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OZET

Bu c¢alisma alkolik olmayan yagli pankrasta ekzokrin fonksiyonlarin incelenmesi igin
hayvan modeli olusturmak amaciyla planlandi. Calismada 32 adet erkek C57BL/6 fare
kullanildi. Fareler, her grupta 8 hayvan olmak iizere; 2 deney ve 2 kontrol grubu olarak 4
gruba rastgele ayrilmistir. Deney grubundaki hayvanlar yiiksek yag yiiksek siikroz diyeti
(HFHSD) ile ; kontrol grubundaki hayvanlar ise standart diyet ile 6-8 ve 10-12 haftalar
boyunca beslenmislerdir. Calisma siliresince hayvanlarin haftalik agirhik takipleri
yapilmustir. Sakrifikasyon Oncesi gaitada yag analizi i¢in hayvanlardan gaita toplanmis ve
kan sekeri dl¢limleri yapilmistir. Alinan kandan amilaz, lipaz ve yag parametreleri ol¢iildii.
Pankreas dokusu tartildiktan sonra histolojik degerlendirmeler igin kullanildi. Istatistikler
analizler Jamovi programi kullanilarak yapilmis ve p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Kan
glukoz diizeyi, viicut ve epididimal yag agirliklart diyet gruplarinda kontrole gére anlamli
diizeyde artmigtir. Gaita yag miktart D10-12 grubunda anlamli sekilde yiiksekti (p=0.038).
Amilaz, kolesterol, HDL ve LDL diizeyleri diyet gruplarinda 6-8.haftalarda artmis ve
stirecin devaminda yiliksek kalmistir. Sonug olarak, kullandigimiz hayvan ve diyet tiirii
yagli pankreas caligmalari igin uygundur. Pankreas yaglanmas: ile ilgili yapilacak
calismalarin 6-8 haftalik protokollerin; ileri diizey pankreas hasar1 ¢alismalart icin ise 10-
12 veya daha ileri haftalik protokollerin kullanilmasi gerektigi goriisiindeyiz.
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ABSTRACT

This study was planned to establish an animal model for evaluating exocrine functions in
non-alcoholic fatty pancreas disease (NAFPD). In this study, 32 male C57BL/6 mice were
used. Animals divided into 4 groups: 2 experimental and 2 control groups. While
experimental groups were fed with high fat high sucrose diet (HFHSD); animals in control
groups were fed with a standard diet for 6-8 and 10-12 weeks. During the protocol, weights
of animals were noted. Stool was collected from animals for analysis of fat in the stool and
blood sugars were determined before sacrification. Amylase, lipase and lipid parameters
were measured from the blood taken. After weighing the pancreas, it was used for
histological evaluations. Statistics were considered for the Jamovi program and analyzed
with p<0.05 significant. Blood sugar levels, body and epididymal fat weights were
significantly relative in diet groups. The amount of stool fat increased significantly in D10-
12 (p=0.038). Amylase, cholesterol, HDL and LDL remained elevated from 6-8 weeks to
the end of protocol. As a result, this type of animal and dietary type are suitable for animal
model of NAFPD. Our suggestion is that 6-8 week protocol of this study should be used
for fatty pancreas situation; 10-12 week protocol should be used for advanced pancreatic
damage.
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
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GUDAM Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
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1. GIRIS

Pankreas endokrin ve ekzokrin fonksiyonlariyla 6nemli bir salgi organidir. Patolojileri bu
iki alanda bulgular vererek klinik sonuglar dogurmaktadir. Pankreas patolojileri arasinda
pankreatitler ve pankreas kanserlerinin daha ¢ok g6z oniinde bulunmasinin temel sebebi
klinik manifestasyonlarinin dramatik bir tablo ¢izmesidir. Halbuki pankreas: ¢ok daha sik
etkileyen ve fonksiyonlarinda degisik diizeylerde bozukluklar yaratan farkli durumlar da
vardir. Son donemlerde Ozellikle dikkat ¢eken Alkolik Olmayan Yagl Pankreas Hastaligi
(NAYPH) steatozisten steatopankreatite ve devaminda pankreatik fibrozise hatta kansere
kadar ilerleyebilen bir klinik seyir izler [1, 2]. NAYPH ile ilgili ¢alismalar yakin zamana
kadar ¢ok kisitli kalmistir. Bunun en 6nemli nedenleri pankreas goriintiillemesinin zor
olmasi, organin yerlestigi alan nedeni ile biyopsi aliminin sikintili olmasi, doku Ornegi
alindiginda da hizli bir otoliz gorilmesidir [3, 4]. 2010 sonrasinda konu hakkinda
calismalar hiz kazanmaya baslamig goriinmesine ragmen biriken literatiirden
genellenebilecek yorumlar ¢ikartmak; ¢alismalarda farkli yontemler ve hayvanlar
kullanildig1, segilen parametrelerin degiskenligi ve calismalarin  yapildigi zaman
araliklarinin standardize olmamasi gibi karistirict bir¢ok faktor nedeniyle, hala pek

miimkiin degildir.

NAYPH’nin tedavisi i¢in alternatiflerin gelistirilebilmesi ve uygulanacak herhangi bir
tedavinin etkinliginin dogru sekilde degerlendirilebilmesi i¢in oncelikli adim bu hastalikla
ilgili giivenilir ve gegerli bir hayvan modeli olusturmak olmalidir. Bu hastalik igin
olusturulmus bir hayvan modelinin eksikligi ve gerekliligi yakin donemlerde yayinlanan

onemli derlemelerde de 1srarla vurgulanmistir [5, 6].

Dolayisi ile galismamizda pankreasin ‘ekzokrin’ fonksiyonlarinin yaglanma siirecinden
nasil etkilendigini gosterecek gecerli ve giivenilir bir hayvan modeli olusturmak

amaclanmustir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas Anatomisi, Histolojisi ve Fizyolojisi

2.1.1. Pankreas anatomisi

Pankreas, abdominal boslugun sol iist kadraninda abdominal duvarin arkasina siki bir
sekilde bagli; midenin arkasinda yatay konumlanan retroperitoneal bir organdir. Sagda
duodenumun proksimal pargasi ile komsu olup; solda dalaga kadar uzanir. Pankreas bas,
govde ve kuyruk olmak iizere 3 boliimde incelenir. Bag bolgesi duodenumun olusturdugu
halkanmn i¢inde yer alirken; kuyruk kismi ise dalaga dogru uzanir. insanlarda yaklasik 15
cm uzunlugunda ve yaklasik 80 gram agirliginda olan pankreas, ince, gri-pembe renkte ve
olduk¢a yumusak yogunlukta bir organdir. Pankreasin yiizeyi ise topakli lobiiler bir
yapidadir [7-9].

Ekzokrin
Hicreler

AT

Pl L Endokrin

PR S i
Hicreler

)

——

Pankreas Hiicresel
Organizasyonu

| Pankreatik Kanal ’ Lobiiller

Adacik
Hucreleri

Sekil 2.1. Pankreasin Yapisi [8]

Pankreasin kanlanmasi splenik arterin  pankreatik, hepatik arterlerin  superior
pankreatikoduodenal ve superior mezenterik arterin inferior pankreatikoduodenal arter

dallartyla saglanir. Pankreasin venleri, v. porta hepatis, v.splenika ve v.mezenterika



superior’a acilir. Lenf drenasyonunun biiyliik kismi ise nodi pankreatikospleniki’ye
acilmaktadir [9].

Pankreasi innerve eden sempatik sinir lifleri n. splenicus major’den; parasempatik lifler ise

n. vagus’tan gelmektedir [9].

Bu tez calismasinda kullanilan C57BL/6 farelerin pankreas yerlesimi ve yapisi insandaki

ile benzerdir.

2.1.2. Pankreas histolojisi

Pankreas, ince bir bag dokusu kapsiilii ile ortiilii bir salgi organidir. Bag dokusu pankreasi
farkli loblara boler. Loblar arasinda bulunan bag dokusu ayni zamanda kan damarlarini ve

pankreas kanallarini1 barindirir (Sekil 2.1.) [10].

Pankreasin ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar1 histolojik olarak farkli bélgeler tarafindan
yerine getirilir. Asiner hiicreleri arasinda daginik olarak yerlesen Langerhans adaciklari
pankreasin endokrin fonksiyonundan sorumlu hiicreleri icerir. Bu hiicreler esas olarak
karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen hormonlar iiretirler. Pankreasin biiyiik kismini
ekzokrin pankreas olusturur. Ekzokrin pankreas, bir tiibiiloasiner bez bilesenidir. Asiniis
bir liimeni saran, bazal kisminda yuvarlak ¢ekirdekleri olan ve apikal kism1 zimojen salgi
graniilleri ile dolu serdz hiicrelerden olusur. Zimojen salgi graniilleri protein yapida
sindirim enzimlerini igerir. Asiniislerin tiibiillere agildig1 bolgelerde sentroasiner hiicreler
bulunur. Esas olarak HCOg3™ salgisindan sorumlu olan bu hiicreler ayni zamanda asiniisii
interkale kanallara baglarlar. interkale kanallar birleserek intralobiiler kanallari, onlarda
ekstralobiiler kanallar1 olustururlar. Ekstralobiiler kanallarsa ana toplayict kanala
dokiliirler. Bu kanal pankreasin bas bolgesinde aksesuar ve ana pankreatik kanal olmak
tizere iki dala ayrilir. Aksesuar kanal tek basina duedenuma agilir ve baglanti bolgesinde
sfinkterik bir yapi1 bulunmaz. Ana pankreatik kanal ise koledok ile birleserek

hepatopankreatik ampiillay1 olusturur. Bu ampiilla Oddi sfinkteri aracilig1 ile duodenuma

acilir [10].



2.1.3. Pankreas fizyolojisi

Pankreasin fonksiyonlarin1 endokrin ve ekzokrin fonksiyon olarak 2’ye ayirmak
miimkiindiir. Ekzokrin pankreas total hacmin %85’ini olustururken; endokrin pankreas
%?2’den daha azin1 olusturmaktadir. Geri kalan kismini ise ekstraseliiler matriks (%10) ve
kanal hiicreleri ile kan damarlart (%2) olusturmaktadir [11]. Pankreasin duodenumun
yaninda midenin arkasinda bulunmasi ve kendine spesifik hiicresel organizasyonu ekzokrin

pankreasin fizyolojik roliinii (sindirim, salg1 ve absorbsiyon gibi) kolaylastirmaktadir.

