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OZET
Akut pankreatit, cesitli yakin ve uzak organ sistemlerini etkileyebilen
pankreasin akut inflamasyon hastaligidir. Safra taslar1 ve alkol en sik goriilen
sebepleridir. Akut pankreatitin etiyolojik faktdrlerinin bilinmesine ragmen hastaligin
patofizyolojisi henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Sindirimde goérev alan
zimojenlerin, duodenuma ulagsmadan Once asiner hiicrelerde erken aktive olmasi,
pankreatit patogenezinde merkezi bir rol oynamaktadir. Patolojik intraasiner zimojen

aktivasyonu, anormal intraselliiler Ca*? artis1 ile iliskilidir.

Bu ¢alisma, ratlarda IP3R, RyR ve L-tipi voltaj kapili kalsiyum kanallar1 i¢in
strastyla 2-APB, Dantrolen ve Verapamil gibi kalsiyum kanal blokdrlerinin cerulein
ile indiiklenen akut pankreatiti iyilestirebilecegi hipotezi iizerine kurulmustur. Bu
amagla, serumda amilaz ve lipaz, pankreatik dokuda ise tripsin, tripsinojen, TAP,
PSTI ve Katepsin B olglimleri, histopatolojik gobzlemler ile desteklendi.
Sonuglarimizda, cerulein grubunda artan amilaz, lipaz, tripsin ve TAP seviyelerinin
kalsiyum kanal blokorleri ile anlamli olarak azaldig1 gozlendi. Buna ek olarak, biitiin
gruplar arasinda PSTI ve tripsinojen seviyeleri diiserken Katepsin B diizeylerinde

onemli bir fark bulunmada.

Sonug olarak, bulgularimiz, cerulein ile indiiklenen akut pankreatit {izerine
kalsiyum kanal blokorlerinin tedavi edici etkilerinin olabilecegini gostermektedir.
Ancak, akut pankreatitte, intraselliiler kalsiyum konsantrasyonundaki anormal
yiikselis ile iliskili patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha gelismis

molekiiler analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akut pankreatit, 2-APB, Dantrolen, Verapamil
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VERAPAMIL,
DANTROLENE AND 2-AMINOETHOXYDIPHENYL BORATE ON
CAERULEIN INDUCED ACUTE PANCREATITIS IN RATS

ABSTRACT

Acute pancreatitis is an acute inflammatory disease of the pancreas, with
variable involvement of other regional tissues or remote organ systems. Gallstones
and alcohol are the commonest causes of acute pacreatitis. Altough etiologic factors
of acute pacreatitis have been known, the pathophysiology has not been elucidated
yet. The premature activation of digestive zymogens within acinar cells prior to
reaching the duodenum has been proposed as a critical step in the pathogenesis of
pancreatitis. Pathological intraacinar zymogen activation is associated with an

aberrant rise in intracellular Ca*?.

We hypothesized that calcium channel blockers such as 2-APB, Dantrolene
and Verapamil for IP3R, RyR and L-type voltage-gated calcium channel
respectively, could ameliorate cerulein-induced acute pacreatitis in rats. For that
purpose, we measured amylase and lipase levels in serum and trypsin, trypsinogen,
TAP, PSTI and Cathepsin B levels in pancreatic tissue. These biochemical
measurements have been supported by histopathological observations. In our results,
we found that increased amylase, lipase, trypsin and TAP levels in cerulein group,
significantly decreased by calcium channel blockers. Additionally, while there is no
important difference in Cathepsin B level, PSTI and Tripsinogen levels decreased

among all groups.

Consequently, our findings show that calcium channel blockers can have
therapeutic effects on cerulein-induced AP. But it needs further advanced molecular
analysis to elucidate pathophysiological mechanisms related with aberrant rise in

intracellular [Ca*] in acute pancreatitis.

Keywords: Acute Pancreatitis, 2-APB, Dantrolene, Verapamil
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1. GIRIS

Akut pankreatit, pankreasin inflamasyonu seklinde tarif edilmekte olup,
serumda amilaz ve lipaz diizeylerinin yiikselmesi ve karin agrisi ile karakterize (1),

spesifik bir tedavisi olmayan ve mortalitesi yiiksek 6nemli bir hastaliktir (2).

Normal sartlar altinda kendi dokusu i¢inde inaktif olarak bulunan sindirim
enzimlerinin etiyolojik faktorler ile aktif hale gegerek pankreasi sindirmeleri sonucu
ortaya ¢ikan akut pankreatit, pankreas O6demine, lokal ve sistemik etkilere yol

acmaktadir (3).

Akut pankreatitin patogenezinde rol alan ¢ok sayida etyolojik faktor soz
konusudur. En sik goriilen nedenleri safra taslari ve alkolizm olmakla birlikte (1),
daha az siklikla goriilen diger faktorler arasinda hipertrigliseridemi (4), hiperkalsemi,
hiperparatiroidizm (5), pankreas divisum (6), ilaglar (7) ve viral infeksiyonlar
sayilabilir (8,9).

Akut Pankreatit kendini sinirlayan hafif form ile mortalitesi yiiksek siddetli
forma kadar degisen genis bir spektruma sahiptir ve prognozu da siddeti ile iliskili
olarak degiskenlik gostermektedir (10, 11). Akut pankreatitin siddetli formu, nétrofil
infiltrasyonu ve makrofajlarla olusan masif inflamatuar reaksiyonu takiben pankreas
dokusu ve etrafindaki bolgelerin nekrozu ile karakterizedir. Sistemik inflamasyonun
da dahil oldugu bu formun diger ekstrapankreatik etkileri ise yag nekrozu, akut

akciger hasar1 ve soktur (12).

Akut pankreatitin etyolojisi ve patogenezi lizerine uzun yillardir ¢alismalar
yapilmaktadir. 1856’da fransiz fizyolog Claude Bernard, ana pankreatik kanala safra
akiginin akut pankreatiti baslatabilecegini 6ne stirmiistiir (13). Reginald Huber Fitz,
1889°da akut pankreatit {izerine, safra kanalinin inflamasyonuna neden olan
gastroduodenit hastaliginin bir komplikasyonu oldugunu bildirmistir (14). 19.
Yiizyilin sonlarinda Chiari, hastalifin ana patolojik mekanizmasinin pankreatik

otosindirim oldugunu ileri siirmiistiir. 1901°de ise Eugen Opie tarafindan 6ne siiriilen



ortak kanal teorisine gore, ampullada bir safra tasinin olmasi her iki pankreatik ve
safra kanalinin tikanmasina yol acarak, safra igeriginin pankreatik kanala akmasi ile

pankreatik enzimler aktive olmakta ve pankreatiti olusturmaktadir (15).

Yiz yildan daha fazla bir siiredir akut pankreatit iizerinde yogun
aragtirmalar ~ yapilmasmma ragmen hastaligin  patogenezindeki  molekiiler

mekanizmalar tamamen aydinlatilamamustir (16).

Pankreas, hem ekzokrin hem de endokrin salgi gorevi yapan bir organdir.
Pankreasin endokrin kismi, pankreatik adacik hiicrelerinden olusmakta ve insiilin,
glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptit gibi hormonlarin sentezlenmesini
gerceklestirmektedir. Pankreasin ekzokrin kismi ise asiner hiicrelerden olusmaktadir
ve birincil fonksiyonu sindirim enzimlerini sentezlemek, salgilamak ve depo

etmektir. Bu sindirim enzimleri, a-amilaz, lipaz ve zimojen proteazlardir (17).

Akut pankreatit olusumunda pankreasin asiner hiicreleri merkezi rol
oynamaktadir. Hastalifin patogenezindeki kritik olay ise asiner hiicrelerdeki
pankreatik zimojenlerin erken intraselliiler aktivasyonudur. Birgok pankreatik
sindirim enzimi asiner hiicrelerde zimojenler olarak sentezlenmekte ve
depolanmaktadir. Duodenumda, fircams:1 kenarlardan salgilanan enterokinaz ile
tripsinojen tripsine aktive olmakta, aktif tripsin ise diger zimojenleri aktif formlarina
dontigtirmektedir (18, 19). Pankreas, asiner hiicrelerde zimojen aktivasyonunu
onlemek icin c¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalardan bazilari,
pankreatik tripsin inhibitor (20), zimojen formda kalmasini saglayan pH ve aktif
enzimleri yikan proteazlardir. Patolojik durumlarda bu koruyucu mekanizmalarin

azalabildigi ve pankreatitin olusabildigi bildirilmektedir (18).

Pankreatik zimojenlerin intraselliiler aktivasyonunda 6ne siiriilen en énemli
mekanizmalar tripsinojenin otoaktivasyonu (21), lizozomal hidrolaz olan Katepsin B
ile tripsinojen aktivasyonu (22) ve intraselliiler pankreatik tripsin inhibitor
aktivitesinin azalmasi gibi mekanizmalardir (18). Tripsinojenin otoaktivasyonu,

asidik bir pH’ya ihtiya¢ duymaktadir ve Ca*? varhiginda artmaktadir. Pankreatik



tripsin inhibitdriiniin afinitesi notral pH’da en yiiksektir ve asidik pH’da azalmaktadir
(18, 23). Son yillarda yapilan ¢alismalarda tripsinojen aktivasyonunda Ca*?’un
onemli bir roliiniin oldugu bildirilmektedir. Kolesistokinin analogu olan cerulein
hiperstimiilasyonu ve pankreatik kanal tikanmasi ile indiiklenen pankreatitin,
intraselliller Ca™ miktarinda artisa ve asiner hiicre Ca*? sinyalizasyonunda

bozulmalara neden oldugu gosterilmektedir (24).

