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OZET

GECIRILMIS EKINOKOKOSIS ENFESTASYONU KARSINOM HUCRELERININ
BUYUMESINI BASKILAR MI?

AMAC: Pankreas kanseri giinlimiizde sik goriilen tedavisi gii¢ olan ve maalesef mortalite
oranlart yliksek olan hastaliktir. Ekinokokus granulosus (EG) iilkemizde sik rastlanan bir
parazittir. EG ile pankreas kanseri arasinda olumlu veya olumsuz bir etkilesimin olup
olmadig ile ilgili yapilmis herhangi bir deneysel arastirma yoktur. Paraziter hastaliklarin
timor olgularinda daha az gorildigli ve timor gelisimini baskiladigi bazi literatiir
caligmalarinda gozlemlenmistir. Bu durumun nedeni olarak immiin sistem aktivasyonunun
kanser hiicrelerini baskiladigir diisiiniilmektedir. Tedavi aragtirmalari devam etmektedir.
Calismamizin amaci pankreas kanseri ve ekinokok enfestasyonu ile arasindaki iliskiyi

saptamak elde edecegimiz sonuglari literatiir esliginde tartismaktir.

GEREC-YONTEM: Bu calisma,Necmettin Erbakan Universitesi Koniidam Deneysel Tip ve
Arastirma Merkezi ‘nde gerceklestirildi. Calismada 45 adet winster albino cins rat kullanild.
Calismada kullanilan ratlar 4 grupa ayrildi. Azaserin enjekte edilen bir grup, Ekinokokus
verilen diger bir grup, once azaserin sonra ekinokokus enjekte edilen bagka bir grup ve
kontrol grubundan olusmaktaydi. Bes aylik takip sonucunda ratlardan alinan doku
ornekleriyle patolojik preparatlar hazirlandi. imaj analizer denen bir bilgisayar programi ile
hiicrelerin tiimoéral yogunluklari, Atipik asiner hiicre fokuslari (AHHF) belirlendi, istatiksel

olarak degerlendirildi.

BULGULAR: Azaserin ve Ekinokok'un birlikte verildigi deney grubunda (Grup 4) premalign
atipik asiner hiicre fokusu (AAHF) sayisinin sadece Azaserin muamele edilen gruba (Grup 2)
gore istatiksel olarak daha az oldugunu tespit ettik. Kontrol grubu (Grupl ) ve sadece

ekinokok grubunun (Grup 3) da herhangi bir AAHF odagina rastlamadik.

SONUC: Elde ettigimiz veriler 1s18inda pankreatik atipik asinar hiicre fokuslarin Ekinokok
enfestasyonuna bagl olarak azalttigini saptadik. Daha uzun vadeli ¢alismalar konuya yeni bir

boyut kazandiracaktir. Deneysel calismalara dayali klinik yorum yapmanin sakincalarini



bilerek c¢alismadan elde edilen sonuglarin klinikte bu alanda yapilacak ¢alismalara 1s1k

tutabilecek nitelikte oldugu kanisinday1z.

Anahtar kelimeler: Ekinokokosis granulosus, pankreatik kanser, Azaserin



ABSTRACT

CAN ECHINOCOCCUS GRANULOSUS INFECTIONS INHIBIT NEOPLATIC
DEVELOPMENT OF CARCINOM CELLS?

AIM: Pancreatic cancer is a common diease which treatment is difficult with highly
mortality rates. Echinococcus granulosus (EG) is an endemic disease of our country. EG can
,nhibit some tumoral developments. Still, there is no experimental research about interaction
between pancreatic cancer and EG dealing with it is positive or negative effects. The aim of

this experimental study is to investigate the effect of EG on pancreatic cancer in rats.

MATERIAL AND METHOD: The study was carried out in Necmettin Erbakan University
Koniidam Experimental Medicine and Research Center. Fourty fives winster albino rats
divided into 4 groups: Group 1 : Injected azaserine, Group 2 : Injected protoscolex
suspansion, Group3: First azaserine and than protoscolex suspansion injected group, Group 4
: Control group. Five months lateranimals were sacrified then post mortem laparatomy was
done. Pancreas was dissected and removed for pathological evalutation. Determining the
density of tumor cells by a computer program called Image analysis was evaluated

statistically.

RESULTS: The number of pre carcinogen atypical acinar cells foci ( AACF ) in group 4
(Azaserine plus EG) was lower than in group 2 (Azaserine only). There was a statistically
difference between two groups. are less than only azaserine treated group ( Group 2), The
control group ( Group 1) and only echinococcosis group ( Group 3) did not encounter any
AAHF .

CONCLUSION: Depending on these data , we established that the number of AACF reduced
due to EG infestations. This is a experimental study . In order to make clear descion we need

some expanded animals and clinical studies.

Keywords: Echinococos granulosus, pancreatic cancer, Azaserine
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2. TEZ METNI

2.1. GIRIS ve AMAC

Ekinokokus granulosus (EG) iilkemizde sik goriilen paraziter bir hastaliktir.
Epidemiyolojik calismalar EG gibi bir kisim parazitler ile kanserlerin gelisimi arasinda bir
baglantinin oldugunu gostermektedir (1).Pek ¢ok tiimoriin etiyolojisinde bakteri ve yassi kurt
benzeri parazitlerin énemli bir rol oynadigini bilinmekte ve literatiirde bu konu hakkinda
bir¢ok yayin bulunmaktadir (2-5).

