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1.0ZET

Giris: Akut pankreatit sindirim enzimlerinin hiperaktivasyonu ve proinflamatuvar
sitokinlerin salinimiyla karakterize sistemik bir inflamasyondur. Ferulik asit (FA)
antioksidan bir hidroksisinamik asit tlirevidir. Arastirmalar antimikrobiyal,
antikansorejenik ve antiinflamatuvar etkileri oldugunu gostermistir. Amag:
Calismada pankreas-safra kanal ligasyonu (PSKL) ile olusturulan pankreatit
modelinde FA’nin antiinflamatuvar etkileri aragtirilmistir. Yontem: Wistar albino
sicanlar (n=10-12/grup) kullanildi. Kontrol grubuna taklit cerrahi, pankreatit grubuna
ise PSKL uygulanmadan 30dk. 6nce ve 3 gilin boyunca intragastrik (ig) fizyolojik
tuzlu su (SF) verildi. PSKL.’den 30 dk. dnce ve 3 giin boyunca FA250 grubuna 250
mg/kg, FA500 grubuna ig 500 mg/kg FA verildi. 24., 48. ve 72. saatlerde kan
ornekleri topland1 ve gilinliik agirliklar kaydedildi. 72. saatte dekapitasyon yapilarak
kan, pankreas, akciger ve karaciger 6rnekleri toplandi. Serumda tiimér nekroz faktor
(TNF)-a, Alkalen fosfataz (ALP), Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat
aminotransferaz (AST), total bilirubin (TB), amilaz ve lipaz; dokularda
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH)
diizeyleri 0l¢iildii. Histolojik inceleme ve mikroskopik hasar skoru yapildi.
Istatistiksel analiz icin ANOVA ile Tukey-Kramer ve Student t testi kullanildi.
Bulgular: FA tedavisi PSKL ile pankreas, karaciger ve akcigerde artan MPO
diizeyini azaltti ve GSH igerigini korudu. Ayn1 zamanda pankreas, akciger MDA
seviyelerini diisiiriirken; karacigerde MDA; serumda TNF-a ve ALT, AST, ALP ve
TB seviyelerini geri dondiirdii. Ayrica FA tedavisi ile pankreas ve karacigerde
mikroskopik hasarda belirgin bir iyilesme gozlendi. Sonu¢: PSKL ile olusturulan
pankreatitte FA’nin endojen antioksidan icerigi korudugu, notrofil infiltrasyonunu ve
lipid peroksidasyonu azalttigi dolayisiyla doku diizeyinde antiinflamatuvar bir rol

oynayarak iyilesme sagladig gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: akut pankreatit, ferulik asit, tikanma, antioksidan, inflamasyon,

sigan.



2.SUMMARY

Evaluating of The Potential Antiinflammatory Effects of Ferulic Acid on

Pancreatico-Biliary Duct Ligation Induced Acute Pancreatitis Model

Introduction: Acute pancreatitis is a systemic inflammation characterized by the
hyperactivation of digestion enzymes and releasing of the proinflammatory
cytokines. Ferulic acid (FA) is an antioxidant hydroxycinnamic acid derivative.
Recently, its antimicrobial, anticancer and antiinflammatory effects have been
shown. Aim: The antiinflammatory effects of FA was investigated on pancreatico-
biliary duct ligation (PBDL) induced pancreatitis model. Methods: Wistar albino
rats (n=10/group) were used. Control and PBDL groups were given saline 30 minutes
before sham operation and PBDL respectively and for 3 days. FA250 group was
treated with 250 mg/kg and FA500 group with 500 mg/kg FA ig30 minutes before
PBDL and for 3 days. At 72" hour, all rats were decapitated; blood, pancreas, lung
and liver samples were collected. Rats were weighed daily. Serum tumor necrosis
factor (TNF)-o, alkaline phosphatase (ALP), alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin, amylase, lipase; tissue
myeloperoxidase (MPO) activity, malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH)
levels were measured. Histologic examination and microscopic scoring was
performed. ANOVA with Tukey-Kramer analysis and Student’s t tests were used for
statistical analysis. Results: FA reduced MPO levels increased with PBDL induction
and prevented the depletion of GSH in all tissues. High MDA levels in pancreas and
liver; serum TNF-a, ALP, ALT, AST and TB levels decreased with FA treatments.
Additionally, microscopic lesion scores of pancreas and liver reduced with FA.
Conclusion: According to findings FA protects endogen antioxidant content,
prevents neutrophil infiltration and decreases lipid peroxidation in PBDL induced
pancreatitis. Furthermore, FA improves tissue damage induced by pancreatitis with

its antiinflammatory effects.

Anahtar Kelimeler: acute pancreatitis, ferulic acid, obstruction, antioxidant,

inflammation, rat.



3.GIRIS VE AMAC

Akut  pankreatit (AP), orta dereceli hayati tehlike yaratan
komplikasyonlardan, siddetli formlara kadar farkli klinik sonuglara sahip ve ancak
destekleyici tedaviler uygulanabilen ciddi bir klinik durumdur. Etiyolojisinde bir¢ok
neden olmakla birlikte olgularin %80°den fazlasinda nedenin safra tagi migrasyonu
ya da alkol tiiketimi oldugu bildirilmektedir (1). Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’de yilda 200,000’den fazla akut pankreatit bagvurusu oldugu ve basvurularin
%38’inin tikanikliga bagli gelisen pankreatit oldugu belirtilmektedir (2). Bakim,
goriintiileme ve girisimsel tekniklerdeki gelismelere ragmen AP belirgin morbidite
ve mortaliteyle iliskili olmaya devam etmekte (3), siddetli formunda ¢oklu organ
yetmezligi nedeniyle mortalitenin %?25’e ulasabildigi belirtilmektedir (4). Buna
ragmen akut pankreatit tedavisi i¢in ancak yiiksek maliyetli semptomatik tedaviler
uygulanabilmektedir. Tikanikliga bagli akut pankreatit tedavisinde son on yilda
cerrahi tedavilerden wuzaklagilmis, arastirmacilar alternatif tedavi arayigia
yonelmistir (5). Bu nedenle, AP klinikte cevap aranan 6nemli bir sorun olmaya

devam etmektedir.

AP’nin in vivo hayvan modelleri arasinda en sik kullanilanlar serulein ile ya
da alkolle indiiklenen pankreatit modelleridir. Ancak bu modeller klinigi taklit etmek
bakimindan cesitli sinirliliklara sahiptir (6). Klinikte tikanmaya bagli AP %40
civarinda goriilmesine ragmen mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
tez calismasinda pankreas-safra kanalinin baglanmasiyla olusturulan pankreatit
modeli kullanilmas1 ve tikanikliga bagli AP olusum mekanizmasinin incelenmesi
literatiire Onemli bir katki sunacaktir. Bu katki aym1 zamanda AP i¢in tedavi

seceneklerinin tartisilmasina da olanak saglayacaktir.

AP’nin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla beraber, pankreatik
kanalin tikanmast ve asiner asirt uyarimanin birgok farkli AP formunun
patogenezinde esas rol oynadigi (6), AP’nin zimojenlerin 6zellikle tripsinojenin
asiner hiicre igerisinde aktive olmasindan kaynaklandigi birgok arastirmaci

tarafindan kabul edilmektedir (7).



AP gelisiminde; safra tasi, kanal baglama ya da kanal obstriiksiyonuna neden
olan olaylar, tripsinojenin asiner ekzositozunu engelleyerek intraduktal basinci
artirmaktadir. Bununla beraber tikamiklik Ca™ sinyal degisikliklerine sebep olmakta,
bu degisiklikler tripsinojeni tripsine aktive eden katepsin B gibi lizozomal
hidrolazlar1 uyararak tripsinojen ve ayni bolgedeki zimojenlerin intraasiner

aktivasyonuna neden olmaktadir (8, 9).

Tripsinin intraasiner aktivasyonunun altinda yatan mekanizma ve nétrofillerin
bu mekanizmadaki roli henliz net degildir. Notrofil akiimiilasyonu ve tripsin
aktivasyonunun AP’de 6nemli rol oynadigi kabul edilmesine ragmen, aralarindaki
iligki pankreas calismalarinda hala c¢ozillememis bir konudur. AP’deki doku
hasarinda noétrofillerin kritik rol oynadigmna iligskin giicli bulgular elde edilmistir.
Tripsinojen aktivasyonunun AP baslangicinda nétrofilden bagimsiz gerceklestigi,
fakat daha sonra aktivasyonun pankreastaki notrofillere bagl olabilecegi/siirebilecegi
ileri siiriilmektedir (10). Fakat notrofiller ile tripsin aktivasyonu arasindaki molekiiler
mekanizmalarin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasi nedeniyle nétrofillerin
pankreatit patogenezindeki rolii halen tartisilmaya devam etmektedir. Notrofil
infiltrasyonunun ve sitokin cevabinin azalmasinin sicanda pankreas-safra kanalinin
tikanikligina bagli pankreatit modelinde iyilestirici etkileri oldugu gosterilmistir (11).
Ayrica, serulein ile indiiklenen pankreatit modelinde sicanlara uygulanan antinétrofil
serumunun dolasimdaki nétrofillerin temizlenmesine bagli olarak pankreasta ve
asiner hiicrelerde tripsin aktivasyonunu belirgin sekilde azalttig1 gosterilmistir (12).
Ancak bagka bir c¢alismada, dolasimdaki nétrofillerin yiizeyinde bulunan ve
pankreasa infiltrasyonunda ve yapismasinda rol oynayan lenfosit fonksiyonu antijen-
1 (LFA-1) gen eksikligi olan farelerde, taurokolat ile indiiklenen tripsin
aktivasyonunun degismedigi gosterilmistir (13). Yapilan bagka bir caligmada
ise,tripsinojen hiperaktivasyonuna ragmen toll benzeri reseptor 4 (TLR4)’iin notrofil
araciligl ile akut pankreatit gelisiminde rolii oldugu gdsterilmistir (14). Dolayisiyla,
hem arastirmalarin ¢eligkili sonuglart hem de nétrofilleri ya da fonksiyonlarini
tamamen ortadan kaldiracak spesifik genetik araclarin heniiz gelistirilememesi,
AP’de nétrofil infiltrasyonu ile tripsinojen aktivasyonu arasindaki dogrudan iliskinin

halen tartisma konusu olmasina neden olmaktadir (12).



AP ile iligkili olarak nétrofillerin rolii ile birlikte inflamatuvar yanitta
oksidatif stresin roliine dair de ¢ok sayida calisma vardir. Oksidatif stresin, AP nin
patogenezinde 6nemli rol oynadig1 ve reaktif oksijen molekiillerinin doku hasar1 ve
inflamatuvar hiicrelerin bdlgeye toplanmasi gibi inflamatuvar kaskatlarin
aktivasyonunu regiile ettigi ifade edilmektedir. Oksidatif stresin bir sonucu olarak,
antiproteaz ve antioksidan aktivite bozulabilmekte ve ciddi doku hasar1 meydana
gelebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda da gosterildigi gibi, dokuda ve plazmada artan
oksidan seviyesi, oksidatif stresin AP’de, hem lokal hem de sistemik cevaplarda yer

aldigini ifade etmektedir (15).

Yapilan klinik 6ncesi ve klinik degerlendirmelerde, AP’nin patofizyolojisinde
oksidatif stresin oksidan diizeylerini artirdigi, antioksidan savunmayi azalttig
gosterilmistir. Yapilan antioksidan tedavinin AP belirtilerini hafifletebilir veya

pankreatit gelisimini 6nleyebilir oldugu iddia edilmistir (15).

Birgok deneysel model ve yaklasimlarla, AP’nin patogenezinde oksidatif
stresin rolii arastirilmakla beraber, yapilan c¢alismalarin en belirgin dezavantaji
antioksidanlarin hastaligin tedavisinden ziyade AP olusumundan 6nce 6n tedavi
olarak uygulanmasidir (16). Ayrica, yapilan bir meta-analizde, antioksidan
tedavilerin bir takim hastaliklarin sonucunu iyilestirmedigi ifade edilmektedir (17).
Dolayisiyla, klinikte yapilan antioksidan tedavinin etkinliginin netlik kazanamamasi
AP’nin gelisiminde oksidatif stresin rolii hakkinda fikir birligi olusmasina engel

olmaktadir (16).

Klinik caligmalar, oksidatif stresin bir sonucu olarak, AP’li hastalarin
serumlarinda interlokin (IL)-1B, IL-6 ve timdr nekroz faktor (TNF)-a gibi
inflamatuvar sitokinlerin varligini ortaya koymus, pankreatitli hastalarin niiklear
faktor kappa B (NF-xB) aktivitesinde artis oldugunu gdstermistir (18). Pankreatik
asiner hiicrelerinden salgilanan sitokinlerin nétrofil ve makrofaj gibi inflamatuvar
hiicrelerin de bdlgeye toplanmasina yol agtigi bildirilmistir (19). Bununla beraber
asiner hiicre kaynakli proteazlarin aktivasyonu ve otosindirimi de lokal cevaba ve

buna bagl sistemik inflamatuvar cevabin olusmasina neden olmaktadir.



Tripsinojen ve NF-xB aktivasyonu arasindaki iliski ile ilgili ¢esitli iddialar
bulunmaktadir. Bir ¢alismada, spesifik olmayan proteaz inhibitdrlerinin in vitroda
NF-«B aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmis ve bu nedenle tripsinojen aktivasyonu
icin NF-xB aktivasyonunun hayati oldugu sonucuna varilmistir (20). Diger taraftan,
in vitro asiner hiicrelerdeki aktif tripsinin adenoviral aracili ekspresyonunun, NF-xB
aktivasyonuna neden olmadigi (21) da gosterilmis, yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda, tripsinojen geni eksik farelerde NF-kB aktivasyonunun varlig
gosterilmistir (22). Bu da NF-kB aktivasyonunun, pankreatit sirasinda tripsinojenin
aktivasyonundan bagimsiz  olup olmadiginin tartismaya acik oldugunu

gostermektedir.

Ferulik asit (FA); ¢esitli meyve, sebze ve tahillarda bulunan bir
fitokimyasaldir. Yakin zamanda antioksidan, antiinflamatuvar, antikansorojenik ve
noroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir (23). H,O, ile indiiklenmis inflamasyon
modelinde reaktif oksijen molekiillerinin (ROM) iiretimini ve hiicre apoptozunu
azalttigi ve hiicre proliferasyonunu indiikledigi, nikotinamid-adenin-diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonunu inhibe ederek ROM iiretimini azalttigi, NF-
kB aktivasyonunu inhibe ederek indiiklenebilir nitrikoksit sentaz (iNOS)
ekspresyonunu ve IL-1B, IL-6, TNF-a diizeylerini diistirdiigii gosterilmistir (23).
Yapilan bagka bir c¢alismada ise sepsisle indiiklenmis siganlarda FA tedavisinin
malondialdehit (MDA) diizeylerinde anlamli bir azalmaya, glutatyon (GSH),
siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri ve GSH peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktivitelerinde belirgin bir artisa neden oldugu ortaya konulmustur. Ayrica karaciger,
bobrek dokularinda ve lenfositlerdeki deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarini anlaml
bir sekilde azalttig1 ve bdylece sepsisle indiiklenmis oksidatif hasar1 6nlemede etkili
oldugu gosterilmistir (24). Yine sican kolit modelinde, miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesini, mukozal epitel hasarini, iilserasyonu ve submukozal 6demi anlamli bir
sekilde azalttigi, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve kolonik haberci riboniikleik asit (mRNA)
ekspresyon diizeylerini regule ettigi ve bu immiinomodiilatér etkisinin intestinal

inflamasyona kars1 yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (25).



