi.

3- Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak igin tamponlu sitrat solusyonu (pH: 6)
icerisine alinan kesitler, 700 watt’lik enerji kullanilarak mikrodalga firinda 5’er
dakikalik 4 1sitma islemine tabi tutuldu. Isitma islemleri arasinda buharlasarak

kaybolan tamponlu sitrat miktarmin telafisi i¢in yeni tampon soliisyonu eklendi.

4- Bu islem bittigi zaman dokular oda sicakli§ina gelene kadar so§umaya birakildi

ve oda 1sisma gelince distile suda 5 dakika bekletildi.
5- Dokular PBS igerisine alinarak 5 dakika yikandi.

6- Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in lamlar nemli odaciga
alinip 15 dakika % 3’liikk hidrojen peroksit dokularin iizerini kapatacak sekilde
uygulandu.

7- Dokular 5’er dk siire ile 2 defa fosfat buffer soliisyonu (PBS) ile yikandh.

8- Protein bloklama soliisyonu (Large Volume Ultra V Block) dokularin tizerini
kapatacak sekilde otomatik pipet yardimi ile damlatildi ve 10 dk oda 1s1sinda inkiibe
edildi.

9- Protein bloklama solusyonu uzaklastirildiktan sonra yikama iglemi yapilmaksizin
lamlarn tistliine uygun oranda sulandirilmis (Large Volume UltrAb Diluent) primer
antikor konularak dokular 1 gece +4 derece sicaklikta buzdolabinda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben primer antikor uzaklastirildi ve lamlar 5’er dk siire ile 2

defa PBS ile yikandi.

10- Sekonder antikor dokularin tizerini kapatacak sekilde uygulandi. Kapali ve
nemli ortamda, 20 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. Ardindan lamlar 5’er dk siire ile 2 defa

PBS ile yikandu.

11- Lamlar iizerine dokular1 kapatacak sekilde streptavidin-peroksidaz eklendi ve
20 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan lamlar 5’er dk siire ile 2 defa PBS ile
yikandi.
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12- Lamlar tizerine diaminobenzidine (DAB) kromojen ve DAB substrat karigimi
(2 ml DAB Plus Substrat + 40 ul DAB Plus Kromojen) dokular tizerini kapatacak
sekilde 20 dk uygulandi, ardindan lamlar PBS ile 5 dk yikand:.

13- Harris hematoksilende doku kesitleri mavilesinceye kadar, 12 dk boyunca kars1

boyama yapildiktan sonra lamlar akar suda 3 dk yikandi.

14- Lamlar 5’er dk siire ile 70, 80 ve 90 derecelik alkol ve 5 dk x 2 defa 100
derecelik alkolden ve 10 dk x 2 defa ksilolden gecirildikten sonra dokular Entellan
kullanilarak lamel ile kapatildi.

Immunohistokimyasal Skorlama:

MMP-2 ve MMP-9 primer antikorlar1 ile doku drneklerinin boyamasi sonrasinda
tiim preparatlar 151k mikroskop altinda (Olympus, model U-D03, Tokyo, Japonya)
incelenerek, DMBA uygulanmis sigcanlarin adenokarsinomlarindaki tiiméral hiicreler ile
DMBA uygulanmamis si¢anlarin pankreaslarinin boyanma 6zellikleri incelendi. Timor
hiicrelerindeki sitoplazmik boyanma orani ve siddeti 40’lik objektifte farkli 4 alan
secilerek degerlendirildi. Boyanma orani semikantitatif olarak su sekilde
derecelendirildi (88). Negatif (-)= tiimor hiicrelerinin % 5’den azinda boyanma, 1+ =
tiimor hiicrelerinin % 5-20’unda boyanma, 2+ = tiimor hiicrelerinin % 20-50’sinde
boyanma; 3+ = tiimor hiicrelerinin % 50-90’inde boyanma, 4+ = tiimér hiicrelerinin %
90’inden fazlasinda boyanma. Boyanma siddeti de su sekilde derecelendirildi (89).

Negatif (-) =boyanma yok, + = soluk, 2+= orta dereceli, 3+ = giiglii.
Istatistik Degerlendirme:

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS Statistics 20 programindan
faydalanild1 ve U.U. Veteriner Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinda ¢alisan Aras.Gor.

Ender Carkung6z Uzabaci’dan yardim alindi.

Calismada yer alan degiskenlerin gruplar arasi (grup sayist >2) karsilastirmasi i¢in
Kruskal Wallis analizi uygulanirken, sakkaroz ve YFMS gruplarmin kontrol grubuyla olan
farkliliklart Mann Whitney U testi ile incelendi. Tanimlayici istatistikler medyan
(minimum-maksimum) seklinde verildi. Kategorik degiskenler say1 (n) ve (%) olarak

verildi. Analiz sonuglar1 p<0.05 degeri anlamli kabul edilerek yorumlandi.
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BULGULAR

Makroskobik Bulgular

DMBA uygulanan YFMS, Sakkaroz ve Kontrol gruplar1 ile DMBA uygulanmayan
YFMS, Sakkaroz ve Kontrol gruplar1 farkl glinlerde 6tenazileri gergeklestirilerek
nekropsi sirasinda makroskobik bulgular1 kaydedildi. DMBA uygulanan tiim gruplarda
(kontrol grubundan bir hayvan hari¢) pankreaslarinda yaklagik 0.5 -2 cm degisen
ebatlarda, beyazimtirak, sert kivamli, kesit yiizii nekrotik kitleye rastlandi (Sekil-1, 2).
DMBA uygulanan YFMS grubunda bir hayvanda abdominal dikis bolgesinde merkezi
nekrotik apse odagi gézlendi. DMBA uygulanan kontrol grubunda bir hayvanda karin
boslugunda 5 ml kanli eksudat mevcuttu. DMBA uygulanan YFMS grubundan
5,sakkaroz grubundan 5, kontrol grubundan 2 hayvanda dalak serozal katmaninin
belirgin hale geldigi gézlendi. DMBA uygulanan YFMS grubundan 6, sakkaroz
grubundan 3, kontrol grubundan ise 6 hayvanda pankreasin lobuler yapisinin belirgin
hale geldigi dikkati ¢ekti. DMBA uygulanan YFMS grubunda bir hayvanda karaciger
dokusunda 1 cm ebatlarinda beyazimsi sar1 renkte multifokal apse odaklarina rastlandu.
Metastaz gdsteren DMBA uygulanan kontrol grubundaki tek hayvanda karin
boslugunda yaklasik 50 ml kanli eksudat gézlendi. Peritonun pariyetal yapraginda,
diyaframda, omentumda ve mezenteriyumda 0,5 cm ebatlarinda multifokal beyazimtirak
renkte, sert kivamli, kesit yiizii nekrotik kitlelere rastlandi. Midenin serozal katmanina
ve pankreasa yapisik 3 x 4 x 3 cm ebatlarinda dis yiizii girintili ¢ikintili, sert kivamli,
sarimtirak renkte, kesit yiizii homojen goriiniimde bir kitle gozlendi (Sekil-3). DMBA
uygulanmayan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunun pankreaslarinda herhangi bir