Timor etyolojisi ile ekinokok arasindaki iliski net olarak degerlendirilememistir. EG

enfestasyonlariin yaygin oldugu bdlgelerde yapilan cerrahi miidahalelerden sonra elde edilen
sonuglar; EGtarafindan meydana getirilen hidatik kistlerin mevcudiyeti ile kanser olusumu
arasinda negatif bir iliskinin oldugunu ortaya koymustur (3-5).Tiimorlerin etyolojisinde
bakteri ve parazitlerin 6nemli bir rol oynadigin1 vakalar ortaya koymaktadir. EG ve kanser
arasindaki antijenik benzerligi literatiirde bahsedilmistir (4).
Deney hayvanlarinda meydana getirilen neoplastik hiicrelerin, enfeksiyon yapan bazi
bakteriler (Listeria monocytogenes, Cornebacterium parvum) ve tek hiicreli canlilar olan
Toxoplasma gondii ve Besnoitia jellison gibi patojenlerle inhibe edildigi bilinmektedir. Bu
patojenlerle karsi organizmanin immun sistemini uyardigi ve bu yolla neoplastik gelisimi
inhibe ettigi one siiriilmektedir. Immun cevap olusturmasi (non spesifik makrofaj
aktivasyonunun tiimor hiicrelerini 6ldiirmesi ve anjiogenezin sistemik inhibisyonu gibi) bu
gozlemi desteklemektedir (5).

Ilging bir nokta olarak tiimér ve EGenfestasyonunun antijenik &zelliklerinin benzer
oldugu rapor edilmistir (6).Bagska bir calismada daEG’dan kaynaklanan miisin benzeri

peptitlerin anti timor aktiviteyi artirdigi gosterilmistir (7).

Insanlarda bulunan parazitlere bagl ortaya ¢ikmasi muhtemel ¢esitli kanser tiirlerinin
etiyolojilerinin belirlenmesi ve etkilerinin arastirilmasi 6nemlidir. Parazitlerin in vivo hayvan
deneylerinde pankreasta nasil bir histopatolojik degisime yol actigi bilinmemektedir. Bu
nedenle EG ile iyi bilinen bir deneysel hayvan modeli yardimiyla pankreas kanser olusumuna
neden olabilecek herhangi bir neoplastik degisime sebep olup olmadiginin arastirilmasi
onemli goriilmektedir. Hatta bu olusan kanserli hiicrelerin miktarimi azaltip azaltmadigi veya

artirip artirmadigini arastirilmak istenmistir.



Bu bulgular esliginde kansere ayr1 bir bakis acis1 kazandiracak ve yeni tedavi
planlarimin temelini olusturacak bilgiler elde edilebilecektir. Calismanin amaci kanser i¢in

yeni tedavi olanaklarini aragtirmak, bulmak ve sonuglari tip literatiiriine kazandirmaktir.

2.2. GENEL BILGILER

2.2.1. PANKREAS KANSERI

Kanser, giinlimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi ve
mortalitesinin yliksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Tani olanaklarinin
gelismesi ve saglik kuruluslarindan yararlanma olanaklarinin artmasi ile her yil daha ¢ok

kanser vakasi teshis edilmektedir.

Ulkemizde 1970'li yillarda sebebi bilinen éliimler arasinda 4. sirada yer alan kanser,
son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikselmistir. Kanserin
olim nedenleri arasindaki yeri bilinmesine ragmen hastaligin goriilme siklig1 konusunda
giivenilir bilgi mevcut degildir. Kanser, Saglik Bakanligi'na "bildirimi zorunlu" bir hastalik

olmasina ragmen iilkemizde gercek kanser insidansi bilinmemektedir.

Tiirkiyede 2004 de pankreas kanseri goriilme orant %0,004 tiir. Bu oran 2011 de
%0,008 e ¢cikmistir. Erkeklerde goriilen en sik kanserler arasinda 8. sirada yer almaktadir.

Ortalama goriilme yasi1 erkeklerde 63, kadinlarda 67 dir (26).

Diinyada pankreas kanseri, her yil teshis edilen 232 000 yeni vakayla diinya
genelindeki en yaygin 13 {incii kanserdir. Pankreas kanserinde toplam 5 yillik sagkalim orani,
%3 ile % 5 dir. ABD’de pankreas kanseri, erkeklerde ve kadinlarda kanserler arasinda 4. 6liim

nedenidir (27).

Pankreas kanseri insidans ve mortalite oranlart diinya genelinde ¢esitlilik
gostermektedir. Insidans ve mortalite, Amerika kitasinda, Avrupa’da, Avustralya ve
Japonya’da genellikle daha yiiksektir. Diinya genelinde en yliksek oranlar Afrikalt Amerikali
erkeklerde, Yeni Zelanda’daki Maorilerde (6zellikle kadinlar), Koreli Amerikalilar’da,

Havai’nin yerli kadinlarinda ve Kazakistan’daki erkek popiilasyonunda siktir. Diinya ¢apinda



insidans ve mortalite oranlariin en diisiik oldugu yerler Hindistan, Afrika, Giineydogu Asya

ve Ortadogu’nun bazi bolgeleridir (28).

Cerrahi  tekniklerin  gelismesine ve  kemoterapide kullanilan  tekniklerin
iyilestirilmesine, molekiiler tedavilere ragmen pankreas kanserinden Oliim oranimin son
yillarda fazla degismedigi goriilmektedir.

Pankreas kanserinin insidans1 11.4/100 000 civarinda olup kansere bagli 6lim
nedenleri arasinda dordiincii sirayr almaktadir. Bes yildan fazla yasama oraninin %1-2
civarinda oldugu bilinmektedir (8,9).Ellili yaslar pankras kanseri vakalarinin en sik rastlandigi
yas grubu olarak bilinmektedir. Pankreas kanserinin en sik goriildiigii orta yas grubu ise 66-68
yas arasidir. Bu kanser tiirii erkeklerde kadinlara gére daha yiiksek oranda goriiliir.

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi pankreas kanseri hastalarinin yasam siirelerinin
iyilestirilmesi i¢in ¢ogunlukla basvurulan tedavi yontemleridir. Cerrahi tedavi, erken
yakalanmig vakalarda en segkin tedavi yontemidir. Cerrahi tedaviden sonra yagsam siiresi diger

tedavi tiirlerine oranla daha yiiksektir.

