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OZET

Tbp. Yzb. Ramazan OCAL, “Deneysel kronik pankreatitte N-
asetil sistein uygulamasinin pankreatik fibroz lzerine etkisi”’, Gillhane
Askeri Tip Akademisi Askeri Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklari Bilim Dal,
Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2007. Bulundurdugu SH grubu sayesinde
kuvvetli bir antioksidan olan N-asetil sisteinin kronik pankreatitte yerlesik
fibroz, atrofi ve oksidatif stres parametreleri Uzerine etkilerinin

degerlendirilmesi amaglanmigtir.

Bu amacla calismada, 60 adet erkek Sprague-Dawley rat dért grubua
randomize edilmigtir. Pankreatik kanal igcerisine 0,4 ml % 2’ lik trinitrobenzen
stlfanik asit (TNBS) uygulanarak kronik pankreatit indiksiyonu yapilmistir.
Grup | (n=15): serum fizyolojik (sham) grubu, Grup Il (n=15): N-asetil sistein
(NAC) grubu; TNBS induksiyonundan 4 hafta sonra, 4 hafta sire ile 50
mg/kg/gin intraperitoneal NAC. Grup Il (n=15): Fibroz grubu, TNBS
indUksiyonundan 4 hafta sonra, 4 hafta sire 10 ml/kg/gin intraperitoneal
steril salin. Grup IV: Etanol grubu; pankreatik kanal igerisine 0,4 ml %10
etanol uygulamasindan 4 hafta sonra, 4 hafta sure ile 10 ml/kg/gin periton
icerisine steril salin. 8 hafta sonunda tim ratlar sakrifiye edilerek pankreas
dokusunda oksidatif stres belirtecleri ile fibroz ve atrofi skorlari
degerlendirilmistir.

Dokuda malondialdehid diizeyleri NAC ile tedavi edilen grupta TNBS
grubuna gére anlamh derecede disuk (p<0,001), sUperoksid dismutaz (SOD)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri anlamli derecede daha
yuksektir (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Histopatolojik degerlendirmede
NAC grubunda degerlendirme skoru anlamli derecede disik (p<0,003) ve
doku oksidatif stresinde artis ile ylUksek patoloji skoru arasinda anlamli
dizeyde iligkili bulunmustur (Patoloji skoru / MDA : p<0.03, SOD : p<0.04,
GSH-Px : p<0,02). NAC uygulamasi kronik pankreatitte oksidatif stresi
azaltirken, yerlesik fibroz ve atrofide de iyilestirici etkilere sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel kronik pankreatit, N-asetil sistein, fibroz.



SUMMARY

Med. Capt. Ramazan OCAL, “Effect of N-acetylcysteine on fibrozis in
experimental chronic pancreatitis.”, Gulhane Military Medical Academy,
Military Medical School, Department of Internal Medicine, Dissertation-
specialization in medicine, Ankara, 2007. We aimed to assess the effect of
a powerful antioxidant, with its SH group, N-acetylcysteine on fibrozis,
atrophy and oxidative stress in chronic pancreatitis.

For that reason, 60 male, Sprague-Dawley rat randomized into four
group. Chronic pancreatitis is induced by injection of 0,4 ml, 2%
trinitrobenzene sulfanic acid (TNBS) into major pancreatic duct. Group |
(n=15): saline (sham), Grup Il (n=15): N-acetylcysteine; TNBS induction, 4
weeks later 50 mg/kg/day intraperitoneal NAC, for 4 weeks. Grup lll (n=15):
Fibrozis; TNBS induction, 4 weeks later, 10 ml/kg/day intraperitoneal sterile
saline for four weeks. Grup IV: Ethanol; 0,4 ml, 10% ethanol injection into
pancreatic duct, 4 weeks later 10 ml/kg/day intraperitoneal sterile saline, for 4
weeks. At the end of the 8th week all rats have been sacrificed, and rat
pancreatic tissues, oxidative stress markers and progression of fibrosis and
atrophy have been examined.

Tissue malondialdehyde (MDA) levels has been found significantly
lower in NAC group (p<0,001), superoxide dismutase (SOD) and glutation
peroxidase (GSH-Px) activities have been significantly higher with respect to
TNBS group (respectively p<0,001 and p<0,001). Histopathological analysis
of the tissues revealed that score of NAC group was significantly lower at
respect to TNBS group (p<0,003) and has been found a significant relation
between increase in oxidative stress and histopathology score.
(Histopathology score / MDA : p<0.03, SOD : p<0.04, GSH-Px : p<0,02).
Administration of NAC, decreases oxidative stress in chronic pancreatitis and

has beneficial effects on fibrosis and atrophy.

Key words: Experimental Chronic Pancreatitis, N-acetylcysteine,
fibrosis.
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1. GIRIS

Kronik pankreatit, cesitli etiyolojiler nedeni ile olugan sliregen
inflamasyon sonucunda tum organda ilerleyici yikim ile ortaya c¢ikan, geri
doéndstimsuz ekzokrin ve endokrin fonksiyon kaybi ile karakterize bir tablodur
(1). Altta yatan nedenden bagimsiz olarak temel histolojik bulgular asiner
hicrelerin  kaybi, asiner hicrelerin  tubul komplekslerine diferansiye
olamamasi, immdn hdcrelerin infiltrasyonu, pankreatik  sinirlerde
dejenerasyon ve dizensiz parankimal fibroz seklinde tanimlanmaktadir (2).
Akut ve kronik pankreatit, patofizyolojik mekanizmalar ile birbirinden
ayrilmaktadir. Tekrarlayan akut pankreatit ataklarinin her zaman kronik
pankreatite yol agip agcmadigl ise tartismalidir (3). Cok sayida buylime
faktort, sitokin ve kemokinlerin lokal inflamasyon ve kollajen Uretimi gibi
otokrin ve parakrin etkileri ile kronik pankreatit mekanizmasina katildig
gosterilmigtir. Fonksiyonel ve mekanik nedenler kronik inflamasyon ve tamir
sUrecine neden olan bir dizi olay baslatir ve sonugta hiicre seviyesinde temel
olarak epidermal blyime faktéri (EGF) (4), trombosit kaynakh blylime
faktéri-beta (PDGF-B) (5,6), transforme edici bilyime faktori (TGF) (7),
timor nekroze edici faktor-alfa (TNF-a) ve interldkin (IL) 1,6 ve 10 (8),
aktivin-A (9), monosit kemoatraktan protein-1 (MCAP-1) (10) ve renin
anjiyotensin sistemi (11) ile kontrol altinda tutulan fibroz ve skar olusumu ile
sonuglanir. Ancak hasarin birincil mekanizmasi etiyolojiye bagll olarak
degisiklik gbsterebilir.

Oksidatif stres sadece akut pankreatitte hiicre ve doku hasarina
katilmakla kalmaz ayni zamanda kronik pankreatit mekanizmasina da katilir.
Bu nedenle c¢esitli arastirmacilar tarafindan antioksidan tedavinin kronik
pankreatit Uzerine etkileri c¢alsiimistir (12). Reaktif oksijen drUnlerinin
pankreasta  kollajen  birikimini  tetikledigi  yoninde  yeterli  bilgi
bulunmamaktadir. Ancak, oksidatif stres ile iligkili molekuller ve inflamasyon
ile acgik iligkisi bulunan lipid peroksidasyonu Urunleri, kronik pankreatitte
fiboroza yol agan patofizyolojik olaylarin sdrekliligi icin gerekli bas rol
oyuncular arasindadir. Uzun suUreli oksidatif hasar sonrasinda pankreasta

yer alan dogal antioksidan savunma sistemleri hasari 6énlemekte yetersiz
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kalirlar ve bu nedenle antioksidan destek verilmesi, ekzokrin ve endokrin
pankreas yetmezliginin gdstergesi olan fibroz gelisimi ve derecesini
azaltabilir.

N-asetil sistein (NAC), bir sulfidril (SH) grubu kaynagidir, SH grubu
reaktif oksijen drinlerine kargi savunmada gereklidir. NAC etkisinin buyuk
¢ogunlugunu oksidatif stresin etkisini azaltarak gdstermektedir (13,14) ve
6zellikle erken dénemde uygulandiginda deneysel akut pankreatitte hastalik
parametrelerinde dizelme sagladidi gésterilmistir (15,16,17).

Bir hayvan modeli ile gergeklestiriimis olan bu calisma kuvvetli bir
antioksidan olan NAC’ in kronik pankreatitte fiborogenez Uzerine iyilegtirici
etkisi olup olmadigini arastirmak amaci ile gergeklestirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas Morfoloji ve Fizyolojisi

Pankreas; endokrin ve ekzokrin fonksiyonlari bulunan retroperitoneal
olarak yerlesmis, primitif 6n bagirsagin endoderm hicrelerinden kaynak alan
bir organdir. Uzunlugu yaklasik 12-15 cm., agirhdi ise 70-100 gr. kadardir.
Anatomik olarak; caput, collum, corpus ve cauda olarak dért kisma ayrilr.
Cauda’dan baslayarak caput pancreatis’e kadar uzanan ductus pankreaticus
(Wirsung kanall) daha sonra ductus choledochus ile birleserek, papilla
duodeni majér ile duodenumun ikinci kismina agilmaktadir.

Kanlanmasini a. splenica, a. pancreaticoduodenalis superior ve
inferior saglarken; v. splenica, v. portae hepatis ve v. mesenterica superior ile
vendz, nodi lymphatici pancreaticolienales ve nodi lymphatici mesenterici
superiores ile lenfatik drenaji saglanmaktadir. Hem sempatik hem de
parasempatik uyarilari; n. splanchnicus ve n. vagus tarafindan yapilmaktadir.

Pankreasin fonksiyonel birimini pankreatik asinls olusturmaktadir.
Pankreatik asinus; bir lGmeni cevreleyen, piramit seklinde, protein sentez
aktivitesi yUksek, cok sayida organel iceren, polarize, seréz hicreler olan,
asiner hucreler ve duktal hicrelerden meydana gelmektedir. Asiner hlcreler;
yUuksek miktarlarda protein 6zellikle tripsinojen, kimotripsin, karboksipeptidaz,
ribonlkleaz, deoksiribonUkleaz, triasilgliserol lipaz, fosfolipaz A2, elastaz ve
amilaz gibi pek ¢cok enzim ve proenzim sentez, depolama ve sekresyon icin
zengin ve Ozellesmis bir matrikse sahiptir. Duktal hiicreler ise 6zellikle su ve
elektrolit sekrete ederler. Ekzokrin salgi, besinlerin doudenuma girmesi ile
mukozanin enteroendokrin hicrelerden salgilanan hormonlar tarafindan
kontrol edilmektedir (Sekil 1. A ve B).

Pankreasin endokrin kismini ise; serdz asini arasina gémuili olan ve
pankreasin sadece %1-2 kadarini olusturan Langerhans adaciklari meydana
getirmektedir. Damar ve kapiller yapidan zengin olan bu adacik hicreleri,
daha ¢ok pankreasin kuyruk béliminde bulunmaktadir. Adacik hicrelerinin
%70’ ini beta (insdlin), %15-20" sini alfa (glukagon), %5-10’ unu delta
(somatostatin), %5’ ini protein polipeptid-P (pankreatik polipeptit), delta-1
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(vazoaktif intestinal polipeptit) ve enterokromofin (sekretin, motilin ve
substans P),%1 kadarini da G (gastrin) hlcreleri olugturmaktadir.