Pankreasin normal enzim sekresyonu ve intraselliiler zimojen aktivasyonunun
her ikisi de asiner hiicrede artan sitozolik Ca*® konsantrasyonuna gereksinim
duymaktadirlar, fakat artan Ca*?’un intraselliller kaynagi agik degildir (25). Son
aragtirmalar, ekstraselliiler ya da pankreatik asiner hiicrelerdeki artan Ca*
konsantrasyonunun, proteaz prekiirsorii olan tripsinojenin erken aktivasyonunda ve
akut pankreatit olusumunda bir risk faktorii oldugunu desteklemektedir (26). Cogu
hiicrede intraselliiler Ca*? konsantrasyonunun artist, membranda bulunan Ca*
kanallarindan Ca*? girisi ya da hiicre i¢i depolardan Ca*®un salimi yolu ile
olmaktadir (27). Membranda bulunan voltaj kapili kalsiyum kanallari, yiiksek
derecede Ca*%’a segici olmakla birlikte membran depolarizasyonu ile aktive olarak
Ca'*? girisini saglamaktadur.

Pankreatik asiner hiicrelerde, endoplazmik retikulumdan (ER) Ca**un
salimina aracilik eden iki farkli Ca*? kanali vardir. Bunlar; Inozitol trifosfat reseptor
kanali (IP3R) ve Ryanodin reseptor kanalidir (RyR) (25, 28). IP3R, IP3 baglanmasi
ile aktiflesen ligand kapili Ca*? kanallaridir. Pankreatik sekretagoglar, dzellikle
asetilkolin (ACh) ve kolesistokinin (CCK), asiner hiicrelerin bazolateral plazma
membrani lizerinde bulunan G protein bagl trans membran reseptorlere baglanarak
G proteinini aktive etmektedir (29). G proteini aracili olarak aktiflenen fosfolipaz C,
membrana bagl fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat molekiiliinii diagilgliserol (DAG) ve
IP; gibi ikincil habercilere doniistirmektedir (30). Serbestlesen IP3, endoplazmik
retikulumdaki  spesifik IP; reseptorlerine  baglanarak intraselliiler Ca*?

konsantrasyonunun artigina sebep olmaktadir (30, 31).



Kalsiyum iyon konsantrasyonunda uzayan artig, bir¢ok hiicre tipi i¢in toksik
olmakta, mitokondriyal disfonksiyona, hiicre iskeletinin bozulmasina ve katabolik
enzimlerin yikimina sebep olmaktadir. Hiperstimiilasyon ile indiiklenen deneysel
akut pankreatitte, normal kalsiyum sinyal yolaginin bozulmasinin, erken olaylardan
biri oldugu diisiiniilmektedir. Pankreatik asiner hiicreleri i¢in toksik diizeyde olan
kalsiyum iyonlari, intraselliiler zimojen aktivasyonunu, vakuolizasyonu ve hiicre

iskelet hasarimi baslatmaktadir (24, 26, 30).

Akut pankreatitin, tanimlanmasinin ardindan neredeyse yiiz yil gecmis
olmasma ve iizerinde ¢ok fazla klinik ve deneysel calismalar yapilmis olmasina
ragmen etiyolojik faktorler ve patogenez arasindaki iliski ve mekanizmalar hala tam
olarak aydinlatilamamistir. Akut pankreatitin, morbidite ve mortalite orani yiiksek
olmakla birlikte, spesifik bir tedavisi bulunmamaktadir. Bu baglamda, arastirmacilar,
hastaligin patogenezini anlayabilmek ve yeni destekleyici terapdtik uygulamalar

bulmak amaciyla bir¢ok yeni ajanla ¢alismalar yiirlitmektedirler.

Bu calismada, akut pankreatit hastaliginin patogenezindeki anahtar
mekanizma olan intraselliiler tripsinojen aktivasyonu {izerine, hiicrelerde Ca*?
homeostazisinde gorevli olan L-tipi voltaj kapili kalsiyum kanali, IP; ve ryanodin
reseptor blokdrlerinin olas1 etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu amagla,
Cerulein ile indiiklenen akut pankreatitte, L-tipi kalsiyum kanali blokérii Verapamil,
IP3R blokorii 2-Aminoetoksi difenil borat (2-APB) ve ryanodin reseptor blokorii
Dantrolen gibi Ca*? kanal blokérlerinin erken zimojen aktivasyonu iizerine etkileri

incelenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreas

Pankreas, tarihte ilk kez M.0.300’lerde yunan anatomistler Herophilus,
Erasistratos ve Eudemus tarafindan tanimlanmis ve bundan yaklasik 400 yil kadar
sonra, bu organ, Ephesus’lu Rufus tarafindan, kikirdak ve kemik dokusunun
olmamasina dayanarak, “pankreas” (pan: tiim,+ creas:et) olarak isimlendirilmistir.
Ana pankreatik kanal, 1642 yilinda Johann Wirsiing (1589-1643), aksesuar kanal ise
1724 yilinda Giovanni Domenico Santorini (1681-1737) tarafindan tanimlanmistir

(32, 33).

Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin salgi gorevlerini yapan bir organdir.
Pankreasin endokrin kismi, Langerhans adacigi olup, pankreas hacminin % 2’sini
olusturmaktadir. Endokrin fonksiyonun en 6nemli gorevi kan dolasimina salinan
hormonlar araciligi ile glikoz metabolizmasini diizenlemektir (34). Pankreasin
ekzokrin salgisi, asiner hiicrelerden salgilanan ve karbonhidratlar, proteinler, yaglar
ve niikleik asitler gibi temel besin maddelerinin sindirimini saglayan pankreatik
sindirim enzimlerini ve kanal hiicrelerinden salgilanan ve oniki parmak bagirsagi
igeriginin noétralize edilmesine yardimci olan, bikarbonat¢a zengin siviy1

icermektedir (35).

2.1.1. Anatomi ve Histoloji

Pankreas, iist karin bolgesinin arka duvarina yakin bir konumda yerlesip,
sagda duodenum, solda dalak arasinda retroperitoneal olarak transvers bir sekilde
uzanir (Sekil 2.1) (36). Eriskin insanda pankreas bezi 70 g agirliginda, ortalama 16-

20 cm uzunlugunda, 5-6 cm eninde ve 2-3 cm kalinligindadir (37).



Sekil 2.1. Pankreasin Konumu (38)

Pankreasin tiikriik bezleri ile yapisal benzerlikleri bulunmaktadir. Kendine

has bir kapsiilii olmamakla birlikte bir bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Lopguklar, kan

damarlari, lenfatikler, sinirler ve bosaltim kanallar1 i¢eren septumlarla birbirlerinden

ayrilmaktadirlar (34).

Pankreas bas, boyun, ana govde ve kuyruk olmak tiizere dort anatomik

boliimden olusan bilesik tiibiiloasiner bir bezdir (34, 36, 39).

Duodenumun ikinci ve icilinci konkav kisimlarina giren bas bolimii,

duodenum kavisi i¢inde vertebranin hemen saginda yer alan, pankreasin en kalin ve

genis boliimiidiir. Processus uncinatus (¢engel cikinti) bas boliimiinde, siliperior
mezenterik damarlarin arasinda bulunmaktadir.

Portal ven ile temas halinde olan boyun bdliimii, 2 cm genisliginde olup,
pankreasin bas ve govde boliimiinii baglamakta ve siklikla bezin en 6n kisminda

bulunmaktadir. Pankreasin goreceli daralan kismidir.



Aortanin 6n kisminda yer alan govde bdoliimii, boyun bolimiiniin sol
yanindan kuyruga kadar uzanan, pankreasin en uzun ve giderek daralan bolimidiir.
Govdenin st kenar1 sagda ¢oliak aks ve hepatik arter, solda splenik damarlarla
komsudur. Gévdenin 6n yiizii omental bursanin arka duvarinin pankreas ve mide
yiizeyini ayiran ¢ift peritoneal tabakasi ile ortiliidiir. Arka ylizeyi aort, sol adrenal,

sol bobrek damarlari, sol bobrek ve splenik ven ile komsudur.

Pankreasin kuyruk boliimii, splenorenal ligamanin i¢inde yer almaktadir.

Dalak hilusuna kadar uzanmakta olup goreceli hareketlidir (36).

Pankreas, fetal hayatin dordiincii haftasina kadar, duodenumun endodermle
doseli iki cepten, her biri kendi kanali ile ventral ve dorsal pankreas olarak gelisir.
Ventral pankreas, pankreasin, bas kismin1 olusturur ve safra kanali ile birlesir. Dorsal
pankreas, pankreasin, bag, gévde ve kuyruk kismini olusturur. Onikinci haftaya
kadar, kanallardan pankreatik asinuslar gelisir. Endokrin pankreas, ekzokrin pankreas
ile ayn1 anda gelisir. Endokrin hiicreleri ilk defa on iki ile on altinci haftaya gelince

farklilagsan ekzokrin asinuslarin tabani boyunca gézlenirler (34, 40).
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Sekil 2.2.a) Bes haftalik insan embriyo pankreasi b) Alti1 haftalik insan embriyo
pankreasi (38)



Dorsal pankreas kanalinin biiylik kism1 ventral pankreas kanali ile birlesir ve
ana pankreas kanalini (Wirsung) olusturur. Kiiclik bir kisim aksesuar kanal
(Santorini) olarak kalir. Wirsung kanali, kuyruk ve ana gévde boyunca ilerler ve
kanal dallar1 boyunca salgilari toplar. Pankreasin bas kismina ulastiginda asag1 dogru
doner ve direkt olarak, ortak safra kanali ile birlesimi sonrasi, Vater ampullasinda
duodenuma bosalir. Dairesel bir diiz kas sfinkteri (Oddi sfinkteri), ortak pankreas
kanali ve safra kanalinin duodenum duvarimi gectigi bolgede izlenir. Aksesuar kanal

ise bas kismini drene eder ve daha kisadir (34, 40).
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Sekil 2.3. Pankreas Kanallar1 (38)

2.1.2. Pankreasin Ekzokrin Salgist

Ekzokrin pankreasin islevsel histolojik birimi asinustur. Asinus liimeni, salgi
kanalinin baslangict olup, sadece pankreasta bulunan bir yapi olan sentroasiner
hiicreleri igerir. Asinus liimeni, al¢ak prizmatik epitel ile doseli olan lopcuk igi
(intralobiiler) bosaltim kanallarina agilir. intralobiiler kanallar ¢izgili olmayip, tek tiik
enteroendokrin hiicrelerinin yer aldigi lopcuklar arasi kanallari olusturmak {izere
birlesirler. Lopguklar arasi kanallar ana pankreas kanallarini olusturmak iizere

birbirleriyle anastomoz yapmaktadirlar.