Ekzokrin Pankreas

Ekzokrin pankreas asiner, sentroasiner ve pankreas kanallarin1 doseyen epitelyal
hiicrelerden olugmaktadir. Bu hiicreler giinliik yaklasik 1-1.5 It kadar pankreatik siviyi
iiretir ve pankreatik kanala salgilarlar [8]. Pankreatik salgi 2 temel igerikten olusur. Ilki
asiner hiicrelerde iiretilen ve salgilanan pankreatik sindirim enzimleridir. Bu enzimler
baslica karbonhidrat, yag ve proteinlerin sindiriminden sorumludurlar. Enzimler,
uretildikten sonra salgi vezikiilleri i¢inde ihtiyag olusana kadar depo edilir. Gerekli
durumlarda ekzositoz ile pankreatik kanala birakilir ve kanal araciligiyla da duodenuma
iletilir. Pankreas enzimleri ince bagirsaklarda gergeklesen sindirimin biiyiik kismindan

sorumludurlar [12].

Pankreatik salgi ayrica sentroasiner ve kanal hiicrelerin aktif olarak salgiladigi
bikarbonattan zengin, su oran1 asiner salgiya oranla daha yiiksek alkali bir ¢ozelti igerir. Bu
¢ozeltinin alkali icerikte olmasi olduk¢a 6nemlidir. Mideden gelen asidik kimusun pH’si
pankreas sivisindaki bikarbonat ile notralize edilir. Boylece pankreatik enzimlerin

aktivitesi i¢in uygun bir ortam olusturulur [13].

Asinerhiicreler temel olarak 3 tip pankreatik enzim salgilar; proteazlar, lipazlar ve amilaz.

Ekzokrin pankreas bunlarin yaninda farkli {irtinlerde sentezler ve salgilar.

1. Pankreatik Proteolitik Enzimler: Total pankreatik enzim {iretiminin en az %70’ ini
olustururlar. Bu enzimler inaktif proenzim olarak sentezlenir ve normal kosullarda ince
bagirsaga ulasmadan aktive olmazlar [8]. Bu enzimlerin pankreasta inaktif formda

depolanmasi hiicrelerin otolizinin engellenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Proteolitik



enzimlerin aktivasyon kaskati tripsinojenin firgamsi kenarda yerlesmis enteropeptidaz
(enterokinaz) tarafindan tripsine c¢evrilmesi ile baslar. Tripsin daha sonra inaktif formda
salgilanan diger pankreatik enzimleri aktif formlarina ¢evirir. Dolayisi ile tripsinojenin
heniiz pankreastayken erken aktivasyonu pankreas dokusunun otolizine neden olacaktir.
Bu durum asiner hiicreler tarafindan sentezlenip proteolitik enzimlerle ayni zimogen
graniillerde depolanan tripsin inhibitorleri tarafindan engellenir. Kimotripsinojen
proelastaz ve prokarboksipeptidazlar inaktif formda salgilanan ve duedenumda tripsin
tarafindan aktive edilen diger proteazlardir. Tripsin ayrica lipid sindiriminde rol alan ve
inaktif formda salgilanan profosfolipaz A2 ve prokolipazi aktif formlarina g¢evirir [8, 12-

13].

2. Pankreatik Amilaz Enzimi: Aktif formunda depolanan amilaz pankreasin otolizi
acisindan risk teskil etmez ve asiner hiicrelere zarar vermez. Bu enzimin temel islevi ise
karbonhidratlarin sindirimidir. Polisakkaritleri maltoz, maltotrioz ve o dekstrinlere kadar

pargalar [8, 12, 14].

3. Pankreatik Lipazlar: Pankreatik lipaz diyet ile alinan trigliseritleri, monogliserit ve
serbest yag asitlerine hidrolize eder. Amilaz gibi lipaz da aktif formda sekrete edilir.
Gastrointestinal sistem tarafindan lingual ve gastrik lipaz enzimleri de salgilansa da
pankreatik lipaz diyetle alinan tiim trigliseritlerin sindirimi i¢in kendi basina yeterlidir.
Ekzokrin pankreas disfonksiyonlarinda oncelikle lipaz eksikligi bulgularinin (steatore;
yagli gayta) karsimiza ¢ikma nedeni; pankreatik lipazin yag sindirimindeki baskin
etkinliginden kaynaklanir. Protein ve karbonhidrat sindirimindeki bozulma daha az
derecede goriilmektedir. Bu sindirim enzimlerindeki azalmalar tiikriik, gastrik ve ince
bagirsak enzimleri ile kompanse edilebilmektedir. Asiner hiicrelerin salgiladigi diger
lipolitik enzimler profosfolipaz Az, prokolipaz ve nonspesifik esteraz seklinde siralanabilir.
Bu enzimlerin i¢inden prokolipaz, lipazin etkinligi i¢in gerekli olup zimojen graniil ve

hiicre membraninin sindiriminin engellenmesi i¢in inaktif formda depolanir [13, 14].

4. Diger pankreatik salgi iiriinleri: Pankreas ayrica deoksiriboniikleaz, riboniikleaz ve

monitdr peptid salgilar.



Ekzokrin pankreas sekresyonunun hormonal kontrolii

Sindirimin sefalik ve gastrik fazlarinda parasempatik etki ile salgis1 bir miktar uyarilsa da
ekzokrin pankreas esas olarak sindirimin intestinal fazinda kimusun ince bagirsaga
ulagmasi ile stimiile edilir. Asidik kimus duodenal liimene geldiginde, S hiicrelerinden
sekretin salgilanir. Sekretin salgist duodenum pH degeri 4,5’in altina diistiiglinde stimiile
edilmeye baslansa da pH 3’lin altina diismeden maksimum diizeye ulagsmaz. Sekretin
salgis1 diisik pH disinda Ach ve CCK tarafindan kontrol edilir. Sekretin, pankreasin
sentroasiner ve tiibiiler hiicrelerini uyararak bikarbonat sekresyonunu artirir. Diger taraftan
kimusun igerigindeki besin maddeleri; Ozellikle lipidler yine duodenum duvarinda
yerlesmis I hiicrelerinden kolesistokinin (CCK) salgisin1 baglatir. CCK’nin sekretin
sekresyonu iizerindeki potansiyelize edici etkisine kargin sekretinin CCK salgisi lizerinde
benzer bir etkisi yoktur. Ancak pankreatik salginin baslamasi ile duodenuma ulasan
monitdr peptid, duodenum duvarindan besinlerin varliginda salgilanan CCK-serbestlestirici
peptid ile beraber I hiicrelerinin salgisini belirgin sekilde artirir. CCK diger etkilerinin
yaninda bir taraftan pankreas asiner hiicrelerinin enzim salgisini artirirken diger taraftan
oddi sfinkterini gevseterek hizlanmis olan pankreatik sivi salgisinin duodenuma gegisini

kolaylastirir [13, 14].

Endokrin pankreas

Endokrin pankreasin fonksiyonu glukoz, yag asitleri ve aminoasitlerin kullanilabilirligini
diizenlemektir. Ekzokrin asinuslar arasinda konumlanmis endokrin pankreas hiicre
topluluklar1 Langerhans adaciklari olarak adlandirilir. Adaciklar toplam pankreas hacminin
%1-2’sini olusturmaktadir. Adacik hiicreleri alfa («), beta (B) ve delta (D) hiicrelerinden
olusur. Insiilin sentezi ve sekresyonundan sorumlu olan beta hiicreleri ile glukagon
sentezinden sorumlu alfa hiicreleri endokrin hiicreler arasinda en fazla bulunan hiicrelerdir.
Delta hiicreleri ise somatostatin sentezinden sorumludur [13]. Bu hiicrelere ek olarak
pankreatik polipeptit sentezinden sorumlu hiicrelerden F hiicreleri de Langerhans

adaciklarinda bulunur [8].

Insiilin ve glukagon viicutta karbohidrat metabolizmasinin kontroliinii saglarken,

somatostatin ve pankeatik polipeptid safra kesesi kontraksiyonlarini ve pankreas ekzokrin



salgilarini inhibe eder. Biiylime hormonunun da inhibitdrii olan somatostatinin diger birgok

gastrointestinal fonksiyon iizerinde inhibitdr etkiye sahiptir.

Safra Kanali

DUODENUM

Kan
Damarlan

Hormonlar (insdlin,
glukagon)

Pankreas Kanal Hiicreleri —
Ekzokrin
Parcasi
Asiner Heos
Hiicreler

Sekil 2.2. Pankreasin endokrin ve ekzokrin fonksiyonu [11]

2.2. Non-alkolik Yagh Pankreas Hastahig:

Yagl pankreas ile ilgili literatiirdeki ilk calismalar 1926 yilinda Schaefer’in ‘Pankreas Yag
Infiltrasyonu’ tanimlamasi ile baslamistir. Pankreastaki yag birikiminin patolojik siireci
icin ‘Pankreatik Lipomatosis’ terimi ise ilk defa 1933 yilinda Ogilvie tarafindan
kullanilmigtir [1, 15]. Uzun yillar sonra daha genis bir otopsi ¢aligmasi sonucu yaglanma
ve yas arasinda iliski bulunmus ve ayrica pankreas yaglanmasiin obezite ile iliskisi
onaylanmistir [15]. Son donemlerde pankreatik yaglanma ile dogrudan ya da dolayli olarak
ilintili ¢ok sayida arastirma rapor edilmeye baslanmistir. Bazi ¢alismalarda pankreastaki
yaglanma obezite ve/veya metabolik sendromla iliskilendirilerek, digerlerinde
yaglanmanin hiicre igi-dis1 yerlesimine gore ya da endokrin ve ekzokrin pankreasin
etkilenisine gore degisik sekillerde isimlendirilmistir. Bu ¢esitlilik aslinda halen yerlesmis

ve genis kabul gérmiis bir tanim yapilamamis oldugunu gosterir.



Sik kullanilan siiflandirmalardan biri yaglanmanin alkol ile ilintili olup olmamasina
dayanmaktadir ve dnemli derecede alkol kullanimi olmayan kisilerde gelisen ve obezite ile
birlikte seyreden pankreatik yaglanma Smits ve arkadaslari tarafindan ‘Non-alkolik Yagh
Pankreas Hastaligi (NAYPH)’ olarak isimlendirilmistir [16]. Cogu yayinda ‘6nemli
derecede’ alkol tiiketimi Non-Alkolik Yaglh Karaciger Hastaliginda oldugu gibi ‘giinde 20
gramin Ustiinde tiikketim’ seklinde tanimlansa da ‘Non-alkolik Yagli Pankreas Hastalig
(NAYPH)’ i¢in ayni limitlerin kullanilabilecegi yoniinde bir goriis heniiz kilavuzlara

girmemistir [4].