Preoperatif kemoradyoterapinin uygulanmasindan sonra pankreatik tiimorlerin
kiigiildiigii ve boylece cerrahi operbiliteyi saglayacag ifade edilmektedir (10,11) Uzun siireli
yapilan kemoterapi uygulamalarinin hastalarin yasam siirelerini 8-16 ay arasinda uzattigi

sonucuna vartlmistir (12).

Pankreatik kanal adenokarsinomu’nun (PDAC) 6ncii bir lezyondan kansere gelisim
slirecini  birgok basamakla tamamladigi varsayilmaktadir (13).Pankreatik intraepiteliyal
neoplazi (PanIN); pankreas kanseri hastalarinin pankreaslarinda ¢ogunlukla goriilen oncii
lezyonlardir. Bu valkalarin % 80’ inde pankreasta preneoplastik yapilarin bulundugu

saptanmustir (13).

kRASonkojeni iyi bilinen degisime ugramis bir gendir ve pankreatik kansere sebep
olur. KRAS onkojeni tiimor supressor genler olan CDKN2A, TP53, DPC4 ve BRCA2’nin
inaktivasyonuna neden olmaktadir. Bu onkojenin aktivasyonunun oldugu pankreas kanseri
vakalarinda kromozom kaybi, gen amplifikasyonu ve telomer kisalmalarigenel olarak

gozlenen anormalliklerdir (14).

PDAC’nin gelisiminde asinar hiicrelerde ve kanallarda meydana gelen degisim

pankreas kanserinin gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir (15). Bununla birlikte degisime



ugramis asinar hiicrelerin PanIN’ a sebep olmasinin yaninda; KRAS onkojenin aktivasyonu

dain vivo ortamlarda pankreas kanserine yol agabilir (16,17).

Gen c¢aligmalari, proteinlerle ilgili caligmalar, mikroRNA veya epigenetik
modifikasyona bagli ¢alismalar pankreas kanseri ¢alismalarinda dnemli bir yer tutmaktadir.
Pankreas kanserine yol acan Oncii lezyonlarin taninmasi, erken teshis ve pankreas kanseri ile
miicadelede O6nemli yer tutmaktadir. Magnetik rezonans goriintileme(MRG)nin,
tomografininve invaziv olmayan tiimdrlerin tespitine yonelik tekniklerin PanIN’lerin
teshisinde iyi sonug¢ vermedigi gozlenmistir. Pozitron emisyon tomografisi (PET) fonksiyonel
bir goriintiileme modeli olup, timdorlerde meydana gelen morfolojik degisimleri saptayabilir.
Radyoaktif ;gF-florodeoksiglukoz (FDG) PET goériintiilemesi amaciyla genis olarak
kullanilmaktadir. Malign dokularda g¢evresindeki dokulara gore oldukg¢a fazla bir glukoz
metabolizmasi gozlenir.Bu artan metabolizma sonucunda PET’te artan bir fokal FDG alani
goriiliir. Premalign tiimor hiicrelerinde artan glukoz metabolizmas1 PET yontemi ile erken
teshise olanak saglayabilir. Eser ve arkadaslarinin 2011 yilinda kullandiklart bir teknik
yardimiyla PanIN’ in in vivo katepsin temeline dayali bir molekiiler goriintiilleme yontemi ile

premalign lezyonlarin teshisinde ilerleme kaydetmislerdir (18).

Longnecker ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada insan pankreasinda saptanan
kanserlerin bir kisminin asinar hiicrelerden kaynaklandigini ifade etmislerdir (22). Flaks ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada pankreas kanserinin biiylik kisminin asinar
hiicrelerden kayanklandigini, baslangigta asinar hiicrelerin degisime ugrayarak kanal ve
kanals1 hiicrelere benzer bir yapi kazanarak pankreas kanserinin ortaya c¢ikmasina neden

oldugunu iddia etmistir (33).

Pakreas kanserinin orijini halen tartigmalidir. Azaserin — sican modelinde pankreas
kanseri olusumunda iki hiicre yapisi etkili olmaktadir. Bunlardan ilki asiner hiicrelerdir.
Asinar atipik hiicre fokuslart (AAHF ) olugmakta daha sonra asinar hiicre nodiilleri, sonrasi
adenom ve en sonundada asiner karsinom gelismektedir. Tiibiil hiicrelerinden ise Once
intratubuler hiperplazi, sonra atipik hiperplazi ve sonunda tiibiiler karsinom gelismektedir
(Sekill).

Bu deneysel aragtirmanin sonucu pankreas kanserinde yeni tedavi yaklagimlarinin

Ontinii agacaktir.



2.2.2. AZASERIN

Azaserin (0-diazoacetyl-L-serin) Streptomyces kiiltiirlerinden izole edilebilen bir
antimetabolit olup, Salmonella typhimerium testine gére mutajenik bir 6zellige sahip bir
kimyasaldir ve sicanlarda pankreas kanser meydana getirilmesi amaciyla ilk olarak 1975
yilinda kullanilmistir.(19) Daha sonra yapilan bir ¢ok ¢alismada azaserin-rat modeli giivenilir
bir model olarak karsimiza ¢ikmaktadir (20,21).

Azaserin memeli hiicrelerinde pirodoksala bagli bir enzim sistemi ile aktif hale getirilmekte
olup, bu madde ile muamele edilmis hiicrelerde N-7-karboksimetilguaninin formasyonu ile

deoksiriboniikleik asit (DNA) ’de mutasyona neden oldugu gosterilmistir (22).

ASIAr  _y Aginar hiicre ———3 Asinar —————— Adenoma
Hiicreler ik Hiicre L
Nodiilleri
» Lubiiler s
2 2y Karsinoma
Kompleks ——— Karsinoma
__» Sistik Tiihiller —— 3 Kistadenoma
Kompleks
Kanal i Intratiibiiler Atpik » Karsinoma

Hiicrelen Hiperplaz Hiperplazi

Sekil 1: Azaserin enjeksiyonu ile pankreas kanserinin olusum mekanizmalaru

Azaserin-sican modeli ekzokrin pankreasta bulunan asinar hiicrelerden kaynaklanan

neoplastik degisimlerin modifikasyonu i¢in 6neml bir deney modeli olarak kullanilmaktadir

(22).