lezyona rastlanmadi (Sekil-4).
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Sekil-1 DMBA uygulanan YFMS grubunda pankreasta gézlenen makroskobik kitlenin gériiniimii
(oklar).

Sekil-2 DMBA uygulanan sakkaroz grubunda gozlenen kitlenin makroskobik goriinimii.
Sekil-3 DMBA uygulanan kontrol grubunda bir hayvanda tiimoral lezyonlar (yildizlar).
YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, DMBA: 7,12 Dimetil benzantrasen
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Sekil-4 Sirasiyla YFMS (a), sakkaroz (b) ve kontrol (c) gruplarinda (DMBA
uygulanmayan) makroskobik normal pankreas gériintiisii (oklar).

YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen.
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Mikroskobik Bulgular

Pankreaslarina DMBA uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunun
histopatolojik incelemesinde; merkezi nekrotik, sikismis duktal yapilar igeren, yer yer
kanamal1 ve hiperemik, etrafi yogun bag doku (dezmoplastik yap1) ve yangi hiicreleri
ile ¢evrili alanlara rastlandi (Sekil-5). Bag doku igerisinde sikigmis tarzda pankreas bez
yapilart ile DMBA kaynakli kristal yariklar gozlendi. Duktal yapilarin azaldig dikkati
cekti. Kanallarin epitellerinde sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlarinda farkliliklar gézlendi.
Cogu kanallarin tek kath yapisin1 kaybedip ¢ok katli hale geldigi saptandi. Tiimdral
alanda 40’lik objektifte farkli alanlar incelendiginde mitoz sayisinin yaklasik 3 ile 5
arasinda oldugu dikkati ¢cekti. Diizensiz, dar liimene sahip tubuler yapilar gozlendi.
Tiimoral hiicrelerin gekirdekleri koyu bazofilik ve vezikiiler yapiya sahipti. Bezlerin
limenlerinde dokiilmiis epitel yapilar1 dikkati ¢ekti. Bezlerin bazilarmin kistlestigi
gozlendi. Kistik kanallarin liimenlerinde salgi ile birlikte notrofil 16kositlere rastlandi.
Pankreasin dalaga bag doku ile adezyonuna DMBA uygulanan sakkaroz grubunda 2,
YFMS grubunda 3, kontrol grubunda 3 hayvanda gozlendi. Pankreasin karaciger, dalak
ve mide serozasina adezyonu DMBA uygulanan kontrol grubundan iki hayvanda
dikkati ¢ekti. DMBA uygulanan sakkaroz grubundan tek bir hayvanda dalak
kapsiilasinda fibrozis ve abdominal kas dokusunda granulasyona rastlandi. Tiimoral
alan icerisinde demir yiiklii makrofajlara ve salgi graniillerine rastlandi. DMBA
uygulanan diger hayvanlardan farkli olarak kontrol grubunda tek bir hayvanda; tiimdral
alanda serbest halde yaygin eritrositler (kanama) ve nekroz dikkati ¢ekti. Cekirdekleri
vezikiiler, sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlar1 farklilik gésteren, oval ve yuvarlak hiicreler
gbzlendi. Tiimoral alanda sarkomatdz degisiklikler dikkati ¢cekti. Tiimoral hiicreler
arasinda yer yer timor tipi dev hiicreleri gozlendi. Pankreasta gdzlenen tiimoral
hiicrelere midenin serozal katmani, omentum, periton, mezenteriyel lenf yumrusu ve
dalakta rastlandi (Sekil-6). Karaciger ve abdominal kas dokusunda sirayla ayr1 olarak
DMBA uygulanan YFMS grubunda iki hayvanda merkezi nekrotik etrafi bag doku ve
notrofil 16kosit ile ¢evrili apse odagina rastlandi. Caligmada elde edilen bulgular
1518inda DMBA uygulanan tiim gruplarda tiimdr olustugu saptandi, kontrol grubundaki
bir olguda kotii diferensiye tip disinda diger tiim olgularda orta diferensiye pankreas
duktal adenokarsinomu olarak klasifiye edildi (Tablo-3). DMBA uygulanmayan

hayvanlarda pankreaslarina herhangi bir tiimoral lezyona rastlanmadi (Sekil-7).
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sakkaroz (b) ve kontrol (a) gruplarinda mikroskobik goriiniim.

tubuler kompleks (y1ldiz), dezmoplastik yapi (ince ok), duktal yapilar. Bar:

Sekil-5 DMBA uygulanmis YFMS (c)

Yangi hiicreleri (ok bast)

100 pm.

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen

YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu,
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Sekil-6 DMBA uygulanan kontrol grubunda bir hayvanda gozlenen metastatik anaplastik
hiicreler (oklar). Mezenteriyel lenf yumrusu (a), periton (b), pankreas (c), dalak (d), omentum
(e). Bar: 100 um

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen.
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Sekil-7 DMBA uygulanmayan sakkaroz grubunda mikroskobik pankreas normal
goriiniimii. Bar: 100 um.

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen.
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Tablo-3 DMBA uygulanan ve uygulanmayan hayvanlarda gruplara gore PDAK pozitif
veya negatif olgulari.