Bu bilgiler 1s183inda FA’nin sigan pankreatit modelinde de o6zellikle
antioksidan ve antiinflamatuvar O6zellikleri {izerinden AP’de yararhh etkileri
olabilecegi diisiiniilmiistiir. FA’nin AP modelinde nétrofil infiltrasyonu, MPO ve
sitokin {iiretimine etkilerinin arastirilmasi hem maddenin yararl etkileri, hem de
obstriiksiyona bagli pankreatitin mekanizmasi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesini

saglayacaktir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Pankreasin Yapisi ve Fonksiyonu

Safra kescsinden gikan

safra kanah

Duodenum

Sekil 4.1: Pankreasin Yapisi (26)

Pankreas, midenin arkasinda ve altinda bulunan, duodenumun ilk lobunun
iizerine dogru uzanan ince uzun bir bezdir. Hem endokrin hem de ekzokrin boliimler
icermektedir. Ekzokrin kisim, sonunda duodenum igine bosalan kanallara bagl asini
olarak bilinen keseler igindeki sekretuvuar hiicre kiimelerinden olusur. Endokrin
bolim ise Langerhans adaciklari olarak adlandirilan izole endokrin doku
adaciklarindan olugsmakta ve pankreasin her tarafina dagilmis halde bulunmaktadir.
Pankreasin ekzokrin ve endokrin dokulari embriyonik gelisim sirasinda farkl
dokulardan tiiremektedir. Her ikisi de besin molekiillerinin metabolizmasiyla
ilgiliyken, farkli diizenleyici mekanizmanin kontrolii altinda farkli islevleri

bulunmaktadir.

Ekzokrin pankreas, iki bilesenden olusan bir pankreatik siv1 salgilamaktadir.

Bunlar; asiner hiicreler tarafindan salgilanan pankreatik enzimler ve pankreatik



kanalda kanal hiicreleri tarafindan salgilanan sodyum bikarbonattan zengin alkalin

sividir.

Pankreatik enzimler, zimojen graniillerinde sentezlenmekte ve ihtiya¢ halinde
ekzositozla salinmaktadir. Bu enzimler, diger sindirim sekresyonlarinin yoklugunda
dahi besinlerin neredeyse tamamini sindirebildikleri i¢in olduk¢a dnemlidir. Asiner
hiicreler tarafindan, protein sindirimi i¢in proteolitik enzimler, karbonhidratlar igin
pankreatik amilaz ve yaglarin sindirimi i¢in de pankreatik lipaz enzimi

salgilanmaktadir.

Pankreasin ekzokrin sekresyonu kolesistokinin (CCK) ve sekretin hormonlari
tarafindan kontrol edilmektedir. Duedonuma ulasan kimus, duodenal mukozadan
CCK serbestlenmesine neden olarak pankreasin ekzokrin salgisin1 uyarmaktadir.
Sindirim i¢in asiner hiicreler tarafindan pankreatik enzimler salgilanmaktadir. Ayrica
asidik kimus duodenumdan salgilanan sekretin aracilifiyla pankreatik kanal
hiicrelerinden duodenuma bikarbonat agisindan zengin pankreatik sivi salgilanmasina
neden olur. Boylece sindirim enzimlerinin aktiflesebilmesi i¢in uygun alkali ortam

olusur (27).

4.2. Pankreatit

Pankreatit, gastrointestinal sistemin énemli bir inflamatuvar hastaligidir. Akut
ya da kronik bir hastalik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Akut formu, yeni ve ani ortaya
cikan bir iltihaplanma iken; kronik formu, devam etmekte olan pankreatik

inflamasyonun atrofi ve fibroza dogru ilerlemesidir (28, 29).

4.3. Akut Pankreatit

AP, morbidite ve mortalite bakimindan onemli riskler tasiyan, tedavisine
ABD’de yilda 2.6 milyar dolar harcanan, sindirim enzimlerinin aktivasyonuyla
karakterize yaygin gastrointestinal hastaliklarindan biridir (30). AP vakalarmin bir
kismui hafif seyretmekte ve bu hafif formda mortalite oran1 %S5 civarinda olmaktadir
(31). Vakalarin siddetli formu ise organ yetmezligi ile sonuglanabilmekte ve

mortalite %30’a ulasabilmektedir (32). ABD’deki hastanedeki 6liimlerin nedenleri



arasinda besinci siradadir (29). Patogenezinin tam olarak anlagilamamasi nedeniyle

bu hastalik i¢in 6nleyici ya da tam tedavi edici bir yontem bulunmamaktadir.

AP gelisiminde bir¢ok etmen rol oynamaktadir ve nedenleri agagidaki sekilde
siniflandirilabilir (33):
1. Ekzokrin salginin engellenmesi (tikanma)

Koledok taglari, koledokosel

Parazitler

Pankreas divisium (aksesuar kanalin tikanmasi)

Oiddi sfinkter basing fazlalig

2. Toksinler ve ilaglar
e Alkoller
e Yilan zehirleri
3. Enfeksiyon
e Bakteriyel (mikoplazma, m.tiiberkulosis...)
e Viral (hepatit A, B, HIV...)
e Paraziter
4. Travma
e Kiint karin travmalar1
e Postoperatif
e ERCP (Endoskopik retrograd kolanjio-pankreatografi ), sfinkterotomi
5. Vaskiiler nedenler
e Iskemi, vaskiilitler
e Ateroskleroz
6. Metabolik bozuklular
e Hiperkalsemi
e Hipertrigliseridemi
7. Diger nedenler
e Penetre peptik iilser
e Crohn hastalig1
e Pankreas kanseri

8. Idiyopatik nedenler
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AP’nin patogenezini ise, 3 baslik altinda siniflandirmak miimkiindiir (9):

1.Intraasiner olaylar

e Zimojen aktivasyonu

e Otofaji

e Oksidatif stres

e Redoks sinyali

e Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu

e Endoplazmik stres
2.inflamatuvar cevaplar

e Niiklear faktor kappa-B (NF-kB) aktivasyonu

e inflamazom

e Damage-associated molecular pattern (DAMPs) lokal inflamasyondaki rolii

e Immiin hiicreler

e inflamatuvar sitokinlerin sistemik inflamasyondaki rolii
3.Coklu organ yetmezligi

e Koagiilasyon bozukluklar

e Bakteriyel translokasyon ve sekonder enfeksiyon

e Adipoz dokunun rolii

AP gelisimindeki olaylar tez ¢alismasinin hipotezi esas almarak asagida yer alan
zimojen aktivasyonu, oksidatif stres, NF-kB aktivasyonu, inflamatuvar sitokinlerin

rolii ve ¢oklu organ yetmezligi bagliklar1 altinda incelenecektir.

4.3.1.intraasiner olaylar
4.3.1.1.Zimojen aktivasyonu

Ozellikle inflamasyon siirecinin baslangicinda asiner hiicrelerdeki uygunsuz
tripsinojen aktivasyonunun rolii 6nem tasimaktadir (34). Hiicre hasarina neden olan
tripsinojen aktivasyonunun pankreatitin erken sathalarinda gergeklestigi, sonrasinda
ise hem lokal hem de sistemik inflamasyonun ilerlemesinde, tripsinden bagimsiz bir

mekanizmanin oldugu belirtilmektedir (22).
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Pankreasta tripsinojen aktivasyonu ve tripsin inaktivasyonu (otoaktivasyon ve
otoliz) temel olarak tripsin ile kontrol edilmektedir (35). AP sirasinda ise tripsin
aktivasyonunda, asiner hiicrelerdeki sitozolik kalsiyum akisinin etkili oldugu
bilinmektedir (36). Sitozolik Ca*™ konsantrasyonundaki artis kolesistokinin
hiperstimiilasyonu ile ger¢eklesmekte ve tripsinojen aktivasyonuna sebep oldugu
diistiniilmektedir (37). Bununla birlikte, sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun
artmasi, mitokondride 6nemli bir hasara yol agmakta ve ATP {iretimini etkileyerek
hiicre Oliimiine ve nekroza sebep olmaktadir (38). Gelisen pankreatik nekrozun
derecesi, hastaligim ilerlemesinde 6nemli bir belirleyici olmaktadir ve nekroz varlig
AP'deki mortalite oranini yiikseltmektedir (39). Siirekli artan kalsiyumun, hiicre
Olimiinii hizlandiran asiner hiicredeki reaktif oksijen molekiillerinin (ROM)

yiikselmesine neden oldugu ve hiicreyi apoptoza siiriikledigi iddia edilmektedir (40).

Normal sartlar altinda asiner sitoplazmada inaktif zimojen graniilleri olarak
salgilanan pankreratik enzimler, katepsin B gibi erken tripsinojen aktivasyonuna
neden olan lizozomal hidrolazlarla aktive olabilmektedirler (12). Ancak, katepsin B,
AP sirasinda tripsin aktivitesini artirmasina ragmen tripsinojen aktivasyonu da tek
basina etkili degildir (41). Zimojen graniillerinin salinimma bagl olarak pankreas
liimeni asiditesi artmakta ve asidik pH ile katepsin B’nin katalitik aktivitesini

artirtlarak zimojen aktivasyonu gerceklesmektedir (8).

Yapilan bir ¢caligma genel kabul goren tripsinojen merkezli pankreatit hipotezine
ters diismekte, tripsinojen aktivasyonunun pankreas hasarinin sadece yarisindan
sorumlu oldugu ve pankreatitin sadece bir otosindirim olayr olduguna itiraz
etmektedir. Kisa siire Once ise Gaiser ve ark. (34) pankreastaki aktif tripsin
ekspresyonunun AP indiiksiyonu i¢in yeterli oldugunu gostermis ve elde edilen

bilgiler 1s1g81nda tartigmalar1 yeniden alevlendirmistir.

Yine bagka bir ¢calismada da, AP sirasinda erken pankreatik hasar igin tripsinojen
aktivasyonunun gerekli oldugu ifade edilmektedir (22). Katepsin L nakavt fareleri ile
yapilan bir ¢calismada, yiiksek tripsinojen aktivasyonuna ragmen, pankreas hasarinda

onemli azalma oldugu gozlemlenmistir (42). Buna dayanarak, tripsinojenin
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aktivasyonunun pankreatit boyunca tripsin ve diger proteazlar1 degrade ederek
koruyucu bir etki yaratabilecegi hipotezi de one siiriilmektedir. Boylece intraasiner
sindirim enzimlerinin aktivasyonunu Onlenebilir veya geciktirilebilir oldugu

tartisilmaktadir (43).

Genel olarak, tripsinojen aktivasyonunun hem duodenumdaki fizyolojik
kosullarda hem de asiner igindeki patolojik siirecte diger sindirim enzimi
aktivasyonunun basamaklarii tetikleyen ilk adim oldugu kabul edilmektedir (44).
Tripsinojen geni eksik farelerde kimotripsinojen aktivasyonunun tamamen ortadan
kalktigi  bulgusu, intraasiner zimojen aktivasyonu sirasinda tripsinojen

aktivasyonunun gercekten dnemli bir adim oldugunu teyit etmektedir (22).

Sonug¢ olarak mevcut veriler, AP ile zimojen aktivasyonu arasindaki iliskinin

varligim1 gostermekte, fakat mekanizmasi ve roliine dair net bir bilgi vermemektedir.

4.3.1.2. Oksidatif stres

AP’de oksidatif stresin gelisiminde asiner hiicrelerde kalsiyum sinyallenmesinin
bozulmast 6ne cikan bir &zelliktir (37); sitozolik Ca™nm asirt yiikselmesi
mitokondride 6nemli bir hasara yol acarak ATP iiretme kabiliyetlerini etkilemekte ve
hiicre 6liimiinii desteklemektedir (38). Ca™ sinyallenmesindeki bozukluk, semptom
baslangicindan sonraki giinlerde ortaya ¢ikabilecek pankreatik nekrozun yaygiligina
ve hastaligin ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Nekrozun varligr ise, AP'deki

mortalite oranini énemli 6l¢iide artirmaktadir (40).

Ca"'nin siirekli yiikselmesinin, asiner hiicre igerisinde bulunan, hiicre 6liimiinii
destekleyen ROM’da yiikselmelere neden oldugu gosterilmistir (45). Ancak,
oksidatif stresin AP’nin gelisiminde tam olarak yer almasi hala belirsizdir (46).
Ayrica bugiine kadar klinikte uygulanan antioksidan tedavilerin etkileri ile ilgili
tartismalar da devam etmektedir (16). Ozellikle AP’nin gelismesi ve gelecek vaat
eden yeni terapétik yaklasimlarla iliskili olarak, ekzokrin pankreasta hiicre liimiinii

belirlemede ROM ve Ca™’nin etkileriyle ilgili yeni kanitlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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AP patogenezinde Ca™, asiner hiicrelerde homeostazisin bozulmasma neden
olarak AP gelisiminde merkezi bir rol almaktadir (47, 48). Kolesistokinin
hiperstimiilasyonuna (37), safra tuzlarina (49), alkole ve oksidatif olmayan
metabolitlere (50) yanit olarak artan Ca'; vakuol olusumu ve hiicre 6limii dahil

olmak {izere asiner hiicrelerde hasara neden olmaktadir (51).

Ca™?a yanit olarak artan ROM’lar asiner hiicre icerisinde iiretilebildigi gibi (45),
ayni zamanda inflamatuvar yanit sirasinda nétrofiller tarafindan da tiretilmekte ve
salinmaktadir. Bu sekilde pankreatik hasara ve sistemik komplikasyonlarin
gelisimine etki etmektedir (46). Asirt ROM olusumunun lipit membranlarinin,
proteinlerin ve DNA’nin bozulmasiyla cesitli hiicre tiplerinde hasar1 tesvik ettigi
gosterilmistir (52). Bu sekilde, oksidatif stres pankreastaki hasarin derecesini ve

siddetini yansitmaktadir.

Inflamasyonda ROM’un bir diger kaynagi ise NADPH oksidazdir. NADPH
oksidazin yetersiz iiretiminin, serulein ile indiiklenmis pankreatitli farelerde tripsin
aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir (15). Klinikteki bulgular da, AP hastalarinda
ROM miktarinin 6nemli oOlgiide arttigini ve azalmig antioksidan diizeylerini

gostermektedir (40).

Inflamatuvar bir uyarana yanit olarak dolasimdaki vaskuler permeabilitenin
artmasiyla inflamasyon bolgesine go¢ eden noétrofiller (53), graniillerinde bulunan
miyeloperoksidaz (MPO) enziminin aktivitesi sonucunda ROM {iretmektedirler.
Dokudaki nétrofil infiltrasyonunun ve MPO enziminin asir1 artmasi sonucunda
antiproteaz ve antioksidan aktivite bozabilmekte ve ciddi doku hasari meydana

gelebilmektedir (9).

AP’de, dokuda ve plazmada artmis lipid peroksidasyonu (MDA) ve MPO
aktivitesi ile birlikte pankreasta indirgenmis endojen antioksidan olan glutatyonun
(GSH) belirgin olarak tiikendigi belirtilmektedir (54, 55). Ayrica artan MDA
diizeyleri de pankreatite bagl coklu organ islev bozuklugu ile iliskilendirilmektedir

(56).
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Pankreatik dokuda GSH’nin tiikenmesinin, AP’nin baslangi¢ evresinde oldugu
ve hastaligin siddetini etkiledigi ifade edilmistir (8). Bununla birlikte, bu tilkenmenin
AP'nin erken evresinde glutatyon oksidasyonu degil glutatyon tiiketimi seklinde
oldugu belirtilmistir (57). Bu nedenle, inflamatuvar siiregle iligkili ROM
detoksifikasyonu, erken glutatyon tiikkenmesinin ana nedeni olarak goriilmemektedir.
Pankreatik glutatyon tiilkenmesinin proenzim aktivasyonuna bagli olarak

gerceklestigi one stirtilmektedir (8).

Siddetli AP’li hastalarin plazmasinda oksidatif hasarm bir sonucu olarak MDA
ve MPO aktiviteleri artmaktadir (54). Bu parametreler genellikle hem klinik hem de
deneysel calismalarda hastaligin ciddiyetiyle iliskilidir. Bu nedenle, MDA
diizeylerindeki artis AP'deki doku hasari ile korelasyon gostermektedir (55).

Oksidatif stres ve proinflamatuvar sitokinler arasindaki etkilesimler,
inflamatuvar yaniti ve AP'de doku hasarini kétiilestirmektedir (58, 59). Bu baglamda,
AP'deki inflamatuvar cevabi1 spesifik olarak hedeflemek icin antioksidanlarin

uygulanmasi yararh olabilir.

