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Summary

Kronik alkol tiiketimi, pankreatik hastaliklara sebep
olmasina ragmen, alkoliin pankreasin histolojisi tizerindeki etkileri
¢ok fazla bilinmemektedir. Bu ¢alisma; alkoliin pankreas
histolojisi tizerine olan etkilerinin, 151k ve elektron mikroskobunda
arastirilmasi igin planlandi.

Calismada 17 Wistar albino sigan kullanildi. Laboratuvar
hayvanlar1 deney ve kontrol olmak iizere iki gruba ayrildi. Deney
grubu 6 ay boyunca %7.2 alkol i¢eren modifiye siv1 diyet (MSD)
ile beslendi. Kontrol sicanlar da izokalorik olarak etanolsiiz MSD
ile beslendi. Deney siiresinin sonunda sicanlar servikal
dislokasyonla &ldiiriiliip, pankreaslar1 alindi. Ornekler 151k
mikroskop i¢in Bouin soliisyonu; EM i¢in de fosfat tamponu
icinde hazirlanmis %2’lik O,O4 ‘de tespit edildiler. Isik
mikroskopik tespitten sonra, dokulara rutin histolojik prosediir
uygulandi ve parafin icine gomiildii. Parafin bloklardan 6 pum
kalinliginda kesitler alinip; H&E ve Masson’un ii¢lii boyasi ile
boyandi. EM incelemeleri icin; tespit sonrast dokular etil alkol
serilerinde dehidrate edilip, araldit icine gomiildii. Daha sonra bu
bloklardan ince ve yari- ince kesitler alimip 151tk ve EM’ta
incelendi.

Sonuglar su sekilde siralandi: 1) Asiner hiicreler biiyiiklitk
bakimindan birbirinden farkli ve diizensiz olarak goriildii. Asiner
hiicreler kendilerine asiner hiicre karakteri kazandiran ozelliklerini
ve zimojen graniillerini kaybettiler. Asiner hiicrelerde yag
damlaciklarina ve miyelin figiir goriiniimii veren olusumlara
rastlandi. En belirgin bulgulardan biri de GER sisternalar ile
asiner ve sentroasiner hiicreler arasindaki diizensizliklerdi. 2)
Asinus yapilart diizensizlesmisti. Bu alanlarda interkalat kanal
sayist artmisti. Interlobiiler kanallar genislemis ve epiteli
yassilagmis olarak bulundu.
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Several studies have confirmed the close association
between alcohol consumption and pancreatic damage. Although
chronic ethanol consumption causes pancreatic disease, little is
known about its effect on pancreas histology. The present
experiment was planned to study the effects of alcohol on the
pancreas histology of Wistar albino rats at the light and
electromicroscopic levels.

The study was performed on 17 male Wistar albino rats. The
laboratory animals were divided into two groups as experiment
and control. The experimental group was fed with a modified
liquid diet (MLD) containing 7.2 % of ethanol during six months.
Control rats were fed by isocaloric MLD without ethanol. At the
end of the experiment rats were sacrified by servical dislocation
and their pancreas tissue were excised. Samples were fixed in
Bouin’s solution for light microscopy; in fosfate buffered 2%
0,04 for EM. After routine tissue process for light microscopy,
tissue sections were embedded in paraffin. 6y section were stained
with H&E and Masson’s trichrome methods. For EM examination,
tissue section were dehydrated with ethyl alcohol series, thick and
thin sections were embeded in Araldite. Semithin sections were
examined by light microscope and ultrathin sections examined by
electron microscope ultrastructurally.

The results are as follows: 1) Anisocytosis and
dissarrangement of aciner cells were prominent. It is observed that,
aciner cells lost their distinguishing characteristics and also lost
zymogen granules which identify them as aciner cells. Fat droplets
and myelin-like figures were frequent findings within the
cytoplasma of aciner cells. They were also seen among the cysternae
of granular endoplasmic retikulum in these cells. The earliest and
most consistent pathological finding in the ethanol group was the
interdigitation between the aciner and centroaciner cells. 2) Aciner
tissue was disorganized and atrophic. In these areas there were an
increasement in intercalated ductal cells. Intralobular ducts were
enlarged and ductal epithelium was flattened.
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Alkolizm ve pankreatik hastaliklar arasindaki iliski
bilinmesine ve alkol etiyolojik bir faktor olarak kabul

edilmesine ragmen patogenezisi hakkinda bilgiler agik
degildir (1).

