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Bu tez calismasinda, Hepatik fibrozda Hepatik stellat hacreyi
baskilayarak fibrozu gerilettigi gdsterilmis olan Sirolimus tedavisinin benzer
etkiyi, deneysel kronik pankreatit olusturulan ratlarda da pankreatik stellat
hicreyi baskilayarak etki etmesi amaclandi. Bu sayede kronik pankreatit
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Konunun belirlenmesi ve c¢alismanin yurutilmesinde yardim ve
katkilarini esirgemeyen tez ydneticim Prof. Tbp. Kd. Alb. Kenan SAGLAM ‘a
ve Dog. Tbp Yb. ilker TASCl'ya sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim boyunca iyi bir uzman hekim olarak yetismem igin
degerli katkilarindan dolayi basta i¢ Hastaliklari Bilim Dali Bagkani Sayin Prof.
Tbp. Kd. Alb. Kenan SAGLAM olmak lzere, Prof. Tbp.Tugg. Mustafa
KUTLU'’ya, Prof.Tbp Tugg. M. Tahir UNAL’'a, Prof.Tbp.Kd Alb. Refik MAS’a,
Prof.Tbp Kd.Alb. Bayram KOC’a, Dog. Dz. Kd. Alb. Fatih BULUCU’ya, Dog.
Tbp Yb. ilker TASCl'ya, Dog. Dz Tbp. Yb. Gékhan ERDEM’e, Yrd. Dog.Tbp.
Bnb. Nuri KARADURMUS ’a, i¢c Hastaliklari Anabilim Dali dgretim Uyeleri
asistanlari, hemsireleri ve klinik caliganlarina tesekkuru bir borg bilirim.

Calismamin gerceklesmesinde buyuk destek ve yardimlarindan dolayi
Dog¢. Hv.Tbp. Alb. Mehmet YASAR’' a, Do¢. Tbp. Yb. Cemal AKAY’a ,
istatistiksel incelemeleri yapan Tbp. Bnb. Tirker TURKER’e, histopatolojik
incelemeleri yapan Prof. Dr. Sevil VURAL'’ a tesekkurlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim boyunca bana her konuda yilmadan destek olan

esim Nihal ve kizim Azra’ ya sonsuz tesekkur ederim.

Kadir OZTURK
Tbp. Kd.Utgm.



OZET

Tbp. Kd. Utgm. Kadir OZTURK “Deneysel Kronik Pankreatit
Modelinde Sirolimus Uygulamasinin Pankreas Fibrozu ve Pankreatik
Stellat Hiicreleri Uzerine Etkileri” Giilhane Askeri Tip Akademisi ig
Hastaliklan Bilim Dali,Tipta Uzmanlik Tezi, Ankara, 2011.

Hepatik stellat hlcreyi baskilayarak hepatik fibrozu gerileten
Sirolimusun benzer etkiyi pankreatik stellat hiicreyi baskilayarak deneysel
kronik pankreatit modelinde de fibrozu geriletmesi amaglandi.

Bu amagla galismada, agirliklari 200-400 gr arasinda olan 55 adet
erkek Sprague-Dawley rat doért gruba randomize edildi. Pankreatik kanal
icerisine 0,4 ml % 2’ lik Trinitrobenzen Silfonik Asit (TNBS) uygulanarak
kronik pankreatit indiksiyonu yapildi. Grup A (n=15): Kronik pankreatit +
Sirolimus grubu;TNBS induksiyonundan 4 hafta sonra, 2 hafta siure ile 2
mg/kg/giin oral Sirolimus sollUsyonu, Grup B (n=15): Kronik pankreatit +
placebo grubu; TNBS indliksiyonundan 4 hafta sonra, 2 hafta sire ile 2
ml/kg/gin oral su, Grup C (n=15): Kronik pankreatit grubu, TNBS
indUksiyonundan 4 hafta sonra sakrifikasyon, Grup D(n=10): Pankreatik
kanulasyon + Sirolimus grubu; Pankreatik kanal i¢erisine 0,4 ml %0,9 NaCL
uygulamasindan 4 hafta sonra, 2 hafta sure ile 2 mg/kg/gin oral Sirolimus
soltsyonu verildi. A, B ve D gruplarindaki tim ratlar 9 hafta sonunda sakrifiye
edilerek tam kanda ve pankreas dokusunda oksidatif stres belirtecleri ile
fibroz ve apopitoz skorlari degerlendirildi.

Doku ve kanda malondialdehid (MDA) dizeyleri Sirolimus ile tedavi
edilen grupta Placebo grubuna gore anlamli derecede dusukti (p<0,001).
Superoksid dismutaz (SOD) ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri ise anlamh derecede daha yuksekti (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001).
Siroliumus grubu ile Pankreatik kanulasyon grubu arasinda MDA, SOD ve
GSH Px dizeyleri ydénunden istatistiksel olarak fark saptanmadi ( p>0,05 ).
Histopatolojik degerlendirmede Sirolimus grubunda fibroz degerlendirme
skoru diger gruplara goére daha ylksek oldugu tespit edildi. Pankreas

ekzokrin bezlerdeki apopitotik aktivite Sirolimus ile tedavi edilen grupta



placebo grubuna gore daha dusuktu fakat bu durum istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0,005).
Sirolimus uygulamasi kronik pankreatitte oksidatif stresi azaltirken,

fibroz ve apopitoz Gzerine olumlu etkisi olmadigi gérulda.

Anahtar Kelimeler: Deneysel kronik pankreatit, sirolimus, fibroz, apopitoz



SUMMARY

Tbp. Kd. Utgm Kadir OZTURK “The effects of sirolimus on
pancreatic fibrosis and pancreatic stellat cells in experimental chronic
pancreatit model.”Gulhane School of Medicine, Department of Internal
Medicine, Medical Specialization Thesis, Ankara, 2011.

Sirolimus reduces hepatic fibrosis by inhibiting hepatic stellat cells. We
aimed to show the similar effect by inhibiting the pancreatic stellat cells in
experimental chronic pancreatitis.

In our study; 55 male, Sprague-Dawley rats weighing between 200
and 400 grams randomized into four group . Chronic pancreatitis is induced
by injection of 0,4 ml, 2% trinitrobenzene sulfanic acid (TNBS) into major
pancreatic duct. Group A (n=15): Chronic pancreatitis + Sirolimus; TNBS
induction, 4 weeks later 2 mg/kg/day oral Sirolimus, for 2 weeks, Grup B
(n=15): Chronic pancreatitis + placebo; TNBS induction, 4 weeks later 2
ml/kg/day oral water, for 2 weeks. Grup C (n=15): Chronic pancreatitis; TNBS
induction, 4 weeks later sacrified. Grup D (n=10): Pancreatic cannulation +
sirolimus; 0,4 ml, % 0,9 NaCl injection into pancreatic duct, 4 weeks later 2
mg/kg/day oral sirolimus, for 2 weeks. At the end of the 9th week in group of
A, B and D all rats have been sacrificed, and rat pancreatic tissues, oxidative
stress markers and progression of fibrosis and apoptsosis have been
examined.

Tissue and blood Malondialdehyde (MDA) levels has been found
significantly lower in Sirolimus group compare to placebo group (p<0,001)
and Superoxide dismutase (SOD) and Glutation peroxidase (GSH-PXx)
activities have been significantly higher. (respectively p<0,001 and p<0,001).
Tissue and blood MDA, SOD, GSH Px levels was no different significantly
sirolimus group compare to pancreatic cannulation group ( p>0,05 ).
Histopathological analysis of the tissues revealed that score of sirolimus
group was significantly higher at respect to other groups (p<0,05). The levels
of apoptotic cell of sirolimus group was higher at respect to placebo group

but this was not statistically significant.

Vi



Administration of sirolimus, decreases oxidative stress in chronic

pancreatitis but hasn’t beneficial effects on fibrosis and apoptosis.

Key words: Experimental Chronic Pancreatitis, Sirolimus, fibrosis, apoptosis.
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GIiRIS

Kronik pankreatit ekzokrin ve endokrin glandiler pankreatik
parankimde, ilerleyici ve geri donlislimsuz hasara neden olan ve fibrozla
sonuglanan inflamatuvar bir surectir. Panreasta skar olusumunu tetikleyen ve
mikroanatomide bozulmalara yol agan ilk akut pankreatit atagi ¢ogunlukla
daha sonra tekrarlarla seyrederek tim bezin yapisal ve fonksiyonel olarak
bozulmasina neden olur. Her akut pankreatit atagi, asiner hicrelerde ciddi
inflamasyon ve sitotoksisite ile seyreder. Anti-inflamatuar mediatorler ve
sitokinlerin sentez ve saliniginda artigla birlikte olan tipik yara iyilesmesi
kanallar basta olmak Uzere kollajen sentezinde artig ve sonugta hucrelerarasi
boslukta matriks birikimi ile fibroza neden olur (1).

Karaciger fibrozu surecinde hepatik stellat hicrelerin  roll iyi
bilinmektedir. Kronik pankreatit gelisim surecinde de, stellat hicre sisteminin
yeni Uyelerinden olan pankreatik stellat hlcrelerin (PaSH) aktivasyonu ve
takip eden olaylarin sonucunda fibroz gelistigi gosterilmistir (1,2). Bu nedenle,
akut veya kronik durumda da duragan PaSH’lerin aktivasyon ve/veya
¢ogalmasinin engellenmesi, pankreatik hasar ve sekelin azaltilmasinda bir
tedavi yaklasimi olabilir. Aktive olmus PaSH’lerin pankreastan
uzaklastirimasi, karaciger fibrozunda oldugu gibi, bu hicrelerin
apopitozunun uyariimasiyla gerceklesebilir. Ayrica fibrojenik hicrelerin
patojenik Ozelliklerinin kaybolmasinin bir bagka mekanizmasi da hucresel
senesenstir (3). Hucresel senesens kabaca hucrenin G1 fazinda durmasi,
fonksiyonlarini devam ettirirken boélinme yetenegini kaybetmesi olarak
tanimlanmaktadir (4). Apopitozda oldugu gibi zararli uyari alan tim hdcrelerin
senesens yolaklari da aktive olmaktadir. Bunun yaninda apopitoz ile hiicresel
senesens yolaklari arasinda bir baglanti oldugu da gosterilmistir (5). Aktive
olmus hepatik stellat hicrelerdeki fenotipik degisiklik sonucu senesens
yolagina girmesiyle karaciger fibrozunda gerileme meydana geldigi bir sire
once gosterilmistir (3). Benzer bir mekanizmanin pankreas fibrozu surecinde

isleyip islemedigi ise bilinmemektedir.