4 Asiner
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Sekil 2.4. Asiner ve Kanal Hiicreleri (41)

Pankreas asiniisii, salgilanan {riiniin kanallardan hiicreleraras1 alanlara
kacisin1 engelleyen ve birbirlerine apikal baglanti kompleksleri ile baglanan
piramidal hiicrelerle ortiiliidiir. Bir pankreas asiner hiicresinin bazal bdlgesi bazal
lamina ile iligkide olup, bir ¢ekirdek ve iyi gelismis bir kaba endoplazmik retikulumu
icermektedir. Apikal bolge cok sayida zimojen graniil ve golgi aygiti
bulundurmaktadir (34).

Pankreasin temel ekzokrin salgi iinitesi olan asiniislerden giinde ortalama
1000-2000 mL berrak, izotonik ve alkali ( pH: 8.0- 8.3) bir ekzokrin pankreas sivisi
salgilanmaktadir. Asinerlerden salgilanan pankreatik sindirim enzimleri, biiyiik
hacimlerde sodyum bikarbonat sivisi ile birlikte ana pankreatik kanalina ulasarak

duodenuma bosalmaktadir.

Pankreas sivisinda bulunan sindirim enzimleri baslica {i¢ temel besin maddesi
olan proteinler, karbonhidratlar ve yaglarin sindiriminde gorev alan enzimlerdir. En
onemli pankreatik proteolitik enzimler tripsin, kimotripsin ve karboksipeptidaz’dir.
Bunlarin salgilanan 6nciil durumlari sirasiyla, tripsinojen, kimotripsinojen ve pro
karboksipeptidaz’dir. Tripsinojen 6zellikle duodenum mukozasi tarafindan salgilanan
enteropeptidaz (enterokinaz) tarafindan aktif formu olan tripsine doniistiiriilmekte,
aktiflesen tripsin de, diger proteazlari etkinlestirmektedir. Pankreas sivisinda bulunan
bir protein olan tripsin inhibitér, bu proteolitik enzimlerin pankreas iginde erken

aktivasyonunu 6nlemektedir.
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Pankreas sivisi, ayrica karbonhidratlarin sindirimini saglayan amilaz, yaglari
pargalayan lipaz, niikleik asitleri pargalayan riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz

enzimlerini igermektedir (35, 42).

Pankreas enzimleri asinus hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda yerlesik
zimojen graniiller i¢inde birikmistir. Salgilaticilara yanit olarak, zimojen graniiliin

igcerigi asiner liimeni i¢ine ekzositoz ile gonderilmektedir.

Pankreas sivisinin bikarbonatca zengin sivisi, baslica pankreas kanallar
boyunca uzanan epitel hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. Pankreas sivisinin sodyum
ve potasyum yogunluklar1 plazmadakine benzemekle beraber, bikarbonat ve klor
baslica anyonlardir. Bikarbonat iyonlart mideden duodenuma gelen asit kimusunun

ndtralizasyonunda 6nemli gérev almaktadir.

Pankreasa giden wvagal liflerin uyarilmasi pankreas sivisinin salgisin
arttirirken, sempatik liflerin uyarilmasi pankreasa giden kan akimini kismen
azaltarak pankreas salgisin1 baskilamaktadir. Duodenum mukozasindan salinan
sekretin pankreas sivisinin sulu kismini, kolesistokinin ise enzimce zengin kismini

uyarmaktadir (43).

2.1.3. Pankreasin Endokrin Salgisi

Pankreasin endokrin boliimii Langerhans adaciklarinda yerlesmis hiicrelerden
olusur. Adaciklarda, her biri, tek bir hormon salgilayan  dort tip hiicre
bulunmaktadir. Bunlar; alfa, beta, delta ve F hiicreleridir. Alfa hiicreleri glukagon,
beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri gastrin ve somatostatin, F hiicreleri ise

pankreatik polipeptid salgilar (44).
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Delta hiicre — adaciklan ___ Pankreatik
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PP hiicre
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Sekil 2.5. Pankreastaki Langerhans Adaciklart (41)

2.1.4. Pankreas Damarlar ve Sinirleri

Pankreas ¢olyak dallar1 ve iist mezenterik arterler tarafindan beslenirken,
portal toplar damar pankreastan kani gotiirlir. Asinuslar ve adaciklar ayr1 bir kilcal

damar ag tarafindan beslenir.

Dallar1 pankreasa uzanan vagus lifleri pankreasin i¢inde bulunan kolinerjik
sinirlerle kavsak yapar; bu sinirler asinus, kanal ve adacik hiicrelerine uzanir.
Sempatik etkinlik, damar daralmasina neden olur. Pankreas sivisinin salgisi

parasempatik etkinlik tarafindan uyarilir ve sempatik etkinlik tarafindan baskilanir

(36, 42).
2.2. Pankreatit
Pankreatit, asiner komponentlerinin yikimi veya hasarlanmasina yol agan bir

glandular parenkima inflamasyonudur. Pankreatit, akut pankreatit ve kronik

pankreatit olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (45).
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2.2.1. Akut Pankreatitin Stmiflandirilmasi

Akut pankreatit, serumda amilaz ve lipaz yiiksekligi ve karmn agris1 ile
kendini gosteren, pankreas 6demine, lokal ve sistemik komplikasyonlara yol agan,
pankreasin kendi enzimleri ile kendini sindirmesi sonucu olusan inflamatuar bir

hastaliktir (3).

Akut pankreatit, genis bir klinik varyasyona sahip olan ¢ok yonlii bir hastalik
oldugundan dolayi, tanimi ve komplikasyonlari hakkinda kesin bir agiklama
yapabilmek adina arastirmacilar bir ¢ok siniflandirma yapmislardir. 1992 yilinda
Atlanta’da gerceklestirilen sempozyumda, klinik temele dayali olarak yapilan
siiflandirma giinlimiizde de kullanilmaktadir (46). Bu siniflandirma, asagida tablo

1’de gosterilmektedir:

Tablo 2.1. Akut Pankreatit Siniflandirilmasi (46)

Atlanta Siiflandirmasi

1) Hafif tip

2)  Siddetli tip
a) Steril
b) Infekte

3) Pankreas Apsesi
4) Pseudokist

5)  Peripankreatik sivi

Bu smiflandirmaya gore akut pankreatit, diger bolge dokular1 ya da uzak
organ sistemlerini de kapsayan pankreasin akut inflamatuar prosesi seklinde
tanimlanmistir. Karin agrisina, kanda veya idrarda pankreatik enzim diizeylerinin
yiiksekligi, 16kositoz, kusma, ates ve tasikardi eslik etmektedir. Bulgular, pankreatik
parenkimanin mikroskopik interstisyel 6dem ve yag nekrozundan, makroskopik
pankreatik ve peripankreatik nekroz ve hemorajiye kadar degisiklik gostermektedir
(45, 46).
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Hafif Akut Pankreatit: Minimal organ disfonksiyonu goriilmektedir, ciddi
bir tedavi gerektirmez ve siddetli akut pankreatitte goriilen belirtilere rastlanmaz.
Histolojik ve makroskopik o0zelligi intersitisyel o6demdir. Parenkimal nekroz
mikroskopik alanlarda goriilebilmektedir. Akut pankreatitli olgularin %75’inde hafif
tip gortilmektedir.

Siddetli Akut Pankreatit: Organ yetmezligi veya nekroz, abse ve psddokist
gibi lokal komplikasyonlarla ortaya ¢ikmaktadir.

Pankreatik Abse: Intra-abdominal cerahat birikimi pankreas cevresinde
olmaktadir. Pankreatik nekroz yoktur veya ¢ok azdir. Siddetli akut pankreatitten dort

hafta veya daha uzun bir zaman sonra ortaya ¢ikmaktadir.

Psodokist: Icinde fibroz duvar yada graniilasyon dokusu bulunan pankreatik
sivinin birikmesidir. Akut pankreatit, kronik pankreatit ve pankreas travmasi sonucu

ortaya ¢ikmaktadir.

Peripankreatik Sivi: Akut pankreatitin erken doneminde goriilmekle
beraber fibroz doku ve graniilasyon duvari yoktur. Genellikle siddetli formunda

goriilmektedir (46, 47).