Alkol midede pariyetal hiicrelerden HCI asit salgisim
stimiile ederek, duodenumdan sekretin ve kolesistokinin
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salgisinin  artmasma yol acmakta, bu da pankreasin
ekzokrin salgisimi arttirmaktadir. Ayni1 zamanda Oddi
sfinkterinde 6dem veya spazm olusturarak artmis pankreas
salgisinin kanallarda birikmesine neden olmaktadir (2).
Alkoliin, asiner hiicrelerdeki lizozomal enzimleri ve

pankreas salgist icindeki enzimlerin aktivasyonunu
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baslattigr ve bunun da hiicre membranlarin1 harap ederek
pankreasta nekroz yaptigi gozlenmistir. Kakizaki (3);
alkoliin pankreasta kanal hiicrelerinde devamli bir
dejenerasyon ve rejenerasyon olusturarak duktiiler yapinin
bozulmasina neden oldugu, bunu takiben stenoz veya
dilatasyon olusturarak pankreasta fonksiyon bozukluguna
yol agtigini belirtmistir.

Alkoliin pankreas iizerindeki etkileri; kullanilan
deney modellerinin ve diyetlerin farklilhigi, degisik
tirlerden alinan deney verilerinin uyusmazligi ve
pankreasin bir biitin olarak ele alinmamasi, alkoliin
pankreasta meydana getirdigi mikroskopik degisikliklerin
karisik ve yetersiz olmasina neden olmustur.

Bu ¢alismayla; alkoliin pankreasta meydana getirdigi
degisikliklerin 151k ve elektron mikrosobu diizeyinde
arastirilmas1 amaclanmistir.

Materyal Metod

Calismada agirliklar1 180-250 g olan Wistar cinsi
albino 17 adet sican kullamldi. Deney hayvanlari In6nii
Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar hayvanlan
yetistirme ve deneysel aragtirma merkezinden saglandi.
Denekler 22°C oda sicakliginda, 60+ %5 nem ayarlanmis
odada birbirini gorecek sekilde ayr kafeslere yerlestirildi.
Hayvanlar bir hafta siireyle standart sigan yemi ile, deney
stiresince de 0zel hazirlanmig Modifiye Sivi Diyet (MSD)
ile beslendiler (4). Bu diyetin icerigi 925 ml az yagh inek
siitii, 17 gr sikroz ve 5000 IU A vitamininden
olusmaktaydi. Alkol grubundaki deneklerin diyetine,
MSD’ye ek olarak %7.2 alkol (%95.6) eklendi. Kalori
miktarin1 sabit tutmak ic¢in alkol grubuna eklenen kalori
degeri kadar seker diyetten eksiltildi. Deney (n=10) ve
kontrol (n=7) grubundaki sicanlar olarak ayrilip 6 aylik
alkolsiiz ve alkollii MSD ile beslenme periyotlarina alindi.
Hayvanlara diyet 6zel hazirlanmis kapakli, bilyali bir
agizlik iceren siselerde verildi. Boylece hayvanlarin giinliik
tilketimleri kontrol edildi. Giinliik alkol alimlant 6l¢iiliip;
her sicanin giinde kg basina g olarak tiikettigi alkol miktar
aritmetik ortalama * standart sapma olarak verildi.

Deneklerden alinan kan serumlarinin alkol oranlari,
NAD/NADH+ enzim spektrometre ile hesaplandi (5).

Deney siiresinin  sonunda hayvanlar  servikal
dislokasyonla olduriliip, pankreaslari alindi. Etraflarindaki
yag dokusu temizlendi, serum fizyolojik ile yikandi. Isik
mikroskopik incelemeler i¢in; ornekler Bouin ile tesbit
edildi. Rutin doku takibinden sonra elde edilen parafin
bloklardan mikrotomda 5-6 mikronluk kesitler alindi.
Kesitlere H&E ve Masson’un ii¢lii boyama metodu
uygulandi (6). Boyanan preparatlar Olympus BH2 genis
sahal1 aragtirma mikroskopu ile incelenip, fotograflandi.