Yapilan calismalarda rapamisin uygulamasinin hepatik stellat hicre
proliferasyonunu engelledigi ve deneysel karaciger fibrozunu iyilestirdigi
gosterilmistir (6,7). Rapamisin (sirolimus) mTOR inhibitérleri ailesinin bir
dyesidir. Hicrede FKBP-12 proteinine ve bunun araciligi ile mTOR proteinine
baglanarak hucre siklusunun G1 fazindan S fazina gegmesini
engellemektedir. Rapamisin diger immunbaskilayicilardan farkli bir
mekanizma ile antijen ve sitokin uyarilmasina cevap olarak olusan T-lenfosit
aktivasyonunu ve g¢ogalmasini énler. Ayrica antikor meydana gelmesini de
onler. Ozellikle bébrek nakli sonrasi reddin engellemesi amaciyla giiniimiizde
kullaniimaktadir (9). Rapamisinin in-vivo anti-fibrotik etkinliginin mekanizmasi
tam olarak ortaya konmamistir. Ancak hepatik stellat hiicre proliferasyonunu
baskiladigi detayli olarak gosterilmistir (6,8).

Bu calismanin amaci rapamisin uygulamasinin deneysel pankreas
fibrozunun seyrine , asiner hicrelere ve oksidatif stres belirteglerine nasil etki
ettigini gostermekti. Hipotezin olusmasinda karaciger fibrozunda elde edilmis
olan verilerin mekanizma agisindan ¢ok yakin oldugu bilinen pankreas

fibrozuna donustiralmesinden faydalaniimistir.



GENEL BILGILER

2.1. Kronik Pankreatit

Kronik pankreatit (KP), pankreasa Kkalici, ilerleyen, morfolojik ve
fonksiyonel hasar veren inflamasyon durumudur. Pek ¢ok hasta, araliklarla
gelen pankreatit ataklari yasar. Ataklar arasinda, organ yapisinin ve
fonksiyonunun normal gorunti vermesi nedeniyle, pankreasin yapisal ve
fonksiyonel tetkikleri yapilmadan, tekrarlayan akut pankreatit ataklarindan
klinik olarak ayirt etmek bazen gugtur. KP agr, sindirim ve emilim
bozukluklari, Diabetes Mellitus (DM) ve pankreas kanseri gibi birgok
komplikasyonu nedeniyle dnemli bir saglik problemidir. iki yili asan KP
olgularinda pankreas kanseri riski artmig olup tanidan 20 yil sonra pankreas
kanseri icin kimulatif risk % 4’dur (10).

2.1.1. Epidemiyoloji

Otopsi serisinde KP gértlme orani %0.04 ile %5 arasindadir. Bu oran
alkoliklerde c¢ok daha yuksektir. Gorilme sikhgr 45-54 yaslari arasinda en
yiksek noktaya ulagmaktadir. Olim orani ise %30-40 civarindadir. ileri
dereceli KP’li hastalarin yagsam sureleri yaklagik 10-20 yil azalmaktadir (11).
KP; kalsifiye KP ve tikayici KP olarak ikiye ayrilir. Duzensiz fibroz dagilimi
ve pankreas icinde Kkalsifikasyon ve bunun yani sira birincil ve ikincil
kanallarin farkli ttkanmasi, kronik kalsifiye pankreatitin 6zelligidir. Bu, en ¢ok
rastlanilan pankreatit tard olup; alkolik pankreatit, tropikal pankreatit,
kalitimsal pankreatit, hiperkalsemi ve hiperlipidemiye ikincil gelisen pankreatit
ve idiyopatik pankreatitli durumlarinda goériimektedir. Tikayici pankreatitte
safra kanallarinda genisleme, yaygin fibroz ve asiner parankimin yaygin
atrofisi gorulur. Pankreatik tUmorler, kanal daralmasi ve olasi pankreas
divizum tikayici pankreatit nedenleridir. Tikanmaya neden olan durum
ortadan kaldirildiginda yapisal ve islevsel durumda duzelme gorulebilir (10).

2.1.2. Patogenez

KP’ye yol acan mekanizmanin patofizyolojisi belli degildir. Teoriler
arasinda tas ve duktal tikanma , nekroz-fibroz, toksik metabolitler ve oksidatif

stres yer alir.



Tas ve duktal tikanma teorisi tikanmanin hayvan modellerinde
pankreatik proteinlerin bazal sekresyonunda bir artis ve tripsin inhibitérinde
azalma gozleminden kaynaklanir. Pankreas salgisindaki proteinler, protein
tikacglar halinde ¢okelti yaparak klguk kanallari tikayarak rastgele bloke eder.
Bu da pankreasi harekete gecirerek akut pankreatiti olusturur. Zamanla
kalsiyum, protein tikaclarla birleserek pankreas kanallarinin ve asiner
dokunun daha da bozulmasina ve sonug olarak ekzokrin dokunun atrofisine
ve fibroza yol acar. Kalsiyum karbonat tasi olusumunu engelleyen
lithostathine eksikligi tas olusumunun ve KP’nin sebebi oldugu
dusundimektedir. Yaygin olarak kabul gorse de tas ve duktal ttkanma teorisi
tim KP vakalarinda o0zellikle erken donemlerinde protein tikaglarinin neden
bulunmadigini aciklayamamaktadir.

Nekroz-Fibroz hipotezinde tekrarlayan akut pankreatit ataklarinin
hicre nekrozuna yol agtigi ve iyilesmeler sirasinda nekrozun yerini fibrozun
almasi ile kronik degisikliklerin gelistigi 6ngorilir. Kronik inflamasyon
sirasinda salinan TGF-B, epidermal blyume faktérl, trombosit kaynakli
buyume faktoru gibi hicre digi dokuda matriks sentezini uyaran ve kollajen
sentezini artiran mediatorlerin dGnemli rolU vardir.

Toksik—Metabolik teorisi alkollin asiner hucrelerde sitoplazmik lipid
birikimine neden olarak yagli dejenerasyon, hilcresel nekroz ve sonucta
fibroza yol agtigini ileri surer. Oksidatif stres teorisi pankreatik hastaligin asil
nedeninin oksidatif hasara yol acan reaktif molekuller Ureten karaciger karma
fonksiyonlu oksidazlarin agiri aktivasyonu oldugunu ifade eder. Pankreas bu
“oksidatif strese” sistemik dolasim veya safranin pankreatik kanala reflisU
yoluyla maruz kalir ve sonucta tekrarlayan inflamasyon ve doku hasari olusur.
KP i¢in bu dort modelin hepsi de bilimsel dedere sahiptir fakat KP vakalarinin
tumundn bir tek teori ile agiklanmasi mumkun degildir (10).

2.1.3. Etiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri’nde KP’nin baslica nedeni yaklasik %70’lik
bir oranla alkol tuketimidir. KP’li hastalarin %55-80’i alkol kullanicisidir (12).
Bununla birlikte alkol kullanimi KP geligimi icin tek basina yeterli degildir.

Cunku agir alkol kullanicilarinin yalnizca %10’'unda klinik olarak tanimlanan



pankreatik hastalik gelismektedir (13). Akut pankreatitin aksine safra taslari
KP’e neden olmaz. Kotu beslenmeden kaynaklanan pankreatit, gelismekte
olan Asya ve Afrika Ulkelerinde en sik rastlanilan KP tlraddr. Mikrobesinler
ve antioksidanlardan yetersiz beslenme, serbest radikallerin yol agabilecegi
pankreatik hasara neden olabilir. Bazi nadir vakalarda travma yada
hiperkalsemi ve hipertrigliseridemi gibi uzun vadeli metabolik bozukluklarda
KP ile sonuglanabilir. Serum trigliserid degerinin 1000 mg/dl ve Uzerinde
olmasi akut pankreatit olusturan bir faktdérdir. Tekrarlayan akut pankreatit

ataklari sonrasinda bazi olgularda KP gelisimi bildirilmigtir.

Tablo 2.1. TIGAR-O siniflandirmasi

Alkol (% 70-80) Tikayici
Tropikal Benign pankreas kanal tikanmasi
Tropikal kalsifik pankreatit Travmatik striktur
Fibrokalkiiloz pankreatik diabet Akut pankreatit sonras: striktdr,
Genetik (%2) Oddi sfinkter disfonksiyonu

Otozomal dominant Duodenal duvar Kisti

Herediter pankreatit Pankreas divisum

Otozomal resesif Malign pankreatik dukt striktirleri

CFTR mutasyonlari Ampuller veya duodenal karsinom

SPINK1 mutasyonlari Pankreatik adenokarsinom

Intraduktal neoplazi

Metabolik
i 0
Hiperkalsemi Otoimmun (%5)
Hiperlipidemi: Otoimmun pankreatit

Hipertrigliseridemi Otoimmun hastaliklarla iliskili

Lipoprotein lipaz eksikligi Sjogren send, PBS,

Apolipoprotein C-Il eksiklig Primer skderozan kolanjit

Postnekrotik KP Belirtisiz pankreatik fibroz

idiyopatik KP (%15-20) Kronik alkolizm

Yaslanma
Erken-baslangigh

Kronik bobrek yetmezligi, DM
Geg-baslangigli | y 21g!
Radyoterapi

Chari ST, Singer MV. The problem of classification and staging of chronic pancreatitis: proposal based on current
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KP’li hastalarin %4-6’sinda otoimmun pankreatit bulunur (10).
Herediter pankreatit KP’li vakalarin kuguk bir kismindan sorumludur.
Otozomal dominant olarak gegis gosterir (14). Vakalarin %20’sinin idiyopatik
karakterde olduguna inaniimaktadir.