2.2.1. Epidemiyolojisi

NAYPH’nin genel popiilasyondaki prevelanst ile ilgili bilgiler sinirlidir. Verilerin kisith
olmasinin 6nemli nedenlerinden biri standart bir degerlendirme yonteminin bulunmuyor
olmasidir. Cesitli ¢alismalarda genel popiilasyondaki yagli pankreas orani %10 ile %35
arasinda degisen araliklarda verilmistir [4, 17]. Bu degiskenligin altinda yatan temel faktor
hastalik ile ilgili tanimlamalarin farkli olmasi dolayist ile ayni kriterlere gore hastalik

prevelansinin degerlendirilemiyor olmasidir.

NAYPH prevelansi popiilasyonun etnik yapisina ve uygulanan tani1 metodolojilerine bagl
olarak degismektedir. ABD’de 230 kisi EUS (endoskopik ultrasonografi) ile
degerlendirilmis ve bireylerin %27,8’inde yagl pankreasa rastlanmistir. Tayvan’da saglik
kontrolii yapilan 8 binden fazla kisinin abdominal USG sonuglarina gére NAYPH
prevelanst %16 olarak rapor edilmistir. Endonezya’da 901 hastanin rutin medikal
kontrolleri esnasinda USG ile tespit edilen NAYPH oran1 %35 iken; Giiney Kore’de
obezite klinigini ziyaret eden 293 kisiden %61,4’inde yagh pankreas goézlenmistir [4].

Glinlimiize kadar tilkemizde bu hastalikla ilgili bir prevelans ¢aligmas1 yapilmamistir.

Hastaligin pediatrik popiilasyondaki prevelans: ile ilgili bilgiler ise tartigmalidir. 2016’da
Pham ve arkadaglarimin yaptigt c¢alisma pediatrik popiilasyonda pankreatik steatozis
prevelansi degerlendiren ilk calismadir. Bu ¢alismaya gore prevelans %10 bulunmustur
ancak degerlendirme hospitalize hastalar lizerinde yapildig1 i¢in sonuglar genel pediatrik

popiilasyona genisletilememistir [18].



10

NAYPH prevelansi i¢in bu kadar genis aralikta degerler rapor edilmis olsa da hemen tiim
caligmalarda ortak olan bazi bulgular, erkeklerde sikliginin daha fazla oldugu ve yasla

birlikte prevelansinin arttig1 yoniindedir [19, 20].
2.2.2. Risk faktorleri ve etiyolojisi

Obezite, alkolik olmayan yagli karaciger hastaligit (NAYKH), yas ve cinsiyet NAYPH’ nin

en onemli risk faktorleri arasindadir [15, 21].

Obezite: Yaglh pankreas obezite ile yakindan iliskilidir. Viicut kitle indeksi (VKI) ve
subkutan yagi 6nemli 6l¢iide pankreatik yag igerigi ile korele oldugu gosterilmistir [21].
Geng obez bireylerde yapilan bir ¢alismada da pankreatik yag orani visseral adipoz doku

ve hepatik yag orani ile iligkili bulunmustur [22].

NAYKH: Yagl pankreas i¢in primer risk faktorlerinden biridir. Pankreatik steatozise sahip
293 hastada yapilan bir ¢alismada hastalarin %67,9’unda yagli karacigere rastlanmigtir.
Yine bir diger ¢alismada pankreatik steatozis ve NAYKH arasindaki iliski %50 oraninda
bulunmustur [23]. Klinik ¢alismalarin disinda hayvanlarla yapilan ¢alismalarda da bu iki
patolojinin birlikte gelisebilecegi ve birbirleri i¢in birer risk faktorii olabilecekleri
gdzlemlenmistir. Ornegin; yiiksek yagh diyet ile beslenen C57BL/6 farelerin hem pankreas
hem de karacigerlerinde yaglanma tespit edilmistir [24]. Ayrica pankreas1 degerlendirilmis
ve yaglanma tespit edilmemis 586 hastanin 381’inde karaciger yaglanmasi tespit edilmistir.
Ayni calisma dahilinde pankreas yaglanmasina sahip 315 kisiden 83’ilinde ise karaciger
yaglanmasina rastlanmamistir [25]. Alkolik olmayan yagli pankreas ve karaciger

hastaliklarinin birbirleri ile iliskisinde aydinlatilmasi gereken noktalar oldugu aciktir.

Yas ve cinsiyet: diger risk faktorleri arasindadir. NAYPH goriilme sikligi yasla birlikte
artarken; erkeklerde kadinlardan daha sik meydana gelmektedir. Saisho ve arkadaslari,
pankreatik yag iceriginin ¢ocukluk boyunca yasla birlikte linear olarak arttigin1 ve yaklasik
50’li yaslara kadar platoya ulastigini bulmuslardir [26]. Bir bagka ¢alismada ise erkeklerde
NAYPH goriilme prevelansinin 40-49 yaslar arasinda en yiiksege ulastigini; kadinlarda ise
bu yiikselisin menopoz sonrasi meydana geldigini gostermislerdir [4]. Bu bilgiler 1s18inda
yasin ve hormonal degisikliklerin NAYPH gelisimine etkisinin varligindan séz etmek

miimkiin olsa da daha ¢ok caligsmaya ihtiyag¢ vardir.
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Bunlara ek olarak lipotoksisite, insulin direnci varligi, hiperlipidemi, inflamasyon,
hipertansiyon, kistik fibrozis, malnutrisyon ve bazi konjenital sendromlar NAYPH nin

diger risk faktorleri arasinda sayilabilir [1, 15, 24].

T2DM: Tip-2 diyabete sahip hastalarda NAYPH’nin prevelansmin ve yagli pankreasa
sahip hastalarda da T2DM prevelansinin yiiksek oldugu bildirilmistir [24, 27]. Bir baska
calismada pankreatik yagin T2DM sahip obez/obez olmayan hastalarda anlamli derecede
arttig1 gdsterilmistir. Ancak yas, cinsiyet, VKI ve varsa karaciger ile ilgili patolojiler bu
degerlendirmelere dahil edildiginde NAYPH ve T2DM insidans1 arasindaki korelasyon
ortadan kalkmaktadir. Benzer sekilde 7464 kisinin USG ile degerlendirildigi bir ¢alismada
yagli pankreasin T2DM’dan bagimsiz olarak gelistigi rapor edilmistir [21]. Sonug olarak,
T2DM ile birlikte bir¢ok risk faktoriiniin eslik etmesi NAYPH riskini artirmaktadir.

2.2.3. Patofizyolojisi

NAYPH klinik seyri, ilk evrede yag infiltrasyonu, pankreatik steatozis ile baslarken; siire¢
steatopankreatitise ve pankreatik fibrozise hatta pankreas kanserine kadar ilerleyen sekilde
devam etmektedir [1, 24] , [28]. Bu kadar ciddi klinik seyir gdstermesine ragmen;
hastaligin altinda yatan patofizyolojisi ile ilgili bilgiler hala tam olarak netlesememistir.
Gilinlimiize kadar bu hastalik hakkinda bilginin kisithh kalmasinin nedenleri arasinda; uzun
bir donem boyunca pankreas goriintiileme yontemlerinin dokunun in-vivo kosullarda
gereken ayrinti ile degerlendirilmesine imkan saglamamis olmasi, biyopsi imkaninin
kisitlihigl, ¢aligmalar igin yeterli miktarda pankreas dokusunun alinamamasi ve in-vitro

kosullarda pankreasin hizli otoliz olmasi sayilabilir [3, 4].

Yine de NAYPH’nin patofizyolojisinin agiklanmasina katki saglayacak bazi potansiyel
mekanizmalar One siirliilmiistiir. Calismalarin bir kismi pankreastaki yaglanmayi, ¢esitli
nedenlerle pankreas parankim dokusunun nekrozu ve daha sonra bu dokunun yag ile yer
degistirmesi (fatty replacement) seklinde agiklarken; bazi ¢alismalar ise yagl pankreasin
yiiksek yagli beslenme sonucu hiicre ig¢inde trigliserid birikimi ile olustugunu

soylemektedir [4, 15].

Non-alkolik yagli karaciger ile yagli pankreas arasinda epidemiyolojik olarak goriilen

korelasyon her ikisinin olusum mekanizmalarinin benzer olabilecegini diisiindiirebilir.
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Karaciger yaglanma paternine bakildiginda trigliserid birikiminin temelde intraseliiler
oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde pankreasta da intraseliiler yag birikimi hem asiner
hem de adacik hiicrelerinde elektron mikroskobik ve immiinohistokimyasal olarak ortaya
konmustur. Ancak histolojik olarak yapilan degerlendirmelerde karacigerden farkli olarak
pankreatik steatozisin altinda yatan mekanizmanin adipozit sayisinin artirilmast ile
olabilecegi gozlemlenmistir. Bazi c¢alismalar intraseliiler yag birikiminin adipozit
infiltrasyonundan 6nce meydana gelmis olabilecegi diisiindiiriirken, diger bir kismi

adiposit infiltrasyonunun 6ncelikle oldugunu 6ne siirmektedir [15].

fleri siiriilen bir diger mekanizma ise glukolipotoksisite kaynakli pankreas beta
hiicrelerinin disfonksiyonu ile NAYPH olustugudur [4]. Ileri siiriilen bu mekanizmaya gore
beta hiicrelerinde hiperglisemi carnitin-palmitol trasferaz-1’i inhibe eder. Bunun
sonucunda mitokondri beta-oksidasyonu azalir ve intraseliiler trigliserid birikimi tetiklenir.
Ek olarak, insiilin direnci periferal lipolizis {izerinde insiilinin inhibitor etkisini azaltir;
sonu¢ olarak dolasimdaki serbest yag asitleri artmig olur. Beta hiicrelerinin artmis yag
asitlerine kronik maruziyeti ise apoptoz riskini artirarak beta hiicrelerinin 6liimiine neden
olur. Bu hiicrelerin oliimii ile intrapankreatik adipozit yer degisimi meydana gelerek
NAYPH’na onciilik eder [29, 30]. Ancak bazi klinik c¢aligmalarda beta hiicre
disfonksiyonu ile NAYPH arasinda iliski olmadiginin belirtilmesi bu mekanizma hakkinda

ileri caligmalar gerekliligini gbz oniine sermektedir [4].

