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OZET

Deneysel akut pankreatit’te kaempferol ve Kkurkumin’in etkilerinin

arastirillmasi

Giris: Akut pankreatit karin agrisi, serumda amilaz ve lipaz yiiksekligi ile radyolojik
goriintiilemeyle tan1 konulan bir hastaliktir. Morbitide ve mortalitesi yiiksek
seyretmektedir. Geligsmelere ragmen tani ve tedavisinde eksiklikler vardir. Ayrica

hastaligin progresyonunu durduracak bir ilag heniiz yoktur.

Amag: Ratlarda L-Arginin ile olusturulan akut pankreatit modelinde kurkumin ve
kaempferoliin biyokimyasal ve histolojik olarak kombine etkisi arastirildi. Pankreatit

tedavisinde doku hasarini 6nleyici yeni ve etkili bir ajan bulunmas1 amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Toplam 48 erkek Wistar Albino rat her grupta 8 adet olacak
sekilde 6 gruba ayrildi. 1. gruptaki (n=8) (Kontrol) ratlara intraperitoneal olarak (iP)
serum fizyolojik (SF), 2. gruptaki (n=8) (L-Arjinin grubu) ratlara iP olarak L-
Arginin iki kez, 3. gruptaki (n=8) (DMSO grubu) ratlara IP olarak DMSO, 4.
gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kurkumin) ratlara iP olarak L-Arjinin ve kurkumin, 5.
gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kaempferol) ratlara IP olarak L-Arjinin ve kaempferol
ve de 6. gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol) ratlara iP olarak L-
Arjinin, kurkumin ve kaempferol uygulandi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra
anestezi altinda 6tenazi uygulanarak kan (intrakardiyak olarak) ve pankreas ornekleri
alindi. Pankreas dokusu patolojik olarak incelemek ve biyokimyasal analizler igin
kullanilmak tizere saklandi. Serumdan amilaz, lipaz, spektrofotometrik olarak TNF-
a, SOD ve IL-6 bakildi. Pankreas dokusunda immiin 6l¢iim yontemleriyle MDA ve
katalaz tayin edildi ve uygun skorlama sistemleri ile inflamasyon, 6dem, nekroz ve
immunhistokimyasal olarak NF-xB boyanmasi histopatolojik olarak 151k

mikroskobunda degerlendirildi.



Bulgular: Histolojik incelememizde NF-«kB boyanma, 6dem, nekroz ve inflamatuar
hiicre skoru klinik olarak L-Arjinin grubunda diger tiim gruplara gore daha yiiksekti
(p>0,05). NF-kB skoru L-Arjinin grubunda kontrol ve DMSO grubuna gére anlamli
diizeyde yiiksekti (p<0,05). Amilaz ve lipaz diizeyleri tiim gruplar arasinda
karsilastirildiginda farklilik tespit edilmedi (p>0,05). Tiim gruplarda SOD diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Ancak SOD
diizeyleri L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol grubunda diger gruplara gore klinik
olarak yiiksekti (p>0,05). Katalaz diizeylerinde kontrol grubu ile L-Arjinin +
Kurkumin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05),
diger gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi. MDA degerleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel farklilik tespit edilmedi (p>0,05).
TNF-a diizeyleri bakimindan kontrol grubu ve L-Arjinin ile diger gruplar arasinda
karsilastirildiginda anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). Yine de en yiiksek deger L-
Arjinin grubunda tespit edildi. IL-6 degerleri gruplar arasinda istatistiksel anlamli
degildi (p>0,05).

Sonuclar: Akut pankreatit modelimizde istatistiksel olarak anlamli olmasada klinik
olarak  antioksidan sistem  belirteglerinin  diizeyi  L-arjinin  grubu ile
karsilagtirildiginda tedavi gruplarinda daha yiiksek, oksidatif stres belirteglerinin
seviyesi ise daha diisiik bulundu. Modelimizde histolojik olarak 6dem, nekroz,
inflamasyon ve NF-kB boyanma diizeyi L-Arjinin grubunda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak daha yiiksekti. Antioksidan madde verilen gruplarda 1s1k
mikroskop incelemesinde hiicre iskeletinin diger gruplara gore daha iyi korundugu
gozlendi. Kurkumin ve kaempferoliin, daha fazla ¢alismada bu koruyucu etkilerinin

desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kurkumin, Kaempferol, L-arginin, deneysel akut pankreatit.
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Kaempferol and Curcumin in Experimental Acute Pancreatitis

Introduction: Acute pancreatitis is a disease that is diagnosed with abdominal pain,
serum amylase and lipase elevation and radiological imaging. Morbitide and
mortality are high. Despite the developments, there are deficiencies in the diagnosis

and treatment. In addition, there is no drug to stop disease progression.

Objective: Biochemical and histological combined effects of curcumin and
kaempferol were investigated in L-Arginine induced acute pancreatitis model. The
aim of this study was to find a new and effective agent to prevent tissue damage in

the treatment of pancreatitis.

Materials and Methods: Total 48 male Wistar Albino rats, each group was divided
into six groups of eight. Group 1 (n = 8) (control) rats were administered
intraperitoneally (IP) with saline (SF). In group 2 (n = 8) (L-Arginine group), L-
Arginine was administered twice to the rats as IP. Rats in group 3 (n = 8) (DMSO
group) were treated with DMSO as IP. L-Arginine and curcumin were administered
to the rats in group 4 (n = 8) (L-Arginine + Curcumin) as IP. L-Arginine and
kaempferol were administered to the rats in Group 5 (n = 8) (L-Arginine +
Kaempferol) as IP. L-Arginine, curcumin and kaempferol were administered to the
rats in group 6 (n = 8) (L-Arginine + Curcumin + Kaempferol) as IP. 24 hours after
the last injection, euthanized under anesthesia, blood (intracardiac) and pancreas
samples were taken. The pancreatic tissue was stored for pathological examination
and biochemical analysis. Amylase, lipase and spectrophotometrically as TNF-a,
SOD, IL-6 were examined in serum. MDA and catalase were determined in the
pancreatic tissue by immunoassay methods. Inflammation, edema,necrosis and
immunohistochemically NF-kB staining were evaluated histopathologically in light

microscope.
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Results: In our histological examination, NF-xB staining, edema, necrosis and
inflammatory cell score were clinically higher in the L-Arginine group than in all
other groups (p>0,05). The NF-xB score was significantly higher in the L-Arginine
group than in the control and DMSO groups (p<0,05). Amylase and lipase levels
were not statistically significant (p>0,05). Amylase and lipase levels were not
statistically significant (p> ,.05). However, SOD levels were significantly higher in
the L-Arginine + Curcumin + Kaempferol group than in the other groups (p>0,05). A
statistically significant difference was found between catalase levels and L-Arginine
group (p<0,05) and no statistically significant difference was found between the
other groups. When the MDA values were compared, no statistical significance was
found between the groups (p>0,05). There was no significant difference in TNF-a
levels between the control and L-Arginine groups (p>0,05). However, the highest
value was found in the L-Arginine group. IL-6 values were not statistically

significant (p>0,05).

Conclusion: The results were not statistically significant in our acute pancreatitis
model. However, clinically, the level of antioxidant system markers was higher in the
treatment groups compared to the L-arginine group and the level of oxidative stress
markers was lower. In our model, histologically, edema, necrosis, inflammation and
NF-kB staining levels were found to be statistically higher in L-Arginine group
compared to the control group (p <0,05). In light microscope examination, it was
observed that the cytoskeleton was better protected in the antioxidant group than in
the other groups. These protective effects of curcumin and kaempferol need to be

supported in further studies.

Key words: Curcumin, Kaempferol, L-arginine, experimental acute pancreatitis.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. TARIHSEL GELiSIM
[Ik kez tarihte pankreas1 Herophilus M.0.300’lerde tanimlamis ve yaklasik

400 y1l kadar sonra, organ, Rufus tarafindan “pankreas” olarak adlandirilmistir (1).
Yine ilk kez 1579 yilinda Pare tarafindan akut ve kronik pankreatitin tanimlanmistir
(2). 1856 tarinde Ancelet, akut pankreatit ve pankreatik absenin patolojik
tanimlamasii yapmustir (2). Ilk kez 1856°da Claude Bernard tarafindan pankreatik
kanala safra ve yag asitleri enjekte edilmis ve deneysel pankreatit olusturulmustur
(3,4). Serum amilaz diizeyi ile akut pankreatit arasindaki iliskiyi ilk kez Elman
1929°da gostermistir (3). Biyokimyasal belirtegler ilerleyen yillarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmis ve akut pankreatitin karin agrilarinin sik rastlanan
sebeplerinden biri oldugu goézlenmistir (3,6). 1989’dan baslayarak prospektif
calismalar yapilmaya baslanmis. Odematdz pankreatitli ve steril nekrotizan
pankreatitli hastalar cerrahi disi yontemlerle tedavi edilmis. Sadece igne
aspirasyonunda bakteri {iremesi olanlar ameliyat edilmis ve bu c¢aligmalarin
sonuglarina gore pankreatik nekrozun kesin cerrahi endikasyon olmadigi anlagilmis
% 90 —95 basar1 elde edilmis (7). Pankreas nekrozu, enfekte ve steril nekroz,
pankreas flegmonu, pankreas absesi, pankreatik sepsis, pankreas c¢evresi sivi
birikimleri, pseudokist ayr1 ve 6zgiil kavramlar olarak 1992 Atlanta sempozyumunda

son bir kez daha tanimlanmus (8).

1.2. PANKREAS ANATOMISi
Pankreas batin arka duvarinda 1. ve 2. lomber vertebra hizasinda, hareketsiz,

retroperitoneal bir organdir. Pankreas; solda dalak, sagda duodenum arasinda
transvers uzanir. Ustte bursa omentalis, 6nde transvers mezokolon ve asagida

omentum majus ile iliskilidir (Sekil 1) ( 9).



Sekil 1. Pankreas’in komsuluklari.

1.3. SICAN PANKREAS ANATOMISI
Sicanda pankreas, dalak ile midenin biiylik kurvaturunun alt bdoliimii,

duodenum kavsi ile ileumun iist kismi arasinda mezenter igerisinde yayilmis loblar
halinde bulunur (Sekil 2). Siganlarda pankreas, intraperitoneal yerlesimli bir organdir
ve cok gevsek bir yapiya sahiptir. iki daldan olusmustur; sol dal (bas kismi)
duodenum kavsi icinde bulunurken, sag dal (splenik kistm) midenin biiyiik
kurvaturunun alt kismindan dalak hilusuna kadar uzanir. Siganda safra kesesi

bulunmaz (10).

Karacigerin loblarindan gelen safra kanallari, tek bir tane duktus (duktus koledokus)
olusturarak birlesirler. Safra kanali duodenuma ulagmadan once bir siire pankreasi
kateder ve bu sirada pankreastan gelen ortalama 10-12 kanal burada safra kanalina
acilir. Daha sonra ortak, tek kanal seklinde biliopankreatik kanal ismiyle duodenuma
dokdilir (10).



Sekil 2. Sigan anatomisi.

1.4, PANKREAS HISTOLOJISI
Pankreas sindirim enzimleri ve hormonlar iireten endokrin ve ekzokrin salgt

organidir. Enzimler ekzokrin kismin hiicreleri tarafindan depolanir ve salinir.
Endokrin salgilar ise Langerhans adaciklar1 olarak bilinen endokrin dokuda bulunan
hiicre gruplan tarafindan sentezlenir. Salgi {iriinii olan zimojenik graniiller apikal
sitoplazmada toplanir. Asiniisii takip eden interkalar duktus tek katli kiibik epitelle
kaplidir. Hiicrelerin apikalinde komsu hiicrelerin memranlar1 arasinda zonula
okludens, zonula adherens ve desmozom tipi baglanti kompleksleri bulunur.
Pankreasin bas, boyun ve korpus boliimlerinin salgilarini toplayan kanala Wirsung
kanal1, basin bir boliimiiniin salgisini toplayan kanala ise Santorini kanali ad1 verilir.
Her iki kanal da yiiksek prizmatik veya yalanci ¢ok katli epitelle doseli olabilir.
Arada Goblet hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler de yer alabilir. Insan ekzokrin
pankreast su ve iyonlara ek olarak sindirim enzimleri ve proenzimler salgilar. Bunlar;
tripsinojen, kimotripsinojen, karboksipeptidaz, deoksiriboniikleaz, riboniikleaz,
triagilgliserol, lipaz, fosfolipaz A2, elaztaz ve amilaz’dir. Salg1 basta sentroasiner

hiicreler ve kiiciik interkalar kanallar1 olusturan hiicreler tarafindan iiretilir.



Asiniislerde az miktarda, proteinden zengin sivi Tretilirken interkalar kanal
hiicrelerinde sodyum ve bikarbonattan zengin, daha fazla miktarda sivi salgilanir.
Pankreas salgisi duodenum mukozasindaki enteroendokrin hiicreler tarafinda {iretilen
sekretin ve kolesistokinin hormonlar1 tarafindan kontrol edilir. Hormonal etkinin
yant sira pankreasin otonomik innervasyonu da salgilamada onemlidir. Sempatik
sinir lifleri pankreasin kan akimini regiile ederken parasempatik lifler de sentroasiner

hiicrelerin ve asiniisiin aktivitesini stimiile eder (11-13).

1.5. PANKREAS KANALLARI
Wirsung pankreasin esas kanalidir, organin kuyruk kismindan baslayip, gévde

boyun ve bas kismin1 gecerck Papilla Vateri’ye agilir (Sekil 3). Aksesuar kanal ise
Santorini olarak isimlendirilir, bas kismin1 drene eder ve daha kisadir. %60 vakada
her iki kanal duodenuma agilir. % 30 vakada Wirsung kanali tiim sekresyonlar1 tagir
ve Santorini kor ugla sonlanir. % 10 vakada Santorini tiim sekresyonlar1 tasir,

Wirsung kiigiik veya yoktur (14 -16).

Hepatie artery

Porlal eein \
Common bileduct | |
Orifice of commen \ =3
bilz-duct and pane Accessory pancreatic ditct

erealic dict < i :
,/ Pancraatic duct

Sekil 3. Pankreas kanallari.



1.6. PANKREAS FIZYOLOJiSI
Pankreas endokrin ve ekzokrin salgi yapan bir bezdir. Pankreasin endokrin

sekresyonu (insiilin, glukagon ve somatostatin ) Langerhans adaciklaridan salgilanir.
Langerhas adaciklar1 boyanma 6zellikleri ve morfolojisiyle birbirinden ayrilan iig tip
hiicreden olusur.

* BETA hiicreleri: Insiilin iiretiler. Langerhans adaciklarinin %60 —80’ini olusturur.