Akut ve kronik pankreatit arasindaki iligki 6nemli bir tartisma
konusudur. Nekroz-Fibroz hipotezi KP’nin tekrarlayan akut pankreatit ataklari
sonucu olustugunu o6ne sirmektedir. Oncli bir olay olarak akut pankreatit
ataginin  monositleri etkilemesi ve PaSH'in farkllasmasina ve/veya
¢ogalmasina neden olabilmesi igin yeteri kadar siddetli olmasi gereklidir (12).
KP’ye neden olan baglica etiyolojik faktorler TIGAR-O siniflandirmasi ile
Ozetlenmigtir (Tablo 2.1).

2.1.4. Klinik belirtiler

Hastalarin yaklasik yarisi kronik hasar gelismis organdaki yeni akut
pankreatit atadi ile klinige basvurur. Ugte birinin ise sadece karin agrisi vardir.
Diger belirti ve bulgular sarilik, kilo kaybi, malabsorbsiyon, yagli ishal, DM ve
ust gastrointestinal kanamadir. KP’nin baslica bulgusu olan karin agrisina
hastalarin %80’inde rastlanir. Agri aralikli veya kroniktir, devam edebilir,
azalabilir, hatta zamanla tamamen yok olabilir. Pankreatitin siddetlenmesi ile
agri da artar. Hastalarin %15 kadarinda KP nispeten agrisizdir. Agrinin olasi
kaynaklari arasinda, pankreasin inflamasyonu ve iginde basing artmasi, sinir
dokusunun inflamasyonu ve ortak safra kanallarinin ve duodenumun
daralmasi gibi pankreas disi sebepler de sayilabilir. Kilo kaybi
hastalarin  %50’sinden fazlasinda gorulur. Baglangigta karin agrisinin
endisesi ile kalorinin dugurulmesi kilo kaybinin baglica sebebi iken ilerlemis
pankreatitte kilo kaybinin esas sebebi emilim bozuklugu ve diyabetle
seyreden pankreas yetmezlIigidir.

Pankreatik lipazin normal seviyesinin %10’'unun altina dismesiyle Ki
bu buylk vyapisal hasar demektir, yaglarin hazmedilmesi zorlagir ve
beraberinde emilim bozuklugu nedeniyle meydana ¢ikan ishal ve yagli ishal
getirir. Amilaz yetmezIigi karbonhidrat emilimini bozdugu i¢in ozmotik ishale
yol acar. Protein emilimindeki bozukluk proteaz enziminin yetersizliginden

kaynaklanir. Sindirim bozuklugu tim besinler icin gecerli olmakla beraber,



klinik agidan en fazla sindirim problemi yag ve yaga bagh bazi vitaminlerde
kendini gosterir.

KP’nin erken doneminde glukoz intoleransi yaygin olmasina ragmen
klinik diyabet hastaligi oldukca ge¢ dénemde kendini gdsterir. Bu tip
diyabette ketoasidoz ve diyabetik néropati oldukga nadir gorulir. Pankreatik
diyabetle bags etmek oldukc¢a gugtur, ¢gunku insulin ve glukagon kaybi zor bir
diyabet tipini ortaya cikartir. insiilin reseptérleri algilama yeteneklerini heniiz
kaybetmedikleri ve insulin antikorlari henuz vucutta bulunmadigi icin genetik
diyabetli hastalara oranla bu hastalarda insulin gereksinimleri genellikle
duguktar (10).

2.1.5. Tani

Hastaligin sinsi seyri birgok olguda erken taniyi geciktirir. Hastalar
genelde bez yapisinda belirgin hasar olduktan sonra hekime basvurur.
Hastaligin tanisinda hentz 6zgun bir yontem yoktur. Hastanin tekrarlayan ve
tipik yerlesim yayilimh karin agrisi ile yagli ishal ve/veya DM isaretleri gibi
klinik verileri ile birlikte pankreasin yapisal ve fonksiyonel incelenmesinden
yararlanilr (16).

Egder KP suUphesi varsa ultrasonografi (USG) ve Bilgisayarli Tomografi
(BT) gibi goruntuleme yontemleri ile vakalarin %70 ile 90’inda tanisal veriye
ulasilabilmektedir. Endoskopik retrograd kolanjiopankreatikografi (ERCP),
eder bu testlerde belirsizlik varsa yada negatif sonug¢ c¢ikarsa, diger
goruntileme teknikleri ile gorilemeyen pankreatik kanal anormalliklerini
ortaya koymakta kullanilabilir. ERCP yerine daha az girisimsel olan
Endoskopik ultrasonografi (EUS) kullanilabilir. Eger USG, BT, ERCP veya
EUS normal c¢ikarsa bazi secilmis vakalarda 6zellikle kiguk kanal hastaligi
olan hafif kronik pankreatit kanitini ortaya cikartabilecek olan
sekretin/kolesistokinin uyar testi kullanilabilir.

DUz karin grafisinde pankreasda yaygin kalsifiye alanlarin gérilmesi
KP tanisini koymak igin yeterlidir ama bu bulgunun duyarlli§i sadece %30-
40 arasindadir. Ote yandan USG’nin duyarliigi yaklasik %70 oranindadir,
0zgunligu ise %90 civarindadir ayrica USG ile konulan KP tanisinda daha

ileri bir tetkik gerektirmez. Hafif KP ile iligkilendirilmis bulgular arasinda bez



cevresindeki duzensiz kontur, ekojenitede azalma ya da parankima da
ekojenik odaklar ve safra kanalinin hafif genislemesi sayilabilir. Ana safra
kanalinin kalsifikasyonu ve dilatasyonu daha agir bir KP dasundurur.

Benzer 6zglnlik oranlarina sahip olsalarda BT, USG’ye goére daha
hassastir. BT de gorulen KP’ye ait en yaygin tanisal bulgular kanal
genislemesi, kalsifikasyon ve Kkistik lezyonlardir. Diger bulgular ise
pankreasta atrofi ve genigleme ile parankimin heterojenik dansitesidir.

ERCP, genelde en duyarl (yaklasik %90) ve en 6zgun (yaklasik %100)
tani yontemi olarak dusunulmektedir. Hafif KP’de ince kanallarin dallarinda
genisleme ve duzensizlik gorulur. Orta siddette pankreatitte ise ek olarak ana
safra kanallarinda genisleme, tortiosite ve darlik gorilir. ileri pankreatit ise
ana kanalin belirgin genislemesi, giderek incelme, normal goérinimuin
timiyle kaybolmasi ile karakterizedir. ikincil kanallar da benzer sekilde
genislemis ve korelmistir. ERCP, diger goéruntileme teknikleri ile tani
konulamayan hastalarda ve belirgin bir nedene dayanmadan tekrarlayan akut
pankreatiti olan hastalarda dusunutlmelidir.

ERCP kontraendike oldugunda veya teknik guglikler nedeniyle
yapillamadiginda sekretin uyariimasiyla veya olmadan yapilan Manyetik
rezonans kolanjiopankreatikografi (MRCP), ERCP’ye iyi bir alternatiftir. Bu
goruntileme teknigi pankreatik duktal anatomiyi, peripankreatik sivi
toplanmasini ve pankreatik parankimin degerlendiriimesini mumkun kilar.
Merkezler arasinda MRCP’nin kalitesi, duyarlihdi ve 6zgunlugu degiskenlik
gosterse de teknik kisitlamalarin Ustesinden gelindiginde MRCP, ERCP’nin
yerini alabilir. EUS, pankreatiti tetikleme riski olmaksizin ERCP’ye denk
O0zgunluge sahiptir. EUS kilavuzlugunda yapilan ince igne aspirasyonuyla KP
maligniteden ayirt edilebilir. ERCP’de oldugu gibi EUS da diger daha az
girisimsel igslemlerle KP teshisini koymada yetersiz kaldiginda kullaniimalidir.

Pankreatik ekzokrin fonksiyonunu degerlendirmenin en basit yolu 72
saatlik kantitatif digki yag élcimudur. Eger ekzokrin sekresyon %90’dan daha
fazla bir oranda azalmis ise, digkida artmis yag miktari (>7 gr/gun)
g6zlemlenir, ama bu test ne 6zgun ne de duyarlidir. Pankreatik fonksiyon

testlerinin arasinda, distal duodenuma vyerlestiriimis bir katater yoluyla



pankreatik sekresyonlarin simultane toplanmasi ile yapilan sekretin ya da
kolesistokinin uyari testi en duyarh olanidir (duyarllik orani yaklagik %90-95
arasindadir). Toplanan sivi bikarbonat (sekretin salinimi) agisindan veya
lipaz ve tripsin agisindan tahlil edilir. Ama bu test oldukga zaman alicidir (2
saat) ve ¢ok yaygin kullaniimaz (10). Bentiromide testinin ise duyarlihgi %37-
90 arasindadir (17).

2.1.6. Tedavi

Tibbi tedavi tam olarak agri kontroll ve yeterli enzim destegi ile birlikte
malabsorpsiyonu ortadan kaldirmayr hedefler. Otoimmun KP’li olan
hastalarin gogu steroid tedavisine dramatik yanit verir ve klinik semptomlar
ve goruntileme degisiklikleri 4 hafta iginde geriler.

Agri kontroll alkolden kacinma, agri kesici kullanimi ve ¢oliak pleksus
blokajini kapsar. Baslangicta Asetominofen ve NSAI ilaclar tercih edilebilir,
fakat bazi durumlarda narkotik analjeziklere gereksinim duyulabilir.
Somatostatin analogu oktreotit, pankreatik salgly1 baskilar ve visseral
analjezik etkilere sahiptir. Endoskopik tedavi, proksimal pankreatik kanalda
belirgin daralma olan bazi hastalardaki agriyi kontrol edebilir. Cogu vakada,
daralan alana stent yerlestiriimesinin ardindan genisleme gorulur. Eger tim
Onlemler agriy1 gidermede basarisiz olursa, endoskopik drenajdan daha
ustun olan cerrahi mudahale dusunulmelidir.

Yagh ishal pankreatik enzim replasmaniyla tedavi edilir. En azindan
o6gun basina 25000-30000 Unite lipaz yeterli lipoliz saglamak igin gereklidir.
Besinlerden alinan yag oraninin dusurulmesi de semptomlari azaltir. Bu tar
manevralarla yeterli rahatlama elde edilemeyen hastalarda H, reseptor
antagonisti yada proton pompa inhibitéri kullaniimasi uygun olur (10).