Gruplar PDAK PDAK
Pozitif Negatif
YFMS 15/15 0/15
< &
gg Sakkaroz 16/16 0/16
o X
= | Kontrol 15/15 0/15
- | YEMS 0/5 5/5
©
< &
ad E | Sakkaroz 0/5 5/5
2 £
= | Kontrol 0/5 5/5

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, PDAK: Pankreas duktal adenokarsinom, YFMS: Yiiksek fruktozlu
misir surubu

Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal olarak MMP-9 ve MMP-2 primer antikorlar1 ile boyanan
pankreas preparatlarinin boyandiklari alanlar, gruplara gére boyanma oranlar1 ve siddeti

Tablo-4’te verilmistir.
MMP-9 Antikoru ile Yapilan immunohistokimyasal Boyamalar

DMBA uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunda, pankreaslarmin tiimoral
dokularinda Langerhans adaciklarinin, asiner hiicrelerin, timéral duktal epitellerin,
dezmoplazik yapilarm ve tubuler komplekslerin bu antikor ile pozitif reaksiyon verdigi
gozlendi (Sekil-8). Pozitif boyanan tiimoral kanal epitellerinde intrasitoplazmik ve
intraniikleer boyanma 6zelligi dikkati ¢ekti. Yine tiim gruplarda tiimoral duktal yapilar
ve dezmoplazi ¢evresinde infiltre olan yangi hiicrelerinde (mononiikleer hiicreler)

pozitif reaksiyon gozlendi (Tablo-4).

DMBA uygulanan YFMS grubunda kontrol grubuna gore Langerhans adaciklar1 (%
80), asiner hiicreler (% 93,3), tiimdral duktal epiteller (% 93,3), dezmoplastik yap1 (%
86,6) ve tubuler kompleks yapilarinda (% 80) yiizde olarak daha fazla hayvanda

boyanma gdzlenmistir.
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DMBA uygulanan sakkaroz grubunda Langerhans adaciklar1 (%75), asiner hiicreler
(%87,5), timoral duktal epiteller (%93,75), dezmoplazik yap1 (%93,75) ve tubuler
komplekslerde (%68,75) kontrole gore yiizde olarak daha fazla hayvanda boyanma

saptandi.

DMBA uygulanan YFMS grubunda sakkaroz grubuna gore Langerhans
adaciklarinda (%80), asiner hiicrelerde (%93,3) ve tubuler kompleks yapilarinda (%80)
yiizde olarak daha fazla hayvanda boyanma gézlendi.

DMBA uygulanan sakkaroz grubunda tiimoral duktal epiteller (%93,75), yangi
hiicreleri (%100) ve dezmoplastik yapilarda (%93,75) YFMS na gore yiizde olarak daha

fazla hayvanda boyanma gbézlenmistir.

DMBA uygulanmayan YFMS ve kontrol grubunda toplam 15 siganda normal
Langerhans adaciklar1 ve asiner hiicrelerde pozitif reaksiyon gozlenirken, duktal kanal
epitelleri bu boyanma agisindan negatifti (Sekil-10, Tablo-5). DMBA uygulanmayan
Sakkaroz grubunda asiner hiicrelerde pozitiflik mevcutken, Langerhans adaciklarmda ve

duktal kanal epitellerinde immun boyanmalar negatifti (Tablo-5).
MMP-2 Antikoru ile Yapilan immunohistokimyasal Boyamalar

Bu antikor ile yapilan boyamalarda DMBA uygulanmis YFMS, sakkaroz ve kontrol
grubunda Langerhans adaciklarinda, asiner hiicrelerde, tiimoral duktal epitellerde,
dezmoplazik yap1 ve tubuler komplekslerde pozitif reaksiyon gézlendi (Sekil-9, Tablo-
4). Dezmoplazik yap1 ¢evresinde gbzlenen yangi hiicrelerinin (mononiikleer hiicreler)

bu antikor ile boyandiklar1 dikkati ¢ekti (Tablo-4).

DMBA uygulanan YFMS grubunda Langerhans adaciklarinda (%80), asiner
hiicrelerde (%100), tiimoral duktal epitellerde (%60), yangi hiicrelerinde (%100) ve
tubuler komplekslerde (%66,6) kontrole gore yiizde olarak daha fazla hayvanda
boyanma gozlendi (Tablo-4).

DMBA uygulanan YFMS grubunda Langerhans adaciklarinda (%80), asiner
hiicrelerde (%100), tiimoral duktal epitellerinde (%60), yang1 hiicrelerinde (%2100),
dezmoplastik yapida (%73,3) ve tubuler komplekslerde (%66,6) sakkaroza gore yiizde

olarak daha fazla hayvanda boyanma gdzlendi.

DMBA uygulanmayan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunda bazi hayvanlarda

normal asiner hiicrelerde boyanma siddetine gore soluk diizeyde hafif pozitif reaksiyon
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gozlenirken (Sekil-10), duktal kanal epitellerinde ve Langerhans adaciklarinda boyanma

negatif olarak gozlendi (Tablo-5).

Tablo-4 DMBA uygulanan si¢anlarin pankreaslarinda MMP-9 ve MMP-2 pozitif boyanan
yapilarin gruplara gore dagilimu.

MMP-9
YFMS

Pankreas

Langerhans

adaciklar1

Asiner hiicreler

Tumoral duktal

epitel

Yang hiicreleri

Dezmoplazik
yapi
Tubuler

kompleks

(n=15)

12/15
(% 80)
14/15
(%93,3)
14/15
(%93,3)

13/15
(%86,6)
13/15
(%86,6)
12/15
(% 80)

Sakkaroz
(n=16)

12/16
(%75)
14/16
(%87,5)
15/16
(%93,75)

16/16
(%100)
15/16
(%93,75)
11/16
(%68,75)

Kontrol

(n=15)

9/15
(%60)
9/15
(%660)
12/15
(% 80)

15/15

(%100)

12/15
(%80)
6/15

(%40)

MMP-2

YFMS
(n=15)

12/15
(% 80)
15/15

(%100)

9/15
(%60)

15/15

(%100)

11/15

(%73,3)

10/15

(%66,6)

Sakkaroz
(n=16)

10/16
(%62.,5)
12/16
(%75)
5/16
(%31,25)

14/16
(%87,5)
7/16
(%43,75)
6/16
(%37,5)

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz- 9, MMP-2: Matriks metalloproteinaz-2.