2.2.2. Etiyoloji

Akut Pankreatit olusturan nedenler arasinda en sik rastlanilanlar, safra taslari
ve alkolizm’dir. Bu iki faktor, akut pankreatit vaka sebeplerinin %80’ini
olusturmaktadir. Akut pankreatitte etiyolojik faktorler asagidaki sekilde
simiflandirilmistir (9, 47, 48, 49, 50):
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Tablo 2.2. Akut Pankreatitin Etiyolojik Faktorleri (9, 47, 48, 49, 50)

° Safra Yolu Hastaliklari

. Alkol

. Travmalar (Kiint, delici, operatif, ERCP sonrasi)
J Pankreas Divisum

. Mlaclar

. Enfeksiyonlar (Bakteriyel, viral ve parazitik)

o Genetik Faktorler
. Hiperlipidemi

o Hiperkalsemi

2.2.2.1. Safra Yolu Hastaliklar:

[k olarak Opie, 1901°de, Ampulla vateri’de kiigiik bir tasin varlig: ile akut
pankreatit olusumu arasindaki iliskiyi ortaya atmistir. “Ortak kanal teorisi” olarak
adlandirilan bu teoride, taslarin ortak kanalin distaline yerleserek gegici olarak
tikanma olusturdugu ve pankreatik kanala safra refliisiiniin gergeklesmesi ile safranin
pankreatik enzimleri aktif forma doniistiirdiigii, ya da dogrudan pankreas hiicrelerine
etki etmesinin pankreatite yol actigi ileri siiriilmektedir (8). Daha sonraki yapilan
arastirmalar, kiiglik safra taslarinin gegici migrasyonunun safra tasi-akut pankreatiti
icin bir belirte¢ oldugunu kanitlamasina ragmen mekanizmasi heniiz tam olarak

aydinlatilamamustir.

Safra taslariin ¢apinin 5 mm’den daha kiiglik olmas1 akut pankreatit riskini
arttirirken, 5 mm’den daha biiyiik olan taglarin kanalda migrasyonu daha zor olmakta

ve safra kesesinde kalmaktadirlar (51).
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Akut pankreatit mekanizmasinda Oddi sfinkterinde disfonksiyon varligi da
bildirilmektedir. Bu olgularda, safra ve pankreatik kanalinda sfinkteroktomi
uygulamasi ile tedavi yapilmaktadir. Akut pankreatite bazen ampulla tiimorleri ve

koledok kistleri de sebep olmaktadir.

Akut pankreatitin safra veya alkol orijinli olup olmadig: karaciger fonksiyon
testlerine bakilarak ayirt edilebilmektedir. Safra taslarinin varhiginda transferaz
enzimleri, alkalin fosfataz ve bilirubin diizeyleri artmaktadir (49). Alkol hikayesi
olmayan hastalarda serum alanin aminotransferaz (ALT) enzim diizeyinin {i¢ katina

cikmasi safra tagina bagli pankreatit i¢in belirleyici olmaktadir (52).

2.2.2.2. Alkol

Kronik alkol tiiketimi, akut pankreatitin en 6nemli sebeplerinden ikincisidir.
Alkole bagl akut pankreatit, uzun siire boyunca her giin en az 100 g alkol tiiketen
bireylerde goriilmektedir. Alkoliin kendisinin direkt olarak Oddi sfinkterinin
spazmina yol agtigi, akut alkol tiiketiminin pankreatik bikarbonat ve protein
sekresyonunu arttirdigr bildirilmektedir (49). Ayrica, alkoliin anormal fosfolipid ve
yag asidi metabolizmasima neden olmasi, hiicresel redoks durumunu degistirmesi,
reaktif oksijen iiretimini stimiile etmesi, membran akiskanligin1 bozmasi ve hiicre
sinyalizasyonunu etkilemesi gibi genis bir etki alani bulunmaktadir (53). Etanol,
zimojen graniillerini direkt olarak etkileyebilmekte, intraselliiler kalsiyum iyon
konsantrasyonunu arttirmakta ve erken zimojen aktivasyonuna neden olmaktadir (54,

55).

2.2.2.3. Travma

Cerrahi girisimler, abdominal travmalar (kiint, delici), Endoskopik Retrograd
Kolanjiyopankreatografi (ERCP) gibi travmatik etkenler pankreatite neden
olabilmektedir. Pankreas, safra yollar1 ve abdominal bolgede yer alan organlarin
cerrahisinden sonra pankreatit ortaya ¢ikabilmektedir. Abdominal travma, pankreatit

vakalarmin % 5’ inde goriilmektedir. Pankreatik hasar daha ¢ok yaralanmalarda
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goriilmektedir (56). ERCP, safra yollarnt ve pankreas kanali patolojilerinin
aragtirtlmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biliyer pankreatit diisiiniilen ve
hastaligin erken déneminde olan her hastaya ERCP ve sfinkteroktomi yaygin olarak
uygulanmaktadir. Tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan bu tetkik sonrasi akut pankreatit
gelisebilmektedir. Ozellikle, Oddi sfinkter disfonksiyonu ve tekrarlayan pankreatiti
olan kadin hastalarda ERCP, akut pankreatit riskini arttirmaktadir (57).

2.2.2.4. Pankreas Divisum

Pankreas divisum, pankreasin embriyonal donemde ventral ve dorsal
boliimlerinin birbiriyle kaynasmamasi sonucu bu iki boliimiin kanallarinin ayr ayri,
farkl1 papillalardan duodenuma agilmasi ile ortaya ¢ikan bir anatomik anomalidir. Bu
anomali sonucu gelisen pankreatit ataklar hafif seyretmekte ve koruyucu 6nlemlerle

tedavi edilebilmesine ragmen hastalik tekrarlayici karakterde olmaktadir (6, 58, 59).

2.2.2.5. flaclar

Ilaglar cok sik olmamakla birlikte pankreatite yol agmaktadir. Ancak
hastaligin seyri ve semptomlart hafif olmaktadir. Asagidaki tabloda akut pankreatit
ile iliskili olan ilaglar verilmektedir (7, 60).

Tablo 2.3. Akut pankreatit ile iligkili ilaglar (7, 60)

Asetaminofen Sisplatin Steroid
Interferon-alfa Sitarabin 6-merkaptopiirin
Asparaginaz Didanozin Oktreotid
Azatiyoprin Enalapril Opioid
Karbamazepin Eritromisin Oral kontraseptif
Ostrojen Furosemid Pentamidin
Hidroklorotiyazid Lamivudin Rifampin
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2.2.2.6. infeksiyonlar

Fungal, bakteriyel veya viral birgok infeksiyon akut pankreatitle iliskili
bulunmustur. Coxsackie, Varisella-zoster, Epstein-Barr viriisii ve kizamik¢ik
viriisleri infeksiydz akut pankreatitlerde daha sik goriilen mikroorganizmalardir.
Safra yollarini tikayabilen Ascaris parazitlerinin de pankreatite neden olabildikleri
bildirilmektedir (15). Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis

gibi bakterilerin de akut pankreatit ile iliskili oldugu rapor edilmistir (61).

2.2.2.7. Genetik Faktorler

Katyonik tripsinojen genindeki mutasyon, otozomal dominant gegisli olup
tripsinojenin erken aktivasyonuna sebep olarak pankreatik otosindirime yol
acmaktadir. Bu genetik sendrom, gen¢ yasta kronik pankreatit ve pankreas kanseri
gelismesinde biiyiik risk tasimaktadir. Tripsinin aktif bolgesini bloke eden serin
proteaz inhibitor Kazal tip 1 (SPINK) genindeki mutasyon akut ve kronik pankreatit
ile iligkilidir (48, 62).

2.2.2.8. Hiperlipidemi

Akut pankreatit, genellikle serum trigliserit diizeylerinin 1000 mg/dL’yi
gecmesi ile olusmaktadir. Tip I, Tip II ve Tip V hiperlipidemiler ile iliskili olan akut
pankreatit, olgularin % 2’sini olusturmaktadir (15, 63).

2.2.2.9. Hiperkalsemi

Hiperkalsemi ve primer hiperparatiroidizm akut pankreatite sebep
olabilmektedir. Hiperkalsemi, genel olarak, fazla dozlarda vitamin D, familyal

hipokalsiiirik hiperkalsemi ve total parenteral beslenme ile ortaya ¢ikmaktadir (64,

65).
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2.2.3. Patogenez

Ekzokrin pankreasin primer fonksiyonu, sindirim enzimlerinin {iretimi ve
salgilanmasidir (66). Bir ¢ok pankreatik sindirim enzimleri, asiner hiicrelerde, inaktif
zimojen prekiirsr olarak sentez ve depo edilmektedir. ince bagirsaga ulastiklarinda,
tripsinojen, fircamsi kenarlardan salgilanan bir hidrolaz olan enterokinaz ile tripsin’e
aktive olmaktadir. Aktive olan tripsin ise diger zimojenlerin aktivasyonunu

saglamaktadir (67, 68).

Sindirim enzimlerinin 6nemli hiicresel hasara yol agacak potansiyelleri

bulunmakla birlikte, asiner hiicreleri koruyan dort mekanizma mevcuttur. Bunlar:

1. Enzimlerin inaktif zimojen olarak sentez edilmesi, paketlenmesi ve
salgilanmasi (67).

2. Zimojenlerin, membrana bagli graniil vezikiillerinde depo edilmesi (69).

3. Tripsin aktivitesini inhibe eden bir serin proteaz inhibitdrii olan Kazal tip 1
(SPINK?1) ile birlikte paketlenmesi (70).

4. Aktiflesen tripsin’i deaktive eden otoliz veya mezotripsin ve enzim Y

aktivasyonu gibi mekanizmalarin olmasidir (71).

