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OZET

Akut pankreatit, hastalik ciddiyetiyle orantili olarak tedaviye ragmen ciddi
komplikasyonlar ve yiiksek mortalite oranmna sahiptir. Inflamatuvar bir hastalik
oldugundan yapilmis ¢alismalarda tedavide antiinflamatuvar 6zelligi oldugu bilinen
baz1 dogal bilesenler {izerinde durulmaktadwr. Bu c¢alismada antiinlamatuvar,
antioksidan etkileri olan bitkisel kaynakli bilesenler olan resveratrol ve quercetin ‘in
siddetli akut pankreatitteki koruyucu etkilerinin arastirildi. Calismada 7’serli
gruplarda toplam 42 adet disi Wistar rat kullanildi.

Grup 1’e (n=7) (K) bazal diyet uygulandi. Grup 2’ye (n=7) (DMSO)
intraperitoneal DMSO (dimetil siilfoksit) uygulandi. 3. gruba (n=7) (C) 20 mcg/kg
cerulein 1 saat araliklarla 4 kez subkutan (s.c) olarak uygulandi. Grup 4 (n=7)
(C+RES); cerulein 1ile akut pankreatit olusturulan grupta 30 mg/kg
resveratrol+DMSO ceruleinin ilk dozundan 6nce intraperitoneal olarak uygulandi.
Grup 5 (n=7)(C+QUE); cerulein ile akut pankreatit olusturulan grupta 50 mg/kg
quercetin cerulein ilk dozundan 6nce orogastrik sonda ile uygulandi. Grup 6 (n=7)
(C+RES+QUE); cerulein ile akut pankreatit olusturulan grupta cerulein ilk dozundan
once 30 mg/kg resveratroHDMSO intraperitoneal, 50 mg/kg quercetin orogastrik
sonda ile uygulandi.

Calisma protokolii tamamlandiktan sonra ratlar anastezi altinda dekapite
edildi. Biyokimyasal incelemeler i¢in serum ve histopatolojik inceleme i¢in pankreas
doku oOrnekleri alindi. Serum Orneklerinden amilaz, lipaz, AST, ALT c¢alisild.
Pankreas dokusu fikse edildikten sonra hemotoksilen ve eozin ile boyanarak 6dem,
yag nekrozu ve lokosit infiltrasyonu agisindan degerlendirildi ve histopatolojik
skorlama kriterlerine gore siniflandirildi. Pankreas dokusu homojenize edilerek
HPLC yontemiyle MDA, real time PCR yOontemiyle TNF alfa, COX-2, NFkB, IxB
diizeyleri calisild.

Calisma sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum amilaz diizeyleri
grup 3 (C) ve grup 4’te (C+RES) anlamh yiiksek saptanirken; grup 5 (C+QUE) ve
grup 6’ da (C+RES+QUE) anlamli fark izlenmedi. Serum lipaz diizeyi agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubu ile (C) grubu arasinda anlamli fark saptanirken,
kontrol grubu ile 4. 5. ve 6. gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi. Serum amilaz,

lipaz ve histopatolojik skorlama agisindan bakildiginda grup 5 (C+QUE) ve grup 6
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(C+RES+QUE) nin serum amilaz, lipaz diizeylerinde cerulein (C) grubuna gore
anlamli azalma ve histopatolojik skorlarda iyilesme sagladigi saptanmstir.
Resveratrol, quercetin ve her ikisi birlikte pankreas dokusunda MDA, TNF alfa,
COX-2, NF«B diizeylerinde azalma sagladilar, IxB diizeyinde ise sadece kombine
uygulamalar1 sonucu azalma olmasini dnlediler.

Sonugta quercetin ve resveratrol quercetin kombinasyonunun biyokimyasal
parametrelerde, oksidatif stres elemanlar1 ve proinflamatuar sitokinlerde ve histolojik
skorlarda akut pankreatit grubuna oranla en belirgin koruyucu etkiyi gostermistir.
Hem resveratrol hem quercetin hemde kombine olarak uygulanmalar1 hastalik
siddetini azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Siddetli akut pankreatit, cerulein, resveratrol, quercetin



ABSTRACT

THE PREVENTIVE ROLE OF RESVERATROL AND QUERCETIN IN
SEVERE ACUTE PANCREATITIS

Acute pancreatitis, occurs due to abrupt pancreatic inflammation. In
proportion to the severity of disease despite therapy severe complications and
mortality rates are high. In 15-20% of patients with acute pancreatitis can be
terminated with life-threatening illness, long hospitalization, surgical intervention or
death. In patients with severe pancreatitis, shock, acute renal failure, acute
respiratory failure, multiorgan failure, and even death can be seen. Because of 1t 1s an
inflammatuar disease, studies focused on natural ingredients with antiinflammatory
property. Resveratrol and quercetin has anti-inflammatory and antioxidant effects, in
this study we investigated their protective effects on severe acute pancreatitis. In this
study in seven groups total of 42 female Wistar rats were used.

Groupl (n=7) (K) basal diet applied. Intraperitoneal DMSO (dimetil siilfoksit)
applied to group 2 (n=7) (DMSO). In the group 3 (n=7) (C) 20 mcg/kg cerulein
administered subcutaneously (sc) 4 times at intervals of 1 hour. In the group 4 (n=7)
(C+R) 20 meg/kg cerulein administered subcutaneously (sc) 4 times at intervals of 1
hour, 30 mg/kg resveratrol+DMSO administered intraperitoeal before first cerulein
dose. Grup 5 (n=7) (C+Q) 20 mcg/kg cerulein administered subcutaneously (sc) 4
times at intervals of 1 hour, 50 mg/kg quercetin administered by orogastric gavege
before first cerulein dose. In the group 6 (n=7) (C+R+Q) 20 mcg/kg cerulein
administered subcutaneously (sc) 4 times at intervals of 1 hour, 30 mg/kg
resveratrol+DMSO intraperitoneal, 50 mg/kg quercetin by orogastric gavage
administered before fist cerulein dose.

After completing the study protocol rats were decapitated under anesthesia.
Pancreatic tissue samples were taken for biochemical and histopathological
examination. Amylase, lipase, AST and ALT were studied from serum samples.
Pancreatic tissue was stained with hematoxylin and eosin after fixation. It assessed in
therms of edema, acinar necrosis, fat necrosis, leukocyte infiltration and classified
according to histopatological scoring critteria. Pancreatic tissue was homogenized.
MDA studied by HPLC method, TNF alfa, COX-2, NFxB and IkB level studied by
real time PCR method.
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End of the study compared to control group, serum amylase levels were
significantly higher in groups C, C+RES and there was no significant difference
between control grup and C+QUE, C+RES+QUE groups. In terms of the level of
serum lipase significant difference revealed between control and cerulein group.
There was no significant difference between control and group 4, 5, and 6. Serum
amylase, lipase levels and histopatological scores concerned group 5 (C+QUE) and
group 6 (C+QUE+RES) have improved serum amylase, lipase levels and
histopatological scores significantly. Histopathological scores improved by both
quercetin and resveratrol. The combined use of resveratrol and quercetin wasn’t
more effective than the only use of quercetin. Resveratrol, quercetin and the
combined administration reduced the level of MDA, TNF alfa, COX-2, NFxB and
the combined administration prevented the decrease in the level of IkB. Both
resveratrol, quercetin and their combined use reduced the severity of disease.

Keywords: Severe acute pancreatitis, cerulein, resveratrol, quercetin
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1. GIRIS

Akut pankreatit, pankreasin kendi enzimlerinin aktivasyonu, interstisyel alana
sizmast ve kendini sindirmesi sonucu olusan, bakteriyel olmayan, karmn agrisi,
bulanti, kusma ile kendini goésteren inflamatuvar bir hastaliktir. Hastalik siireci,
minimal 6demden hemorajik nekroza, endokrin ve ekzokrin fonksiyonlarin her
ikisinin de Onemli oranda azaldig:1 fibrozise kadar degiskenlik gosteren genis bir
spektrum igerir (1).

Tanimlanmasinin {izerinden c¢ok uzun zaman ge¢mis olmasina ragmen
spesifik birtedavisi bulunamamis olan akut pankreatitte standart tedavi hala destek
tedavisi tabanlhidir (2).

Siddetli ve mortal seyreden bu hastaligin tedavisinde ¢esitli antiinflamatuvar
ve antioksidan ajanlarmn kullanildig1 ¢aligmalar tedavi modalitelerini artirmaya
yoneliktir.

Akut pankreatit ile ilk deneysel calismayir 1856 yilinda Claude Bernard
kopeklerin pankreas kanalina zeytinyagi vererek yapmistir. Bu ilk calismadan
itibaren degisik tedavi yontemlerinin denenmesi amaciyla bir¢ok deneysel pankreatit
modeli olusturulmustur (3). Akut pankreatit patofizyolojisine uygun olan ve en ¢ok
tercih edilen yontemlerden birisi sekresyonun arttirilmasidir.  Sekresyonun
artirilmasinda en ¢ok kullanilan madde ise ceruleindir (4).

Cerulein sekresyon arttirict etkisiyle bir¢ok deneysel calismada basari ile
kullanilmistir (5). Oddi sfinkterinde gevseme ve safra kesesinde kontraksiyonlara
neden olarak pankreas kanalina safra refliisiine ve dolayisiyla da pankreatite yol acan
bir kolesistokinin analogudur (6). Ilk defa 1977 yilinda Lampel ve Kern tarafindan
ratlarda deneysel olarak akut interstisyel pankreatit olusturmak i¢in kullanilmistir (7).

Resveratrol NFxkB ve aktivatdor protein-1’1  (AP-1) baskilayarak,
proinflamatuvar ajanlarin salinim ve sentezini inhibe etmekte ve inflamatuvar cevabi
baskilamaktadir (8). NFkB ve AP-1 hiicre transformasyonu ve cogalmasi, timor
gelisim diizenlenmesi ve apoptoziste rol almaktadwr. Ayrica proinflamatuvar
sitokinlerin, kemokinlerin, hiicre adhezyon molekiillerinin, biiyiime faktorlerinin,
baz1 akut faz proteinlerinin ve immiin reseptdrlerin esas diizenleyicisi olarak c¢ok
yonlii transkripsiyon gorevleri bulunmaktadir. NFkB ve AP-1 bagimsiz olarak veya

koordineli bir sekilde hareket ederek, inflamasyon ve hiicresel cogalma gibi gesitli



fizyolojik siireclerde yer alan bu hedef genlerin belirlenmesini diizenlemektedir
(9,10).

Hayvan deneylerinde hiicre antioksidanlar1 olan SOD, katalaz, GSH,
glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), GSH-Px, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) konsantrasyonunu arttirdigi, ksantin oksidazi ve neden oldugu hiicre
hasarmi azalttigi ve DNA hasarmi 6nledigi gosterilmistir (11).