4.3.2. inflamatuvar cevaplar
4.3.2.1. NF-«B aktivasyonu

Gukovsky ve arkadaglar1 (60) tarafindan AP boyunca asiner hiicrelerde NF-
kB’nin aktivasyonu ilk kez rapor edilmis ve AP patogenezinde Onemli bir

inflamatuvar yol olarak iliskilendirilmistir (61, 62).

Infilamasyon sirasinda inhibitdrk-B’nin (IkB) bozunmasi, NF-xB’nin niiklear
translokasyon sinyallerini serbest birakarak NF-kB dimer p50 / p65’in DNA
diizenleyici baglanma alanina baglandig1 ve proinflamatuvar sitokin genlerini regiile
ettigi ifade edilmektedir. NF-kB aktivasyonuna yol acan hiicre i¢i sinyal yollari,
artmis sitozolik Ca* konsantrasyonu ve protein kinaz C (PKC) aktivasyonu

vasitastyla etki etmektedir (63, 64).
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NF-«kB aktivasyonu ile interlokin (IL)-1B, IL-6 ve tiimor nekroz faktor-o
(TNF-0) gibi proinflamatuvar sitokinlerin ifadesinde artis olmakta ve inflamatuvar
cevapta rol oynamaktadirlar (15). Kullanilan antioksidanlar ile NF-kB aktivasyonu
baskilanarak bu inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu inhibe edilebilmekte, klinik
calismalarda da, AP’li hastalarin serumlarinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi

inflamatuvar sitokinlerin varlig1 ortaya konulmaktadir (65).

NF-kB aktivasyonu ile salgilan proinflamatuvar sitokinlerden olan TNF-
a’'nin, AP’nin serulein modelinde asiner hiicreler tarafindan salgilandigi
gosterilmistir (66). Ek olarak, NF-kB’nin genetik olarak susturulmasinin pankreas
hasarinin boyutunu azalttigt ve serulein kaynakli AP’de TNF-a ekspresyonunu

inhibe ettigi gosterilmistir (67).

Tripsinojen aktivasyonu ve NF-kB aktivasyonu arasindaki iliski ise hala
tartisilmaya devam edilmektedir. NF-kB aktivasyonunun, intraseliiler tripsinojen
aktivasyonu ile es zamanli olarak AP'de ortaya ¢iktigi agiklanmistir. Bir ¢alismada,
spesifik olmayan proteaz inhibitorleri kullanilarak in vitro NF-xB aktivasyonunun
inhibe edildigi bildirilmekte ve bu nedenle, tripsinojen aktivasyonunun NF-xB
aktivasyonu i¢in gerekli oldugu sonucuna varilmaktadir (20). Baska bir ¢aligmada
ise, in vitro asiner hiicrelerdeki aktif tripsinin adenoviral aracili ekspresyonunun, NF-
kB aktivasyonunu baglatamadigi belirtilmistir (21). Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda tripsinojen aktivasyonunun yoklugunda NF-kB aktivasyonunun varligi,
pankreatit sirasinda NF-kB aktivasyonunun tripsinojenden bagimsiz oldugunu

diisiindiirmektedir (22).

Yapilan galismalar, AP gelisimi i¢in gerekli olan bu iki olayin heniiz tam
olarak netlik kazanmadigmi ve mekanizmalarina dair yeni ¢aligmalara ihtiyag

duyuldugunu gdstermektedir.
4.3.2.2.Sitokinlerin rolii

AP’li hastalarda serum seviyelerinde TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi c¢esitli
proinflamatuvar sitokinlerde, IL-8, Monosit kemotaktik protein (MCP)-1 gibi
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kemokinlerde ve pankreasta aktive olan hiicrelerden kaynaklanan makrofaj goc

inhibitor faktorlerinde artiglar gdsterilmistir (68).

Bu genel proinflamatuvar faktorler spesifik ya da spesifik olmayan yollar ile
pankreatik inflamasyonu siddetlendirmektedir. Ornegin IL-6nin, patolojik yardimc1
T17 (Th17) hiicreleri ile inflamasyonu gelistirebilecegi ya da pankreas igine
inflamatuvar makrofajlarin girisine ve MCP-1 indiiksiyonuna katki saglayabilecegi

belirtilmektedir (41).

IL-6 seviyeleri, IL-1p ve TNF-a’nin serbestlenmesi sonrasi artmaktadir. IL-6
B ve T lenfositlerini ve koagiilasyon sistemini aktive etmekte ve ates, 16kositoz ve
CRP artigina onciilitk etmektedir (69). Yapilan bir calismada kanda IL-6 seviyesinin

organ yetmezligi ve mortalite ile iligkili oldugu da gosterilmektedir (70).

IL1-B, insanda AP patogenezinde onemli olan diger bir proinflamatuvar
sitokindir (71). Bu sitokin, inflamasyon bdlgelerine noétrofil infiltrasyonunu
indiikleme kabiliyeti de dahil olmak iizere birden fazla yolla pankreatik inflamasyona
aracilik etmekte ve diger proinflamatuvar sitokinler ve kemokinlerin
indiiklenmesinde etkileri olmaktadir (72). Ayrica bu sitokinin bir 6nciil formunun,
TLRO yoluyla etki eden DAMP’ler tarafindan indiiklendigine, IL1-f’nin, kommensal
organizmalarda bagirsak gecirgenliginin artirilmasinda rol oynayabilecegine dair
kanitlar vardir. IL1-B’nin 6nciil formu, niikleotit baglayici oligomerizasyon domeini
iceren protein (NOD) benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3) inflamazomu vasitasiyla
aktif bir forma doniistiiriilmektedir ve bu nedenle NLRP3 inflamazom bileseninden
yoksun olan fareler, serulein kaynakli pankreatitin indiiksiyonuna karsi direng

gostermektedir (73, 74).

Pankreatitin gelisiminde merkezi bir role sahip olan TNF-o, pankreatik
antijen sunan hiicrelerde indiiklenen proinflamatuvar bir sitokindir. Sendler ve ark.
(75) tarafindan yapilan bir ¢alismada, TNF-a’nin asir1 CCK reseptor uyarimina yanit
olarak gergeklesen ilk asiner hiicre hasarina neden oldugu gosterilmistir. TNF-a

aracilig1 ile pankreatik asiner hiicreler uyarilarak pankreatik enzimlerin aktivasyonu
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gergeklesmektedir. Bu da hiicre nekrozu ve erken proteaz aktivasyonu ile
sonuclanmaktadir. Serulein ile indiikklenmis pankreatitte, makrofajlar TNF-a’nin
hiicresel kaynagidir (76, 77) ve asiner hiicre nekrozunun siirekliliginde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle TNF-o deneysel pankreatit gelisiminde kritik bir role
sahiptir. TNF-a hayvan AP modellerinde, AP indiiksiyonundan 30 dakika sonrasi
kadar erken bir siirede serbestlenmektedir. Ayrica diger sitokinleri, serbest oksijen
radikallerini, hiicre 6liimii ve endoteliyal aktivasyonu da regiile etmektedir. Ancak,
bu sitokinin insan pankreatitinde de ayni derecede 6nemli bir role sahip oldugunun

dogrulanmas1 gerekmektedir.

Son zamanlarda pankreatit patogenezinde Onemli bir aktér olan IL-33
proinflamatuvar sitokinin varligi da kanitlanmigtir. Siddetli AP’li hastalarda serumda
artan IL-33 diizeyi kitlesel asiner hiicre oOlimii ile iligkili bir durumdur (41).
Pankreatitte [L-33’lin rolii Watanable ve ark. (78) tarafindan tekrarlayan diisiik doz
serulein ve NOD-1ligand uygulamasiyla indiiklenen kronik pankreatit (KP)
modelinde tamimlanmistir. Xue ve ark. (79) tarafindan yapilan bir ¢aligmada IL-
33’1in serulein ile indiiklenmis KP’li farelerde ve KP’li insanlarda M2 makrofajlar
aktive ettigi gosterilmistir. Fakat IL-33 reseptorii (ST2) ekspresyonu eksik farelerde
pankreatit gelistigi, IL-33-ST2 sinyal yolagimin koruyucu bir role sahip oldugunu
gosteren birkac caligma bulunmaktadir (80, 81).

AP’nin patofizyolojisinde gerceklesen olaylar siralandiginda, 6ncelikle NFxB
araciligiyla pankreasta hiicresel hasar ve lokal inflamasyona neden olan intraasiner
olaylar meydana gelmektedir. Sonrasinda ise, basta 16kositler olmak {izere immiin
hiicrelerin alimini ve ¢esitli proinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin salinimim
iceren inflamatuvar yanitin ilerlemesi gerceklesmektedir. Devaminda da, meydana
gelen asir1 immiin yanit ile organ yetmezligi ve yiiksek mortalite goriilmektedir.
Ayrica bu esnada, mikrosirkiilasyon ve koagiilasyon bozukluklar1 gelismekte ve AP

siddeti ile organ yetmezligine katkida bulunulmaktadir.
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4.3.3. Coklu organ yetmezligi

Siddetli sistemik inflamasyonun en 6nemli sonuglarindan biri ¢oklu organ
islev bozuklugudur. AP'nin baglangicinda steril inflamasyona bagl olarak birkag giin
icerisinde (erken siddetli AP) ya da sekonder septik komplikasyonlara bagli olarak
gec donemde gelisebilmektedir.

Coklu organ yetmezliginin mekanizmalar1 tam olarak netlik kazanmasada,
neden olan olaylar; vazodilatasyona, kilcal damar sizintisina ve ddeme yol agan
mikrodolagim anormallikleri; doku hipoksisine ve arteriyel hipotansiyona neden
olan koagiilasyon anormalligi ve hiicresel yaralanma ve doku hasarina yol agan
iltihaplanma ve mitokondrial hasarlanma olarak belirtilmektedir (9). Buna ek olarak,
enfekte nekroza ve sepsise yol agan bakteri translokasyonu, diger septik kosullarda

oldugu gibi organ yetmezligine yol acabilmektedir (82).

Hemodinamik degisiklikler sonucu AP’de endotel hiicre disfonksiyonu ile
bariyer fonksiyon kaybi, kilcal kagak, 6dem ve aktive olmus bagisiklik hiicrelerinin
inflamasyon bolgesine tutunmasit goriilmektedir (83). Lokosit infiltrasyonu,
trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyon pankreatik kan akimimin azalmasina,

pankreas iskemisine ve kilcal gecirgenligin artmasina yol agmaktadir (9).

Pankreatik asiner hiicrelerden tiiretilen pankreas enzimlerindeki artis AP’de
pankreas islevi ve patolojisi hakkinda bize bilgi vermektedir. AP'nin laboratuvar
tanisinda pankreatik enzimler temel bir parametre olarak kabul edilmektedir (84).
Pankreas enzimlerinden olan amilazin, hastaligin baslangicindan itibaren alti saat
icinde plazmada hizla arttig1, 10-12 saatlik bir yarilanma 6mrii gosterdigi ve 3-5 giin
boyunca yiikselerek sonrasinda bobrekler tarafindan atildigi bildirilmektedir (85).
Bununla birlikte, amilazin erken dénemde normale donmesi, hastaligin diizelmekte

oldugunu gosterebilecegi gibi agir pankreas hasarinin belirtisi de olabilmektedir (86).
AP’de diger bir pankreatik enzim olan lipaz diizeyi %60-80 hassasiyet ve

Ozgiilliige sahip olmaktadir (87). Lipazin serum konsantrasyonunun hastaligin

baslangicindan 3-6 saat iginde arttigt ve 24 saat iginde doruga ulastig
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bildirilmektedir (88). Artan serum seviyesi, normal seviyeye inmeden yaklasik 7-14
giin boyunca dolagimda kalmaktadir. Amilazin aksine, lipaz renal tiibiillerde yeniden
emilmekte ve daha uzun siirede ve yiiksek konsantrasyonda dolasimda kalmaktadir.

(89). Bu nedenle hastalarda daha fazla duyarlilik kazanmaktadir (84).

AP’nin siddeti 1ile iliskili olarak aym1 zamanda akciger hasann da
goriilmektedir. Alveolar kapiller bariyerdeki degisiklikler ve inflamasyon, anormal
pulmoner fonksiyonlara yol agabilmektedir (90). Ayrica karaciger ve bobrek islev

bozuklugu da olabilmektedir (91, 92).

Karaciger dokusu, yiiksek oksijen tiiketimi ve az miktarda antioksidan
savunmas1 nedeniyle oksidatif strese duyarli oldugundan AP, dokuda belirgin
mikrosirkiilasyon bozukluklarina ve dejeneratif degisikliklere sebep olmaktadir (93).
AP sonucu gelisen karaciger fonksiyon bozuklugunda bilirubin seviyesi, artmaktadir.
Serum bilirubin seviyesi 1 mg’m iizerindeki degerler anormal kabul edilmekte ve 3-4
mg lzerindeki degerler siddetli hepatobiliyer hasar1 gostermektedir (94). Biliyer
pankreatitte 6nemli diger bir parametre ise alkalan fosfataz (ALP)’dir ve obstriiktif
sarilikta artmaktadir. ALP’deki artisin 246 U/L’den fazla olmasi, kanallarda safra
pankreatitine neden olan tikanikligi gostermektedir. Biliyer pankreatit ve safra

taslariyla iligkili bireysel klinik parametreler de tanimlanmistir (95).

Safra kesesi pankreatitinde, karaciger hasarina bagli olarak bilirubin, ALP’nin
yani sira alanin transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) diizeyleri de
anlamli olarak artmaktadir. Artmig ALT ile sarilik, ERCP gerektiren safra tasi
etyolojisini diigiindiirmektedir (84). ALT veya AST diizeyleri, normalin iist sinirinin
iic katindan fazla oldugunda safra tas1 kaynakli akut pankreatiti isaret etmektedir
(96). Akut safra tas1 pankreatitinde, serum ALT diizeyi baslangigtan 48 saat sonra
>150 U/T’lik bir artig géstermektedir (97). Bununla birlikte yapilan bir ¢calismada da
ANP’li siganlarda serum ALT seviyesinde 24. saatte anlamli bir farklilik gostererek

yiikseldigi belirtilmektedir (98).
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4.4. Kronik Pankreatit

Kronik pankreatit (KP), pankreasin progresif inflamasyonu, parenkimal
(ekzokrin ve endokrin) hiicrelerin kaybi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, yag
replasmani, stellat hiicre aktivasyonu ve fibroz, kalsifikasyon ve sinir genislemesi ile
tanimlanmaktadir (99). Hastalik gelistikce ekzokrin ve endokrin islevlerin 6nemli
6lciide bozulmasi belirgin hale gelmekte ve kronik karin agrisina ek olarak besinlerin
sindirimi ve emilimide etkilenmektedir (100). Klinik bulgular agr1 ve yetersiz
sindirim ile seyretmekte kimi zamanda beta hiicre kaybina bagli diyabeti
icermektedir. Ayrica lipaz salimmi normalin %10’undan daha azmna diistigi
durumlarda Steatorrhea (yagh diski) goriilmektedir (101). KP etiyolojisi %70
oraninda alkole bagli, %20 oraninda ise idiyopatik olup, diger etiyolojileri sigara,

tikanik lezyonlar, diger toksik ajanlar ve genetik faktorler kaynaklidir (102).

Belirlenmis tani kriterlerinin yoklugunda, insanda KP’nin erken tanis1 zor ve
cogunlukla klinik goriiniim, goriintilleme sonuglart ve pankreatik fonksiyon test
sonuclarinin bir kombinasyonuna dayanmaktadir (103). Ayrica, KP’nin hayvan
modellerini degerlendirme kriterlerine iliskin herhangi bir goriis birligi de
bulunmamaktadir. Klinik ve deneysel veriler AP’nin KP’ye ilerleyebilecegini ve
tripsin aktivitesi ile mekanik bir baglanti olabilecegini diisiindiirmektedir. Hiicre ici
tripsin aktivitesinin pankreatit baslatma kabiliyetine sahip oldugu, fakat diger
faktorlerin yoklugunda tripsinojenin hiicre i¢i aktivasyonunun, KP gelisimi i¢in
yeterli olmadig1 gosterilmistir (34). Buna karsilik, ROM’un indiikledigi asiner hiicre
hasari, pankreasta KP’nin histopatolojik 06zelligi olan kitlesel fibroza neden

olmaktadir (104).