Kontrol
(n=15)

10/15
(%666,6)
13/15
(%686,6)
8/15
(%53,3)

14/15
(%693,3)
11/15
(%73,3)
6/15
(9640)

Tablo-5: DMBA uygulanmayan si¢anlarin pankreaslarinda MMP-9 ve MMP-2 pozitif boyanan

yapilarm gruplara gore dagilima.

Pankreas

Langerhans
adaciklar1
Asiner
Hiicreler
Normal
Duktal
Epiteller

MMP-9
YFMS
(n=5)
3/5

4/5
0/5

Sakkaroz
(n=5)

Kontrol
(n=5)

MMP-2
YFMS
(n=5)

Sakkaroz
(n=5)
0/5

2/5

0/5

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz- 9, MMP-2: Matriks metalloproteinaz-2.
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(n=5)
0/5
2/5

0/5



Sekil-8 DMBA uygulanan YFMS grubunda MMP-9 enzimi ile boyanan tubuler
kompleks (¢ift tarafli ok, a), dezmoplastik yap1 (yildiz, b), anaplastik duktal epiteller (ok
basi, ¢), yangi hiicresi (kalin ok, ¢). Bar: 100 pm

YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz-9.
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<N~ :
1

Sekil-9 DMBA uygulanan YEMS (a), sakkaroz (b), kontrol (c¢) grubunda MMP-2 pozitif
anaplastik duktal epiteller (kalin ok), yangt hiicreleri (ok basi) ve dezmoplazik yapi (yildiz).

Bar: 100 um.
YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, MMP-2: Matriks
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Sekil-10 DMBA uygulanmayan YFMS grubunda MMP-9 boyanma (kalin ok, asiner
hiicreler pozitif, sekil a), MMP-2 boyanma (ok basi; asiner hiicreler pozitif, yildiz;
Langerhans adacig1 negatif, sekil b). Bar: 100 um

YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz-9, MMP-2: Matriks metallproteinaz-2.
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Immunohistokimyasal Skorlama Sonuglar

DMBA uygulanmis ve uygulanmamis si¢anlarin pankreas dokularinda yapilan
immunohistokimyasal boyamalarin istatiksel degerlendirmeleri tablo-6, 7, 8, 9, 10,

11’°de verildi.

DMBA uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol gruplar1 arasinda MMP-9
immunohistokimyasal boyamasinda, asiner hiicreler (p<0,017) ve tubuler kompleks
yapilarinda (p<0,021) istatiksel olarak (Kruskal Wallis, p<0,05) anlamli fark tespit
edildi. Anlamli farkliliklar bulunan gruplarin ikili karsilastirilmasinda (Mann-Whitney
U testi, p<0,05) YFMS ve kontrol grubunda asiner hiicreler (p<0,015) ve tubuler
kompleks yapilarinda (p<0,011) sakkaroz ve kontrol grubunda ise asiner hiicrelerde

(p<0,024) istatiksel olarak anlaml1 fark bulundu (Tablo-6, 8).

DMBA uygulanan YFMS grubunda MMP-9 boyama agisindan, Langerhans
adaciklarinda, timoral duktal epitellerin boyanma oraninda ve siddetinde, tubuler
komplekslerde DMBA uygulanan kontrol grubuna gére kiyaslandiginda ortalama

boyanma degeri (medyan deger) daha yiiksek oldugu gozlendi (Tablo-6).

DMBA uygulanan sakkaroz grubunda MMP-9 enzimi immunohistokimyasal
boyama agisindan Langerhans adaciklarinda, asiner hiicrelerde, duktal epitellerin
boyanma oranlarinda, tubuler komplekslerde kontrole gore ortalama boyanma degeri
yiiksek bulundu (Tablo-6).

DMBA uygulanan YFMS grubunda MMP-9 enziminin immunohistokimyasal
boyama yoniinden Langerhans adaciklarinin, timoral duktal epitellerin boyanma
oranlar1 ve siddetleri, dezmoplastik yapilarin ve tubuler komplekslerin ortalama
boyanma degeri DMBA uygulanan sakkaroz grubuna gore daha yiiksek bulundu
(Tablo-6).

DMBA uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubu MMP-2 boyama agisindan
kendi aralarinda istatiksel olarak karsilastirildiginda, Langerhans adaciklarinda
(p<0,012), asiner hiicrelerde (p<0,003) ve yangi hiicrelerinde (p<0,009) anlaml1 farka
(Kruskal Wallis, p<0,05) rastlandi. Anlamli farklilik bulunan gruplar ikili olarak
karsilastirildiginda (Mann-Whitney U Testi, p<0,05) YFMS ve kontrol grubu arasinda
Langerhans adaciklarinda (p<0,029) ve yangi hiicrelerinde (p<0,011) anlamli farka
rastland1 (Tablo-7 ve 9).
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DMBA uygulanan YFMS grubunda MMP-2 immun boyamasi agisindan,
Langerhans adaciklarinda, asiner hiicrelerde, tiimoral duktal epitellerin boyanma
oranlar1 ve siddetlerinde, yangi hiicrelerinde, dezmoplazik yap1 ve tubuler
komplekslerde sakkaroz ve kontrol grubuna gore ortalama boyanma degeri yiiksek
bulundu (Tablo-7).

DMBA uygulanmayan YFMS grubunda, MMP-9 boyama agisindan asiner

hiicrelerde (%80) kontrol grubuna gore frekans tablosunda daha yiiksek oran saptandi
(Tablo-10).

DMBA uygulanmayan sakkaroz grubunda, MMP-9 boyama yoniinden asiner
hiicrelerde (%80) kontrol grubuna gore frekans tablosunda daha yiiksek oran gozlendi

(Tablo-10).

DMBA uygulanmayan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunda, MMP-2 boyama
yoniinden, asiner hiicreler, Langerhans adaciklar1 ve duktal epiteller yoniinden frekans

tablosunda farklilik gézlenmedi (Tablo-11).