Quercetin de antioksidan 6zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Quercetin ve
diger flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme Ozelliklerinin yaninda antiviral,
antitlimoral, antialerjik, antitrombotik gibi etkileri iceren ¢esitli biyolojik 6zellikleri
vardwr. Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2, lipooksijenaz, siklooksijenaz, enzimlerinin
inhibisyonu, 16kosit adhezyonunun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast hiicresi
degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuar 6zellik gosterir (89).

Bu calismada cerulein ile olusturulmus siddetli akut pankreatit modelinde
antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri oldugu diisiiniilen resveratrol ve quercetinin

koruyucu etkisi incelenmistir.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Akut Pankreatit

1.1.1.1. Tanim

Akut pankreatit, karin agris1 ve kanda yliksek pankreas enzimleri ile
karakterize, pankreasin inflamatuar hastaligidir. Etyolojisinde sug¢lanan birka¢ durum
olmasina karsin hastaligin patogenezi net degildir.

Hastaligin insidans1 tam olarak bilinememekle birlikte, yapilan ¢aligmalarda
her 100.000 kiside 4.8-38 arasinda degiskenlik gostermektedir (12-14). Bunun nedeni
hafif vakalarin gozden kacirilmasi, agir vakalarin ise 10% kadarmin tan1 almadan
siddetli pankreatit dolayisi ile kaybedilmesidir (15).

Pankreatit, pankreasin kendi enzimlerinin aktivasyonu, interstisyel alana
sizmasi ve kendini sindirmesi sonucu olusan, sik goriilen non-bakteriyel, yangisal
hastaligidir. Hastalik siireci, minimal 6demden hemorajik nekroza ve fibrozise kadar
uzanan farkli klinik tablolar1 icerir. 1983 ve 1984 yillarinda Cambridge ve Marsilya'
da yapilan toplantilarda yapilan siniflamalara gore akut pankreatit akut karm agrisi

ve pankreatik enzimlerin kanda ve idrarda yiikseldigi durum olarak tanimlanmuistir.



Ataklarin ¢ogu benign bir seyir gostermekle beraber, siddetli ataklarda sok, bobrek
yetmezligi, solunum yetmezligi gelisebilmektedir. Primer nedenin ortadan
kaldirilmasiyla pankreasta meydana gelen morfolojik degisiklikler tamamen normale
donmektedir. Akut pankreatitin kronik pankreatite doniisiimii olagan degildir. Kronik
pankreatit ise klinik olarak tekrarlayan karm agrisi ile karakterizedir. Bu tekrarlayan
ataklarin sonucunda pankreasta endokrin ve ekzokrin yetmezlik tablosu
gelisebilmektedir (16).

Hastaligin taniminda klinik olarak 3 kriterin 2’sinin bulunmasi pankreatit
tanisin1 koydurur (17). Bu kriterler 1) hastada tipik sirta kusak tarzinda yayilabilen
epigastrik agr1 varligi, 2) serum amilaz veya lipaz degerlerinin normalin {i¢ kat
iizerine ¢ikmasi, 3) Bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) ile tariflenmis tipik goriiniimdiir. Akut pankreatitte Onceleri semptomlarin
siddetine gore (agri, bulanti, kusma gibi) karar verilirken sonralari, pseudokist, abse
veya Oliim gibi komplikasyonlarm varligi siddetin tanimlayicisi olmustur. Bunlara
daha sonralar1 Ranson ve Imrie basta olmak iizere bazi prognostik kriterler ile
APACHE veya sepsis skorlama sistemleri dahil olmustur (18-20). Beger ve Buchler
ise 1990'h yillara girerken 'siddetli' akut pankreatit i¢in pankreatik nekroz kavramini
yeni bir kriter olarak dnerdiler. Tanimlamalar ve dneriler karmasasi ard arda gelince
1992 yilinda toplanan ve bu konuda s6z sahibi kirk katilimer ile yapilan "Atlanta
Konsensusu'"nda akut pankreatit ve komplikasyonlar1 i¢in ortak bir siniflama elde
etmek hedeflenmistir (19). Toplantinin bugiin de genis kabul goren sonucuna gore
"siddetli" akut pankreatit, organ yetmezligi ve lokal komplikasyonlarm (nekroz,
pseudokist ve abse) varligi demektir.

Atlanta kriterlerinde siddetli pankreatit; organ yetmezliginin mevcudiyeti

veya kontrastli BT‘de pankreas nekrozunun varligi olarak tanimlanmaktadir (Tablo-
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Tablo 1. Siddetli Akut Pankreatitte Atlanta Kriterleri

Hafif akut pankreatit Organ, sistem bozukluklarinin minimal olmasi

ya da hi¢ olmamasi. Tam ve sorunsuz iyilesme

Siddetli akut pankreatit Hayat1 tehdit eden sistemik komplikasyonlarin
ya da pankreatik kolleksiyonlarm varligi

—

Sistemik komplikasyonlar Sistolik kan basinct < 90 mmHg

2. Arteryel pO2 < 60 mmHg

3. Rechidratasyon sonrasi  kreatinin>2
mg/dl

4. Trombosit sayis1 <100000, fibrinojen
<1 g/l; fibrin yikim {irlinleri> 80

5. Gastrointestinal kanama > 500 m1/24 h

6. Hipokalsemi < 7,5 mg/dl

Pankreatik kolleksiyonlar 1. Pankreatik nekroz; diffiiz ya da fokal

cansiz pankreas parankimi

2. Pankreatik abse; piiriilan s1vi igeren, iyi
sinirli, ¢ok az nekrozun bulundugu ya
da hi¢ bulunmadig: koleksiyon

3. Akut psodokist; fibroz dokudan olusan
duvarla gevrili, enzimden zengin
kolleksiyon

Akut pankreatit gidisatim iki farkli sathaya ayirabiliriz. Birinci safhada
genellikle 1 hafta kadar siirer ve inflamatuar bir siire¢ s6z konusudur. Bu sathada
hastaligin siddetini belirlemede ekstrapankreatik organ yetmezligi belirleyicidir.
Ates, tasikardi, hipotansiyon, respiratuar distres ve l6kositoz tipik olarak SIRS ile
ilintilidir. Bu zaman zarfinda infeksiyoz komplikasyonlar beklenmez. Platelet aktive
edici faktdr, TNF-o ve gesitli interlokinler bu siirece katkida bulunur. Inflamasyona
bagl olarak degisik derecelerde pankreatik ve peripankreatik iskemi veya 6dem
gelisir. Bunlar resorbe olabilir veya geri doniisiimsiiz nekroz ve likefaksiyona veya
parankim i¢i veya peripankreatik dokuda sivi koleksiyonlarina sebep olur. Pankreatik
veya peripankreatik hasar ekstrapankreatik organ yetmezligi ile koreledir. Ancak
bazen pankreatik nekrozdan bagimsiz organ yetmezligi gelisebilir (21, 22).Hastalarin
%75-80‘inde hastalik bu sathada (interstisyel pankreatit) rezoliisyona gider.
%25°inde ise hastalik haftalar-aylar siirecek olan nekrotizan pankreatit sathasmna
ilerler. Steril nekroza sekonder organ yetmezligi, infekte nekroz gelisimi veya cerrahi
miidahaleye bagli komplikasyonlar mevcudiyetinde mortalite belirgin olarak artar

(23-25).



1.1.1.2. Patogenez

Hastalikta baslangi¢c asamasi, asiner hiicrelerde tripsinojenin aktif hale
gecmesidir. Normal sartlarda az miktarda tripsinojen pankreas i¢cinde spontan olarak
aktif hale gelebilir ancak intrapankreatik mekanizmalar hizlica aktif haldeki tripsini
ortadan kaldirir. Tripsin, proenzimler olan tripsinojen, elastaz, fosfolipaz A2 ve
karboksipeptidaz aktif formlarmma doniisiinii katalizler. Bunun yaninda tripsin
kompleman ve kinin sistemlerini de aktive eder. Aktif hale ge¢mis enzimler pankreas
otodijesyonuna sebebiyet verir ve daha fazla proenzimin aktif forma gecisini
katalizler.

Herediter pankreatite sebep olan genetik mutasyonlarin tanimlanmasi, akut
pankreatit patogenezinde intrapankreatik zimogen aktivasyonu hipotezine destek
vermistir (26, 27). Herediter pankreatitteki mutant tripsin (genellikle R122H veya
N29I mutasyonu) lizise karsi direng veya prematur aktivasyona sebep olmaktadir.
Bunlarin sonucunda pankreatik otodigesyon ve akut pankreatit ataklar1 gelismektedir
(28, 29). CFTR (Cytic fibrosis transmembrane conductance regulator) gen
mutasyonu pankreatit gelisiminde sorgulanmaktadir. Bu gende meydana gelen
homozigot mutasyonlar konsantre, yapiskan asidik salginin pankreas duktal
obstruksiyonuna ve infantil donemde pankreas yetmezligine sebebiyet vermektedir.
Pankreatite sebep olan ticilincii genetik bozukluk ise SPINK1 gen mutasyonudur (30).
SPINKI1, prematiir olarak aktive olmus tripsini inhibe ederek pankreatik asinar
hiicreleri korur. Safra tas1 iliskili pankreatit patogenezi ise net degildir. Safratasi
iligkili pankreatiti baglatan mekanizmalar safranin pankreas kanalina refliisii (31, 32)
veya ampullanin tag veya tagin gegisi sonrasinda 6dem dolayisi ile obstriiksiyonudur

(33).

1.1.1.3. Patofizyoloji

Patofizyolojik mekanizmalar, mikrosirkiilatuar hasar, 16kosit
kemoatraksiyonu, pro ve anti- inflamatuar sitokin salinimi, oksidatif stres, pankreas
salgisiin sizmasi, pankreas ve sistemik dolasima bakterial translokasyon olarak
sayilabilir.

Pankreas enzimlerinin aktivasyonu, vaskiiler endotel, interstisyum ve asiner
hiicre harabiyetine yol acar (34-36). Olusan asiner hasar, ilerleyen donemlerde

inflamatuar cevabin artisina yol acacak endotelyal adhezyon molekiillerinin



ekspresyonunu artirr  (0rn:VCAMI1) (37). Deneysel akut pankreatitin erken
donemlerinde vazokonstriiksiyon, kapiller staz, oksijen saturasyonunda azalma ve
progresif iskemi gozlenir. Biitiin bu degisiklikler vaskiiler permeabiliteyi arttirarak
pankreas bezinde 6deme sebep olurlar (6dematoz veya interstisyel pankreatit).
Vaskiiler hasar lokal mikrosirkiilasyonda bozulma ve pankreatik hasar artigina
katkida bulunur. Insan ve hayvanlarda akut pankreatit erken donemlerinde
kompleman aktivasyonunu takiben salman C5a, makrofa; ve polimorfoniiklear
lokositlerin aktivasyonuna neden olur (38-40). Aktive olmus granulosit ve
makrofajlardan proinflamatuar sitokinler salgilanir. Bunlar TNF-a, IL1, IL6 ve ILS8
ile platelet aktive edici faktordiir (PAF). Proinflamatuar sitokin salinimini
inflamasyonu 6nlemeye yonelik I1L-2, IL-10, IL-11 gibi antiinflamatuar sitokinlerin
salinimi takip eder. Portal dolasima salinan aktive pankreas enzimleri (fosfolipaz,
elastaz, tripsin) ve sitokinler muhtemelen SIRS ve sistemik komplikasyonlarda rol

oynar (40).