Giiniimiizde gelinen noktay1 belki en iyi tanimlayacak ifade NAYPH nin fizyopatolojisinin
heterojen bir siire¢ oldugudur. Bu siirecte intraseliiler yag birikiminin artmas: ve bu artma
ile pankreas dokusunda adipozitlerin infiltrasyonu gergeklesir [31]. Adipoz hiicrelerden
salinan adipokinler ve sitokinler pankreas dokusunda oksidatif strese neden olur.
Sitokinlerin salinimi1  sonucu indiiklenen lokalize inflamatuar siire¢ ile pankreas
disfonksiyonu ortaya ¢ikmaya baslar (Sekil 2.3) [31]. Intraseliiler ya da ekstraseliiler
trigliserid birikimi farkli klinik 6neme sahipse de bu hala tam olarak bilinememektedir.
Ancak intraseliiler lipidler lipotoksisiteye ve asiner hiicre hasarina neden olurken;

adipozitler asiner ve adacik hiicrelerinin fonksiyonunu parakrin yol ile etkiler [15].
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Sekil 2.3. Pankreas Yaglanmasinin Olas1 Mekanizmasi [31]

Viicudun bir¢gok bolgesinde fazla yag depolanmasinin fonksiyonel sonuglar
diistintildiglinde, yaglarin hem sindirimi hem de depolanmasinda primer role sahip olan
pankreasin kendisinde olusan yaglanmanin hem bu organin endokrin ve ekzokrin
fonksiyonlarim1 dogrudan etkileyerek hem de bu fonksiyonlardaki bozulma nedeni ile
viicudun geri kalan tiim boliimlerinde disfonksiyon yaratabilecegi agiktir. Sonug olarak,
pankreastaki yaglanmanin fizyopatolojisi ve buna bagli gelisen klinik tablonun ayrintilari

ile tanimlanmasi biiyiik 6neme sahiptir.

2.2.4, Tam ve tedavi

Klinikte NAYPH’ nin tanist i¢in kabul gérmiis ve genel gecger bir degerlendirme kriteri

heniliz bulunmamaktadir.

Literatiirde pankreas yaglanmasinin degerlendirilmesi icin altin standardin histopatolojik
degerlendirilmeler oldugu belirtilmektedir [23]. Histolojik inceleme hastalardan pankreas
biyopsisi ve ince igne aspirasyon yontemi ile alinan dokular ile yapilabilir [15]. Ancak
siklikla degerlendirme i¢in yeterli miktarda pankreas dokusu alinamadigi ve alinabilen

pankreas dokusunun hizli otolizi nedeni ile histopatolojik degerlendirmeler pratikte
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yapilamamaktadir [4]. Histolojik inceleme daha ¢ok postmortem otopsi materyallerinde
yapilmaktadir [20, 26].

Diger taraftan aslinda yagli pankreasin histolojik olarak degerlendirilmesi i¢in valide
edilmis ve genel kabul gormiis bir skorlama ve smiflandirma sistemi bulunmamaktadir.
Onerilen ilk smiflandirma 1978 yilinda Olsen tarafindan gelistirilen her mikroskopik
alanda gbzlenen adipozitlerin yiizdelerinin hesaplanmasina dayanan pankreatik lipomatozis
siniflandirmasidir. Bu siiflamaya gore dort grup tanimlanmistir; Grupl: %51 ve lizeri,
Grup2: %26 - 50, Grup3: %15 - 25, Grup4: %8 -14. 2000 sonras1 donemde yagli pankreasa
ilginin artmasi ile skorlama/siniflandirma ihtiyact 6n plana ¢ikmistir. Bu amacla siklikla
hematoksilen&eozin ile boyanmis preperatlarda yaglanma miktari, doku dejenerasyonu,
immiin hiicre infiltrasyonu ve hemoraji gibi parametreler goz Oniinde bulundurularak

Onerilmis birden fazla skorlama sistemi bulunmaktadir [32, 33].

Histolojik degerlendirme diginda yontemlere bakildiginda; Singh ve arkadaslari, saglikli
bireylerin pankreaslarini goriintiileme yontemleri ile degerlendirmis ve normal pankreatik
yag igeriginin en fazla %6,2 olmasi gerektiginden bahsetmistir [34]. Ancak NAYPH’na
sahip olmayan bireylerde yapilmis olan bu g¢alismanin sonucu yagli pankreasa sahip
bireyler igin genellenebilir bir esik deger olarak goriilmemistir [24]. Bilindigi kadari ile
literatiirde goriintiileme yontemleri ile histopatolojik degerlendirmelerin korelasyonunu
inceleyen bir c¢alisma bulunmamaktadir [35]. Dolayisi ile histolojik incelemeler ile

radyolojik degerlendirmeler arasinda bir ilintiden heniiz bahsetmek miimkiin degildir.

NAYPH’nin tanisi i¢in valide edilmis bir sinir deger olmadig1 gibi gortintiileme teknikleri

arasindan hangisinin en uygun oldugu konusunda da heniiz bir goriis birligi olusmamistir
[36].

Pankreas transabdominal ya da endoskopik ultrasonografi (USG) kullanilarak
degerlendirilebilir. Endoskopik USG pankreasin daha yakindan gozlemlenmesine izin
vererek tlim organin daha ayrintili goriintiillenmesini saglayabilir. Transabdominal USG
bazi1 dezavantajlara (mide/ince bagirsakta bulunan gaz pankreasin goriintiilenmesini
olumsuz etkiler) sahip olsa da daha hizli ve ucuz bir yontemdir. Ancak, degerlendirme
yapan kisiye bagli bir yontem oldugu i¢in 6zellikle obez bireylerde pankreas her zaman

gozlemlenemeyebilir [36].
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Yagl bir pankreas, karaciger ya da dalak ile kiyaslandiginda daha az bir yogunluga sahiptir
dolayisi ile bilgisayarli tomografi (BT) ile diger abdominal organlardan kolayca ayirt
edilebilir [34]. Yaghh alanlarin arasinda bulunan normal pankreas parankimi BT
gortintiilemesinde kontrast yardimi ile goriintiilenebilir boylece yag bolgeleri kolayca tespit
edilebilir [15]. Hatta Saisho ve arkadaslar1 tarafindan pankreatik steatozisin tanisinda

kullanilmak tizere BT goriintiileri iizerinden yag/parankim oranini hesaplamislardir [26].

Non-invaziv, duyarl ve giivenli bir yontem olan MRG pankreas yag i¢erigi degerlendirme
calismalarinda en sik kullanilan yontemdir. Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS) non-
invaziv yolla pankreatik yag miktarinin belirlenmesi i¢in altin standart olarak
onerilmektedir [36]. Bu teknik histolojik ve biyokimyasal degerlendirmelere denk bir ¢ikti

saglar.

Tedavisi

NAYPH’nin patofizyolojisinin, hastaligin altinda yatan mekanizmalarin ve klinik dneminin
heniiz netlesmemesinden dolay1 uzlasilmis klinik bir yonerge ve herhangi bir ilag¢ tedavisi
bulunmamaktadir. Buna karsin, yagli pankreasin erken tedavisi ise oldukca Onemlidir;
yaglanma sonucu olusan inflamasyon apoptozise, fibrozise ve hatta kansere kadar

ilerleyebilmektedir.

Literatiirdeki bilgilere dayanarak yagli pankreasa sebep olabilecek faktorlerin ortadan
kaldirilmasi ile ilgili 6nlemler 6nerilmektedir. NAYPH i¢in en 6nemli risk faktorlerinden
olan obezitenin onlenmesi ve saglikli kilo kaybinin gergeklesmesi pankreatik yaglanma
tizerinde olumlu etkili olacaktir. Bunlara ek diizenli egzersizin ve kalori kisitlamali

beslenme diger 6neriler arasindadir [31, 37, 38].

Hayvan c¢aligmalarinda oral hipoglisemik ajanlarin (metformin, DPP-4 inhibitorleri ve
thiazolidinedion gibi) NAPYH’da etkili olabilecegi belirtilmistir. Metformin verilen
sicanlarla yapilan bir ¢aligmada metforminin pankreatik adacik hiicrelerindeki oksidatif
stresi azalttigr kanmitlanmistir. Bir baska calismada ise metforminin yiiksek yagli diyete
kompansatuvar beta hiicre hiperplazisini baskiladigi bulunmustur. Sonug¢ olarak visseral
yag hiicrelerini de azaltabilecegi soylenebilir. T2DM i¢in troglitazone uygulanan fare

modellerinde pankreasin 1slak agirliginda, protein igeriginde dnemli derecede artisa neden
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olmustur. Troglitazone, inflamatuar hiicre infiltrasyonundan ve fibrozisten ya korumus ya
da siireci olumlu yonde tersine g¢evirmistir. Kombine sitagliptin ve telmisartanin ise
pankreatik steatozisi kontrol altina aldig1 ve lipotoksisite kaynakli pankreatik hastaligin
morbid siirecinden korudugu hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir [1, 32, 34]. Berberin ve
sinamik asit ile yapilan in vitro calismalarda, bu takviyelerin pankreatik beta hiicre
kiiltiirlerinde lipid birikim inihbisyonu yaptigi gosterilmistir [39]. Tiim bu ¢aligmalar, yagh

pankreasin farmakolojik tedavisi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

2.3. Calismanin Amaci

NAYPH’nin etkileri ve klinik seyrinin ciddiyeti, pankreastaki yaglanmanin
fizyopatolojisinin ve buna bagli gelisen klinik tablonun ayrintilari ile tanimlanmasinin
biiyiik Ooneme sahip oldugunu gostermektedir. Hastaligin tedavisi igin alternatiflerin
gelistirilebilmesi ve hatta uygulanacak herhangi bir tedavinin etkinliginin dogru sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in bu oncelikli adim olmalidir. Fizyopatolojinin giivenilir bir
sekilde aciklanabilmesi i¢in literatiirde sonuglarin birbiri ile karsilagtirilarak
degerlendirilebilecegi ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla sonuglarin kiyaslanmasi ve
bir arada degerlendirilebilmesi i¢in ilk asama bu hastalikla ilgili giivenilir ve gecerli bir
hayvan modeli olusturmak olmalidir. Literatiirde heniiz NAYPH i¢in olusturulmus bir
hayvan modeli bulunmamaktadir. Literatiirdeki pankreas caligmalarinin farkli yontemlerle
pankreasta yaglanma olusturmaya ¢alismasi, sonuglarin birbirleriyle kiyaslanmasin1 6nemli
Olgtide smirlamaktadir. Gegerli ve gilivenilir bir hayvan modeli olusturulmasi, yagh
pankreas calismalarina hiz verecek ve birbiri ile karsilastirilabilecek sonuglar elde
edilmesini saglayacaktir. Bu yondeki gereklilik konu hakkinda yakin donemlerde

yayinlanan dnemli derlemelerde de 1srarla vurgulanmistir [5, 6].