* ALFA hiicreleri: Glukagon salgilarlar. Adacik hiicrelerinin %10 —20’sini olusturur.

« DELTA hiicreleri: Somatostatin salgilarlar. Adaciklarin yaklasik %10’unu
olusturur (17).

Pankreasta asiniisler temel ekzokrin salgi iinitesidir ve pankreas berrak izotonik ve

alkali ekzokrin salg1 yapar. Bu salgida yirmiden ¢ok sindirim enzimini vardir.

1.7. KURKUMIN
Kurkumin zerdegal koksapinin (Curcuma longa) dogal bir

bilesenidir. Biyolojik etkileri antioksidan, antienflamatuardan anjiyogenezin
inhibisyonuna kadar uzanmaktadir ve spesifik antitiimoral aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Kurkumin'in anjiyo-inhibitor etkilerine sahip oldugu bildirilmistir.
Kurkuminin proinflamatuar o6zelikteki sitokin NF-kB'yi seviyelerini asagi dogru
diizenledigi ve IKB kinazi inhibe ettigi ve bdylece proliferasyonu bastirdiglr ve
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. TNF-a‘y1, c¢esitli c¢alismalarda azaltig
gosterilmistir (18).

1.8. KAEMPFEROL
Greyfurt ve diger bitki kaynaklarindan izole edilmis dogal bir flavonoiddir.

Oksidatif stresi azaltarak bir antioksidan gorevi goren, su anda olasi bir kanser
tedavisi olarak kabul edilmektedir. Bir antibakteriyel madde, bitki metaboliti, insan

ksenobiyotik metaboliti ve insan idrar metaboliti olarak rol oynar (19).



2. AKUT PANKREATIT

Akut Pankreatit (AP), klinik olarak ani baslayan karin agrisi ile birlikte
serumda ve/veya idrarda pankreas enzimlerinin yiikselmesi ile karakterize ve

pankreasta radyolojik degisikliklerin saptandigi bir hastaliktir (20).

Akut pankreatit, etiyolojisinin ne oldugunun Onemi olmaksizin asiner
hiicrelerde baglar ve devaminda pankreasta degisen oranlarda 6dem, hemoraji ve
nekroz olusur. AP’ teki en Onemli faktér baglangigta tripsinojenin aktifleserek

tripsine doniisiimesidir.

Kalsiyum salinimi ve asidotik ortam bu uyarida rol oynar. Ayrica siddetli AP,
Sistemik inflamatuvar yanit sendromu’nun (SIRS) Onemli nedenlerinden bir
tanesidir. Pankreatit patolojisinde c¢esitli Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) ve
inflamatuvar sitokinler goérev almaktadir. Sistemik dolagimda inflamatuvar
sitokinlerin artis1 bobrek ve akciger gibi diger organlar1 da etkileyerek hipovolemi,
sok ve Coklu organ yetmezligi sendromu’na (COYS) neden olmakta ve mortaliteyi
arttirabilmektedir (21-25).

2.1. PATOFiZYOLOJI
Pankreasin parankimal hiicreleri (asiner ve stellat hiicreler) sekrete ettikleri

kemokinler yolu ile 16kosit kemoatraksiyonu ve migrasyonunda gorev alirlar.
Pankreas dokusunun monosit, makrofaj ve polimorfoniikleer hiicrelerce infiltrasyonu
platelet aktive edici faktdr (PAF) gibi arasidonik asit metabolitlerinin, SOR’un ve
sitokinlerin artmig iiretimi ile sonuglanir ve doku hasar1 artar (21-23). AP’deki
inflamatuvar yanitta anahtar rol oynayan sitokinler Interlokin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-18 ve Timor Nekroz Faktor alfa (TNF-a)’dir. TNF-a; hem asiner, hem de
inflamatuvar hiicrelerden salinir; kemotaksisi, hiicre Oliimiinii, endoteliyal
aktivasyonu ve proinflamatuvar gen ekspresyonunu uyarir. TNF-o ayrica ksantin
dehidrojenazin ksantin oksidaza modifikasyonu ve NO sentaz aktivitesinin artis
yollar1 ile pankreatitin sistemik komponentindeki oksidatif yanita katkida bulunur
(24,25).



Inflame pankreas dokusunda Idkositler, lizozomal enzimler, pankreatik
proteazlar ve vazoaktif faktorler (endotelin-1, fosfolipaz A2) araciligi ile
mikrosirkulatuvar disfonksiyon hizla gelisir (26,27). Olusan iskemi sonucunda
pankreatik 6dem ve nekroz gelisir, sistemik inflamatuvar yanit siddetlenir, iskemi-
reperfiizyon hasar1 ve SOR iiretimi meydana gelir. SOR direkt asiner hiicre hasarina
neden olur, apoptozu artirir, proteaz inhibitorlerini inaktive eder ve sitokinleri,
selektinleri ve adhezyon molekiillerini kapsayan bir¢cok proinflamatuvar mediyatoriin

gen ekspresyonunu diizenleyen niikleer faktor kB’yi (NF-kB) aktive eder (28,29).

2.2. ETIYOLOJI
Cocukluk caginda AP etiyolojisi (Tablo 1) eriskinlerden olduk¢a farklidir.

Cocuklarda en sik nedenler sistemik hastaliklardir. Bunlarin arasinda hemolitik

tiremik sendrom (HUS) ve organ transplantasyonlari en énemli klinik tablolardur.

Tablo 1. Akut Pankreatit Nedenleri (30) |

-Hiperkalsemi

Genetik mutasyonlar
-Herediter pankreatit

Safra taslart Enfeksiyonlar
Alkolizm Viriisler

_ Sitomegaloviriis
Metabolik nedenler Kabakulak
-Hipertrigliseridemi Kizamikgtk

Coxsackie viriis B
Hepatit A ve B

-Endoskopik Retrograd Kolanjiopankreatografi

-Kistik fibrozis Bakteriler
-Otoimmiin pankreatit Klebsiella
Pankreas divisium E. Coli
Tla clar Mikobakterium ttirleri
-Azatioprin Mantarlar
-6-merkaptopiirin Cryptosporidium
-Pentamidin Crytococcus
—Asetammgfen Candida
-Siilfonamidler
-Valproik asit i
-Furosemid Parazitler
-Metronidazol Iskemik
-Didanozin

Idiopatik
Toksinler
-Organofosfat insektisidler
-Akrep zehiri
Travma




2.2.1. Safra Yolu Taslar
Safra taginin ¢ap1, 5 mm’den daha kiigiik ise AP daha kolay olusmaktadir (35).

Bu, kiiciik taslarin sistik kanaldan rahatlikla gecip, ampullada tikaniklik
olusturmalar ile iligkilidir. Safra camuru; 5 mm’den kiiciik taslar1 bulunduran
kesedeki visk6éz bir siispansiyondur. Hastalar genellikle asemptomatiktirler. Bu
hastalarin safralarinda genellikle kolesterol monohidrat kristalleri ya da kalsiyum
bilirubinat graniilleri izlenir (36). Camur olusumu, fonksiyonel olarak ya da mekanik
safra stazlarinda meydana gelmektedir. Safra ¢amuru ile AP arasindaki iliski net

olarak ispatlanamamuistir.

2.2.2. Alkol Kullanim
Alkoliin pankreas1 nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. Alkol,

pankreastaki asiner hiicrelerde sindirim enzimlerinin sentezlerini artirabilir. Alkoliin
Oddi sfinkterini spazma ugratarak veya genisleterek etki edebilecegi One atilmigtir
(32,33). Baska bir teori de alkoliin ve ya bir zararli metabolitinin direk pankreasa
olan toksik etkisinin var olabilecegidir (32). Alkoliin, viral pankreatite Onciiliik
edebilecegi ve Coxsackieviriis B3’iin toksik etkilerine karsi pankreasi duyarli hale

getirebilecegi bildirilmistir (31).

2.2.3. Ila¢ Kullamimm
Ilaglarin rolii AP’lerin gelismesinde diisiik olup yapilan bir ¢alismada %1.4

oraninda tespit edilmistir (37). Ilaca sekonder akut pankreatitlerde prognoz iyi ve
mortalite ¢ok diisiiktiir. Yapilan bir ¢alismada ise %4.7 olarak bulunmustur (34).
Olgularin ¢cogunlugu interstisyel formdadir (%86). Pankreatit’in ilaca baglh oldugunu
sOyleyebilmek icin su kriterleri icermelidir;

* Pankreatit ila¢ kullanimina baslandiktan sonra ortaya ¢ikmis olmalidir.

* Pankreatitin baska bir nedeni bulunmamalidir.

» flag birakilinca klinik diizelmelidir.

» Tlag tekrar kullanilinca niiks gelismelidir.



Akut pankreatite neden oldugu ispatlanmis olan ilaglar Tablo 2’de gériilmektedir.

Tablo 2. Akut pankreatit ile iliskili olan ilaglar

Kesinlikle iliskisi olan ilaclar | Muhtemel iliskisi olan ilaclar | Iliskisi oldugu diisiiniilen ilaclar
Azatioprin L-Asparaginaz Amfetamin
Klorotiazid Kortikosteroidler Kolestiramin
Ostrojenler Etakrinik asit Propoksifen
Furosemid Fenformin Indometazin
Sulfonamidler Izoniazid
Tetrasiklinler Merkaptopiirin
Valproat Opiadlar
Rifampisin
Salisilatlar
Simetidin
Asetaminofen

2.2.4. Enfeksiyonlar
Enfeksiydz ajanlarla olusan pankreatitlerin insidansi net bilinmemektedir.

Pankreatite neden oldugu bilinen enfeksiyonlar Tablo 3’te goriilmektedir (38,39).

Tablo 3. Akut pankreatite yol agabilen enfeksiyonlar

Viriisler Bakteriler Mantarlar Parazitler
Kabakulak Mikoplazma Aspergillus Toxoplasma
Coxsackieviriis Legionella Candida Ascaris lumbricoides
Hepatit B Leptospira Crytococcus

CMV Salmonella Criptosporidium

Varicella zoster
Herpes simplex
HIV

Mikobakterium tiirleri

2.2.5. Cerrahi Miidahaleler

Pankreas

cevresindeki

girigimler

(gastrektomi,

safra  yolu

cerrahisi,

splenektomi), torasik operasyonlar ve renal transplantasyonlardan sonra pankreatit
goriilebilmektedir. Ameliyat esnasinda pankreasa direk olan travmalar, pankreas kan
dolasiminin bozulmasi, perioperatif periyotta olusan hipotansiyon ve pankreatik
stvidaki tripsin inhibitdr seviyelerinin azalmasi pankreatit patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bilhassa abdominal cerrahi miidahalelerden sonra gelisen
pankreatiti tanimak giictiir. Karin agrist ve hassasiyet kullanilan ilaglardan dolay1
siliklesmis olup, postoperatif rahatsizlik hissi olarak degerlendirilmekte, tani
gecikmekte ve mortalite de yiiksek oranda olmaktadir. Bir ¢alismada postoperatif

pankreatitin mortalite oran1 %17 olarak tespit edilmis (40).



2.2.6. Metabolik Hastahklar
2.2.6.1. Hipertrigliseridemi: Tim akut pankreatitlerin nedenleri i¢inde %1.3—

3.8’1 hipertrigliseridemiye baghdir (41). Serum trigliserit konsantrasyonunun 1000
mg/dl’yi gegmesi AP ataklarina neden olmaktadir. Pankreatik lipazin, trigliseritleri
serbest yag asitlerine doniistiirmesi ve sonrasinda agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin
pankreatik dokuya zarar vermesi ile pankreatit ortaya cikar. Serbest yag asitleri ayni

zamanda pankreas mikrosirkiilasyonunu da bozarak iskemiye yol agmaktadir (32).

2.2.6.2. Hiperkalsemi: Hiperkalsemiye  neden  olan  durumlar
(hiperparatiroidizm, paratiroid adenomu, D vitamini intoksikasyonu, ailesel
hipokalsitirik hiperkalsemi, total paranteral niitrisyon (TPN), kalsiyum karbonat
iceren antiasitlerin uzun siireli kullanimi1) akut pankreatite yol agabilmektedir.
Kalsiyumun pankreatik kanal icinde birikmesi ve sonrasinda parankim iginde
tripsinojenin  Kkalsiyum tarafindan aktive edilmesi ile pankreatitin olustugu
distintilmektedir. Hiperparatiroidisi olan hastalardaki AP insidanst %0,2 -1,5

civarindadir (31).

2.3. AKUT PANKREATIT PATOGENEZI TEORILERI
2.3.1. Obstriiksiyon - Sekresyon Teorisi: Hayvanlarda deneysel olarak

pankreatik kanalin obstriiksiyonu 6dematdz pankreatite neden olmaktadir. Kismi
obstriiksiyon ise pankreatik hipersekresyonla agir pankreatit olusturmaktadir. Bu

teori daha ¢ok biliyer ile alkolik pankreatitin olus mekanizmasini agiklar (43).

2.3.2. Duodenal Reflii Teorisi: Deneysel olarak hayvanlarda, duodenal
icerigin ampulla vateri’den pankreatik kanala refliisiiniin pankreatit olusturdugu
izlenmistir. Duodenum i¢i basincin artig1 durumlarda Oddi sfinkterinde de yetersizlik
varsa aktif enzimler pankreas kanalini gegerek akut pankreatite neden olabilir.
Subtotal gastrektomi ve postoperatif donemde goriilen akut pankreatitin nedeni de

duodenum sivisinin pankreatit kanala refliisiidiir (43).

2.3.3. Ortak Kanal Teorisi: Safra yolu tasinin ampulla vateri’yi tikayarak
pankreatik kanalda safra refliisiine neden oldugu ileri siiriilmektedir. infekte safra;

dekonjuge safra tuzlarini ile lesitini igerir.
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Pankreatik sivi igerisinde bulunan fosfolipaz A lesitini izolesitine doniistiiriir.
Pankreatik hasarin altinda bu mekanizmanin oldugu savunulmaktadir (43). Akut
pankreatit gecirmis kisilerin radyolojik incelemelerinde %52-67 oraninda, safranin

pankreas kanalina gectiginin gosterilmis olmasi bu teoriyi desteklemektedir.

2.3.4. Pankreatik Kanal Permeabilite Artisi: Serbest oksijen radikalleri
tireten maddelerin, pankreatik kanalin gegirgenligini arttirarak pankreatite neden
olduklar1 bulunmustur (45). Akut pankreatitte multisistemik toksik bir tablo vardir.
Hastalarin %20’sinde pulmoner, kardiyovaskiiler ve renal disfonksiyon 6n planda
olmak tizere pankreatik komplikasyonlar gelisir. Sivi elektrolit degisiklikleri,
intravaskiiler voliimde azalma meydana gelir. Akut pankreatitin baslamasiyla
birlikte, pankreasin c¢evresine ve retroperitoneal mesafeye sivi sekestrasyonu olur

(42, 44).