1.1.1.4. Etyoloji

Safra taglar1 (biliyer pankreatit): Bilier taglarla pankreatik kanal akiminin
tikanmas1 sonucu, pankreas kanalina safra refliisiinlin akut pankreatite yol
acabilecegi ileri stiriilmiistiir (41, 42).

Alkolizm (alkolik pankreatit)akut ve kronik pankreatite yol acabilmektedir
(44). Travmanin akut pankreatite neden oldugu bilinmektedir. Kiint karin
travmalarindan sonra pankreatit goriilme sikli§1 yaklasik %1-3 oraninda olup bu
vakalarda mortaliteyi tayin eden faktdor es zamanli diger karm i¢i organ
yaralanmalarinin yaygmlhigidir (43).

Hiperlipidemi, hiperkalsemi, ilaglara bagli olusan pankreatit, vaskiiler

bakteriyel viral ve toksik ajanlar diger akut pankreatit nedenleridir (16).

1.1.1.5. Patolojik Anatomi

Akut pankreatitte patolojik bulgular her olguda degisik olabilir. Sik gdoriilen
patolojik olaylar 6dem, yag nekrozu, kanama, parankim nekrozu ve siiptirasyondur.

Akut pankreatit 6deminde genellikle bas kismi olmak {izere bezin herhangi

bir segmenti hastalanabilir. Beyaz opak plaklar halindeki yag nekrozu, pankreasin



ylizeyinde, mezenterde, parietal ve visseral periton lizerinde ve nadiren plevra ve
perikarda goriiliir.

Odem ve kanama ile birlikte bulunan pankreatik nekroz, doku kaybi ve
parcalanmasi ile kendini gdsterir. Nekrozun genis ve yaygin olmasi sart degildir ve
cogunlukla kiigiik noktalar halinde bulunur. Kanamaya bagl periumblikal bolgede ve
karnin yan taraflarindaki renk degisiklikler izlenebilir (Cullen ve Gray-Turner

belirtileri) (44).

1.1.1.6. Mikroskop Anatomi

Cok erken evrelerde yanlizca interstisiyel bir 6dem vardir. Bunu pankreas
parankiminin endokrin ve ekzokrin hiicrelerinde fokal ya da olduk¢a yaygin nekroz
alanlar1 izler. Akut pankreatik nekrozun kendine 6zgii histolojik degisikligi, stromal
ve peripankreatik yag depolarinda ortaya c¢ikan fokal yag nekrozu alanlaridir
denebilir. Eger hasta yasarsa, akut nekrotizan yikim yavas yavas rezoliisyona ugrar
ve bunun yerini diffiiz ya da fokal, parenkimal veya stromal fibrozis, kalsifikasyon

ve diizensiz duktal dilatasyonlar alir (45).

1.1.1.7. Tam

Klinik bulgular: Akut pankreatit olgularinda en Onemli semptom karin
agrisidir. Sirtta kusak tarzinda ve bazen de sol omuza yayilan epigastrik veya {ist
abdominal agr1 seklinde olabilir. Sarilik, ciltte karin yan kadranlarinda Gray-Turner
veya gobek g¢evresinde Cullen belirtisi ad1 verilen ekimotik lezyonlar goriilebilir. Bu
cilt lezyonlar1 peri pankreatik alandan retroperitoneal bolgeye kan sizmasi nedeni ile
olusur ve % 1 oraninda ve nekrotizan pankreatit olgularinda goriiliir. Hastalik
siddetlendiginde peri pankreatik, retroperitoneal, intraperitoneal alanda sivi
toplanmasi ortaya cikabilir (46, 47).

Klinik bulgular genellikle dogru tani i¢in yonlendirse de bulgular laboratuar
bulgular1 ile desteklemek gerekir (46, 47).

Laboratuvar bulgular: Akut pankreatit tanis1 klinik bulgulara dayandirilir.
Klinik bulgular laboratuar ve radyolojik bulgular ile desteklenir. En Onemli
laboratuar bulgusu kan ve idrar amilaz diizeyidir. Ucuz, hizli, basit ve pek ¢ok yerde

bakilabilir olmas1 amilaz1 degerli kilmaktadir (46, 47).



Serum amilaz degerleri akut atagin baslamasi ile birlikte ilk 6 saat i¢inde
normalin yaklasik 2,5 katina yiikselir ve birkag¢ giin yiiksek kalir. Kronik pankreatit
olgularinda 6nemli oranda parankim fibrozisine bagli amilaz salinim yetersizligi
olacagindan, serum amilaz diizeyleri akut atak sirasinda normal olarak Slgiilebilir.
Serum amilaz diizeyi ile pankreatit siddeti arasinda bir korelasyon yoktur (46-48).

Lipaz sadece pankreatik kaynakli oldugundan, akut pankreatit tanisinda daha
glivenilir goriinmektedir. Ancak Ol¢climii zaman aldigindan ve her yerde Olgiim
olanag1 olmamasi nedeni ile rutin laboratuar tetkiki olarak sik kullanilmamaktadir.
Lipaz akut pankreatitin baslangicindan 2-3 giin sonra yiikselir, bu da gecikmis
olgularda tanisal deger tasir (47, 49). Baska laboratuar bulgular1 da akut pakreatite
eslik edebilir. Lokositoz, hiperglisemi, karaciger fonksiyon testlerinde artis
goriilebilir. Bunlara ilave olarak serum kalsiyum diizeyinde, serum albumini ile
eszamanli dliisme gozlenir, ancak iyonize kalsiyum diizeyi ¢ogunlukla normaldir (22,
25, 50).

Radyolojik yontemler: Goriintiileme yontemleri, 6zellikle USG ve BT, akut
pankreatit tanismi teyid etmede, etiyolojiyi belirlemede ve atagm ciddiyetini
ongodrmede oldukca faydalidir.

Diiz batin grafisi, akut pankreatit tanist i¢cin duyarli olmaktan ¢ok ayni
semptamotolojiye sahip bir dizi hastaligi (mekanik obstruksiyon, i¢i bos organ
perforasyonu) ekarte etmede faydalidir.

Ultrasonografi akut pankreatitten siiphelenilen vakalarda ilk bagvurulmasi
gereken goriintilleme yontemidir. Bilgisayarli Tomografi ve USG genellikle akut
pankreatitli hastalarda birlikte kullanilir. Akut pankreatit tanisinin konuldugu
hallerde dahi, hastaligin agirligim1 ve komplikasyonlar1 degerlendirmek icin yapilma
endikasyonlar1  vardir. Ek olarak MRCP safra yollarindaki taslarin
goriintiilenmesinde %80-86 duyarliliga sahip, 6zel bir metoddur.

Biliyer pankreatitli olgularda ERCP uygulanmali, koledokta tas saptanirsa tas
ekstraksiyonu ve ES (endoskopik sfinkterotomi) uygulanmalidir (51, 52).

1.1.1.8. Skorlama Sistemleri
Ranson Kkriterleri: Ranson ve arkadaslar1 akut pankreatitte ilk 48 saatte

prognostik 6nemi olan 11 belirte¢ tanimlamiglardir. Yiiksek skorlar siddetli hastalik



gostergesidir. Skorun <2 oldugu hafif vakalarda mortalite orani 2,5% iken, skorun >3
oldugu siddetli vakalarda mortalite 62% dir (53).
Tablo 2. Nonbiliyer pankreatit i¢gin Ranson Prognostik Kriterleri

Basvuru aninda i1k 48 saatte

> 55 yas > % 10 hematokrit diisiisii
WBC > 16.000 > 5 mg/dl BUN artis1

> 200 mg/dl kan glukozu < 8 mg/dl serum Ca diisisii
> 350 IU/I LDH Arter pO2< 60 mmHg

> 250 U/dl SGOT >4 mEq/1 baz defisiti

> 6 It den fazla siv1 sekerstrasyonu

Tablo 3. Biliyer pankreatit icin Ranson Prognostik Kriterleri

Basvuru aninda i1k 48 saatte

> 70 yas > % 10 hematokrit diisiisii
WBC > 18.000 > 2 mg/dl BUN artis1

> 220 mg/dl kan glukozu < 8 mg/dl serum Ca diisiisii
> 400 IU/1 LDH Arter pO2< 60 mmHg

> 250 U/dl SGOT > 5 mEq/] baz defisiti

> 4 1t den fazla s1v1 sekerstrasyonu

APACHE -II skoru: Hastalik siddetini tahmin amacgh sik olarak kullanilan
skorlama sistemidir. Pozitif ve negatif prediktif degerleri Ranson kriterleri ile
benzerdir. APACHE —II skorlama sisteminde yas ve kronik hastalik durumlarinin
dahil edildigi toplam 12 fizyolojik degisken iizerinden skorlama yapilmaktadir. Ik
48 saatteki APACHE-II skorlar1 9 veya altinda olanlar biiylik olasilikla hastaligi
atlatirlar. Buna karsilik 13 veya tizerindeki skorlarda mortalite belirgindir. Bagvuru
esnasinda sensitivitesi 34%-70%, spesifitesi ise 76%-98%‘dir. 48.saatte sensitivite

50% nin altma diiserken spesivite 90%-100% olur (54) (Tablo 4).