Dolayist ile bu tez caligmasinin amaci, alkolik olmayan yagli pankreasta ekzokrin

fonksiyonlarin incelenmesi i¢in bir hayvan modeli olusturmaktir.

Bu calisma ile alkolik olmayan yagli pankreasin olusma siireci ve fizyolojik sonuglar ile
birlikte pankreastaki yaglanmanin ekzokrin fonksiyonlari iizerine etkisi incelenecek ve bu
calisma sonucunda literatiirde bir ‘ilk’ olacak bir hayvan modeli olusturularak; ileride

yapilacak bilimsel ¢caligmalar i¢in temel basamak olusturmasina katki saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Etik kurul

Calismanmiz protokoliinde kullanilacak hayvanlarm etik kurul izni Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alimmistir (Sayr numarasi: E-66332047-
604.01.02-254421, Kod numarasi: G.U.ET-22.002). Bu calismanin in-vivo c¢alismalar
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’'nde (GUDAM) yapilirken; in-vitro calismalar1 ise Gazi Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi seklinde ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Fizyoloji ve Histoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda yiiriitiImistiir.
3.1.2. Deney hayvanlar

Calismamizda agirliklart 18-30 gram araliginda olan 32 adet eriskin erkek C57BL/6 fare
kullanilmigtir. Fareler normal oda sicakliginda ve 12 saatlik aydinlik- karanlik dongiisiinde
barindirilmis olup; ad libitum beslenmislerdir. Igme suyu olarak ise normal musluk suyu

tikketmislerdir.
3.1.3. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlari

Bu calismada kullanilan laboratuvar geregleri Gazi Universitesi Fizyoloji Arastirma
Laboratuvarlari’na ait olup; cihazlarin marka/model o6zellikleri Cizelge 3.1° de

listelenmistir.
3.1.4. Kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan cesitli kimyasal sarflar, kullanilan kitler, imalat¢1 firma, katalog

numaralart gibi 6zellikleri ile beraber ilgili Cizelge 3.2 de listelenmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuvarda kullanilan malzemeler

Alet/Cihaz Adx Marka/Model

1. Santrifiij MPW-350, Polonya

2. pH metre Eutech Instruments, Singapur
3. Derin dondurucu (-80 °C) Sanyo, Japonya

4. Buzdolabi (-20 °C) Argelik, Tirkiye

5. Buzdolabi (+4 °C) Arcelik, Tiirkiye

6. Distile su/Saf su cihaz1 MES, mpMINIpure

7. Hassas terazi Sartorius Basic, Almanya

8. Vorteks Niive NM 110-020488, Tiirkiye
9. Isiticith manyetik karistiric Asistent, TMA 2071

=
o

. Steril enjektor (1-5 mL)

RN
[ERN

. Insiilin enjektorii

=
N

. Pastor Pipeti

[N
w

. Cerrahi malzemeler (Pens, makas, vb)

14. Mikroskop

15. Goriintileme Cihazi

Genject
Genject
Labor Teknik

Leica DM-4000B
Leica DM-4000B

16. Sar1 Kapakh (jelli) tiip BD 367955

17. Nitril EIldiven Dolphin

18. Lam Patolab

19. Lamel Microcult

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal/malzeme adi Katalog numarasi imalat¢1 Firma

1. Yiiksek yagh yiiksek siikrozlu ozel C1090-45 Altromin
diyet

2. Sudan 3 boyasi LB.NOR.117300.0100 Norateks

3. Hematoksilen BO05-06004/L Bio-Optica

4. Eozin 6766007 Thermo
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3.2. Yontem
3.2.1. Arastirma plani

Fareler, her grupta 8 hayvan olmak tizere; 2 deney ve 2 kontrol grubu olarak 4 gruba
rastgele ayrilmistir. Gruplara ayrildiktan sonra hayvan iiretim odasindan, devam etmekte
olan caligmalara ayrilmig hayvanlarin bulunduruldugu odaya alinan farelerin yeni
ortamlarinda 1 hafta uyum siireci gecirmeleri saglanmistir. Bu 1 haftalik siire¢ icerisinde
deney gruplarmin yiiksek yag yiliksek siikroz (HFHSD)* diyetine aligmalar1 da
saglandiktan sonra asagida belirtilen beslenme protokolii ile deney grubundaki fareler
yiiksek yag yiiksek siikroz diyeti ile beslenirken; kontrol grubu hayvanlar standart diyet
(SD) ile beslenmislerdir. Igme suyu olarak tiim hayvanlar normal ¢esme suyu
tiketmislerdir. Hayvanlarin yem tiiketimi miktarlart ve Kilo takibi haftalik olarak

gerceklestirilmistir.

* HFHSD enerji bazinda %44 karbonhidrat (%16 siikroz), %42 yag ve %14 protein
icermekte (yaklasik 20 kj/g) iken GUDAM’da kullanilmakta olan standart diyet %75
karbonhidrat, %18 protein ve %7 yag (toplam 15.9 kj/g) igcermektedir.

Cizelge 3.3. Beslenme protokolii

Deney Grubu 1 HFHSD* 6-8 Hafta
Deney Grubu 2 HFHSD* 10-12 Hafta
Kontrol Grubu 1 SD# 6-8 Hafta
Kontrol Grubu 2 sD# 10-12 Hafta

3.2.2. Arastirma protokolii

Tim deney siireci boyunca hayvanlarin haftalik yem tiiketimi ve kilo takipleri
yapilmigtir. Hayvanlarin kan sekeri kuyruk veninden alinan kandan glukometre

kullanilarak protokole dahil edildikleri ve protokoliin sonlandirildig: giinlerde dl¢iildii.
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Beslenme protokolii tamamlanan hayvanlar sakrifiye edilmeden 1 saat kadar once teker
teker kiiciik, talagsiz, yeme ve suya ulasimi saglanan kafeslere alindilar. Her bir hayvan
gaytada yag analizi i¢in yeterli miktarlarda (yaklasik 1-1,5gr) diskilayana kadar takip
edildi. Gaytada yag analizi ayni giin igerisinde Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve

Histoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Gayta toplama islemleri tamamlanan fareler intraperitoneal ketamin enjeksiyonu (45
mg/kg) ile anestezi altina alinip intrakardiyak kanlar1 alinarak eksanguine edildi. Sari
kapakli jelli serum ayirma tiipline alinan kan ile amilaz, lipaz degerleri ve lipidemik
parametreler (kolesterol, trigliserid, HDL, LDL) Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi seklinde analiz edildi.

Farelerden cikarilan pankreas dokusu ve visseral yaglanmanin bir belirteci olarak
kullanilan periepididimal yagin (Resim 3.1.) agirliklar1 hassas terazi ile 6lgiildii. Daha

sonra pankreaslar histopatolojik degerlendirmelerde kullanilmak tizere formole alindi.

Resim 3.1. Periepididimal Yag Goriintiisii

3.2.3. Gaitada yag analizi

Hayvandan toplanan gaitalar kiigiik bir ependorfa alindi. Ependorfa alinan gaytanin {izerine
gayta miktar1 kadar distile su eklendi. Fare gaitas1 yogunlugunun insan gaitasina kiyasla
daha yogun olmasi sebebiyle bir siire suyun iginde yumusak bir kivam almasi beklendi.

Daha sonra ependorf agzi kapali bir sekilde gaita ve distile su tamamen karigana kadar
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vortekslendi. Karisma islemi tamamlanan gaitalar ayni ependorf igerisinde 3000 rpm hizda

5 dk siire ile santrifiij edildi.

Iki tabaka haline gelen gaitanin en iistteki sulu kismindan bir miktar pastdr pipeti ile alind
ve lama damlatildi. Uzerine 1 damla Sudan-3 boyasi eklenerek pastor pipetinin ucu ile
yavag¢a homojen hale gelene karistirildi. Lam {izerinde homojen hale gelen sivi karigimi

mikroskop altinda x10’1uk biiytitme ile incelendi.

Gaita yaymasinda yagin tanimlanmas i¢in kullanilan kriterler; damlacigin hatlar1 belirgin,

yuvarlak sekilde ve saydam olmasidir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Gaitada Yag Mikroskopik Goriintiisii

Gaita yaymasinin rastgele segilen 10 farkli alani tarandi. Her bir alanda tespit edilen yag
partikiilleri Kiigiik, Orta ve Biiyiik olarak siniflandirildi ve kagar tane goriildiigii not edildi.
Sonrasinda birim alandaki agirliklandirilmis yag miktar1 asagidaki skorlama yontemi

kullanilarak hesaplanda.

Gaitada Yag Skoru= (Kii¢iik yag adet X1 + Orta yag adet X 2 + Biiyiik yag adet X 4) /

taranan alan sayis1 ( Es. 3.1.)
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3.2.4. Kan biyokimya analizleri

Derin anestezi altindaki farelerden intrakardiyak yontemle sar1 kapakli serum ayirma
tiplerine alinan kandan amilaz, lipaz, kolesterol, trigliserid, HDL ve LDL o6lgtimleri Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda hizmet alimi seklinde

yapilmustir.

3.2.5. Histolojik degerlendirmeler

Pankreas dokusu %10’luk nétral formalinle tespit edildikten sonra artan derecelerde etil
alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolde
seffaflandirma islemi yapilan pankreas dokusu parafine gomiildi. Parafin bloklardan
mikrotom ile 4 pm kalinliginda kesitler alinarak uygun deparafinizasyon ve rehidratasyon
asamalarini takip ederek doku kesitleri histopatolojik inceleme ic¢in hazir hale getirildi.
Kesitler, hematoksilen-eozin ile boyanarak lamlar entellan ile kapatildi. Boyanan doku

orneklerinden Leica DM 4000B bilgisayar destekli 151tk mikroskobunda goriintiilendi.