Etkili tedavilerin eksikligi ve oOnleyici yaklasimlarin sinirli olmasi halen
klinisyenler i¢in 6nemli bir sorundur. Yogun arastirmalara ragmen, hastalig1 baglatan
veya ilerlemeyi KP’ye yonlendiren molekiiler mekanizmalar halen iyi
anlasilamamistir ve elde edilen bilgiler halen KP insidansinin arttigin1 gostermektedir

(105,106).
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4.5. Akut Pankreatit Modelleri

Son 150 yildir AP ve KP’nin patofizyolojisini ve patogenezini anlamak igin
bircok hayvan modeli gelistirilmistir. Bu modeller, insandaki hastaligin tiim yonlerini
yansitamamakla birlikte hastaligin gelisimine katkida bulunan genetik ve molekiiler
faktorlerin anlagilmasma ve yeni tedavi edici yaklasimlar gelistirilmesine olanak
saglamaktadir (107). Pankreatit modelleri icin ¢esitli hayvan tiirleri kullanilmasina
ragmen daha ucuz elde edildikleri ve daha iyi standardize edilebildikleri i¢in yaygin

olarak fare ve si¢an gibi kemirgenler kullanilmaktadir.

Sican ve fare pankreasi dalak kismi nispeten kompakt, duodenal kismi
mezenter i¢cinde dagilmis oldugundan bir ara form olarak siniflandirilmaktadir (108).
Gastrik, splenik, parabiliyer ve duodenal segmentler olmak {izere dort kisma
ayrilmaktadir. Gastrik lobun diger biiyiik tiirlerde karsihigi yoktur. Yukarida
belirtildigi gibi splenik segment biraz daha kalinken duodenal segment mezenter
icine dagilmistir. Duodenal segmentin kaudal kismi1 ve splenik segmentin dorsal

kismi birleserek kolon yakinlarina kadar uzanmaktadir (109).

Akut pankreatit calismalarinda kullanilan modeller agagida siniflandirilmistir:

4.5.1.Sekretuvar bir ajanla (Serulein) indiiklenen pankreatit modeli

Sicanlarin pankreatik asiner hiicrelerinde proteolitik enzimleri otolize neden
olacak kadar yiiksek seviyelere ¢ikaran kimyasallar ile pankreatit indiiklenebilir. Bu
ajanlardan biri olan serulein, bir CCK analogudur ve saatte 5-10 pg/kg dozunda
araliklarla birkag kez intraperitoneal (ip) enjeksiyon ile verildiginde AP
gelismektedir (110). Serulein verildikten 30 dk. sonra pankreatik enzim
aktivasyonunun meydana geldigi ve progresif interstisyel Odem olustugu
bilinmektedir. Inflamatuvar hiicrelerin pankreasta infiltrasyonu, 6dem, asiner hiicre
vakuolizasyonu ve pankreasta aktive edilmis pankreas enziminin varhig1 ve gesitli

histopatolojik bulgular AP mekanizmasini desteklemektedir (111).

Pankreatit derecesinin kolaylikla kontrol edilebilmesi ve bu seviyenin

sinirlandirilabilmesi modele avantaj saglamaktadir. Ayrica, model noninvaziv,
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yiiksek tekrarlanabilirlik ve birden fazla tiire uygulanabilme 6zelligine sahiptir (112).
In vitro asiner hiicre calismalari ile paralel olarak in vivo deneyler ile de hiicre igi
sinyal iletim olaylari, proteaz aktivasyon kaskadlar1 ve AP’nin erken evresinde yer
alan hiicre 6lim yollarmin incelenmesi i¢in kullanish bir modeldir. Genellikle
O0dematdz pankreatitin erken safhalarini degerlendirilmesinde kullanilmaktadir ve
pankreatit fizyopatolojisindeki endokrin degisiklikleri (sekretin ve kolesistokinin

seviyeleri gibi) degerlendirmede kolaylik saglamaktadir (99).

Bununla birlikte, bu modelin birgok énemli dezavantaji da vardir. Seruleinin
maksimum dozunda dahi, hafif, kendi kendini sinirlayan AP gelismekte, siddetli
nekrotizan pankreatit indiikklenememektedir. Bu durum, yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip olan ciddi pankreatit ¢alismalarinda kullanimini sinirlamaktadir.
Buna ek olarak, insektisit gibi kolin esteraz inhibitorlerine (113) ya da Trinidad akrep
toksinine maruz kalma gibi kazara yiiksek konsatrasyonda sekretagog alan hastalarda
AP rapor edilmesine ragmen, sekretagoglarin asir1 stimiilasyonu insanda goriilen
AP’nin yaygm nedenlerinden biri degildir (114). CCK kemirgenlerde ekzokrin
pankreas sekresyonunu regiile etmede Onemli bir role sahiptir. Ancak, insan ve
kemirgen pankreasinda CCK ile iligkili farkliliklar mevcuttur. Kemirgenlerde
ekzokrin salginin diizenlenmesinde CCK sekresyonu esas rolii oynarken, insanda
pankreatik asiner hiicreler CCK ile uyarilan kolinerjik yolla regiile edilmektedir (115,
116). Insan ve kemirgen pankreasi arasindaki bu farklilik modele dezavantaj

saglamaktadir.

4.5.2.immiin aracih pankreatit

1954'te Thal ve Brackney (117), 24 saat boyunca Escherichia coli veya
meningokok toksininin ke¢i veya tavsanin pankreas kanallarinin igine 2 kez enjekte
edilmesinin hemorajik nekrotizan pankreatit olusturdugunu bildirmislerdir. Bagka bir
grup ise, ovalbiiminin subkiitan enjeksiyonu ile hayvanlar1 duyarlilagtirarak ve
ardindan pankreas kanali i¢ine ovalbiimin veya yabanci serum ekleyerek pankreatiti

indiiklemislerdir (118).
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Bu modeller yalnizca genel bir alerjik olayin o6zelliklerini arastirmak igin
kullanilabilmekte ve teknik olarak olusturulmasi zor olabilmektedir. Bu nedenle,
arastirmacilar arasindaki kabulleri simirli kalmistir. Bunlarin yerine immiinolojik
kusurlar nedeniyle spontan pankreatit gelisen yakin akrabalik kemirgenleri veya

transgenik modeller gelistirilmistir (119).

4.5.3.Diyet ile indiiklenmis pankreatit

Lombardi ve arkadaslar1 (119) farelere, metiyonin ile zenginlestirilmis kolin
eksikligi olan bir diyet (choline-deficient and ethionine-supplemented - CDE diyeti)
uygulayarak ciddi nekrotizan pankreatit gelistirmiglerdir. Bu modelde CDE diyeti ile
beslenen geng disi farelerde hemorajik nekroz gelismekte ve diyetteki giin sayisina
bagl olarak 5 giin iginde mortalite % 100’e¢ kadar ulagmaktadir (111). Baslangicta
geng disi fareler kullanilarak gelistirilmis olmasma ragmen, bu modelde erkek
farelerde Ostrojen verilmesinden sonra kullanilabilmektedir ve sicanlarda da aym

etkilere sahiptir.

CDE diyeti ile indiiklenen AP, genellikle 2-3 giinde gelismekte; ekzokrin
parenkimde kitlesel yag nekrozu, yogun hemoraji ve inflamatuvar reaksiyonlar ile
karakterize edilmektedir (99). Akut hemarojik pankreatit icin ideal bir modeldir.
Ayrica, mortalite oraninin degisken olmamasi pankreatit tedavisinde gelistirilen yeni

ilaglarin etkinligini degerlendirmek agisindan son derece avantajlidir (111).

Bu model insanda pankreatit tablosunu yansitsa da, pankreatit siddeti cinsiyet,
yas, farenin agirligina bagl degismektedir. Bununla birlikte CDE diyetinin gruplar
arasinda esit tiiketilip tiiketilmediginin belirlenememesi gibi bir dezavantaja da
sahiptir. Ayrica, AP ile iliskili olmayan yagli karaciger ve parotitis gibi ¢oklu organ
yetmezliginin gelismesi de modele dezavantaj saglamaktadir. Ayrica bu modelde
belirgin hiperglisemi ve hipokalemi ile birlikte endokrin bozukluk da goriilmektedir

(99).
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4.5.4.Aminoasit ile indiiklenmis pankreatit modeli

L-arginin, sicanlarda AP’nin indiiklenmesi i¢in kullanilan bir aminoasittir.
Sicanlarda L-argininin (5g/kg) tek dozunun akut nekrotizan pankreatiti indiikledigi
gosterilmistir (111). L-arginin verildikten 12-24 saatte serum amilaz, lipaz seviyeleri
ve anyonik tripsin seviyesi maksimuma ulasmaktadir. Inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ile pankreatik ekzokrin dokudaki nekrotik degisikliklerin siddeti ise 72.
saatte maksimuma ¢ikmaktadir (99).

Mizunuma ve ark., (120) yiliksek konsantrasyonda L-arginini ip yolla
uygulayarak siddetli bir pankreatit modeli gelistirmislerdir. L-argininin
konsantrasyonuna bagli olarak asiner hiicrelerin %100’iine kadar nekroz
gelisebilmektedir. Ilk ip enjeksiyondan bir giin sonra 6dematdz pankreas agirhig iki
katma cikmis ve yapilan calismalar endoplazmik retikulumun sistigini ortaya
koymustur. 2 giin sonra, asiner hiicreler nekrotik hale gelmistir. Kisa siire sonra ise,
nekrotik hiicrelerin yerini inflamatuvar hiicreler ve fibroblastlar iceren interstisyel

doku olusturmaktadir (121, 122).

Mekanizmasi tam olarak anlasilamasa da, cesitli ¢aligmalar L-argininin serbest
oksijen radikalleri, nitrik oksit veya inflamatuvar mediyatorlerin serbest
birakilmasma  neden  olabilecegini  belirtmektedir.  Ozellikle  farelerde
patofizyolojisinin tam olarak bilinmemesi ve insanlarda amino asit asir1 dozuna bagh

AP ile benzesmemesi onemli dezavantajlaridir (119).

4.5.5.Safra asit infiizyonu ile indiiklenmis pankreatit modeli

Pankreas kanali icerisine safra infiizyonu pankreatit modelleri arasinda en
yaygin kullanilanlardan biridir. Ilk kez 1856’da Bernard ve ark. (123) tarafindan
yayinlanmis, c¢esitli safra tuzlarinin farkli hayvan modellerinde AP olusturdugu
bildirilmistir. Bu safra tuzlar1 arasinda, sodyum taurokolat AP’nin indiiksiyonu i¢in

en yaygin ve en iyi karakterize edilmis kimyasaldir (110).

%?2-5 oraninda yapilan sodyum taurokolat infiizyonu ile pankreatitin gelistigi ve

verilen oranin artmasiyla birlikte pankreasta goriilen yag nekrozunun da arttigi
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bildirilmistir. Mortalite oraninin ise doza bagli olarak %10-60 arasinda degistigi
belirtilmektedir. indiiksiyondan 24 saat sonra histopatolojik degisiklikler, 18kosit

infiltrasyonu ve hemoraji goriilmektedir (99).

Bu modelin avantaji ise, pankreasta ciddi hemorajik nekrozun nispeten kisa bir
siire i¢inde indiiklenebilmesi ve bunun sonucunda c¢oklu organ yetmezliginin
aragtirilabilmesidir. Sodyum taurokolat infiizyonundan hemen sonra, ana pankreatik
kanalin ¢evresindeki pankreas parenkiminde hemorajik nekroz gozlenebilmektedir.
Karin duvar kapatildiktan 6 ila 12 saat sonra dikis yeri tekrar agildiginda, asit ve
ciddi hemorajik nekroz gozlenebilmektedir. Kaniiliin pankreatik kanal boyunca
yerlestirilmesi i¢in gereken uzmanlik 6nemli bir dezavantajdir. Ayrica pankreasta
olusan hasar homojen degildir ve temel olarak pankreatik kanalin ¢cevresiyle siirlidir

(111).

4.5.6. Alkol ile indiiklenmis pankreatit modeli

Alkolizm, ABD’de en 6nemli pankreatit nedenlerinden biri olmasina ragmen
hayvan modellerinde etanoliin tek basina kullaniminin sadece pankreatit yatkinligin
artirdig1 diistiniilmektedir (99). Ayrica alkoliin serulein veya lipopolisakkarit gibi
cesitli ajanlar ile kombinasyonun pankreatiti siddetlendirdigi ve fibrozun gelistigi

gosterilmistir (124).

Pankreatik kan akimi ve mikrosirkiilasyon iizerine ve alkol-kaynakli serbest
oksijen radikali tiretimine bagh pankreatik asiner hasar1 arastirmak i¢in kullanisl bir
modeldir (125). Pankreatit gelisimi i¢in etanoliin tek basina etkili olmamasi ve
sekratuvar bir ajana (serulein ya da lipopolisakkarit) gereksinim duyulmasi ve bu

diyetin uzun siire verilmesi modele dezavantaj saglamaktadir (126).

4.5.7.Kanal ligasyonu ile indiiklenen pankreatit modeli

AP, safra kanalinin cevresine, tam duodenuma girdigi noktada bir iplik
baglanarak indiiklenebilmektedir. Bu ligasyon, posthepatik obstriiktif sarilik ve
kolanjite neden oldugu kadar erken pankreatite de neden olmaktadir. Ana

pankreatikobiliyer kanalin ligasyonu ile pankreatik 6dem ve hemoraji, lokosit
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infiltrasyonu ve akciger, mide ve bdbrek gibi coklu organ yetmezligi
gergeklesmektedir. Kanal ligasyonu ile pankreatik kanal basinci artmakta ve
pankreatik sivinin safra kanalina geri akisi s6z konusu olmaktadir. Buna bagh olarak,
pankreatik 6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gelistigi ve amilaz iiretiminde

artis oldugu belirtilmektedir (127).

Bu model, pankreatit i¢in ilaclarin etkinligini degerlendirmede ve ¢oklu organ
yetmezligi mekanizmalarm aragtirmada klinik olarak faydalidir; ¢iinkii klinik
senaryo, benzer pankreatikobiliyer duktal anatomi nedeniyle insanlardaki ile
uyumludur (127). Ayrica, intrapankreatik sindirim enzimi aktivasyonunun bu
modelin ana patolojisini olusturdugu varsayilmaktadir. Kanal ligasyonu ile ortaya
cikan sekretuvar stimiilasyon ve ayni anda arteryal kanin azaltilmasi AP’yi daha
siddetli bir form haline doniistiirmiistiir. Pankreatik kanal tikanikligi, ekzokrin
pankreasin sindirim enzimlerinin aktivasyonu ile iligkilendirilen kalsiyum sinyal

yolaginin fizyolojik yanitin1 hizl bir sekilde degistirmektedir (128).

Bu siireg intraselliiler depolardan Ca**’nin patolojik seviyelerde salinmasi ve
zimojenler ile lizozomal katepsinlerin transaktivasyonu ve kolokalizasyonu ile asiner
hiicre nekrozunu indiiklenmektedir. Her iki olay da supramaksimal stimiilasyon ile
indiiklenen pankreatit modellerinde goriilmektedir. Fakat, kanal obstriiksiyonu ile

indiiklenenformlarda daha iliskili olmaktadir (41).

Kanal ligasyonu ile olusturulan bu model, AP’nin en yaygin nedenlerinden
biri olan safra tas1 tarafindan indiiklenen AP’yi taklit etmektedir (99). Ayrica
istenmeyen sistemik etkilere neden olabilecek, fizyolojik olarak uygun
konsantrasyon ve dozda ajanlar kullanilmasini da onlemektedir. Bununla birlikte,
akut biliyer pankreatitin seyri ile paralellik gostermesi gibi avantajlara da sahiptir

(111, 112).
Ayni zamanda, tikanikliga bagli AP modeline dair ¢ok fazla caligmanin

olmamasi ve tikanikliga bagli olarak gelisen AP insidansindaki artis tez ¢aligmasinda

pankreas safra kanal tikanikligi modelinin kullanilmasinda etkin olmustur.
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4.6. Ferulik Asit

HO

OCH3
Sekil 4.6.1. FA kimyasal yapisi (129).