Tablo 4. APACHE II Prognostik Kriterleri

Puanlar +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4

Rektal ates >41 39- - 38.5- 36- 34- 32- 30-31.9 <299
40.9 38.9 38.4 35.9 33.9

Ortalama kan  >160 130- 110- - 70-109 - 50-69 - <49

basinci 159 129

Nabiz/dk >100 140- 110- - 70-109 - 55-69  40-54 <39
179 139

Solunum >50 35-49 - 25-34  12-24  10-11 6-9 - <5

hizi/dk

Oksijenasyon  >500 350- 200- - <200 - - - -

Fi02> 0.5 499 349

Oksijenasyon - - - - >70 61-70 - 55-60 <55

Fi02<0.5

Arteryel pH >7.7 7.6- - 7.5- 7.33- - 7.25- 7.15- <7.15
7.69 7.59 7.49 7.32 7.24

Serum K >7 6-6.9 - 5.5-59 3.5-54 3-34 2529 - <7.15

Serum Na >180 160- 155- 150- 130- - 120- 111- <110
179 159 154 149 129 119

Kreatinin >3.5 2-34  1.5-19 - 0.6-1.4 - <0.6 - -

Hemotokrit >60 - 50-59  46-49  30-45 - 20-29 - <20

Lokosit >40 - 20- 15-19.9  3-14.9 - 1-2.9 - <1

39.9

Hct-3 >52 41-51 - 32-40  22-31 - 18-21 15-17 <15

(kangaz1 yok

ise)

BISAP: Ranson ve APACHE sistemlerinde mortalite ve morbidite tahmini
ancak 48. saatte dogru yapilmaktadir. Bu zaman zarfinda ise hastada ciddi organ
yetmezligi gelisebilmektedir. Bagvuru anindan ilk 12 saat i¢in hassas bir skorlama
sistemidir. 5 parametreden olusmaktadir ve pozitiflikleri halinde 1‘er puan alirlar,
toplam skor maksimum 5°tir. Parametreler; BUN 25 mg/dL‘nin {izerinde olmasi,
bozulmus mental durum, SIRS, 60 yasinin iizerinde olma, plevral efiizyonun
mevcudiyetidir. BISAP skorunun 3‘iin lizerinde olmasi, organ yetmezligi gelistirme

ihtimalini 7 ila 12 kat arttirmaktadir (55).

1.1.1.9. Tedavi

Akut pankreatit tedavisindeki yeni yaklagimlara ragmen 6zellikle nekrotizan
pankreatit olgularinda mortalitede ¢ok anlamli bir azalma saglanamamistir. Akut
pankreatit olgularmin ¢ogu hafif klinik tablo ile seyreder. Tedavinin esasi
medikaldir. Hastalarin ilk 24-48 saat igerisinde yogun bakim iinitesinde takibi

gerekebilir. Intravendz sivi destegi, elektrolitlerin diizenlenmesi ve pankreasin
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sekretuar fonksiyonunun inhibisyonu saglanir. Kusmasi ve agris1 fazla olmayan,
klinik tablonun hafif oldugu hastalara, nazogastrik sonda ile dekompresyon
gerekmeyebilir. Gastrointestinal motilite diizelene kadar agizdan beslenme
kesilmelidir. Bu siire icinde kan amilaz seviyesi normale gerileyecektir. Agr1 akut
pankreatitli olgularda en 6nemli semptomdur ve iyi bir analjezi saglanmalidir. Bunun
icin meperidin tiirevi analjezikler kullanilabilir.

Siv1 acig1 yakindan takip edilmelidir. Yeterli hematokrit ve kan hacmini
saglamak, renal fonksiyonlar1 korumak amaci ile albumin, taze donmus plazma ve
kan gibi kolloid s1vilar ve kristaloidler tercih edilmelidir.

Sok nedeni ile pankreatik perflizyonun bozulmasi pankreatit tablosunun
kendiliginden ilerlemesine neden olacaktir. Hastalarin %30’unda arteryel hipoksi
goriiliir ve O2 destegine ihtiya¢ duyulur. Bazi hastalarda ise ARDS gelisir ve
mekanik ventilasyon ihtiyact duyulur (46, 47).

Uzun siireli agizdan beslenemeyen ve enteral beslenmenin miimkiin olmadig1
hastalar disinda parenteral beslenmenin 6zel bir faydast goriilmemistir (47). Kolanyit
mevcut ise 48 saat i¢inde ERCP ile sfinkterotomi yapilabilir (46-48). Komplikasyon
goriilmeyen biliyer olmayan pankreatit olgularinda cerrahi tedavi gerekli degildir

(46-48).

1.1.1.10. Komplikasyonlar

Akut pankreatit iki sekilde karsimiza c¢ikar. Ya tibbi tedavi ile tamamen
tyilesen hafif form (%75) veya nekroz ile seyreden agir form (%25). Agir form da
steril ve enfekte nekroz olarak ikiye ayrilir.

Akut pankreatit komplikasyonlarin1 lokal ve sistemik olmak {izere iki ana
baslik altinda toplayabiliriz.

Sistemik komplikasyonlar: Akut pankreatitin en sik ve en erken goriilen
komplikasyonu sivi elektrolit imbalansidir. Hiperglukagonemiye bagli hiperglisemi
gelisebilir, beta hiicrelerinin kaybi1 sonucu hipoglisemi geligebilir.

Pankreas sekresyonlar1 retroperitoneal alana ve/veya intraperitoneal alana
yayilabilir. Bu durumda da retroperitoneal yada intraperitoneal fibrozis, adezyonlar

ve hatta kanamalar olusabilir (56-59).
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Lokal komplikasyonlar:

Pankreas ¢evresinde sivi birikimi, pankreas pseudokisti, pankreas absesi akut
pankreatitin lokal komplikasyonlaridir (60, 61).

Pankreas absesinin standart tedavisi drenajdir. Drenaj cerrahi veya perkiitan
yapilabilir. Antibiyotik tedavisi yapilacak esas tedavi yontemlerine yardimci olarak

mutlaka kullanilmalidir. Pankreas absesinde mortalite %10 civarmdadir (56, 57).

1.1.2. Deneysel Akut Pankreatit Modelleri

1.1.2.1. Kapah Duodenal Loop Teknigi

Duodenumun, pankreatit kanalinin acildigi kisminin distal ve proksimalinin
baglanmas1 seklinde uygulanir. Aktif pankreas enzimleri iceren duodenal salginin,
intraduodenal basing artisiyla pankreatik kanala reflii olmasiyla pankreatit

olusturulur (62).

1.1.2.2. Diyetle Olusturulan Pankreatit

Etiyoninden zengin, kolinden fakir diyet uygulamasi ile ratlarda pankreatit
olusturulabilir. Etiyonin pankreasin asiner hiicrelerine kars1 toksik etki
gostermektedir (63).

1.1.2.3. Duktus Obstriiksiyonu

Pankreatik kanalin baglanmasi pankreatite neden olmadan pankreas asiner
hiicrelerinin atrofisine neden olmaktadir (64). Ancak beraberinde sekretin ile

stimiilasyon olursa ileri diizeyde 6dem ve yag nekrozu goriilmektedir (64).

1.1.2.4. Arteriyel Obstriiksiyon, Iskemi
Iskemi, akut pankreatiti baslatmak veya siddetini artrmak igin kullanilabilir.
Kopekte, mikron ¢apl polietilen mikro kiireler kullanilmis ve bu yontemle 11. saatte

hemorajik nekroz olusmustur (65).

1.1.2.5. Duktal Perfiizyon Modeli

Pankreatit kanalin permabilitesinin artirilmasi, pankreatite neden olabilecek
bazi maddelerin parankime ge¢mesiyle sonug¢lanmaktadir. Pankreatik kanalin
permabilitesi; enfekte safra, aspirin (pH: 2.3), HCI (pH: 2.3), etanol (%5-10) ve
sekonder safra asitiyle bozulabilir (66, 67).
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1.1.2.6. Sekresyonun Artirilmasi

Cerulein, kolesistokininin-pankreozimin analogudur. Pankreas asiner
hiicrelerinin kaba endoplazmik retikulumunda sentezlenen proteinler golgi cisimcigi
tarafindan kullanilacaklar1 yere gore ayrilmaktadir. Sindirim enzimleri ve zimojenler,
inaktif formlarinda sekresyon i¢in hazirlanmakta, lizozomal hidrolazlar ise hiicre
bilesenleri icine yerlestirilmektedirler. Cerulein bu asamalar1 bozmakta ve her iki
enzim grubu biiylik immatiir vakuoller i¢cinde toplanmaktadir. Lizozomal bir enzim
olan katepsin B’nin tripsinojeni aktive ederek sindirim enzimlerinin intraselliiler
aktivasyonuna neden olabilecegi diistiniilmektedir (68, 69). Sitoplazma icinde
bulunan zimojen graniiller iceriklerini lizozomlara bosaltirlar. Buna krinofaji
denilmektedir. Sonugta yaygin inflamasyon ve pankreatit goriilmektedir (70).
Cerulein intraperitoneal verilecegi zaman 5-200 pg/kg doz araliginda ve birer saatlik
intervallerle tekrarlayan uygulamalarla kullanilmaktadir (71). Schoenberg ve ark.
(72) antioksidan tedaviyi denedikleri ¢aligmalarda ratlar1 30.dakikada, 3,5 saatte ve
12. saatte sakrifiye etmislerdir. Otuzuncu dakikada histopatolojik hasar goriilmemis
3,5 saatten sonra interstisyel O0dem, graniilositlerin intravaskiiler migrasyonu,
zimojen degraniilasyonu ve asiner hiicre nekrozu tespit edilmistir. Odem 12. saatte
yayginlasmakta PMNL infiltrasyonu ve yag nekrozu artmaktadir (69, 72). Ayrica
deneysel pankreatit modeli olarak; “izole exvivo perflizyon modeli”, “retrograd
infiizyon modeli”, “exvivo duktal perflizyon modeli”, “intraparenkimal sodyum
taurokolat enjeksiyonu” ve ¢esitli inflizyon modelleri kullanilabilir. Bu modeller,

yapilacak ¢alismaya gore kombine de edilebilirler (72, 73).

1.1.3. Oksidatif Sistem

Oksijen dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz
yapismigiderebilmek icin baska bir oksijen atomunun dig yoriingesindeki iki
elektronu ortaklasakullanarak “Oksijen Radikalleri’ni olusturur (74).

Serbest oksijen radikalleri yapisal Ozellikleri nedeni ile lipid, protein ve
niikleik asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre
membraninda bulunan doymamis yagasitleri oksidasyona duyarhidir ve bunlarin
oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarmin baslamasmna neden olur.
Hiicre oliimiine kadar giden bir siire¢ olusur (75). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli

serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijenin dis ydriingesine, bir
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veya daha fazla eslesmemis elektron eklenmesiyle, bu molekiil giiclii bir toksine yani
bir serbest oksijen radikaline doniisiir. Bu bilesikler de son yoriingelerinde
ortaklanmamis elektron icerdikleri i¢in kolayca diger molekiillerle reaksiyona girerek
onlar1 tahrip edebilen bilesikler olustururlar ve organizmada cok etkili bir hasar

olusturur (76).

1.1.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklarin basinda cesitli
zarlardaki lipid peroksidasyonu (LPO) gelmektedir. LPO, serbest radikaller
tarafindan baglatilan ve zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olan kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (77).

Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. Ug ya da
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit meydana
gelir. Olusan malondialdehid, hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasma yol agar, iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonucglara neden olur. MDA bu 6zelligi
nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1

mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (76, 78).

1.1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta bircok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar,
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif

oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu baskilarlar (79).