Sekil 1. Ekzokrin pankreas. (A). Asiner hiicre organizasyonu. Pankreatik sindirim
enzimleri endoplazmik retikulumda sentezlenerek perinlkleer yerlesimli olan Golgi alanina
gonderilir ve diger proteinlerden ayrilarak yogunlastirici veziklllere yerlestirilir. Vezik{l
icerisinde olgunlasmis zimojenler olusur ve duktusa yakin bdlgeye hlcrenin apikal sonuna
iletilirler. Hiicrenin apikal kutbu luminal membran, endoplazmik retikulum ve mitokondride yer
alan kalsiyum pompalari sayesinde hicre igerisindeki hiperkalsemiden korunur. 1. Endoplazmik
retikulum 2. Niikleus 3. Golgi 4. Mitokondri 5. Zimojen grandiller 6. Duktus limeni 7. Yogunlastirici vezikiller (B).
Kigik bir pankreas kanall kavsaginda yer alan duktal hiicreler. 1. Ven 2. Duktus limeni 3. Niikleus
4. Apikal 5. Bazolateral Whitcomb D. ‘dan alinmistir (1).
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Pankreas sekresyonunun 3 fazi vardir; sefalik, gastrik ve intestinal
fazlar. Sefalik faz; vagal kolinerjik innervasyon ile gidalari disinme, gérme,
tatma ve koklama ile uyarilir. Gastrik faz; vagal kolinerjik refleks ile
dizenlenen gastrik geriimeye yanit olarak meydana gelmektedir. intestinal
faz; postprandiyal pankreatik sekresyonun en &nemli asamasidir. TUm
pankreas sekresyonunun %70-80" ini olusturmaktadir, sekretin ve
kolesistokinin salinimi ile dlzenlenmektedir. Sekretin; duedonumdan
dolasima salinir ve duktal hlcrelerden bikarbonat ve su sekresyonundan
sorumludur. Kolesistokinin ise temel olarak asiner hilcrelerden proteaz

enzimlerinin sekresyonundan sorumludur.

2.2. Kronik Pankreatit

2.2.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Pankreatit genel olarak akut ve kronik pankreatit olarak ikiye
ayriimaktadir. Akut pankreatit; pankreasta parankimal hicre hasari, nekroz
ve apoptozun eslik ettigi akut inflamasyondur. Alkol kullanimi ve safra tagi en
sik akut pankreatit nedenleridir. Kronik pankreatit ise malabsorbsiyon,
diyabet ve ciddi agri ile sonuglanan pankreasin ilerleyici, hasarlayici
inflamasyonudur (18).

Kronik pankreatitin agikar hastalikta bildirilen insidans ve prevalansi
gercek spektrumu yansitamamaktadir. Kopenhag (19), ABD (20) ve Mexico
City (21) serilerinin timU de 4/100,000 seklinde benzer bir insidans ve yilda
13/100,000 prevalans bildirmistir. Artan alkol kullanimi ve tanisal testlerin
sensitivitesinde artma bu calismalarda bildirilenden daha fazla kronik
pankreatit hastasi bulundugunun disiiniilmesine yol agmaktadir. ingiltere’de
1989/90 ve 1999/2000 yillari arasindaki hastane bagvurularini inceleyen bir
calismada; akut pankreatit nedeniyle basvuru oranlarinda %43, bunun
yaninda kronik pankreatit nedeniyle basvuru oranlarinda ise %100’ IUk bir
artis oldugu tespit edilmistir (22).

2000 yilinda Japonya’ da yapilmis olan bir calismada kronik
pankreatit hastalarinin %68’ ine bilgisayarli tomografi (BT) ya da endoskopik
retrograd kolanjiyopankreatografi (ERKP) ile tani konulmustur. Bdylece
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prevalans orani erkeklerde 45,4/100,000, kadinlarda ise12,4/100,000 olarak
tespit edilmistir (23).

insidansin 45-54 yaslar arasinda pik yapmaktadir. Kronik pankreatit
olgularindaki mortalite oranlari ise %30-40 civarindadir (24). ileri dereceli
kronik pankreatitli hastalarin yasam surelerinin yaklagik 10-20 sene kadar
azaldigi bildirilmektedir (25).

Ozellikle bati toplumlarinda vakalarin %70 kadarindan alkol tiiketimi
sorumlu tutulmakta, %20’ si idiyopatik (tropikal pankreatit dahil) ve %10
kadari da diger sebeplere bagli gelismektedir (26,27,28).

Bazi istisnalar disinda kronik pankreatit nedeni ancak kismen
bilinebilmektedir. Ornegin; insan ve hayvanlarda asiri alkol kullanimi tek
basina kronik pankreatite neden olmamaktadir. Yani, alkolik pankreatit
gelismesinden 0Once bazi genetik ve cevresel faktérlerin var olmasi
gerekmektedir. Ayni sekilde CFTR geni ya da SPINK1 mutasyonlari gibi
genetik faktorler de tek basina kronik pankreatite yol agmamaktadir, bu
mutasyonlari  tasiyanlarin  sadece kugUik bir kisminda pankreatit
gelismektedir. Tablo 2.1’ de listelenmis olan risk faktdrlerinin siniflandirmasi,
bir hastada pankreatit gelisimi ile en fazla iliskide olan faktorleri
gbstermektedir.

2.2.2 Kronik Pankreatitte Klinik

Kronik pankreatitte, stregen inflamasyon sonucunda olusan yapisal
dedisikler nedeniyle ekzokrin ve endokrin fonksiyonlarda yetersizlik geligir.
Bu durum, hastalarin abdominal agri ve sindirim bozukluklarindan ya da her
ikisinden sikayet¢i olmalarinin temel nedenidir. Agri genellikle kronik
pankreatitin temel 6zelligi olmasina ragmen, hastalar arasinda ortaya ¢ikis
sekillerinde degiskenlik gdértilmektedir. Klasik olarak agri epigastriumda
yerlesmigtir ve sirta yayilir. Oral alim, bulanti, kusma ile iligkilidir ve 6ne
dogdru egilerek oturmak ile rahatlama gdsterir.

Pek cok hastada bu klasik agri sekli ile karsilagsilmaz, bu nedenle
kronik pankreatit karin agrisinin ayirici tanisinda yer almalidir. Ancak, agri
tedavisi bu hastalarda alkol agiri kullanimi, narkotik bagimlihgi ve fizyolojik

faktorler nedeni ile guglik gostermektedir (29).
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Tablo 2.1 Kronik pankreatit ile iligkili risk faktorleri: TIGAR-O

siniflandirma sistemi.

Toksik- metabolik Otoimmun

Alkol izole otoimmiin

Sigara Sendromik otoimmin pankreatit

Hiperkalsemi Sjégren sendromu ile iligkili
Hiperparatiroidizm inflamatuar barsak hastaligi ile

Hiperlipidemi iligkili

Kronik bébrek yetmezligi (KBY) Primer biliyer siroz ile iliskili

ilaclar (fenasetin kullanimi)

Toksinler

idiyopatik Rekiirren ve ciddi akut pankreatit

Erken baslangich Postnekrotik

Geg baslangigli Rekirren akut pankreatit

Tropikal Vaskuler hastaliklar/iskemi

Tropikal kalsifik pankreatit Radyasyon sonrasi

Fibrokalkiiléz pankreatik diyabet

Diger
Genetik Obstruktif
Otozomal dominant Pankreatik divisum

Katyonik tripsinojen (kodon 29 ve Oddi sfinkter bozukluklar

122) Kanal obstruksiyonu

Otozomal resesif Periampullar duedonal duvar kisti
CFTR mutasyonu Posttravmatik pankreatik kanal
SPINK1 mutasyonu skarlari

Katyonik tripsinojen (kodon
16,22,23)
a1 antitripsin eksikligi

Hastalarin yaklasik %20’ sinde ise kronik pankreatit endokrin ve
ekzokrin yetmezlik ile kendini gdstermektedir (30). Ekzokrin yetmezIik,
sindirim bozuklugu nedeni ile steatore, diyare ve kilo kaybina yol agar. Tipik
olarak steatore protein eksikliklerinden 6énce gérulir. Yagda c¢6zinebilen
vitaminler ve kobalamin malabsorbsiyonu goérilebilir, ancak klinik olarak
anlamli vitamin eksiklikleri ile nadir kargilasilir (31).
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Bazi kronik pankreatit hastalarinda glukoz intoleransi goérulebilir,
fakat asikar diyabet hastaligin ancak ge¢ déneminde meydana gelmektedir.
Kronik Kkalsifiye hastaligi olanlar 6zellikle erken dénemde kalsifikasyon
gelisenlerde, kronik non-kalsifiye hastaligi olanlara oranla daha fazla asikar
diyabet gelismektedir. Yine tip 1 ve tip 2 diyabet i¢in aile hikayesi olanlarda
diyabet daha fazla goérGimektedir. Bu durum altta yatan bir pankreas
rezervinde azalmaya ya da insulin yanitsizhdina isaret etmektedir. Kronik
pankreatit zemininde gelisen diyabet genellikle insdlin  kullanimini
gerektirmektedir. Fakat, beta hlcrelerinin yanisira alfa hicrelerinde de kayip
olmasi nedeni ile glukagon Uretimi de azalmigtir, sonugta hipoglisemi riski
artmigtir.

2.2.3 Kronik Pankreatitte Tani

Kronik pankreatit tanisi laboratuvar calismalari ve goérantileme
yontemleri normal olabilece@i igcin gi¢ olabilir. Ek olarak, pankreatik
karsinoma hastalarinda kronik pankreatit digtindiiren semptomlar bulunabilir.

Pankreatik fonksiyon testleri:

Sekretin - kolesistokinin ya da Lundh test diyeti ile uyari sonrasinda
duedonal igerigin aspirasyonu ve degerlendiriimesi pankreas ekzokrin
yetmezlidi icin altin standart test olarak kabul edilmektedir. Dinamik testler
icin elestiri noktasl, bu testlerden anormal sonuclar elde edene kadar kronik
pankreatitin klinik ve radyolojik olarak agikar duruma gelmesidir. Dinamik
testlerin tanida rolu, ekzokrin fonksiyonlarda hafif kayip nedeni ile pankreasta
minimum degisiklik bulundugu distnilen hastalarda, pankreas hasarinin
hentz goérintileme yoéntemleri ile tespit edilemedigi durumlarin ortaya
konmasidir. Bu testlerin standardizasyonu zor oldugu igin blylk merkezler
disinda kullanimlari sinirhdir.

Bentromid, gaytada yag tayini ve gaytada elastaz, kimotripsin gibi
pankreatik enzimlerin tespiti gibi invaziv olmayan testlerin kullanimi, érnek
toplama gucligl, erken kronik pankreatitte sensitif olmamalari ve yanlis

pozitif sonug verebilmeleri nedeni ile sinirlidir.
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Pankreas endokrin yetmezIligi hastaligin ge¢ déneminde goralar, bu
nedenle aclik kan sekeri 6lcimU ve glukoz tolerans testi klinik olarak anlaml
degildir.

Tablo 2.2 Kronik pankreatit tanisinda kullanilan yéntemler (22).

1. indirekt testler 2. Direkt testler
a. Serum tripsinojen a. Sekretin stimilasyon testi
b. Gaytada elastaz veya kimotripsin b. Lundh testi

c. Gaytada yag miktar c. Bentromid testi

e. Radyoloji / batin grafisi

f. Ultrasonografi / endosonografi 3. Rutin laboratuvar testleri
g. Abdominal BT / MRI / ERKP / MRKP
i. Doku tanisi 4. Pankreas fonksiyon testleri

k. Genetik galismalar

Tablo 2.3 Tanida kullanilan bazi testlerin sensitivite/spesifite
oranlari(22).