2.2.3. EKINOKOKUS GRANULOSUS

Ekinokokus sestod sinifinin Cyclopylldea takiminin Taenidea familyasina ait bir
parazit olup bugiin igin kabul edilen 4 alt cinsi bulunmaktadir. Bunlar Ekinokoku
Granulosus,Ekinokokus Multilocularis, Ekinokokus Vogeli ve Ekinokokus Oligarthus’dur.
Insanda ilk iki tipin patojen formlar1 bulunmakta olup en sik Ekinokoku Granulosus (EG)

hastalik yapmaktadir.



Kist hidatik, Ekinokokus granulosus etkeninin insanda g¢esitli doku ve organlara
yerlesmesiyle olusan paraziter bir enfestasyondur. Kist hidatik hastaligininilk tanimlamasi
Hipokrat tarafindan yapilmistir. Hayvan yetistiriciligi ile ugrasan iilkelerde 6énemli bir halk
sagligi sorunudur. Klinik prezantasyonlardan sorumlu iki alt tirii vardir. Ekinokokus
granulosus ve daha malign bir form olan Ekinokokus multilokularis. Ulkemizde EG ile
meydana gelen enfestasyonlar daha siktir (29,35). Ekinokokus granulosus en sik olarak
karacigere yerlesmektedir. Nadir olsada 6zellikle endemik bolgeerde, karacigere yerlesmeden

viicudun diger bolgelerinede yerlesebildigi gosterilmistir (36).

Kist s1visi, kist kavitesini kaya suyu olarak da adlandirilan hidatik sivi ile doludur.
Berrak, renksiz ve kokusuzdur. Hidatik sivi, kistin endojen salgi {irliniidiir. Kaya suyu 1008-
1015 dansitede, hafif alkali ( pH degeri 6,7-7,2 dir) ve elektrolit degerleri konak¢1 serumu ile
esdeger yapidadir. Bu s1vi bazi aminoasit, lipit ve proteinleri igerir. Spesifik antijen 6zelligine
sahiptir. EG’ye ait esas olarak iki adet lipoprotein yapisinda antijen saptanmistir. Antijen A
(antijen 5), germinal membranda ve protoskolekslerin zar altindaki hiicrelerinde bulunur. Kist
stvisina da gecmektedir. Antijen B, yogun olarak protoskolekslerin zarinda lokalize olmustur.

B lenfositlerinin aktivasyonu ile IgG, IgM ve IgE yapisinda antikorlar olusur(23).

Bu calisma ile kanser ve EG arasindaki iliski ortaya konmaya ¢alisilacaktir.

2.3 GEREC-YONTEM:

Calisma, Necmettin Erbakan Universitesi (NEU) Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan onay alinarak (Etik Kurul Karar No:
2013- 207) Konya Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Uygulama Ve Arastirma
Merkezi’nde (KONUDAM) deneysel bir ¢alisma olarak gergeklestirildi.

Ekinokokus granulosus parazitinin in vivo ortamda olusmus pankreas neoplastik
degisimlerin saptanabilmesi amaciyla KONUDAM “de iiretilen 45 adet Winster albino irki
erkek siganlar kullanildi.Agirliklart ortalama 245 gr’di.Kontrol grubu disindaki gruplara
intraperitoneal azaserin enjeksiyonu yapildi. EG ile enfekte olan kesimlik hayvanlarin
karacigerindeki hidatik kistlerden alinan protoskoleks silispansiyonu sigcanlara intraperitoneal
olarak verildi. Sicanlar standart kosullarda gruplar halinde kafeslerde muhafaza edildi.

Deneyde kullanilan si¢canlar asagidaki sekilde gruplandirilda.



GRUPLAR

Grup 1:Kontrol grubu (azaserinle muamele edilmemis ve EG ile enfekte edilmeyen grup (
n=7);

Grup 2:Yalniz Azaserin (i.p) (30mg/kg )enjekte edilmis grup (n=8);
Grup 3:Yalniz protoskoleks siispansiyonu (i.p.) (lcc) enjekte edilmis grup (n=15);

Grup 4:Hem Azaserin (i.p)(30mg/kg ) hem de protoskoleks siispansiyonu (i.p.) (lcc )
enjekte edilmis grup (n=15).

Sicanlarin pankreasinda neoplastik degisimlerin baslatilabilmesi amaciyla 14 giinliik

erkek siganlara haftada bir kere {i¢ hafta siireyle30 mg/kg i.p. Azaserin enjekte edildi.(Sekill)

Sekil 2: Azaserin i.p. enkesiyonu

Ekinokokkus granulosus enfeksiyonu igin protoskoleksler Konya Et Kombinasi'nda
kesilen koyunlarin karacigerlerindeki unilokiiler tipte ekinokok kistlerinden elde edildi. Kistli
karacigerler en kisa siirede steril kaplarda laboratuvara getirilmis ve kistlerden steril
kosullarda bir enjektor yardimi ile kist sivisi gekilerek steril bir cam kaba alind.
Protoskolekslerin kabin dibine ¢okmesinden sonra iistteki sivi dokiildii protoskoleks
cokeltisiiki kez serum fizyolojik ile yikandi. Protoskolekslerin canliligi hematoksileneozin ile

boyandi. Boyananlar 6lii, boyanmayanlar canli olarak degerlendirildi (24,25,34).(Sekil 3,4)



Sekil 3: Canl1 protoskoleks Sekil 4: Olii protoskoleks

Protoskolekslerin canlilik boyamalari uzman parazitolog tarafindan gerceklestirildi.