Ferulik asit (CioH;¢04), antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antikansorejenik ve
radyoprotektif etkileri olan hidroksisinamik asit tiirevi bir fitokimyasaldir (130).
Turunggiller agirlikli olmak iizere cesitli meyve, piring, misir, bugday, kavrulmus
kahve ve sebzelerde bulunmaktadir. Ilk kez 1866°da recgineden izole edilmis ve

1965°te kimyasal olarak sentezlenmistir (131).

Fenolik ¢ekirdegi ve uzun bir yan zinciri nedeniyle FA, serbest radikal
temizleme etkisi olan rezonans stabilize fenoksi radikali olusturmaktadir (132). Bu
da FA’nin reaktif oksijen tiirleri araciligiyla oksidasyona karst DNA ve lipidleri
korumasina olanak saglamakta (131) ve Alzheimer (134), diyabet (135), kanser
(136), hipertansiyon (137) gibi oksidatif stres aracili hastaliklarin tedavisinde ve

onlenmesinde yararli etkilerinin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadir.

FA, bitkilerde serbest ve eslenik olmak iizere iki sekilde bulunmaktadir.
Sahip olduklar1 formlara ve oral doza bagli olarak FA’nin biyoyararlanimi degisiklik
gostermektedir. Genellikle, serbest FA’nin biyoyararlanimi, karacigerdeki hizlh
konjligasyon siireci nedeniyle ¢ok diigiiktiir (138). FA'nin koruyucu ve tedavi edici
etkinligi, farmakokinetik 6zellikleri (emilim, metabolizma, dagilim ve eliminasyon)
acgisindan agirlikli olarak fizyolojik konsantrasyonlarina baglh olarak degismektedir.
FA’nin mide, jejunum ve ileumdan emilebildigi gosterilmistir. Sigan midesinde FA
inkiibasyonundan 25 dakika sonra FA’nin %70’nin emildigi, sadece % 0,5-0,4
oraninda fegesle atildigi gosterilmistir. Serum albiimin ise FA’nin en Onemli
tastyicisi olarak goriinmektedir (139). Zhao ve ark. (138) oral yoldan verilen FA'nin

yaklasik %4 oraninda gastrik mukozada, %10 oraninda kanda ve %53 oraninda ise
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karaciger ve bobrek dahil diger dokularda bulunabilecegini gostermistir.Fakat bu

yiiksek abzorbsiyonun mekanizmasina dair net bir bilgi heniiz bulunmamaktadir.

Yapilan smirli  ¢aligmalar, insanlardaki FA’nin  farmakokinetiginin
hayvanlardakine benzer olabilecegini gostermektedir. Serbest FA, sodyum ferulate
oral yoldan verilmesinden 10 dakika sonra insan plazmasinda tespit edilmis ve bu da
serbest FA’nin insanlarda hizli bir sekilde emildigini gostermistir (140). Mevcut
literatiir, birgok gidada FA’nin kimyasi, sentezi ve bulunabilirligi hakkinda yeterli
bilgi vermektedir. Bununla birlikte, FA’nin farmakokinetik ve farmakodinamik
ozellikleri hakkindaki bilgiler sinirhidir. Ayni zamanda, makul bir FA dozunu
bildiren ¢calismalar eksiktir. FA'nin antioksidan aktivitesi nedeniyle uzun yillardir bir
gida koruyucu olarak kullanilsa da terapdtik ve onleyici profilini tanimlamak igin

klinik ve mekanik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (132).

Yapilan ¢alismalarda FA’nin siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest
oksijen tiirelerinin  aktivasyonunu baskiladigi ve peroksit radikallerinin
uzaklastirllmas1 tiizerine etkilerinin oldugu (141), proinflamatuvar sitokinlerinin

iiretimini baskiladigi ve hiicre apoptozunu inhibe ettigi gosterilmistir (23).

Fenolik niikleusu ve genis yan zinciri nedeniyle FA, serbest radikalleri
etkileyebilecek rezonans stabilize bir fenoksil radikalidir. Bu FA’nin DNA ve
lipitlerin ROS yoluyla oksidasyona karsi korumasini saglamaktadir (132). FA,
sepsisle indiiklenmis oksidatif hasar1 6nlemede DNA hasarin1 azaltmanin yani sira
ayni zamanda antioksidan miktarinda da bir artisa neden olmaktadir (24). FA’nin
antioksidan aktivitesi hidroksil, siiperoksit radikalleri, nitrik oksit ve peroksinitritin
ortamdan temizlenmesiyle gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda FA’nin ayrica
proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini baskiladig1 ve hiicre apoptozunu inhibe ettigi
gosterilmistir (23). Formaldehitle indiiklenmis hepatotoksisitede FA’nin antioksidan
enzim aktivitesini gelistirdigi, MDA diizeyini azalttigi, ROM’u nétralize ettigi ve
ALT, AST, ALP, LDH, total bilirubin ile IL-6, TNF-o, IL-1f ve IL-8

konsantrasyonunu diisiirdiigii gosterilmistir (142).
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Farelerde monosodyum iirat kristalleri ile indiiklenmis inflamasyonda FA
tedavisinin, NLRP3 inflamazom, kaspaz-1 ve NFk-B aktivitesini inhibe ederek
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve iretimini baskiladigir gosterilmistir
(143). FA tedavisinin TNBS ile indiiklenmis ilseratif kolite MPO ve
proinflamatuvar sitokin seviyelerini azalttig1 ve iilseratif kolit ile gelisen apoptozu
regille ettigi belirtilmistir (25). DSS ile indiklenmis kolitte ise FA’min
antiinflamatuvar etkisinin NF-xB aktivitesinin inhibisyonu araciligryla olabilecegi

belirtilmistir (144).

FA’nin antioksidan 6zelliginin yani sira ayn1 zamanda antikanserojenik (145),
hepatoprotektif, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antimutajenik (146) ve
noroprotektif Ozelliklere de sahip oldugu bildirilmistir (145, 147). Fakat, akut
pankreatit iizerindeki olasi etkileri heniiz arastirilmamis ve mevcut bir literatiir bilgisi

bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 15181nda ¢alismada FA’ nin, AP’de antioksidan ve antiinflamatuvar
etkilerinin olup olmadigmin, muhtemel antiinflamatuvar etkilerini nétrofil {izerinden
gosterip gdstermediginin, pankreatik enzimlerin hiperaktivasyonunu engelleyip
engellenmediginin ve akut pankreatite bagh pankreas hasarini, akciger ve karaciger
gibi dokularda meydana gelen uzak doku hasarmi mikroskopik diizeyde azaltip

azaltmadiginin gosterilmesi amaglanmaktadir.
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5.GEREC VE YONTEMLER

Calismada Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezinden alinan 200-300 gr agirliginda Erkek Wistar-
Albino siganlar (n=46) kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik/karanhik 151k
diizeninde, sabit 151 (22 £ 1 °C) ve nem (%60-70) ortaminda standart yem
kullanilarak ad libitum beslendi. Calismaya baglamadan 6nce ¢alismada yer alan tiim
siirecler i¢in Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan onay alindi (Onay tarih ve numara: 15.11.2016 ACU/HADYEK
2016/36 — EK-1).

5.1. Deney Protokolii ve Gruplar:

Sicanlar 20 saatlik gece acliginin ardindan gruplara ayrildi. Cerrahi iglemden
30 dakika dnce ve 3 giin boyunca ila¢ ya da ¢dziicii oral gavaj yontemi ile verildi.
Taklit cerrahi uygulanan kontrol grubu disinda, tiim sicanlara pankreas-safra kanal
ligasyonu (PSKL) yapildi. FA’nin pankreatit iizerindeki roliinii ve etkin dozunu
belirlemek amaciyla iki grup olusturularak sicanlara 250 mg/kg ve 500 mg/kg
dozlarindaki FA (Acros Organics: Lot No:A0364870) 3 giin siireyle giinde bir kez
verildi. Pankreatit ve kontrol grubuna ise 3 giin boyunca giinde bir kez fizyolojik
tuzlu su (SF) verildi. Uygulanan deney protokolii Sekil 5.1.1°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Sekil 5.1.1. Deney Protokolii
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Protokole gore deney gruplart asagidaki gibi olusturulmustur:
1.Kontrol Grubu (K) (n=10): Bu gruba, PSKL i¢in yapilacak cerrahi girisimin

kontrolii olarak anestezi altinda taklit cerrahi uygulandi, cerrahi islemden 30 dk.

once ve 3 giin boyunca SF 0,1 ml/100 gr olacak sekilde (ig) verildi.

2.Pankreatit Grubu (PSKL) (n=12): Bu gruba, anestezi altinda PSKL’den 30 dk.

once ve 3 giin boyunca SF (ig) uygulandi.

3.Ferulik Asit Grubu 250 mg (FA250) (n=12):Bu gruba, anestezi altinda
PSKL’den 30 dk. 6nce ve 3 giin boyunca 250 mg/kg FA (147) 1 ml SF ig¢inde

coziilerek giinde bir kez (ig) olarak verildi.

4.Ferulik Asit Grubu 500 mg (FA500) (n=12): Bu gruba, anestezi altinda
PSKL’den 30 dk. énce ve 3 giin boyunca 500 mg/kg FA 1 ml SF i¢inde ¢oziilerek

giinde bir kez (ig) verildi.

Pankreatit-Safra Kanal Ligasvonunun Uygulanmasi:

Ketamin ksilazin anestezisi altinda orta hat kesisi yapildiktan sonra mide altinda
pankreatik kanal tespit edildi. Kanal tespit edildikten sonra ince bagirsaga yakin
taraftan 4.0 iple ii¢ kez diigiimlendi. Derlenmeye yardimci olmak amaciyla da tim
hayvanlara operasyon sonrast 1 ml/100gr olacak sekilde siv1 takviyesi (SF) yapildi.

Deney siiresince hayvanlarin viicut agirliklan takip edildi.

Resim 5.1.1. Pankreas-safra kanal ligasyonu
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PSKL uygulamasindan sonra 24. saat, 48. saat ve 72. saatte tiim hayvanlarin
jugular veninden kan 6rnekleri toplandi ve serumlar1 ayrilarak saklandi. 72. saatte

hayvanlar dekapite edilerek pankreas, karaciger ve akciger dokular1 alindi.

Farkli zamanlarda toplanan serum oOrneklerinden ALP, ALT, AST, TB,
pankreatik amilaz ve lipaz diizeyleri Ol¢iildii. Ayrica 72. saatte aliman serumlardan

proinflamatuvar sitokin olan TNF-a seviyeleri 6l¢iildii.

Doku hasarmin degerlendirilmesi i¢in toplanan doku drnekleri histolojik olarak
incelenerek hasar bakimindan skorlandi. Doku 6rneklerinde nétrofil infiltrasyonunun
gostergesi olan MPO aktivitesine, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA

seviyesine ve endojen antioksidan olan GSH diizeyine bakildi.

5.2. Serumda Pankreatik Amilaz ve Lipaz, ALT, AST, ALP ve TB Diizeyi
Olciimleri

Toplanan dokularin fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla pankreatik amilaz
ve lipaz, ALT, AST ve TB diizeyleri ticari kit kullanilarak otoanalizér (Cobas 6000
C501 modiilii ve Roche C501) yardima ile kolorimetrik yontemle 6l¢tildii.

5.3. Serumda TNF-a Diizeyi Ol¢iimii
72. saatte alinan kan Orneklerinden elde edilen serumlardan, ticari ELISA kiti

kullanilarak TNF-a seviyeleri {ireticinin 6nerdigi manuele gore 6l¢iildii.

5.4. Doku Hasarimin Degerlendirilmesi

Doku 6rnekleri %10’luk noétral formalinde fikse edildikten sonra %70, %90,
%96, %100’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilol ile
seffaflastirildiktan sonra parafine gomiildii. Parafin bloklardan Sum kalinliginda
alman pankreas, karaciger ve akciger kesitleri hematoksilen eozin ile boyandi.
Boyanan kesitler 151k mikroskobu altinda incelenerek hasar skoru agagidaki kriterlere

gore yapildi:
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Pankreatit siddeti agsagidaki kriterler kullanilarak 0-3 arasinda skorlandi (149):
e asiner hiicre dejenerasyonu,
e interstisyel 6dem,

e |6kosit infiltrasyonu

Karaciger hasari, asagidaki kriterlere gore 0-3 arasinda skorlandi (150):
e hepatosit dejenerasyonu,
e vakualizasyon
e konjesyon
e Ibkosit infiltrasyonu
e siniizoidal dilatasyon

e Kupffer hiicre genislemesi

Akciger hasari, asagidaki kriterlere gore 0-3 arasinda skorlandi (151):
e konjesyon
e alveoler yapisal bozulma,
e Ibkosit infiltrasyon

e genel 6dem

Skorlar:
0, yok; 1, hafif derecede; 2, orta derecede; 3, siddetli olacak sekilde
degerlendirildi.

5.5. Dokuda MPO Ol¢iimii

Doku MPO aktivitesi, notrofil infiltrasyonunu gosteren biyokimyasal bir
parametredir. Bu amagla pankreas, karaciger ve akciger doku ornekleri %0,5’lik
HETAB (Heksadesiltrimetilammonyum bromide) (50mM potasyum fosfat tamponu
icinde; pH:6) ile 10 kez sulandirilarak homojenize edilip, 12.000 rpm’de, 4C”de 10
dk. santrifiij edildi. Elde edilen pelletten siipernatan uzaklastirildiktan sonra 50 mM
potasyum-fosfat tamponu i¢inde tekrar homojenize edildi. Daha sonra her bir tiipe 50
mM potasyum fosfat tamponu + o-dianisidin. 2HCI (20 mg/ml) + H,O, (20 mM) +

ornek konuldu ve su banyosunda 37°C’de 3 dk. siiren reaksiyon %2’lik sodyum azid
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ile durduruldu. Ornekler 5.000 rpm’de 4°C’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra

siipernatanlar abzorbans degerleri 460 nm’de okundu (152).

5.6. Dokuda MDA Diizeyi Ol¢iimii

Oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyinin 6l¢iildiigii bu yontemde,
doku Ornekleri agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°luk triklorik asit
soliisyonu ile homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve 4 °C’de 15 dk. santrifiij
edildi. Siipernatanlar ayrilarak bir kez daha 10.000 rpm’de 8 dk. santrifiij edildi. 750
ul tiyobarbitiirik asit ile 750 pl miktardaki 6rnekler cam tiiplerde 20 dk. boyunca
kaynatilarak elde edilen renk degisimi spektrofotometrede 535 nm’de olgiilerek ve
1.56x10° M' cm™ katsayis1 ile lipid peroksidasyon diizeyi MDA cinsinden
belirlendi (153).

5.7. Dokuda GSH Diizeyi Tayini

Dokudaki endojen antioksidan GSH miktarmin 6l¢iildiigli bu yontemde, doku
ornekleri agirhiklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°luk triklorik asit
sollisyonu ile homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve 4 °C’de 15 dk. santrifiij
edildi. Siipernatanlar ayrilarak 10.000 devirde 8 dk. daha santrifiij edildi. Modifiye
Ellman yontemi (40 mg DTNB + %1 Na sitrat) kullanilarak GSH miktar
spektrofotometrik olarak 412 nm’de Slgiilerek belirlendi (154).