Tanisal test Sensitivite (%) Spesifite (%)
Abdominal ultrasonografi 48-90 75-90

BT 56-95 85-90
ERKP 68-93 89-97
Endoskopik ultrasonografi 88-100 90-100
Fekal elastaz 50-93 62-93
Pankreolauril testi 70-82 70-87
Sekretin-serulein testi 80-90 90-95

Goruntileme yontemleri:

in vivo olarak histolojik analiz yapacak doku elde etmenin giicligi
nedeni ile kronik pankreatit tanisi ekzokrin fonksiyon testleri olsun ya da
olmasin genellikle gbérintileme yoéntemleri ile konulmaktadir. ERKP
hastahgin tani ve evrelemesi amaci ile altin standart olarak kabul
edilmektedir. Cesitli serilerdeki %75-95 sensitivite ve %90 (zerinde
spesifitesi ile son 30 vyil igerisinde kronik pankreatit tanisinda en duyarli
gbrantileme yéntemidir (32). Ancak, invazivdir ve 6nemli derecede morbidite
(%3-40) ve mortalite (%0.1-1) riski tagimaktadir. Pek ¢ok durum i¢cin manyetik
rezonans kolanjiopankreatografi (MRKP), ERKP icin kullanigh bir alternatiftir.
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Manyetik rezonans teknolojisi ile pankreatik kanal anatomisi ve
peripankreatik alanda sivi birikimi T2 agirhkli imajlarda degerlendirilebilir
kontrast madde kullanimmna bagli olmaksizin pankreas parankimi
incelenebilir (33).

MRKP’ nin kalite sensitivite ve spesifitesi, sadece tarayicinin tipine
bagl olarak degil, ayni zamanda radyologun ilgi ve becerisine bagh olarak
merkezler arasinda blylk farklar gdstermektedir. GUnimlizde pek ¢ok
klinisyen secilmis vakalarda MRKP’ yi ERKP’ nin alternatifi olarak
kullanmaktadir.

Endoskopik ultrason, kronik pankreatitte sensitif bir yontem olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Wiersema ve ark. ultrason ile tespit edilen pankreatik
duktal ve parankimal anormallikleri Kklinik, laboratuar ve ERKP bulgular ile
karsilastirmigtir. Ultrason ile tespit edilebilen sekiz 6zellikten ¢ ya da daha
fazlasinin varligi endoskopik ultrasonun tani igin sensitivitesini %86,
spesifitesini %86 ve guvenilirligini %86 olarak géstermektedir (34).

Bilgisayarl tomografinin (BT) kronik pankreatitte sensitivitesi %75-90°
dir. Ozellikle fokal pankreatik genisleme, parankim atrofisi, kalsifikasyon,
pankreatik duktal dilatasyon ve psédokist tespitinde faydalidir. BT ayni
zamanda portal, splenik ven trombozu, gastrik varisler, dalak blyimesi, sivi
birikimi ve safra obstruksiyonu gibi komplikasyonlari da gdsterebilmektedir.
Batin ultrasonu ucuz ve kolay ulasilabilir oldugu halde hastaligin erken
dénemlerinde sensitif degildir. Ancak sivi birikimi, psédokist olusumunun
gbsterilmesi icin mikemmel bir ydntemdir ve bunlar ultrason egliginde aspire
edilebilirler (32).

2.2.4. Kronik Pankreatitte Tedavi

Kronik pankreatitte tedavi esaslari; agri kontrolinin saglanmasi,
komplikasyonlarin énlenmesi, pankreas endokrin-ekzokrin fonksiyonlarinin
korunmasi, replasman tedavisi, sosyal /mesleki rehabilitasyon, yasam
kalitesinin iyilestiriimesi olarak siniflandinlabilir. Ortak géris bu hastalarin
yasam suresinin kisa ve kalitesinin disik oldugu Uzerinedir. Genellikle, alkol

alimi ilk ataktan sonra kesilirse pankreas hasarinin ilerlemedigi, belirgin
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histolojik hasar olustuktan sonra kesilirse ise agri ve atak niksinde azalma
oldugu kabul edilmektedir (35).

Malabsorbsiyon tedavisi:

Steatorenin kontroli tam olarak saglamasa da azaltilabilir ve
hastalarin yag emilimleri uygun bir seviyeye arttirilarak kilo artigi saglanabilir.
Pankreatik lipaz seviyeleri %10 altina digsene kadar hastalarda steatore
g6rilmemektedir. Bu nedenle, steatore tedavisinin temelini, ¢ogunlukla
domuz kaynakli olarak elde edilen lipaz ile replasman yapilmasi
olusturmaktadir.

Agri kontroli:

Agrinin patogenezi halen tam olarak anlasilamamistir, ancak
perindral inflamasyon, pankreatik kanal ve parankiminde basing artigi ve
anormal feedback mekanizmasi ile iligkili oldugu diastnulmektedir. Ek olarak,
kronik pankreatitte psodokist, duedonal obstruksiyon, kanal obdtruksiyonu
gibi komplikasyonlar agriy1 siddetlendirebilmektedir. Son olarak da bu
hastalarda ylksek oranda motilite bozuklugu mevcuttur ve narkotik analjezik
kullanimi ile siddetlenebilmektedir.

Her ne kadar glc olsa da hastalarin tedavisinde narkotik analjezik
kullanimindan kaginilmalidir. Maalesef, hastalar arasinda narkotik bagimlilig
yaygin olarak karsilasiimaktadir. Baslangi¢ta hastalar, asetaminofen ve
steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar igeren bir rejim ile tedavi edilmelidir.
Bundan sonra, egder gerekli olursa tradamol ya da propoksifen gibi
analjeziklerle desteklenmelidir. Narkotiklerin kullanimi tipik olarak sadece
klinik tabloyu karistirir ve gastropareziyi siddetlendirir.

Pankreatik enzimler:

Pankreatik proteazlarin ekzojen olarak verilmesinin amaci,
intraduedonal serin proteazlari Gzerinden pankreatik ekzokrin sekresyonunun
feedback inhibisyonudur. Bir grup hastada pankreas surekli olarak
kolesistokininin uyarisi altindadir (36). Proksimal ince barsaklarda yerlesmis
olan serin proteazlar tarafindan yikilan bir kolesistokinin serbestlestirici peptid
tespit edilmistir. Kronik pankreatit hastalarinda proteaz aktivitesi azalmistir,

bu nedenle sonugta pankreatik stimulasyona neden olan bu serbestlestirici
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peptidi inaktive etme yetenegi azalmistir. Ekzojen proteazlar bu patofizyolojik
mekanizma ile pankreasin dinlenmesine yardimci olurlar. Feedback
inhibisyonu bu sayede pankreasi dinlendirerek agriyi hafifletmek icin ekzojen
proteazlar serin proteazlar ve kolesistokinin peptidlerinin  bulundugu
proksimal ince barsaga verilmelidir.

Oktreotid:

Bir somatostatin analogu oldugu igin pankreatik sekresyonu inhibe
eder ve kolesistokinin seviyesini anlamli derecede azaltir. 1993 yilinda ¢ok
merkezli yapiimis olan bir ¢calismada 200 mg oktreotidin plasebodan Ustin
oldugu gdsterilmistir (37).

Kolesistokinin antagonistleri:

Kolesistokinin hem gastrointestinal kanalda hem de santral sinir
sisteminde bulunmaktadir. McCleane, morfine yaniti azalmis olan hastalarda,
bir non-spesifik kolesistokinin antagonisti olan proglumid kullanmigtir.
Sonugta, morfin toleransi dizelmis, etkilerini arttirmis ve hatta tek basina
analjezi saglamistir (38). Sonuglara dayanarak yazar proglumidin analjezik
etkisini kolesistokinin seviyelerini arttirarak yaptigi yorumuna ulasmistir.
Benzer sekilde Japonya’ da yapilan bir ¢calismada kolesistokinin-A reseptér
antagonisti, loxiglumid ¢esitli dozlari kullaniimistir ve dort hafta sonunda 1200
mg ile plaseboya oranla %52 oraninda klinik dizelme gézlenmistir (39).

Sinir blokaiji:

Maalesef, medikal olarak kronik pankreatit hastalarinda agrinin
kontrolll ¢ok basarili degildir. Endoskopik US ile ¢olyak blok kronik
pankreatitte agri tedavisinde iyi tolere edilen giivenli bir yéntemdir. invaziv
olmasi ve sadece kisa dénem faydasi nedeni ile bu tedavi yéntemi optimal
tibbi yaklagim ile basarili olunamamis hastalar i¢in distntlmelidir.

Endoskopik tedavi:

ERKP ile pankreatik kanalin dekompresyonunun agrida azalma
sagladigl bulunmustur (40). Bu yaklasimin arkasindaki prensip Oddi sfinkteri
disfonksiyonu ya da pankreatik kanal striktUrlerinde goérilen duktal basinci

azaltmaktir.
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Endoskopik pankreatik tedavinin roli gelisme gdstermektedir.
Optimal tibbi tedavide basarisiz olunan hastalarda cerrahiden &nce
disundlmelidir, pankreatik kanal yapisikliklarinin Ugte ikisi bu tedaviden
fayda gérmektedir.

Cerrahi:

Optimal tibbi ve endoskopik tedaviye ragmen kalici agrinin devam
ettigi hastalarda cerrahi girisim endikasyonu mevcuttur.

Pankreatektomi ve otolog adacik hiicre transplantasyonu:

ik otolog adacik hiicre nakli 1977 yilinda ailesel kronik pankreatitli 39
yasinda bir hastaya yapilmistir (41). 2001 uluslararasi adacik hicre
transplantasyon kayit verilerine gére 1990-2001 yillari arasinda sadece 140
vakada pankreatektomi sonrasinda otolog adacik hicre nakli
gerceklestiriimistir.  Glncel yaklagsim pankreatektomi sonrasinda portal
venden izole adacik hlcre inflzyonu ile agn ve insulin ihtiyacini azaltmak
seklindedir.

Birka¢c calismanin sonuglarinda da gorilebilecedi gibi agn
tedavisinde sonuglarda biiyiik farkhliklar mevcuttur. inatgi agrisi olan
hastalarda tibbi, endoskopik, ve cerrahi segeneklerin basarli olmadig
hastalarda son segenek olarak dustnUlmelidir. Bu hasta gruplarinda
kullanimi tartismaya aciktir ancak, insulin bagimlihdi direkt olarak nakledilen
adacik hicre miktari ile iligkilidir. Bu nedenle, bu tedavi yonteminden fayda
gbren hastalar kronik pankreatiti cerrahi dncesi olan ve adacik hicre
yetmezligi olmayan hastalardir. Bu islemin roli halen acikhga
kavusturulmay! beklemektedir, fakat mevcut ¢alismalarda adacik hicre nakli
duktal dekompresyon cerrahisi ya da parsiyel pankreatik rezeksiyon igin
alternatif olarak gérulmektedir.

2.2.5 Kronik Pankreatit Fizyopatolojisi

Kronik pankreatit gelisiminde ginimize kadar 6ne suridimis olan
teoriler su sekilde siralanabilir;

1. Toksik - metabolik teori

2. Duktal obstruksiyon teorisi

3. Nekroz-fibroz teorisi
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4. Primer kanal hipotezi
5. Oksidatif stres teorisi
6. SAPE hipotezi

Bunlardan ilk 5 teorinin higbiri kronik pankreatit geligsimini tam olarak
aciklayamamaktadir. Bu nedenle yakin zamanda ortaya atilmis olan SAPE
hipotezi oldukga fazla destek gérmektedir. Ancak SAPE hipotezinin de eksik

yonleri bulunmaktadir.

Toksik - metabolik teori:

Alkol kullanimi kronik pankreatit etiyolojiisinde en fazla suglanan
faktérdir. Alkol hicresel metabolizmada bir degisiklik ile direkt olarak asiner
hiicrelere toksik etki gostermektedir (42). Asiner hiicre sitoplazmalarinda yag
birikimi ile yagli dejenerasyon, hicresel nekroz ve sonugta yaygin fibroza
neden olur. Pankreasta etanol metabolizmasi yan Grind olan serbest yag
asidi etil esterleri toksik-metabolik degisimde anahtar rol oynamaktadir. Bu
model ile alkolik karaciger hastaligi arasinda benzerlikler de mevcuttur.

Bu teoriyi destekleyen gbzlemler:

1. Kronik pankreatit olmayan alkoliklerde asiner hicrelerde
sitoplazmik yag damlaciklar mevcuttur. Elektron
mikroskobisinde, zimojen grantllerinde azalma ve mitokondri
boyutunda artma gibi subselltler degisimler gbzlenir.