Pankreatik yetmezlige ikincil DM insulin ve diyet ile tedavi edilir. Bu tip
DM oral antidiabetiklere ¢ok az cevap verir veya hi¢ vermez (18).

Deneysel Tedavi Yontemleri

Antioksidanlar

Deneysel KP rat modelinde vitamin E ile tedavi miyofibroblast
sayisinda azalma ve fibroz skorunda dizelme saglamistir. Ayrica TGF-j3,

pankreatik hidroksiprolin ve plazma hyaluronik asid seviyelerinde de azalma



gOzlenmigtir (19). Bir baska ¢alismada ise vitamin A tedavisinin PaSH’lerin
aktivasyonunu baskiladigr gorulmuastir (20). Yeni bir antioksidan ve
antiinflamatuar fitokimyasal olan DA-9601, bir KP fare modelinde nukleer
faktor kappa B (NF-kB) baglayici aktivitesini azaltarak indiklenebilir nitrik
oksid sentetaz (INOS) ve miyeloperoksidaz seviyelerini azaltmigtir. PaSH
kalturinde alfa Smooth Muscle Actin (a-SMA) ve kollajen tip 1 Uretimi
azalmis ve pankretik fibrozda de belirgin gerileme gézlenmistir (21).

PPAR-y Ligandlari

Peroksizom proliferator aktivator reseptor gama (PPAR-y) ligandlarinin
inflamatuar cevabi baskiladigi ve hepatik stellat hlcrelerden, aortik diz
kasdan ve bdobrekten TGF-B Uretimini azalttigi yoninde izlenimler elde
edilmistir. Yakin zamanda vyapilan bir rat calismasinda tioglitazonun
gercekten TGF-B seviyesini ve PaSH’lerin sayisini azalttigi; bu yolla
inflamasyon, fibroz ve pankreatik hasari baskiladigr gozlenmistir (22).

Camostat Mesilate

Agizdan alinan bir serin proteaz inhibitoru olup, ratlarda pankreatik
sekresyonlari azalttigi bulunmustur. Bu etkisini, insan ve hayvanlarda,
kolesistokininin tek bagina veya sekretin ile birlikte feedback kontrolu ile
gOstermektedir. Camostat mesilatin pankreatik inflamasyonu, PaSH’in
uyarilmasini ve sonug olarak fibrozu baskiladigi gosterilmistir (23-24).

Lovastatin

Lovastatin bir HMG-CoA reduktaz inhibitéri olup, yakin zamanda
kolesterol dugurucu etkisinin yanisira antiproliferatif ve proapopitotik etkisi de
bulunmustur. Rat PaSH’nin kullanildi§i in vitro deneysel c¢alismalarda
lovastatinin fibroblast benzeri hicrelerin  proliferasyonunu  baskiladigi
gosterilmigtir (25)

Digerleri

Bunlarin diginda pentoksifilin, oksipurinol, TGF-B nétralizan antikorlar,
TNF-a antikoru ve reseptor blokerleri ile tedavi gcaligmalari devam etmektedir
(26).
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2.2. Pankreas Fibrozu

Bilindigi gibi etiyolojisi ne olursa olsun KP fibroz ile karakterize bir
durumdur. Organ iginde biriken kollajen, saglikli parankimin yerini alir ve
organ fizyolojik gbrevlerini yerine getiremez.

Pankreas fibrozu surecindeki en erken olay doku kompartmanlarinda
veya hucre tiplerinde hasar meydana gelmesidir (27-28). Hicre veya doku
hasari sonrasi dokuda inflamasyon meydana gelir ve bu bolgeye I6kositler,
lenfositler ve monositler toplanir. inflamatuvar hiicrelerin hasarli bélgeye
toplanmasiyla asiner hiicrelerde inflamasyon meydana gelir. Ozellikle
makrofajlardan salinan sitokinler ve buyume faktorleri PaSH aktivasyonuna
ve proliferasyonuna neden olur. Makrofajlar hasarli dokuyu fagosite ederken
aktif PaSH’ler, miyofibroblast benzeri bir yapiya dénliserek Ekstrasellller
Matrix (ESM) Uretimine ve depolanmasina neden olur. Eger inflamasyon
KP’de ve pankreas kanserinde oldugu gibi uzun surerse hasarl bdlgenin
yerinde kollajen birikmesi ve fibroz meydana gelir. Ayrica bu hicreler ESM'yi
parcalayabilen metalloproteinaz gibi enzimleri salgilama yetenegine de
sahiptir. inflamasyon durdugu takdirde ESM metalloproteinazlar ile parcalanir,

PaSH apopitoza ugrayarak ortamdan kaybolur (27-28).

2.3.Sirolimus

Sirolimus organ nakli sonrasi reddi engellemek amaciyla kullanilan
yeni nesil immunsulpresif bir ajandir. Rapamisin olarak da adlandirilir.
Sirolimus ilk kez rapa nui olarak isimlendirilen bir adada (paskalya adasi
olarak da bilinir) streptomyces hygroscopicus isimli bir bakteriden makrolid
olarak kesfedilmistir. Bu nedenle ilk olarak antifungal bir ajan olarak gelistirildi
(29). Fakat immunsupresif ve antiproliferatif etkisi fark edildikten sonra diger
Ozelligi Uzerine yapilan calismalar kayboldu. Sirolimus mTOR inhibitor
ailesinin bir Gyesi olup diger immunosupresiflerden farkh bir mekanizma ile
antijen ve IL 2 uyarilmasina cevap olarak olugan T-lenfosit aktivasyonunu ve
¢ogalmasini  onler. Ayrica antikor Uretimini de baskilar. Sirolimus
immunosupressif kompleks olusturmak Uzere hulcrelerde immunofilin, FK

baglayici protein-12 (FKBP-12)’e baglanir. Sirolimus-FKBP-12 kompleksinin
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kalsindrin aktivitesi Uzerine hi¢ bir etkisi yoktur. Bu kompleks memelilerde
dizenleyici bir kinaz olan “Target of Rapamisin® (TOR)'a baglanarak aktif
hale gelmesini dnler. TOR'un aktif hale gelmesinin énlenmesi ile hicre
siklusunun G1 fazindan S fazina ge¢mesi 6nlenerek sitokine bagli T-hicre
¢ogalmasi baskilanir (15).

Bobrek nakli yapilan hastalarda tekrarlanan dozlardan sonra terminal
yarl omrU 62+16 saattir. Buna karsilik, etkinlik yari omri daha kisa olup,
ortalama sabit konsantrasyonlari 5 -7 glin sonra olusur. 36 olan kan/plazma
orani Sirolimusun 6nemli miktarda olusmus kan elementlerine bolundiguni
gOstermektedir. Sirolimus insan plazma proteinlerine % 92 oraninda baglanir.
Hem sitokrom P450 [lIA4 (CYP3A4), hem de P-glikoprotein substratidir (15).

Sirolimus diger kalsinérin inhibitérlerinden farkli olarak bdbrek
toksisitesi olmadigi icin bdbrek nakilli hastalarda kullaniimaktadir (9).
Sirolimus tek basina veya kalsindrin inhibitorleri, mikofenolat mofetil veya
steroid ile birlikte kullanilabilir.  Sirolimusun hepatik stellat hicre
proliferasyonunu baskiladi§i detayli olarak gosterilmistir (6). Ayrica
sirolimusun antiproliferatif etkisi nedeniyle balon anjiyoplasti sonrasi koroner
arterlere yerlestirilen koroner stentin tekrar daralmasini engellemek amaciyla
ilagh stentlerde kullaniimaktadir (30). Sirolimus tedavisi ile tuberoz skleroz
kompleks hastaliginda ve bazi kanser turlerinin (kaposi sarkoma, lenfoma...)
seyrinde gerileme oldugu goérilmustar (31). Fakat bu durum kesinlik

kazanmadigi i¢in bu hastaliklarin tedavisinde onay almamistir.

2.4. Pankreatik Stellat Hiicreler

1980’li yillarda fare, rat ve insan pankreasinda retinoid ve yag
damlalar igceren hucreler saptanmis ve bunlarin pankreas yeniden
yapilanmasi ve fibrozunda potansiyel bir roli olabilecegi 6ne surtlmustur.
A vitamininden zengin bu hucrelerin aktive sekillerinin fibrozda rol aldigi
gOsterilmistir. 1998 yilinda Bachem ve arkadaslari, retinoid depolamalari
ve morfolojik yonden hepatik stellat hicrelerine benzemeleri nedeniyle bu
hicrelere PaSH adini vermigtir (2). Periasiner dagihm gosteren PaSH’ler

tim pankreatik hicrelerin %4’Gna olusturur ve kollajen tip I-11l, fibronektin
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ve laminin Uretirler. Asini tabanini saran uzun sitoplazmik ¢ikintilar olan
PaSH’ler damar g¢evresinde ve periduktal alanlarda da bulunurlar (32).
PaSH normal sartlar altinda aktif degildirler. inaktif PaSH’lar
trianguler, lipid iceren ve baslica damar gevresinde yerlesmis hucrelerdir.
Desmin ve glial fibriler asidik protein ile pozitif boyanip A vitamini
depolarlar. Sessiz PaSH’ler non-proliferatiftir ve bu evrede kollajen uretimi
tip 4, tip 3 ve tip 1 seklinde siralanir. Pankreasta fibroza katilan PaSH’ ler
ise aktiftir. Sessiz yag depolayan hicreden hizli godalan miyofibroblast-
benzeri hucreye donusum hucresel retinol igeriginde azalma, granullu
endoplazmik retikulum artisi ve ESM Uretiminde artmayla iligkilidir. Aktive
olan PaSH’ler periasiner boélgeye go¢ edip lipid damlalarini kaybeder,
fibroblast benzeri sekil alir ve a-SMA ile pozitif boyanirlar. En ¢ok kollajen
tip 1 olmak Uzere tip 3, laminin ve fibronektin Uretirler. PaSH’lerin
aktivasyonu sitokinler, kemokinler, buylume faktorleri, oksidatif stres

artnleri ve ESM igerigi gibi ¢esitli maddelerce dizenlenir (33).