2.3.5. Enzim Otoaktivasyonu: Normalde inaktif halde salinip duodenumda
enterokinaz enzimi ile aktiflesen tripsin herhangi bir sebeple pankreas iginde aktif
hale gelir ve diger pankreas enzimlerini de aktiflerse pankreatit siirecini baslatmig
olur. Bu pankreas i¢i aktivasyonda alkolizm, safra ve duodenal igerik refliilerinin

neden oldugu pankreatitte rol oynadigi diistintilmektedir (43,44).

2.4, PATOLOJIK MEKANIZMALAR
Akut pankreatitte fizyopatolojik mekanizmanin aktive olmus pankreatik

enzimlerden daha ¢ok aktiflesmis polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)’den birakilan
oksidan molekiiller oldugu diisiiniilmektedir. Lokositlerden salinan mediatorler ile
sitokinler tahrip edici Ozellikleri vardir. Sitokinler diisiik molekiil agirlikli
proteinlerdir, normal dokuda tespit edilmezler. D1s kaynakli bir uyar: hiicreyi sitokin
tiretmek i¢in harekete gecirir. Meydana gelen sitokin kendisinin ve diger bazi
sitokinlerin  {iretimini  arttirir.  Akut pankreatitte gorev aldigi diisiliniilen
proinflamatuar sitokinler; IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, NF-kB ve PAF’dir. TNF-a ve
NF-«xB bu sitokinler arasinda en Kritik rolii oynayanlardir (46, 47). Ayrica IL-2, IL-
10, nitrik oksit (NO) ve serbest radikaller akut pankreatitin ilerlemesinde ve

siddetlenmesinde rol oynarlar.

11



IL-1 ve TNF-a infeksiyon ve inflamasyona ilk cevap olarak meydana gelen
sitokinlerdir. Akut pankreatitte ortaya ¢ikan ates, hipotansiyon, yaygin damar igi
pihtilagsma, sok gibi lokal ve/veya sistemik bir ¢ok bulgudan sorumludurlar. Bu
16kosit iiriinleri damar duvarina direk etki ederek damar duvar1 gegirgenligini
arttirirlar. Bunun sonucunda 6dem ve trombiis olusumuna sebep olurlar. Bu da
pankreasin mikrosirkiilasyonunu bozar (48). Pankreatite sekonder gelisen
komplikasyonlarda multiorgan yetmezligi erken ve ge¢ faz olmak iizere iki sekilde
karsimiza c¢ikmaktadir. Geg¢ fazda multiorgan yetmezligi siiperenfeksiyona ikincil
meydana gelen sepsise baglidir. Erken donemde ise mikrodolasim bozukluklari,
multiorgan yetmezliginin patogenezinde Onemli bir yer edinir (49). Akut
pankreatit'teki dolasim bozukluklarinin mekanizmasi ¢aligmalar incelendiginde
kapiller endotel hiicrelerinin bu fenomende dnemli bir rol istlendigi goriilmektedir
(50). Yakin tarihteki bilgiler 1s1g8inda vaskiiler endotel hiicrelerinin immiin hiicrelerle
etkilesimi sonucunda meydana gelen kapiller staz dolasim bozuklugunda ana etken
olarak goriilmektedir. Akut pankreatit seyrinde ilk degisiklikler, pankreasin
interstisyel septumu boyunca yer alan yag dokusunda nekroz ve az miktarda PMNL
infiltrasyonu seklindedir. Bu donemde asiner hiicrelerin ¢atis1  saglamdir,
intertisyumda 6dem ve hiicre infiltrasyonu ile karekterize histopatolojik degisiklikler

olusur. Bu tablo 6dematdz pankreatit olarak isimlendirilir.

Akut pankreatit vakalarinin %80’inde inflamasyon bu haliyle sinirli kalma
egilimi gosterir. Olaya glandiiler hiicreler ve yag dokusunun koagiilasyon nekrozu
eklenirse nekrotizan pankreatit tablosu olusur. Nekroz pankreasin tamamini uniform
sekilde tutmayabilir. Nekrotik sahalar arasindaki saglam bolgeler pankreasa benekli
bir goriinlime sebep olur. Vaskiiler duvarlarin aktive elastaz nedeniyle tahrip olmasi
sonucu hemorajik pankreatit gelisir. Hemoraji dokular diseksiyon yapilarak cilt altina
kadar ulasabilir. Nekrotik dokular, pankreatik sivi, kan ve yag damlaciklar1 pankreas
icinde veya kenarinda toplanarak psddokist olustururlar. Psodokistler retroperitoneal
olarak biiyiiyebildikleri gibi, komsu organlara bas1 uygulayacak sekilde herhangi bir
yonde de genisleyebilirler. Aktiflesmis pankreas enzimleri ile inflamatuar hiicrelerin

peritona irritan etkileri sonucu sivi kolleksiyonu olusur. Bu sivi siklikla omentum
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minusta olmak {izere intraperitoneal (pankreatik asit), diyafragmatik lenfatikler
yoluyla intraplevral (plevral efiizyon) olabilir.

Nekrotik materyal ve pankreas sivisi igeren koleksiyonlarin enfekte olmasi sonucu
pankreas apseleri olusur. Akut pankreatite sebep olan olay ne olursa olsun tablo ayni

sekildedir (51). Patolojik hadiseler tanimlanirken iki gruba ayrilarak incelenmektedir;

2.4.1. Akut Odematiz Pankreatit
Makroskopik olarak bez biiylik, cevredeki mezenter ve omentumda beyazimsi

gri renkli, yag nekrozu alanlar1 goze carpar. Lakin 0dematéz pankreatitte yag
nekrozu ¢ok fazla degildir ve ¢ogu defa mikroskopik diizeyde tespit edilir. Siklikla

batin igerisinde agik pembe renkte bir sivi vardir, nekroz goriilmez.

Mikroskopik olarak ise pankreas lobiilleri cam gibi bir goriiniim almistir ve
icleri inflamatuar hiicrelerle, 6zellikle PMNL ile doludur. Asiner hiicreler genellikle
saglam kalmistir. Ultrastriiktiirel incelemede asiner hiicrelerin liimen kenarindaki
mikrovilluslarimin  kayboldugu, endoplazmik retikulum ve mitokondrilerinin
bozuldugu goriiliir. Enzimleri depolayan zimojen graniillerin membranlar1 saglam,
biiyiiklilk ve dansiteleri normaldir. Kapiller ve lenfatik aglar genislemis olabilir,

ancak tromboz yoktur (51).

2.4.2. Akut Nekrotizan Pankreatit
Makroskopik olarak gland sismis ve genislemistir. Retroperitoneal alanda,

duodenum, kolon ve mide gibi komsu organlarda belirgin 6dem olusur. Batin {iist
bolimiinde yaygin yag nekrozlar1 saptanir. Pankreatitin agirhii ile pankreas
boslugunda kirli kahverengi-siyah renkli bir sivi olusur. Retroperitoneal alanda, agir

vakalarda kolon mezosunda ve dalak pedikiiliinde kanamalar saptanir.

Mikroskopik olarak pankreasin tamami nekroze olabilecegi gibi, saglam ve
nekrotik alanlar yanyana da goriilebilir. Nekroz i¢in sabit bir bulgu, asini lobiillerini
besleyen kapiller arteriol ve veniillerdeki trombozlardir. Nekroz i¢in prelobiiler
damarlarin tikanmalar1 tipiktir. Nekroz alanlarinin yaninda, 6demli, mononiikleer

hiicre infiltrasyon sahalar1 da tespit edilir (52).

13



2.5. KLINIK SINIFLANDIRMA

Akut pankreatit, klinikte asagidaki sekilde ayrilir:

e Hafif akut pankreatit: Organ yetmezligi ve lokal veya sistemik komplikasyonlarin
olmamasi ile karakterize olan formudur.

e Orta siddetli akut pankreatit: Gegici organ yetmezligi (48 saat i¢inde diizelen)
ve/veya kalict organ yetmezligi olmaksizin lokal veya sistemik komplikasyonlarla
karakterize olan klinik tablodur.

e Siddetli akut pankreatit: Bir veya birden fazla organi igerebilen kalici organ

yetmezligi ile karakterize olan tipidir.

2.6. KLINIK BULGULAR
Akut pankreatitli hastalarin gogunda akut baslangich kalici, siddetli epigastrik

abdominal agr1 vardir (53). Baz1 hastalarda agr izole sag {ist kadranda olabilir veya

nadiren sol tarafa da yayilabilir.

Safra tasina sekonder pankreatit olan hastalarda agri lokalizedir ve agrinin
baslangict hizlidir. Ve 10 ila 20 dakika i¢inde maksimum yogunluga ulasir. Buna
karsilik, kalitsal veya metabolik nedenlere veya alkole bagli pankreatitli hastalarda,
agr1 daha yavas gelisir ve lokalize olmasi ¢ok uzun zaman alabilir. Hastalarin
yaklasik ylizde 50'sinde, agr sirta yayilir (54). Agri birkag saatten birkag giine kadar
devam edebilir ve 6ne dogru egilerek kismen rahatlayabilir. Hastalarin yaklasik

olarak %90'inda bulant1 ve kusma vardir (55).

Siddetli akut pankreatitli hastalarda; pankreatit, plevral eflizyon veya
respiratuar distres sendromuna sekonder diyafragma iltthabina bagli olarak dispne

olabilir.

Akut siddetli pankreatitli hastalarin yaklagik ylizde 5 ila 10'unda agn
olmayabilir ve agiklanamayan hipotansiyona sahip olabilirler (Orn. Postoperatif ve
kritik hastalar, diyaliz hastalari, organofosfat zehirlenmesi ve Lejyoner hastaligi) (56-

58).
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2.7. FIZIK MUAYENE
Fiziksel bulgular akut pankreatitin siddetine bagli olarak degisir. Hafif akut

pankreatitli hastalarda epigastrium, palpasyona minimum diizeyde hassastir. Aksine,
siddetli pankreatitli hastalarda, epigastriumda daha yaygin olarak palpasyon ile
anlamli hassasiyet olabilir. Hastalarda, koledokolitiazis ya da pankreas baginin 6demi

nedeniyle tikanma sarilig1 olusabilir, skleralarda ikter goriilebilir.

Agir pankreatitli hastalarda ates, takipne, hipoksemi ve hipotansiyona tespit
edilebilir. Akut pankreatitli hastalarin %3'linde periumbilikal bolgede (Cullen
belirtisi) ve flank bolgesinde (Sekil 4. Grey Turner Isareti) ekimotik renk degisikligi
goriilebilir (59). Bu bulgular nonspesifik olsa da, pankreas nekrozu durumunda

retroperitoneal kanama varligini diistindiirmektedir (60).

Nadir olarak, hastalarda subkiitandz nodiiler yag nekrozu veya pannikiilit
(Sekil 5. Pankreatit Pannukulit) goriilebilir (61,62). Bu lezyonlar siklikla distal
ekstremitelerde ortaya ¢ikmaktadir ancak baska yerlerde goriilebilir.

r —‘

Sekil 4. Grey Turner Isareti (63).
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Sekil 5. Pankreatit pannukulit; Tibia {izerinde inflamatuar nod (64).

Hasta ayrica akut pankreatite neden olan etiyolojiyi diisiindiiren bulgulara da

sahip olabilir.

Omek olarak hepatomegali alkolik pankreatitte, hiperlipidemik pankreatitte

ksantomlar ve kabakulak hastalarinda parotis sismesi olabilir.

Pankreatitte inflamasyonun mide ve duodenum mukozasina dagilimi sonucu
gelisen akut antral gastrit ile duodenite bagli mindr mukozal kanamalar %20 olguda
izlenir. Bu kanamalardan hari¢ %6 vakada pankreatik nekrozun arteriyollerde
ve/veya splenik, gastroduodenal arterlerde olusturdugu erozyona bagli olarak;
abdomen i¢ine, olusmus ise psddokist veya apse igerisine, erozyona ugrayan damarin

biiyiikliigiine gore degisen siddette kanamalar goriiliir.

Pankreatik kanal icine de kanamalar olabilir ve endoskopide papilladan
kanama gozlenebilir. Apse ya da psodokistin gastrointestinal kanala veya safra
yollarina fistiilizasyona sekonder melena gelisebilir, ancak bu kanamalar nadiren
kan transfiizyonu gerektirir. Inflamasyonun bagirsak duvarma yayilimi sonucu
bagirsakta spazm ile 6dem gelisebilir, hipoaktif barsak sesleri duyulabilir. Segmental
obstriiksiyon veya intestinal paralizi gelisir. Yaklasik %10 kadar vakada asikar
paralitik ileus saptanabilir. Inflamasyonun bagirsaklara invazyonu sonucu

obstriiksiyon, perforasyon, fistiilizasyon meydana gelebilir.
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Dalak; inflamasyonun ya da dogrudan infekte materyalin yayilimiyla veya splenik

ven trombozu sonucu etkilenebilir. Dalakta hemoraji, apse, infarkt olusabilir.

Siddetli pankreatitlerin %50’sinde meydana gelen psddokist, %30 oraninda ele

gelen kitle seklinde saptanabilir, %3-7 olguda ise apse olusabilir (65).

Apse, ge¢ donemde (pankreatit baslangicindan 1-4 hafta sonra) meydana gelen
bir komplikasyon olup nekrotik pankreasin ya da psddokistin infekte olmasi sonucu
olusur ve mortalitesi %25 kadardir. Atesin yiikselmesi, agrinin siddetlenmesi,
abdomende ele gelen kitle, 16kositoz, tasikardi, hipotansiyon birlikteliginde apseden
sliphelenilerek batin ultrasonu (US) veya bilgisayarli tomografi (BT) yapilmalidir.
Kan kiiltiirii siklikla negatiftir. BT veya US esliginde yapilan biyopsi ile apseyi
kanitlama olasiligt %90’in iizerindedir. Kiiltiirde genellikle Escherichia coli,
Klebsiella, Pseudomonas, Enterococcus, Proteus, Staphylococcus aureus ve de diger

enterik mikroorganizmalar iirer.