2. Alkol pankreatik asiner hlcrelerde oksidatif ve oksidatif
olmayan mekanizmalarla metabolize edilir (43).

3. Yag asidi etil esterleri birikerek yagl pankreasa neden olabilirler
(44).

4. Yag asidi etil esterlerinin serbest yag asitlerine hidrolizi kardiyak
dokuda mitokondriyal disfonksiyona neden olur ve ayni sekilde
diger dokularda da metabolik degisimleri indUkleyebilir (45).

Duktal obstruksiyon teorisi:

Kronik pankreatit, pankreas kanallarinin limeninde baslar. Alkol,
protein plaklar ve tas olusturmak Uzere pankreas sivisinin litojenitesine etki
eder. Taslar ile duktal epitel hicrelerinin surekli temasi, Ulser ve skar
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olusumuna, sonucgta da obstruksiyon, staz ve daha fazla tas olusumuna
neden olur. Obstruktif stirecin sonucu olarak, atrofi ve fibroz gelisir.

Bu teoriye gore alkol ilk olarak pankreatik sivinin Ozelliklerini tas
olusturmak Uzere degistirmelidir. Alkol panreatik sivi miktarini degistirerek,
sitrat miktarini azaltarak kalsiyum sitrat oranini arttirir ve kristal olusumunu
tetikler. Pankreatik sivi heksozamin miktari ile iligkili olarak viskositesini
arttirir.

Alkole bagh olarak degisen ekzokrin fonksiyonlarin yani sira,
pankreatik tas proteini (pancreatic stone peptide PSP) ve glikoprotein-2 (GP-
2) gibi spesifik proteinler de tas olusumuna katilmaktadir.

Ancak, tum kronik pankreatit vakalarinda, Ozellikle de erken
vakalarda protein plaklar bulunmamaktadir. Tas olugsumunun pankreatik
fibrozu tetikledigimi mi yoksa takip mi ettigi hentz kesinlestirilememistir (46).

Nekroz-fibroz teorisi:

Akut pankreatit ataklarinda, inflamasyon ve nekroz peritubular
alanlarda skar olusumuna neden olur. Skar olusumu duktuslarda
obstruksiyona ve staza sonucgta da tas olusumuna neden olur. Ciddi
obstruksiyon ise atrofi ve fibroz ile sonuglanir.

lyilesmekte olan akut pankreatitte hafif perilobular fibroz ve ilerlemis
kronik pankreatitte duktal bozulma ve belirgin fibroz mevcuttur (47,48). Bu
patolojik farkliliklar, tekrarlayan akut pankreatit ataklarini takiben agiga ¢ikan
asamal bir fibroz gelisimi varligini 6ne sirmektedir.

Primer kanal hipotezi:

Kanal yikimina neden olan primer patogenetik faktor kanal epiteline
kargi bir immunolojik ataktir ve kanal yapisinin inflamasyonu ve skarina
neden olmaktadir. Buna gdre kronik pankreatit primer sklerozan kolanjit
(PSK) gibi otoimmun “kanal-hasarlayici” bir hastalik olarak kabul edilmektedir
(49).

SAPE (Sentinel Acute Pancreatitis Event) hipotezi:

Son yillarda kronik pankreatitte fiborogenez mekanizmalari Gzerine
yapilan c¢alismalarda alinan sonuglar ile fibroz gelisimi altinda yatan

molekiler ve hicresel olaylar Gzerine odaklaniimaya baglanmigtir.
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Pankreatik Stellat Hiicre (PSH); Vitamin A depolayan bu hicreler
fibrogenezde temel rol oynamaktadirlar. inaktif formlari tggen seklinde,
perivaskiler alanda yerlesmis olan, lipid iceren hicrelerdir (50). Aktive
olduklari zaman icerlerindeki lipid damlaciklari kaybolur, periasiner alana gé¢
ederek fibroblast benzeri bir gérinim alirlar. Yerlestikleri bu yeni alanda
spesifik proteinler eksprese ederler, tip 1ve tip 3 kollajen ile fibronektin
sentezleme yetenegi kazanirlar (51) (Tablo 2.4).

Alkol ve metaboliti olan asetaldehid in vitro kosullarda izole PSH’ leri
direkt olarak aktive etmektedir. Oksidatif stres ise bagimsiz olarak PSH’ leri
aktive edebilmektedir. PSH tarafindan kollajen tretimi ortamda oksidatif stres
gOstergesi olan lipid peroksidasyon drtnlerinin varligi ile iligkilidir (52).

TGF-B1 akciger, karaciger, bdbrek gibi diger organ sistemlerinde
fibrogenezde temel rol oynamaktadir. Normal insan pankreasinda ¢ok az
miktarda TGF-B1 ekspresyonu mevcut oldugu halde, kronik pankreatit
orneklerinde artmig ekspresyon dikkati gekmektedir (53).

TGF-B1 nekroz- fibroz teorisini destekler bigcimde kronik ve akut
pankreatit arasinda bir kdépri olusturmaktadir. Deneysel akut pankreatit
modellerinde TGF-B1 ekstraselliler matriks yeniden dlzenlenmesi ve
iyilesmede Onemli bir dizenleyicidir. Ekzojen olarak TGF-B1 verilmesi ile
deneysel tekrarlayici akut pankreatitte fibroz olusumunu arttirmaktadir. TGF-
B+ yanisira IL-10, interferon-gamma (IFN-y) da pankreas fibrogenezine
katiimaktadir. Ozetle pankreasta fibroz patogenezi:

1. Kronik inflamatuar hlcre infiltrasyonu (mononUkleer

hucreler, makrofajlar)

2. Bu hucreler tarafindan spesifik sitokinlerin (6zellikle TGF-
B1) salinimi
3. Alkol ve oksidatif stres gibi bagimsiz uyaranlar yani sira

bu sitokinlere PSH yanit
4. Aktive olmus PSH tarafindan kollajen depolanmasi

sureclerini icermektedir.
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Kronik pankreatit patogenezinde fibroz gelisiminde yer alan teoriler
sekil 2.1’ de 6zetlenmisgtir.

Tablo 2.4 Pankreatik stellat hiicre fenotip 6zellikleri

inaktif Fenotip

Periasiner ve interlobuler yerlesim

Sessiz hucreler

Vimentin, desmin ve GFAP eksprese eder

Gok sayida perinukleer retinoid igeren yag damlaciklari
DUsUk mitotik indeks

ECM sentezleme kapasitesi distktir

Aktif Miyofibroblast Benzeri Fenotip

Kollajen ve fibrinojenle birlikte fibrotik alanlarda bulunur

Alfa- smooth muscle aktin (a-SMA) pozitiftir

Kaba endoplazmik retikuluma sahiptir

Yag damlaciklari yoktur

YUksek mitotik indekse sahiptir

PDGF reseptorleri, TGF- B reseptoérleri ve ICAM-1 eksprese ederler
Kollajen tip | ve lll, fioronektin, MMP (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9 ve MT-1 MMP) sentez kapasiteleri yuksektir

Blylame faktorleri (PDGF, FGF, TGF betal ve CTGF) sitokinler (IL-
1B, IL-6, IL-8, RANTES, TNF-a ve MCP-1) ve endotelin-1 retirler

2.2.6 Kronik Pankreatit ve Oksidatif Stres

Normal metabolizmanin ya da patolojik olaylarin sonucunda ortaya
cikan serbest radikallerin etkileri “oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikaller, biyolojik molekuller ile oldukg¢a reaktif olduklarindan,
“reaktif oksijen Urlnleri” veya “serbest oksijen radikalleri” (SOR) olarak
adlandiriimaktadirlar.

Fizyolojik kosullarda SOR’ nin organizmaya zararli olan etkileri
antioksidan sistemler tarafindan notralize edilmektedir. Patolojik kosullarda
ise SOR asin miktarda ortaya c¢ikmaktadirlar, antioksidan sistemlerin

dengeleme kapasiteleri asildiginda ise oksidasyon dengesi degismekte ve
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oksidatif stres olugsmaktadir. Yeni olusan bu durum ise ciddi hicresel
hasarlara neden olabilmektedir (48,54,55).

GENETIK ALT YAPI
TEKRARLAYAN AKUT ATAKLAR SERBEST OKSIJEN
TOKSIK/METABOLIK ETKILER [ | RADIKALLERI
OBSTRUKTIF NEDENLER
IDIYOPATIK

/\

INFLAMASYON OKSIDATIF STRES |«—— NO METABOLITLERI

\/

| ASINER HUCRE HASARI |

l

| ANTIINFLAMATUAR CEVAP | LiPiD
l [ PEROKSIDASYON
URUNLERI
- PSH AKTIVASYONU |'
FiBROZ

Sekil 2.1. Kronik pankreatitte fibroz gelisimi. (Tasgl, I. Pancreas,
2007 In press)

Kronik pankreatit patogenezinde oksidatif stresin rol oynayabilecegdi
hipotezi ilk kez Rose ve arkadaslar tarafindan 1986 yilinda ortaya atiimistir
(56). Bunu takip eden calismalarda ise kronik pankreatit hastalarinda
antioksidan kapasitenin oksidatif stresle basa c¢ikmakta yetersiz kaldig
gosterilmigtir (57-60).

Akut ve kronik pankreatitte erken ddénemde pankreas dokusunda
noétrofil, lenfosit ve monosit infiltrasyonu gerceklesir. Pankreatit strecinde
gbrilen SOR dretiminde artistan asiner, hiicrelerin yani sira go¢ etmis olan
I6kositler de sorumludur (61). Bu hicreler tarafindan dretilen SOR, tek
baslarina pankreatit olusturmaya yeterli degildirler (62-64). Ancak pankreatit
patogenezi ve gelisiminin 6nemli dizenleyicileridirler (65,66). 2002 yilinda
Yasar ve ark. tarafindan gerceklestirilen deneysel akut nekrotizan pankreatit
modelinde; doku malondealdehid (MDA) dizeyi artisi ve stperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesi azalmasi ydnundeki bulgular da, patogenezde
oksidatif stresin rolinU destekler niteliktedir (67).
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Kronik pankreatit etiyolojisinde en énemli etmen olan alkol Gzerine
Norton ve ark. tarafindan yapilan deneysel calismada, oksidatif stres artisinin
histolojik bulgulardan 6énce olustugunu ortaya koymuslardir. Oksidatif stres
artisinin inflamatuar yanitin bir parcasi olmaktan ¢ok, baslatici olay oldugu
yaklasimi yapilmistir (65). Benzer sonuglar Reinheckel ve ark. tarafindan
yapilan calismada da elde edilmistir (68). Urunuela ve ark. kanal
obstruksiyonu ile olusturulan akut pankreatit modelinde ilk olarak SOR
artisinin, daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesinde
azalmanin ortaya ¢iktigini ve bunu lipit peroksidasyonunun (MDA artigi)
izledigini géstermislerdir (69).

SOR’ nin hicre icindeki ana hedefi, sitokin indiksiyonunun anahtar
dlzenleyicisi olan, pleitropik transkripsiyon faktéri nikleer faktér kappa-B
(NF-kB)’ dir (70). NF-kB homo-(p50) ve heterodimerler (p50/65) halinde
hiucre DNA’ sina baglanarak bircok stres ve erken yanit genlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir. NF-kB, sitoplazmada inhibitor [kB’ler ile
inaktive formda bulunmaktadir. Bir uyan sonrasinda; IkB kinaz (IKK)
aktivasyonu gerceklesmekte ve aktive IKK, IkB-serin-32 fosforilizasyonunu
saglamakta, fosforile-IkB, NF-kB’den ayrilarak NF-kB aktivasyonuna neden
olmaktadir. Altavilla ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptigi ¢calisma; NF-kB ile
TNF-a ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi oldukca acik bicimde ortaya
koymustur (71).