Tablo -6 DMBA uygulanan siganlarda MMP-9 boyanma verilerinin istatiksel
degerlendirilmesi (p<0.05, Kruskal Wallis testi)

YEMS Sakkaroz Kontrol p
n medyan n medyan n medyan
(min-max) (min-max) (min-max)

Langerhans 15 3(0-4) 16 1,5(0-3) 15 1(0-3) 0,116
Adaciklari
Asiner Hiicreler 15 1(0-3) 16 1,5(0-3) 15 1(0-2) 0,017
Tiimoral Duktal 13 4(0-4) 14 2(0-4) 14 1,5(0-4) 0,067
Epitel Boyanma
Orani
Tiimoral Duktal 15 3(0-3) 16 2(0-3) 15 2(0-3) 0,562
Epitel Boyanma
Siddeti
Yang1 Hiicreleri 15 2(0-3) 16 2(1-4) 15 2(1-4) 0,790
Dezmoplazik 15 3(0-4) 16 2(0-4) 15 3(0-4) 0,338
Yap1
Tubuler 15 4(0-4) 16 1(0-4) 15 0(0-4) 0,021
Kompleks

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz- 9.
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Tablo-7 DMBA uygulanan siganlarda MMP-2 boyanma verilerinin istatiksel degerlendirilmesi

(p<0.05, Kruskal Wallis testi)

YFMS Sakkaroz Kontrol p
n medyan n medyan n medyan
(min-max) (min-max) (min-max)

Langerhans 15 2(0-3) 16 1(0-2) 15 1(0-2) 0,012
Adaciklart
Asiner Hiicreler 15 2(1-3) 16 1(0-3) 15 1(0-3) 0,003
Tiiméral Duktal 15 3(0-4) 14 0(0-4) 14 0,5(0-3) 0,126
Epitel Boyanma
Orani
Tiiméral Duktal 15 3(0-3) 16 0(0-3) 15 1(0-3) 0,167
Epitel Boyanma
Siddeti
Yang1 Hiicreleri 15 3(1-3) 16 1(0-3) 15 1(0-2) 0,009
Dezmoplazik 15 3(0-4) 16 1(0-3) 15 1(0-3) 0,104
Yap1
Tubuler 15 2(0-4) 16 0(0-4) 15 0(0-3) 0,133
Kompleks

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-2: Matriks
metalloproteinaz-2.

Tablo-8 DMBA uygulanan siganlarda MMP-9 boyanmada gruplar arasinda farklilik
bulunan yapilarin istatiksel degerlendirilmesi (p<0,05, Mann-Whitney U Testi)

Gruplar Asiner Hiicreler Tubuler Kompleks
YFMS-Kontrol ‘ 0,015 0,011

Sakkaroz -Kontrol ‘ 0,024 0,202

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz- 9.

Tablo-9 DMBA uygulanan siganlarda MMP-2 boyanmada gruplar arasinda farklilik
bulunan yapilarin istatiksel degerlendirilmesi (p<0,05, Mann-Whitney U Testi)

Gruplar Langerhans Asiner Hiicreler Yangi
Adaciklar1 Hiicreleri
YFMS-Kontrol ‘ 0,029 0,056 0,011

Sakkaroz -Kontrol ‘ 0,520 0,101 0,495

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YEMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-2: Matriks
metalloproteinaz-2.
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Tablo-10 DMBA uygulanmayan siganlarda MMP-9 primer antikorunda, gruplar arasinda

boyanan yapilarin frekans tablosu

MMP-9 YFMS Sakkaroz Kontrol
n(%) n(%) n(%)
Langerhans 0 2 (40) 5 (100) 2 (40)
Adaciklari 1 3 (60) 0 (0) 3 (60)
Asiner 0 1 (20) 1 (20) 2 (40)
Hiicreler 1 4 (80) 4 (80) 3 (60)
Duktal 0 5 (100) 5 (100) 5 (100)
Epitel 1 0(0) 0(0) 0(0)

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-9: Matriks

metalloproteinaz- 9.

Tablo-11 DMBA uygulanmayan siganlarda MMP-2 primer antikorunda, gruplar arasinda

boyanan yapilarin frekans tablosu

MMP-2 YFMS Sakkaroz Kontrol
n(%) n(%) n(%)
Langerhans 0 5 (100) 5 (100) 5 (100)
Adaciklari 1 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Asiner 0 3 (60) 3(60) 3 (60)
Hiicreler 1 2 (40) 2 (40) 2 (40)
Duktal 0 5 (100) 5 (100) 5 (100)
Epitel 1 0 (0) 0 (0) 0(0)

DMBA: 7,12 Dimetil Benzantrasen, YFMS: Yiiksek fruktozlu misir surubu, MMP-2: Matriks

metalloproteinaz-2.
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TARTISMA ve SONUC

Pankreas karsinomlarinin % 85-90’1ik bolimiinii duktal adenokarsinomlar
olusturmaktadir (90). Tez ¢alismasma da Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Proje birimi tarafindan desteklenen “UAP(Z)- 2011/65 nolu Yiiksek Fruktozlu Misir
Surubu Tiiketiminin Obezite ve Pankreas Kanseri Olusumuna Etkisinin Arastirilmasi”
baslikli proje kapsaminda siganlarda deneysel olarak DMBA implantasyonu ile
olusturulan PDAK tipi tiimdrler (46 adet) konu olmustur.

Hayvan modelleri, PDAK’larm genetiginin ve tiimoriin gelisim agamalarmin
incelenmesine olanak saglar. Bu ¢alisma da Sprague Dawley irki erkek siganlarda,
DMBA ile olusturulan PDAK’larinda farkli beslenme modellerinin MMP-9 ve MMP-2

enzimleri tizerindeki etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Tez calismasi sirasinda DMBA uygulanan tiim siganlarda PDAK’larin olustugu
goriilmiistiir. Incelenen 45 PDAK olgusunda genel olarak tiimdr kitlelerinin 0,5-2 ¢cm
boyutlar1 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bir sicanda ise meydana gelen PDAK
kitlesinin boyutlarinin 3 x 4 x 3 cm boyutlarinda oldugu gozlenmistir. Pankreas duktal
adenokarsinomlarinin kitlesel biiyiikliikleri ve teshis sonrasi hayatta kalma ile ilgili
olarak yapilan bir ¢alismada biiyiik tiimor boyutunun teshis sonrasi sagkalim tizerine
olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir. Ayn1 makalede tiimor boyutlarinin 2 cm’den daha
az olmasi, lenf yumrularinda metastaz olup olmamasi pankreas kanserinde 6nemli
prognoz faktorlerdir (91). Sunulan tez ¢alismasinda gozlenen tiimoral kitle boyutlar

bahsi gegen makale ile uyum igerisindedir.