Olgularmm %20-40’inda, inflamasyonun diyafragmatik lenfatiklerle toraksa
ilerlemesi ya da dolasimdaki toksik maddelerin alveollerdeki hasarina bagli olarak
pulmoner semptom ve de bulgular gelisir. Hafif takipne ile dispne olgularin
%70’inde goriilebilir. Tk iki giinde goriilen bu olaylar parsiyel oksijen basincindaki
diisise baghdir. Vakalarin 1/3’tinde plevral eflizyon, pulmoner infiltrasyonlar ve
%20’sinde Akut sikintili solunum sendromu (Acute Respiratory Distress Syndrome -
ARDS) gelisir. Intra-alveolar siv1 eksiidasyonu ve pulmoner dolasimda kotiilesme
sonucu kanin oksijenizasyonu bozulur. ARDS, pankreatitin siddeti ile koreledir ve
kotii prognozu gosterir. Patojenezde gorev alan inflamatuvar mekanizmalar ile SIRS

ve COYS gelisebilir (Sekil 6).
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Tetikleyici faktorler

Odematéz pankreatit

Rezollisvon

Mekrozitan oankreatit

/ L

Sivi koleksiyonu

-—

SIRS/MOF

—— Infekte nekroz

W

— Apse

Psédokist — infekte psédokist

Sekil 6. Akut pankreatit modelinde SIRS/MOF (Multiorgan yetmezligi) gelisimi

Bunlardan hari¢ s6z konusu mekanizmalardan bagimsiz olarak miyokard
infarktiistinii taklit eden elektrokardiyografi bulgulari izlenebilir; fibrilasyon ve
flatter tipinde aritmiler goriilebilir. Vakalarin %80’inde oligiiri, proteiniiri, 16kositiiri
gortilebilir iken, %20 olguda akut bobrek yetmezligi (ABY) meydana gelir ki bu
durumun mortalitesi %350’dir. Renal ven trombozu ve renal kortikal nekroz,
nekrotizan pankreatitteki fatal komplikasyonlar arasindadir. AP’nin lokal ve sistemik

komplikasyonlart Tablo 4’te, ayirici tanida akla gelmesi gereken hastaliklar ise Tablo

5’te gosterilmistir (65).
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Tablo 4. Akut pankreatitin komplikasyonlari

Pulmoner Metabolik
Hipoksemi Hipokalsemi

Plevral Eflizyon Hiperglisemi
Atelektazi Hipertrigliseridemi
Pulmoner Infiltrasyon

ARDS

Mediastinal abse

Kardiovaskiiler Goz ve Dermatolojik
Hipotansiyon Ani gérme kaybi
SIRS/Sok Subkutan yag nekrozu
Perikardiyal efiizyon

Aritmiler, ST-T degisiklikleri

Renal

Akut tiibiiler nekroz/ABY
Oligtiri

Renal arter veya ven trombozu

Gastrointestinal

Karaciger fonksiyon bozuklugu

Obstriiktif sarilik

Eroziv gastrit

Paralitik ileus

Intestinal obstriiksiyon/perforasyon

GIS kanamas1

Splenik ven trombozu/Portal hipertansiyon

Hematolojik

Yaygin damar i¢i pihtilagsma
Trombositoz
Hiperfibrinojenmi

Norolojik
Ensefelopati
Psikoz

Yag embolisi

Tablo 5. Akut pankreatitte ayiric tani

Perfore duodenal iilser

Akut kolesistit/Bilier kolik
Intestinal obstriiksiyon

Akut mezenterik obstriiksiyon

Kolon divertikiiliti/perforasyon
Plevral/pulmoner enfeksiyon
Peritonit

Akut miyokard infarktiisii

2.8. TANI

2.8.1. Akut Pankreatitte Laboratuar Bulgular:
Serum amilaz ve lipaz degerlerinin AP tanis1 a¢isindan esik degeri konusunda

bir genel goriis olmasada; bu enzimlerdeki {i¢ kat ve tizeri yiikselisin anlamli oldugu

kabul edilir (66-68).




2.8.1.1. Amilaz
Saglikli kisilerde serum amilazinin 40%’1n1 pankreas, diger kismin ise tiikriik

bezi salgilari meydana getirir. Serum amilaz aktivitesinde normalin ii¢ kati ve
tizerindeki artiglar AP igin tan1 degeri tasir. Gumase ve ark. (66) AP tanisi i¢in
normalin {i¢ kat ve ilizerideki amilaz degerini esik olarak aldiklar1 bir ¢aligmada
sensitivitesini %72, spesifitesini %99 olarak bildirmislerdir. Ayrica AP’lerin %19-
32’sinde normal amilaz degerleri saptanir (69). Serum amilaz diizeyi AP’nin ilk
saatleri igerisinde yiikselir ve 3-5 giin igerisinde normal diizeye doner. Renal
fonksiyonlar1 normal aralikta olan vakalarda idrar amilazi, serum amilazi normale
dondiikten birkag¢ gilin sonra normale doner, bu sebeple ge¢ bagvuran olgularda serum
amilazindan daha degerlidir. Esik deger olarak 550 U/L alindiginda idrar amilazinin

sensitivitesi %62, spesifitesi %97 saptanmistir (70).

Ekzokrin pankreas yetmezligine bagl olarak kronik pankreatit zemininde

gelisen AP’lerde serum amilaz degeri normal sinirlarda seyredebilir (71).

Hipertrigliseridemiye sekonder pankreatitlerde, secilen analiz yontemine gore
amilaz hatali olarak normal tespit edilebilir. Bu durum; kolorimetrik yontemlerde
lipemik serumun optik yaniltmasi, trigliseritler ile analiz kitinin etkilesimi ve de
lipemik serumdaki amilaz inhibitorii ile agiklanabilir (72-74). Lipemik serumun seri
diliisyonlar1 ya da ultrasantrifiijii ile bu hatali analizlerin 6niine gegilebilir. Yeni nesil
analiz yontemlerinde boyle teknik sorunlar biiyiik oranda giderilmistir (75-78).
Normal amilaz diizeyleri nadiren erken gelisen total pankreatik nekrozdan, hastaligin
hizli rezoliisyonundan ya da amilazin hizlanmis renal atilimindan kaynaklanabilir.
Pankreas dis1 hiperamilazemi sebepleri; intestinal obstriiksiyon, iskemi ve
perforasyon, tuboovaryan hastaliklar gibi intraabdominal hastaliklar; tiikriik bezi
hastaliklari, pnodmoni, tiiberkiiloz, kafa travmasi gibi ekstraabdominal hastaliklar;
baz1 kanserler (over, prostat, akciger) ile karaciger yetmezligi, bobrek yetmezligi,
diyabetik ketoasidoz ve anoreksiya nervoza gibi metabolik hastaliklardir. Gebelikte,
benign familyal hiperamilazemide, alkoliklerdeki alkol intoksikasyonunda ve ERCP

sonrast donemde de asemptomatik hiperamilazemi saptanabilir (79).
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Makroamilazemi, amilazin  immiinglobulin ile renal filtrasyonla
uzaklastirilamayacak kadar biliylik molekiiler kiitleli bir kompleks olusturmasi
sonucu olusur ve serum amilazi yiiksek iken idrar amilaz1 normal diizeyde bulunur
(80). Amilaz Kklirensinin kreatinin klirensine orani makroamilazemi durumunda
taniya yardimet olur. Bu oranin normali %2-5’dir, >%5 olmast AP’ye, <%2 olmasi

makroamilazemiyi gosterir (81).

2.8.1.2. Lipaz
AP tanisinda serum lipazinin sensitivitesi amilazin serum diizeyinden daha

yiiksek olup %85-100 arasindadir (67, 82, 83). Yarilanma Omrii, amilazin yar1
omriinden 8-14 giin daha uzun ve aktivitesi amilaz aktivitesinin dort kat1 oldugu icin
ge¢ bagvuran olgularda ve kronik zeminde gelisen AP’lerde daha sensitiftir (83).
Ayrica kronik pankreatitte pankreatik dokudaki amilaz aktivitesindeki azalma, lipaz
aktivitesindeki azalmadan anlamli derecede daha fazladir (%91°¢ kars1 %26) (84).
Pankreas dis1 hiperlipazemi; intestinal obstriiksiyon, perforasyon ve iskemi
durumlarinda, kemik fraktiirlerinde, bobrek yetmezliginde, yag embolisinde ve
“crush” zedelenmelerde gorilir (85). Ve de serum lipaz analizindeki hatalar,
pankreatitli hastalarin serumlarinda bulunan multiple lipaz fraksiyonlar1 ve lipazin
makro  formlarindan  kaynaklanabilir. ~ Amilaz  gibi, lipaz  Olglimii

hipertrigliseridemiden etkilenmez (86).

2.8.1.3. Uriner Tripsinojen-2
Tripsinojen, enterokinaz aracilifiyla tripsin ve tripsinojen aktivasyon

proteinine (TAP) pargalanir. Tripsinojen-1 ve tripsinojen-2 olmak iizere iki tane
major izoenzim vardir. AP’de 6nemli miktarda artis gosteren tripsinojen-2’dir (87).
Tripsinojen-2’nin triner ve serum seviyeleri birkag saat igerisinde yiikselir ve birkag
giin igerisinde de normale doner. Akut karin agrisi ile bagvuran 500 hastay1 kapsayan
prospektif bir ¢alismada idrar tripsinojen-2 (esik deger 50 pg/L) ile serum ve idrar
amilazi (esik degerleri sirastyla 300 ve 2000 IU/L) karsilagtirilmis; tripsinojen-2° nin
sensitivite ve spesifitesinin (sirastyla %94 ve %95) serum amilaz (%85 ve %91) ve
idrar amilaz (%83 ve %88) testlerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (88).
Benzer bir ¢alismada {iriner tripsinojen-2 ile serum lipaz1 karsilastirilmig sensitivite

ve spesifiteleri sirasi ile %93 ve %92’ye kars1 %79 ve %88 saptanmustir (89).
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2.8.1.4. Diger kan testleri
Akut pankreatit sirasinda, amilaz ve lipaz gibi diger pankreas enzimleri de

sistemik dolasima gecmektedir ve tanida kullanilabilirler. Bunlart soyle
siralayabiliriz; tripsin, tripsinojen, TAP, fosfolipaz A2, elastaz 1, karboksipeptidaz A.
Cogu rutin olarak kullanilmamaktadir ve higbiri tanida amilaz veya lipazdan degerli

degildir.

AST, olgularin %50’sinde normalin bes katina kadar artabilir. ALT ve ALP
yiiksekligi oOzellikle safra yollar1 patolojilerinin varhiginda goriiliir. Bilirubin
seviyeleri hafif derecede yiikselebilir. Bilirubin 2,5 mg/dl ya da daha yiiksek

saptanirsa safra yolu obstriiksiyonu akla gelmelidir.

Nekrotik pankreastan agiga ¢ikan hematinin albumine baglanmasiyla

methemalbuminemi gelisir, kotii prognoz ile iligkilidir.

Vakalarin bir¢ogunda baslangi¢ doneminde asir1 glukagon salinimina bagl
olarak gecici, hafif bir hiperglisemi olusabilir. Olgularin %30-60’inda pankreatit
baslangicinin 2-3. Giinlerinde hipokalsemi meydana gelir. Iyonize Ca diisiikliigii ise
stk goriilmez. Total Ca’un <8 mg/dl olmast koétlii prognoz belirtecidir.
Hiperlipidemiye sekonder olarak serum siit goriiniimiinde olabilir. Trigliserit
diizeyleri 1700-2000 mg/dl tespit edilebilir. Pankreatitin ilk giiniinden itibaren akut
faz reaktanlarinda, 6zellikle C-reaktif protein’de (CRP) yiikselis izlenir. Pankreatitin
siddetiyle ilgili olarak hipoproteinemi ve hipoalbuminemi olusur. Parsiyel oksijen
basinct (pO) diisebilir. Nadir olarak respiratuvar alkaloz saptanabilir. Pankreatit

sirasinda kan gazlarinin takibi ARDS’nin erken taninmasi agisindan dnemlidir (90).
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2.8.2. Akut Pankreatitte Radyolojik Bulgular

2.8.2.1. Direk karin ve akciger grafileri
Siklikla tespit edilen bulgu pankreasa komsu izole bir barsak ansinda

dilatasyondur. Bu duruma “sentinel loop” adi verilir. Gaz dolu sag kolon ya da
transvers kolonda ani bir kesilme izlenir. Bu bulgu enflamasyona komsu kolon
segmentinde gelisen spazma ikincil gergeklesir. Nadir olarak pankreas kalsifikasyonu

ve safra taglar saptanabilir.

2.8.2.2. Akciger filmi
Sol diyafram yiiksekligi, sol ya da bilateral plevral efiizyon goriilebilir (91-93).

2.8.2.3. Ultrasonografi
Safra kesesi ve safra yolu taslariin degerlendirilmesinde en duyarli yontem

olmasi nedeniyle en 6nemli tan1 araglarindan birisidir. Safra taglarini1 saptamada
sensitivitesi %100’¢ yakindir. Ultrasonografi akut pankreatit sebebi ile olusan
degisiklikleri  %33-90 oraninda goriintiileyebilir.  Ultrasonografi 6dematoz,
genislemis bir pankreasi, peripankreatik sivi koleksiyonu ve psddokisti tespit edebilir

(91,93,95).

2.8.2.4. Bilgisayarl Tomografi (BT)
Pankreatit tam1 ve siddetinin belirlenmesinde en Onemli goriintiileme

yontemidir. Pankreatitin baslangi¢ degerlendirmesinde klinik olarak siddetli akut
pankreatit tablosu goriilen hastalarda, 72 saatlik konservatif tedavi ile klinik olarak
hizli diizelme gostermeyen veya komplikasyondan siiphe duyuldugunda g¢ekilmesi
diistiniilmelidir. Normal pankreas, pankreatik 6dem, peripankreatik enflamasyon,

pankreatik veya peripankreatik sivi koleksiyonu, psddokist ve apse tespit edilebilir.

Lokal komplikasyonlarin izlenmesinde, enfeksiyonun tespitinde, perkutan igne
aspirasyonunda olduk¢a faydalidir. Komplikasyon gelisen vakalarda mortalitenin
yiiksek olmas1 sebebiyle tomografik evreleme ve komplikasyonlarin erken tespiti,

uygun tedavi i¢in oldukga 6nemlidir (95).
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2.8.2.5. Manyetik Rezonans (MR)
Akut pankreatit tani ve evrelemesinde basarili bir noninvazif alternatif

yontemdir. Ozellikle de iyotlu kontrast maddeye kars1 allerji ya da bobrek yetmezligi
durumlarinda tercih edilmelidir. Kontrastli tomografi ile karsilastirildiginda basari

oranlarinin ayni1 diizeyde oldugu tespit edilmistir (95).

2.8.2.6. Endoskopik retrograd kolanjiopankreatikografi (ERCP)
Ozellikle idiopatik pankreatit vakalarinda; duktal darlik, ampuller tiimor gibi

etiyolojik nedenlerin tespitinde kullanilir. Idiopatik pankreatit olgularinda ERCP ile
%30-50 oraninda etiyoloji tespit edilebilmistir. Ve de kolanjitin eslik ettigi pankreatit
olgularinda erken dénemde tedavi amaci ile sfinkterotomi bu yontemle uygulanabilir

(91,94,96).