Daha sonra her sigan bu protoskoleks siispansiyonundan insiilin enjektoriiyle 1 cc
I.p.verildi.

Sekil 5: Protoskoleks i.p. enjeksiyonu

Son enjeksiyondan sonra siganlar beserli olarak kafeslere yerlestirildi ve normal
standart diyetle beslendi.

Sicanlara verilecek diyetler giinliik olarak hazirlandu.



2.3.1. Doku orneklerinin alinmasi

Bes aylik deney siiresi boyunca siganlarin saglikli olduklar1 gézlendi. Her hangi bir
olim gozlenmedi. Sakrifikasyon oncesinde tiim hayvanlara 50mg/kg (sc) Ketamin HCI ve 15
mg/kg dozunda Xylasin HCL (sc) ile anestezi saglandi. Sonra servikal dislokasyonla sakrifiye

edildi.Hemen ardindan postmortem laparatomi yapildi.(Sekil 6,7,8)

Sekil 6: Laparatomiye hazirlik Sekil 7: Laparatomi goriiniisii diseksiyonla

Tiim gruplarda bulunan siganlarin pankreaslari bir biitlin olarak ¢ikarild1. (Sekil 9,10)



Sekil 8: Pankreasin diseksiyonu

Sekil 9: Pankreas ¢ikarilmis Sekil 10:Deneklerden ¢ikarilmis karaciger

Her sicanin pankreaslar1 ayr1 ayri tartilarak agirliklar kaydedildi.
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2.3.2Patoloji preparatlarinin hazirlanmasi

Her denekten ¢ikarilmis olan pankreas %10’luk formol igerisinde 24 saat siireyle
tutularak tespit edildi. Sonra dokular sert parafinde bloklandirildi ve hazirlanan bloklardan
rotary mikrotom (Thermo Scientific, Shandon Finesse 325) ile 5 um kalinliginda alinan

kesitlere rutin hematoksilen ve eozin boyasi uygulandi.

2.3.3Patoloji preparatlarimin degerlendirilmesi

Hazirlanan preparatlar, NEU Ahmet Kelesoglu Egitim Fakiiltesinde bulunan ZEISS
Imaj Analizer Programi kullanilmistir. Zeiss Imaj Analizer Paket Programi ile bilgisayar
ortaminda Prof. Dr. Haydar Oztas’in (Necmettin Erbakan Universitesi Ahmet Kelesoglu
Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Anabilimdali Ogretim Uyesi)denetim ve gozetimnde bu
preparatlardaki atipik asinar hiicre fokuslar saptanarak sayildi. Fokuslarin biiyiikliikleri,
caplart ve hiicresel yogunluklar1 (intensiteleri), yiizde oranlar1 ve diger 6l¢iim islemleri

gerceklestirildi. Bu veriler kayit altina alindu.

2.3.4 Deney esnasinda olusacak atiklarin kontrolii ve imhasi

Calisma esnasinda olusabilecek tibbi atiklar:

1:Enfeksiyoz Atiklar: Hayvanlarin dokulari, organlari, anatomik parcalar, bu tiir materyal ile
bulagsmis eldiven, oOrtii, carsaf, bandaj, tamponlar, enfekte hayvanlarin lesleri ve bunlara temas

etmis her tiirlii malzeme.

2: Patolojik Atiklar: Hayvanlarin cerrahi girisim ve otopsi sonucu ortaya ¢ikan dokulari,

organlari, viicut parcalari ve cesetleri,

3: Kesici-Delici Atiklar: Siringa, enjektor ve diger tiim deri alt1 girisim igneleri, lanset,
bisturi, bigak, serum seti ignesi, cerrahi siitur igneleri, biyopsi igneleri, intraket, kirik cam,
ampul, lam-lamel, kirilmig cam tiip ve petri kaplar1 gibi batma, delme, siyrik ve yaralanmalara

neden olabilecek atiklar.

4: Farmasotik Atiklar: Hayvanlarin anestezi, sedasyon ve postop analjezisinde kullanilacak

olan ilaglardan kaynakli atiklar,
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seklinde kategorize edildi ve bunlar 22.07.2005 tarihli resmi gazetede yayimlanan tibbi
atiklarin kontrolii yonetmeligine uygun olarak ayri sekilde toplandi. Tibbi atik depolama

linitesine uygun sartlarda taginmasi ve bertaraf edilmesi saglandi.

2.4. istatistiksel Analiz:

Verilerin istatistiki analizinde SPSS 15.0 paket programi kullanildi. Non parametrik
testler ve sayisal degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla Spearman’s Rho
korelasyon testleri kullanilmigtir. Analizlerde p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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3- BULGULAR:

Laparatomi sonras1 yapilan eksplorasyonda karaciger normal goriinimdeydi.Peritoneal
kavitede kistik herhangi bir olusumla karsilasilmadi. Asit yoktu. Makroskopik olarak goziiken
herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Pankreas titiz bir diseksiyonla ¢ikarildi. Sakrifikasyon
oncesi ve sonrast deneklerden herhangi bir kan numunesi alinmadi. Denekleribn higbirinde
gozle goriilen herhangi bir kiste rastlanmadi.Deney hayvanlarinin karacigerlerinde herhangi
bir kistik yapiya rastlanmadi Deney hayvanlarinin baslangigtaki agirliklari ortalama 245 gr’du.
Deney hayvanlarinin ortalama agirliklar1 6.ayin sonunda 347,5 gr idi. Grup 1 350 gr, Grup 2
340 gr Grup 3 348 gr ve Grup 4 352 gr olarak tartildi. Sadece grup 2 deneklerde viicud
agirliklarinda diger gruplara gore istatistiksel olarak diisme goriildii. (p< 0,05) (Tablo 1).