Akut pankreatit patogenezinde merkezi goriis, patolojik olaylar kaskatinin
baglamasim1 alkol veya safra taglar1 gibi herhangi bir etiyolojik faktoriin
tetiklemesidir. Kaskat biinyesinde ger¢eklesen olaylar, erken ve ge¢ faz olarak ikiye
ayrilmaktadir. Erken faz, oncelikle asiner hiicrelerde sindirim enzimlerinin erken
aktivasyonunu icermektedir. Aktive olan enzimler, zimojen graniiliinden kagmakta
ve hiicreyi hasara ugratmaktadir. Diger bir erken olay ise asiner hiicreleri tarafindan
inflamatuar mediyatorlerin  iiretimi  ve salimidir. Asiner hiicre, vaskiiler
permeabiliteyi etkileyen ve Odem olusumunu saglayan ajanlar1 iiretmektedir.
Inflamatuar faktdrlerin salimi, diger kemokin iireten hiicrelerin aktivasyonuna ve

inflamatuar reaksiyonun daha da ¢ogalmasina neden olmaktadir (3).
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Hastaliga sebep olan etkene maruziyet aninda baglayan bu erken olaylar,
birka¢ saat sonrasinda baslayabilen ge¢ olaylara neden olabilmekte, pankreas ve
cevresinde inflamasyon olusturmaktadir. Inflamatuar molekiillerin salimi, kapiler
sizint1 sendromu, ates ve hipotansiyon gibi sistemik etkilere yol agmaktadir. Tiim bu
etkilerin kombinasyonu pankreas nekrozuna ve apoptozis stimiilasyonuna sebep
olabilmektedir (3, 16).

Chiari, yaklasik yiizy1l 6nce, zimojenlerin intrapankreatik aktivasyonunun
pankreasin otosindirimine sebep oldugunu ve pankreatitin patogenezinde anahtar bir
faktor oldugunu ileri siirmistiir (22). Bu model, duodenumda aktiflesen sindirim
zimojenlerinin asiner hiicrelerde sentezlenmesinden dolay1 kolay kabul gérmiistiir.
Literatiirde, bu enzimlerin ince bagirsaga ulagsmadan aktive olmasinin, hastalikta
onemli bir rol oynadigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (72). Tripsin aktivitesinin,
CCK hiperstimiilasyonu ile dakikalar sonrasinda arttigi (73), tripsinojen ve
karboksipeptidaz (PCA;) aktivasyon peptidlerinin, akut pankreatitte serumda erken
salman zimojen aktivasyon markerlar1 oldugu bildirilmistir (74, 75). Ote yandan, bir
serin proteaz inhibitorii olan gabaxate mesilat ile, ERCP ile (76) ve cerulein ile
indiiklenen akut pankreatitin siddetinin, Serin proteaz inhibitorleri ile azaltildigi (77)
ve tripsini degradasyona karsi direngli hale getiren tripsinojen mutasyonunun,
herediter pankreatit ile iligkili oldugu rapor edilmistir (78). Bu ¢aligmalar, zimojen
aktivasyonunun pankreatit gelisimindeki kritik roliine dair dogrudan veya dolayli

kanitlar olarak literatiirde yer almaktadirlar.

Pankreatik zimojenlerin intraselliiler aktivasyonunu agiklayabilmek {izere,
tripsinojen otoaktivasyonu, lizozomal hidrolaz katepsin B ile tripsinojenin tripsine
dontisiimii, oksidasyon veya kondenzasyondan dolayr zimojenlerin proteolizinin
artmasi, zimojen ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya sizmasi ve proteolitik
aktivasyonu ve intraselliiler pankreatik tripsin inhibitdrii aktivitesinin azalmasi gibi
stirecle dogrudan ya da dolayl iligkili bir takim yolaklar one siiriilmiistiir (18). En
¢ok tizerinde durulan mekanizmalar, tripsinojenin otoaktivasyon yoluyla ya da
katepsin B araciligiyla aktivasyonudur (79). Tripsinojen otoaktivasyonu, asidik

pH’ya ihtiyag duymakta ve Ca*? varliginda artmaktadir. Pankreatik tripsin
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inhibitoriiniin tripsine afinitesi, noétral pH’da en yiiksektir ve asidik pH’da

azalmaktadir (23).

Katepsin B, lizozomal sisteme hiicre disindan veya hiicrenin farkl
boliimlerinden endositoz veya fagositoz yoluyla giren proteinlerin degradasyonundan
sorumlu olan lizozomal sistein proteazdir (80). Lizozomal hidrolaz ve sindirim enzim
zimojenlerinin kolokalizasyonu, asiner hiicrenin sitoplazmik vakuollerinde ortaya

¢ikmaktadir. Normal asiner hiicrelerde bu iki tiir enzim ayr1 tutulmaktadir (81).

“Kolokalizasyon hipotezi” olarak adlandirilan hipotezde, pankreatitin erken
doneminde cathepsin B, asiner vakuoller i¢inde yer alan tripsinojenden, tripsinojen
aktivasyon peptidini ayirarak, tripsinin intrapankreatik olusumunu takiben vakuoller

riiptiire olur ve tripsin salinir (Sekil 2.6) (19, 82, 83).

Asiner limen

Bazal

Sekil 2.6. Asiner Hiicredeki Kolokalizasyon Mekanizmasi (82)

2.3. fyon Kanallar

Iyon kanallari, iyonlarin enerji gradiyentine gére membranin bir tarafindan

diger tarafina hareketi i¢in gecis yolaklar1 olusturan protein kompleksleri veya
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membran proteinleridir. Tiim bitki ve hayvan hiicrelerinde, hem hiicre yiizey
membrani hem de intraselliiler kompartmanlarin membranlarinda bulunmaktadirlar.
Iyon kanallarmin fonksiyonu, kompartmanlar arasindaki elektriksel ve kimyasal
gradiyente gore yiikk transferinin belirlenmesi ile iyonlarin bir kompartmandan

digerine gegislerini diizenlemektir (84).

Iyon kanallarinin ii¢ 6zelligi islevlerinin temelini olusturmaktadir. Ilk olarak,
kanallardan gecis son derece hizlidir. Agik kanallardan saniyede bir milyondan fazla
iyon akis1 olur. ikinci olarak, kanallarm igindeki dar gegit sadece uygun biiyiikliik ve
yiikteki iyonlarin gegisi ile sinirlt oldugundan, kanallar yliksek diizeyde segicidir. Bu
nedenle, Na', K*, Ca™ ve Cl”un zardan ge¢melerini  6zel kanal proteinleri
saglamaktadir. Ugiincii olarak, iyon kanallarinin ¢ogu siirekli agik degildir. Onun
yerine, iyon kanallarinin agilmasi, 6zel sinyallere yanit olarak kisa siireli agilan
“kapilar” tarafindan diizenlenmektedir (85). Spesifik elektriksel, kimyasal veya
mekanik sinyallerle acilir veya kapanirlar (Sekil 2.7). Kapilar, ekstraselliiler
ligandlar, norotransmitterler, hormonlar ya da G proteini ve Ca*? gibi sitoplazmik

ikincil mesajcilarin baglanmasina cevap olarak agilmaktadir (84).

Membran depolarizasyonu sonucu agilan kanallara voltaja bagli kanallar
denir. Gegirgen olduklar1 iyonlarin isimleri ile (Na*, K*, Ca*® ve CI') anilirlar (86).
Norotransmitterin baglanmasi ile agilan kanallar ise liganda bagli kanallardir ve
asetilkolin, y-aminobiitirik asit (GABA), glutamat, glisin gibi ndrotransmitterlerin
subiinitelerine baglanmasiyla agilirlar. Iyon kanallarinin dnemli bir boliimiinii bu iki

tip kanal olusturmaktadir (87, 88).
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VOLTAIA BAGLI LIGAND ILE AGILAN MEKANIK ACILAN

HUCRE DI§t
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Sekil 2.7. Farkli sinyallerle iyon kanallarinin agilmasi (89)

Iyon kanallarmin hem ektraselliiler hem de intraselliiler durumlardaki farkli
hassasiyetleri genis bir dizi biyolojik prosesleri kontrol etmeye olanak saglamaktadir.
En iyi Ornek, sinir sistemi ve kaslarin eksitabilitesindeki rolleridir. Kas
kontraksiyonu ya da diger hareketler icin Ca*? salimma aracilik etmekte, endokrin
ve ekzokrin salgi hiicrelerinin salgilarini diizenlemektedirler. Ayrica iyon kanallari,
embriyogenez ve olgun dokularda hiicre haberlesmesinde moderator olarak rol

oynamaktadirlar (84).

2.3.1. iyon Kanallarinin Genel Yapisi

Iyon kanal proteinlerinin genel organizasyonu, tasiyict ve reseptdrler gibi
diger membran proteinleri ile benzerlik gostermektedir. Uzun amino asit zinciri,
membran1 birka¢c defa gecerek molekiiliin ayr1 ekstraselliiler ve intraselliiler
bolgelerini olugturmaktadir. N-terminal bolgesi genellikle sitoplazmadadir, fakat C-

terminalinin lokalizasyonu degiskendir.