Insanlarda pankreas tiimérleri ile ilgili olarak erkek bireylerin kadimlara gore daha
hassas olduklar1 (6) bilindigi i¢in tez kapsaminda pankreas kanseri olusturmak amaciyla

erkek sicanlar kullanilmistir.

Sprague Dawley 1rki si¢anlar ile yapilan ¢alismada yiiksek fruktozlu diyetin plazma

insiilin seviyesini arttirdigini ve glikoz intoleransina yol agtigini bildirmislerdir (92).

Bazi arastirmalarda fruktoz alimi ve pankreas kanseri arasinda iligskiye rastlanmistir
(93, 94). Fruktoz emilim, sindirim ve metabolizma yoniinden glikozdan farklidir.
Fruktoz glikozdan farkli olarak leptin ve insiilin sekresyonunu uyarmaz. Viicut agirligi
ve gida alimi ile ilgili insiilin ve leptin uyarmmi 6nemli oldugu i¢in diyetteki fruktoz

artan enerji alimi ve kilo artigina neden olur (95).
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Liu ve arkadaslar1 (96) glikoz ve fruktozun pankreas kanseri hiicreleri tarafindan
farkli metabolize edildigini bildirmislerdir. Pankreas kanseri hiicreleri artan proliferatif
faaliyetlerini kolaylastirmak i¢in transketolaz metabolizmasi ile glikoz yerine fruktozu
kullanmay1 tercih ederler. Bu sebeple pankreatik tiimoral hiicreler niikleik asit ve
niikleotid sentezi i¢in fruktozu kullanir. Ayrica bu tiimoral hiicreler fruktozun niikleik
asit tiretimi i¢in katkisini tirik asit tiretimi artisi ile gostermislerdir. Sunulan tez
caligmasinda DMBA ile pankreas kanseri olusturulan ve YFMS deney grubunda
anaplastik duktal epitellerin (% 93,3), dezmoplastik yapilarin (% 86,6) ve tubuler
komplekslerin (% 80) MMP-9 enziminin boyanma yilizdesinin DMBA uygulanan
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlendi. Yiiksek miktarda fruktoz alan
grupta MMP-9 enziminin ortalama boyanma degeri anaplastik duktal epitellerde ve
tubuler komplekslerde DMBA uygulanan kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu
bulunmustur. MMP-2 enzimi yoniinden bakildiginda DMBA uygulanan YFMS
grubunda anaplastik duktal epitellerin (% 60) ve tubuler komplekslerin (% 66,6) DMBA
uygulanan kontrol grubuna gore boyanma yiizdelerinin fazla oldugu dikkati ¢ekti.
DMBA uygulanan YFMS grubunda MMP-2 enzim varhigmin ortalama boyanma degeri
anaplastik duktal epitellerin boyanma oran1 ve siddeti, dezmoplastik yap1 ve tubuler

komplekslerde DMBA uygulanan kontrol grubuna gére yiiksek oldugu saptandi.

Bazi arastirmacilara gore sakkaroz ile pankreas kanseri arasinda baglantilar ile

ilgili ¢aligmalar mevcuttur (97-100).

Michaud ve arkadaslarinin (93) yaptiklar1 ¢alismaya gore sakkaroz alimu ile
pankreas kanseri riski arasinda istatiksel agidan 6nemli bir iliski bulunamamistir. Bu
tez ¢alismasinda DMBA uygulanan sakkaroz ile DMBA uygulanan kontrol gruplarmin
MMP-9 ve MMP-2 enzimlerinin ortalama boyanma degerleri yoniinden
karsilastirildiginda tubuler kompleks, tiimoral duktal epitellerin boyanma orani ve

siddeti, dezmoplazik yapilarinda istatiksel farka rastlanmadi.

Chu ve arkadaglar1 (101) pankreas kanserlerinde dezmoplazinin ayiric1 6zellik
oldugunu bildirmislerdir. Ekstraselliiler matriks, stromal fibroblastlar, yangi hiicreleri
ve proliferatif endotelyal hiicreler tiimor epitelyal hiicrelerinin etrafinda birikir (102).
Bu tez ¢calismasinda DMBA ile pankreas kanseri olusturulan duktal adenokarsinom 46

vakada, yogun dezmoplastik yapi, yangi hiicreleri, anaplastik duktal epiteller gdzlendi.
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Stromal dezmoplazi igerisinde yer yer sikigsmis, limeni dar veya Kistik anaplastik bez

yapilar1 dikkati ¢ekti. Dezmoplastik yapiy1 ¢evreleyen yangi hiicreleri dikkati ¢ekti.

Pankreatik stellate hiicreler (myofibroblastlar) stromanin olusumunda kritik role
sahiptir. Biiylime faktorlerinin aktivasyonunda, pankreasta meydana gelen yangi veya
zedelenme sonrasinda bu hiicreler aktif hale gelerek kollajen ve ektraselliiler matriksin
diger komponentlerini sentezler. Ayrica, stellate hiicreler pankreas kanserinde kot

vaskularizasyondan sorumludur (103, 104).

Farkli aragtirmacilar tarafindan sigan ve fare pankreas dokularina DMBA
implantasyonu ve sonrasinda pankreas dokusunda pankreatik duktal adenokarsinom
gelistigine dair ¢alismalar mevcuttur (20-22, 88, 105-108). Osvaldt ve arkadaslarinin
(20) yaptiklar1 calismada DMBA implante edilen bolgelere yakin asiner hiicrelerin
yerini duktal benzeri hiicrelerin olusturdugu tubuler kompleksler gézlediklerini
bildirmislerdir. Bu alanlarda parenkimde belirgin fibr6z stroma goriildiigi
bildirilmistir. Mikroskobik inceleme sonucu PDAK tanis1 konulan 18 vakadan 13
tanesi orta diferensiye ve 5 tanesi iyi diferensiye olarak saptanmistir. Z’Graggen ve
arkadaglar1 (21) ise dezmoplastik stroma igerisinde diizensiz bezlerin varligini
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda literatiirlere benzer histopatolojik bulgular
gozlendi. Mikroskobi sonrasi duktal adenokarsinom tanis1 konulan pankreas

tiimorlerinde 45 vaka orta diferensiye, 1 vaka ise kot diferensiye olarak saptandi.