Tablo 1: Denek tiim viicud ve pankreas agirliklarinin karsilagtirilmasi

Kontrol Azeserin Ekinokok Azaserin +
(n=7) (n=8) (n=15) Ekinokok (n=15)
Tim Viicut
Agirliklart | 353.2857+2,13809 | 348.0+£2,50713 * | 353.0+2,61861 | 351.4667+3,13657
(gr)
Pankreas
Agirliklart | 0.8614+0,02968 | 0.8613+0,02031 | 0.8621+0,02293 | 0.8607+0,02056
(gr)
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Tablo 2: Tablo 1’in grafik ile gosterilisi

3E0,00-
38
O
358,00
356,00 T T
354 00
15
O

352,00 l
350,004 T
345,00
3465 00 l

T T T T

kaontrol azaserin ekinokok azas+ekin

Gruplarin ortalama pankreas agirliklar1 0,86 gramdi. Gruplarin pankreas agirliklar
sirastyla Grup 1 de 0,88 gr Grup 2 de 0,89 gr Grup 3 de 0,84 gr Grup 4 de 0,86 gramdi.
Pankreas agirliklarinda da anlaml bir istatistiksel fark yoktu (p>0,05).

Pankreas agirliklarinin toplam viicut agirhigina oran1 ortalama olarak % 0,248 dir.
Ayrica tek tek yiizdeleri alininca grupl de % 0,241 ‘i de grup 2 de % 0,2530 Grup 3 de %
0,251°1 Grup 4 de ise % 0,247 olarak hesaplanmistir (Tablo 3).
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Tablo 3: Deneklerin pankreas agirliklarina gore karsilagtiriimasi

597

58

86

547

83

T T T T
kontrol azaserin ekinokok azas+ekin

Deney hayvanlarindan sadece azaserin verilen grup (Grup 2 ) ile azaserin + ekinokok
verilen gruplardan (Grup 4) alinan preparatlarin degerlendirilmesinde atipik asinar hiicre
fokuslarmin (AAHF) sayisinin anlamli olarak farkli bulundu (p< 0,05). Sadece Azaserin
verilen grupta (Grup 2 ) de bu say1 daha fazlaydi.Yani prekanserojen odaklar anlamli olarak

daha fazla tespit edildi.

Azaserin verilen grupta kanser Onciilii olarak degerlendirdigimiz AAHF sayisinin
Grup 2 de yani sadece Azaserin verilen her preparat igin ortalama 25 adet oldugu goriiliirken
Grup 4 yani Azaserin + Ekinokok grubunda bu sayimnin sadece 6 oldugunu tespit ettik. Kontrol
grubu (Grupl ) ve sadece Ekinokok (Grup 3) olan gruplarinda ise her hangi bir AAHF

odagina rastlamadik.
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Tablo 4: Gruplarda AAHF sayisinin gruplara gére dagilimi

404

209

107

0

I I I
kontrol azaserin ekinokok azas+ekin

Yapilan mikroskopik 6l¢iimlerde, Kontrol (Grup 1) ve sadece ekinokok enfestasyonu

olan (Grup 3) grupta AAHF’a rastlanmadi.

Azaserin mumamele edilmis grupta (Grup 2) ortalama AAHF’larin alanlarinin
toplaminin  tiim pankreas alanina orani %10,23 olurken, Azaserin + EKinokok grubunda

(Grup4) %1,61 oldugunu gordiik. Aralarinda anlamli bir fark mevcuttu (p<0,05).
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Azaserin grubunda (Grup 2) AAHF’nin toplam alan1 27.765.107 pm2 (p<0,05) iken,
Azaserin + Ekinokok grubunda (Grup 4) AAHF’nin toplam alani 4.360.084 pm2 olarak
Olgtiik. Aralarinda istatiksel olarak anlamli fark vardi (p< 0,05). (Tablo 5)

Tablo 5: Gruplarin AAHF larinin alanalrinin toplami ve ortalama degerleri

15000000

10000000

5000000

-5000000-

T T T T
kontrol azaserin ekinokok azas+ekin
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Incelenen pankreas dokusunda tespit edilen AAHF’lerin ¢aplarinin ortalamasi kontrol
grubunda (Grup 1) ve Ekinokok grubunda (Grup 3) AAHF’ye rastlamadigt i¢in “0”.
Azaserin grubunda (Grup2) 344um, Azaserin +Ekinokok grubunda (Grup4) 340 pm olarak
oOlgiildii. Aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu ( p>0,05) (Tablo6).

Tablo 6: Gruplarin AAHF ¢ap ortalamalarina gore karsilagtirilmasi

G000

400

2007

I T T I
kontrol azaserin ekinokok azas+ekin
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AAHF’lariin intesite degerleride Azaserin (Grup 2) ile muamele edilmislerde 150,8
Azaserin+ Ekinokok grubunda (Grup 4) ise 148,8 olarak olgtiik. Istatiksel olarak anlamli bir
fark bulamadik (p>0,05)(Tablo 7)

Tablo 7: Gruplarin AAHF lerinin intensitelerinin karsilastiriimasi.

200,00

150,00

100,00

50,00

T T T T
kontrol azaserin ekinokok azas+ekin

Incelenen pankreas doku alanlarinin Kontrol grubunda (Grup 1) de 275.254.542 um2
Azaserin grubunda (Grup 2) 271.371.160 pm?2 Ekinokok grubunda (Grup3) 276.254.658
um2 Azaserin +Ekinokok grubunda (Grup 4) 270.092.561 um2 olarak olgtiik. Incelenen

pankreas alanlarinin arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptamadik (p > 0,05).

AAHF larmin mikroskopik goriintiileri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Azaserin (Grup 2)
grubunda elde edilen preparatin 20 biiyiitmedeki hali. Isaretli olan kisim AAHF (Sekil 11).
Preparatin 50 biiyiitmede goriniimii (Sekil 12).Ayni preparatin 100 biiyiitmede goriiniimii
(Sekil 13).
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Sekil 12: Azaserin grubunda (Grup 2) aymi atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x20

biliyiitmede) atipik asinar hiicre fokusunun x 50 biiyiitmede goriiniimii
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Sekil 13: Azaserin grubunda (Grup 2) aymi atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x20

biiylitmede) atipik asinar hiicre fokusunun x 100 biiyiitmede goriiniimdi.