Iyon kanallarin1 karakterize eden birkag yapisal motif bulunmaktadir. Ligand
kapil1 kanallar genellikle bes alt iiniteye sahiptir. Her alt iinite, iic veya dort
transmembran segmente sahip olmakla birlikte, zayif secici merkez porun etrafinda

diizenlenmistir (Sekil 2.8) (87).
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ekstraseliler

intraseldler

ligand baglanma bolgesi

intraseluler

Sekil 2.8. Ligand Kapili iyon Kanalinmn Yapis1 (90)

Voltaj kapili Na®, K, Ca*? kanallarmin benzer yapilara sahip olduklari
disiiniilmektedir. Voltaj kapili kanallar, dort alt {initeye veya kovalen bagli dort
bolgeye sahiptirler. Her alt iinite veya bolge, alti tane transmembran segment
icermektedir. Amino ve karboksil terminallar membranin intraselliiler kisminda
bulunmaktadir (Sekil 2.9). S1-S4 bir voltaj sensoriinii, S5-S6 arasindaki P ilmegi por
denilen kap1 kismini olusturmaktadir. P ilmegi, segici filtreyi olusturan bir polipeptit

zinciri icermektedir (91, 92).

Sekil 2.9. Voltaj Kapili Iyon Kanalinin Tek Bir Alt Unitesi (91)

Por ile voltaj sensor kisminin fonksiyonel olarak birbirleriyle bagintili oldugu

sanilmaktadir; membran depolarize oldugunda sensor kisminin hareketlenerek por



24

kismina sinyal gonderdigi ve bunun sonucunda kanal kapisinin agildigi bildirilmistir
(Sekil 2.10) (92, 93).

~ iyonik akim
por

voltaj sensorii

kap1 akimi

KAPALI ACIK

Sekil 2.10. Voltaj Kapili iyon Kanalinin Acilmasi (92)
2.4. Kalsiyum Kanallari

Kalsiyum, hiicre boliinmesi ve farklilasmasindan hiicre 6liimiine kadar birgok
hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in hem ekstraselliiler hem de intraselliiler
haberci olarak faaliyet gostermektedir. Bundan dolayi, plazmadaki kalsiyum
konsantrasyonu, interselliiler ortamin yaninda intraselliiler ortamda siki bir sekilde
sinirsel ve hormonal kontrol altindadir. Plazmada ve ekstraselliiler ortamda kalsiyum
iyonlarinin kontrolii i¢in kalsiyum’un mevcudiyeti, hem diet hem de kemik matriksi
ile saglanmaktadir. Ekstraselliiler serbest kalsiyum konsantrasyonundaki ([Ca+2]e)
degisiklik Ca*?a duyarli reseptdrlerin aktivasyonunu uyarmaktadir. Bu reseptorler
birka¢ dokuda olmasmma ragmen esas olarak paratiroid hiicrelerde eksprese

edilmektedir (94).

Dinlenme halinde hiicre iginde sitozolde serbest kalsiyum iyon
konsantrasyonu sadece 107 M’dir. Bu deger, kalsiyum iyonunun aksiyon
potansiyelinin  olusmasi, siirdiiriilmesi, kasilma, hareket, hiicre iskeletinin
diizenlenmesi, hiicre boliinmesi, salgilama ve enzim aktivitelerinin degistirilmesi gibi

olaylardaki rolii nedeni ile gegici olarak 10-100 kat artabilir. Hiicre dis1 serbest
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kalsiyum konsantrasyonu yaklagik 10° M’dur. Ozgiil membranlar ve kalsiyum
pompalari ile biiylik bir gradiyent saglanmaktadir (43).

Intraselliiler kalsiyum sinyallerinin olusumu ve kontrolii ekstraselliiler,
sitozolik ve intraorganel Ca*? konsantrasyonlar1 arasindaki dinamik iliskiye baghdur.
Birgok intraselliller organel, yiiksek konsantrasyonlarda Ca*? igermektedir. Bu
organeller, endoplazmik retikulum/sarkoplazmik retikulum (SR), golgi, mitokondri,

endozom, lizozom ve salg1 vezikiilleridir.

Total Ca*® konsantrasyonu, serbest ve bagli Ca*? konsantrasyonudur ve
intraselliiler organellerde milimolar konsantrasyon diizeylerindedir. Uyarilmayan
hiicrelerde, intraselliiler serbest Ca* konsantrasyonu ([Ca™]}) 50-200 nM’dr.

Uyarilan hiicrelerde ise [Ca*?]; mikromolar konsantrasyonlara artabilmektedir.

Intraselliiler Ca*? sinyallerinin olusumu, plazma membrani (Ca*? girisi) veya
ER membraninda (Ca*? salimi) Ca*®’un elektrokimyasal gradiyentine baglidir. Ca*?
girisini kontrol eden birka¢ yolak vardir. Nikotinik asetilkolin reseptdr kanali
(nAChRs), glutamat reseptor kanali (GluRs), ve ATP reseptor kanali (P2XRs) gibi
ligand kapili reseptor kanallari, kanalin acilmasi igin ekstraselliiler bir ligandin
baglanmasini gerektirmektedir. Bu kanallarin bir ¢ogu, Ca*?a gecirgendir, fakat,
membran eksitabilitesinin kontrolii i¢in diger iyonlara da gegirgenlik gostermektedir.
Bunun aksine, voltaj kapili Ca*? kanallar1 (VGCCs) yiiksek derecede Ca*?a secicidir
ve plazma membrani boyunca olusan membran depolarizasyonu ile aktive olmaktadir

(94).

Kalsiyum salimi, hiicrelerde intraselliiler organel membranlarinda bulunan
Ca*? kanallar1 ile olusmaktadir. Bu kanallar, iki major gruba sahiptir: inozitol
trifosfat reseptdr kanali ve ryanodin reseptor kanallaridir. IPsR, ER membraninda
bulunan ve IP; baglanmasi ile aktiflesen ligand kapili Ca*? kanallaridr. RyR, ER/SR

membraninda eksprese edilen, ryanodine duyarli kanallardir (27).
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2.4.1. Voltaj Kapil Kalsiyum Kanalh

Voltaj kapili kalsiyum kanallari, bircok farkli hiicre tiplerinde, membran
depolarizasyonuna cevap olarak kalsiyum girigini saglamakta ve kasilma, sekresyon,

ndrotransmisyon ve gen ekspresyonu gibi hiicresel prosesleri diizenlemektedir (95).

Kalsiyum kanallari, iletimlerine, voltaj ve zamana bagli aktivasyon-
inaktivasyon kinetiklerine, farmakolojik 6zelliklerine ve hiicresel dagilimina gore
simiflandirilmaktadir. En genel smiflandirma, L, T, N, P/Q ve R tipi kalsiyum
kanallar1 seklinde olmaktadir (Tablo 2.4) (27, 96, 97).

Tablo 2.4. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallarinin Siniflandirilmasi (27, 96, 97)

Tip Ozellik Lokasyon / Fonksiyon
L-tip Yiiksek voltaj ile aktive olur. Endokrin, néron, diiz kas, iskelet kasi
(Ca,1) Dihidropiridin ile bloke olur hiicreleri; Uyarilma-kasilma
P/Q-tip | Yiiksek voltaj ile aktive olur. Sinir uglari, néroendokrin hiicreler;
(Ca2.1) | © -agatoksin ile bloke olur transmiter salimi, hormon salim1
N-tip Yiiksek voltaj ile aktive olur. Sinir uglar1, néroendokrin hiicreler;
(Cay2.2) w-konotoksin ile bloke olur transmiter salimini, hormon salimi
R-tip Yiiksek voltaj ile aktive olur Noronal hiicre, dendrit; tekrarlayan
(Cay2.3) SNX-482 ile bloke olur ates, dendritik Ca*? gegisi
T-tip Diistik voltaj ile aktive olur ve Kalp ve néronlarda pacemaker aktivite
(Ca,3) oktanol ile bloke olur i¢in 6nemlidir

Kalsiyum kanallari, ¢oklu genler tarafindan kodlanan dort ya da bes alt
{initeye sahip protein kompleksleridir (Sekil 2.11) ( 98 ). Iskelet kasindan izole edilen
voltaj kapili kalsiyum kanali, al, o2, B, 6 ve y alt tinitelerine sahiptir (99).

190-250 kDa olan al alt {initesi, geg¢is poru, voltaj sensorii ve kap1 aparatini
iceren en biiyiik alt iinitedir ve ikincil haberciler, ilaglar ve toksinler tarafindan

kanalin diizenlendigi yerdir. al alt {initesi, herbiri alt1 transmembran segmente sahip
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(S1-S6) dort homolog bolgeden olusmaktadir. S4 segmenti voltaj sensorii olarak
gorev yapar (100). S5 ve S6 transmembran segmentleri arasindaki por ilmegi, iyon
iletkenligini ve segiciligini belirlemektedir. Intraselliiler periferal membran proteini
olan B alt {initesi ve glikoprotein olan a2 alt iinitesinin disiilfit bagi ile o alt {initesine
baglandigt 028 alt {nite kompleksi kalsiyum kanallarinda en c¢ok goriilen
bilesenlerdir. y alt linitesi, iskelet kas1 kalsiyum kanallarinda da bulunmaktadir. Bu
yardimer alt iiniteler, kanal kompleksinin oOzelliklerini degistirmelerine ragmen,
kalsiyum kanallarinin farmakolojik ve elektrofizyolojik farkliligi, ¢oklu al alt
tinitesinden kaynaklanmaktadir (96, 101).

CO2 +H3N 6

coy Lcoz'

Sekil 2.11. Ca,1 Kanalmin Alt Uniteleri (98)
2.4.1.1. L-Tipi Voltaj Kapih Kalsiyum Kanal

L-tipi kanallar, yiiksek voltaj ile aktive olan, dihidropiridin, fenilalkilamin ve
benzodiazepin’e duyarli Ca*? kanallaridir (102). Kalp hiicreleri, periferal néronlar ve
iskelet kasinda yogundur. Iskelet ve kalpteki kanal proteinlerinin yapisal benzerligi
bulunmasina ragmen, aktivasyon kinetiklerinde, iletkenliklerinde, MgJ'2 ve organik

katyonlara gecirgenliklerinde dnemli farkliliklar bulunmaktadir (27).