SOR’ nin kronik pankreatitte pankreas inflamasyonuna katkida
bulundugu sonucundan kdken alarak, kronik pankreatitte antioksidan tedavi
uygulanan iki insan c¢alismasi mevcuttur. Uden ve ark. tarafindan 1990
yilinda gercgeklestirdikleri 30 hafta sureli, ¢ift kér plasebo kontrolli ¢apraz
calismada  kronik pankreatiti 20 hastaya antioksidan olarak organik
selenyum, B-karoten, vitamin C, vitamin E ve metiyonin verilmistir(12).
Sonugta tedavi verilen hastalarin higbirisinde agri olusmazken plasebo
verilen 20 hastanin 6’ sinda agri gelismistir.

2000 yihnda 10 hastalik kiicuk bir calismada 1 yil sire ile antioksidan
tedavi verilmis (metiyonin, B-karoten, vitamin C, vitamin E ve organik

selenyum) ve hastalarin agn skorlarinda belirgin azalma goézlenmistir (72).
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Ancak bu iki calismada da o&rneklem boyutlari kiglk, metodolojileri
tartismaldir. Bu nedenle sonuglar ikna edici olmaktan uzaktir.

Ne yazik ki, yeni ortaya atilan SAPE hipotezi de dahil olmak Gizere
hicbir teori kronik pankreatit patogenezini agiklayamamaktadir. Her bir teori

belli etiyolojik faktérler ile kuvvetle desteklenebilmektedir (Sekil 2.2)

T I G A R o
Toksik- idiyopatik Genetik Otoimmun Rekiirren ve Obstruktif
metabolik ciddi akut

pankreatit

N\M%

Tas ve
Oksldatlf Tokslk Nekroz SAPE kanal
slres metabollk fIbI‘OZ hipotezi obstrukswon

Y 4

KRONIK
PANKREATIT

Sekil 2.2. Kronik pankreatitte etiyopatogenez.

2.3. N-Asetil Sistein

NAC, bir indirgenmis glutatyon (GSH) kaynagidir ve temelde
mukolitik amagli olarak 30 yili agkin stredir klinikte kullaniimaktadir. Mukolitik
etkilerinin disinda oksidatif stres ya da azalmig GSH ile karakterize HIV
enfeksiyonu, kanser ve kalp hastaliklarinda g¢alisiimis ve olumlu sonuglar
bildirilmistir.  Karaciger koruyucu etkileri nedeni ile asetominofen
zehirlenmelerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Kimyasal ve farmakokinetik ozellikler:

NAC, kimyasal formili CsHgNO3S olan bir tiyol (sdlfidril igeren)
bilesigidir. Oral alimi takiben hizla emilir; ancak ince barsak ve karacigerde
yuksek ilk gecis etkisi nedeni ile protein peptid zincirlerine dénisim ile ¢esitli
NAC metabolitleri olugur. Sonucta, ¢cok az miktarda saglam NAC molekili
plazma ve nihayetinde dokulara ulasir (73).
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Oral olarak uygulanan NAC’ in sadece %3’ U feces ile atilmaktadir,
yani NAC ve metabolitlerinin hemen tamami emilime ugramaktadir.
Plazmada pik konsantrasyonuna oral uygulamay takiben bir saatten daha
kisa slrede ulagsmaktadir (73,74). Serbest halde bulunan NAC igin yarilanma
6mriU yaklasik 2,5 saattir ve uygulamadan 10-12 saat sonrasinda plazmada
tespit edilemez seviyelere dismektedir.

NAC’ in metabolik aktivitesinden SH grubu sorumlu iken asetillenmisg
amino grubu, moleklll oksidasyona karsi daha dayanikli hale getirmektedir.
Deneysel calismalarda, tiyol igeren bilesiklerin ¢cogu gastrik sivida anstabil
hale gelmektedir. Ancak intestinal sivida NAC’ in sadece %16’ sI oksidize
iken diger molekdller i¢in bu deger % 75 -100’ dir (75).

Arastirmacilar, saglam bir NAC molekulindn biyoyararlanimini % 4-
10 olarak tespit etmislerdir. DusUk biyoyararlanimin en 6nemli sebepleri,
muhtemelen proteinlere disiilfit baglanmasi ve intestinal mukoza ve limende
NAC’ in deasetilasyonudur (73,74,76).

Etki mekanizmasi:

Oral olarak uygulanan NAC’ in faydali etkilerinin blyUk ¢cogunlugunun
hicre disi sistini, sisteine indirgeme yetenegine ya da SH metabolitlerinin
kaynag! olmasina baglanmaktadir. Bir SH grubu kaynag: olarak NAC, GSH
sentezini  stimule  edebilir,  glutatyon-S-transferaz  aktivitesini  ve
detoksifikasyonu arttirabilir ve direkt olarak SOR ile etkilesime girebilir.

In vivo ve in vitro galisma sonuglart NAC’ in hiicre iginde GSH
biyosentezini arttirdigini géstermistir. Hlcre koltirl calismalarinda, NAC
kdltdr ortaminda hlcresel GSH sentezi amaci ile sistin alimini arttirmaktadir
(77). In vivo olarak NAC eritrosit, karaciger ve akciger hiicrelerinde hicre igi
GSH seviyelerini arttirmakta ve deneysel olarak azaltiimis olan GSH
seviyelerini dizeltmektedir (78). Deneysel ¢alismalarda NAC, bir GSH éncul
molekull olarak davranarak ve hicre ici GSH konsantrasyonlarini arttirarak
sitotoksisiteye kargl koruyucu etki géstermektedir (79). Yine hiicre i¢ci GSH
6ncul molekllt olmasi nedeni ile asetominofen asiri dozlarinda antidot olarak
kullaniimaktadir (80). Yuksek dozda asetaminofen verilmesi sonucunda,

sitozolik glutatyon transferaz aktivitesi inhibe olur ve GSH seviyelerini azalir.
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Asetaminofen alimindan bir saat sonra NAC verilmesi bu iki etkinin de
olusmasini engeller (81). 1997 yilinda Bernard ve ark. NAC’ in akut solunum
sikintisi sendromu  hastalarinda eritrositlerde GSH seviyelerini arttirdigini
gOstermiglerdir (82).

NAC, biliyer obstrukte ratlarda, GSH konsantrasyonunda azalmayi
dlzeltir ve sonugta membran akiskanhginin, katalaz, mitokondriyal SOD ve
cesitli GSH-Px aktivitelerinin anlamli diizeyde korunmasini saglar. NAC’ in bu
etkileri, biliyer obstruksiyonu olan hastalarda karaciger fonksiyonlarinin
korunmasinda faydali bir ajan olabilebilecegdini géstermektedir (83).

NAC ile in vivo tedavi bazi direkt etkili mutajenlerin karaciger ve
akcigerler tarafindan detoksifikasyonunu arttirmaktadir. Bu etkisini GSH
sentez ve metabolizmasini arttirarak ve mutajenik maddelerin daha toksik
bilesiklere biyotransformasyonunu sinirlandirarak gerceklestirmektedir (84).
NAC hepatik ve pulmoner mikrozomlarda sitokrom p-450 konsantrasyonunu
etkilemedigi  halde, NADP indirgenmesi, GSH indirgenmesi ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna katilan sitozolik enzimlerin aktivitelerini
uyarabilir. Ayni zamanda NAC bazi deneysel kosullarda siklik guanozin
monofosfat (cGMP) konsantrasyonlarini da arttirabilmektedir (85).

SOR igin savunmada SH gerekmektedir. Dolayisiyla NAC hipoklorik
asit icin gucla bir temizleyicidir ve hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksiti
indirgeyebilmektedir (13). Hayvan g¢alismalarinda NAC uzun sireli %100
oksijen uygulamasinin akcigerlerde yarattigi toksik etkiye kargi koruyucudur
(86).

Klinik Kullanim:

Solunum sistemi: NAC ve metabolitleri sadece eger bir hastalik
nedeni ile ihtiya¢ duyulursa akciger dokusunda konsantre olmaktadirlar
(87,88).

Aktive granulositlerde hlcre ici GSH depolarini yenileyerek akut
solunum sikintisi sendromunda koruyucu etki gerceklestirebilmektedir. NAC
uygulamasi ile deneysel olarak akciger agirliginda artma, alveolar 6édem,
fibrin birikimi ve plazma viskositesinin artisinin engellendigi gdsterilmistir
(89).
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Oral NAC kronik bronsitte mukolitik ajan olarak kullaniimaktadir
ancak klinik sonuglar halen tartismalidir (90-95).

HIV: HIV pozitif hastalarda genel olarak, disik sistein ve GSH
seviyeleri mevcuttur, ancak terapdtik amagh olarak NAC kullanimi
tartismalidir. /n vitro kosullarda NAC, splenosit proliferasyonunu énler ve
mitojenlerin neden oldugu sitotoksisiteden lenfositleri korur (96), ve periferal T
lenfositlerin immdn yanitlarini - arttirir. Yine, NAC proteaz inhibit6rlerinin
neden oldugu T lenfosit mitogenez ve sitokin Uretiminin baskilanmasini
engeller (97).

Daha ileri ¢calismalar gerekli gértlse de NAC destegdi 6zellikle diusik
GSH seviyesi ve CD4 + hiicre sayisi 200x10%It olan HIV pozitif bireylerde
tedavi protokolinin énemli bir Gyesi olmaya aday gibi gérinmektedir.

influenza: NAC uygulamasi influenza ile iligkili semptomlari ve
influenza benzeri epizodlari azaltmaktadir. NAC tedavisi ile semptomlarin
hem sikligi hem de siddeti azalmakta ve yataga bagli olarak gecirilen sire
azalmaktadir (98).

Kanser: Hala baslangic asamasinda olan calisma verilerine gore
NAC uygulamasi bazi tip kanserlerin gelisimi ve seyrini 6nleyebilmektedir.
Elde edilen kanitlara gére, NAC ile kloramfenikol gibi ilaglarin kemik iliginde
yaptigi bliydme inhibisyonu etkileri &nlenmektedir. Deneysel olarak
gelistirilen intestinal timéorlerin insidansi NAC ile azaltilabilmektedir (99,100).

Kalp hastaligi: NAC uygulamasinin kalp hastaliklar ile iligkili bazi
faydali etkileri mevcuttur. Homosistein ve lipoprotein (a) seviyelerini olumlu
ybnde etkilemekte, iskemi ve reperflizyon hasarindan korumakta ve
nitrogliserin etki 6zelliklerini arttirmaktadir. Artmis kardiyovaskuiler hastalik
riski gbstegesi olan yUksek homosistein ve lipoprotein (a) seviyeleri iki ay
sureli NAC uygulamasi ile (4 hafta 2 gr/gin, 4 hafta 4 gr/gin) %70 azalma
gOstermigtir. Hucre kultirlerinde kullanildiginda ise, hicre igerisinde
homosistein birikimini azaltmaktadir (101, 102).

Hiperhomosisteineminin yaygin oldugu diyaliz hastalarina NAC
uygulamasi homosistein seviyelerini azaltmigtir (103).

32



Deneysel calismalar ve ilk klinik calismalarda NAC’ in miyokard
enfarktisine bagl iskemi ve reperflzyon hasarini azaltabildigi gosterilmistir.
Miyokard iskemisi, hicre SH gruplarina azalma ile karakterizedir ve
reperflizyon, oksidatif hasarina neden olabilmektedir. iskemi dncesinde NAC
tedavisi GSH ve protein SH seviyelerinde azalma sinirlandiriimaktadir (104).