EM incelemeleri igin; ornekler fosfat tamponu ile
hazirlanmis  %2.5’lik  gluteraldehitte 4°C’de 24 saat
prefikse edildi. Fosfat tamponu ile yikandi. %2’lik
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Osmium tetroksitte 4°C ‘de 1 saat tespit edildi. Fosfat
tamponu ile yikanip alkollerden ve propilen oksitten
gecirildi. Araldit icine gomiildii. Elde edilen bloklardan
alinan 1’er mikronluk yari-ince kesitler Toluidin Mavisi ile
boyandi. 300-700 A ‘luk alinan ince kesitler de uranil
asetat ve kursun sitratla boyanip JEOL100 1972 model EM
ile incelendi.

Bulgular
Alkol grubundaki deneklerde giinliik alkol tiiketimi
15.25%3.27 gr, serum alkol seviyeleri 278+24 mg/dl olarak
tesbit edildi

Rutin H&E ile boyanan kesitlerde pankreaslarin
ekzokrin ve endokrin kismi incelendi. Ekzokrin boliimdeki
asinus ser0z hiicreleri ve kanal sistemi, endokrin kisimda
Langerhans adaciklari normal goériintimdeydi (Sekil 1).

Alkol verilen gruplarin tetkikinde ise asinus
yapilarinda  bozukluklar gozlendi. Alkol grubunda
intraselliiler olarak vakuolize yapilar izlendi (Sekil 2).
Alkol verilen grupta intralobiiler ve interlobiiler kanallarin
asir1 genisledigi (Sekil 3) ve yassi epitel ile doseli oldugu
goriildii (Sekil 4). Parankima icinde yer yer kanal
olusumlarina rastlandi (Sekil 2). Yari- ince kesitlerde alkol
verilen grupta asiner hiicrelerde koyu mavi boyanmis
zimojen graniillerin apikalde, vakuol benzeri yapilarin
bazalde, acik yesil-gri tonda boyanan yag damlaciklarinin
da diizensiz dagilmis oldugu izlendi (Sekil5).

EM incelemelerinde sivi-diyet gruplarinda, asinus
hiicreleri apikal bolgelerinde olgun, yogunlagsmis zimojen
graniiller  igeriyorlardi. Cok  miktarda  Graniilli
Endoplazmik Retikulum (GER) ve Golgi mevcuttu.

Cekirdek diizgiin konturluydu. Hiicrenin lateral

kenarlar diizgiin olarak izlendi (Sekil 6).

Alkol verilen grupta, olgun zimogen graniiller

izlenmedi. Hiicre simirlari girinti ve c¢ikintilar seklinde

Sekil 1. S1vi1 diyet grubunda pankreasin genel goriintimii. H&E X10.
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ticlii boyas1 X20.

Sekil 2. Alkol verilmis grupta pankreasin genel goriinimii. Ok:
Bozulmus asinus yapilari, 1: Genislemis asinus limeni. Masson’un
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Sekil 3. Alkol verilmis grupta genislemis kanallar. L: Limen. H&E
X10.

Sekil 4. Alkol verilmis grupta kanal epitelinin yassilagmasi. Ok:
Yassilasan epitel hiicreleri. H&E X40.

genislemeler gosteriyordu. ER keselerinin siki paketlendigi
ve yer yer diizensizlestigi goriildii. Kapiller damarlara
komsu bazal bolgelerde vakuol benzeri yapilar izlendi.
Ayrica sitoplazma i¢inde diizensiz sinirh homojen icerikli
yag damlaciklarina benzeyen yapilar mevcuttu (Sekil 7).
Hiicrelerin  niikleus membranlart  diizgiin ~ yapisini
kaybetmis ve kivrintilar gosteriyordu. Cekirdek igindeki
kromatin yapisinda artma ve diizensiz dagilim izleniyordu
(Sekil 8).

Tartisma
Bu calisma uzun siire dengeli bir diyetle birlikte
alinan alkoliin sican pankreas: iizerinde meydana getirecegi
olasi histolojik  degisiklikleri incelemek amaciyla
planlandi.

Uzun siire alkol verilen sicanlarda izledigimiz
interkalat kanallarda artis, bir ¢cok yazar tarafindan rapor
edilmistir (3,7-11). Interkalat kanallardaki bu degisikliklere
Bockman (10) tiibiiler kompleks adin1 vermistir. Tiibiiler
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Sekil 5. Alkol verilmis grupta apikalde zimojen graniiller (kiiciik ok);
bazalde vakuoller (biiyiik ok). Toluidin mavisi X100.