5.8. Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. Parametrelerin
degerlendirilmesinde tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) ile Tukey-Kramer ¢oklu
karsilagtirma testi ve Student t testi kullanildi. P degerinin 0,05’ten kiiglik olmasi

durumunda veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Ortalama Agirhk Takibi

Deneyin baglangicinda gruplar arasinda ortalama agirlik bakimindan herhangi bir
fark yoktu. 48. saatte PSKL grubunda ortalama agirlikta diisiis gozlenirken, FA 250
ve 500 mg/kg ile tedavi edilen gruplarda anlamli bir kilo kayb1 goézlenmedi. 48.
saatte her iki doz ile tedavi alan gruplarin ortalama agirliklari (sirastyla 366,66 + 5,16
g; p<0,05 ve 366,33 + 11,45 g) PSKL grubuna (334,33 + 7,96 g) kiyasla istatistiksel
olarak daha ytiksek bulundu (p<0,05). Ayn1 zamanda, PSKL grubuna ait 2 hayvan
eks oldu ve degerlendirmeden ¢ikarildi. 72. saatte PSKL grubu baslangica gore daha
diisik agirlikta devam ederken tedavili gruplar ortalama agirliklar1 bakimindan
baslangica gore farkli degildi. 72. Saatte tedavi gruplart PSKL grubuna gore
(sirastyla 370 £+ 5,50 g; p<0,05 ve 366,33 + 9,22 g; p<0,05) daha yiiksek ortalama
agirliga sahipti. Kontrol grubu ise, deney boyunca normal bir sekilde kilo alimina

devam etti (Sekil 6.1.1).

400
—~ 380- * +
o + -~ Kontrol
4
= B PSKL
)
ﬁ 360 - FA250
£ ¥ FA500
I
O 3404

320

0. saat 48. saat 72. saat

Sekil 6.1.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FA500; n=12) ortalama agirliklart.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. 'p<0,05, PSKL grubuna kiyasla.
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6.2. Serumda Pankreatik Amilaz ve Lipaz, ALT, AST, ALP ve TB Diizeyi
6.2.1. Pankreatik amilaz diizeyi

PSKL grubunda serum amilaz diizeyi 24. ve 48. saatte (sirasiyla 5068,92 +
1045,5 U/l; p<0,001 ve 8872,8 + 277,73 U/l; p<0,001) kontrol grubuna kiyasla
(1685,5 + 136,77 U/l ve 1781,3 + 456,12 U/) istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde
yiiksek bulundu. FA250 ve FAS500 gruplarinda ise 48. saatte amilaz diizeyinin
(sirastyla 5840,2 + 276,29 U/l; p<0,001 ve 4616,48 + 1063,17 U/1),PSKL grubuna
kiyasla anlamh sekilde diistiigii gézlendi (p<0,001) (Sekil 6.2.1.1).

10000 Fkk -®- Kontrol
- PSKL
8000+
- FA250
* %k %k * Kk
% 6000 iy - FA500
N— * %k %k
‘_Pé +
é _ * % %
g 4000
2000 °
0
24. saat 48. saat 72. saat

Sekil 6.2.1.1 Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FAS500; n=12) serum amilaz diizeyi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla; "~ p<0,001,
PSKL grubuna kiyasla.
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6.2.2. Pankreatik lipaz diizeyi

PSKL grubunda serum lipaz diizeyi 24., 48. ve 72. saatte (sirastyla 339 + 63,75
U/l; p<0,001, 252,4 + 12,88 U/l; p<0,001 ve 99,8 + 22,96 U/I; p<0,05), kontrol
grubuna kiyasla (5,4 = 0,24 U/1, 5 = 0,32 U/l ve 5,2 + 0,2 U/l) anlamh bir sekilde
yiiksek bulundu. 24. saatte 250 mg/kg FA (181 + 24,7 U/I; p<0,001) ve 500 mg/kg
tedavi alan gruplarda (168,2 + 37 U/l; p<0,001) serum lipaz diizeyi, PSKL grubuna
gore anlaml sekilde diisiik bulundu. 48. saatte ise 250 mg/kg FA (152,4 + 18,67 U/l;
p<0,5) ve 500 mg/kg tedavili grupta (111 £ 30,51 U/l; p<0,01) lipaz diizeyi, PSKL
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde daha diisiiktii (Sekil 6.2.2.1).
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3 300- -¥ FA500
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5 2001
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24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 6.2.2.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FAS500; n=12) serum lipaz diizeyi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ***p<0,001 ve *p<0,05, kontrol grubuna kiyasla;
p<0,001, "p<0,01 ve 'p<0,05, PSKL grubuna kiyasla.
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6.2.3. ALT diizeyi

PSKL grubunda serum ALT diizeyi 24., 48. ve 72. saatte (sirastyla 378,75 +
78,95 1U/1; p<0,01, 965,75 + 137,29 1U/L; p<0,001 ve 354,75 + 99,32 1U/1; p<0,001),
kontrol grubuna kiyasla (sirasiyla 86,6 = 6,41 TU/1, 74,8 + 8,57 TU/1 ve 49,2 + 3,29
IU/1) anlamli bir sekilde yiiksek bulundu. ALT diizeyi FA500 grubunda 48. saatte
(644,25 + 47,36 1U/) PSKL grubuna gore anlamhi bir sekilde diisiik saptandi
(p<0,01) (Tablo 6.2.3.1).

Tablo 6.2.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FA500; n=12) serum ALT diizeyleri.

Alanin aminotransferaz (IU/1)

24. saat 48. saat 72. saat
Kontrol 86,6 + 6,41 74,8 + 8,57 49,2 +3,29
PSKL 378,75 +78,95™ 965,75 + 137,29 354,75+ 99,32
FA 250 403,4 18,22 770 +31,85™ 303,4 + 74,95

FA 500 372,25 +67,33" 644,25 +4736" 211,75 + 66,7

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. = p<0,05 ve = p<0,001, kontrol grubuna kiyasla; ~p<0,01,
PSKL grubuna kiyasla.
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6.2.4. AST diizeyi

Serum AST diizeyi PSKL grubunda 48. ve 72. saatte (sirasiyla 1298 + 291,71
1U/1; p<0,001 ve 575 £ 144,34 TU/1; p<0,01) kontrol grubuna kiyasla (279,8 + 46,59
IU/1 ve 118,4 £ 12,32 1U/l) anlamh bir sekilde yiiksek bulundu. FA250 grubu 48.
saatte (941,2 = 55,86 IU/I) PSKL grubuna kiyasla serum AST diizeyini anlaml
sekilde diisiirdii (p<0,05). FA500 grubu da hem 48. ve hem de 72. saatte (sirasiyla
831,6 = 87,55 1U/I; p<0,01 ve 228,4 + 30,69 1U/I; p<0,05) PSKL grubuna kiyasla
daha diisiik serum diizeylerine sahipti (Tablo 6.2.4.1.).

Tablo 6.2.4.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FAS500; n=12) serum AST diizeyleri.

Aspartat aminotransferaz (IU/1)

24. saat 48. saat 72. saat
Kontrol 4232+ 36,38 279,8 + 46,59 118,4 + 12,32
PSKL 687,75 + 52,58 1298 +291,71" 575+ 144,34
FA 250 712 + 29,64 9412 +5586" " * 531+ 103,30
FA 500 549.4 + 45,17 831,6 £ 87,55 "™ 228.4 +30,69 *

PSKL, Pankreas safra kag‘l*al 1igasyomi;‘*FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ~ p<0,05 ve = p<0,001, kontrol grubuna kiyasla; "'p<0,05
ve "'p<0,01, PSKL grubuna kiyasla.
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6.2.5. ALP diizeyi

Serum ALP diizeyi PSKL grubunda 24.,48. ve 72. saatte (1228 £+ 98,15 1U/I;
p<0,001, 832,2 + 34 [U/Il; p<0,001 ve 542,4 + 2,82 1U/l; p<0,001) kontrol grubuna
kiyasla (164 £ 10,42 TU/L, 145,4 £ 9,98 1U/l ve 145,2 + 11,91 1U/l) anlamh bir
sekilde yiliksek saptandi. Yalnizca 500 mg/kg tedavisi 24. saatte (1023 + 122,22 TU/1)
PSKL grubuna kiyasla serum ALP diizeyini diisiirdii (p<0,05) (Tablo 6.2.5.1).

Tablo 6.2.5.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FAS500; n=12) serum serum ALP diizeyleri.

Alanin fosfataz (IU/1)
24. saat 48. saat 72. saat
Kontrol 164 + 10,42 145,4 +9,98 1452+ 11,91
PSKL 1228 £ 98,15 832,2 +34™ 542,4 +2,82""
FA 250 1072,4 + 90,96 685,8+39,87"" 515,2+31,99"

*wk 4

FA 500 1023 + 122,22 660,4 + 13,48 446 +16,33"

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ***p<0,001, kontrol grubuna kiyasla; 'p<0,05, PSKL

grubuna kiyasla.

42



6.2.6. TB diizeyi

Serum TB diizeyi PSKL grubunda 24., 48. ve 72. saatte (4,63 = 0,07 1U/];
p<0,001, 7,69 + 0,28 TU/I; p<0,001 ve 7,95 + 0,78 IU/I; p<0,001) kontrol grubuna
kiyasla (0,148 £ 0,01 1U/1,0,136 + 0,01 U/l ve 0,092 + 0,02 IU/1) anlaml bir sekilde
yiiksek bulundu. FA250 ve FA500 gruplarinin her ikisinde de 72. saatte (sirasiyla
4,07 = 1,81 1U/l; p<0,001 ve 1,54 + 0,34 IU/l; p<0,001) PSKL grubuna kiyasla
anlamli bir sekilde azalma vardi (Tablo 6.2.6.1).

Tablo 6.2.6.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarmm (FA250; n=12,
FA500; n=12) serum TB diizeyleri.

Total Bilirubin (mg/dl)

24. saat 48. saat 72. saat
Kontrol 0,148 0,01 0,136 +0,01 0,092 +0,02
PSKL 4,63 0,07 7,69 + 0,28 7,95+0,78""
FA 250 425+0.28"" 7,404 +0,76™" 4,071,817
FA 500 4,64 +023"" 8,07+0,37" 1,54+ 0,34 "

PSKL, Pankreas safra kanﬁkl* ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. p<0,001, kontrol grubuna kiyasla; ~ p<0,001, PSKL
grubuna kiyasla.
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6.3. Serumda TNF-a Diizeyi Ol¢iimii

PSKL ile akut pankreatit olusturulmus ve serum fizyolojik verilmis grupta,

serum TNF-a diizeyi (0,019), kontrol grubuna kiyasla (0,0103) anlamh bir sekilde

yiksek bulundu. FA’nin 250 ve 500 mg/kg dozlanyla tedavi edilen gruplarda

(swrastyla 0,0133; p<0,05 ve 0,0107; p<0,01) TNF-a diizeyinin kontrol seviyelerine

yakin bir bicimde geri dondiigii goriildii (Sekil 6.3.1).
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Sekil 6.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarin (FA250; n=12,
FA500; n=12) serum TNF-a diizeyleri.
PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. **p< 0,01, kontrol grubuna kiyasla; 'p<0,05 ve "' p<0,01

PSKL grubuna kiyasla.
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6.4.Histolojik Degerlendirilme ve Mikroskobik Skor
6.4.1. Pankreas dokusu

Pankreasta doku hasar1 hematoksilen-eozin boyama ile mikroskop altinda asiner
hiicre dejenerasyonu, interstisyel 6dem ve I16kosit infiltrasyonu yd&niinden
degerlendirildi. Buna gore; PSKL grubunda doku hasarinin (7,33 + 0,76), kontrol
grubuna kiyasla (0,33 + 0,21) belirgin bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0,001).
FA 250 ve 500 mg/kg dozlan ile tedavide ise, PSKL grubuna kiyasla (3,66 + 0,5;
p<0,001 ve 3,8 £ 0,58; p<0,01), doku hasar skorunun anlamli bir gekilde azaldig
gortildii (Sekil 6.4.1.1.).
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Sekil 6.4.1.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) pankreas mikroskopik skor diizeyleri.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. = p<0,05 ve = p< 0,001, kontrol grubuna kiyasla; “"p<0,01
ve " 'p<0,001 PSKL grubuna kiyasla.
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Pankreas doku preperatlart incelendiginde; kontrol grubundaki dokular, normal
yapiy1 yansitmakta ve normal pankreas parenkimasi izlenmekteydi. PSKL grubunda,
pankreas parenkimasinda asinuslarda yogun harabiyet ile parenkima kaybi (A) ve
interlobiiler alanda 6dem (w) ve 16kosit infiltrasyonu (*) gozlendi. 250 ve 500 mg/kg
FA ile tedavili gruplarda ise PSKL grubuna gore pankreas parenkimasinda asinus
yapilarinda daha hafif harabiyetin ve interlobiiler alanda daha hafif 6dem ve daha az

l16kosit infiltrasyonu izlendi.

Resim 6.4.1.1.Kontrol, PSKL ve tedavili gruplara ait pankreas kesitinin histolojik
gorinimi

.A, kontrol grubu; B, Pankreas safra kanal ligasyonu; C, Ferulik Asit 250 mg/kg; D,
Ferulik Asit 500 mg/kg.

Asinuslarda harabiyet (A), interlobiiler alanda 6dem () ve 16kosit infiltrasyonu (*)
goriilmektedir. H&E boyasi, orijinal biiyiitme: X200.
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6.4.2. Karaciger dokusu

Karaciger orneklerinde ise kontrol grubu (0,33 + 0,21) ile karsilastirildiginda
PSKL grubunda (11,5 1,26) siddetli hepatosit dejenerasyonu, vakualizasyon,
konjesyon, 16kosit infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon ve kupffer hiicre genislemesi
gozlenmekteydi ve mikroskopik hasar skoru belirgin bir sekilde yiiksekti (p<0,001).
Bu doku hasarmin antioksidan FA 250 ve 500 mg/kg tedavisi ile PSKL grubuna
kiyasla (sirasiyla 6,8 + 0,6; p<0,01 ve 5,5 £ 0,5; p<0,001), belirgin bir sekilde
azaldig1 gozlendi. Ayrica FA 500 mg/kg dozunun 250 mg/kg’a gore daha belirgin bir
sekilde hasar skorunu azalttig1 goriildii (Sekil 6.4.2.1.).
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Sekil 6.4.2.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) karaciger mikroskopik skor diizeyleri.
PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,

Ferulik Asit 500 mg/kg. = p< 0,001, kontrol grubuna kiyasla; ~p<0,01 ve
p<0,001 PSKL grubuna kiyasla.
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Kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinde normal yapi1 ve karaciger
parenkimasi izlendi. PSKL grubunda, karaciger parenkimasinda hepatositlerde
vakuolizasyon (M), siniizoidlerde genisleme, damar yapilarinda vazokojesyon ve
periportal alanda yogun I0kosit infiltrasyonu (*) izlendi. FA250 ve FAS500
gruplarinda ise hepatositlerde daha hafif vakuolizasyon izlenirken, yer yer

vazokonjesyon ve siniizoid yapilarinda hafif genisleme izlendi.

Resim 6.4.2.1.Kontrol, PSKL ve tedavili gruplara ait karaciger kesitinin histolojik
goruntimil.

A, kontrol grubu; B, Pankreas safra kanal ligasyonu; C, Ferulik Asit 250 mg/kg; D,
Ferulik Asit 500 mg/kg.

Hepatositlerde vakuolizasyon ( A) ve 16kosit infiltrasyonu (*) goriilmektedir. H&E
boyasi, orijinal biiyiitme: X200.

48



6.4.3. Akciger Dokusu

Konjesyon, alveoler yapisal bozulma, l6kosit infiltrasyon ve genel 6dem
yoniinden degerlendirilen akciger oOrneklerinde PSKL grubunda (8,33 + 0,78)
mikroskobik hasarin kontrol grubuna (0,33 + 0,21) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu goriildii (p<0,001). 250 mg/kg (8 £ 0,83) ve 500 mg/kg (8,83 +0,6) FA
tedavisi alan gruplarda ise, PSKL grubuna kiyasla doku hasarinda bir iyilesme

goriilmedi (Sekil 6.4.3.1.).
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Sekil 6.4.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FAS500; n=12) akciger mikroskopik skor diizeyleri.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ***p< 0,001, kontrol grubuna kiyasla.
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Kontrol grubuna ait akciger drneklerinde normal yap1 ve akciger parenkimasi
gozlenirken, PSKL grubu érneklerinde ise alveol yapisinda birlesme ve bozulma (X),
16kosit infiltrasyonu (*), vazokonjesyon ve édem () izlendi. FA 250 ve 500 mg/kg
ile tedavi edilen her iki grupta da alveolar yapida bozulma, 16kosit infiltrasyonu,

vazokonjesyon ve 0dem izlendi. Tedavili gruplarda doku hasarinda bir iyilesme

gozlenmedi.