2.5. Kronik Pankreatit ve Oksidatif Stres

Normal metabolizmanin yada patolojik olaylarin sonucunda ortaya
cikan serbest radikallerin etkileri “oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir
(34,35). Serbest radikaller, biyolojik molekiller ile olduk¢a reaktif
olduklarindan, “reaktif oksijen Urunleri” veya “serbest oksijen radikalleri’
(SOR) olarak adlandiriimaktadirlar.  Fizyolojik  kosullarda SOR’nin
organizmaya zararli olan etkileri antioksidan sistemler tarafindan noétralize
edilmektedir. Patolojik kosullarda ise SOR asiri miktarda ortaya ¢ikmaktadir.
Antioksidan sistemlerin dengeleme kapasiteleri asildiginda ise oksidasyon
dengesi degismekte ve oksidatif stres olusmaktadir. Yeni olusan bu durum
ise ciddi hucresel hasarlara neden olabilmektedir (34,35).

KP patogenezinde oksidatif stresin rol oynayabilecegdi hipotezi ilk kez
Rose ve arkadaslari tarafindan 1986 yilinda ortaya atilmigtir (36). Bunu takip
eden calismalarda ise KP hastalarinda antioksidan kapasitenin oksidatif
stresle basa c¢ikmakta yetersiz kaldigi gosterilmistir. Akut ve kronik
pankreatitte erken dénemde pankreas dokusunda nétrofil, lenfosit ve monosit

infiltrasyonu gergeklesir. Pankreatit surecinde goértlen SOR Uretimindeki
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artistan asiner hicrelerin yani sira go¢ etmis olan Iokositler de sorumludur
(37,38). Bu hucreler tarafindan uretilen SOR, tek baslarina pankreatit
olusturmaya vyeterli degildir. Ancak pankreatit patogenezi ve geligsiminin
onemli dlUzenleyicileridirler. 2002 yilinda Yasar ve ark. tarafindan
gerceklestirilen deneysel akut nekrotizan pankreatit modelinde; doku MDA
dizeyi artisi ve SOD enzim aktivitesi azalmasi yonundeki bulgular da,
patogenezde oksidatif stresin rolind destekler niteliktedir (39). KP
etiyolojisinde en dnemli etmen olan alkol Gzerine Norton ve ark. tarafindan
yapilan deneysel calismada, oksidatif stres artisinin histolojik bulgulardan
once olustugunu ortaya koymuslardir (35). Oksidatif stres artisinin
inflamatuar yanitin bir parcasi olmaktan ¢ok, baslatici olay oldugu yaklasimi

yapilmistir. Benzer sonuglar baska ¢alismalarda da elde edilmistir (40,41).
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GEREG VE YONTEM

3.1. Yasal siire¢, maddi destek ve ortam

Arastirma GATA Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanhgrnca
onaylandi. Haziran 2010’ da GATA Arastirma Bilimsel Kurul Baskanhgrna
maddi destek igin basvuru yapildi ve Haziran 2010°’da arastirmanin maddi
yonden desteklenmesine karar verildi. ihtiyac duyulan gerecler ve sarf
malzemeleri Mart 2011°de eksiksiz olarak tedarik edildi. ikinci bir kurum veya
kurulustan maddi destek alinmadi.

Calismanin hayvan deneyleri kismi Mart-Haziran 2011 tarihleri
arasinda, GATA Arastirma ve Gelistrme Merkezi Baskanlgr’'nda
gerceklestirildi. Doku ve kan oksidatif stres parametreleri GATA Eczacilik
Bilimleri Merkezi'nde tayin edildi. Doku mikroskopisi (igik mikroskopisi ve
imminohistokimya) incelemeleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Patoloji Anabilim Dalr’'nda yapildi.

3.2. Deney Hayvanlari

Arastirmada 200-400 gr agirhdinda 55 adet erkek cins Sprague-
Dawley tura rat kullanildi. Ratlarin ameliyat dncesi ve sonrasinda bakimlari,
steril ameliyathane sartlari GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi Baskanlhigi
tarafindan saglandi. Gergeklestirilen cerrahi operasyonlarda GATA Arastirma
ve Gelistrme Merkezi Bagkanligr'nda gorevli cerrahi uzmani veteriner
hekimler, anestezi teknisyeni ve teknik personel eslik etti. Kullanilan 55 rat

asagida aciklandigi sekilde dort gruba randomize edildi.

3.3. Pankreatit indiiksiyonu

Pankreatik fibroz induksiyonu Puig-Divi ve arkadaslarinin tanimladigi
modelde kismi modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi (42). Ekibin bu
konuda optimum diuzeyde deneyimi vardi.

Ratlar steril ameliyathane sartlarinda ve hipotermiye neden olmayacak
oda 1sisinda, anestezi induksiyonunu takiben opere edildi. Anterior

yaklagimla ksifoid alti yaklasik 1 cm’lik cilt-cilt alti kesi ile karin acildi.
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Duodenum nazikge karin disina alindi ve 0.2 cm’lik yumusak polietilen
kateter ile duodenumun antimezenterik duvarindan girilerek pankreatik kanal
kanule edildi. Uygulanan maddenin safra yollarina kagmasinin énlenmesi
amaciyla pankreatikobiliyer kanal, damar mikroklempi ile kapatildi.
Pankreatik fibroz indiksiyonu, bu kateterden yavas infuzyon ile, kanal igi
basing artigsina yol agmamak amaciyla yaklasik 60 sn’de verilen, 0.4 ml %10
etanol icinde ¢ozulmus %Z2'lik TNBS-FTS (pH:8) infuzyonu ile saglandi.
TNBS, hapten gibi davranip lizin residlleri ile reaksiyona girerek dokuya
kargi immuanolojik yanit olusturmaktadir. Bunun yaninda, superoksit ve
hidrojen peroksit radikalleri yoluyla direkt toksik etki de gostermektedir. TNBS
ile olusan akut inflamasyonun en 6nemli 6zelligi kronik inflamasyon surecine
doénusmesidir (42).

Cerrahi slresince yapilan palpasyonlara bagli nekroz gelismesine
engel olmak icin dikkat gosterildi. Cerrahi sonrasinda dehidratasyonun
dnlenmesi amaciyla her bir rata 3-5 ml kadar periton ici SF verildi. indiiksiyon
sonrasinda, once pankreatik kanal kateteri daha sonra da damar mikroklempi
cekilerek son kontroller yapildi ve batin 3.0 ipek sutlir materyali ile kapatildi.
Ameliyat sonrasi enfeksiyon dnlenmesi amaciyla 20.000 U kristalize penisilin
kas igerisine uygulandi ve ratlar anesteziden dogal ayilma surecine birakildi.
Ratlara ameliyat sonrasi 24 saat boyunca besin ve icecek verilmedi. Daha
sonra kafeslere yerlestirilen hayvanlar serbest beslenme ve sivi alimina gecti.
Pankreatik kanal icerisine TNBS verilerek KP fibrozunun olusmasi igin
gereken ortalama suUre yaklasik dort haftadir. Dort hafta bitimini takiben
sirolimus tedavisi baslandi (2 mg/kg/gun, oral, orogastrik lavaj ile, su iginde).
Kontrol gruba ise orogastrik lavaj yardimiyla 2 mi/kg/gin su verildi. Bu sure

icerisinde tum ratlarda kilo takibi yapildi.

3.4. Calisma Gruplari
A Grubu (Kronik pankreatit + Sirolimus tedavi grubu, n=14)
Baslangicta 15 rat vardi. indiiksiyondan 1 hafta sonra operasyon

komplikasyonu nedeniyle 1 rat 6ldi. indlksiyondan 4 hafta sonra, 2 hafta
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sure ile oral Sirolimus solusyonu uygulandi. Tedavi bitiminden 3 hafta sonra
ratlar (n=14) sakrifiye edildi

B Grubu (Kronik pankreatit + plasebo grubu, n=13)

15 hayvanla c¢alismaya baglandi ancak induksiyonun 3. ve 4.
glinlerinde operasyon komplikasyonu nedeniyle 2 rat ldi. Indiiksiyondan 4
hafta sonra 2 hafta sureyle gastrik lavaj yardimiyla oral yoldan 2 ml/kg/gun su
uygulandi. Tedavi bitiminden 3 hafta sonra ratlar (n=13) sakrifiye edildi.

C Grubu (Kronik pankreatit grubuna, n=14)

15 hayvanla calismaya baslandi. indiksiyondan 2 gin sonra
operasyon komplikasyonu nedeniyle 1 rat 6Idii. Indiiksiyondan 4 hafta sonra
herhangi bir tedavi uygulanmadan ratlar sakrifiye edildi.

D Grubu (Pankreatik kanllasyon + Sirolimus tedavi, n=10)

Pankreatik kanal kanule edildi ancak TNBS yerine 0.4 ml salin infuze
edildi. indiksiyondan 4 hafta sonra 2 hafta slre ile Sirolimus uygulandi.
Tedavi bitiminden 3 hafta sonra ratlar (n=10) sakrifiye edildi (Tablo 3.1). Bu
grupta o6len hayvan olmadi.

Tablo 3.1. Calisma gruplari

Bekleme Uygulanan -
. _ Sakrifikasyon
Grup Model suresi tedavi
zamani
(hafta) (2 hafta)
A grubu Kronik
(n=14) pankreatit 4 Sirolimus 3 hafta sonra
(TNBS)
B grubu Kronik
(n=13) pankreatit 4 Su 3 hafta sonra
(TNBS)
C grubu Kronik
Hemen
(n=14) pankreatit 4 Yok
(4. hafta)
(TNBS)
D grubu
Salin 4 Sirolimus 3 hafta sonra
(n=10)

TNBS: Trinitro Benzen Sulfonik Asit
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3.5. Sakrifikasyon

A, B, D grubundaki tum ratlar induksiyon igleminden dokuz hafta sonra,
C grubundaki ratlar ise 4 hafta sonra sakrifiye edildi. Sakrifikasyon
hazirhdinda, ratlara gaz anestezisi igin; %3’lUk Seroflurane, %1.5’lik O
ve %0.6'lik N2O, kati anestezi icin ise; Xylazine HCI 10 mg/kg ve Ketamine
HCI 90 mg/kg dozunda intramuskuler olarak uygulandi. Anestezi saglanan
ratlara daha sonra oldUriclu dozlarda anestezik verilerek sakrifikasyon
saglandi. Biyokimyasal inceleme igin tam kan tUpline kalp i¢i yoldan kan
alindi. Rat karni, tekrar 6n kesi ile acilarak her bir rat pankreas dokusundan;
oksidatif stres parametre c¢alismalar icin kuru tlpe ve bir adet de
histopatolojik inceleme igin %10 formaldehit iceren tlipe &rnekler alindi.