3.2.6. istatistiksel analiz

Deneyler sonucu elde edilen veriler Jamovi istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
Veriler ortalama ve standart sapma olarak ifade edilip, p<0.05 bulundugunda gruplar
arasindaki fark anlamli kabul edildi. Coklu grup karsilastirmalari Kruskal-Wallis testi ile
yapilmis anlamlilik bulundugu taktirde post-hoc test olarak Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
testi kullanilmastir. ikili grup karsilastirmalart Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda NAYPH’da ekzokrin fonksiyonlarin incelenmesi i¢in hayvan modeli
olusturmak amaci ile glinlimiizde siklikla tercih edilen bati tarz1 diyete benzerlik gosteren
HFHSD (yiiksek yag ve yiiksek siikrozlu diyet; High Fat High Sucrose Diet)
kullanilmistir. Stire¢ boyunca gelisen ekzokrin pankreas fonksiyonlarindaki degisiklikler
kan ve gayta ornekleri kullanilarak analiz edildi. Ayrica pankreas dokusu histopatolojik

olarak incelendi.
4.1. Agirhik Degisimleri

Hayvanlarin ¢alismaya dahil edildigi giinden sakrifikasyonun gergeklestigi gline kadar her
hafta agirliklan 6lgiilerek kaydedilmistir.

*# *

Baslangic 6.hafta Baslangic 6.hafta Baslangic 10.hafta Baslangic 10.hafta

25

=]

Aignlrllk (g)

10

w

0

Sekil 4.1. Farelerin baglangic ve son ortalama agirlik degisimleri.

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Baslangi¢ ile son agirlik olgiimleri arasindaki anlamlilig;

* Aymi haftalardaki kontrol ile diyet gruplar arasindaki anlamhiligi gstermektedir.

Protokoliin baslangicinda gruplardaki hayvanlarin agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunmamaktaydi. Gruplarin protokol oncesi ve sonrasi agirliklart kendi
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aralarinda karsilastirildiginda ise sadece D6-8 grubunda anlamli fark yakalanmistir

(p=0,015).

Ayrica 6. hafta sonunda K hayvanlari ile D hayvanlarinin agirliklar1 arasinda (p=0,006) ve
10. hafta sonunda K hayvanlari ile D hayvanlarinin agirliklart arasinda (p=0,04)

istatistiksel olarak anlamli artis fark edildi.

Cizelge 4.1. Farelerin baslangi¢ ve son ortalama agirlik degerleri ()

Ke-8 D6-8 K10-12 D10-12
Baslangic 6.hafta Baslangic 6.hafta Baslangic 10.hafta Baslangic 10.hafta
ort 24,22 25.61 25.98 28.92*" 24,72 25.77 25.68 28.66*
STD 3.49 0.99 2.26 161 1.83 1.48 2.92 2.96

*Baslangig ile son agirlik dlgiimleri arasindaki anlamliligi;

# Aymi haftalardaki kontrol ile diyet gruplari arasindaki anlamlihg: gostermektedir.

4.2. Kan Sekeri Diizeyleri

Hayvanlarin ¢alismaya dahil edildikleri giin ve sakrifikasyon giinii anestezi verilmeden
once Olgiilen kan sekeri degerleri kaydedildi. Hayvanlarin baslangic kan sekeri diizeyleri
istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip ve gruplar arasinda fark
goriilmemistir. Hayvanlarin protokole dahil edildikleri giin ve sakrifikasyon giinii anestezi

oncesi Olciilen ortalama kan sekeri degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farelerin baslangi¢ ve son ortalama kan sekeri degerleri (mg/dL)

Gruplar K6-8 (n=7) D6-8 (n=7) K10-12 (n=7) D10-12 (n=8)
Baslangig 99,9+12,95 109+13,9 116,4+¢7,82  108,8+11,12
Son 140,4432,46 *  140,3+21,16* 118+10,61 131,649,65*

*Her grubun kendi i¢inde baslangi¢ i¢iimiine gore anlamlilik
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Sekil 4.2. Farelerin baslangi¢ ve son ortalama kan sekeri degisimleri.

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta
boyunca beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol
grubu ve D10-12. HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Baslangi¢ ile son seker olgiimleri
arasindaki anlamlilig gostermektedir.

Her grubun kendi iginde baslangic ve son degerleri olmak {izere ikili grup
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Analiz sonucunda K6-8, D6-8 ve
D10-12 gruplarinda anlamli artis goriilmiistiir (K6-8 baslangig-son p=0,009, D6-8
baslangi¢-son p=0,021 ve D10-12 baslangig-son p=0,005). K10-12 grubunun baslangi¢ ve

son ortalama kan sekeri diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark bulunamamuistir (p=1).

4.3. Pankreas Agirhk Olgiimleri

Deney sonunda, hayvanlar derin anestezi altindayken ¢ikarilan pankreas dokusunun
agirhigr hassas terazi ile Olgiildii. Hayvanlarin ortalama pankreas agirliklart istatistiksel
olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, kontrol ve diyet gruplarimin ikili grup
karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Diyet uygulamasi pankreas

agirliklarinda anlaml bir degisiklik olusturmamustir.
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Cizelge 4.3. Farelerin ortalama pankreas agirliklari (g)

Pankreas agirhgi(g)

K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 0.15 0.17 0.17 0.15
STD 0.021 0.046 0.055 0.038
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Sekil 4.3. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin ortalama pankreas agirliklari (gram)

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu

4.4. Periepididimal Yag Agirhik Olgiimleri

Deney sonunda, hayvanlar derin anestezi altinda iken epididimisin etrafindaki yag dokusu
ayrildi ve agirhigr hassas terazi ile 6l¢lildii. Hayvanlarin ortalama periepididimal agirliklar
istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi (p<0,001), kontrol ve diyet
gruplariin ikili grup karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildu.
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Cizelge 4.4. Farelerin ortalama periepididimal yag agirliklari (g)

Epididimal yag agirhgi(g)
K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 0.3 0.58* 0.28 0.72*
STD 0.05 0.197 0.137 0.256

*Diyet gruplarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamliligini gostermektedir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin ortalama periepididimal yag agirliklar:
(gram)

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhiligi
gostermektedir.

D6-8 grubunun K6-8 grubuna kiyasla ortalama periepididimal yag agirlhiginda anlaml artig
gozlemlenmistir (p=0,006). Aynm1 sekilde D10-12 grubunun ortalama periepididimal yag
agirhgi K10-12 grubuna kiyasla anlamli derecede artmisti (p=0,002).
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4.5. Gaitada Yag Analizi
Yapilan mikroskopik inceleme sonu hesaplanan agirliklandirilmis gaita yag diizeyleri ikili

gruplar arasinda Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmis ve K10-12 ile D10-12 gruplari
arasinda anlamli fark gériilmistiir (p=0,038)

2,5

N

Gaytada yag skoru
"

=

0,5

BK6-8 BD6-8 MK10-12 @8D10-12

Sekil 4.5. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin gaitada yag skoru
K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.

HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhiligi
gostermektedir.

4.6. Kan Lipaz Diizeyleri

Protokol sonunda hayvanlardan alinan kan lipaz diizeyleri tiim gruplar arasinda Kruskal-

Wallis testi ile degerlendirildi ve gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.5. Farelerin kan lipaz diizeyleri (U/L)

Lipaz

K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 48.6 46.5 36.5 43
STD 5.23 3.97 9.44 7.56
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4.7. Kan Amilaz Diizeyleri
Hayvanlarin amilaz diizeyleri tiim gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi ile karsilagtirildi ve
p=0.004 bulundugu icin post-hoc test olarak Dwass-Steel-Critchlow-Fligner testi

uygulanarak hem K6-8 ile D6-8 gruplar1 arasinda hem de K10-12 ile D10-12 gruplar
arasinda anlamli fark bulundu (sirastyla p=0.041; p=0.02).

Cizelge 4.6. Farelerin kan amilaz diizeyleri (U/L)

Amilaz
K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 2019,0 2371,3* 1965,3 2342,7*
STD 132,86 160,24 148,4 261,83

*Diyet gruplarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamhihigini géstermektedir.
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Sekil 4.6. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin kanda amilaz diizeyleri

Amilaz (U/L)

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhiligi
gostermektedir.

4.8. Kolesterol Diizeyleri

Protokol sonunda hayvanlardan alinan kan kolesterol diizeyleri tiim gruplar arasinda

Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi ve p<0.001 bulundugu i¢in post-hoc test olarak
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Dwass-Steel-Critchlow-Fligner testi uygulanmis ve hem K6-8 ile D6-8 gruplari arasinda
hem de K10-12 ile D10-12 gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (sirastyla p=0.014;
p=0.007).

Cizelge 4.7. Farelerin kolesterol diizeyleri (mg/dl)

Kolesterol (mg/dl)
K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 59.2 125.6* 51.8 112.7*
STD 10.29 19.26 3.23 16.26

*Diyet gruplarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamliligini géstermektedir.

160.0

140.0 %k

120.0

100.0

80.0

Kolesterol (mg/dL)

40.0

Ke-8 De-8 K10-12 D10-12

Sekil 4.7. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin kolesterol diizeyleri

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta
boyunca beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol
grubu ve D10-12. HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplart
arasindaki anlamliligi gostermektedir.

4.9. Trigliserid Diizeyleri

Protokol sonunda hayvanlardan alinan kan trigliserid diizeyleri tim gruplar arasinda
Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi ve p=0.008 bulundu. Devaminda Mann-Whitney U
testi kullanilarak yapilan ikili grup karsilagtirmalarinda hem K6-8 ile D6-8 gruplari
arasinda hem de K10-12 ile D10-12 gruplari arasinda anlamli fark bulunmustur (sirasiyla
p=0.022; p=0.029).



Cizelge 4.8. Farelerin trigliserid diizeyleri (mg/dl)
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Trigliserid (mg/dl)

K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 38.2 68.9* 69.2 49.7*
STD 10.9 25.03 18.17 11.81

*Diyet gruplarimin kontrol gruplarmma kiyasia anlamliligini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin trigliserid diizeyleri

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhiligi

gostermektedir.