AAHF’larinda bulunan hiicrelerin morfolojik yapilarinda degisim gdézlenmekte olup,
neoplastik gelismenin bir gdstergesi olarak hiicrelerde bazofilik boyanma 6zelliginin arttig1
goriilmektedir (Sekil 14,15). Normal asinar hiicrelerin ise fokus gevresinde daha fazla

eozinofilik 6zellige sahiptir.
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Sekil 14: Azaserin grubunda (Grup 2) atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x20 biiylitmede )

Sekil 15: Azaserin grubunda (Grup 2) atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x 50 biiyiitmede)

Azaserin+ ekinokok grubunda (Grup 4) alinan tespit edilen AAHF larinin preparat
gorlintiileri. Bu goriintiilerde tiimor Onciillerinin daha bazofilik olarak boyandigin
gormekteyiz. Bir AAHF nun 50 biiyiitmedeki goriintiisii isaretli (Sekil 16 ). Aynt AAHF ‘nin
100 biylitmedeki goriintiisii (Sekil 17). Bir baska preparatta bagka bir AAHF’ nin 50
biiyiitmedeki goriintiisii (Sekil 18)

22



Sekil 16: Azaserin + Ekinokok grubunda (Grup 4) atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x50
biiyiitmede)

Sekil 17: Azaserin + Ekinokok grubunda (Grup 4) ayni atipik asinar hiicre fokusunun x100

biiytitmedeki goriiniimii. Bazofilik boyanma 6zelligi gostermektedir.
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Sekil 18: Azaserin + Ekinokok grubunda (Grup 4) atipik asinar hiicre fokusu isaretli (x50

biiylitmede). Bazofilik boyanma 6zelligi net oalrak goriilmektedir.

Projede diisiilmesine ragmen yiiksek mali portresi nedeniyle ekinokok protoskolekslerinin

antijenik yapisini gosterecek immiino histokimyasal ¢aligma yapilamadi.

Karacigerin makroskopik degerlendirilmesinde kistik herhangi bir olusumla karsilagilmada.
Karacigerden yapilan degerlendirmede mikroskopik diizeyde karaciger kisti lehine bir

bulguya rastlanmadi.
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4- TARTISMA:

Pankreas kanserinde kisa sagkalim siiresinin nedenleri arasinda bu tiimorlerin
cogunlukla sinsi ve agresif ozelliklere sahip olmasi, gec teshis, diigiik rezeksiyon oranlari ve

etkin tedavi yoklugu yer almaktadir.

Ekinokokus granulosus iilkemizde sik goriilen paraziter bir hastaliktir. Baz1 yaymlarda

bu parazitin ¢esitli kanserleri engelledigi belirtilmistir (3).

Calismamizda Ekinokok ve kanser birlikteligi daha az olarak tespit ettik. Parazitlere
karst viicutta gelisen immiinitenin kanserli hiicreleri baskiladigi kanaatindeyiz. Yani
parazitlere kars1 bagisiklik sisteminin cevabi kanser hiicrelerinin baskilanmasinda 6énemli bir

rol oynamaktadir. Literatiirde bu bulgularimizi destekler ¢aligmalar mevcuttur.

Paraziter hastaliklarin yapisindaki bazi yapi1 elemanlari kanser hiicreleri arasinda
benzerlik gostermekte ve buna karsi gelisen immun cevap kanserli hiicrelere de etki
etmektedir. Ekinokokus granulosus’un skolekslerinin yapisinda bulunan miisin benzeri

peptidler in kanseri baskiladigin1 Noya ve arkadaslari tarafindan gosterildi (7).

Ayrica Noya ve arkadaglari skolekslerin yapisindaki mucin-like peptidin kanseri
engelledigini bildirmislerdir. Bu c¢alisma ile parazitlerin yapisinda bulunun molekiillerin
bazilarimin  kanseri baskilayabilecegi ve kanser tedavisinde as1 uygulamalarinin
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Parazitlerin yapisinin iyice aydinlatilmasi ve molekiiler

diizeyde kansere kars1 etkilerinin ¢aligilmasi gerektigi vurgulanmistir. (7).

2013 yilinda Berriel ve arkadaglari Uruguay’da yaptiklari ¢aligmada hidatik Kist
stvisinin kolon kanserine karsi antitiimdr etkinligini gosterdi. Calismada tavsanlar kullanilmig
ve murine kolon kanseri modeli uygulanmistir. Calisma sonucunda kanser hiicrelerinin
baskilandig1 tespit edildi. EG ile kolon kanseri hiicrelerinin arasinda benzer yapilar tespit
edildi. Boylece kanser tedavisinde yeni bir modalite olarak as1 ile tedavi saglanabileceginden

bahsedilmistir (30).

Ancak literatiirde Turhan ve arkadaglarinin meme kanserinde ekinokok enfestasyonu
ile karacigerde metastaz sayisinin arttigi tezini kabul etmeyip metastazlarin ekinokokus
granulosus enfesatsyonu sonrasi organizmadaki Thl hiicre tiplerinin sayisindaki azalmayla

birlikte arttigini ifade etmislerdir (32).
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Yukarida ki calismanin aksine yeni literatiirde Akgiil ve arkadaslarimin yapmis
olduklar1 deneysel calismalarinda ekinokok ile kanser birlikteligini ¢ok nadir olarak
gormiigler, kanserin erken asamalarinda ekinokokus enfestasyonunun etki ettigini, tiimoral

benzerlikle olusan immunite sonucu kanseri engelledigini savunmuslardir (3).