Ornekler timu bir kerede calisiimak tizere -80°C’de saklandi.

3.6. Laboratuvar incelemeleri

3.6.1. Oksidatif stres belirtegleri

Pankreas dokusu ve kanda oksidatif stres durumunu belirlemek
amaciyla, indirekt oksidatif stres belirtegleri olarak kabul edilen; MDA dlzeyi
ile, GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri 6lcimu yapildi. Tam kanda SOD tayini
icin ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle superoksit radikalleri Uretilmekte ve
olugan superoksit radikali, lodonitrotetrazolium ile reaksiyon vererek viyole
renkli formazon boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 505 nm dalga
boyutunda dl¢ulmektedir. Ortamdaki CuZn-SOD aktivitesine bagl olarak bu
reaksiyon dnlenmekte ve % inhibisyon hesaplanmaktadir (43). Elde edilen %
inhibisyon bir formdl yardimiyla U/ml olarak konsantrasyonlar elde
edilmektedir. Sonra dilisyon faktdri olan 400 ile carpilarak tam kandaki
aktivite hesaplanmaktadir.

Tam kanda Se-GPx aktivitesi tayin yonteminin esasi, H,O, varliginda
indirgenmis glutatyonun (GSH) Se-GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG)
oksitlenmesi ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediktaz enzimi araciligiyla
tekrar GSH’a donusturulmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis

nikotinamid adenin dinukleotid fosfatin( NADPH) kullaniimasi ve kullanilan bu
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NADPH miktarindaki, dolasiyla absorbansdaki azalmanin 340 nm dalga
boyunda izlenmesi esasina dayanmaktadir (44,45).

Tam kanda lipid peroksidasyon Urlnlerinden olan MDA tayini,
tiyobarbutirik asit ile MDA reaksiyon vererek 532 nm dalga boyutunda
Olculebilen renkli bir bilesik vermesi esasina dayanmaktadir. Bu olgumle
tiyobarbiturik asit ile reaksiyon veren maddeler olgulmus olup, literaturlerde
TBARS olarak yer almaktadir (46).

Doku Ornekleri tartihp %1,15 mllik KCI ¢ozeltisi ile cam
homojenizatoru igersinde iyice ezilip homojenize edildi. Hazirlanan bu doku
homojenizatlari santrifuje edilerek slUpernatant kisim, olgumler amaciyla
ayirarak CuZn-SOD ve Se-GPx enzim aktiviteleri ve MDA duzeyleri tam kan
yonteminde oldugu gibi ayni igslem uygulanarak olgumler yapildi.

3.6.2. Histopatolojik inceleme

Ug farkli deneme grubu ile kontrol grubundan alinan pankreas
ornekleri %10’luk tamponlu formalinde tespit edilerek parafinde bloklandi.
Her parafin blogundan 4-6 mikron kalinliginda alinan kesitler (ayni bloktan
4 kesit) histopatolojik (hematoksilen-eosin [HE] ve Masson’un Uglu
boyamasi) ve TUNEL metodu ile kontroller i¢in kullanildi. Tum kesitler 11k
mikroskobunda (Leica DM400B) degerlendirildi ve resmedildi (Leica
DFC280). Histomorfolojik dederlendirme Nathan ve ark’nin uyguladiklari
degerlendirmenin modifiye edilmesiyle bes ana ve (g alt katogeriye ayirma
yoluyla gergeklestirildi (Tablo 3.2) .

Pankreasta apopitotik hucreler TUNEL yontemi ile (In Situ Cell
Death Detection Kit, ROCHE) saptandi. Bu amacla; yukaridaki sekilde
ayrilan doku kesitleri ksilollerde deparafinize edildi ve 100, 96, 80 ve 70’lik
alkol serilerinden gegirilip dehidrate edildi. Sonra cytonin solisyonuna
konularak 37°C’lik etivde 30 dakika bekletildi. Oda sicakhdinda % 3’lik
hidrojen peroksitte 5 dakika tutuldu. Nemli kamaraya alinarak Uzerlerine
birer damla TUNEL mixture (TdT ve label solution) damlatilarak 37°C’lik
etlvde 60 dakika bekletildi. Bunu izleyen asamada kesitlere converter
POD damlatildi; yine 37°C’lik etuvde 30’ar dakika tutuldu. Nihayet kesitler,

5 ml deionize su, 2 damla konsantre buffer ve 2 damla konsantre 3-amino-
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9-etilkarbazol (AEC) karisimindan olusan kromojende kontrollu olarak 5
dakika bekletildi.
Tablo 3.2. Kronik Pankreatit histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik Bulgular Derecelendirme

1. Yangisal hicre infiltrasyonu

2. Atrofi

3. Fibroz
] Hafif: (+)
Intralobliler

Orta: (++)

Perilobtiler . _
_ Siddetli: (+++)
Interlobliler

4. Dejeneratif degisiklikler

5. Pso6dotubll olusumu

Nathan JD, Romac J, Peng RY, Peyton M, Rockey DC, Liddle RA. Protection Against Chronic
Pancreatitis and Pancreatic Fibrosis in Mice Over-Expressing Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor
Pancreas. 2010; 39:e24—-e30.

*Derecelendirmede, ayni objektif bliylitmesinde (x100), farkli 10 saha degerlendirildi.
*Immiinohistokimyasal derecelendirmede, ayni objektif biiyiitmesinde, farkhi 10 saha degerlendirildi
ve negatif (-), <%25 hafif (+), %25-50 orta (++), >% 50 siddetli (+++) seklinde derecelendirildi.

Kesitler Mayer’'s hematoksilen boyamasina gelinceye kadar fosfath
tamponla (pH 7.4) yikandi. Bu boya ile 1 dakika karsit boyamaya tabi
tutulan kesitler, ¢esme suyu altinda yikanip ve jelatinli yapistirici
damlatilarak lamelle kapatildi. Hazirlanan kontrol preparatlari da ayni
prosedlire gore boyandi. Ancak TUNEL mixture yerine DNAse ile

muamele edildi.

3.7. istatistiksel degerlendirme

istatistiksel hesaplamalarin tamami mikro islemci yardimi ile ticari
istatistik paket programi (SPSS PC, Ver. 11,5; SPSS Inc. USA) kullanilarak
yapildi. Oransal de@erler ylizde (%), sayisal de@erler ortalama + ortalamanin
standart deviasyonu (SD) olarak ifade edildi. Butin istatistiksel
hesaplamalarda alfa serbestlik derecesi 0,05 olarak kabul edildi. Hesaplanan

p degerlerinin 0,05’ ten kug¢Uk bulundugu durumlar anlamli kabul edildi.
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Gruplar arasi farklarin karsilastirmalarinda Mann-Whitney U, ikiden fazla

grubun karsilastirimalarinda Kruskal Wallis testleri kullanildi.
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BULGULAR

TUm ratlar dokuz hafta slre ile bir kafes icerisinde en fazla bes rat
olacak sekilde sivi ve besin alimi serbest olarak izlendi. Calisma slresince ilk
haftada KP + sirolimus grubunda 1, KP + plasebo grubunda 2 ve sadece KP
grubunda 1 olmak Uzere toplam 4 rat perioperatif donemde 6ldiu. Daha

sonraki donemlerde kayip olmadi.

4.1. Deneklerde viicut agirhgi degisimi

Ratlarin vacut agirligi takibi 0., 4. ve 9. haftalarda yapildi (Tablo 4.1).
Butun gruplarda zaman igersinde kilo alimi oldugu goéruldu. A, B ve D
gruplarinda 0. hafta ile 9. hafta arasindaki vicut agirhgi farki istatistiksel
olarak anlamhydi (sirasiyla p=0,,003, p=0,003, p= 0,036). Tum gruplarda 0.
hafta ile 4. hafta arasindaki vicut agirigi artigi da istatistiksel olarak
anlamliydi (sirasiyla p=0,003, p=0,003, p=0,009, p=0,033). 4. hafta ile 9.
hafta arasindaki vicut agirligi artisi A grubunda istatistiksel olarak anlamli
bulunurken (p=0,027), B ve D grubunda anlamli degildi (sirasiyla p=0,09,
p=0,072).

Tablo 4.1. Ratlarda vucut agirligi degisimleri (gram)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu
Al (KP + Sirolimus)  (KP + Plasebo) (KP) (Salin + Sirolimus)
0 286150.8 328.7+44.8 278.6+50.3 227.7+30.1
4 311.4+40.7 349.2+47 300.8+61 233.8+32.1
9 321.3+32.7 363.7+39.2 237.9+34

B ve D grubu 4-9. hafta igin p>0,05, diger tim sonuglar i¢in p<0,05, KP: kronik pankreatit

4.2 Oksidatif stres belirtegleri

Oksidatif stres belirtegleri olarak pankreas dokusunda ve kanda MDA
dizeyleri, SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri kullanildi. Doku MDA dizeyi
nmol/gr yas doku agirligi, kan MDA dizeyi nmol/ml cinsinden hesaplandi.
Doku SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri ise U/gr yas doku agirhgi, kan SOD

ve GSH-Px enzim aktiviteleri ise U/ml olarak hesaplandi. Buna goére, A
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Grubunda (kronik pankreatit + sirolimus tedavisi) doku ve kan MDA duzeyleri
B grubuna (kronik pankreatit + plasebo uygulamasi) gore anlamli derecede
daha dusiUktd (p<0.001) (Tablo 4.2). Doku ve kandaki SOD ve GSH-Px
enzim aktiviteleri A grubunda B grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksekti. (her ikisi icin p<0.001). Doku ve kandaki MDA duzeyi D
grubunda (pankreatik kanulasyon + sirolimus) A grubuna goére daha dusuk
bulunda ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (doku igin
p=0,482, kan icin p=0,682). Pankreas dokusu SOD, GSH-Px enzim
aktiviteleri de D grubunda A grubuna gore daha yuksekti fakat burada da
aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=0,265, p=0,519 ).
Kan SOD, GSH-Px dlzeyleri de D grubunda A grubuna goére daha ylUksekti
fakat aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=0,256
p=0,186) (Tablo- 4.2).