4.10. HDL Diizeyleri

Protokol sonunda hayvanlardan alinan kan HDL diizeyleri tim gruplar arasinda Kruskal-

Wallis testi ile degerlendirildi ve p<0.001 bulundugu i¢in post-hoc test olarak Dwass-Steel-

Critchlow-Fligner testi uygulanmis ve hem K6-8 ile D6-8 gruplari arasinda hem de K10-12

ile D10-12 gruplari arasinda anlamli1 fark bulunmustur (sirasiyla p=0.014; p=0.007).
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Cizelge 4.9. Farelerin HDL diizeyleri (mg/dl)

HDL (mg/dl)
K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 41.92 85.55* 34.44 74.93*
STD 6.68 12.94 2.5 11.82

*Diyet gruplarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamliligini gostermektedir.
yer grup grup Y g
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Sekil 4.9. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin HDL diizeyleri

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhilig

gostermektedir.

4.11. LDL Diizeyleri

Protokol sonunda hayvanlardan alinan kan LDL diizeyleri tim gruplar arasinda Kruskal-
Wallis testi ile degerlendirildi ve p<0.001 bulundugu i¢in post-hoc test olarak Dwass-Steel-

Critchlow-Fligner testi uygulanmis ve hem K6-8 ile D6-8 gruplar1 arasinda hem de K10-12

ile D10-12 gruplari arasinda anlamli1 fark bulunmustur (sirasiyla p=0.014; p=0.006).




Cizelge 4.10. Farelerin LDL diizeyleri (mg/dl)

33

LDL (mg/dl)
K6-8 D6-8 K10-12 D10-12
Ort 19.1 47.8* 14.75 40.13*
STD 3.21 7.15 1.52 5.02

*Diyet gruplarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamliligini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarin LDL diizeyleri

K6-8; standart diyet ile 6-8 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D6-8. HFHSD ile 6-8 hafta boyunca
beslenen diyet grubu, K10-12.Standart diyet ile 10-12 hafta boyunca beslenen kontrol grubu ve D10-12.
HFHSD ile 10-12 hafta beslenen diyet grubu *Kontrol ve diyet gruplari arasindaki anlamhiligi

gostermektedir.

4.12. Histolojik Gozlemler

Calisma siirecinde tiim hayvanlarin pankreaslar1 alinarak gerekli protokoller ¢ercevesinde

parafin bloklara gomiilmiistiir. Hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi sonrasi yapilan

incelemelerde K6-8 ile K10-12 arasinda belirgin bir fark goze ¢arpmadi. Diger taraftan D6-

8 kesitlerinde hiicre i¢i daha fazla olmak iizere hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 yag

birikimleri bazi alanlarda goze ¢arparken, D10-12 kesitlerinde hemen tiim alanlarda

belirgin yaglanma gozlendi.
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Resim 4.1. H&E boyamasi yapilmis pankreas kesitlerinin mikroskop goriintiileri ( Y )
Oklarin ucu yag birikim alanlarin1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

5.1. Yonteme Yonelik

NAYPH genel popiilasyonda %35 ve obez bireylerde %60’lara kadar ¢ikan bir yayginliga
sahiptir[4, 17]. Pankreasin sahip oldugu hayati fonksiyonlar bu hastaligin ne kadar 6nemli
oldugunu gostermektedir. Klinik seyri ciddi endokrin ve ekzokrin fonksiyon kayiplarina ve
hatta kansere kadar ilerleyebilmesine ragmen giiniimiizde halen tedavisi i¢in etkin bir
yontem gelistirilememistir. Bu durumun Oncelikle sebebi pankreas patolojilerinin
aragtirilmasindaki zorluklar yaninda literatiirde biriken ¢aligmalarin standart bir prosediir
kullanmamasindan dolayr sonuglarinin genellenememesidir. Bu tez ¢alismasinda
yaglanmanin pankreasin ekzokrin fonksiyonlarmin incelenebilmesi i¢in bir yontem

tanimlanmaya calisilacaktir.

Bu tez c¢alismasinda C57BL/6 fareleri ve beslenme i¢in HFHSD tiiriinii tercih etmemizin
onemli nedenleri bulunmaktadir. Oncelikle literatirde bu hayvan tiirii ile yapilmis
caligmalarda C57BL/6 farelerin obezite ve komorbiditeleri i¢in en sik kullanilan hayvan
tirli oldugu gozlemlenmistir [40-43]. Wistar albino siganlar ile C57BL/6 farelerin
kiyaslandig1r bir ¢alismada, HFHSD ile beslenen C57BL/6 farelerde sicanlara kiyasla
retroperitoneal yaglanmanin anlaml derecede daha az oldugu, epididimal yaglanmanin ve
serum lipid diizeylerinin ise anlamli derecede daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Bu bilgi
bize farelerin bu diyet tiirii ile daha ¢ok organ yaglanmasina hassas oldugunu, si¢anlarin ise
direngli oldugunu ifade ederken; ayni zamanda farelerin siganlara kiyasla metabolik
sendrom gelistirmeye daha yatkin oldugunu gdstermektedir [44, 45]. Bu c¢alismada
hayvanlarin periepididimal yag miktarin1 hem agirlik 6l¢iimii ile degerlendirdik hem de es
biiyiitmede fotografladik (Resim 5.1). Literatiirle uyumlu sekilde HFHSD ile besledigimiz
diyet grubu hayvanlarimizin periepididimal yag miktar1 kendi kontrol degerlerinden
belirgin sekilde yiiksekti. Diger taraftan, D6-8 ile D10-12 gruplarinin periepididimal yag
miktar1 arasinda gozlemledigimiz artis (D6-8; 0.59 + 0.2, D10-12; 0.73 + 0.26 g, n=7-8)

istatistik anlamliliga ulagsmadi.
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Resim 5.1. Kontrol ve diyet grubu hayvanlarindan periepididimal yaglanmadaki degisim
goriintiileri

Chen ve arkadaglarimin ¢alismasinda ayrica C57BL/6 farelerde yliksek yaglh diyet (HFD)
ve HFHSD ile beslenme kiyaslanmis ve HFHSD ile beslenen farelerin HFD ile beslenen
farelere gore kolesterol diizeylerinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Ek olarak, C57BL/6 farelerde kombine bir diyetin (yiiksek yag yiliksek
siikroz diyeti) etkinliginin daha ayrintili degerlendirilmesi gerektigi de ozellikle
vurgulanmigtir [45]. Ayrica bu diyet tiirii insanlarin siklikla kullandigi bat1 tarz1 diyet tiirii
ile benzerlik gostermektedir ki; giinlik yasamda insanlar sadece yag ya da sadece
karbonhidrat odakli sekilde beslenmemektedirler. Uzun siirelerle HFHSD ile beslenen
sicanlarin insanlardakine benzer sekilde obezite, glukoz intoleransi, hiperglisemi ve alkolik
olmayan karaciger hastaligi gelistirdigi tespit edilmistir [46]. Sonug¢ olarak, HFHSD tiirii
ile beslenen C57BL/6 farelerin insanlarda gelisen patolojilerle benzer sekilde patoloji
gelistirmesi ve bu diyet tiirli ile diger hayvan tiirlerine kiyasla organ yaglanmasina olan
yatkinligr ‘tiir’ ve ‘diyet’ secimimizde belirleyici olmustur. Esas olarak yagli pankreasi
degerlendirmek istedigimiz i¢in farelerde diyabet gelisimi bu c¢alismanin sonuglar igin
karigtirict bir faktor olarak karsimiza ¢ikabilirdi ki sadece yiiksek yag degil ayn1 zamanda
yiiksek siikroz bulunduran bir diyet bu riski artirabilirdi. Calismamizda bu olasilig1 yine
hayvan se¢imimizle minimalize etmeye calistik. SOyle ki, literatiirde C57BL/6 farelerin
insiilin sekresyonunun azalmasi nedeni ile glukoz intoleransi gelistirebildiklerini sdyleyen
caligmalar olsa da bu tiir genel olarak higbir zaman belirgin diyabet gelistirmemeleri ile
gbze ¢arpmaktadir [47]. Bu ¢alisma sirasinda kaydedilen en yiiksek kan glukoz degerlerine
bakildiginda kan glukozu K6-8 grubunun bir hayvaninda 197 mg/dl diizeyine ulagsmisken,
bunun disindaki hayvanlarimizda en yiiksek kan glukoz degerleri 160-170 mg/dl arasinda
degismistir. Tim bu degerler C57BL/6 fareler igin bozulmus glikoz toleransina isaret

edebilse de diyabetik diizeye ¢ikmamaktadir.

Baglangic agirlik ve kan sekeri diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde

hayvanlarin gruplara rastgele dagiliminin uygun sekilde saglandigini goriilmektedir. Bu
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homojen dagilim sonrasi tiim gruplarin ortalama agirlik degeri protokol boyunca
beklendigi gibi artis gosterse de sadece D6-8 grubunda istatistiksel anlamlilik
gosterilebilmistir. Bu durumun nedenlerinden biri eslestirilmis test kullanamamamiz
olabilir. Soyle ki, C57BL/6 farelerin kuyruk renginin koyu olmasi ve kuyruk yapisindan
kaynakli olarak kafesteki hayvanlarin birbirinden ayrilabilmesine olanak saglayan kuyruk
numaralandirmas: yapilamamistir. Bu nedenle haftalik kilo takipleri kafeslerdeki
hayvanlarin agirliklarinin ortalamasi alinarak yiiritiilmiistiir. Numaralandirmanin uygun
sekilde yapilabilmis olmasi istatistiksel yontem olarak eslestirilmis testlerin kullanimina
olanak saglayarak gruplarin protokoliin baslangicindan bitisine kadarki agirlik

degisimlerini daha saglikli degerlendirmemize imkan saglayabilirdi.

Calismada literatiirle uyumlu sekilde HFHSD ile beslenen hayvanlarda kan sekeri
diizeylerinin artti@i gézlemlendi [48, 49]. Diger taraftan K10-12 grubunda kan sekeri
diizeylerinde anlaml bir fark gézlemlenmemisken K6-8 grubunda belirgin bir anlamlilik
kaydedildi. Bu sonu¢ beklenenin oldukca disinda kalmistir ve gruba ait diger veriler;

agirlik takibi, pankreas ve periepididimal yag agirhigi ile de uyumluluk géstermemektedir.