2.9. PROGNOTIK KRITERLER
Debanto ve ark. 2002 senesinde eriskinlerde kullanilan akut pankreatit

prognozunu belirlemede kullanilan Ranson ve Glasgow kriterlerini gelistirerek
¢ocuklara uyarlamiglardir (97). Bu uyarlanan kriterlere gére akut pankreatitli hasta
tan1 aninda ve ilk 48 saatte degerlendirilmektedir (Tablo 6). Bu kriterler tan1 konulma
sirasinda; <7 yas, <23 kg, 16kosit sayist 18.5x106/L, LDH >2000 IU/L olmasi ve ilk
48 saatte kan Ca diizeyi <8.3 mg/dl, albiimin <2.6 g/dl, siv1 sekestrasyonu >75
ml/kg/48 saat, BUN’da yiikselme 5 mg/dl olmasi seklindedir. Her bir kriterin
bulunmasina bir puan verilerek degerlendirilmekte ve 0-2 puan % 8.6 hafif akut
pankreatit ve % 1.4 6liim, 3-4 puan % 38.5 orta akut pankreatit ve % 5.8 6liim , 5-7

puan % 80 ciddi akut pankreatit ve % 10 6liim riski tasimaktadir.

Tablo 6. Modifiye ranson kriterleri (De Banto Jr) (Her parametre 1 puan degerindedir.)

Tani aminda Ik 48 saatte

<7 yas Ca diizeyi <8,3 mg/dl

<23 kg Albumin <2.6 g/dI

Lokosit >18.5x10%/L S1v1 sekestrasyonu 75 ml/kg/48 sa
LDH >2000 m/L BUN da yiikselme >5 mg/dl
Puan Ciddi akut pankreatit (%) Mortalite (%)
0-2 8.6 14

3-4 38.5 5.8

5-7 80 10
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2.10. TEDAVI
Akut pankreatit tedavisinin temelini siki genel durum ve vital takip, destek
tedavisi, yeterli rehidrasyon ve analjezi olusturur. Hastanin oral alim1 kesilir. Karin

agrisini kesmek i¢in opiyat analjezikler kullanilabilir.

Morfin, oddi sfinterinin kasilmasini1 ve amilaz diizeylerini artirmasi nedeniyle
meperidin tercih edilir. Hafif pankreatitte rutin nazogastrik (NG) tiip takilmasinin
yarart yoktur, paralitik ileus olusmadik¢a kullanilmamalidir. Ayni sekilde proton

pompa inhibitorleri ve H2 reseptor blokdrlerinin yarart yoktur (98).

Hipertrigliseridemi, oral alimin kesilmesi ve parenteral hidrasyon ile spontan
olarak diizelme egilimindedir. Akut donemde atagin siddetini azaltmak ve uzun
dénemde ise niiksii 6nlemek amaciyla serum trigliserid diizeylerinin kontrol altinda

tutulmas1 6nemlidir.
Hiperkalsemi de spontan remisyona girme egilimindedir (99).

llag &ykiisii ayrtili bir sekilde sorgulanmali, siipheli ilaclar derhal
kesilmelidir (100).

Akut pankreatit; negatif azot dengesine neden olan hiperkatabolik bir durum
oldugundan yeterli miktarda nutrisyonel destek verilmelidir (101). Enteral
beslenmeye erken ge¢menin intestinal bagisiklik sistemini koruyarak bakteriyel
translokasyonu onledigi, iskemi-reperfiizyon hasarini diigiirdiigii gosterilmistir (102).
Bir ¢alismada AP’de enteral beslenmenin total parenteral nutrisyona gére maliyet,
hastanede yatis siiresi, septik komplikasyonlar ve cerrahi girisim ihtiyaci agilarindan
daha avantajli oldugu tespit edilmistir (103). Nazojejunal (NJ) beslenme; klinik
calismalarda mortalite ve morbidite agisindan NG beslenmeye iistiinligi
gosterilememistir. Ayrica NG beslenme daha kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontem
cesididir (104). Beslenme rejimlerine selenyum, glutamin ve probiyotikler gibi

ilavelerin yarari tartismalidir (105).
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Steril pankreatik nekroz invaziv girisim gerektirmeden konservatif olarak
tedavi edilebilir. Ancak, enfekte PN’nin mortalitesi yiiksektir, hizli tan1 ve tedavi
gerektirir. Enfekte PN siiphesi varliginda kiiltiir sonuglar1 elde edilene kadar genis

spekturumlu antibiyotik baglanmalidir (106).

Erken gelisen psodokistler gibi yaygin peripankreatik sivi koleksiyonlari
genisler ya da komplikasyon (infeksiyon, kanama, biliyer obstriiksiyon, intestinal

obstriiksiyon) gelisirse drene edilmeleri gerekebilir (107).

3. SERBET OKSIJEN RADIKALLERI (SOR)

Dokularda iskemi, postiskemik reperfiizyon, oksijen toksisitesi, radyasyon,
kimyasal karsinojenez, gesitli inflamatuvar reaksiyonlar gibi doku hasarlanmasina
neden olan siireclerde SOR’un 6nemli mediyatdrler oldugu tespit edilmistir (108-
112).

Oksijenin normal hiicreler igin toksik olabilecegi ve doku hasarina yol
acabilecegi fikri ilk olarak 1878’de dislinilmiistiir (113). Giiniimiizde SOR’un
sitotoksik etkileri kanitlanmistir. Normal kosullarda, biyolojik sistemlerdeki
molekiiler oksijenin %95°1 mitokondriyal sitokrom oksidaz sisteminde dort elektron
daha alarak tetravalan indirgenmeyle suya doniisiir (114). Kalan molekiiler oksijen;
univalan indirgenmeyle siiperoksit anyon (Oy), hidrojen peroksit (H,O;) ve yiiksek
derecede reaktif olan hidroksil radikali (OH.) gibi SOR’a donisiir. Siiperoksit
anyonu, molekiiler oksijene tek bir elektron eklenmesiyle; hidroksil radikali ise
stiperoksit radikalin hidrojen peroksit ile baz1 metal iyonlar1 varliginda reaksiyona
girmesi ile olusur. Hidroksil radikali hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu
reaksiyonlarin1 baglatabilir. Lipid peroksidasyonunda; poliansatiire yag asitleri suda
eriyebilir maddelere yikilir, bu da membran biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olur
(115). Lizozomal membranlarin peroksidasyonu ise lizozomal hidrolazlar

sitoplazmaya salinir, sonug hiicre 6liimiine neden olur (116).

Ayrica SOR, DNA’da mutasyonlara neden olabilir (117).

26



3.1. ORGANIZMANIN SOR’A KARSI SAVUNMA MEKANIZMALARI
Viicudumuz kendini SOR’a karsi antioksidan enzimler ile korumaya calisir.
Dokularda SOR’un neden oldugu oksidatif hasara karsi primer savunma sistemini;
siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (Gpx) enzimleri

olusturur.

Stiperoksit dismutazin bilinen biyolojik etkisi sitotoksik olan siiperoksit
anyonlarmin H,O;’e ve O,’e katalizlemesidir. Olusan H,O, de potansiyel sitotoksik
bir ajandir. Fakat katalaz ve Gpx gibi intraseliiler enzimler, bu bilesigi H,O’ya
pargalamaktadir (110,111,118,119). Antioksidan bir enzim olan katalaz; H,O,’in
suya donilismesini katalize eder. Gpx ise selenyum igeren sitoplazmik bir enzimdir;
H,O2’in veya organik peroksitlerin suya ve kendine uyan organik alkole
dekompozisyonunu katalizler. Dokularda SOR’un sebep oldugu hasara karsi diger
bir savunma sistemi ise; askorbik asit, sistein gibi suda eriyen maddeler ve alfa-
tokoferol, beta-karoten gibi yagda eriyen maddelerdir. Bu maddeler antioksidan

gorevi goriirler (120).

3.2. AKUT PANKREATIT VE SOR

Deneysel olarak yapilan bircok calismada SOR’un AP patojenezinde rol
oynadigi, tedavide kullanilan antioksidan ajanlarin ise AP’ye bagli olusan morbidite
ve mortaliteyi azalttigi tespit edilmistir (121,122). Sanfey ve ark. kopeklerde
olusturduklar1 deneysel AP modelinde; ¢esitli yontemler ile AP’yi indiiklemisler ve
SOR’u elimine eden antioksidan enzimler (SOD ve katalaz gibi) kullanmislardir.
Deneyler sonucunda kullanilan antioksidan enzimlerin kopek pankreasinda AP

gelisimine kars1 koruma sagladigini tespit etmisler (122).

Guice ark.’nin (123) ratlarda L-Arginin ile olusturduklar1 AP modelinde, SOD
ve Katalazin yararli etkilerini gostermis. Bu ¢aligmada ratlar iki gruba ayrilmis, bir
gruba sadece L-Arginin inflizyonu yapilmis, ikinci gruba ise L-Arginin inflizyonunu
takiben SOD ve katalaz kombinasyonu uygulanmis, sonug¢ olarak sadece L-Arginin
verilen grup ile karsilastirildiginda antioksidan verilen ratlarda; pankreas agirliginda

anlamli azalma ve pankreas histopatolojisinde iyilesme oldugu goriilmiis.
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SOR, asiner hiicreler tlizerine direkt toksik etki yapabilecegi gibi pankreatik
dokuda antioksidanlarin kaybma neden olarak iskemi-reperfiizyona bagli asiner

hiicre hasarina sebep olabilir.

Yine yapilan calismalarda hasarli dokularin reperflizyonunun; SOR’un ve
inflamatuvar sitokinlerin olusumuna, bunun da dokuda hasara neden oldugu tespit
edilmistir. Schoenberg ve ark.’nin (113) serulein infiizyonu ile olusturduklar1 AP
modelinde; serulein infiizyonundan 30 dakika sonra pankreas dokusunda
malondialdehit (MDA) diizeyinin arttig1; serulein inflizyonu oncesi ve sonrasinda
uygulanan SOD ve Kkatalaz infiizyonlarinin lipid peroksidasyonunu, zimojen
degraniilasyonunu ve doku nekrozunu o6nledigi; bununla beraber doku 6demi ve

inflamatuvar cevabin etkilenmedigi belirtmislerdir.

Dabrowski ark.’nin (124) serulein infizyonu ile gerceklestirdikleri AP
modelinde ise; serulein inflizyonunun 3. saatinde pankreas dokusunda SOD aktivitesi
diisiik olarak 6lciiliirken, MDA aktivitesi yiiksek olarak dl¢iilmiistiir. infiizyonun 12.
saatinde ise SOD aktivitesi dlgiilememis, MDA aktivitesi ise daha da artmis olarak

tespit edilmis.

Bu konuda klinik caligmalar yeterli olmamakla birlikte siddetli AP atagi
geciren hastalara antioksidan ajanlar verilerek hastaligin seyri olumlu yone

cevrilebilir (125).

Kuklinski ve ark.’nin (126) klinik calismalarinda ise; AP’li hastalarda serum
MDA diizeyleri yiiksek olarak saptanirken, 24 saat igerisinde selenyum tedavisi
verilen hastalarda MDA artisinin  verilmeyenlere gore daha az oldugu tespit

edilmistir.

4. DENEYSEL AKUT PANKREATIT MODELLERI

Akut pankreatitin farkli Ozelliklerini arastirmak i¢in farkli modeller
olusturulmustur. Mevcut modeller non-invaziv ve invaziv olmak iizere ikiye ayrilir

(Tablo 7): (127,128) :
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Tablo 7. Akut pankreatit modelleri

Non-invaziv modeller Invaziv modeller
e Hormon uyarimli model e Kapali Duodenal Loop Teknigi
e Alkol uyarimli model ¢ Biliopankreatik kanal injeksiyon
e Gen knockout modelleri modeli
¢ Diyet uyarimli modeller e Arteriyel obstriiksiyon ve iskemi
e immun aracilikli modeller
e L-Arginin modeli

Bizim ¢alismamizda kullanilan L-Arginin modelinde ise; temel aminoasitlerin
yikksek dozda rat pankreasinda hasar olusturarak akut pankreatit tablosunun
gelismesine neden olduklari deneysel ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir. L-
Arginin ile olusturulan deneysel akut pankreatit modeli Mizunuma ve ark. tarafindan

gelistirilmistir (129).

L-Arginin’in intraperitoneal enjeksiyonunu takiben peritoneal makrofajlarin
uyarilmast ve siddetli pankreas hasarinda makrofaj/monositlerin aktive olmasinin
gorev aldigr ileri siiriilmektedir. Czako ve ark. (130) yapmis olduklar1 deneysel
caligmada; L-Arginin’in intraperitoneal enjeksiyonunu takiben reversible akut
nekrotizan pankreatit gelistigini gosterdiler. L-Arginin enjeksiyonunu takiben serum
amilaz seviyesinin yiikselmeye baslayarak 24. saatte en iist seviyeye ulastigi ve de
takip eden saatlerde tedrici olarak diisiigii kaydedilmistir. Kirksekizinci saatte kontrol

grubu ile ayni degerlere indigi tespit edilmis.

Yiiksek doz L-Arginin verilmesine sekonder akut nekrotizan pankreatit
gelismektedir. Doz bagimli olarak asiner hiicre nekrozu olusturmas: ise bir

avantajdir.
Akut pankreatitin erken ve gec fazlarini arastirmak isteyen bir arastirmact i¢in

uygun bir modeldir. Bu model ekstrapankreatik organ hasari ve mekanizmalarini

arastirmak icin de kullanishdir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. ETIK KURUL ONAYI
Bu deneysel calismaya baslamak icin Pamukkale Universitesi Hayvan

Deneyleri Etik Kurulu’'ndan (No: PAUHADYEK-2018/14 - Say1 :60758568-
020/31901) onay alindi.

5.2. PROJE
Bu calisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastima Proje Fonu’ndan (Proje

No: 2018TIPF026) desteklenmistir.

5.3. CALISMA YERI
Deneysel caliyjma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari

Laboratuari’nda yapildi. Histolojik incelemekler Pamukkale Universitesi Histoloji

Laboratuari’nda ¢aligildi.

5.4. ILACLAR
Kurkumin (Curcumin longa tozu 5 gr, >65% HPLC, Sigma-Aldrich),

kaempferol (Kaempferia galanga 200 gr/paket, 98% min HPLC, CN Lab. Nutrition
Asian Group), L-Arginin (Merck-1.01544.02), Dimetil siilfoksit (DMSO) (500 ml
stvi DMSO, Acar Kimya), serum fizyolojik (%0.9 NaCl 1000 m!’lik sise, Eczacibasi-
Baxter) kullanildi.