L-tipi kanallar, kalp ve birgok ¢esit diiz kasin kasilmasinda, endokrin hiicre

ve sensOr noronlardan transmitter saliminin kontroliinde rol oynamaktadirlar. (103).
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L-tipi kanallar, verapamil, diltiazem gibi Ca*? kanal antagonisti ilaglarin ana
hedefidir. Endojen bilesiklere de cevap vermektedirler (104). Bir¢ok hiicrede,
katekolaminlerin cAMP bagimli protein fosforilasyonu yolunu aktive etmesiyle
diizenlenmektedirler (105).

2.4.1.2. T-Tipi Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallar

T-tipi kanallar, aktivasyonu ve inaktivasyonu igin diisiik voltaja ihtiyag
duymaktadir. Bir¢ok hiicrede bulunmasina ragmen néronal hiicre, kalp ve diiz

kaslarda yogunlagmistir. Pacemaker aktivite i¢in 6nemlidir (106).

2.4.1.3. N-Tipi Voltaj Kapih Kalsiyum Kanah

N-tipi kanallar, yiiksek voltaj ile aktive olmaktadir, fakat dihidropiridinlere
(DHP) direngli olmasindan dolayr L-tipi kanallarindan farklidir. ®-konotoksin ile
bloke olmaktadir. N-tipi kanallar, sinir uglari, dendritler ve néroendokrin hiicrelerde
bulunmakta olup sinir u¢larinin depolarizasyonu sonucunda norotransmitter salimina

neden olmaktadir (27).

2.4.1.4. P/Q-Tipi Voltaj Kapih Kalsiyum Kanah

P/Q-tipi kanallar, serebellar purkinje hiicrelerinde tanimlanmislardir. Bu
kanallar, yiisek voltaj ile aktive olmaktadir ve DHP’e veya w-konotoksin’e duyarl
degil, direnglidirler. Diisiik molekiil agirlikli toksinlerle 6zellikle de miirekkep
baliginin dev aksonundaki funnel web spider venomdan elde edilen toksin ile bloke
olmaktadir (107). Funnel web spider venom’un peptid bileseni olan w-agatoksin,

noromuskiiler transmisyonu bloke etmektedir (108).
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2.4.2. Intraselliiler Kalsiyum Sahm Kanallari

Kalsiyum salim kanallari, kas hiicrelerinde sarkoplazmik retikulum veya
diger hiicre tiplerinde internal organeller gibi Ca* depolarindan Ca*? akisina aracilik
etmektedirler. Ca*? salimini saglayan iki major kanal vardir: inozitol trifosfat reseptér

kanali ve ryanodin reseptor kanallaridir (27).
2.4.2.1. Inozitol Trifosfat Reseptor Kanah

IP3R, IP; baglanmasi ile aktifleserek, Ca*? salimina yol acan, tetramer

yapisinda ligand kapili Ca*™ kanalidir (109, 110, 111).

Tiim hiicre tiplerinde, Ca™ salimi, iki smf reseptoriin aktivasyonu ile
baslamaktadir: Birinci yolak, G protein bagimli reseptorlerin Fosfolipaz CB1°1 (PLC
B1) aktive etmesidir. Ikinci yolak ise, tirozin kinaz bagimli reseptérlerin Fosfolipaz C
v1’1 (PLC y1) aktive etmesidir. Aktive olan PLC B1 ve PLC 1, fosfatidilinozitol 4,5-
bifosfat molekiiliinlin hidrolizine ve IP;3 ile diagilgliserol olusumuna yol agmaktadir.
Diagilgliserol membranda kalirken, IP3 hizla membrandan sitozole difiize olmakta ve
intraselliiler kalsiyum depolarinda yerlesik olan kendine spesifik reseptorlere

baglanarak Ca*? salimina sebep olmaktadir (112, 113).

IPsR, birbirine benzeyen dort alt {initeden olusmaktadir. IP; baglanma
bolgeleri, her alt iinitenin N-terminalinde lokalizedir (Sekil 2.12). Tip 1, tip 2 ve tip 3
izoformlar1 bulunmaktadir. Hemen hemen biitiin hiicrelerin ER membrani ve
cekirdek membraninda, baz: hiicre tiplerinde ise plazma membraninda yerlesmistir

(114).
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Sekil 2.12. IP3R Kanalinin Topolojik Bir Modeli (94)

Sitozolik Ca*?, IPsR kapisim diizenleyen major habercidir. Tip 1 ve tip 2
IPsR’ler, IP3’in uyarici diizeyde bulunmasi durumunda, [Ca+2]i artisina neden
olmaktadirlar. IP3R’lerinin aktivasyon diizeyleri, Ca*? salim diizeyleri ile kontrol
edilmektedir. Diger faktorler, luminal kalsiyum, protein kinaz A, protein kinaz C,

kalsiyum/kalmodulin bagli protein kinaz II, adenin niikleotit ve pH’dir (94).
2.4.2.2. Ryanodin Reseptor Kanah

Ryanodin reseptor kanallari, uyarilma-kasilma eslesmesinde merkezi rol
oynayan, iskelet kas lifleri ve kardiyak miyositlerin sarkoplazmik retikulumunda
bulunan Ca*? salimi yapan kanallar olarak tanimlanmiglardir. Bu kanallar, ayni
zamanda, noronlar, kromaffin hiicreler, beyin, diiz kas, karaciger ve fibroblastlarda
bulunmaktadir. Memeli dokularinda ifadelenen {i¢ formu vardir: RyR; biiyiik oranda
iskelet kasinda, RyR» kalp kasinda, RyR3 ise uyarilmayan dokular dahil genis doku
tiplerinde bulunmaktadir. Bu izoformlar, 5000 kadar aminoasit icermekte olup ii¢

ayr1 gen tarafindan kodlanmaktadir (28, 115).
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Ryanodin reseptorleri de tetramer yapisinda olup, biiyikk bir N-terminal
bolgesi ve Ca*? secici kanali olusturan bir C-terminal kismi bulunmaktadir. Ryanodin
reseptorlerinin endojen modiilatorleri, sitozolik Ca™, membran potansiyeli (Vi),
siklik adenozin 5'-difosfat riboz (CADP-R), Mg*? ve CI” gibi iyonlar, niikleotidler,
sitozolik pH ve kalmodulin gibi kalsiyum baglayan proteinlerdir. Farmakolojik

modiilatorler ise ryanodin, dantrolen, heparin ve kafein gibi molekiillerdir (116).

Son yillardaki ¢aligsmalarda, asiner hiicrelerde, CCK hormonunun farkli bir
mekanizma ile etkili oldugu gosterilmektedir. Bu mekanizmaya gore, CCK asiner
hiicre membranindaki CCK1 reseptdriine baglanmakta ve reseptére bagl bir enzim
olan ADP-ribozil siklaz aktivitesi ile nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’tan
(NADP), Nikotinik asit adenin diniikleotit fosfat (NAADP) molekiilii, nikotinamid
adenin diniikleotit’ten (NAD) ise siklik adenozin 5'-difosfat riboz (CADPR)
molekiilii olusmaktadir. NAADP ve cADPR molekiilleri, endoplazmik retikulum
membraninda bulunan ve bir kalsiyum kanali olan ryanodin reseptdriine baglanarak,

+2,5

depolanan Ca"™“’un, kanaldan intraselliiler ortama salimina neden olmaktadir (117).
2.5. Kalsiyum Kanal Blokorleri
2.5.1. Dantrolen

Dantrolen, molekiiler yapist 1-((5-(p-nitrofenil)furfurilidin)amino)hidantoin
sodyum olan hidantoin tiirevi bir molekiildiir (Sekil 2.13). Postsinaptik kas gevsetici
olarak etki etmekte olup, malignan hipertermi tedavisinde ve Onlenmesinde
kullanilmaktadir.  Ryanodin  reseptdrlerine  baglanip  intraselliiler Ca'*?
konsantrasyonunu azaltarak kas hiicrelerinde eksitasyon-kontraksiyonu deprese
ederek etki etmektedir (116, 118). Ayrica, noroleptik malignan sendrom ve kas

spastisite tedavisinde dantrolen kullanilmaktadir (119).