Bu ¢alismada gruplar arasinda pankreas agirliklarinda da anlamli bir fark saptanamadi. Bu
yine beklemedigimiz bir sonugtu c¢iinkii literatiirde ilerleyen yasla birlikte C57BL/6
farelerin pankreasinda yaglanmanin artigi gosterilmistir [37]. Ayrica HFHSD ile de
pankreasta yaglanmanin artmasi beklenir [50]. Yaglanmadaki artisin pankreas agirligina
yansimasinin beklenmesi sasirtict olmamalidir ancak bizim verilerimize gore pankreas
agirhigr anlamli sekilde artmamanin 6tesinde K10-12 grubunda 0,174 + 0,055 olan deger
D10-12 grubunda 0,157 + 0,038’e gerilemistir. Bu bulgu aslinda yiiksek yagh diyetle
beslenme sonucu olusan yagli pankreasta ilerleyen haftalarda fibrosiz gelisiminden
kaynaklaniyor olabilir[51]. Diger taraftan Nascimento ve arkadaslari bu ¢alismaya benzer
sekilde C57BL/6 fareleri HFHSD ile beslenmenin pankreas agirhigimi degistirmedigini
rapor etmistir [52].

Periepididimal yaglanma literatiirde obezite ile yakindan iligkilendirilmektedir. Obezitenin
de visseral yaglanma ile ilgisi bilindigi i¢in bu g¢alismada periepididimal yaglanmanin
visseral pankreatik yaglanma ile iligkisi olup olmadigini inceledik [50]. Periepididimal yag
miktart hem D6-8 hem de D10-12 gruplarinda kendi kontrollerine gére daha yiiksek

bulundu. Bu veri hayvanlarin agirlik degisimleri ile uyumluydu. Yine histolojik
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goriintiilerimizde hem D6-8 hem de D10-12 gruplarinda kendi kontrollerine gore
yaglanmanin arttig1 gosterilmis olmasmnin periepididimal yag verilerimiz ile uyumlu

oldugunu diisiinmekteyiz.

Bizim ulasabildigimiz kadar1 giiniimiizde halen pankreas yaglanmasinin ekzokrin
fonksiyonlar1 ne diizeyde etkiledigine yonelik dolayli da olsa bir veri saglayabilen ¢ok az
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan 4 insan c¢alismasinin 2’si radyolojik
gorlintiilemeler ile tespit edilen yagl pankreas hastalarinin amilaz diizeylerinin saglikli
kontrollere gore daha diisiik oldugunu rapor ederken, biri arada korelasyon olmadigini, biri
ise yagl karacigerle beraber goriilmesi halinde amilaz diizeyinin arttigin1 ifade etmistir. 3
hayvan calismasinin ikisinde yagli diyet uygulamasi ile amilaz diizeyinin degismedigi
soylenirken, ¢alismalarin birinde amilaz diizeyini artig1 gosterilmistir [53-56]. Bu kadar
kisith sayida calisma ile herhangi bir genellemenin yapilmasit miimkiin olmasa da insan
caligmalarinin ¢ogunda amilazin diisiik bulunmasinda radyolojik goriintiileme ile hastaligin
ancak ileri evrelere ulasildiginda tespit edilebiliyor olmasinin etkisi olabilir. Ki ileri evre
pankreas yaglanmasinda asiner hiicre kayb1 oldugu daha once gosterilmistir [51]. Bizim
sonuclarimiz Csonka ve arkadaglarinin bulgular1 ile ortiismektedir. Onlar caligmalarinda
tek sonlanim noktasi olarak 12. haftay1 kullanmis ve yiiksek kolesterollii diyetle beslenen
hayvanlarin amilaz diizeyinin arttigin1 gostermistir [57]. Bizim sonuglarimiz ekzokrin
pankreas fonksiyon bozuklugunun bir gdstergesi olabilecek serum amilaz diizeyinin 6-8.

haftalarda basladigin1 ve devam eden siiregte yiiksek kaldigini gostermektedir.

Ekzokrin pankreas fonksiyonunun bir diger gostergesi serum lipaz diizeyidir. Ancak bu
parametreyi degerlendiren ¢alisma sayis1 amilaza gore bile ¢ok diisiiktiir. Ulasabildigimiz 2
insan caligmasindan biri yaglanma ile lipaz diizeyi arasinda iliski gosteremezken digeri
artig rapor etmistir [28, 56]. Diger taraftan 2 hayvan calismasi yiiksek yagli beslenme
sonrasi lipaz diizeylerinin degismedigini gostermistir [48, 57]. Bu ¢alismanin sonuglari da

literatiirde bulunan hayvan ¢aligmalari ile uyumlu bulunmustur.

Ekzokrin pankreas yetmezligini tespit etmekte kullanilan Onemli bir test gaita yag
analizidir. Pankreasin ekzokrin salgilar1 listelendiginde etkinligi gastrointestinal sistemin
diger kisimlar tarafindan kompanse edilemeyen tek enzim lipazdir. Dolayisi ile ekzokrin
pankreas yetmezliginin belki de en dnemli belirtisi steatoredir (yagl gaita). Ancak klinik

caligmalar steatore goriilmesi i¢in pankreatik lipaz salgisinin normalin %10’u ve altina
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diismesi gerektigini gostermektedir [11]. Bu ¢alismada D6-8 grubu hayvanlarinin
agirliklandirilmis gaita yag analizinde kontrole gore bir artis goriilse de istatistiksel olarak
anlamli degildi. Ancak D10-12 grubu hayvanlarinin bulgular1 gaita yag miktarinin belirgin
sekilde arttigin1 dolayisi ile bu hayvanlarin artik ekzokrin pankreas yetmezligine girmis

olduklarini gostermektedir.

Kan yag parametreleri incelendiginde kolesterol, HDL ve LDL diizeylerinin HFHSD alan
gruplarda 6-8. haftalarda yiikseldigi ve devam eden siiregte yiiksek kaldigi gériilmektedir.
Bu yiiksek yagl diyetle beslenmenin beklenen dogal bir sonucudur. Diger taraftan TG
diizeyi D6-8 grubunda ayni1 haftaya ait kontrol grubuna gore yiiksek bulunurken D10-12de
kendi kontroline goére anlamli derecede disiis gostermistir. Ekzokrin pankreas
yetmezliginin steatore yaninda bir diger bulgusu kanda lipid parametrelerinde diisiis
goriilmesidir[11]. Bu sonu¢ yine 10-12 haftaya uzayan siire¢lerde yetmezlik gelisiminin
goriildiiglinii diistindiiriir. TG hidrolizinin %70’se kadar ¢ikan bir kismindan pankreatik
lipazin sorumlu oldugu diisiiniildiigiinde ilk etkilenen yag parametresinin bu olmasi
sasirtic1 degildir. TG diizeyi 10-12. Haftada anlamli sekilde diisen tek kan yag parametresi
olsa da aslinda kolesterol, HDL ve LDL diizeyleri de tablo ve grafiklerimizde goriildiigii
gibi HFHSD alan gruplarda 6-8. haftalarda ulastigi degerlerden 10-12. haftalarda daha
asagiya diismektedir.

Sonuglarimizin hepsi bir arada degerlendirildiginde; kullandigimiz hayvanda bu diyet tiirii
pankreas ekzokrin fonksiyonunu etkilemistir. 6-8.haftalarda goriilen bulgular pankreas
hasarmin yaglanma diizeyinde kalmig olabilecegini gosterirken; 10-12.haftalardaki
bulgular pankreas hasarinin yaglanmanin Otesine gegctigini diislindiirebilir. Bu nedenle
pankreas yaglanmasi ile ilgili yapilacak ¢alismalarin 6-8 haftalik protokollerin; ileri diizey
pankreas hasari ¢aligmalari i¢in ise 10-12 veya daha ileri haftalik protokollerin kullanilmasi

gerektigi gorlisiindeyiz.

5.2. Cahsmanin Kisithhiklari

Calismamizin kendi i¢inde bazi kisithiliklart mevcuttu. Calisma siirecimiz yiiksek lisans
programu siiresi ile kisitli oldugu i¢in arastirma protokoliine ek gruplar eklenerek ekzokrin
pankreas fonksiyonundaki degisimlerin zamanlamasi daha ayrintili goézlemlenebilirdi.

Ayrica hastaligin fizyopatolojisini agiklamaya yonelik olarak doku diizeyinde inflamatuar
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stirecler ve oksidatif stres parametreleri degerlendirilebilirdi. Calismamizin bir diger

limitasyonu ise yine zaman kisitlilig1 nedeniyle histolojik olarak pankreas yaglanmasinin

hematoksilen & eozin boyali preparatlar tizerinden skorlanmasinin yapilamamis olmasidir.

5.3. Gelecege Yonelik Arastirma Planlar:

Yukarida bahsedilmis limitasyonlardan bir tanesi olan ekzokrin pankreas
fonksiyonlarindaki degisimlerin daha ayrintili sekilde incelenmesi ve bunlarin
pankreastaki histolojik degisiklikler ile korele edilebilmesi i¢in daha dnceden
HADYEK’ten etik kurul izni alinmis ek hayvanlarimiz ile 2-4-6-8-10-12.

haftalardaki degisikliklerin ayr1 ayr1 gézlemlenmesi planlanmaktadir.

Bulgularimiz arasinda olan 10-12.haftalarda meydana degisimlerin pankreas
dokusundaki fibrotik  degisikliklerden kaynaklanip kaynaklanmadiginin
degerlendirilebilmesi i¢in pankreas kesitlerimizi Masson’s Trichrome boyasi ile

degerlendirmeyi planlamaktayiz.

NAYPH fizyopatolojisinde inflamatuar siirecler ve oksidatif stresin roliinii
degerlendirmek {iizere pankreas dokusunda IL-6, TNF-alfa, total oksidan ve

antioksidan status dl¢limleri yapilmasi planlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismaya ait bulgularimiz dogrultusunda sunlar1 sdyleyebiliriz;

i. C57BL/6 farcler alkolik olmayan yagl pankreas hastaligi modeli igin uygun bir

hayvan tiirtidiir.
ii. HFHSD yagli pankreas ¢aligmalarinda kullanmak i¢in uygun bir diyet tiirtidiir.

iii. C57BL/6 farelerin 6-8 hafta HFHSD ile beslenmesi pankreasta yaglanma
olusumunu baglatmaya yeterli ve ekzokrin fonksiyonlar1 olumsuz etkileyecek bir

protokoldiir.

iv. C57BL/6 farelerin 10-12 hafta HFHSD ile beslenmesi ekzokrin pankreas

yetmezligi olusturmak i¢in uygun bir protokoldiir.
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