5.5. RATLAR
Ortalama 175+35 gr (140-210 g) agirlhiginda, toplam 48 Wistar rat ¢alismaya

alindi. Gruplar arasinda agirlik yoniinden istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
Ratlar Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuar Merkezi’nden saglandu.
Ratlar 24+2 °C 1sida, %50 nemli ortamda, fare yetistirme yemi ve su ile beslenerek
12 saat giindiiz 12 saat gece ortaminda bekletildi. Ratlar rastgele secilerek 6 gruba
ayrilarak ¢alisma yapildi. Tiim gruplara sekizer rat alindi. Deneyin 4. giinii L-arjinin
+ Kurkumin + Kaempferol grubundan iki, deneyin 6. giinii L-arjinin + Kurkumin

grubundan iki rat ex oldu. Bu kayiplarin sebebi tam olarak agiklanamadi.
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5.6. CALISMA GRUPLARI

1. Gruptaki (n=8) (Kontrol) ratlara intraperitoneal olarak (iP) 1 ml/ 100 gr
olarak serum fizyolojik (SF) 6 giin siireyle,

2. Gruptaki (n=8) (L-Arjinin grubu) ratlara IP olarak 250 mg/ 100 gr L-
Arginin 1 saat ara ile iki kez (SF ig¢inde %20 ¢ozelti olusturacak sekilde -100 ml SF
icinde 20 gr L-Arjinin) 6 giin siireyle,

3. Gruptaki (n=8) (DMSO grubu) ratlara IP olarak 1 ml/100 gr Dimetil
stilfoksit (DMSO) 6 giin siireyle,

4. Gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kurkumin) ratlara iP olarak ikinci L-
Arginin enjeksiyonundan 1 saat sonra 6 giin boyunca ayni miktarda ayni saatte

kurkumin 50 mg/kg (¢6ziicii: 10% (100 mg/ml) Dimetil siilfoksit -DMSO),

5. Gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kaempferol) ratlara IP olarak ikinci L-
Arginin enjeksiyonundan 1 saat sonra 6 giin boyunca ayni miktarda ayni saatte

kaempferol 21 mg/kg (¢oziicii: 2.4% (100 mg/ml) DMSO),

6. Gruptaki (n=8) (L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol) ratlara IP olarak
ikinci L-Arginin enjeksiyonundan 1 saat sonra 6 giin boyunca ayni miktarda ayni
saatte kurkumin 50 mg/kg (¢6ziicii:10% (100 mg/ml) DMSO) ve kaempferol
21 mg/kg (¢oziicii: 2.4 % (100 mg/ml) DMSO) uygulandi.

Son antioksidan madde enjeksiyonundan 24 saat sonra sonra 90 mg/kg
ketamin ve 10 mg/kg xylazine HCI anestezisi altinda kan (intrakardiyak olarak) ve
pankreas Ornekleri alindi (Sekil 7). Daha sonra SF ile yikanan pankreas tam olarak
ikiye boliinerek yarisi patolojik olarak incelemek diger yarisi da biyokimyasal

analizler i¢in kullanilmak iizere -80 °C de analizlerin yapilacag: giine kadar saklandi.
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Sekil 7. a) Ratlardan pankreas dokusunun elde edilmesi. b) Ratlardan intrakardiyak kan alimi.

5.7. BIYOKIMYASAL VE HiSTOLOJIK INCELEMELER

5.7.1. Biyokimyasal Analizler

Kan ornekleri intrakardiyak olarak alindi, kuru steril santrifiij tiiplerine
koyuldu, 30 dakika oda sicakliginda pihtilasmaya birakildi, daha sonra yiiksek hizda
santrifiij ile 5000g’ de 10 dakika santrifiije tabi tutuldu.

Serum Ornekleri kuru temiz Pastor pipet ile ayrildi. Numuneler eppendorf
tiiplere boliindii ve serum biyomarker seviyeleri analiz edilinceye kadar -80 °C'de

donduruldu.

Calisma giintinde alinan kanlarin serumlarinda amilaz ve lipaz diizeylerine

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda ¢alisildi.
Amilaz ve lipaz diizeyleri otoanalizorlerde (Cobas C 702 Roche Diagnostics

fiir Gesundmacher) elektrokemiliiminesan y&ntemiyle ¢aligildi. Internasyonal

tinite/mililitre (IU/ml) olarak ifade edildi.
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5.7.2. Dokulardan MDA ve Katalaz Tayini

Malondialdehit ve katalaz tayini i¢in oda 1sisina getirilen pankreas dokusu
hassas terazide tartilmasinin ardindan deney tiipline alindi. Deney tiipline agirlig ile
orantili olarak ph=7,4’te fosfat tamponu (PBS) konularak mikrotom cihaz1 ile
homojenize edildi. Homojenizasyonun ardindan eppendorf tiipline alinan karigim
3000 devirde 20 dakika santrifiije edildi. Olusan siipernatandan sandivi¢ prensibine
bagli immiin 6l¢giim yontemi ile YL Biont (Shangai YL Biotech Co., Ltd, China)
ticari kitleri kullanilarak MDA diizeyleri analiz edildi. Yontemin ¢alisma i¢i CV <
8% ve caligmalar aras1t CV< 10% idi. Ayn1 siipernatant ile doku katalaz diizeyi
sandivi¢ prensibine bagli immiin 6l¢iim yontemi ile YL Biont (Shangai YL Biotech
Co., Ltd, China) ticari kitleri kullanilarak saptandi. Yontemin ¢alisma i¢i CV < 10%

ve ¢alismalar aras1 CV< 12% idi.

5.7.3. Serumdan SOD, TNF-a ve IL-6 tayini

Anestezi altinda intrakardiyak olarak alinan kan ornekleri 5 ml jelli tiiplere
konuldu. On dakika 3500 devirde santrifiijle serum elde edilerek -80 derecede
calisma giiniine kadar saklandi. Calisma giinii oda sicakligina getirilen serumlardan
TNF-a ve IL-6 tayini sandivi¢ prensibine bagli immiin 6l¢lim yontemi ile YL Biont
(Shangai YL Biotech Co., Ltd, China) ticari kitleri kullanilarak analiz edildi. Her iki
yontem i¢in ¢alisma i¢i ve calismalar arast CV degerleri sirast ile CV<8% ve
CV<10% idi. Siiperoksit dismutaz enzim tayini ise Cayman Chemical (Item no:
706002, Ann Arbor, Michigan 48108 USA) ticari kitleri ile enzimatik yontem ile

caligilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi.

5.7.4. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in gonderilen materyaller 24 saat %10’luk notral
tamponlu formalinde tespit edildi. Rutin doku islemi sonrasi parafin bloklara
gomiilen 6rneklerden 4um kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eosin
ile boyanarak 151k mikroskobunda Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
Anabilim Dali’nda incelendi. Incelemede pankreas dokusunda édem, inflamasyon ve
nekroz uygun skorlama sistemlerine gore degerlendirildi (131). Tablo 8’de skorlama

sistemi goriilmektedir.
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Immunhistokimyasal boyama Avidin-Biyotin kompleks sistemi (ABC)
kullanilarak yapildi. Bu yontem icin bloklardan hazirlanan 4pum kalinligindaki
kesitler poli-L-lysin (MicroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA)
kapli lamlara alinarak oda 1sisinda bekletildi. Tiim orneklere NF-xB

immunhistokimyasal boyas1 uygulandi.

Tablo 8. Akut pankreatitte histolojik skorlama

Parametre Skor | Bulgu
Odem 0 Yok
1 Lobiiller arasinda fokal artis
2 Lobiiller arasinda diffiiz artis
3 Asini harabiyeti ve ayrilmasi
Inflamatuar hiicre 0 Yok
Infiltrasyonu 1 Nadir ve ya duktal kanallarin ¢evresinde
2 Parankim i¢inde (lobiillerin <%50’si)
3 Parankim i¢inde (lobiillerin >%50’si)
Nekroz 0 Yok
1 Mimari degisiklikler, piknotik niikleus
2 Fokal nekroz (parankimin <%10’unda)
3 Diffliz nekroz (parankimin >%10’unda)

5.7.5. Doku takibi, hematoksilen eosin ve immunhistokimyasal boyama

5.7.5.1. Doku takibi ve hematoksilen eosin

Alinan dokular formaldehitde 72 saat bekletildi. Akar suda 30 dakika yikandi.
%70’lik etil alkolde 1 saat bekletildi. %80’lik etil alkolde 1 saat bekletildi. %9011k
etil alkolde 1 saat bekletildi. %100’liik etil alkolde 1 saat bekletildi. Ardindan
ksilende 2 saat bekletildi. Parafinde 2 saat bekletildi. Dokulara parafinle gomme ve

etiketlenme islemi yapildi.
Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5

um’lik kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol

strast asagidaki gibidir:
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1) Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.

2) Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de bir gece bekletildi.

3) Ksilen soliisyonunda 60 dakika seffaflastirma amaci ile bekletildi.

4) Kesitler sirasiyla %100, %96, %80 ve %70 etil alkolde 10’ar dakika
bekletildi.

5) Alkolden ¢ikarilan preparatlar distile su ile yikandi.

6) Preparatlarin hematoksilene 3 dakika maruz kalmasi saglandi.

7) Ardindan akarsu ile yikama yapildi. Sonra asit -alkole batirip ¢ikartildi.

8) Amonyak ile 2 saniye isleme tabi tutuldu ve tekrar akarsu ile yikama yapildi.

9) Eozine 10 saniye maruz kalmasi saglandi.
10) Kesitler sirasiyla %70, %80, %96 ve %100 etil alkolde 10’ar dakika
bekletildi.

11)  Alkolden ¢ikarilan preparatlar ksilende 10 dakika bekletildi.
12)  Kapatma islemi: Ksilenden alinan lamlar {izerine entellan damlatildi. Hava
kabarcig1 birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak 1s1tk mikroskobunda

incelenmeye hazir hale getirildi.

5.7.5.2. Immiinohistokimyasal boyama
Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5

um’lik kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol
sirast asagidaki gibidir:

1)  Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.

2)  Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletildi.

3)  Ksilende, deparafinizasyon iglemi igin 1 saat bekletildi.

4)  Ksilenden ¢ikarilip havada kurutularak PAP pen ile dokular isaretlendi.

5) Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser
dakika bekletildi.

6)  Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi.
Preparatlar antijen retrieval islemi i¢in dnceden hazirlanmis ve sodyum sitrat buffer
soliisyonuna (10 mM Sodium citrate, 0,05% Tween 20, pH 6.0) daldirild1 ve en
yiiksek dalga boyunda (800 W) kaynamaya birakildi, kaynama basladiktan 20 dakika
sonra mikrodalga kapatildi. Ve soguduktan sonra 10 dakika PBS’de birakildi.
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7) Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’luk H,O,: Metanol (1: 9)
karisimi ile 10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

8)  PBS ile yikanan kesitler, tizerlerine ilave edilen serum bloklama soliisyonu ile
10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

9)  Kesitler ilizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece overnight
yapildi. Primer antikor NFkB olarak kullanildi. Primer antikor PBS ile diliie edildi.
10) Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi.

11) Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmig-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10
dakika kadar muamele edildi.

12) Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyast DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edildi.

13) Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen
ile zit boyama yapilda.

14)  Kesitler akan suda yikanir ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’lik etil
alkol serilerinde 2’ser dakika bekletildi.

15)  Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen I ve ksilen II’de 2’ser dakika bekletildi.
16) Ksilenden alinan dokularin iizeri kurumasi beklenilmeden entellan ile

kapatildu.

Pozitif kontrol i¢cin dnceden pozitifligi bilinen dokular kullanildi. Boyanma
asamasinda sonra kesitler 151k mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altinda 4,
10, 20 ve 40’lik biiylitmelerde incelendi ve boyanma yok “0”, zayif boyanma “+”,
orta dereceli boyanma “++” ve kuvvetli boyanma “+++ olarak semikantitatif olarak

skorlandi.
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6. ISTATISTIKSEL YONTEM

Veriler SPSS 24.0 paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler
ortalama + standart sapma, medyan (minimum ve maksimum degerler) ve kategorik
degiskenler say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Parametrik test varsayimlari saglandiginda bagimsiz
grup farkliliklarinin karsilastirilmasinda Tek Yonli Varyans Analizi (ikili
incelemeler i¢in Tukey testi), parametrik test varsayimlar1 saglanmadiginda
ise bagimsiz grup farkliliklarinin karsilagtiritlmasinda Kruskal
Wallis Varyans Analizi (ikili incelemeler i¢in Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney

U testi) kullanildi. Ttim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

7. BULGULAR

7.1. PANKREAS DOKUSU VE SERUMDAKI BiYOKIMYASAL
INCELEMELER
Tiim gruplarda SOD diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p=0,169). Ancak SOD diizeyleri L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol
grubunda diger gruplara gore klinik olarak yiiksekti (p>0,05). Yine SOD diizeyi L-
Arjinin grubunda kontrol ve diger gruplara gore klinik olarak diistiktii (p>0,05).

Katalaz diizeylerinde kontrol grubu ile L-Arjinin + Kurkumin grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,019), diger gruplar arasinda
istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi. En yiliksek katalaz diizeyir kontrol
grubundaydi. Ayrica L-Arjinin + Kaempferol ile L-Arjinin + Kurkumin +
Kaempferol gruplarindaki katalaz diizeyi L-Arjinin grubundan yiiksek tespit edildi
(p>0,05).

MDA degerleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik

tespit edilmedi (p=0,132). Fakat en diisik MDA diizeyi L-Arjinin + Kurkumin +
Kaempferol grubunda bulundu. En yiiksek MDA diizeyi L-Arjinin grubundaydi.
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TNF-a dizeyleri kontrol grubu ve L-Arjinin ile diger gruplar arasinda
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p=0,481). Yine de en yiiksek deger
L-Arjinin grubunda tespit edildi.

IL-6 degerleri gruplar karsilastirildiginda arasinda istatistiksel anlamlilik

bulunmadi (p=0,422).

7.1.1. Pankreatik Enzimler
Amilaz ve lipaz diizeyleri tim gruplar arasinda karsilagtirildiginda anlamlilik

tespit edilmedi (sirastyla p degerleri: 0,722 - 0,093).