Tablo 4.2. Doku ve Kan oksidatif stres belirte¢ dizeyleri

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu

SEIETIEE (KP + Sirolimus) (KP + Plasebo) (KP) (Salin + Sirolimus)
Doku
MDA (nmol/gr) 0.89+0.22 1.59+0.33 2.43+0.3 0.840.29
SOD (U/gr) 41.9+5.39 31.08+5.76  19.72+2.93 44.94+4.49
GSH-Px (U/gr) 28.5+3.94 20.2243.5 13.18+1.96 30.01+3
Kan
MDA (nmol/ml) 2.86+0.71 5.07+1.06 7.78+0.97 2.65+0.97
SOD (U/ml) 712.21491.74  515.3+90.61 335.36+49.84  764.89+80.83
GSH-Px (U/ml) 1.7610.23 1.27+0.22 0.83+0.13 1.89+0.19

Grup A ve D arasindaki tiim sonuglar igcin P> 0,05, diger tim sonuglar igin p<0,001, KP: kronik pankreatit

4.3 Histopatolojik bulgular

Pankreas dokusunda 1sik mikroskobuyla; hematoksilen-eozin (HE),
Masson’s trikrom (MT) ve TUNEL teknikleri kullanilarak inceleme ve
degerlendirmeler yapildi.

A Grubunda (kronik pankreatit ve sirolimus tedavisi) B Grubuna (kronik

pankreatit + plasebo uygulamasi) benzer seviyede atrofi ve hulcre
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infiltrasyonu tespit edildi. Dejeneratif degisiklikler A grubunda daha belirgin
olmak Uzere her iki grupta orta siddette mevcuttu. Her iki grupta da
interlobuler ve intralobuler yerlesim gosteren hafif ve orta siddette fibroz
tespit edildi (Resim 1 ve Resim 2). C Grubunda (sadece kronik pankreatit)
bulgular daha hafif olmakla birlikte bu grupta da fibroz interlobuler ve
intralobuler yerlesimli olup hafif ve orta siddetteydi (Resim 3). D Grubunda
(pankreatik kanulasyon + sirolimus) ise bulgular neredeyse tamamen
normaldi ve sadece bir hayvanda hicre infiltrasyonu goraldu.

Hayvanlarin histopatolojik bulgulari Nathan ve ark. modifiye edilmis
histopatolojik skorlama sistemine goére degerlendirildi. Buna gére A
grubundaki fibroz diger gruplara goére istatistiksel olarak daha fazlaydi
(p<0,05) (Tablo 4.3). B ve C gruplari fibroz yéninden karsilastinidiginda C
grubunda daha fazla gibi gorulse de aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi (p=0,348). D grubunda fibroz diger tum gruplardan istatistiksel olarak
daha azdi (p<0,05) (Tablo 4.3).

Pankreas dokusunda apopitoz, A grubunda lobullerde ekzokrin
bezlerin ¢ekirdeklerinde daginik halde hafif ve orta siddette saptandi. B
grubunda da ekzokrin bezlerin g¢ekirdeklerinde apopitoz saptandi ve bu
gruptaki hayvanlarda apopitotik aktivite A grubuna gore daha siddetliydi
(Resim 4 ve Resim 5). Fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(Tablo 4.3). C grubundaki apopitotik hicre sayisi da A grubuna benzer
sekilde ekzokrin bezlerin ¢ekirdeklerinde, daginik halde ve hafif-orta siddette
saptandi (Resim 6). D grubundaki apopitoz nadir alanlarda tespit edildi
(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Histopatolojik bulgular

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu
SEIEIEIE (KP + Sirolimus) (KP + Plasebo) (KP) (Salin + Sirolimus)
Fibroz 8.00+3.26 4.23+3.11 3.14+2.54 0.20+0.63
Apopitoz 4.43+4.24 5.69+6.82 1.36%£2.13 0

Fibroz ; B ve C Gruplari igin p>0,05, dider tim sonuglar igin p<0,05
Apopitoz ; A ve D Gruplari, B ve D Gruplari ¢in p<0,05, diger tim sonuglar igin p>0,05
KP: kronik pankreatit
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Sekil 4.1. Histopatolojik bulgular ivite mikroskopisi
BAVAE LT P L I W

“ | AP X IO AP W, ST
W } G R g

= Nanioid

Resim 4 Resim 5 Resim 6

Resim 1; intralobuler fibrosis, grup A, HE, x100.

Resim 2; Ekzokrin bezlerde dejeneratif degisiklikler, intralobuler bantsal fibrosis, grup B, HE, x100.
Resim 3; Atrofi, pseudolob olusumu ve fibrosis, grup C, HE, x100.

Resim 4; Ekzokrin bez epitel hiicrelerinde apopitotik degisiklikler, grup A, TUNEL, x100.

Resim 5; interlober kanal epitelyum hiicrelerinde apopitotik degisiklikler, grup B, TUNEL, x100.
Resim 6; Ekzokrin bez epitel hiicrelerinde apopitotik degisiklikler, grup C, TUNEL, x400.
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TARTISMA

Bu calismada, deneysel kronik pankreatit olusturulan ratlarda sirolimus
uygulamasiyla hem doku hem de kanda oksidatif stres belirteglerinde belirgin
gerileme gozlenmistir. Bununla beraber, bu tedavinin histopatolojik
incelemede fibroz ve asiner hlcre apopitozunda anlaml etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Deneysel hepatik fibrozda iyilestirici etkisi gosteriimis olan
sirolimusun (6-8), mekanizma olarak bir¢ok benzer 6zelliklere sahip pankreas
fibrozunda konnektif doku birikimi Uzerine belirgin etki gostermemis olmasi
onemli bir bilimsel veridir. Diger yandan, fibroz Uzerinde belirgin etki
g6zlenmemis olsa da oksidatif stres belirteclerinde meydana gelen olumlu
degisiklikler sirolimus uygulamasinin paknkreas dokusu Uzerine olumlu
tesirlerinin oldugunu dusundurmektedir.

Oksidatif stresin akut pankreatit patogenezinde rol oynadigi iyi
bilinmektedir (34). Bununla beraber, kronik pankreatit strecindeki roli tam
olarak ortaya konamamistir. Kronik pankreatit patogenezinde hepatik ortak
fonksiyonlu oksidazlarin asiri aktivitesi sonucu safra yolundan pankreasa
refli gelistigi, bunun yaninda kronik slrecte pankreasta antioksidan
kapasitesinin eksikligi 6ne surulmustir (36,48). Antioksidan kapasite
bakimindan diger organlara gére daha dusuk potansiyele sahip olan
pankreasta hem akut hem de kronik hasar slrecinde hayvan modellerinde
antioksidan tedavilerin faydali oldugu goéruimustir (49). Mevcut arastirma
projesinin yapildigi GATA I¢ Hastaliklari B.D. Kliniginde yapilan bir calismada
Mas ve arkadaslari TNBS ile olusturulan deneysel kronik pankreatit
modelinde gugcli bir antioksidan olan taurin kullanmislar ve oksidatif stres
belirteclerinde anlamli dizeyde gerileme, fibroz ve atrofide anlaml dizelme
bulmuslardir (50). Sertlein ile olusturulan kronik pankreatit modelinde de NF-
kB aktivitesinin, myeloperoksidaz seviyesinin ve INOS mRNA sentezinin
arttigi, antioksidan uygulamasinin ise bu durumu duzelttigi gosterilmistir (21).
Yakin zamanda yapilmis bir c¢alismada ise serbest oksijen radikallerinin
asiner ve pankreatik stellat hudcrelerde inflamatuvar sitokinlerin  gen

ekspresyonunu duzenledigi, stellat hicre gogalmasini ve kollajen sentezini

26



artirdigi, bu durumun da ksantin oksidaz inhibitora kullanimiyla duzeldigi
gOsterilmigtir (47).

Sirolimus uygulamasinin oksidatif stres Uzerine etkisi bagka organ
sistemlerinde daha &nce incelenmistir. Rat hepatositlerinde sirolimus ve
FK506 gibi immunsupresif ilaglarin nitrik oksit (NO) uretimi, induklenebilir
nitrik oksit sentetaz (iNOS) mRNA duzeyi ve NF-kB aktivitesinde azalmaya
neden olarak hucre igi serbest oksijen radikal Uretiminde azalma oldugu
gOsterilmistir (51). Bizim ¢alismamizda da, hulcresel dizeyde olmasa da,
pankreas dokusunda ve kanda sirolimus uygulamasi sonrasinda oksidatif
stres belirteclerinin plasebo grubuna kiyasla belirgin olarak duzeldigi
g6zlenmistir. Hatta bu oksidatif stres belirteclerindeki dizelme kronik
pankreatit olusturulmayan kanulasyon kontrol grubuna benzer dlzeyde yani
normal veya normale yakin pankreas dokusu duzeyinde gergeklesmigtir.
Diger yandan, oksidatif stres belirteglerinde meydana gelen iyilesmeye fibroz
duzeyinde de esdeger bir azalma meydana gelmemis olmasi ilgingtir. Bu
durum oksidatif stresin kronik pankreatit’in patogenezinde inflamasyonu
baglatarak etkisini gosterdigi ve fibroz surecinde etkisinin devam etmedigi
seklinde yorumlanabilir. Bu duslinceyi destekler nitelikte, Rheinheckel ve
arkadaslan serulein kaynakli kronik pankreatitte dokuda oksidatif stresin
erken donemde etkisinin daha fazla oldugunu ve tedavinin erken dénemde
verilmesinin daha faydali olacagini bildirmiglerdir (40).