Jimenez ve arkadaslarmin (88) ¢alismasinda, siganlarin pankreas dokusuna DMBA
implantasyonundan 9 ay sonra PDAK meydana gelmistir. DMBA implantasyonundan 2
hafta ve 1 ay sonra pankreas dokularinda mikroskobik incelemede tubuler kompleks
yapilarini gormiislerdir. Rivera ve arkadaslar1 (106) ise pankreas dokusuna DMBA
implantasyonundan 3 ay sonra pankreas dokusunda yangi, duktal hiperplazi, duktal atipi
ve duktal displazi gérmiisler ve pankreas dokusuna DMBA implantasyondan 6 ay sonra
mikroskobik olarak PDAK tanisi bildirilmistir. Pankreas dokusuna DMBA
implantasyonundan 10 ay sonra ise 49 sigandan 19 tanesinde PDAK tanis1
saptamuglardir. Kimura ve arkadaglarinin (107) yaptiklar1 ¢alismada fare pankreas
dokularina DMBA implantasyonundan 2 hafta sonrasinda 4 hayvanda tubuler
kompleksler, 1 ay sonra 5 hayvanda metaplazik lezyonlar, 2 ay sonra 3 hayvanda
sarkomatoid adenokarsinom ve 2 hayvanda displastik degisiklikler ve 3 ay sonra 3

hayvanda sarkomatoid ve 2 hayvanda displastik degisikliklere rastladiklarini
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bildirmislerdir. Osvaldt ve arkadaslar1 (20) fare pankreas dokusuna DMBA
implantasyonundan 30 giin sonra 24 fareden 4 tanesinde (%17 oraninda) PDAK tanisi
konulurken, 60 giin sonra 37 fareden 14 tanesinde (%38 oraninda) PDAK tanis1
bildirmislerdir. Dissin ve arkadaslarmim (108) yaptiklar1 ¢alismada siganlarin pankreas
dokularina DMBA implantasyonundan sonra 119-363 giin arasinda (ortalama 194
giinde) siganlarin % 8’inde pankreaslarinda tiimor gelistigini, 180 giinden daha az
zamanda ise 10 hayvanda invazif PDAK gelistigini bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda
farkli beslenmeye tabi tutulan 10 aylik sicanlarin pankreaslarina DMBA
implantasyonundan sonra 15 aylik yasa geldiklerinde yiiksek doz genel anestezi altinda
Otenazileri gergeklestirildi. Histopatolojik inceleme sonucunda 46 hayvanda pankreas

duktal adenokarsinom tanisi konuldu.

7’graggen ve arkadaslar1 (21) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek yag ve proteinden zengin
beslenen siganlarda karsinojen implantasyonundan 1 ay sonra, mikroskobik analizde,
normal periferal pankreatik doku ve odak seklinde tubuler kompleks yapilarini
cevreleyen merkezi nekrotik alanlarin varligini bildirmislerdir Ayrica asir1 yagh ve
proteinden zengin beslenen siganlara, implantasyondan 9 ay sonra histolojik inceleme
yapildiginda kontrole (normal besleme) gore daha fazla sayida adenokarsinom vakasina
rastladiklarmi bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasmda, 10 aylik yasta pankreas dokularina
DMBA implante edilen YFMS, sakkaroz ve kontrol olarak farkli beslenen tiim
gruplarda, 15 aylik yasta 6tenazileri ger¢eklestirilen sonra siganlarm mikroskobik ve
makroskobik incelemesinde tiim hayvanlarda PDAK meydana geldi. PDAK tanis1

konulan tiim gruplarda mikroskobik olarak tubuler kompleks yapilar1 gdzlendi.

Jimenez ve arkadaglar1 (88) implantasyondan 5 ay sonra olusan tiimérlerin 2 cm ve
tizerinde oldugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda makroskobik olarak DMBA
uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol gruplarinda 0,5-2 cm araliginda, sert,
beyazimtirak renkte timoral Kitleler gozlendi. Kontrol grubunda bir hayvanda kontakt
metastazina bagli pankreas dokusunda 2 cm’den daha biiyiik ¢apta Kitleye, komsu

organlarda ise 2 cm’den daha kiigiik kitlelere rastlandi.

Z’graggen ve arkadaslar1 (21) inceledikleri 49 pankreas adenokarsinomu
vakasindan 7’sinde makroskobik metastaz gordiiklerini, 3 sicanda lenf yumrusu
metastazi ve 4 sicanda ise peritoneal metastaz varligimni bildirmislerdir. Jimenez ve

arkadaglarinin (88) ¢alismasinda DMBA ile pankreas kanseri olusturan olgularda gevre
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organlara invazyon ve intraabdominal metastaz gorildiigi bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda 46 duktal adenokarsinom vakasindan DMBA uygulanan kontrol grubunda

bir hayvanda yaygin peritoneal metastazi ile gevre doku ve organlara metastaz gozlendi.

Tan ve Yang (109) siganlarin pankreas dokularina 9 mg DMBA implante

etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda literatiire uygun olarak siganlarin pankreaslarina 9 mg

DMBA implante edildi.

Insanlarda gdzlenen pankreatik tiimorler, sicanlarm tiimérleri ile benzer bulgulara

sahip oldugu i¢in (106) bu tez calismasinda siganlar kullanilmstir.

Pankreas kanseri doku 6rneklerinde farkli arastirmacilar tarafindan MMP-2 ve
MMP-9 enzimlerinin varlig1 bildirilmistir (39, 110). Lekstan ve arkadaslari (111)
pankreas kanseri doku 6rneklerinde MMP-2 enzim konsantrasyonunun ortalama
boyanma degerini en yiiksek iyi diferensiye tipte, en diisiik ortalama boyanma degerini
ise kotii diferensiye tipte saptamiglardir. MMP-9 enzim konsantrasyonu ise ortalama
boyanma degerini en yiiksek kotii diferensiye tipte, en diisiik ortalama boyanma
degerini ise iyi diferensiye olan vakalarda bildirmiglerdir. Bu tez ¢alismasinda 46

vakanin 45°1 orta diferensiye tip duktal adenokarsinomdur.