Doku ve serumda calisilan biyokimyasal parametrelerin gruplar arasindaki

karsilastirmasi Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Biyokimyasal parametreler

SOD Katalaz MDA TNF-a IL-6 Amilaz Lipaz

(A.0+S.S)
Grupl  os5+06 (949177 [031+012 |6481+455 |258+034 |L01825% 1405063
(n=8) 160,3
Grup 2 b Cc d 1685,63 £
(=) 027£043 |7.67£099 039°£0,04 |703°£9386 |242+015 |, 00 4,33+0,34
Grup3 10481008 |732+1,11 |037+0,12 |63,18+4,07 |246+035 |1779=418,1 |528+0.85
(n=8) 48+ 0, 321, 3740, 18 %4, 460, 15280,
Grup 4 a 1518,5 +
8 0415016 70072099 |033£006 |6547+736 |2445026 | o2 4,52+0,55
Grup 5 1588,88 +
(t) 041£032 |846+ 117 034007 |6474568 |255%01 |g307c 4,61+02
Grup6 15741056 (7932074 |028+003 |6447+969 |267x02 |L03%33F 14131069
(n=6) 383,65

a

Grupl‘ar, 0,169 0,019 0,132 0,481 0,422 0,722 0,093
arasi ‘p (Grup 1-4)

*** Grup 1: Kontrol, Grup 2: L-Arjinin, Grup 3: DMSO, Grup 4: L-Arjinin + Kurkumin, Grup 5: L-

Arjinin + Kaempferol, Grup 6: L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol

***A.0:Aritmetik Ortalama, S.S: Standart Sapma

***a: Grup 4 < grup 1 (p<0,05)

b: Grup 2 < grup 1,3,4,5,6 (p>0,05)
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c: Grup 2 > grup 1,3,4,5,6 (p>0,05)

d: Grup 2 > grup 1,3,4,5,6 (p>0,05)




7.2. PANKREAS DOKUSUNDAKI HISTOPATOLOJIK INCELEMELER
Kontrol grubundaki &dem skoru L-Arjinin ve L-Arjinin + Kurkumin +

Kaempferol grubundakine gore istatistiksel olarak daha diisiik tespit edildi (p<0,05).
Diger gruplar arasinda 6dem bakimindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi. L-Arjinin grubundaki 6dem skoru klinik olarak L-Arjinin +
Kurkumin, L-Arjinin + Kaempferol ve L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol

gruplarindan daha yiiksek bulundu (p>0,05).

Kontrol grubundaki inflamasyon skoru L-Arjinin grubundan daha disiik, L-
Arjinin grubundaki inflamasyon skoru L-Arjinin + Kaempferol ve L-Arjinin +
Kurkumin + Kaempferol grubundan istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha ytiksek

tespit edildi (p<0,05).

Kontrol grubundaki nekroz skoru L-Arjinin ve L-Arjinin + Kurkumin +
Kaempferol grubundakinkinden daha diisiik tespit edildi (p<0,05). Yine DMSO
grubundaki nekroz skorlamasi L-Arjinin grubundakinden istatistiksel olarak daha
diisiik bulundu (p<0,05). Klinik olarak L-Arjinin grubundaki nekroz skoru L-Arjinin
+ Kurkumin, L-Arjinin + Kaempferol ve L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol

gruplarina gore daha yiiksek hesaplandi (p>0,05).

L-Arjinin grubundaki NF-kB boyanma skoru kontrol ve DMSO grubuna gore
belirgin olarak daha yiiksekti (p<0,05). Kontrol grubundaki skor L-Arjinin +
Kurkumin grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiiktii (p<0,05). Klinik olarak L-
Arjinin grubundaki NF-kB boyanma skoru L-Arjinin + Kurkumin, L-Arjinin +
Kaempferol ve L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol gruplarina gére daha yiiksek
hesaplandi (p>0,05).

Pankreas dokularinda incelenen histolojik parametrelerin gruplar arasindaki

karsilastirmasi (Tablo 10) asagidadir:
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Tablo 10. Histolojik parametreler

Odem .

(A0 +S.S) Inflamasyon Nekroz NE-kB
Grup 1 a "
(n=8) 0,38 +£0,52 0,75+ 0,46 0,5+0,53 0250,
ﬁi‘gr; 2 2,5+0,53 2.88°+ 035 2.88°+ 0,35 2.75% £ 0,46
gr:uggs 1,38 + 0,52 1,5+0,76 1,25+ 1,04 038+ 0,52
gr:lg; 4 1,3340,52 1,83+ 0,75 1,67+ 0,52 167 0,52
(C;r:lg)J ° e 1,4+0,53 1,63 +0,92 1,25 + 0,46
Grup 6 d
(n=6) 2+063 L17+0,41 2,337 +0,52 133+0,52
i;:spll?;,, 0.0001% (Grup 1-2,1-6) | 0.0001° (2-1, 2-5, 2-6) | 0.0001°% (2-1, 2-3, 1-6) | 0.0001% (1-2 ,3-2,1-4)

*** Grup 1: Kontrol, Grup 2: L-Arjinin, Grup 3: DMSO, Grup 4: L-Arjinin + Kurkumin, Grup 5: L-Arjinin
+ Kaempferol, Grup 6: L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol

*** A.O:Aritmetik Ortalama, S.S: Standart Sapma

*** a:Grup 1 < grup 2 ve 6 (p<0,05) d: Grup 6 > grup 1 (p<0,05)
b:Grup 2 > grup 1,5 ve 6 (p<0,05) e: Grup 2 >grup 1 ve 3 (p<0,05)
c:Grup 2 > grup 1 ve 3 (p<0,05) f: Grup 4 > grup 1 (p<0,05)

Hematoksilen-Eosin ile boyanan histoloji preparatlart 400X biiyiitmede incelendi.
Birinci ve 3. grupta pankreas normal goriinlimde izlendi, 2. grupta doku biitiinliigliniin
kayboldugu, hiicrelerin birbirleriyle baglantisinin azaldig:1 ve hiicrelerde dejenerasyonun
oldukc¢a fazla oldugu gozlendi, 4. ve 6. grupta yapinin biraz korundugu ve dejeneratif
hiicrelerde azalma oldugu dikkati cekti, 5. grupta dejeneratif degisiklikler izlenmekle
beraber bunlarin olduk¢a az oldugu ve doku biitiinliigiiniin korundugu tespit edildi (Sekil
8).

Immunoperoksidaz boyama ile pankreas dokusunda NF-kB ekspresyonu en yogun 2.
grupta izlendi. Ekspresyon asinar hiicrelerde sitoplazmik olup ¢ekirdekte reaksiyon

gbzlenmemistir (Sekil 9).
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Sekil 10. Hematoksilen- Eosin Boyama. A; 1. grup, B; 2. grup, C; 3 grup, D; 4.grup, E; 5. grup, F; 6. grup. Bar; 50um,
X400. Ok: Biitiinliigtin kayboldugu alanlar. Yildiz: Asinar hiicre dejenerasyonu. Birinci ve 3. grupta pankreas normal
gériniimde izlendi, 2. grupta doku bltinliginin kayboldugu hiicrelerin birbirleriyle baglantisinin azaldigi ve
hticrelerde dejenerasyonun oldukga fazla oldugu gbézlendi, 4. ve 6. grupta yapinin biraz korundugu dejeneratif
hticrelerde azalma oldugu dikkati ¢ekti, 5. grupta dejeneratif degdisiklikler izlenmekle beraber bunlarin oldukg¢a az
oldugu ve doku blitiinliiginin korundugu gézlendi.

R A a1 L O Ve e o A TR S| G Dl
Sekil 11. Immunoperoxidase Boyama. A; 1. grup, B; 2. grup, C; 3 grup, D; 4.grup, E; 5. grup, F; 6. grup. Bar; 50um,
X400. Pankreas dokusunda NF-«kB ekspresyonu en yogun 2. grupta izlendi. Ekspresyon asinar hiicrelerde sitoplazmik
olup cekirdekte reaksiyon gézlenmedi.
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8. TARTISMA

Akut Pankreatit (AP), klinik olarak ani baglayan 6zellikle epigastrik bolgede
karin agris1 ile birlikte serumda ve/veya idrarda pankreas enzimlerinin referans
araliginin st smirmmin en az i¢ kat ylikselmesi ile karakterize ve pankreasta

radyolojik degisikliklerin saptandigi bir hastaliktir (20).

Akut pankreatit, asiner hiicrelerde tripsinojenin aktifleserek tripsine
dontigiimesi ile baslar ve devaminda pankreasta degisen oranlarda 6dem, hemoraji

ve nekroz meydana gelir.

Asiner hiicre hasar1 sonucunda pankreatik 6dem ve nekroz geligir, sistemik
inflamatuvar yanit siddetlenir, iskemi-reperfiizyon hasart ve SOR {iretimi meydana
gelir. SOR direkt asiner hiicre hasarina neden olur, apoptozu artirir, proteaz
inhibitorlerini inaktive eder ve sitokinleri, selektinleri ve adhezyon molekiillerini
kapsayan bir¢ok proinflamatuvar mediyatdriin gen ekspresyonunu diizenleyen NF-

kB aktive eder (28,29).

AP’deki inflamatuvar yanitta anahtar rol oynayan sitokinler IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-18 ve TNF-a’d1r (24,25).

Pankreatit patolojisinde  ¢esitli SOR ve inflamatuvar sitokinler gorev
almaktadir. Sistemik dolasimda inflamatuvar sitokinlerin artis1 bobrek ve akciger
gibi diger organlar1 da etkileyerek hipovolemi, sok ve Coklu organ yetmezligi

sendromu’na (COYS) neden olmakta ve mortaliteyi arttirabilmektedir (21-25).

Intraperitoneal olarak L-Arginin enjeksiyonu sonrasi peritoneal makrofajlarin
uyarilmasi siddetli pankreas hasarinda gorev aldigi disiiniilmektedir. Bir ¢alismada;
L-Arginin’in intraperitoneal enjeksiyonunu takiben geriye doniislii akut nekrotizan
pankreatit gelistigi gosterilmis (130). Serum amilaz seviyesinin L-Arginin
enjeksiyonunu takiben yiikselmeye baglayarak 24. saatte en tepe noktaya ulastigi ve

takip eden saatlerde diistiigii kaydedilmis.
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Biz de c¢alismamizda kullandigimiz antioksidan maddelere kars1 oksidatif
stres ve sitokin diizeylerini degerlendirmek istedigimiz i¢in bu akut pankreatit

modelini segtik.

Serbest radikal; atomik ya da molekiiler yapilarda ki ¢iftlenmemis tek elektron
boliimleridir. Diger molekiillerle kolayca elektron aligverisine giren bu yapilara
"oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri (ROP)" de denilmektedir
(132). Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali
olusur. Bu lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini
meydana getirir. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve
lipid hidroperoksitler ortaya c¢ikar. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 lipid

peroksidasyonuna ivme kazandirir (133).

Lipid radikalleri yiiksek derecede sitotoksik {iirlinlere de dontisebilir. Bunlar
arasinda en ¢ok taninan aldehid grubundan MDA’tir. Oksijen tiirleri membran
lipidlerinde etkili bir sekilde peroksidasyon islemini baslatirlar. Lipid peroksidasyon
belirteci olan MDA 30 dk. sonra belirlenebilen 6nemli bir artis olusturur ve bu 16
saate kadar devam eder (134).

Deneysel olarak kanitlanmis katalaz, SOD ve Gpx gibi enzimler ile hiicre i¢i
total GSH, serbest oksijen radikallerinin hiicrelere ve hiicrelerin membranlarina

verdikleri zararlardan korumaktadirlar (135).

Ayn1 zamanda, glutatyon tiyollerinde (GSH) belirgin bir azalma meydana gelir
(136,137). Schonberg ve arkadaslar1 sodyum-taurokolat ile indiiklenen hemorajik
pankreatitte peroksidasyon iirlinlerini ve MDA’1 tespit etmisler. Doku MDA
diizeyleri yiikselmis ve 1 saat sonra en yiiksek diizeyine ulasmus. iki saat sonra lipid
peroksitler kontrol diizeylerine geri donmis. Calismamizda dokuda MDA
diizeylerine baktigimizda gruplar arasinda istatistiksel farklilik yoktu (p>0,05) ancak
en diisiik MDA diizeyi L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol grubunda bulundu ve en
yiiksek MDA diizeyi L-Arjinin grubundaydi. Kurkumin ve kaempferoliin kombine

etkisi MDA seviyesini diisiirmiis olabilir.
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Katalaz, hem katalitik hem de peroksidatik etkiye sahip olup iki molekiil
hidrojen peroksidin iki molekiil su ve molekiiler oksijene donligimiini
saglamaktadir. Karaciger, eritrosit, bobrek ve yag dokusunda yiiksek aktivitede iken
kalp ve beyin dokusunda aktivitesi diisiiktiir. Kalpteki katalaz aktivitesi;
karacigerdeki aktivitenin ancak %?2’sidir (133).

SOD, siiperoksid anyonunun hidrojen peroksid ve oksijene dismutasyonun
katalizler. SOD normal sartlarda aerobik organizmalarin yasami igin koruyucu bir
enzimdir. Zn, Cu gibi metaller SOD aktivasyonu ve hidroksil radikalleri arasindaki

iligskilerde 6nemli bir role sahiptir (135).

Kurkumin c¢esitli calismalarda antioksidan, antienflamatuar bir madde olarak
kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmis. Yu WG ve arkadaglarinca yapilan bir
calismada alt1 giin boyunca ratlara 50 mg/kg kurkumin intraperitoneal uygulama
sonrast serulein ile akut pankreatit olusturulmus, profilaktik tedavi verilen grupta

TNF-a diizeyi diistik tespit edilmis (138).

Akut pankreatit modelimizde de en yiiksek TNF-a degeri L-Arjinin grubunda
tespit edildi ve istatistiksel olarak anlamli olmasada kurkumin verilen grupta daha
disiikti (p>0,05).

Zhang ve arkadaslarimin Ocak 2019 yilinda yayinlanan bir ¢aligmasinda (139)
ratlarin dizlerinde iyodoasetat ile osteoartrit modeli olusturmuslar, kurkumin verilen
ile verilmeyen osteoartrit gruplar1 karsilastirildiginda kurkumin alan grupta TNF-a,
IL-1, IL-6 ve NF-xB diizeyleri anlamli sekilde diisiikmiis. Nekrozitan pankreatit
modelimizde de kurkumin alan gruba gére L-Arjinin verilen grupta TNF-a diizeyi
daha yiiksekti, IL-6 seviyesinde gruplar arasinda boyle bir iligki tespit edilemedi
(p>0,05). Dokuda NF-kB boyanmasi ise L-Arjinin grubunda en fazlayd:.