Sekil 6. Sivi diyet g genel goriiniimii. Ok:
Zimogen graniiller; 1: Liimen; gl: golgi; ¢: ¢ekirdek; m: mitokondri.
X4400.

kompleks ile olugan kanallarin, hiicrelerin mitozu ile degil,
asiner hiicrelerin metaplazisi ile meydana geldigi

aciklanmigtir (12). Embriyonel donemde asinuslarin kanal
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Sekil 7. Alkol verilmis grupta asiner hiicrelerin bazalinde izlenen
vakuoller (v). X2600.

epitelinden koken aldigi ve alkoliin pankreasta regresif
degisikliklere neden olabilecegi bilindiginden (2),
embriyonel donemdekinin tam tersi olarak asiner
hiicrelerin ~ kanal  hiicrelerine  dontigebilecegi  One
stiriilmistiir (10). Alkol verilen siganlarda gézlemledigimiz
hasarlardan birisi de kanallardaki asir1 genisleme ve kanal
epitelindeki degisikliklerdi. Bu bulgularimiz Singh (7),
Bordolo (8), Tsukomato (13), Yamasaki (14), Geokas (15)
ve Grattagliano (16)’nun c¢alismalar1 ile uyumludur.
Alkoliin pankreasta hipersekresyona (2,11,15) ve Oddi
sfinkterinde spazma (14) yol acabilecegi bildirilmistir.
Spazm sonucu artmig olan salgi kanallarda birikmeye ve
basing olusturmaya baslamaktadir. Olusan basincin
kanallarda genislemeye ve kanal tarafindan drene edilen
asinuslarda atrofiye yol actigr sanilmaktadir (3,42,17).
Kanal epitelinde de meydana gelen degisiklikler alkoliin
direkt etkisine bagli olarak sitoplazma ve membran
yapisinin bozulmasi, kimyasal ozelligi degisen pankreas
salgisinin kanallardan geciste epitele zarar vermesinden
kaynaklanabilir (17). Sato (18) kanal epitelinin siki
baglantilarinin belirgin sekilde bozuldugunu bildirmistir.
Bu degisikliklerin de pankreas salgisindaki tripsin inhibitor
seviyesinin azalmasi ve bikarbonat tuzlarinin yapist ve
salgilanmasindaki farkliliktan ileri geldigini belirtmistir.

Kronik alkoliklerde; zimojen graniil sayisinin azaldigt
(3,8,11) ve miikéze dogru igeriginin degistigi (3,10,12)
rapor edilmistir. Sasahara (12), EM’ta sekresyon
graniillerinde azalma ve zimojen graniillerin iceriklerinden
dolayr elektron yogun olarak izlenmesi beklenirken
alkoliklerde homojen fakat diisiik elektron yogunlukta
izlendigini bildirmistir. Bize gore normal pankreasta
zimojen graniiller hiicrenin apikalinde bekletilip uyarimla
verilmek {izere yogunlastirilirken, alkolik pankreasa
devamli gelen uyarimlar zimojen graniillerin olusumunu ve
degraniilasyonunu hizlandirdigindan, olgunlagma siirecini
kisitlamistir. Olgun zimojen sayisi azalirken, prozimojen
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Fahe

Sekil 8. Alkol verilmis grupta hiicre sinirlart (ok) ve kromatin yapisi
diizensiz ¢ekirdek (ok) X8300.

graniiller sitoplazmada yer almistir. Bu yiizden de diisiik
elektron yogunlukta izlenmislerdir.

Bir cok yazar (2,3,11,13,15,19-23) alkolik pankreas
caligmalarinda ilk goze carpan bulgunun alkol tiiketiminin
siiresi ve miktar arttikca ¢ogalma egilimi gosteren asiner
hiicrelerdeki yag birikimi oldugunu agiklamislardir.
Bordola (8) ve Noronha (21) alkolik insanlarin
pankreaslarinda diizensiz sekilli, biiyiik ve hiicrenin hemen
hemen her yerinde goriilmesine ragmen daha c¢ok cekirdek
etrafinda toplanmis yag kistleri gozlemlemislerdir.
Benzeyen yapilara bizim ¢alismamizda da rastlandi. Alkole
bagl olarak goriilen asiner hiicrelerdeki yag birikiminin
nedeni, karacigerde oldugu gibi alkoliin direkt etkisine
baglanabilir. Caligmalar (11,15) pankreasin alkolii, alkol
dehidrogenaz (ADH) yoluyla metabolize edebildigini
gostermistir. Karacigerde alkoliin oksidasyonu sirasinda
nikotinamid adenin diniikleotid rediikte (NADH) birikimi
meydana gelir. NADH karacigerde yag asit sentezini,
yiilksek oranda trigliserit ve lipoprotein iiretimini
yiikseltirken, yag asidi oksidasyonunu disiiriir (8,15,22).
Pankreasta ADH aktivitesinin gosterilmesinden sonra
meydana gelen yag birikiminin alkol oksidasyonu sirasinda
NADH/NAD oraninin artmast ya da karacigerde asiri
miktarda ortaya cikan asetatin kan yoluyla tasinarak
ekstrahepatik yolla pankreasta metabolize edilmesi bize
pankreasta trigliserit ve diger lipid bilesiklerinin yag
hiicreleri ve karacigerdekine benzer yolla iretildigini
gostermektedir (24).