Gress ve arkadaslarma (39) gore pankreas adenokarsinom olgularinda MMP-2 ve
MMP-9 enzimlerinin varligi normal pankreas dokusuna gore yiiksektir. PDAK
olgularinda stromal (dezmoplastik) ve tiimoral hiicrelerde MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin varligini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin varligi PDAK tanisi konulan YFMS, sakkaroz ve kontrol gruplarinda
dezmoplazik yapilar, tubuler kompleks ve tiimoral duktal epitellerde

immunohistokimyasal olarak boyanma pozitif olarak gézlendi.

Lekstan ve arkadaslar1 (111) pankreas kanseri dokularinda MMP-9 ve MMP-2
enzimlerinin varligmi kronik pankreatitis ve normal pankreas olgularina gére daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Tian ve arkadaslarina (45) gére PDAK tanis1 konulan
olgularin pankreas sivilarinda ve serum drneklerinde immunohistokimyasal boyama ve
Western Blot yontemi ile MMP-9 enzim aktivitesi kronik pankreatitis olgularma gore
daha ytiksek bulduklarini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda DMBA ile indiiklenen
pankreas kanserli vakalarda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligt DMBA
uygulanmayan gruplara gére immunohistokimyasal olarak daha fazla oldugu

gorilmiistir.
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Iki ve arkadaslarmin yaptig1 calismada (46) immunohistokimyasal olarak MMP-2
acisindan normal pankreas dokusunda asiner ve islet hiicreleri negatiften hafif
boyanmaya kadar farkli boyanma 6zelligi gosterdigi, ancak duktal hiicrelerde boyanma
olmadigin1 bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda DMBA uygulanmayan, normal pankreas
dokusuna sahip YFMS, sakkaroz ve kontrol gruplarinda immunohistokimyasal boyama
sonucu asiner hiicrelerde hafif siddette MMP-2 pozitivitesi gozlendi. Langerhans

adaciklar1 ve duktal epitellerde boyanmaya rastlanmamuistir.

Pankreas kanserlerinin tanisinda diagnostik olarak Karbonhidrat antijen (CA 19-9),
Karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve karbonhidrat antijen 242 (CA 242) pankreas
kanserleri i¢in mevcuttur. Fakat bunlar kombine kullanildig1 takdirde yiiksek 6zgiinliige
sahiptir (23-26). Iki ve arkadaslarinin (53) yaptiklari calismada, pankreas tiimorlerinde
MMP-9 ve MMP-2 enzimleri, normal pankreas dokusuna gore mRNA ekspresyonu
yiiksek bildirilmistir. PDAK tiimdrlerinin takibinde serum MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin incelenmesi 6nemlidir. Serum MMP-9 enzimin varligi PDAK’larin
teshisinde, metastazinda ve prognozunda klinik 6neme sahiptir. PDAK’larin kronik
pankreatitis ve normal pankreas dokusuna gore serumda MMP-9 enziminin varligi
yiiksek bulunmustur. MMP-9 ve matriks metalloproteinaz inhibitorii TIMP-1 serum
pankreas tiimorlerinde birlikte kullanildig: takdirde klasik tiimor belirteglerine
(karbonhidrat antijen CA 19-9, karsinoembriyonik antijen CEA) gore prognostik
duyarlilig1 daha yiiksek oldugu bildirilmistir (54).Bu bilgiler 1s1gmda pankreas timori

dokularinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin incelenmesi tanida fayda saglayabilir.

Tiimérle iligkili makrofajlar ve notrofiller solid tiimorlerde kotii klinik tablo ile
iliskilidir. Tumor iligkili notrofiller metastatik tiimoriin mikro ¢evresinde baskin olarak
MMP-9 salgilarlar (41). Makrofaj hiicreleri ile infiltre pankreas hiicreleri farklilagmaya
ugrar. Makrofajlardan salgilanan yangisal sitokinler matriks metalloproteinazlar ile
birlikte asiner hiicrelerin duktal hiicrelere metaplazisine neden olur (47). Bu tez
caligmasinda DMBA implante edilen 46 pankreas dokusunda meydana gelen PDAK
tiimorlerinin mikroskobik incelemesinde dezmoplastik ve anaplastik duktal bezlerin
cevresinde makrofaj ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. Ayrica DMBA
uygulanan YFMS, sakkaroz ve kontrol grubunda gdzlenen yangi hiicrelerinde MMP-2

ve MMP-9 enzimlerinin varligi immunohistokimyasal olarak saptanda.
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Sonug olarak, daha 6nce farkli beslenme modellerine sahip Sprague Dawley irk1
erkek sicanlarin pankreatik duktal adenokarsinomlarinda MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin varligini inceleyen bir ¢aligma yapilmamustir. Glikoz metabolizmasinda
onemli olan pankreas dokusunun yiiksek fruktoz alan gruplardaki tiimdral olgularda
MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi yoniinden daha fazla etkilenmesi, fruktozun kanser
hiicreleri tarafindan daha fazla tercih edilip kullanildigin1 ve kanser hiicrelerinin

proliferasyonunda friiktozun 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir.

Ulkemizde giderek artan hazir gidalarimn fazla tiiketilmesi, endiistriyel alanda
yiiksek fruktozlu misir surubunun kullanim kolayligi, daha tatli olmasi ve tiiketildigi
zaman tokluk hissi olusturmamasi nedeniyle bu durum insanlarda giderek obeziteye ve
pankreas kanseri riskine neden olabilir. Bu nedenle tiikketime sunulan hazir gidalarin
yiiksek fruktoz iceriklerine dikkat edilmelidir. Ayrica pankreas duktal adenokarsinom
olgularinda, teshis ve invazyon agisindan MMP-9 ve MMP-2 enzimlerinin varligimni
gostermek, diger biyokimyasal ve klasik tiimor belirteglerinin yani sira daha yararh

olabilir.
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