Resim 6.4.3.1.Kontrol, PSKL ve tedavili gruplara ait akciger kesitinin histolojik
gorinliimii.

A, kontrol grubu; B, Pankreas safra kanal ligasyonu; C, Ferulik Asit 250 mg/kg; D,
Ferulik Asit 500 mg/kg.

Alveol yapisinda birlesme ve bozulma (X ), 16kosit infiltrasyonu (*) ve 6dem (v)
goriilmektedir. H&E boyasi, orijinal biiyiitme: X200.
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6.5. Dokuda MPO Diizeyleri
6.5.1. Pankreas dokusu MPO diizeyleri

PSKL grubundaki pankreas dokularinda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan
MPO diizeyleri (41,3 + 9,32 U/g), kontrol grubuna kiyasla (6,78 + 1,19 U/g; p<0,01)
yiiksekti. FA250 ve FA500 gruplarinda ise MPO diizeylerinin PSKL grubuna gore
(swrastyla 17,39 £ 2,15 U/g; p<0,05 ve 15,23 + 4,43 U/g; p<0,05) anlaml1 olarak

diistiigii saptandi (Sekil 6.5.1.1.).
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Sekil 6.5.1.1. Kontrol, PSKL ve tedavili gruplarda pankreas miyeloperoksidaz

(MPO) aktivitesi.
PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ~p<0,01 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 PSKL grubuna

kiyasla.
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6.5.2. Karaciger dokusu MPO diizeyleri

Karaciger dokusunda da PSKL grubundaki MPO aktivitesi (5,67 £ 0,92 U/g),
kontrol grubuna kiyasla (3,02 + 0,62 U/g; p<0,05) belirgin bir sekilde yiiksek
olciildii. 250 mg/kg ve 500 mg/kg FA tedavileri MPO diizeylerini PSKL grubuna
gore (sirastyla 2,94 + 0,44 U/g; p<0,05 ve 2,76 = 0,59 U/g; p<0,05) belirgin sekilde
diisiirdii ve tedavi gruplarinda kontrole yakin degerler 6l¢iildii (Sekil 6.5.2.1.).
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Sekil 6.5.2.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) karaciger miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; © p<0,05 PSKL grubuna
kiyasla.
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6.5.3. Akciger dokusu MPO diizeyleri

PSKL grubunda ortalama akciger MPO aktivitesi (66,9 = 4,37 U/g), kontrol
grubuna kiyasla (19,03 £ 4,36 U/g; p<0,001) yiiksek bulundu. 500 mg/kg FA tedavisi
MPO diizeyini PSKL grubuna kiyasla (24,69 + 3,97 U/g; p<0,001) anlamli olarak
kontrole yakin degerlere diistiriirken, 250 mg/kg FA tedavisi (52,61 + 6,32 U/g) etkili
bulunmadi (Sekil 6.5.3.1.).
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Sekil 6.5.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) akciger miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500,
Ferulik Asit 500 mg/kg. o p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,001 PSKL
grubuna kiyasla.
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6.6. Dokuda MDA Diizeylerinin Degerlendirilmesi
6.6.1. Pankreas dokusu MDA diizeyleri

PSKL grubunun pankreas dokusunda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
MDA diizeyleri (41,55 £ 10,67 nmol/g) kontrol grubuna kiyasla (9,96 + 1,3 nmol/g)
anlamli bir sekilde yiiksekti (p<0,01). MDA diizeyleri yalnizca FA 250 mg/kg tedavi
alan grupta (15,8 = 2,76 nmol/g; p<0,05) anlamli diisiise neden olurken, FA 500
mg/kg tedavi alan grupta (22,27 + 2,47 nmol/g) PSKL grubu ile karsilastirildiginda
anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 6.6.1.1.).
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Sekil 6.6.1.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) pankreas malondialdehit (MDA) aktivitesi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. *p<0,05, kontrol grubuna kiyasla; "p<0,05, PSKL
grubuna kiyasla.
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6.6.2. Karaciger dokusu MDA diizeyleri

PSKL grubunda karaciger MDA diizeyleri (11,04 = 1,14 nmol/g; p<0,01), kontrol
grubuna gore (5,76 = 1,12nmol/g) anlamli bir sekilde yiiksek bulundu. FA250 ve
FAS500 gruplarinda ise MDA diizeylerinin (sirasiyla 5,26 + 0,91 nmol/g; p<0,01 ve
6,5 = 1,18 nmol/g; p<0,05) PSKL grubuna gore anlamli bir sekilde diistiigii gozlendi
(Sekil 6.6.2.1.).
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Sekil 6.6.2.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) karaciger malondialdehit (MDA) aktivitesi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. =~ p<0,01, kontrol grubuna kiyasla; ™ p<0,01 ve
"p<0,05, PSKL grubuna kiyasla.
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6.6.3. Akciger dokusu MDA diizeyleri

PSKL grubunun akciger dokularinda MDA diizeyleri (13,53+ 3,06nmol/g;
p<0,05), kontrol grubuna gore (7,1 £ 0,75 nmol/g) anlamhi bir sekilde yiiksek
bulundu. FA250 mg/kg (7,79 + 0,38 nmol/g) ve FA500 mg/kg (13,14 + 2,66 nmol/g)
gruplarinda ise MDA diizeyleri bakimindan PSKL grubuna goére bir fark goriilmedi.
(Sekil 6.6.3.1.).
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Sekil 6.6.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) akciger malondialdehit (MDA) aktivitesi.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ) p<0,05, kontrol grubuna kiyasla.

56



6.7.Doku GSH Diizeyinin Degerlendirilmesi
6.7.1. Pankreas dokusu GSH diizeyleri

Pankreas dokusunda endojen antioksidan GSH diizeyleri degerlendiridiginde,
PSKL grubunda GSH diizeyinin (1,61 = 0,15 pmol/g; p<0,01), kontrol grubuna
kiyasla (3,02 + 0,35 pmol/g) anlamli sekilde diisiik oldugu gozlendi. 500 mg/kg FA
tedavisi alan grupta ise pankreatite bagli tiikkenen GSH igeriginin, PSKL grubuna
gore (3,47 + 0,82 umol/g; p<0,05) belirgin bir bigimde arttig1 goriildii (Sekil 6.7.1.1).
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Sekil 6.7.1.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) pankreas glutatyon (GSH) diizeyleri.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. ~ p<0,01, kontrol grubuna kiyasla; © p<0,05, PSKL
grubuna kiyasla.
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6.7.2. Karaciger dokusu GSH diizeyleri

PSKL grubunda karaciger GSH diizeyi (3,90 £ 0,57 umol/g; p<0,05) kontrol
grubuna kiyasla (5,23 £+ 0,37 pmol/g) belirgin bir sekilde diisiiktii. FA tedavisinin
pankreatite bagh tiikkenen GSH igerigindeki azalmay1 engelledigi; FA250 ve FA500
gruplarinda GSH diizeylerinin (sirasiyla 6,75 £ 0,2 pmol/g; p<0,001 ve 6,2 + 0,10
pmol/g; p<0,001) PSKL grubuna kiyasla anlaml bir sekilde yiiksek oldugu goriildii
(Sekil 6.7.2.1).

Karaciger
8_
+++ :l Kontrol
et mm PSKL
5 6l FA250
S -1 EE FA500
T *
o
° i
g 4
z .
O 21
0
Kontrol PSKL FA250 FA500

Sekil 6.7.2.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) karaciger glutatyon (GSH) diizeyleri.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. p<0,05, kontrol grubuna kiyasla; ~p<0,001, PSKL
grubuna kiyasla.
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6.7.3. Akciger dokusu GSH diizeyleri
PSKL grubunun akciger dokusu GSH ortalama diizeyi (0,61 0,09 pmol/g)

kontrol grubu (0,74 + 0,12 umol/g) ile karsilastirildiginda daha azdi fakat degerler
istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmadi. 250 mg/kg FA tedavisi alan grupta ise GSH
iceriginin PSKL grubuna kiyasla (1,08 = 0,1 pmol/g; p<0,05) anlamli olarak
yiikseldigi goriildii (Sekil 6.7.3.1). Diger taraftan FA500 grubunda da GSH diizeyi
PSKL grubuna gore anlamli bir farka sahip degildi.

Akciger
1.5+
1 Kontrol
+ Hl PSKL
= FA250
= E= FA500
.g 1.0+
o
©
S
=
I 0.5
(72}
(V)
0.0

Kontrol PSKL FA250 FA500

Sekil 6.7.3.1. Kontrol (n=10), PSKL (n=10) ve tedavili gruplarda (FA250; n=12,
FA500; n=12) glutatyon (GSH) diizeyleri.

PSKL, Pankreas safra kanal ligasyonu; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FAS00,
Ferulik Asit 500 mg/kg. * p<0,05, PSKL grubuna kiyasla.
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7. SONUC VE TARTISMA

AP, asiner hiicre nekrozuna yol acan enzimlerin intrapankreatik aktivasyonu
ve sonrasinda da proinflamatuvar mediyatorlerin {iretimiyle baglatilan karmasik bir
olaylar dizisi ile karakterize edilmektedir (155). Diinya ¢apinda acil yatis1 gerektiren
ve en sik goriilen gastrointestinal bozukluklardan biridir (156, 157). AP’nin insidansi
son yillarda giderek artmakta ve siddet derecesi yiiksek morbidite ve mortaliteden
sorumlu olan inflamatuvar yanit ile belirlenmektedir (158). Bu hastalik hafif, kendi
kendini sinirlayan lokalize bir durumdan, O6liimciil genis capli ¢oklu organ
yetmezligine, yiiksek mortalite oranlarina kadar uzanan genis bir klinik spektrum
olarak ortaya g¢ikabilmektedir (159). Altta yatan molekiiler mekanizma ise, biiyiik
Olciide bilinmemektedir ve AP’yi tedavi etmek igin terapétik bir ajan

bulunmamaktadir (155).

AP’nin altta yatan patogenezini kontrol etmek i¢in daha az yan etkiye sahip
olan, dogal kaynaklardan elde edilebilen potansiyel antioksidan ve antiinflamatuvar
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (160). Bu nedenle de tez ¢alismasinda, terapétik bir
ajan olarak antioksidan, antiinflamatuvar 6zelligi bilinen, ¢esitli tahil ve meyvelerde

bulunan FA’nin AP patogenezindeki roliiniin aragtirilmasi amaglanmistir.

Enzimlerin hiperaktivasyonu ile karakterize edilen AP’de, proinflamatuvar
sitokinlerin salinimina bagli olarak pankreatik amilaz ve lipaz gibi sindirim
enzimlerinin aktivasyonu gerceklesmektedir (161). Bununla birlikte, asiner
hiicrelerin bazal kutuplarindaki artan gegirgenlik ile de serum enzim seviyelerinde
belirgin bir yiikselme meydana gelmektedir (162). Genellikle serum lipaz seviyesi,
semptomlarin baslangicindan 4-8 saat sonra artmaya baslamakta, 24 saatte de zirve
yapmakta ve 8-14 giin sonrasinda da normale donmektedir (163). Serum amilaz
konsantrasyonu ise, AP durumunda normal iist sinirinin en az 3 katina ¢ikmakta,
semptomlarin baslangicindan 3-6 saat sonrasinda zirve yapmakta ve 3-5 giin
sonrasinda da normale donmektedir (164). Klinikte bu iki testin spesifikligi ve
duyarliligi konusunda tartigmalar olsa da AP tanisinda temel bir dayanaktir. Yapilan

bir calismada hiperamilazeminin pankreas tikanikligi ve pankreas kanseri gibi
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pankreatik hastaliklara bagl olarak ortaya ciktigi belirtilmistir (88). Fakat lipaz
enzimin konsantrasyonun daha yiiksek olmasi, kisa siirede zirve yapmasi ve uzun

siire dolagimda kalmasi teste daha fazla 6zgiilliik katmaktadir.

Tez calismasinda da, AP tanisinda yaygin olarak kullanilan serum amilaz ve
lipaz diizeylerine bakilmistir (165). Pankreas-safra kanal ligasyonu yapilan
hayvanlarda serum amilaz ve lipaz enzim seviyelerinin pankreatit indiiksiyonundan
sonra 48. saatte kontrol grubuna kiyasla anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir. FA ile
tedavide ise serum amilaz seviyesinin her iki dozda da 48. Saatte; serum lipaz
seviyesinin ise, her iki dozda da 24. ve 48. saatte anlamli bir sekilde diistiigi
gorililmiistiir. FA’nin pankreatik enzimler {izerine olan bu etkisi ilk kez bu calisma ile
gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada da AP’li hayvanlarda, antiinflamatuvar 6zelligi
olan ebselen ile tedavide serum amilaz ve bilirubin seviyesinin AP’li siganlara gore

anlaml bir azalma olmustur (166).

Klinikte biliyer pankreatit tanisinda ayrica ALT, AST, ALP ve TB
diizeylerine bakilmakta (95) ve aralarinda korelasyon oldugu bildirilmektedir (167,
168). AP’de, ALT veya AST seviyeleri normal {ist sinirin ii¢ katindan yiiksek
degerlere ulagabilmekte, bu yiiksek degerler ¢cogunlukla akut pankreatitin nedeni
olarak safra tasim isaret etmektedir. Ancak, AP tanisinda bilirubin ve/veya ALP
diizeylerinin duyarliliklar1 daha yiiksektir. Serum ALP diizeyinin 246 U/L’den fazla

olmas1 biliyer pankreatite neden olan kanallardaki tikaniklig1 ifade etmektedir (95).

Bu nedenle yapilan calismada, ALT, AST, ALP ve TB seviyelerine
bakilmistir. Kontrol grubuna kiyasla PSKL grubunda anlamli bir artis goriilmiistiir.
500 mg/kg FA tedavisi serum ALT seviyesini 48. Saatte diistirmistiir. AST
seviyesinin FA 250 mg/kg tedavisi ile 48. saatte, FA500 mg/kg tedavi ile de 48. ve
72. saatte anlaml1 bir sekilde diistiigi goriilmiistiir. ALP seviyesinin FA 500 mg/kg
ile tedavide 24. saatte diistiigii goriilmiistiir. TB seviyesinin her iki doz ile tedavide
de 72. saatte anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada da,
antioksidan, antiinflamatuvar 6zellikteki resveratrol tedavisinin serum ALT, AST ve

TB diizeylerini pankreatitli grubu gore anlaml bir sekilde diisiirdiigii gosterilmis ve
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iyilesmede onemli oldugu iddia edilmistir (169). Bu da calismada kullanilan
antioksidan 6zellikteki FA’nin etkin bir bicimde karaciger enzimlerini diigiirmesi
AP’nin iyilesmesindeki roliinii desteklemektedir. Daha oOnce de, formaldehitle
indiiklenmis hepatoksisitede FA’nin ALT, AST, ALP ve TB seviyelerini anlaml1 bir
sekilde dusiirdigii gosterilmistir (142).

AP’nin altta yatan mekanizmasini aydinligi kavusturmada enzim
hiperaktivasyonu ile ndtrofiller arasindaki iliski 6nemli bir faktdr olarak kabul
edilmektedir. Pankreatik enzimlerin kontrolsiiz aktivasyonu ile inflamatuvar
hiicrelerin gogii Ozellikle de nétrofillerin AP'nin patogenezinde onemli bir rol
oynamaktadir (170). AP sirasinda nétrofillerin dokuya infiltrasyonu, P-selektin ve
LFA-1 gibi spesifik adezyon molekiilleri tarafindan koordine edilen ve kemokinlerin
salgilanmas1 ile gerceklesen c¢ok asamali bir siiregtir (171). Notrofil cevab,
inflamasyondan 24 saat icinde gergeklesmektedir (9). Onceki calismalarda AP’de
nétrofillerin pankreas dokusuna go¢ edip birikerek bircok proenzimin aktive
olmasina ve c¢esitli inflamatuvar mediyatorlerin salgilanmasina yol agtigim
gostermektedir (172). Aym zamanda bircok caligmada da, AP patogenezinin
nétrofillerden bagimsiz olarak gergeklestigi ifade edilmektedir. Notrofil birikimi ve
tripsin aktivasyonu AP’de 6nemli bulunsa da, aralarindaki iliskiler pankreatolojide
¢cOziimlenmemis bir konu olarak kalmistir. Pankreatitte tripsinojen aktivasyonunun
nétrofil infiltrasyonuna mi yoksa tam tersine mi bagh oldugu bilinmemektedir. Bu
nedenle de, ndtrofilin roliine dair net bir sonu¢ ortaya koyulamamaktadir ve fikir

birliginin olusmasina engel olmaktadir (10).