1.1.4.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar
olarak 3 grupta toplanirlar. Tablo. 5’de antioksidan maddelerin smiflamasi

gosterilmistir (80).
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Tablo 5. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

I-Endojen antioksidanlar
1-Enzim olanlar
a-Mitokontrial sitokrom oksidaz sistemi
b-Siiperoksid dismutaz
c-Katalaz
d-Glutatyon peroksidaz, Glutatyon —S-transferaz
e-Hidroperoksidaz
2-Enzim olmayanlar
a-Lipid fazda bulunanlar
i - a-tokoferol (E vitamini)
ii - B- karoten
b-S1v1 fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin,
transferin, laktoferin, myoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin,
glutatyon
II- Eksojen Antioksidanlar (ilaglar)
1- Ksantinoksidaz Inhibitérleri: Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit
2- NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestetikler
3- Rekombinant Siiperoksid Dismutaz
4- Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, asetilsistein
5- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin
6- Demir redoks dongiisiiniin inhibitdrleri: Desferroksamin, seruloplazmin
7- Sitokinler: Tiimor nekroz factor(TNF), IL-1
8- Demir selatorleri
III- Gida antioksidanlar1
1- Butylated Hydroxytoluen(BHT)
2- Butylated Hydroxyanisone (BHA)
3- Sodyum Benzoat
4- Fe-Siiperoksid Dismutaz

1.1.4.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalan
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:
1)Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kii¢iik molekiiller bu tip etki gosterirler.
2) Reaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir. Vitaminler,
flavanoidlerbu tarz bir etkiye sahiptirler.
3) Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir

kiric1 etki gosterirler.
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4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir (81).

1.1.5. inflamatuvar sitokinler

Niikleer faktor kappa B (NFkB)

NFkB immiinite ve inflamasyon ile 1ilgili ¢ok c¢esitli genlerin
transkripsiyonunun diizenlenmesinden sorumlu niikleer bir transkripsiyon faktoriidiir.
Akut pankreatit swrasinda olusan inflamatuvar yanitta pankreatik asiner hiicrelerde
NFkB aktivitesinin 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir. NFkB nin selektif

inhibisyonu pankreastaki infalamasyonun azalmasina yol agmustir (122, 123).

IxB

Inhibitér kappa B (IxB) inflamasyona kars1 olusan hiicresel yanitin yayilmasi
ile 1lgili bir enzim kompleksidir. Bu kompleks NFxB sinyal transdiiksiyon
kaskadimnin bir parcasidir. IkBa niikleer lokalizasyon sinyallerini maskeleyerek NFxB

transkripsiyon faktoriinii inaktive eder (127).

TNF alfa
TNF alfa gibi proinflamatuvar sitokinler akut pankreatitte erken patofizyolojik
olaylarda kritik rol oynarlar. Bu sitokinler sistemik infalatuvar yanitin tiim
sonuglarinin baslangicini ve ilerlemesini saglarlar. Akut pankreatitte hem insanda

hem ratlarda IL-1P ve TNF-a diizeyleri artmistir (124-126).

1.1.6. Quercetin

En iyt tamimlanmis flavonoidlerden biri olan quercetin (3,5,7,3',4-
pentahidroksiflavon), sebze ve meyvelerde bulunan bir bilesikdir. Baslica elma,
sogan, brokoli, c¢ilekgiller, yesil bezelye ve cayda bulunur. Bat1 diyeti yaklasik 25
mg/giin flavonoid igerir; 16 mg/giin ile quercetin bu diyette flavonoidlerin en biiyiik
bilesenini olusturur. Flavonoidler ve quercetin gidalarda genellikle glikozid seklinde
bulunan biiyilk molekiillii yapilardir. Bu 6zelliklerinden dolayr barsaklarda
emilmeleri zordur. Gastrointestinal sistemde serbest fenolik kisima ayrilir (82, 84).
Ciinkii bunlarin barsaktan emilebilmesi i¢in kii¢iik molekiil agirlikli formlara
doniismeleri  gerekir. Barsaklarda bulunan mikroorganizmalar, flavonoid
glikozidlerinin ¢oziilmesini gergeklestirirler. Yaklasik %1't bozulmadan, biiyiik bir

kismi ise cesitli hidroksi aromatik asitlere doniistiiriilerek bobreklerden atilir.
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Quercetin’in distriblisyon yar1 dmriiniin 3.8 saat, eliminasyon yar1 6mriiniin 16.8 saat
oldugu bildirilmistir (82, 84, 85).

Quercetin, antioksidan 6zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, kotii
kolesteroliin okside olmasin1 Onleyebilir ve hiicrelerin kansere doniismesini
geciktirebilir. Ayrica quercetin adli madde c¢ok giiclii bir antioksidan olup kolesterolii
diistirmekte, kalp hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir. Akcigerleri ve
solunum yollarin1 sigara ve kirli havanin etkilerinden korumaya yardimci oldugu

saptanmistir (86).

OH O
Sekil 1. Quercetin’in kimyasal yapis1 (86)

Quercetin ve diger flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme 6zelliklerinin
yaninda antiviral, antitiimoral, antialerjik, antitrombotik gibi etkileri iceren cesitli
biyolojik 0Ozellikleri vardir. Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2, lipooksijenaz,
siklooksijenaz, enzimlerinin inhibisyonu, 16kosit adhezyonunun ve aktivasyonunun
azaltilmasi, mast hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle
antiinflamatuar Ozellik gosterir. Quercetin’in  XO aktivitesini inhibe ettigi ve
oksidatif hasar1 azalttig1 goriilmiistiir (87, 88).

Quercetin’in bir diger o6zelligide siklooksijenaz ve lipooksijenaz denilen
inflamatuar mediatorlerini inhibe etmesidir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz genel
inflamatuar cevabi1 baglatan arasidonik asidin salimimina neden olurlar.
Lipooksijenaz1 igceren noétrofiller arasidonik asitten kemotaktik bilesiklerin
olusumuna neden olurlar, ayn1 zamanda sitokin salinimini saglarlar. Quercetin hem
siklooksijenaz1 hemde lipooksijenazi inhibe eder (antiinflamatuar etki) Bu nedenle

inflamatuar metabolitlerin olusumunu azaltir (89, 90).
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1.1.7. Resveratrol

Bir fitokimyasal olan resveratrol, ilk kez 1940 yilinda veratrum
grandiflorum’un koklerinden izole edilmistir. Resveratrol, bitkilerde infeksiyon,
sicaklik dalgalanmalari, ultraviyole, radyasyon ve ozon gibi ¢evresel etkilere maruz
kalindiginda fitoaleksin (bitki antibiyotigi) olarak sentezlenmektedir. Dogadaki en
onemli kaynag1 tiziim ve saraptir (9).

Aromatik grup igeren bircok bilesik rezonans yapilar1 nedeniyle stabil
radikaller olusturarak antioksidan 0Ozellik tagimaktadir. Resveratrol igerdigi iki
aromatik grup nedeniyle antioksidan aktiviteye sahip olup, oksidatif stresin yol actig1
hiicre hasarimni ve hastaliklar1 dnlemekte veya geciktirmektedir (91, 92).

Hayvan deneylerinde hiicre antioksidanlar1 olan SOD, katalaz, GSH,
glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), GSH-Px, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) konsantrasyonunu arttirdigi, ksantin oksidazi ve neden oldugu hiicre
hasarini azalttig1 ve DNA hasarini1 6nledigi gosterilmistir (11).

Resveratrol NFxkB ve aktivatdor protein-1’1  (AP-1) baskilayarak,
proinflamatuvar ajanlarin salinim ve sentezini inhibe etmekte ve inflamatuvar cevabi
baskilamaktadir (8). NFkB ve AP-1 hiicre transformasyonu ve c¢ogalmasi, timor
gelisim diizenlenmesi ve apoptoziste rol almaktadwr. Ayrica proinflamatuvar
sitokinlerin, kemokinlerin, hiicre adhezyon molekiillerinin, biiylime faktorlerinin,
baz1 akut faz proteinlerinin ve immiin reseptdrlerin esas diizenleyicisi olarak c¢ok
yonlii transkripsiyon gorevleri bulunmaktadir. NFkB ve AP-1 bagimsiz olarak veya
koordineli bir sekilde hareket ederek, inflamasyon ve hiicresel cogalma gibi cesitli
fizyolojik siire¢lerde yer alan bu hedef genlerin belirlenmesini diizenlemektedir (9,
10). Gulcubuk ve ark. deneysel akut pankreatit modelinde resveratroliin NFkB, TNF
alfa diizeylerinde azalma IxkB diizeylerinde yiikselmeyi gostermislerdir (111).
Calismamizda resveratroliin daha 6nce gosterilen bu etkilerine ek olarak quercetinle
kombinasyonunun gdosterecegi etkiler ve yine MDA, COX-2 f{izerine etkilerini
arastirmay1 amaglamaktayiz.

Resveratrol profibrotik bir sitokin olan TGF-f inhibisyonu ile antifibrotik
ozellige de sahiptir. Resveratroliin kardiyak kas fibroblast aktivitesini proliferasyon
ve diferansiasyon basamaklarinda engelleyerek, kardiyak fibrozis ve kardiyak kas

hipertrofisini 6nledigi rapor edilmistir (93, 94).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢aligma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu 05/09/2013 tarih ve 98 sayili onay:r alindiktan sonra Firat Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezinde (FUDAM) yapildi.

Calismamizda kullanilan ratlar 21 £ 2° C oda 1sisinda 12 saat 151k (7:00-
19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan 6zel olarak yaptirilan ve hergiin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda
(normal ¢cesme suyu) verildi. Biitlin gruplardaki hayvanlar deneye baslanmadan 6nce
tartildi. Gruplarda bulunan biitiin ratlar ayni ortamda goézetim altinda tutuldu.
Deneyde 6-8 haftalik ortalama 150-200 gr agirligi olan toplam 42 adet Wistar cinsi
disi rat kullanildi. Ttim ratlar deney Oncesi bir gecelik baglandi ve belirtilen gruplara
ayrildi. Cerulein (Sigma Aldrich C9026) -20 de muhafaza edildi, serum fizyolojik ile
cOziinerek ratlara uygulandi. Resveratrol DMSO da ¢oziinerek 7,5 mcg/ml olacak

sekilde ratlara uygulandi.

2.1. Cahsma Gruplan

Her grupta 7 rat olmak tizere toplam 42 rattan olusan 7 grup olusturuldu.

Grupl (n=7) (K): Bazal diyet uygulandi.

Grup 2 (n=7) (DMSO): Intraperitoneal 1ml DMSO (dimetil siilfoksit)
uygulandu.

Grup 3 (n=7) (C): 20 mcg/kg cerulein (s.c) olarak 1 saat araliklarla 4 kez
uygulandu.

Grup 4 (n=7) (C+R): 20 mcg/kg cerulein subkutan (s.c) olarak 1 saat
araliklarla 4 kez uygulandi. Cerulein ilk dozundan 6nce 30 mg/kg resveratroH+-DMSO
intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup 5 (n=7) (C+Q): 20 mcg/kg cerulein(s.c) olarak 1 saat araliklarla 4 kez
uygulandi. Cerulein ilk dozundan 6nce 50 mg/kg quercetin orogastrik sonda ile
uygulandu.