Reperfiizyon amaci ile streptokinaz ile birlikte NAC verilmesi, daha
disUk oksidatif stres ile iligkilidir ve sol ventrikll fonksiyonlarini tek basina
streptokinaz uygulamasindan daha etkili olarak korumaktadir (105-108).
Horowitz ve ark. tarafindan 46 standart tedaviye cevapsiz, anstabil anjina
pektorisli hastada gerceklestirilen, randomize ¢ift kér ¢alismada nitrogliserin
ile birlikte intravendéz NAC uygulamasi, miyokard enfarktisu insidansini
azaltmis ancak NAC+ nitrogliserin grubunda ciddi hipotansiyon ile
karsilagiimistir (109). Nitrogliserin ve NAC birlikte kullanimi anstabil anjina
tedavisinde etkili bir kombinasyondur ancak ciddi yan etkileri bu
kombinasyonun klinik kullanimini sinirlandirmaktadir (110)

Sigara: Sigara icimi deneysel hayvan modellerinde hava yollarinda
sekretuar hicre sayisini anlamli derecede arttirmaktadir ancak profilaktik
NAC uygulamasi sigaranin neden oldugu mukus hicre hiperplazisi ve epitel
hipertrofisini inhibe etmekte ve sekretuar hicrelerin normale dénmesi icin
gerekli sireyi azaltmaktadir (111).

Sigara icenlerde NAC uygulamasi bronkoalveolar alanda inflamatuar
hucrelerin aktivitesini pozitif yénde etkilemektedir. Oral uygulanan NAC
sigara icimine baglh alveolar lenfositlerde azalma, alveolar makrofajlarin
fagositoz kapasitelerinde ve I6kotrien B4 Uretme yeteneklerinde azalmaya
kars! etkili olabilmektedir (112,113).

Asetaminofen asiri dozu: Asetaminofen yiksek dozlarda karaciger,
bébrek, kalp ve santral sinir sistemi hasari yapabilmektedir. Ozellikle 10 gr
Uzeri dozlarda o6limcll sonuglara neden olabilmektedir. Karaciger hasari,
saatler icerisinde, asetaminofenin toksik metabolitlerine oksidasyonu
sonunda gerceklesir. Bu metabolitler karacigerde hlcre icerisinde GSH
depolarini azaltarak hasara yol agar. Bu durumda NAC secilmis antidottur
(114,115).
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NAC tedavisinde yan etkiler sik olmasina ragmen ciddi yan etkiler
nadirdir. Asetaminofen antidotu olarak kullanildiginda en yaygin yan etkiler;
kusma, diyare, cilt reaksiyonlari ve bas agrisidir.

Diger zehirlenmeler:  Hayvan c¢alismalarinda akut akrilonitrit
intoksikasyonunda inhalasyon sonrasinda NAC uygulamasinin antidot
Ozellikleri oldugu goésterilmistir (116).

Ozefagusun kostik alkalen yaralanmasinda,deneysel calismalarda
NAC ile tedavi edilen hayvanlarda striktlir sikligi ve stenozun ciddiyeti daha
az bulunmustur (117).

NAC uygulamasinin altin, gimus, civa, arsenik, bakir gibi agir metal
zehirlenmelerinde selasyon yapici etkileri bulundugu da gdsterilmistir. Klinik
kullanim icin ¢alismalar devam etmektedir (118-123)

Toksisite ve yan etkiler: Oral dozlar takiben farelerde NAC igin
LD50 7888 mg/kg ve ratlarda 6000 mg/kg’ dan daha fazladir. Hayvan fertilite
calismalarinda 250 mg/kg dozlarinda hicbir yan etki gérilmemis ve 2000
mg/kg kadar yUksek dozlarda dahi teratojenik etki gbzlenmemigtir. Bu
calismalarin hicbirisinde NAC’ in, dogum, fizyolojik gelisme ya da laktasyon
Uzerine yan etkisi olmamistir. insanlarda gebelerde yapilmis yeterli calisma
olmadigi icin sadece kesin endikasyon bulunan durumlarda kullaniimahdir
(124).

NAC intravendz kullanimi genellikle ciltte sinirli Urtiker ve / veya
anjiyoddem gibi alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. Asetominefon
toksikasyonu nedeni ile yuksek dozlarda verildiginde bulanti, kusma,
gastrointestinal rahatsizlik hissi, ras, kasinti, anjiyo6dem, bronkospazm,
tasikardi, hipotansiyon ya da hipertansiyon gibi yan etkiler gorulebilir
(125,126).

Saglikh bireylerde NAC 1,2 gr/gin dozlarinda, pro-oksidan 6zellik
gOsterebilmekte ve GSH miktarini azaltarak oksidize olmus GSH miktarini
arttirabilmektedir. Bu nedenle oksidatif stres artisi olmayan saglikli bireylerde

NAC kullanimi 6nerilmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Subat 2005 — Ocak 2006 tarihleri arasinda, Gilhane
Askeri Tip Akademisi (GATA) i¢ Hastaliklari Bilim Dali Baskanhg tarafindan,
GATA Arastirma ve Gelistrme Merkezi Baskanligi’'nda gergeklestirilmigstir.
Biyokimyasal laboratuar incelemeleri GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya
BD., doku oksidatif stres parametreleri GATA Eczacilik Merkezi Bilimleri,
doku immuUnohistokimyasal ve 1sik mikroskopisi incelemeleri GATA Patoloji
BD. tarafindan yapilmistir.

3.1 Deney Hayvanlari

Calismada 240-270 gr agirhginda 60 adet erkek cins Sprague
Dawley rat kullanilmigtir. Ratlarin ameliyat 6ncesi ve sonrasinda bakimlari,
steril ameliyathane sartlan GATA Arastirma ve Gelistrme  Merkezi
Baskanligl tarafindan saglanmistir. Gergeklestirilen cerrahi operasyonlarda
GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi Baskanligr’'nda goérevli cerrahi
uzmani veteriner hekimler, anestezi teknisyeni ve teknik personel eslik
etmislerdir.

Kullanilan 60 rat dort gruba (n=15) randomize edilmistir. (Sekil 3.1).

3.2 Calisma Gruplari

Grup L. Kontrol grubuna (sham) (n=15); 0.4 ml serum fizyolojik (SF)
rat pankreatik kanali kanule edilerek yavas inflizyon ile verilmistir.

Grup-ll. Pankreatik fiboroz + NAC tedavi grubuna (n=15); 0.4 ml
%2’lik trinitrobenzen silfonik asit (TNBS)-fosfat tamponlu salinde (FTS) +

%10 etanol, rat pankreatik kanali kanule edilerek inflzyon ile verilmistir.
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indilksiyondan 4 hafta sonra, 4 hafta sire ile 50 mg/kg/giin NAC periton
icerisine uygulanmigtir.

Grup-lll. Pankreatik fibroz grubuna (n=15); 0.4 ml %2’lik TNBS-FTS
+ %10 etanol, yavas inflzyon ile rat pankreatik kanalina infize edilmistir.
indilksiyondan 4 hafta sonra, 4 hafta siire ile 10 ml/kg/giin salin periton

icerisine uygulanmisgtir.

Indiiksiyon

Sakrifikasyon
GRUP | Q +~——— 4 hafta 4 hafta ——————
Kontrol
y D :
7 o -
GRUP I ? ;..... NAC 50 mg/kg/giin  +-¢
Fibroz + ((Q :
NAC y D
& TNBS :
GRUP Il 6- SF10 ml/kg/giin ~ '=+-®
¥ S W :
Fibroz S
TNBS ;
GRUP IV @ :&..... SF 10 ml/kg/giin ree
Etanol
)
Etanol

Sekil 3.1. Calisma gruplari.

Grup-lV. Etanol grubu (n=15); 0.4 ml %10’luk etanol, yavas inflizyon
ile rat pankreatik kanalina infiize edilmistir. indliksiyondan 4 hafta sonra, 4
hafta sure ile 10 ml/kg/guin salin periton igerisine uygulanmistir.

TUdm ratlar 8 hafta stre sonunda sakrifiye edilmislerdir.
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3.3 Pankreatit indiiksiyonu

Pankreatik fibroz indiksiyonu, erkek Sprague-Dawley ratlarda, Puig-
Divi ve arkadaglarinin tanimladidi modelde modifikasyon yapilarak
saglanmistir (127,128).

Ratlar; steril ameliyathane sartlarinda ve hipotermiye neden
olmayacak oda isisinda, anestezi indiksiyonunu takiben opere edilmislerdir.
Anterior yaklasimla ksifoid alti yaklasik 1 cm’ lik cilt-cilt alti kesisi ile batin
aciimistir. Duodenum nazikge palpe edilerek batin disina alinmis, 0.2 cm’ lik
yumusak polietilen kateter ile duodenum antimezenterik duvarindan girilerek
pankreatik kanal kanule edilmistir. Uygulanan medikasyonun biliyer sisteme
kagmasinin énlenmesi amaciyla pankreatikobiliyer kanal, damar mikroklempi
ile kapatilmistir.

Pankreatik fibroz indiksiyonu, bu kateterden yavas inflzyon ile,
kanal i¢i basing artigsina yol agmamak amaciyla yaklasik 60 dak.” da verilen,
0.4 ml %10 etanol icinde ¢bézllmus %2’ lik TNBS-FTS (pH:8) inflizyonu ile
saglanmigtir.

TNBS, hapten gibi davranip lizin residileri ile reaksiyona girerek
dokuya kargl immunolojik yanit olusturmaktadir. Bunun yaninda, sUperoksit
ve hidrojen peroksit radikalleri yoluyla direkt toksik etki de gdstermektedir.
TNBS ile olusan akut inflamasyonun en 6nemli 6zelligi; kronik inflamasyon
surecine dontsmesidir (128).

Cerrahi silresince yapilan palpasyonlar sonucunda gelisebilecek
nekrozu o6nlemek amaci ile dikkat gosteriimistir. Cerrahi sonrasinda
dehidratasyonun énlenmesi amaciyla her bir rata 3-5 ml kadar intraperitoneal
SF verilmigtir. indiiksiyon sonrasinda, énce pankreatik kanal kateteri daha
sonra da damar mikroklempi ¢ekilerek son kontroller yapiimig, batin 3.0 ipek
sutlr materyali ile kapatiimistir. Postoperatif enfeksiyon énlenmesi amaciyla
20.000 U kristalize penisilin kas icerisine uygulanmis ve ratlar anesteziden
dogal ayillma sirecine birakilmiglardir. Ratlara postoperatif 24 saat boyunca
besin ve icecek verilmemis olup, daha sonra kafeslere yerlestirilerek serbest

beslenme ve sivi alimlarina izin verilmistir.
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Pankreatik kanal igerisine TNBS verilerek kronik pankreatit
fibrozunun olusmasi icin gereken ortalama sire yaklasik dort haftadir. Dort
hafta bitimini takiben NAC tedavisi verilecek gruba 50 mg/kg/gin dozunda
intraperitoneal olarak NAC uygulamasi yapilmigtir. Diger gruplara ise 10
ml/kg/gun steril SF verilmigtir. TUm rat gruplar sekizinci haftanin sonunda
sakrifiye edilmigtir. Bu sure igerisinde tim ratlarda haftalik kilo takibi
yapilmigtir.

3.4 Sakrifikasyon

Tdm ratlar indUksiyon isleminden sekiz hafta sonra sakrifiye
edilmigtir. Sakrifikasyon hazirhdinda, ratlara gaz anestezisi i¢in; %3’ Uk
Seroflurane, %1.5’ lik Oz ve %0.6’ lik N2O, katI anestezi igin ise; Xylazine HCI
10 mg/kg ve Ketamine HCI 90 mg/kg dozunda intramuskuler olarak
uygulanmigtir. Anestezi saglanan ratlara daha sonra OldUricl dozlarda
anestezik verilerek sakrifiye edilmistir. Rat batini, tekrar anterior kesi ile
acllarak her bir rat pankreas dokusundan; oksidatif stres parametre
calismalari icin kuru tipe ve bir adet de histopatolojik inceleme igin %10
formaldehit iceren tipe 6rnekler alinmistir. Ornekler tiimi bir kerede
calisiimak tizere -80°C’ de saklanmiglardir.