Bir ¢ok yazar; Noronha (21), Bordola (8), Darla (22),
Gronnros (19) ve Grattagliana (16) yar1 ince kesitlerde ve
EM’da ya damlaciklarindan bagka daha ¢ok bazal yerlesim
gosteren vakuollerden bahsetmektedir. Darla (22) otofajik
vakuol olarak tanimladigi ve ¢aplar1 2 mikrona kadar ¢ikan
bu vakuollerin membran ya da partikiil formunda yogun
osmiyofilik maddeleri igerdigini gézlemistir. Noronho (21)
ve Bordolo (8) alkol tiikketimi arttikca sayilar1 cogalan bu
olusumlart miyelin figlir olarak degerlendirmis ve
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bozulmus hiicresel membranlardan koken alan fosfolipid
materyallerinden = meydana  geldigini  aciklamistir.
Calismamizda, alkol verilen sicanlarda bu olusumlara
rastladik. Alkol plazma membranlarinin akiciligini
diizenleyen kolinesteril ester miktarinin artmasina ve
membranlarda fosfolipid zincirindeki siranin bozulmasina
neden olmaktadir (25). Dolayist ile bu bozukluklarin
alkolin lipidleri denatiire etme oOzelliginden dolay1
membranlara verdigi zarardan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz.

EM bulgularimizda izledigimiz asiner hiicreler
arasinda bulunan baglantilardaki degisiklikler, Toru Sato
(18) ve Sasahara (12) tarafindan bildirilenlerle uygundur.
Sato (18) alkol verilen sicanlarda 3. aydan sonra lateral
baglantilarin 6zellikle bazale dogru dallanmalar gosterdigi,
diizensizlestigi ve birbirinden ayrildigini gézlemlemistir.
Sato (18); alkoliin lateral baglantilar1 olusturan proteinler
ve hiicre membrani iizerine direkt etkisinin bir sonucu
olarak bu degisikliklerin olabilecegini  bildirmistir.
Kakizaki (3) mikrovillus benzeri olusumlara dikkat
cekmistir. Bizim de tespit ettigimiz bazaldeki genislemeler
ve diizensizliklerin nedeni hem alkoliin direkt etkisi
sonucu, hem de artan metabolizma ile birlikte kapiller
damarlardan gelen sivi ve besin maddelerinin bazal
kisitmdan hiicreler arasina girmesi sonucu meydana
gelebilecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda gozledigimiz ¢ekirdek membranlarin-
daki dilatasyon, Noronha (21) tarafindan da belirtilmistir.
Noronha cekirdek membranlarinin arasindaki
genislemelerden kaynaklanan diizensizliklerin membrana
ondiileli bir yap1 kazandirdigini bildirmistir. Kontrollerde
izlenmeyen bu bozuklugun sebebi yine alkoliin
membranlar iizerindeki olumsuz etkileriyle agiklan-
maktadir.

Alkoliin pankreas tizerindeki etkilerini arastirmak icin
yaptigimiz bu calismada sonug¢ olarak; uzun siire alkol
verilen sicanlarda, asiner hiicrelerde olgun zimojen graniil
sayisinda azalma, asiner sitoplazma icerisinde miyelin
figiir gOriinimii veren vakuoller ve yag damlaciklar
izlendi. Kanallarda asir1 genisleme ve epitelde yassilagsma
ile GER, cekirdek ve lateral plazma membranlarinda
diizensizlikler tespit edildi.
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