Grup 6 (n=7) (C+R+Q): 20 mcg/kg cerulein subkutan (s.c) olarak 1 saat
araliklarla 4 kez uygulandi. Cerulein ilk dozundan 6nce 30 mg/kg resveratroH+-DMSO

intraperitoneal, 50 mg/kg quercetin orogastrik sonda ile uygulandi.
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Deney protokolii uygulanmasi sirasinda herhangi bir grupta 6len rat olmadi.
Son cerulein dozundan 24 saat sonra ratlar anestezi altinda dekapite edildi ve kan
ornekleri alindi. Alman kan ornekleri 5000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edildikten sonra elde edilen serum oOrnekleri analiz edilinceye kadar -20 °C de
saklandi. Abdomenleri agilip pankreaslar1 doku biitiinliigii bozulmadan c¢ikartildi.
Pankreasm farkli bolgelerinden doku ornekleri alinip % 10’luk formalin soliisyonu
ile tespit edildi. Ayn1 giin Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda

parafin bloklar1 hazirland1.

2.2. Labratuvar incelemeleri

Ratlardan alman kan santrifiij edilerek alinan plazma 6rnekleri —20 derecede
analiz yapilincaya kadar bekletildi. Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), amilaz, lipaz diizeyleri Siemens Advia 1800 biyokimya
cithazinda g¢aligildi. Pankreas NF-kappa B, COX-2, TNF a, IkB, ol¢iimleri saglanan
ticari kitlerle (Primer assay for rat NF-kappa B, COX-2, TNF a, IxB Qiagen, Hilden,
Germany) Real-Time PCR cihazlarinda analiz edildi. Plazma ve pankreas doku

MDA diizeyleri saglanan ticari kitlerle HPLC cihazinda analiz edildi.

2.3. HPLC (Yiiksek Basin¢/Performans Sivi Kromatografisi) de Analiz
Lipid peroksidasyonu, membran lipid peroksidasyonunun énemli bir {iriinii
olan malondialdehid (MDA) olusumu agisindan Karatepe’den (117) modifiye
edilerek yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC, Shimadzu, Tokyo,
Japonya) yontemiyle Shimadzu UV—Vis SPD-10 AVP detektor ve C18- ODS - 3,5
um, 4.6 x 250 mm kolon kullanilarak 6l¢iildii.
o Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO4 - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 3.6)
kullanilda.
. Kromatogramlar1 250 nm'de takip edildi ve enjeksiyon hacmi 20 pl idi.
o Akis hiz1 1.2 ml/dakika olarak belirlendi.
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2.4. Real Time PCR

Tablo 6. Real time PCR calisma protokolii

Uygulama RNA

Kit RNeasy® Mini Kit

Ornek materyal Pankreas dokusu

Kisa protokol ismi Standart

Versiyon 3

Protokol adi Pankreas doku ve hiicrelerinden RNA
saflastirilmasi

Diizenlenebilir parametreler Elution voliimii: 30—100 pl, 10 ul lik
artiglarla; varsayilan 50 pl

Gerekli yazilim siiriimleri Uriin siiriimii FIW-50-001-] FW_MB.

hex ve PLC program siiriimii FIW-50-
002-G PLC MB.prs

20 mg dondurulmus veya 10 mg stabilize veya 5 x 106 hiicre 350 pul RLT
tampon iginde parcalandi (baslamadan Once hiicreler ¢oziildii). Coziinen doku
mikrosantriflij icinde tam hizda 3 dk santrifiij edildi. Santrifiije edilen doku pellete
dikkat edilerek 2 ml lik temiz mikrosantrifiij tiipiine alindi. Tablo 6’da belirtilen
protokole gore calisild1.

2.5. Histopatolojik Degerlendirme

Sakrifikasyonu takiben ratlarm karinlar1 orta hat kesi ile agilarak,
histopatolojik inceleme i¢cin pankreas dokulari total olarak ¢ikarildi. Real time PCR
ve MDA calisilmak tizere pankreas dokusu ayirdiktan sonra kalan pankreas dokular1
%10’luk tamponlanmis formalin igeren kaplara konularak patoloji laboratuarma
gotiirtildii. Formalinli soliisyon i¢inde 24 saat fikse edilen pankreas dokular1 parafine
gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan 4-6 pm’lik kesitler alinip, bunlar
Hemotoksilen & Eosin ve massaon trichom boyasi ile boyandi. Hazirlanan kesitler
uygulanan deney protokiinden habersiz bir patolog tarafindan 6dem, hemoraji ve yag
nekrozu inflamasyon ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildi.
Degerlendirme X400 biiyiitmede rastgele 10 alanda hiicresel 6dem, fokal ve diffiiz
tutulumuna gore asiner nekroz, odak sayisina gore hemoraji ve yag nekrozu,
inflamasyon ve perivaskiiler infiltrasyon ise inflamatuvar hiicre sayisina gore

derecelendirilip toplam puana gore skorlanip sonlandirildi (5) (Tablo. 7).
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Tablo 7. Schonberg’in pankreatit skorlama indeksi

Odem
0 Odem yok
1 Interlobiiler dem
2 Interlobuler 6dem + intra-asiner 6dem

3 Siddetli interlobiiler ve intra-asiner 6dem

Inflamatuvar infiltrasyon
0 Infiltrasyon yok
1 Intravaskiiler graniilosit marginasyonu
2 Perivaskiiler graniilosit infiltrasyonu

3 Tim pankreas dokusunun diffiiz infiltrasyonu

Yag nekrozu
0 Nekroz yok
1 1-4 nekrotik hiicre (her mikroskobik alanda)
2 5-10 nekrotik hiicre
3 11-16 nekrotik hiicre

2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama # standart sapma olarak
verildi. Kruskal-Wallis testi ile gruplar arasinda anlamlhi farklhiliklar izlendi.
Parametrelerin gruplar arasindan degerlendirilmesinde Paired T testi, ikili
degerlendirmelerde ise Mann Whitney U testi ile degerlendirme yapildi. Ayrica Bazi
parametreler icin Pearson Spearman korelasyon testleri kullanildi Istatistik

degerlendirmeler SPSS statistic 18 programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Labratuvar Bulgulan

3.1.1. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda amilaz ve lipaz diizeyleri normaldi. DMSO grubunda
serum amilaz ve lipaz degerleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05). Kontrol grubuna
kiyasla akut pankreatit grubunda (C) amilaz ve lipaz diizeyleri anlamli olarak
yiiksekti (p<0,05). Kontrol grubu ile QUE ve RES+QUE gruplar1 arasinda amilaz ve
lipaz diizeyleri agisindan fark izlenmedi (p>0,05). Quercetin tek basma ve kombine
uygulandig1 gruplarda amilaz ve lipazin yiikselmesini 6nledi. RES grubunda lipaz
diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi; bu grupta amilaz kontrol grubuna oranla yiiksek
olmasina ragmen cerulein grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (p<<0,05). Resveratrol
tek basmma lipaz diizeylerinin yiikselmesini 6nledi, amilazda ise akut pankreatit
grubuna kiyasla anlamli diisiis sagladi.

QUE ve RES+QUE gruplarinda serum amilaz diizeyi RES grubuna kiyasla
daha diisiiktii (p<0,05). Lipaz diizeyleri agisindan ise bu gruplar arasinda anlamli fark
yoktu (p>0,05). Biyokimyasal olarak quercetin resveratrole oranla fazla koruyucu
etki gosterdi.

Tablo 8. Calisma gruplarindaserum amilazve lipaz ortalama ve st.sapma degerleri

Kontrol DMSO Cerulein RES QUE RES+QUE P

Amilaz 14311437 1641444677  6290+1103 2999+639°TT  1530+789"  1850+969"7  <0,001

Lipaz  17+177 16£17T 4249 25+7" 19427 2324 <0,001

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; “p<0.05, "p<0.01, *p<0.001
Cerulein grubu ile karsilastirildiginda; fp<0.05, Tp<0.01, 77p<0.001.
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Cerulein grubu ile karsilastirildiginda; Tp<0.05, Tp<0.01, 77p<0.001.
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Sekil 3. Gruplara gore serum lipaz diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirldiginda; “p<0.05, “p<0.01, “p<0.001
Cerulein grubu ile karsilastirildiginda; fp<0.05, Tp<0.01, 77p<0.001.

Gruplar arasinda serum AST ve ALT diizeyleri agisindan anlamli fark

izlenmedi (p>0,05).
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Tablo 9. Calisma gruplarinda seum AST ve ALT ortalama ve st. sapma degerleri

Kontrol DMSO Cerulein RES QUE RES+QUE  P(tim
gruplar
arasinda)

AST 242473 225+45 251164 320+112 240+65 280+80 >0,05
ALT 57«15 54+6 68+18 78+25 61x14 51£9 >0,05

3.2. Dokuda MDA, TNF alfa, NFkB, IxB, COX-2 diizeyleri

Doku MDA diizeyleri:
Tablo 10. Pankreas dokusunda MDA diizeyleri

Item Kontrol DMSO Akutpankreatit(AP) AP+Res AP+Quer AP+Res+Quer

MDA  15.6+0.8  18.4+1.5 67.6+1.4" 451+0.77 42.7+1.2°7 39341177

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; “p<0.05
Cerulein grubu ile karsgilagtirldiginda; "p<0.05

Kontrol ve DMSO grubuyla karsilastirildiginda diger tiim gruplarda MDA
yiiksek saptand1 (p<0,05). En yiiksek MDA degeri akut pankreatit grubunda goriildii.
Tedavi gruplarinda (RES, QUE, RES+QUE) MDA diizeyleri kontrol grubuna oranla
daha yiiksek olmasina ragmen akut pankreatit grubuna kiyasla anlamli olarak
azalmist1 (p<0,05). Resveratrol ve quercetinin kombine uygulanmasi daha diisiik
MDA degeri saglasa da istatistiksel olarak tek basma uygulandiklar1 gruplarla fark
yoktu. (Tablo 10, Sekil 4).
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MDA

Kontrol DMSO AP AP+RES AP+Q AP+RES+Q

Sekil 4. Pankreas dokusunda MDA diizeyleri
* Farkl harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Dokuda TNF alfa, NFkB, IxkB, COX-2 diizeyleri:

TNF alfa diizeyleri; kontrol ve DMSO gruplarinda en diistiktii. Diger tiim
gruplarda anlaml olarak yiiksek saptandi (p<0,05). Akut pankreatit grubunda en
yiiksekti. RES, QUE ve her ikisinin kombine uygulandigit RES+QUE grubunda TNF
alfa diizeylerinde cerulein grubuna oranla iyilesme oldugu izlendi (p<0,05). Her iki
koruyucu maddenin kombine uygulanmasi daha fazla iyilesme saglamadi, aditif etki

goriilmedi (Sekil 5).