3.5 Laboratuar incelemeleri

Pankreas dokusunda oksidatif stres durumunu belirlemek amaciyla,
indirekt oksidatif stres belirtegleri olarak kabul edilen; MDA duzeyleri ile,
GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri 6lcimu yapilimisgtir.

Pankreas dokusu drnekleri %1.5’lik KCL ile homojenize edilmis, bu
homojenat santriflje edilerek slUpernatant kisim d&lcimler amaciyla
ayrilmigtir. Oksidatif stres parametre 6lgiimleri UV/Vis spektrometresi ile
yapilmigtir. Doku MDA duzeyleri nmol/gr, GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri
ise U/gr olarak ifade edilmigtir. MDA dlzeyi Aydin ve arkadaslarinin (129),
GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri ise Richard ve arkadaslarinin (130)
tanimladigi ydntemler kullanilarak dlgulmustar.

Formalin igerisinde saklanmig olan pankreas doku o6rneklerinden
parafin bloklar hazirlanarak, mikrotom ile Kkesitler alinmistir. Kesitler;

Hemotoksilen-Eosin  (H-E) ve Masson’s trikrom (fibrozun go&steriimesi
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amaciyla), immunohistokimyasal a-SMA boyalarn (aktive stellat hiicrelerin
gbsterilebilmesi amaciyla) ile boyanmigtir (127). Kesitler, bu konuda uzman
ve deneyimli bir patolog ve klinisyen tarafindan kér olarak degerlendirilmistir.
Her bir rat pankreas dokusundan alinan érnekler, farkli zamanlarda iki kez
degerlendirmistir. Gruplar arasinda istatistiksel karsilastirmanin yapilabilmesi
amaciyla bir histopatolojik skorlama sistemi hazirlanmig, hazirlanan doku

6rnekleri bu sisteme gére puanlanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Pankreas doku 6rneklerinin histopatolojik skorlamasi.

Fokal/Hafif Orta Belirgin
i Perisellller 1 2 3
FIBROZ ]
Interlobller 3 5 7
. Sublobler 1
ATROFI
Lobdiler 3
KOLLAJEN 1 2 3

3.6 istatistiksel degerlendirme

istatistiksel hesaplamalarin tamami mikro iglemci yardimi ile ticari
istatistik paket programi (SPSS PC, Ver. 11; SPSS Inc. USA) kullanilarak
yapiimistir. Oransal degerler ylzde (%), sayisal degerler ortalama =
ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak ifade edilmistir. Bltln istatistiksel
hesaplamalarda alfa serbestlik derecesi 0,05 olarak kabul edilmigtir.
Hesaplanan p degerlerinin 0,05’ ten kig¢uk bulundugu durumlar anlamh kabul
edilmistir. Gruplar arasi farklarin karsilastirmalarinda Mann-Whitney U, ikiden

fazla grubun karsilastiriimalarinda Kruskal Wallis testleri kullaniimistir.
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4. BULGULAR
Tum ratlar sekiz hafta sure ile bir kafes igerisinde iki rat olacak sekilde

sivi ve besin alimi serbest olarak izlenmiglerdir. Tedavi grubuna herglin 50
mg/kg dozunda periton igerisine NAC uygulanmigtir. Diger gruplara ise
periton icerisine hergin 10 ml/kg dozunda steril SF enjekte edilmigtir.
Calisma silresince ilk dort haftada ratlarda kayip olmazkan 4-8 hafta
arasinda Fibroz ve Etanol gruplarindan birer rat kaybedilmistir.

4.1 Ratlarin kilo degisimleri

Ratlarin kilo takipleri haftalik olarak yapiimistir. Kilo degisimleri tablo
4.1’ de gosterilmigtir. Fibroz ve etanol gruplarinda kilo kayiplari kontrol
grubuna gére anlamli derecede daha fazladir. (Fibroz grubu p< 0.002, etanol
grubu p<0.003). SF ve NAC grubu ratlarda, ilk dért hafta icerisinde kilo kaybi
g6zlenirken, NAC grubunda, 4. haftadan ginden itibaren kilo artisi
baglamistir. (NAC p>0.05, SF p>0.05) (Sekil 4.1).
~

RATLARIN HAFTALIK KiLO DEGIiSIMLERI

270
260 -
250 -
240
230 -
220 -
210 +
200

AGIRLIK (gr)

ZAMAN (hafta)

=—4— SF —li— NAC —#&— FIBROZ —®— ETANOL

Sekil 4.1. Ratlarin haftalik kilo degisimleri. [Fibroz ve etanol gruplarinda
baslangica goére kilo kayiplar istatiksel olarak anlamlidir. (Fibroz p<0,002,
etanol p<0,003)].

4.2 Oksidatif stres belirtecleri

Oksidatif stres parametreleri olarak pankreas dokusunda MDA
dizeyleri, SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri kullaniimistir. Doku MDA dizeyi
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nmol/gr 1slak doku, doku SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri ise U/gr 1slak
doku olarak ifade edilmigtir (tablo 4.2.1).
Tablo 4.1 Ratlarin agirliklarindaki degisim (gr).

0. 2.hf 4.hf 6.hf 8.hf p
SF 25415 245+6 247+7 253+3 27218 >0,05
NAC 24414 227+6 216+2 228+6 24415 >0,05
Fibroz 245+7 232+4 221+4 215+3 203%7 <0,002
Etanol 26315 255+4 24216 231+2 21015 <0,003

Tablo 4.2.1. Gruplarin MDA, SOD ve GSH-Px enzim aktivite

dizeyleri.

MDA (nmol/gr) SOD (U/gr) GSH-Px (U/gr)
SF 4,3+0,2 593,0+11,8 159,9+2,4
NAC 15,7310,3 38115,5 185,3+1,8
Fibroz 37,610,8 272,5+7.,8 57,1+2,3
Etanol 25,940,5 359,818,6 75,4414

Tablo 4.2.2. Gruplar arasinda oksidatif stres belirteclerinin

karsilastiriimasi.

Altgrup Analizi Degerler P
MDA Fibroz / SF 37.6+0.8/4.31£0.2
Fibroz / NAC * 37.6+0.8 / 15,73+0,3* *p<0,001
(nmol/gr)
NAC / SF 15,73+0,3/ 4.3+0.2
Fibroz / SF 57.1+2.3/159.9+2.4
GSH-Px
(Ulgn) Fibroz / NAC * 57.1+2.3/185,3+1,8* *p<0,001
r
g NAC / SF 185,3+1,8/159.9+2.4
Fibroz / SF 272.5+7.8/593.0£11.8
SOD (U/gr) Fibroz/NAC * 272.5+7.8 / 381+5,5* *p<0,001
NAC / SF 381+5,5/593.0£11.8

Elde edilmis olan degerlerin alt gruplarinin analizi yapildiginda doku
MDA duzeyleri NAC grubunda, pankreatik fibroz (TNBS) grubuna goére
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anlamh derece daha dusuk olarak bulunmustur (p<0.001). Pankreas
dokusunda SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri ise; NAC grubunda, pankreatik
fibroz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek olarak
saptanmistir (p<0.001, p<0.001) (Tablo- 4.2.2, Sekil 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3).

@ ™
DOKU MDA DUZEYLERI (nmol/gr)

P<0,001
LB T i 1|

P<0,001 J_l_ P>0,05

251 P~0,05

51 D
SF NAC Fibroz Etanol
GRUPLAR

N

Sekil 4.2.1. Gruplara gére doku MDA dizeyleri. [NAC grubunda
MDA dulzeylerinde azalma Fibroz grubuna gore istatiksel olarak anlamlidir.
(Fibroz — NAC ve fibroz - SF p<0,001)].

. . = ; )
DOKU SOD ENZIM AKTIVITELERI (U/gr)

] P<0,001

600
500
400
300
200
100+

0

P<0,001 P>0,05

1

SF NAC Fibroz Etanol
GRUPLAR

.

Sekil 4.2.2. Gruplara goére doku SOD enzim aktiviteleri. [NAC
grubunda SOD aktivitesinde artis Fibroz grubuna gore istatiksel olarak
anlamhidir. (Fibroz — NAC ve fibroz - SF p<0,001)].
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DOKU GSH-Px ENZIM AKTIVITELERI (U/gr)

P<0,001

P<0,001

200
160
120
80+
40
0

P>0,05

SF NAC Fibroz Etanol
GRUPLAR

N

Sekil 4.2.3. Gruplara gére doku GSH-Px enzim aktiviteleri. [NAC
grubunda GSH-Px aktivitesinde artis Fibroz grubuna gére istatiksel olarak
anlamhidir. (Fibroz — NAC ve fibroz - SF p<0,001)].

4.3 Histopatolojik bulgular

Pankreas dokularinda 11k mikroskopisi ile; hematoksilen-eozin (HE),
Masson’s trikrom (MT) ve a-SMA boyama teknikleri kullanilarak inceleme ve
degerlendirmeler yapiimistir (Sekil 4.3.1).

Sekil 4.3.1. Normal rat pankreas dokusu (Masson Trikrom x200).

Fibroz ve alkol grubuna randomize edilmis olan ratlarda,
histopatolojik incelemede belirgin; intersitisyel ddem, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, asiner yikim, inter-/ intralobller fibroz ve yagh dejenerasyon
g6zlenmistir (Resimler 4.3.2 ve 4.3.3).
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Tom deney gruplarinda temel histopatolojik bulgular; lobdler ve
sublobdiler yerlesimli olan, segmental tutulumlu glandller atrofi ve
mononUkleer inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve bunlara eglik eden,

periselltler ve intralobdler fibrozdur (Resim 4.3.4 ve 4.3.5).
R '

. AR A N .‘3,?."“
Sekil 4.3.3. Yaygin sublobdler atrofi (MT, x100).
, _‘é}'.'. ] "‘”-'

4 \S. OO XK e t‘i’(

Sekil 4.3.4. Pankreatik lobllde korunmus asiner kimeler (ok) ile

arada atrofik alanlar (Masson-trikrom, x100)
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Sekil 4.3.5. Lobduler atrofi ve periselltler fibroz (MT, x200).

TNBS verilerek indiksiyon uygulanmis grupta sekiz hafta sonunda
ileri derecede fibroz gelistigi gézlenmistir. Ancak indiksiyondan doért hafta
sonra NAC uygulamasina baslanan grupta fibroz gelisimde gerileme oldugu
dikkati gekmigtir. Masson’s trikrom kullanilarak siddetli sublobuler ve lobdler
tutulum gosterilmigtir. (Sekil 4.3.6 A ve B, 4.3.7).

4

R Sy v

it : \ \ e A ‘-‘i
Sekil 4.3.6. A. interlober fibroz ve fokal asiner atrofi (NAC grubu, MT,
x100) B. Yaygin sublobdler fibroz (Fibroz grubu, MT, x100).
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Sekil 4.3.7. Lobdiler atrofi ve perisellller fibroz (NAC grubu,MT,
x200).

a-SMA boyamasi ile periasiner alanda yerlesmis ve hasar sonrasi
aktive olmus a-SMA pozitif PSH’ lerin varhdi gosterilmistir. a-SMA ve
Masson’s trikrom boyalarinin birlikte kullaniimasi ile fibroz alanlarinda artmig
sayida PSH mevcudiyeti bu hicreler ile fibroz iligkisine isaret etmektedir.

(Sekil 4.3.8 ve 4.3.9).