Abbas Heidai-Moghadam ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada

ratlara 7 giin boyunca 200 mg/kg kurkumin verilmis ardindan ¢inko oksit ile

nefrotoksisite olusturulmus. Kurkumin profilaksisi verilen grupta MDA diizeyi
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diisiik, SOD ve glutatyon peroksidaz diizeyi yiiksek tespit edilmis. Histolojik olarak
kontrol grubu ile kurkumin grubunda bobrek dokusu normal goriiniimdeymis, ¢inko
oksit uygulamasi bobrekte inflamatuar hiicre artisina sebep olmus, kurkumin verilen
¢inko oksit uygulanmis ratlarda histolojik diizelme gériilmiis (140). Calismamizda da
sadece L-Arjinin verilen grupta histolojik olarak doku biitiinliigiiniin kayboldugu ve
hiicrelerde dejenerasyonun oldukga fazla oldugu tespit edildi. L-Arjinin + Kurkumin
ile L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol uygulanan gruplarda yapinin minimal
korundugu ve dejeneratif hiicrelerde azalma oldugu dikkati ¢ekti, L-Arjinin +
Kaempferol grubunda ise dejeneratif degisiklikler izlenmekle beraber bunlarin

olduke¢a az oldugu ve doku biitiinliigliniin korundugu goriildii.

Long Wang ve arkadaslar tarafindan alt1 hafta boyunca yiiksek yagli diyet
verilen ratlarda olusturulan yagl hepatite 50 mg/kg kurkumin uygulanmis, kurkumin
verilen grupta MDA diizeyi anlamli diisiik tespit edilmis. Histolojik olarak kurkumin

ile tedavi verilen grupta mitokondri yapist korunmus (141).

Calismamizda istatistiksel olarak anlamlilik olmasada L-Arjinin grubundan
diger kurkumin verilen ii¢ grubun klinik olarak SOD diizeyleri daha yiiksek, TNF-a
diizeyleri daha diisiik tespit edildi, bunun sebebi hayvan deneyi olmasi nedeniyle
anlamlilik saglayacak kadar rat lizerinde ¢alisilamamis olmasi olabilir. Modelimizde
histolojik olarak kontrol grubundaki inflamasyon skoru L-Arjinin grubundan daha
diisiik, L-Arjinin grubundaki inflamasyon skoru L-Arjinin + Kaempferol ve L-
Arjinin + Kurkumin + Kaempferol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha yiiksek bulundu.

Bir baska calismada Chakraborty ve ark., siklofosfamid ile indiiklenmis
miyokardite kurkumin ile bagka bir antioksidan madde olan piperini kombine
uygulamiglar ve tek basina kurkumin uygulanmis gruba gore kombine tedavi verilen
grupta SOD ve katalaz diizeyi anlamli diizeyde yiiksekmis (142). L-Arjinin ile
indiikledigimiz akut pankreatit modelimizde kurkumin ile kaempferolii birlikte

vererek daha yiiksek antioksidan ve antienflamatuar etki elde etmeyi amagladik.
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Calismamizda L-Arjinin + Kurkumin grubuna gore kombine tedavi verilen L-
arjinin + Kurkumin + Kaempferol grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasada

SOD ve katalaz diizeyleri klinik olarak daha yiiksek tespit edilmistir.

Kaempferol de bir ¢ok calismada kanitlanmis antioksidan, antienflamatuar ve
antibakteriyel Ozellikleri bulunan bir flavanoddir. Anamika Vishwakarma ve
arkadaslarinca iki gilin boyunca cilt altina uygulanan izoprenalin ile ratlarda
olusturulan miyokardit oncesinde yedi giin boyunca kaempferol intraperitoneal
cesitli dozlarda farkli gruplara verilmis. Kaempferol verilen, verilmeyen grup ile
karsilastirildiginda anlamli olarak SOD ve katalaz daha yiiksek, MDA diizeyi daha
diisiik tespit edilmis, TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda fark tespit edilememis.
Doku diizeyinde ise izoprenalin verildikten sonra kalp miyositleri arasinda siddetli
mononiikleer hiicre birikimi goézlenmis, Oncesinde kaempferol wverilen grupta

yangisal hiicre toplanmasi belirgin diizeyde daha diistikmiis (143).

Calismamizda TNF-a diizeyleri istatistiksel olarak anlamli olmasada L-Arjinin
grubundan L-Arjinin + Kurkumin, L-Arjinin + Kaempferol ve L-Arjinin + Kurkumin
+ Kaempferol gruplarinda daha diisiik tespit edilmistir. ilging olarak tiim gruplar
arasinda IL-6 diizeylerinde istatistiksel anlamli bir fark olmamasi yaninda L-Arjinin
grubunda L-Arjinin + Kaempferol, L-Arjinin + Kurkumin + Kaempferol grubuna
gore klinik olarak daha diisiik bulunmustur, bu durum aciklanamamistir. Akut
pankreatit modelimizde L-Arjinin verilen grupta dokuda yangisal hiicrelerdeki artis

kaempferol ve kurkumin verilen gruba gore istatistiksel olarak daha fazla idi.

Zhuang ve ark. tarafindan IL-1p ile ratlarda osteoartrit modeli olusturulmus ve
ardindan kaempferol uygulanmis. Tedavi NF-xB sinyal yolagini inhibe ederek IL-1

ile uyarilmis proinflamatuar mediatérlerde onemli dlgiide azalma saglanmis (144).
Bir baska calismada Hu ve ark., %5 sodyum taurokolati ratlara duodenal

papilladan biliopankreatik kanala enjekte ederek akut pankreatit olusturmuslar,

ardindan kuyruk veninden kalsitonin gen iligkili peptit verilerek antioksidan, oksidan
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enzimlere, inflamatuar sitokinlere ve oksidatif stres belirteglerine bakilmis. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda inflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL-6 diizeyi tedavi
verilen grupta daha diisiik tespit edilmis. Oksidatif stres gostergelerinden olan SOD
daha yiiksek MDA ise daha diisiik bulunmus. Histolojik calismalarda; kontrol
grubundaki si¢anlar normal pankreas dokularma ve asiner yapilara sahipken, akut
pankreatit grubundaki sicanlarin pankreas dokularinda masif asiner nekroz, pankreas
interstisyel dokularda vaskiiler genislemne, enflamatuar hiicrelerin  bariz

infiltrasyonu ve 6dem tespit edilmis (145).

Diger bir calismada Tang ve ark., yine %35 sodyum taurokolati ratlara
biliopankreatik kanaldan enjente ederek akut pankreatit modeli olusturmuslar ve
subkutan 5 mg/kg’dan ¢inko vermisler. Ardindan kontrol grubu ile tedavi grubu
karsilastirildiginda tedavi grubunda SOD diizeyi daha yiiksek, MDA diizeyi daha
diisitk bulunmus. Sodyum taurokolat enjeksiyon sonrasi pankreas dokusunda 6dem,

nekroz ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gozlenmis (146).

Tiirkiye’ de yapilan bir ¢aligmada seriilein ile akut pankretit olusturmadan
Once ratlara tedavi amaciyla asetilsalisik asit uygulanmis. Asetilsalisilik asit
uygulanan grupta antioksidan belirtecler (SOD, katalaz) yiiksek, proinflamatuar
sitokinler ve oksidan belirtegler (TNF-a, IL-1B, IL-6, MDA) diisiik tespit edilmis.
Histopatolojik analizde; akut pankretit grubunda intertisyel 6dem, parankim
kanamasi ve nekroz goriiliirken Oncesinde asetilsalisik asit verilmis grupta anlamh
diizeyde histolojik parametre skorlari daha diisiik tespit edilmis (148). Bizim
calismamizda da istatistiksel olarak anlamlilik olmasada klinik olarak L-Arjinin
grubuna gore tedavi verilen gruplarda SOD diizeyi daha yiiksek, MDA ve TNF-a
diizeyi daha diisiik tespit edilmistir. IL-6 diizeyinin gruplar arasinda iligkisi yoktur.
Yine histolojik incelememizde NF-xB boyanma, 6dem, nekroz ve inflamatuar hiicre
skoru klinik olarak L-Arjinin grubunda diger tiim gruplara gore daha yiiksek bulundu
(p>0,05).
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Calismamizdaki immiinohistokimyasal boyama ile bakilan NF-xB skoru L-
Arjinin grubunda kontrol ve DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek tespit edildi. Kontrol grubundaki NF-kB boyanma skoru L-Arjinin +
Kurkumin grubuna gére diisiik bulundu.

Akut pankreatit (AP) hizli bir baslangi¢ ve ilerlemeye sahiptir, bu da olumsuz
bir prognoza yol acar. Bu nedenle tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesi kritik
oneme sahiptir. Resveratroliin homolog bir tiirevi olan pterostilben; anti-enflamatuar,
antioksidan ve antitimor etkileri dahil olmak {tizere g¢esitli etkileri mevcuttur.
Pterostilbenin  etkileri, AP olusturulan Wistar Albino sigan modelinde
degerlendirilmis. Serum amilaz, alanin aminotransferaz (ALT), TNF-a ve IL-1B'nin
seviyeleri Olglilmiis. Pankreas dokularindaki NF-xB ifadesi western blotlama ile
Ol¢iilmiis. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretimi bir spektrometre kullanilarak
belirlenirken, stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi test edilmis. AP sican modelinde,
enflamatuar belirte¢ler TNF-o ve IL-1B'nin ekspresyonu, NF-KB'nin ekspresyonu ve
serum indekslerinin (Amilaz ve ALT) seviyeleri kontrol grubuna kiyasla arttigi
bulunmus (p <0,05). Pterostilben, serum TNF-a ve IL-1B seviyelerini disiirmiis;
NF-xB gen ekspresyonunu ve ROS iiretimini azaltmig; SOD aktivitesinin doza bagl
bir sekilde arttirmis. Sonug olarak, pterostilben, inflamatuar yaniti azaltarak ve
pankreas dokularimin korunmasina yol agan antioksidasyonu tesvik ederek AP

kaynakli doku hasarini hafifletmis (149).

Bizde calismamizda ratlarda L-Arjinin ile indiiklenen akut pankreatit
modelinde daha oOnceden denenmemis kaempferolii kullandik. L-Arjinin +
Kaempferol verilen gruptaki SOD ve TNF-a seviyeleri L-Arjinin grubundakinden
istatistiksel olarak farkli olmasada sirasiyla daha yiiksek ve diisiik tespit edildi.
Katalaz diizeyleri ise L-Arjinin + Kaempferol verilen grupta L-Arjinin ile L-Arjinin
+ Kurkumin grubundan klinik olarak daha yiiksek tespit edildi. L-Arjinin +
Kaempferol verilen gruptaki MDA diizeyleri ise L-Arjinin grubundakinden klinik
olarak daha diisiik bulundu.
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Mostafa ve ark. tarafindan 100 mg/kg’ dan nitrozamin ile ratlarda gastrit
modeli olusturulmus, onaltt hafta boyunca giinlik 200 mg/kg’ dan kurkumin
uygulanmis. SOD ve katalaz seviyeleri sadece nitrozamin verilen grupta nitrozamin
+ kurkumin verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik tespit

edilmis (150).

Bir¢ok ¢alismada antioksidan maddeler birlikte kullanilarak sinerjistik etkiden

yararlanilmak istenmistir.

Bir ¢aligmada ratlardaki yiliksek yagli beslenme sonrasi verilen kurkumin ve
kapsaisinin kombine tedavideki testis ve hepatik oksidan-antioksidan duruma etkileri
arastirilmig. Sicanlar rastgele bes gruba ayrilmis, kontrol grubuna standart laboratuar
yemi, bir gruba yalnizca toplam kalorinin %60’1n1 olusturacak sekilde yiiksek yagl
diyet (YYD), diger gruba YYD yani sira kurkumin, diger baska gruba YYD ve
kapsaisin ve son gruba ise YYD, kurkumin ve kapsaisin verilmis. Sonug olarak izole
YYD verilen grupta reaktif oksijen radikalleri belirgin sekilde artmig, YYD ve bir
antioksidan madde verilen gruplara gore kombine tedavi verilen grupta antioksidan
belirtecler daha da artarken oksidatif stres diizeylerinin gostergeleri anlamli sekilde

daha asagi seviye bulunmus (151).

Ratlarda poloxamer-407 ile indiikklenen hiperlipidemiye, 30 giin boyunca
kurkumin  ve/veya rutin uygulanmig, kombine tedavi verilen grupta

hipertrigliseridemi ve inflamasyon baskilanmig (152).

Yine biz de ¢alismamizda kurkumin ile kaempferoliin kombine olarak akut
pankreatit modelinde etkisini incelemeyi amacladik. L-arjinin + Kurkumin +
Kaempferol verilen grupta tek bir madde verilen L-arjinin + Kurkumin ve L-arjinin
Kaempferol gruplarindakinden ‘p’ degeri anlamli olmasada klinik olarak SOD
seviyesi daha yiiksek, MDA ve TNF-a daha disiik tespit edildi. Katalaz, 1L-6
seviyelerinde ise boyle bir tutarlilik yoktu.
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9. SONUC VE ONERILER

L-arginin, ratlarda IP olarak yiiksek dozda uygulandiginda nekrotizan akut
pankreatite neden olmaktadir. Bu sekilde indiiklenen deneysel akut pankreatitte,
indiiksiyon sonrasi tek tek ve kombine olarak uygulanan gruplarda kurkumin ve
kaempferol istatistiksel olarak anlamli olmasa da antioksidan belirtegler (SOD,
katalaz) yiiksek, proinflamatuar sitokinler ve oksidan belirtegler (TNF-a, MDA)
diisiik tespit edilmistir. IL-6 diizeylerinde istatistiksel anlamli bir fark olmamasi
yaninda L-Arjinin grubunda L-Arjinin + Kaempferol, L-Arjinin + Kurkumin +
Kaempferol grubuna gore klinik olarak daha diisiik bulunmustur, bu durum

aciklanamamustir.

Histolojik incelememizde NF-kB boyanma, 6dem, nekroz ve inflamatuar
hiicre skoru istastistiksel olarak L-Arjinin grubunda kontrol grubuna goére daha

yiiksekti.

NF-kB skoru L-Arjinin grubunda kontrol ve DMSO grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi. Kontrol grubundaki NF-«kB boyanma
skoru L-Arjinin + Kurkumin grubuna gore diisik bulundu. Antioksidan madde

verilen gruplarda histolojik olarak hiicre ¢atisinin daha az hasar goérdiigii tespit edildi.

Caligmanin sayica daha fazla ratta yapilmasi, antioksidan ajanlardan
kaempferol ve kurkuminden daha yiiksek etkinlik saglanabilmesi amaciyla daha uzun

siireyle uygulanmasi onerilebilir.

Sonu¢ olarak deneysel akut pankreatit modelimizde kurkumin ve
kaempferoliin histopatolojik olarak koruyucu etkileri izlenmistir. Kurkumin ve
kaempferoliin hangi yolaklar iizerinden bu fayday: sagladigini bulmak icin daha fazla

ve ayrintili ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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