=
o

e =

TNF-a
O kP N W A& U O N © O

Kontrol DMSO AP AP+RES AP+RESHQ
Sekil 5. Pankreas dokusunda TNF alfa diizeyleri

* Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Niikleer faktor kappa B (NFkB) diizeylerine bakildiginda TNF alfa
diizeyleriyle paralel sonuclar elde edildi. Kontrol ve DMSO gruplar1 arasinda anlamli
fark izlenmedi. Kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda NFxB anlamh yiiksek
saptanirken (p<0,05) en yiikksek deger cerulein grubunda goriildii. Resveratrol,
quercetin ve kombine uygulandiklar1 gruplarda NF«B diizeylerinde cerulein grubuna
oranla anlamli azalma izlendi (p<0,05). Kombine uygulandiklar1 RES+QUE
grubunda tek basma uygulandiklar1 gruplara gore daha fazla iyilesme goriilmedi

(Sekil 6).
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NFkB

Kontrol DMSO AP AP+RES AP+Q AP+RES+Q

Sekil 6. Pankreas dokusunda NF«B diizeyleri
* Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Pankreas dokusunda COX-2 diizeyleri kontrol ve DMSO gruplarmma benzerdi
(p>0,05). Cerulein uygulanan tiim gruplarda COX-2 diizeyleri yiikseldi (p<0,05).
Tek basina resveratrol verilen grupta COX-2 diizeylerinde akut pankreatit ve diger
tedavi gruplarma kiyasla anlamli azalma saptandi (p<0,05). Quercetin tek basina ve

kombine uygulandig1 gruplarda COX-2 diizeylerinde iyilesme saglamadi (Sekil 7).

COX-2
O B N W A UGB N DB W

Kontrol DMSO AP AP+RES AP+Q AP+RES+Q

Sekil 7. Pankreas dokusunda COX-2 diizeyleri

* Farkl1 harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

IkB diizeyleri kontrol ve DMSO gruplarinda en yiiksek olarak saptanirken
akut pankreatit indiiklenen tiim gruplarda anlamli olarak diisiik oldugu goriildii
(p<0,05). Tek basina resveratrol ve quercetinin uygulanmasi [kB diizeylerinde
tyilesme saglamadi. Ancak her ikisinin kombine uygulandigi RES+QUE grubunda
IkB diizeyleri cerulein grubuna oranla yiiksek saptandi (p<0,05) (Sekil 8).
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Kontrol DMSO AP +RES AP+HQ AP+RES+Q

Sekil 8. Pankreas dokusunda IxB diizeyleri

* Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

3.3. Histopatolojik Bugular

Odem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve yag nekrozu olmak iizere bu
parametrelere gore skorlama yapild1 (5).

Kontrol ve DMSO gruplar ile karsilastirildiginda akut pankreatit indiiklenen
Cerulein, RES, QUE ve RES+QUE gruplarinda total histolojik skor anlamli olarak
yiiksekti (p<0,05). Buna karsin QUE ve RES+QUE gruplarinda 6dem, inflamasyon
ve total histolojik skorlarda cerulein grubuna oranla anlamli iyilesme izlendi
(p<0,05). Quercetinin tek basma kombine uygulandigi gruplarda benzer skorlar elde
edildi. Resveratrol ise tek basina uygulandigi RES grubunda cerulein grubuna kiyasla
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve total histolojik skoru anlamli sekilde azalttu.
Ancak 6demde azalma izlenmedi. Quercetin ile kombine uygulandiginda inflamatuar
hiicre infiltrasyonu kontrol grubu ile farksizdi (p>0,05). Yag nekrozu agisindan
baktigimizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik
izlenmedi (resim 1-6).

Tablo 11. Calisma gruplarinda histopatolojik skorlar

Kontrol DMSO Cerulein RES QUE RES+QUE P

Odem 0,14+0,37  0,29+0,48 1,43+0,53" 0,86+0,69" 0,43%0,53" 0,710,487 <0,01

Inflamasyon 0,14+0,37 0,29+£0,48 2,29+0,48 1,570,537 1,14+0,37" 1,000,577  <0,001

Yag 0,00+0,00  0,00+0,00 0,43+0,53 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 >0,05

nekrozu

Total skor 0,29+0,48 0,57+0,53 4,140,907 2,43+1,13°7 1,57+0,78°7 1,71+0,75"T"  <0,001

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; “p<0.05, *"p<0.01, *p<0.001.
Cerulein grubu ile karsilastirildiginda; fp<0.05, Tp<0.01, 77p<0.001.

28



Resim 1. Normal pankreas dokusu Resim 2. Grup 3’ ¢ ait (cerulein)

perivaskiiler ve parankimal infiltrasyon

alanlar1
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Resim 3. Grup 3’ e ait (cerulein) yag

nekrozunu gosteren alan
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Resim 5. Grup 5°¢ ait (C+QUE)goriinim  Resim 6. Grup 6’a ait (C+RES+QUE)

minimal perivaskiiler infiltrason ve 6dem goriiniim seyrek infiltrason alanlar1
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4. TARTISMA

Akut pankreatit, pankreasin kendi enzimlerinin aktivasyonu, interstisyel
sizmast ve kendini sindirmesi sonucu olusan, bakteriyel olmayan, karm agrisi,
bulanti, kusma ile kendini goésteren inflamatuvar bir hastaliktir. Hastalik siireci,
minimal 6demden hemorajik nekroza, endokrin ve ekzokrin fonksiyonlarin her
ikisinin de Onemli oranda azaldig:1 fibrozise kadar degiskenlik gosteren genis bir
spektrum igerir (1).

Tanimlanmasinin {izerinden ¢ok uzun zaman ge¢mis olmasina ragmen
spesifik bir tedavisi bulunamamis olan akut pankreatitte standart tedavi hala destek
tedavisi tabanlhidir (2).

Akut pankreatit ile ilk deneysel calismayir 1856 yilinda Claude Bernard
kopeklerin pankreas kanalina zeytinyagi vererek yapmistir. Bu ilk calismadan
itibaren degisik tedavi yontemlerinin denenmesi amaciyla bircok deneysel pankreatit
modeli olusturulmustur (3). Akut pankreatit patofizyolojisine uygun olan ve en ¢ok
tercih edilen yontemlerden birisi sekresyonun arttirilmasidir.  Sekresyonun
artirilmasinda en ¢ok kullanilan madde ise ceruleindir (4).

Cerulein sekresyon arttirici etkisiyle bir¢ok deneysel calismada basari ile
kullanilmistir (5). Oddi sfinkterinde gevseme ve safra kesesinde kontraksiyonlara
neden olarak pankreas kanalina safra refliisiine ve dolayisiyla da pankreatite yol acan
bir kolesistokinin analogudur (6). Ilk defa 1977 yilinda Lampel ve Kern tarafindan
ratlarda deneysel olarak akut interstisyel pankreatit olusturmak i¢in kullanilmistir (7).
Strowski ve ark. (71) birer saatlik intervallerle bes kez 10 mikrogram/kg dozlarda
cerulein uyguladiklar1 ratlarda akut 6dematdz pankreatit olusturmuslardir. Yine
literatlirde ceruleinin 5 mikrogram/kg/saat iv. yoluyla 2-24 saat kullanimi akut
O0dematoz pankreatite neden oldugu raporlanmistir (96, 97). Lampel ve ark. (95)
ceruleini ratlara birer saatlik intervallerle 4-6 kez subkutan 20-50 mcg/kg
uygulayarak cesitli siddetlerde akut pankreatit gerceklestirmislerdir. Steer ve ark.
(70) birer saatlik intervallerle 5 defa subkutan 20 mcg/kg cerulein uygulayarak akut
pankreatit olusturmuslar, pankreaslarin histopatolojik incelemelerinde hiicresel
diizeyde birgok patolojinin gerceklestigini bildirmislerdir. Pinhu ve ark. (121)
olusturduklar1 deneysel modelde 1 saatlik araliklarla 5 kez 5 meg/kg cerulein ile hafif

akut pankreatit olustururken 50 mcg/kg cerulein ile siddetli akut pankreatit
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olusturmuglardir. Calismamizda 1 saatlik araliklarla 4 kez 20 mcg/kg cerulein
uygulamasiyla siddetli akut pankreatit olusturulmasi amag¢lanmistir.

Litaratiirde de bahsedildigi gibi subkutan veya intraperitoneal Cerulein
uygulanmasidan sonra maksimum pankreatik hasar 12. saatten sonra goriilmektedir.
Calismamizda cerulein ile indiiklenen akut pankreatit grubunda 7 ratin tamaminda
akut pankreatit gelistigi hem makroskopik olarak, hem de histopatolojik olarak
gozlemlendi. Bu histopatolojik degisiklikler Schonberg’in pankreatit skorlama
indeksine gore degerlendirildi; 6dem, inflamasyon ve yag nekrozuna hafiften
siddetliye dogru 0 ila 3 arasinda skorlar verildi (5). Bu skorlarin toplamina bakilarak
ratlarin pankreasindaki hasarin siddeti degerlendirildi.

Ceruleinin yol agtig1 inflamasyon sonucu pankreas dokusu inflamasyon
bolgesine go¢ eden nodtrofil ve makrofajlarin irettigi oksidatif strese maruz
kalmaktadir. Notrofil ve makrofajlarin olusturdugu solunumsal patlamayla hidrojen
peroksit radikalleri ve siiperoksid iiretimi artabilir. Bu hiicrelerin yol ag¢tigi hasar,
salman reaktif oksijen tiirleri yaninda; nitrojen metabolitleri, sitotoksik protein, litik
enzim ve sitokinlerin hiicre biitlinliigiinii bozmasindan kaynaklanabilir (99-101).

Aromatik grup iceren bir¢cok bilesik rezonans yapilart nedeniyle stabil
radikaller olusturarak antioksidan 0Ozellik tagimaktadir. Resveratrol igerdigi iki
aromatik grup nedeniyle antioksidan aktiviteye sahip olup, oksidatif stresin yol actig1
hiicre hasarimni ve hastaliklar1 6nlemekte veya geciktirmektedir (91, 92).

Quercetin ve diger flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme 6zelliklerinin
yaninda antiviral, antitiimoral, antialerjik, antitrombotik gibi etkileri iceren cesitli
biyolojik 0Ozellikleri vardir. Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2, lipooksijenaz,
siklooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu, lokosit adhezyonunun ve aktivasyonunun
azaltilmasi, mast hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle
antiinflamatuar 0Ozellik gosterir. Quercetin’in  XO aktivitesini inhibe ettigi ve
oksidatif hasar1 azalttig1 goriilmiistiir (87, 88).