NO’nun kronik pankreatit'deki rolu ile ilgili tartismalar halen devam
etmekle birlikte hastalik surecinde olugsan reaktif oksijen Urdnlerinin nitrik
oksitle reaksiyona girerek potent bir oksidan olan peroksinitrit olusturdugu
gosterilmistir (52,53). NO guclu bir vazodilatator olup 6zellikle akut hasar
sonrasi pankreas ve tum vucutta perfizyonun saglanmasi igin uretilen énemli
bir mediatdrdir. Bu nedenle, her ne kadar fazlaliginin da dokuda zararli
olabildigi bilinse de (54), NO doku duzeyinin azalmasi istenmeyen bir
durumdur. Dobosz ve arkadaslar akut pankreatit rat modelinde NO sentaz
inhibitorleri  kullaniminin pankreatik ~ mikrosirkilasyonu  bozdugunu
goOstermiglerdir (55). Bu nedenle NO metabolitleri bir yandan pankreasta

oksidatif hasara neden olurken diger yandan da vaskuler tonusu
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dizenleyerek hasarin ilerlemesini engellemektedir. Kronik pankreatit
calismalarinda ise kapiller yapinin ve kan akiminin azaldig1 gorulmastur (56).
Bununla beraber, NO metabolitlerinin kullaniminin kronik pankreatit fibrozu
uzerine olumlu etkisine yonelik kanit yoktur. Bizim galigmamizda, dolayl
olarak, sirolimus kullanimi ile NO dretiminde azalma meydana geldigi ve
bdylece oksidatif streste iyilesme oldugu dusunulebilirken, kapiller dolagimin
bozulmus olmasindan dolay! fibroz dizeyinde belirgin degisiklik olmadigi
dusundulebilir.

PaSH'’in 1998 yilinda bulunmasindan sonra fibrozla iligkili olarak ilgi bu
hicreler Uzerinde yogunlagsmistir. CunkU karaciger fibrozunda hepatik stellat
hicreler Uzerine elde edilen veriler pankreatik stellat hdcrelerin de kronik
pankreatit patogenezde ¢ok dnemli bir role sahip oldugunu distindirmustur.
Cunku bu iki hacre tipi fizyolojik sartlarda blyuk oranda benzer 6zelliklere
sahiptir. PaSH’ ler, periasiner yerlesimli uzun sitoplazmik uzantilari ile asini
tabanini saran hicrelerdir (57). Hepatik stellat hiicreler gibi vitamin A igeren
sitoplazmik yag damlaciklari vardir ve hticresel iskelet proteinleri olan desmin
ve glial asidik protein eksprese ederler. Hasar sonrasi otokrin ve parakrin
yollarla hicre hasarinin ilerlemesine yol agan sitokin, kemokin ve
inflamatuvar molekullerin yaninda kollajen matriks Uretiminin de en 6nemli
kaynagidirlar. Patolojik sirecin devam etmesi icin PaSH’ler 6ncelikle “aktive”
olarak miyofibroblast benzeri bir fenotip kazanirlar (58). Bu olay temel olarak
tipik lipid damlaciklarinin kaybi, proliferasyon oraninda artma, kontraktilite
Ozelliginin kazanilmasi, a-SMA pozitifligi ile buyume ve fibrojenik uyarilara
cevaplihk artisi ile karakterizedir (2). PaSH’ler ayrica, matriks
metalloproteinaz olarak bilinen ekstraselliler matriksi yikabilme ozelligine
sahip enzimleri ve bunlarin inhibitorlerini de sentez etme yetenegine
sahiptirler. Sonugta, aktive olmus PaSH’lerin ortamdan uzaklastiriimasi veya
bu hucrelerin aktivasyonun onlenmesi, potansiyel bir antifibrotik tedavi
secenegi olarak dusunulebilir.

Sirolimusun in-vivo anti-fibrotik etkinliginin mekanizmasi tam olarak
ortaya konmamistir. Ancak bu ajanin hepatik stellat hiicre proliferasyonunu

inhibe ederek hepatik fibrozu gerilettigi detayli olarak gdsterilmistir (6,8).
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PI3K-Akt-p70°%¢ sinyal yolagi hepatik stellat hiicrede profibrotik biiyiime
faktorlerinin aktive olmasindan dolay! karaciger fibrozunda merkezi role
sahiptir (59). P70°%¢ in 6nemli bir dizenleyicisi olan FRAP/RAFT ise
memelilerde sirolimusun direk hedefidir (60). Bu nedenle sirolimusun bu
sinyal yolagini inhibe ederek hepatik stellat hicre proliferasyonunu ve
kollajen  birikimini  engelledigi ~ dusunulmektedir.  Pankreas  duktal
adenokarsinom ve kronik pankreatitte bu yolagin aktive oldugu gosterilmistir
(61).

Tdm bu verilere gore c¢alismamizda sirolimus tedavisinin kronik
pankreatitte PaSH’lerin aktivasyonu ve c¢ogalmasini engelleyerek fibrozu
geriletebilecegi 6ngérildi  ancak ulasilan noktada bdyle bir sonug
gerceklesmedi. Bu durum, sirolimusun daha énce gosterilmis olan antifibrotik
etkinligini supheye goturen bir durum da degildir ¢inkl arastirmamizda
PaSH proliferasyonu ve fenotip degisikligini inceleme Uzere bir tasarim
dizeni yapilmamistir. Ayrica, g¢alismamizda olusturulan kronik pankreatit
modelinin sirolimus tedavisine primer bir direnci olabilir ki bu durum karaciger
fibrozu igcin daha dnce gosterilmigtir. Neef ve arkadaslar sirolimus tedavisinin
biliyer ligasyon ile olugturulan karaciger fibrozunda tioasetamid ile olusturulan
karaciger fibrozuna gore daha etkili oldugunu gostermistir (8). Biliyer ligasyon
sonrasi olusan sirozda daha c¢ok biliyer duktal hucreler etkilenirken,
tioasetamid ile olusan sirozda hepatositler etkilendigi bilinmektedir. Bizim
calismamizda kullandigimiz TNBS daha ¢ok asiner hucrelerde inflamasyon
sonucu kronik pankreatite neden olmaktadir. TNBS yerine obstruksiyona
bagll kronik pankreatit geligtiriimis ve duktal hlcre hasari hakim olsaydi
sirolimus tedavisi nasil etki edecegi bilinmemektedir.

Bir diger husus aslinda PaSH’lerin kronik pankreatit surecinde
karacigerdeki benzerlerin karaciger fibrozunda go6sterdiginden farkli
davranmasiyla iligkili olabilir. Ornegin retinoid uygulamasi pankreatik stellat
hucrelerin inhibe edilmesine neden olurken (62), hepatik stellat hlcrelerin
fibrojenitesini artirmaktadir (63). Erkan ve arkadaslari karaciger sirozu, kronik
pankreatit, pankreatik duktal adenokarsinom ve Kkaraciger metastazli

pankreas kanserli hastalarda PaSH igin ¢ok 6zgin olan kollajen tipllal
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sentezinin arttigini ancak bu durumun hepatik stellat hicrelerde hemen hig
gOrulmedigini bildirmigtir (64). Son olarak TNBS ile olusturulan kronik
pankreatit beklenenden daha siddetli olusmus olabilir ki yapisal olarak asiri
hasarlanmis ve anatomisi bozulmus pankreastan fazlalik kollajenin
uzaklastiriimasi olanaksiz hale gelmis olabilir. Bu durum sirotik karacigerden
kollajenin uzaklastiriimasinin olanaksiz olmasiyla 6zdeglestirilebilir.

Apopitoz, organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gOrevini
tamamlamis veya hasarlanmis hucrelerin zararsiz bir bi¢cimde ortadan
kaldirimasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hucre
olumuaduar. Apopitotik indeksin kronik pankreatitte 6zellikle asiner hicrelerde
arttig1 gosterilmis olup inflamasyon adacik hicrelerini etkilemedigi takdirde
bu bdlgedeki apopitotik aktivitenin daha disik oldugu goértlmustir (65).
Bizim calismamizda TNBS indUksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye edilen
(herhangi bir tedavi almayan) kronik pankreatit grubunda asiner hicrelerde
apopitotik aktivite artarken adacik hicrelerde apopitoz gorulmemigtir. Kontrol
grubunda ise inflamasyon silresi arttigi icin asiner hicrelerde apopitotik
aktivitede daha fazla bir artis ve adacik hicrelerinde de hafif de olsa
etkilenme oldugu gorulmugtur. Sirolimus tedavi grubunda asiner hucrelerde
orta siddette bir apopitoz gdézlenmistir. Bununla beraber, asiner hucre
apopitozu agisindan kontrol grubuyla anlamh fark tespit edilmemistir.
Sirolimus tedavisinin bir baska modelde epitelyal tir hicrelerde apopitozu
arttirdig1 ve proliferasyonu azalttigi bildirilmistir (66). Bu etkisini apopitozu
azaltan ve proliferasyonu uyaran NF-kB'yi (67,68) inhibe ederek
gOstermektedir. Bizim galismamizdaki onemli bir sinirlilk pankreatik stellat
hcrelerin apopitozuna yoénelik kanit aranmamis olmasidir. ClnkU asiner
hicre apopitozunun azalmasi pankreas parankimi i¢in koruyucu olabilirken,
aktive olmus ve kontrolsiz kollajen Ureten pankreatik stellat hicrelerin
apopitozunun artmasi hasarin yavaglamasi ve sinirlanmasi agisindan énemli

olabilir.
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SONUG

Gugli  bir immin duzenleyici olan sirolimus kronik pankreatit
modelinde oksidatif stresi geriletmektedir. Bununla beraber bu calismada
pankreatik fibroz Uzerine bu ajanin etkisi olmadigi gozlenmistir. Oksidatif
stres uUzerine olan anlamli etkinlik ise sirolimus uygulamasinin kronik
pankreatit surecinde potansiyel etkileri olabilecegini dugundurmektedir. Bu
nedenle, pankreatik stellat hlcrelere etkinligin de detaylariyla
degerlendirildigi ve farkli modelleri kapsayan c¢aligmalara ihtiyag oldugu

gorunmektedir.
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