Bu baglamda calismada, nétrofillerin AP’deki roliine dair bilgi edinebilmek igin
nétrofillerin graniillerinde bulunan, dokuda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi (155)
olarak kabul edilen miyeloperoksidaz enzim aktivitesine bakilmistir. AP’de MPO
enzim aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artig1 gosterilmistir
(173). Bu g¢alismada da, pankreas safra kanal ligasyonu ile olusturulan pankreatit
modelinde, pankreas dokusuna ait MPO aktivitesinde anlamli bir artig goriilmiistiir.
Ferulik asit ile yapilan tedavide ise, MPO aktivitesinin her iki dozda da pankreas

dokusunda anlamli bir sekilde diistiigii goriilmiistiir. Elde edilen bilgiler pankreatit
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patogenezinde nétrofillerin roliine dair katkida bulunmakta ve antiinflamatuvar
etkinin varligim ortaya koymaktadir. Ayrica yapilan bir nefrotoksisite ¢calismasinda,
FA tedavisinin dokudaki MPO aktivitesini anlamli bir sekilde azalttigim
gostermektedir (174). Elde edilen bu bulgular, FA’nin iyilestirici etkisini notrofil

infiltrasyonunu etkilemesi tizerinden yapabilecegini digiindiirmektedir.

Cesitli caligmalar oksidatif stresin, akut pankreatitte ortaya c¢ikan lokal ve
sistemik olaylarda mediyator oldugunu ifade etmektedir (175,176). Deneysel akut
pankreatitli hayvan ¢aligmalarinda, pankreas dokusu ve plazmada lipit peroksidasyon
driinlerinin arttig1 gosterilmistir (177,178). Ayrica MDA diizeylerinin hastaligin
siddeti ile iligkili oldugu da bildirilmektedir. Aym1 zamanda artmis MDA
seviyelerinin pankreatite bagli ¢oklu organ disfonksiyonu ile iligkili oldugu da ifade
edilmektedir (56). Bu nedenle calismada pankreas MDA diizeyleri arastirilmistir.
Pankreas-safra kanal ligasyonu ile artan MDA diizeyleri pankreas dokusunda
oksidatif stresin ve sistemik diizeylerin varligin1 géstermis, FA ile yapilan tedavide
doku MDA diizeyleri anlamli bir sekilde azalmistir. Ayrica dalak hasar ile
indiiklenmis diyabetli siganlar ile yapilan bir ¢calismada, artan MDA diizeyinin FA ile
tedavide anlamli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (179).

GSH, AP’de pankreastaki inflamatuvar yanitta birincil hiicresel ROM
temizleyicisidir (180) ve endojen antioksidan olarak tanmimlanmaktadir (181).
GSH'nin pankreatik konsantrasyonu tiim viseral organlar arasinda dordiincii en
biiylik konsantrasyondur (180) ve oksidatif bilesiklere karsi hiicreleri korumaktadir
(181). AP oksidatif stresin bir gostergesi olarak endojen koruyucu mekanizmalara
zarar vermekte ve GSH miktarinda azalmaya neden olmaktadir (182, 183). Klinikteki
bulgular da, AP hastalarinda ROM miktarinin 6nemli 6l¢lide arttigimi ve azalmis

antioksidan diizeylerini gostermektedir (40).

Bizim c¢alismamizda da, pankreatitli hayvanlarda pankreas GSH seviyesinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. FA 500 mg/kg ile
tedavi edilmis hayvanlarda ise, GSH diizeyinin pankreas dokusunda anlamli bir

sekilde arttign goriilmiistiir. Aym1 zamanda yapilan bir hepatotoksisite ¢aligmasinda
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karaciger dokusunda azalan GSH iceriginin FA tedavisi ile anlamli bir sekilde arttig:
gosterilmistir. (184). Yapilan bir ¢calismada TNBS ile indiiklenmis {iilseratif kolit
modelinde FA’nin; MPO aktivitesini ve MDA diizeyini azalttigt GSH igerigini geri
dondiirdiigii gosterilmistir (25).

AP hafif, kendi kendini sinirlayan lokalize bir hastaliktan; 6liimciil genis ¢apl
coklu organ yetmezligine, yiiksek mortalite oranlarina kadar uzanan genis bir klinik
spektrum olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Hafif pankreatit, pankreas iltihab1 ve 6demi
olup, nekrozun ek ozellikleri agir pankreatitte ekstra pankreatik organlara ikincil
zarar vermektedir (185, 186). AP, akut inflamasyon ve pankreas parenkimi nekrozu,
pankreatik yag nekrozu, hemoraji ve inflamatuvar infiltrasyon ile karakterizedir
(187). Nekroz veya apoptoz mekanizmalarina gore pankreatik hiicre olimi
gergeklestigi icin, pankreas parenkimi iginde bircok nekrotik ve apoptotik hiicreler
goriilebilmektedir (188). Pankreas dokusunda yapilan histolojik degerlendirmede,
pankreatitli hayvanlarin pankreas parenkimasinda asinuslarda yogun harabiyet ile
parenkima kaybi, 6dem ve 16kosit infiltrasyonu gézlenmistir. Tedavili gruplarda ise
asinuslardaki harabiyet, ddem ve lokosit infiltrasyonunda anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Yapilan baska bir AP calismasindan da pankreasta artan hemaroji ve
nekroz oranmin antioksidan tedavisi ile dokuda iyilesme gostermesi tez ¢alismasinda

kullanilan antioksidan tedaviyi destekler niteliktedir (189).

AP’de pankreatik asiner hiicrelerdeki hasar, pankreastaki zimojenlerin
aktivasyonunu baglatan karmagik olaylara yol agmakta ve TNF-a, IL-1p gibi ¢esitli
inflamatuvar mediyatdrlerin salinimim baglatmaktadir (190,191). Bu inflamatuvar
aracilarda, doku nekrozuna neden olmaktadir (155). AP’de merkezi bir role sahip
olan TNF-a, asiner hiicrelerde eksprese edilen ve immiin hiicrelerin aktivatorii olarak
islev goren diger proinflamatuvar sitokinlerin ve 16kosit adezyon molekiillerinin kilit
bir diizenleyicisidir (192). AP’de TNF-a diizeyi, %96’lik bir hassasiyet gosterdigi ve
yiiksek bir duyarliliga sahip oldugu diisiiniilmektedir (193). AP’ de artmis sitozolik
Ca™ konsantrasyonunun ve protein kinaz C (PKC) aktivasyonunun NF-xB’nin
aktivasyonuna neden oldugu ve buna bagh olarak IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi

proinflamatuvar sitokinlerin ifadesinde artis oldugu bildirilmistir (60). Caligmadan
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elde edilen bulgular, pankreatitli grupta artan TNF-a diizeyinin, FA ile tedavi
sonucunda kontrol seviyelerine kadar diistiigiinii gdstermektedir. Baska bir calismada
lipopolisakkarit ile indiiklenmis akut respiratuvar sendromda artan TNF-a diizeyinin
FA tedavisi ile anlamli bir azalma gosterdigi de belirtilmistir (194). Bu bilgiler
1s1ginda FA’nin etkisi, muhtemelen NF-kB’nin aktivasyonunu engelleyerek ve bu

yolla TNF-a diizeyini diigiirerek gerceklesmektedir.

AP’de pankreastan ayrilan kan, kalbe geri donmeden Once karaciger
tarafindan islenmekte ve AP hastalarinda siklikla karaciger organ hasan
gelisebilmektedir (195). 1984 baslarinda, Blamey ve ark., AP hastalarmin %80 ’ninde
karaciger hasarinin gelistigini ve AP’nin ilerlemesi ile iligkili oldugunu bildirmistir.
(196). Ayrica, AP siddetinin de 6nemli bir gostergesidir ve AP prognozu i¢in anlamh
prediktif degeri vardir. Bu baglamda karaciger dokusunda oksidatif stres gdstergesi
olan MDA ve MPO aktivitesine bakilmis ve pankreatitli hayvanlarda artan oksidan
seviyelerinin, her iki doz tedavide de anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir.
Karaciger dokusu GSH diizeyinde ise literatiire uygun olarak pankreatitli grupta
anlamli bir azalma goriiliirken, FA ile tedavide, GSH tiikkenmesi engellenmistir.
Yapilan histolojik degerlendirmelerde de, karaciger dokusunda hepatositlerde
vakuolizasyon, siniizoidlerde genisleme, damar yapilarinda vazokonjesyon ve
periportal alanda 16kosit infiltrasyonu izlendi. Tedavili gruplarda ise doku hasarinda
iyilesme goriilmiistiir. Yapilan baska bir ¢alismada, Diosbulbin B ile indiiklenmig
karaciger hasarinda meydana gelen 16kosit infiltrasyonunun ve hepatoseliiler

dejenerasyonun FA tedavisi ile iyilesme gosterdigi bildirilmistir (197).

Coklu organ hasarma yol acan AP'nin ilerlemesinde en erken ve en yaygin
olusan organ disfonksiyonu ise akciger hasarnidir (155). AP’de akciger hasari,
ozellikle ikincil enfeksiyonun belirlenmesinde, AP ile iligkili oliimlerin ¢oguna
katkida bulunmaktadir. Akciger hasarinin AP vakalarinin %10-25’inde gerceklestigi
bildirilmistir ve AP ile iliskili 6liimlerin %60’1na kadar sorumludur (198, 199). Uzak
organ disfonksiyonu yaklasik 48 saat sonra gelismektedir (200).
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Bu nedenle, akciger dokusundaki hasar1 gostermek amaciyla histolojik
degerlendirme yapilmis, pankreatit grubunda alveol yapisinda birlesme ve bozulma
l16kosit infiltrasyonu ve d6dem gozlemistir. Ancak tedavili gruplarda bir iyilesme
gozlenmedi. Akciger dokusuna ait MPO ve MDA seviyelerinde ise pankreatit
grubunla anlamli bir yilikselme gozlenmistir. Yapilan bir ¢alismada da, AP’li
hayvanlarda akciger MPO ve MDA seviyesinde artis oldugu gosterilmistir (201). FA
500 mg/kg ile tedavide ise, MPO enzim aktivasyonunun anlamli bir sekilde azaldigi
bulunmustur. Fakat lipid peroksidasyon seviyesinde, tedavili gruplarda anlamli bir
azalma goriilmemistir. Akciger GSH seviyesinin pankreatitli grupta azaldigi, FA 500
mg/kg ile tedavide ise, anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Dolayisiyla,
biyokimyasal degerlerde akciger dokusunda goriilen iyilesme doku diizeyine

yansimamistir.

Sonug olarak, ¢alismada PSKL ile indiiklenen pankreatitte pankreatik enzim
sekresyonu ile doku MPO ve MDA diizeyinde anlamli bir artig, antioksidan
iceriginde azalma, proinfilamatuvar sitokin olan TNF-a seviyesinde artis ile pankreas
ve uzak doku hasar goriilmiistir. FA tedavisi doku ile iligkili biyokimyasal
parametreleri iyi yonde diizeltmis, pankreas ve uzak organlarda doku diizeyinde
belirgin bir iyilesme saglamistir. FA, bu etkilerini pankreatik enzimlerin asiri
sekresyonunu engelleyerek, notrofil infiltrasyonunu ve muhtemelen nétrofil kaynakli
ROM iiretimini baskilayarak, yiliksek ihtimalle NF-xB aktivasyonunu baskilayarak
ve buna bagli TNF-o seviyesini azaltarak, lipid peroksidasyonu inhibe ederek ve

GSH igerigini koruyucu antioksidan 6zelligi sayesinde gerceklestirmistir (Sekil 7.1.).
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Sekil 7.1. FA’nin iyilestirici etkisinin 6zetlenmesi
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Yer aldig1 Projeler:

Pankreas-safra kanali baglama yéntemiyle olusturulan akut pankreatit modelinde ferulik
asitin olast anti-inflamatuvar etkilerinin arastiralmasi” ABAPKO - Arastirmaci- devam
etmektedir. (Proje Yiiriitiiciisii: Dr. Ogretim Uyesi Meltem Kolgazi, Acibadem Mehmet Ali
Aydmlar Universitesi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1)

Sicanda endotoksemi modelinde vagal stimiilasyonun olast antiinflamatuvar etkileri ve bu
antiinflamatuvar etkilerde ghrelin, oreksin ve nesfatin-1 peptidlerinin rolii. TUBITAK-3501
kapsaminda 214S185 No’lu Proje-Arastirmaci- devam etmektedir. (Proje Yiiritiiciisii: Dr.
Ogretim Uyesi Meltem Kolgazi, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dal1).

Sicanda trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile indiiklenen kolit modelinde sinapik asitin
olast anti-inflamatuvar etkilerinin arastirilmasiABAPKO - Arastirmaci- tamamlandi.
(Proje Yiiriitiiciisii: Dr. Ogretim Uyesi Meltem Kolgazi, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalr)

Sicanlarda etanol ile olusturulan gastrik mukozal hasar tizerine kafeik asitin koruyucu
etkisinin arastirilmas: Acibadem Universitesi Projesi -Arastirmaci- devam etmektedir.
(Proje Yiiriitiiciisii: Prof. Dr. Giildal Siiyen, Acibadem Universitesi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali).

Sicanlarda lityum-pilokarpin ile olusturulan temporal lob epilepsisi modelinde kafeik asitin
epileptogenez ve bilissel-davramigsal degisiklikler iizerine etkisiABAPKO Projesi -
Arastirmaci- devam etmektedir. (Proje Yiiriitiiclisii: Prof. Dr. Giildal Siiyen, Acibadem

Universitesi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalr).
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Acibadem Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 13 Mayis-29 Mayis
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programi

86



Yaynlar:

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sézlii ve poster olarak sunulan ve 6zet kitabinda
basilan poster ve bildiriler:

Kolgazi M., Kaya E., Oztosun G., Yalcin M, Oral S, Unan NZ., Cilingir S., A¢ikel-Elmas
M., Atay N., Arbak S. Healing effect of p-coumaric acid on ethanol induced gastric damage.
13th multinational Congress on Microscopy, Croatia, 24-29 Eyliil 2017.

Ulusal bilimsel toplantilarda sozlii ve poster olarak sunulan ve 6zet kitabinda basilan
poster ve bildiriler:

Arbak S., Kolgazi M., Arsoy E., Oztosun G., Yal¢in M., Oral S., Unan N., Cilingir S.,
Agikel-Elmas1M., Atay N.

Sicanlarda etanol ile olusturulan deneysel iilser modelinde p-kumarik asitin iyilestirici
etkisinin mikroskopik ve biyokimyasal diizeyde incelenmesi. 14. Histoloji ve Embriyoloji

Kongresi, Antalya, 10-13 Mayis 2018

Kiling E., Kolgazi M., Kirikci G, Cilingir S. Endotoksemi ile indiikklenen sepsiste vagus
uyarisinin anti-inflamatuvar etkileri ilizerinde ghrelin’in etkisi. 28-29. Ulusal Biyofizik

Kongresi, Istanbul, 6-9 Eyliil, 2017.
Cilingir S, Kiling E., Gamze Kirik¢i, Kolgazi M. LPS ile indiiklenen sepsis modelinde

Ghrelin ve Oreksin antagonistlerinin etkisi.Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi 42. Ulusal

Fizyoloji Kongresi, Diizce, 5-8 Eyliil 2016.

87