"N‘\?f’ j?;; -

J T A e ;9 é.?; = *
Yy ;i‘: 15% ¥5 AR NP B =T
AT e | K 228

Sekil 4.3.8. Periasiner yerlesimle pankreatik stellat hticreler (A, a-
SMA x200 B, a-SMA x400)

Pankreas dokularinin, histopatolojik degerlendirme cizelgesine
(Tablo 3.) gbre incelenmesi sonrasinda elde edilen patoloji skorlari tablo 4.3’
de gosterilmistir. Degerlendirmeye alinan tim parametrelerde fibroz ve etanol
gruplarinda yikseklik dikkati cekmektedir. Fibroz grubu ile kiyaslandiginda;
perisellller / interlobller fibrozda ve kollajen birikiminde ki iyilesme NAC
grubunda anlamliydi (sirasiyla p<0.005, p<0.005, p<0.008). Etanol grubu ile
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kiyaslandiginda ise perisellller fibrozda iyilesme NAC grubunda istatistiksel

olarak anlamhydi (p<0.001).
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Sekil 4.3.9. Fibrotik alanlarda a-SMA pozitif (aktive) stellat hiicrelerin
varhgi (MT ve a-SMA, A x20, B x400).

Toplam patoloji skorlarinin alt gruplarinin analizinde ise; NAC grubu

histopatolojik degerlendirme skoru, fibroz grubuna gére istatistiksel olarak

anlamli derecede disuk olarak tespit edilmigtir. (p<0.003). Ayrica, tim

gruplari iceren, oksidatif stres parametreleri ile patoloji skorlarinin istatistiksel

olarak kargilagtirmasinda; doku oksidatif stresinde artis ile ylksek patoloji
skoru arasinda anlamli dizeyde iligkili bulunmustur (Patoloji skoru / MDA :
p<0.03, SOD : p<0.04, GSH-Px : p<0,02).

Tablo 4.3 Histopatolojik patoloji skorlari.

SF NAC FIBROZ ETANOL
Perisellller fibroz 0,6+0,1 0,3+0,2 1,1+0,2  0,8%0,2
interlobiiler fibroz ~ 0,4+0,3 1,00,3 1,6£0,5 1,7+0,6
Kollajen 1,0+0,1 0,910,2 1,5¢0,2  1,6%0,3
Sublobiiler atrofi 0,5+0,2 0,6#0,4 0,8+0,1 0,6%0,2
Lobdiler atrofi 1,510,1 1,4+0,2 2,1+0,4 1,710,7
Ortalama skor 08+02 08+03 14+03 13%0,4
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4 F IR, ™)
HISTOPATOLOJIK FIBROZ SKORLAMASI
P<0,008
1,8’ P<0,005 |
e
1 P<(L005
12 T
1 i
0,8
0,6
0,4
0,21
0
@ Periselliler fibroz SF NAC Fibroz Etanol
m Interlobiiler fibroz
\O Kollajen GRUPLAR

Sekil 4.3.10. Histopatolojik fibroz skorlar (Fibroz/NAC; periselliler
fibroz p<0,005, interlobdler fibroz p<0,005, kollajen p<0,008).

& ORTALAMA PATOLOJi SKORLARI g
P<0,002 P<0,003 P>0,05

1,4+
1,21

1 e
0,8-
0,6
0,4 ‘ ‘ : ‘

SF NAC Fibroz  Etanol
GRUPLAR

N

Sekil 4.3.11. Histopatolojik degerlendirme ortalama patoloji skorlari
(Fibroz/NAC p<0,003, Fibroz/SF p<0,002, Fibroz/Etanol p>0,05).
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TARTISMA

Oksidatif stresin kronik pankreatit patogenezinde rol oynadigi fikri
1990’ I yillarda Braganza ve ark. tarafindan ortaya atilmistir. 20 yili agkin
suredir Uzerinde calismalar ise bu teoriyi destekleyen sonuclara ulagsmistir
(54,56,59,60,131).

Calismamizin sonucunda, pankreas dokusunda oksidatif stres ile
elde edilen patoloji skorlari arasinda anlamli bir iliski tespit edilmistir. Bu
iliski, kronik pankreatit slreci boyunca SOR’ nin etkili oldugunu
gOstermektedir. Bu bulgularimiz literattirdeki diger ¢alismalar ile uyumludur
(56,60,133). Cesitli etiyolojik nedenlere bagh olarak artan oksidatif stres
pankreatiti baslatmakla kalmaz, hastalik slrecinde de etkisini devam
ettirmektedir.

Dokuda SOR artisinin organ hasarinda ve fibrozda aktif olarak rol
oynamasl, yeni tedavi yaklagimlari aranmasina yol acmistir. Heras ve ark
tarafindan yapiimisg deneysel rat modeli kullanilan ¢alismada; serulein ve
siklosporin ile kronik pankreatit gelistirilerek, tedavi amaci ile metiyonin, beta-
karoten, vitamin C, vitamin E ve organik selenyum kombinasyonu
kullaniimistir. Sonugta antioksidan kompleksi kullanilarak kollajen birikiminde
azalma oldugu gosterilmistir (134). Mas ve ark., TNBS kullanarak
olusturduklan deneysel rat modelinde gugcli bir antioksidan olan taurin
kullanmiglar ve oksidatif streste gerileme ve tedavisiz birakilan gruba kiyasla
fibroz ve atrofide istatistiksel olarak anlamli dizelme bulmuslardir (132).

SOR, nikleer transkripsiyon faktéri NF-kB’ yi aktive ederek, asiner
ve stellat hicrelerde inflamatuar sitokin (TNF-a gibi) gen ekspresyonunu
regile etmektedir. TNF-a, stellat hlcre proliferasyonuna ve kollajen
sentezine neden olmaktadir (59,136,137). TNF-a’ nin bloke edilebilmesi
pankreatit sirecinde sag kalimi arttirirken, kroniklesmeyi ve sekel sikligini
azaltmaktadir. (138-140). Dokuda artan oksidatif stres pankreatit gelisiminin
tim agsamlarinda yer aldigi ve hastalik seyri siresince yluksek seyrettigi igin,
eger antioksidan tedavi ile oksidatif stres baskilanabilirse NF-kB aktivasyonu
ve TNF-a ekspresyonunda engellenecegi hipotezi ile yapiimig olan
calismalarda da basarili sonuclar elde edilmistir (141-143). Antioksidan
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tedavi ile hem pankreatik stellat hicrelerde, hem de asiner hicreler ve
noétrofillerde NF-kB aktivasyonu 6nlenebilmektedir (144, 145).

Literatirde yapilmis olan c¢aligsmalarin blyldk cogdunlugu akut
pankreatit Uzerinedir. Bu calismalarda NAC’ in kombinasyon tedavisi
icerisinde kullaniimasi tercih edilmistir. NAC’ in kronik pankreatit gelisimini
tek basina engelleyici 6zelligini test eden calisma bulunmamaktadir. Yine,
NAC’ in antioksidan 6zellikleri karaciger ve bdbrek gibi diger organlarda da
cahsiimaktadir.

NAC indirgenmis GSH kaynagi olan bir tiyol bilesigidir. Sdlfidril
bilesigi sayesinde hucre ici sistini, sisteine indirger, GSH sentezini stimule
edebilir, glutatyon-S- transferaz aktivitesini ve detoksifikasyonu arttirabilir ve
direkt olarak SOR ile etkilesime girebilir. SOR savunmasi i¢cin SH gereklidir.
Yani NAC hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksitin indirgenmesinde de rol
almaktadir (13, 73-76, 86).

1998 yilinda Gukovsky ve ark., seruleinle indiklenen rat akut
pankreatitinde, NAC kullaniminin NF-kB aktivasyonunu 6nleyerek pankreatit
parametrelerinde dizelme sagladigini géstermiglerdir. Ayni ¢alismada NAC,
tripsin aktivasyonunu ve IL-6 mRNA ekspresyonunu da inhibe etmistir (146).
2000 ‘ li yillardan itibaren akut pankreatitte NAC kullanimini, oksidatif stres
Uzerine olumlu etkileri nedeni ile genel kabul gérmeye baglamis ve yapilan
calismalarda tek basina ve/veya kombine olarak yaygin kullaniimaya
baslanmigtir. Bu c¢alismalarin biyldk kisminda, NAC’ in akut pankreatitte
koruyucu ve engelleyici etkilerini, NF- kB aktivasyonunu &nleyerek
gerceklestirdigi kanitlanmistir (16,147-153).

Sevillano ve ark. bir dizi deneysel akut pankreatit calismasi
sonrasinda; NAC uygulamasi ile akut pankreatitin erken dénemlerinde asiner
hiicreler igerisinde gelisen, akut pankreatit ile iligkili diger patolojik
mekanizmalari da engelleyebildidi; asiner hucre siklusunu koruyarak atrofiyi
gerilettigi, asiner hlcrelerde antioksidan savunmalari tekrar glclendirerek

pankreatitin yol actigl hasari azalttigi sonucuna ulagmislardir (15,154,155).

50



NAC’ in akut pankreatitte faydalari tizerine yapilmis ¢alismalar kesin
kanitlar ortaya koydugu halde, literattirde in vivo kronik pankreatit ¢caligmasi
bulunmamaktadir. in vitro ¢alismalarda ise temel hedef olarak PSH’ ler ve
NF-kB kullaniimigtir. Asaumi ve ark. hicre kilttr ortaminda basinca maruz
biraktiklari PSH’ ler Gzerinde yaptiklari ¢alisma ile; SOR basinca bagh PSH
aktivasyonu ve ekstraselliler matriks Uretimininde de anahtar rol
oynamaktadir ve NAC gibi antioksidanlar kronik pankreatitte, pankreatik
fibroz gelisimine kargi etkili olabilmektedirler sonucuna ulasmiglardir (156).

Galismamizda elde edilen verilerde, NAC kullanimi ile oksidatif stres
parametreleri dizelme géstermekte, patoloji skorlari da bu dizelmeye
paralellik géstermektedir. Akut pankreatitte etkinligi kanittanmis olan NAC’ in
kronik pankreatitli ratlarda kullanimi ile hem hastalik siresince etkisi devam
etmekte olan SOR’ lerine karsi SH grubu sayesinde antioksidan savunma
kuvvetlendiriimekte hem de NF-kB aktivasyonu baskilanarak inflamasyon
yaniti 6nlenmektedir. Diger taraftan buglin bilmekteyiz ki PSH’ ler kronik
pankreatitte fibroz gelisiminde rol oynayan temel hiicrelerdir. PSH’ ler NF-kB
araciligl ile aktive olarak ekstraselliler matriks sentezler ve TIMP/TGFf
eksprese ederler. Bunlar, matriks metalloproteinazlarini inhibe ederek yeni
olusan matriksin yikimini da engellerler (157, 158). NAC muhtemelen bu
hicrelerin aktivasyonunda yer alan inflamatuar yaniti baskilayarak bu
hicreleri apoptoza suriklemekte, bu sayede fibroz ve atrofi gelisimini
azaltmaktadir.

TNBS ile indlklenen kronik pankreatitte gerekli olan siire yaklasik 4
haftadir. 4 hafta sonra uygulanmaya baslanan NAC ile kronik pankreatit
histolojisinde dizelme saglanabilmistir. Bu sonu¢ kullandigimiz antioksidan
molekllin sadece akut pankreatit erken déneminde degil, yerlesmis fibroz
Uzerinde de tedavi edici 6zelligi olabilecedi lehine bir bulgudur. NAC’ in
profilaktik etkisi Uzerine kesin kanitlar mevcuttur ancak, kronik pankreatitte
fibroz ve atrofide iyilestirici etkisi bulundugu ilk defa gdsterilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Tasidigi SH grubu ile gigli bir antioksidan olan NAC, kronik
pankreatitte oksidatif stres gdstergelerini dizeltmektedir. Bu sayede, oksidatif
stresin yol actigi bilinen, NF-kB ve PSH aktivasyonunu engellemektedir. Tim
bunlarin yani sira yerlesik fibroz ve atrofi Gzerine de faydali etkileri mevcuttur.
Bu veriler ile Umit vaad edici bir antifibrotik ajan 6zelligi tagimaktadir.

NAC molekulinin, kronik pankreatit tedavi yaklagiminda yerini
almasi igin daha genis ¢apli, karsilastirmali, in vivo ve in vitro galismalara
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