Bu bilgilere benzer olarak Berriel ve arkadaglarida bir proteomik analiz c¢aligmasi
gerceklestirmis ve E. granulosus ile kolon kanseri hiicreleri CT26 ile ¢apraz reaktivite tespit
etmiglerdir. Bu ¢alismada iki protein kesfetmislerdir. Bunlar mortalin ve kreatin kinaz M
tipidir. Ilging bir sekilde CT26 da bulunan mortalin proteini ile E.granulosusus’un %60
benzerlik gosterdigi tespit etmislerdir. Ayrica Ekinokokus enfestasyonunun karsiyogenezin
erken sathalarinda  (baslangig, biiyiime) engelledigini ve deneysel c¢alismalarin bu
asamalarida igine alacak sekilde dizayn edilmesinin bu konu hakkinda daha fazla bilgi
verecegi kanaatinde olduklarini ifade etmislerdir. Ayrica kanser profilaksisinde EG ile olan

antijenik benzerlikten yararlanarak as1 yapilabileceginden s6z edilmektedir (30).

Calismamizda kullanilan azaserin-rat modeli giivenilir bir model olup yaklasik 40
yildir kullanilmaktadir (19). Pankreas kanseri oOciillerinin AAHF’larinin  mikroskopik
goriiniimleri tipiktir. Patolojik preparatlar ayn1 uzman tarafindan incelenmis ve imaj analizer

paket programi ile dl¢limleri yapilmastir.

Calismamizda Ekinokok ve kanser birlikteligi daha az olarak tespit ettik. Parazitlere
karst viicutta gelisen immiinitenin kanserli hiicreleri baskiladigi kanaatindeyiz. Yani
parazitlere kars1 bagisiklik sisteminin cevabi kanser hiicrelerinin baskilanmasinda dnemli bir

rol oynamaktadir. Literatiirde bu bulgularimiz1 destekler ¢calismalar mevcuttur.

Kesimlik hayvanlarin karacigerlerinden elde ettigimiz kist hidatik sivisinda EG nun
yapisinda bulunan maddeler ile bu immunitenin saglandigim1 ve kanseri baskiladigi
kanaatindeyiz. Caligmamizda bu protoskoleks ve kaya suyunun olusturdugu immiinite ile
pankreas kanserini baskiladigini tespit ettik. EG’ye ait esas olarak iki adet lipoprotein
yapisinda antijen saptanmistir. Bunlar antijen A ve AntijenB dir. Antijen A (antijen 5) ,
germinal membranda ve protoskolekslerin zar altindaki hiicrelerinde bulunur. Kist sivisina da

gecmektedirler. Ayrica literatiirde bu bulgularimizi destekler ¢alismalarda vardir.

Antijen B, yogun olarak protoskolekslerin zarinda lokalize olmustur. B lenfositlerinin

aktivasyonu ile IgG, IgM ve IgE yapisinda antikorlar olusur(23).
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Ekinokokus granulosus ve tiimor hiicreleri arasinda antijenik benzerlikler mevcuttur.
Tez ve arkadaslar1 EG enfestasyonunun kanser bagimli O-glycosylated Tn antijeni benzerligi
rapor etmistir. Tn antijeninin ekspresyonunun kanserin erken evrelerinde (biitlin malign

kanserler ve bunlara meme kanseride dahil ) ger¢eklestigini ifade etmislerdir (31).

Calismamizda elestiri alabilecek tek konu deney hayvanlarinda kist goriilmemesi
olarak dusiiniilebilir. Calismanin ikinci onemli nakisesi ise EG’ye 6zgii antijenik yapinin
serolojik olarak tanimlanmamasidir. Proje asamasinda diisiinlilen ancak yiliksek maliyet ve
teknik imkansizliklar nedeniyle gergeklestirilemeyen bu deneyler ¢alismamiza golge diisiiriir
niteliktedir.

Ama ne var ki deneklere canli protoskoleks siispansiyonu verildigi bir realitedir.
Nitekim grup 4’ de bu siispansiyon enjeksiyonu pankreastaki AAHF sayisin1 anlamli bir
sekilde azaltmistir. Antitimor aktivite i¢in deneklerin peritonlarinda veya karacigerlerinde
kist olmas1 sart degildir. Verilmis olan siispansiyondaki 6lii bile olsa, proosklokesin antijenik
yapisina karst denek immiinitesi harekete gecer. Degerli ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada

immiinite saglamasi i¢in antijen A (antijen 5) ve antijen B nin gerekliligi vurgulanmistir (23).
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5- SONUCLAR:

Calismamizda Ekinokokus granulosus skoleks ve kist hidatik sivisina karsi gelisen
immiinitenin pankreas kanserini baskiladigi kanisindayiz. Azaserin ve Azaserin - Ekinokok
gruplarin da pankreas kanseri onciili olan AAHF sayilarinin istatiksel olarak anlami
farkliliginin (p < 0,05) bulunmas1 EG nin kanseri baskiladigin1 gostermektedir. Kontrol ve
Ekinokok grubundada herhangi bir AAHF odaginin saptanmamasi da EG nin kanserojen bir

yapida olmadigini gostermektedir.

Gliniimiizde hizli bir artis gosteren pankreas kanserinin tedavisine yonelik ¢alismalar
icin ¢alismamiz primitif pilot bir ¢alisma 6zelligine sahiptir. Elde edilen bulgular, deney
slirecinin uzatilmasi1 ve daha ¢ok deney hayvanmin bu amagla kullanilmasi ile deneysel
pankreas kanseri ¢aligmalarinda oncii olabilecek bir galisma niteligindedir. Azaserin- si¢an
modeli giiniimiizdede Ozellikle immiinolojik ve molekiiler biyoloji temelli g¢aligmalarla
desteklenerek pankreas kanserinin sebepleri ile ilgili daha fazla bilgi edinmemize olanak
saglayabileek niteliktedir. Calismamizin deneysel kanser tedavisinde yeni yontemlere 151k

tutacak bir calismadir. Daha uzun siireli, daha detayli deneysel calismalar gereklidir.
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