Quercetin ve resveratrol antioksidan, antiinflamatuvar etkileri nedeniyle daha
once deneysel olarak akut pankreatitte kullanilmiglardir. Biz de ¢alismamizda bu iki
maddeyi ayr1 ayr1 ve kombine olarak deneysel siddetli akut pankreatitte kullandik.
Boylece hem resveratrol hem quercetinin siddetli akut pankreatitte koruyucu

etkilerini gézlemledik, her iki maddenin etkinligini kiyasladik ve aditif etki olusturup
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olusturmayacaklarim1 degerlendirdik. Bununla birlikte MDA, TNF alfa, NF«B
yaninda COX-2 ve IkB gibi daha farkli farkli deneysel modellerde calisilmis olan
inflamatuar sitokinlerin yanitini ayni ¢calismada gézlemledik.

Elman ve ark. (106) 1929 yilinda akut pankreatitli hastalarda serum amilaz
Olciimiiniin degerini tanimlamistir. Glinlimiizde de en sik kullanilan tanisal testtir
(105). Akut pankreatit baslangicinda serum amilaz konsantrasyonu birkag saat iginde
yiikselir ve 3-5 giin icinde normale doner (107, 108). Serum lipazinin biiyiik bir
kism1 pankreas kaynaklidir (109, 110). Lipazin en onemli avantaji amilaza gore
enzim aktivitesinin uzunca bir siire yiliksek olarak kalmasidir (30).

Calismamizda cerulein verilen grupta akut pankreatit indiiksiyonu
biyokimyasal ve histopatolojik olarak basariyla saglandi. Quercetin verilen gruplarda
amilaz ve lipaz diizeyleri kontrol grubuyla benzerdi. Resveratrol ile kontrol grubuna
benzer lipaz diizeyleri elde edildi. Yine resveratrol grubunda cerulein ile indiiklenen
amilaz yiliksekligi tam olarak dnlenemese de akut pankreatit grubuna oranla amilaz
diizeylerinde iyilesme saglanmisti. Quercetinin resveratrol ile birlikte uygulanmasi,
tek basina verilmesine kiyasla biyokimyasal olarak daha fazla iyilesme saglamadi.
Aditif etki goriilmedi. Carvalho ve ark. (104) cerulein ile indiiklenen akut pankreatit
modelinde koruyucu olarak quercetini farkli dozlarda kullanmis ve amilaz ve lipaz
diizeylerini azalttigin1 gormiislerdir. Daha Once deneysel akut pankreatitteki
quercetinin kullanildig1 tek ¢alisma olan bu calismada 25,50 ve 100 mg/kg
dozlarinda quercetin uygulanmis ve doz artimi ile etkinligin arttigmi gozlemislerdir.
Calismamizda 50 mg quercetin koruyucu olarak uygulanmis ve kontrol grubu ile
benzer amilaz ve lipaz diizeyleri elde edilmis olup MDA ve TNF alfa disinda akut
pankreatit patogenezinde rol oynadig1 diisiiniilen NF«B, IxB ve COX-2 {izerine de
quercetini koruyucu etkileri gdzlenmistir. Szabolcs ve ark. (102) yaptiklari ¢alismada
resveratroliin kolesistokinin oktapeptid (CCKS8) ile indiiklenen deneysel akut
pankreatitte amilaz biyokimyasal degisiklikleri iyilestirdigini belirtmiglerdir.
Calismamizda da buna paralel olarak resveratrol akut pankreatit grubuna kiyasla
amilaz ve lipaz diizeyinde anlamli iyilesme saglamistir. Onceki ¢alismalardan farkl
olarak etkinligi quercetin ile kiyaslanmis ve amilaz diizeyleri géz Oniine alindiginda

quercetin daha 1y1 sonuglar vermistir.
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Calismada c¢oziicli olarak kullanilan DMSO verilen grup ile kontrol grubu
karsilastirildiginda biyokimyasal ve histopatolojik olarak herhangi bir fark
gbzlenmedi.

Histopatolojik agidan degerlendirildiginde cerulein ile indiiklenen akut
pankreatit grubunda inflamasyon, ddem ve total histopatolojik skorlarda kontrol
grubuna gore yilikselme oldugu goriildii. Yag nekrozu agisindan tiim gruplarda
anlamlh farklilik saptanmasa da cerulein grubunda az sayida nekrotik hiicrelere
rastlandu.

Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubu digindaki tiim gruplarmn histolojik
skorlar1 ytiksekti ancak resveratrol ve quercetinin ceruleinle indiiklenen akut
pankreatit grubuna gore inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve total histopatolojik
skoru azalttiklar1 izlendi. Quercetin tek basma ve kombine uygulandigi gruplarda
akut pankreatit grubuna kiyasla 6dem ve inflamasyonu azaltti. Resveratrol tek basina
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azaltmasmna ragmen 6demde anlamli iyilesme
saglamadi. Her iki maddenin birlikte uygulanmasi inflamatuar hiicre infiltrasyonunu
daha fazla onledi.

Histopatolojik degerlendirmede quercetin daha fazla olmak iizere hem
resveratrol hem quercetinin akut pankreatit modelinde hastalik siddetini azalttiklar1
goriildii. Biyokimyasal degerlendirmeye paralel bir sekilde quercetin resveratrole
oranla daha etkin bir koruma sagladi. Li ve ark. (103) deneysel akut pankreatit
modelinde 20 mg/kg resveratrolii intravendz yolla uygulamis ve pankreatik 6demi
nekrozu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azalttigin1 belirtmisler. Giilgubuk ve
ark. (111) ise 30 mg/kg resveratroliin doku hasarinm1 6nlemedigini gozlemislerdir.
Calismamizda 30 mg/kg doz resveratrol ile inflamatuar hiicre infiltrasyonunda ve
total histolojik skorda azalma saglanmistir. Carvalho ve ark. (104) ¢aligmalarinda
100 mg/kg quercetin ile doku hasarinin 6nlenebildigini belirmislerdir. Calismamizda
50 mg/kg dozunda quercetin uygulamasi ile 6dem, nekroz ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonunda azalma saglanmistir.

Resveratrol farkli calismalarda deneysel akut pankreatitte IkB diizeyinde
azalmayr Onlemis, TNF alfa, NFkB ve MDA diizeylerini azaltmistir (103, 111).
Quercetin de g¢esitli ¢alismalarda TNF alfa, NFkB, COX-2 ve IFN gamma
diizeylerini azaltmistir (118-120)
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Daha oOnce akut pankreatitte quercetin ile yapilmis olan bir calismada
quercetinin deneysel akut pankreatit modelinde TNF alfa ve MDA diizeylerinde
tyilesme sagladig1r goriilmiistiir (104). Resveratrolle yapilan bazi c¢alismalarda
resveratrol deneysel akut pankreatitte oksidatif hasar ve proinflamatuvar sitokinleri
azalttig1 gozlenmistir. Li ve ark. (103) yaptiklar1 ¢alismada serbest oksijen radikalleri
sonucu olusan hiicre membranimdaki lipid peroksidasyonunu onledigini saptamistir.
Calismamizda hem resveratrol hem quercetinin hem de kombine uygulanmalarinin
oksidatif stres gostergesi olan MDA diizeylerinde anlamli diizeyde azalma sagladi.

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda akut pankreatit olusumu indiiklenen gruplarda
proinflamatuar rolii oldugu bilinen TNF alfa nin kontrol gruplarma goére belirgin
yiiksek oldugu saptanmustir (112, 113). Yaptigimiz ¢alismada da cerulein grubunda
TNF alfa diizeyleri kontrol grubuna yiiksek saptanirken hem resveratrol hem
quercetin hem de kombine uygulanmalar1 TNF alfa diizeyini azaltti.

Diger proinflamatuar sitokinler gibi COX-2 de oksidatif stres ve akut
pankreatit patogenezinde ve sistemik komplikasyonlarin olusumunda esas bir rol alir.
Yapilan bir ¢alismada COX-2 inhibitoriiniin deneysel akut pankreatit modelinde
inflamatuar sitokinlerin diizeyini azalttig1 gorilmiistiir (114-116). Caligmamizda
resveratrol cerulein grubuna kiyasla pankeras dokusunda COX-2 diizeylerini azalma
sagladi. Quercetin tek basina ve resveratrol ile kombine uygulandig1 gruplarda akut
pankreatit grubuna benzer COX-2 diizeyleri saptandi.

Akut pankreatitte pankreas dokusunda NFxB ekspresyonu artmis olarak
goriilmiistiir (112). Akut pankreatit sirasinda olusan inflamatuvar yanitta pankreatik
asiner hiicrelerde NFkB aktivitesinin 6nemli bir rol oynadig: belirtilmistir (122, 123)
Cerulein ile indiiklenen akut pankreatit grubunda NF«B diizeyleri artmig gorildii.
Resveratrol, quercetin ve her ikisi birlikte NF«B diizeyini azaltt1.

Inhibitér kappa B (IxkB), NFxB sinyal transdiiksiyon kaskadmm bir
parcasidir. IkBa niikleer lokalizasyon sinyallerini maskeleyerek NF«B transkripsiyon
faktoriinii inaktive eder (127) Calismamizda resveratrol ve quercetin kombine
uygulandiklar1 grupta ceruleinle akut pankreatit indiiklenmesine ragmen doku IxB
diizeylerinde azalmasini dnleyerek inflamasyonun siddetini azaltti. Gulcubuk ve ark.

(111) deneysel akut pankreatit modelinde resveratrolin IkB diizeylerinde ise
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yiikselme sagladigini gézlemislerdir; ¢alismamizda quercetinin de IkB diizeyinin
yiikselmesine katkida bulundugu goézlendi.

Bu calisma sonrasinda hem resveratroliin hem quercetinin akut pankreatitin
siddetini azaltmada etkili olduklar1 saptanmistir. Mortalitesi yiiksek ve tedavisi tam
olarak agiklanamamis siddetli akut pankreatitte etkileri gerek uygulama dozu gerek
uygulama yolu ve zamani agisindan sonraki caligmalara 1sik tutabilecegini, akut
pankreatitin erken donemlerinde ya da profilakside olumlu sonuclar verebilecegini
disinmekteyiz. Sonu¢ olarak quercetin biyokimyasal olarak akut pankreatit
gelisimini Onledi. Histolojik olarak resveratrole oranla daha etkin bir koruyuculuk
sagladi. Her iki madde de proinflamatuar sitokin diizeylerini ve pankreatit siddetini
azalttilar. IkB diizeylerinde iyilesme saglamalar1 disinda her iki maddenin kombine
uygulanmalar1 tek basina quercetin uygulanan gruba oranla daha fazla koruyucu etki
gostermedi. Resveratrol ve quercetinin farkli dozlar1 arasindaki etkinlik farklari,
erken ve ge¢ uygulama arasindaki farklarin degerlendirilmesi ve bu maddelerin

klinikte kullanimu ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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