N
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Sekil 2.13. Dantrolen Sodyumun Yapisi (120)
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Lipofilik karakterde bir molekiil olan Dantrolenin oral kullaniminda %70’
absorbe olmaktadir. 6 saatte plazma konsantrasyonu maksimuma ulasmaktadir.
Plazma yar1 émrii 12 saat olup karacigerde metabolize olmaktadir. Dantrolen ve
metabolitleri, idrar ve safra ile atilmaktadir. Bir hidantoin tiirevi olmasina ragmen ne
antikonviilsan ne de anestetik 6zellikleri mevcuttur. En ¢ok goriilen yan etkileri, kas
zay1fligi, damar iltihabi, solunum yetmezligi ve gastrointestinal bozukluklardir.
Ayrica uyusukluk, bas donmesi ve sersemlik, diger goriilebilen advers
semptomlardir. Diltiazem, verapamil gibi kalsiyum kanal blokerleri, Vecunorium
bromit gibi noéromuskiiler bloke eden ajanlar, benzodiazepinler ve oral

kontraseptiflerle kontrendikedir (120).
2.5.2. Verapamil

Verapamil, fenilalkilamin sinifinda, molekiiler yapisi 5-[N-(3,4-dimetoksi
feniletoksi)-metilamino]-2-(3,4-dimetoksifenil)-2-isopropil-valeronitril olan L-tipi
voltaj kapili kalsiyum kanal blokdrii ve IV. sinif antiaritmik bir molekiildiir (Sekil
2.14). Hipertansiyon, anjina pektoris, supraventrikiiler aritmi (121, 122, 123) ve son

zamanlarda kiime bas agrisi tedavisinde kullanilmaktadir (124).

oty
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e N e ACHG
Ha GO~ M‘“T” * HCI = O Hy
OCH,

Sekil 2.14. Verapamil Hidrokloriiriin Yapis1 (125)

Verapamil, oral olarak verildiginde yaklasik olarak % 90’1 gastrointestinal
yoldan emilmektedir. Ancak karacigerde ilk gecis metabolizmasi yiliksek oldugundan
dolay1 biyoyararlanimi % 20 kadardir. Plazma yar1 omrii 2-8 saat arasinda
degismektedir. % 90’1 plazma proteinlerine baglanir ve karacigerde metabolize olur.
En az on iki metaboliti bulunmaktadir, bunlardan biri olan norverapamil vazodilator

aktivitenin % 20’sini saglamaktadir (122, 123).
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En Onemli yan etkileri olarak, bas agrisi, bas donmesi, yorgunluk, mide
bulantisi, ylizde kizariklik, sislik, sik idrara g¢ikma ve kabizlik goriilmektedir.
Verapamil kullanirken antiaritmik ve beta blokorlerle kombinasyonuna dikkat etmek

gerckmektedir. Bradikardi ve kalp durmasina neden olabilmektedir (123).
2.5.3. 2-Aminoetoksidifenil Borat

2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), IP; ile indiiklenen Ca™ salinimini
degistiren ve membrandan gegebilen bir kimyasaldir. 2-APB’m, IP; ile Ca*? salimi
yapan diger antagonistlerden farki, plazma membrani veya intraselliiler vezikiillerde
bulunan Ca*? kanallarini inhibe etmemesidir. Bu acgidan, 2-APB hiicre disindan Ca*
girisini etkilemeyen ilk 1Pz modiilatoriidiir (126, 127). 2-APB’1n, IP3 ile indiiklenen
Ca*? salmim inhibisyonu yaptig1 hiicre tiplerine platelet, suprakiazmatik niikleus,
ventrikiiler kardiyomiyosit, ¢esitli diiz kas hiicreler, pankreatik B hiicresi, hipokampal

noron, iskelet myotiipler, notrofil ve endotel hiicreler 6rnek olarak verilebilir (128).

@\ B/O\/\ NH2

Sekil 2.15. 2-Aminoetoksidifenil borat’in Yapisi (129)
2.6. Cerulein

Cerulein, on aminoasitlik bir oligopeptit olup, Avustralya kurbagasi, Hyla
caerulea ve diger amfibilerin derisinden izole edilmektedir (Sekil 2.16). Aminoasit
sekanst  Pglu-GIn-Asp-Tyr[SO3H]-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,  seklindedir.
Kolesistokinin analogu olan cerulein, baz1 ekstravaskiiler diiz kaslar ile gastrik ve

pankreatik sekresyon iizerine stimiilan etki gostermektedir (130).
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Deneysel hayvan modellerinde, Cerulein ile olusturulan pankreatit en ¢ok
tercih edilen yontem olup, insan 6dematdz pankreatite benzerlik gostermektedir.
Cerulein, bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktér kappa B’nin (NF-kB)
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda, pankreatik asiner hiicrelerde,
interseliiler adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) proteinlerinin artis1 goriilmektedir.
Yiizey ICAM-1, pankreatik inflamasyonu arttiran asiner hiicrelere notrofil
adezyonunu desteklemektedir (131). Cerulein, sindirim enzimleri {retimindeki
bozukluk ve sitoplazmik vakuolizasyon yoluyla da pankreatiti indiikleyebilmektedir.
Bu durum, asiner hiicre o6liimiine ve pankreatik ddeme sebep olmaktadir. Ayni
zamanda reaktif oksijen tiirlerinin bir kaynagi olan NADPH oksidaz’1 da aktive

etmektedir (132).
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Sekil 2.16. Cerulein’in Yapisi (133)


http://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Hazirlanmasi

Bu calisma, Inonii Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel
Arastirmalar Birimi’nde, Inénii Universitesi hayvan etigi komitesi tarafindan
ongoriilen kurallara uygun olarak yapildi. Calismada ortalama 250-300 g agirliginda,
3-4 aylik, 60 adet disi Wistar albino rat kullanildi. Tiim hayvanlar polipropilen
kafeslerde tutuldu, ad libitum standart yem ve su ile beslendi, 22-24 °C sicaklik ve
12 saat 151k-12 saat karanlik siklusuna uygun standart kosullar saglandi. Ratlar, her

grupta 12 adet olacak sekilde asagidaki gibi gruplandirildi.

Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2: Cerulein grubu

Grup 3: Cerulein + 2- APB grubu
Grup 4: Cerulein + Dantrolen grubu

Grup 5: Cerulein + Verapamil grubu

3.1.1. Akut Pankreatit Olusturulmasi

Akut pankreatit indiiksiyonu iki saat ara ile total doz 100 pg/kg (v.a) olacak
sekilde iki kez intraperitonal olarak uygulanan 50 pug/kg (v.a) cerulein (Sigma, USA)
ile sagland1 (134, 135). Coziicii olarak % 0.9’luk serum fizyolojik kullanildi.

3.1.2. Kalsiyum Kanal Blokorlerinin Verilmesi
2-APB (Sigma, USA): 2 mg/kg (v.a) 2-APB, cerulein enjeksiyonundan 15

dakika Once intraperitonal olarak uygulandi. Coziicii olarak % 0.9’luk serum

fizyolojik kullanildi.



36

Dantrolen (Sigma, USA): 10 mg/kg (v.a) dantrolen, cerulein
enjeksiyonundan 30 dakika once intraperitonal olarak uygulandi. Coziicii olarak %

0.9’luk serum fizyolojik kullanildi.

Verapamil (Sigma, USA): % 0.9’luk serum fizyolojik soliisyonunda
hazirlanan 2.5 mg/kg (v.a) Verapamil, cerulein enjeksiyonundan 30 dakika 6nce

intraperitonal olarak uygulandi.

3.1.3. Ratlarin Otenazisi: Ikinci cerulein enjeksiyonundan 12 saat sonra

hayvanlar, yliksek doz eter inhalasyon anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Pankreatitin siddetini belirlemek iizere histopatolojik degerlendirmelerin

yanisira Serum amilaz ve lipaz diizeyleri 6l¢iildii.

Gogiis kafesi acilan ratlarin, enjektor ile kalp icine girmek sureti ile kanlari
alinarak, serum eldesi i¢in 3500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Serumlar, amilaz ve

lipaz 6l¢timleri i¢in kullanilmak tizere -20 C° de sakland.

Sakrifikasyon sonrasi pankreas dokusu total olarak ¢ikarildi. Histopatolojik
incelemeler igin alinan doku pargasi % 10’luk formaldehit icerisinde bir gece tespit
edildi. Geriye kalan pankreas dokusu, protein miktar tayininde, Tripsinojen aktivator
peptit (TAP), Katepsin B, Tripsinojen, tripsin ve Pankreatik Sekretuar Tripsin
Inhibitér (PSTI) diizeylerinin dlgiimlerinde kullanilmak iizere kuru buz igerisinde -40
C° derin dondurucuya transfer edildi ve 6lgiim zamanina kadar burada muhafaza
edildi.

3.2. Pankreas Dokularinin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

-40 C° derin dondurucu igerisinde muhafaza edilmis olan pankreas dokulari,
cam tiiplere aktarilarak, {izerine soguk 1mL fosfat tamponu (50mM, pH 7.4) eklendi.
Daha sonra buz igerisinde Ultra-Turrax T25 (IKA Werke GmbH, Staufen, Almanya)
homojenizatorii ile 6000 dev/dak hizla 5 dakika siireyle homojenize edildi. Elde
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edilen homojenatlara, VWR Bronson scientific sonikator (VWR Int. Ltd. Merck
House Pool, ingiltere) kullanilarak 20 saniye araliklarla 10 saniye 4 defa
sonifikasyon yapildi. Homojenatlar, vortekslendikten sonra eppendorf tiiplere
aktarildi ve 15 dakika 4 C° de 13250 g’de (Centrifuge 5415R, Eppendorf AG,
Hamburg, Almanya) santrifiij edilerek siipernatan elde edildi. Siipernatan ile protein
miktar tayini, TAP, Katepsin B, Tripsinojen, Tripsin ve PSTI diizeylerinin l¢iimii

gergeklestirildi.

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Serumda Pankreatik Amilaz Diizeyinin Ol¢iilmesi

Amilaz olglimii, temin edilen pankreatik Amilaz ELISA kitinde belirtilen
prosediire gore (Immundiagnostik, Almanya), (Basic Radim Immunoassay Operator
(BRIO), Radim spa, Italya) ELISA cihazinda gerceklestirildi (136). Prosediiriin ilk
inkiibasyon basamaginda, numunelerdeki pankreatik amilaz, 96 kuyucuklu mikrotiter
plaklara kaplanmis olan pankreatik amilaza spesifik monoklonal fare antikoruna
baglandi. Baglanmayan kalintilar1 temizlemek i¢in yikama basamagi uygulandi.
Ikinci inkiibasyon basamaginda, antipankreatik amilaz (POD-monoklonal antikor)
antikoru eklenerek, tekrar yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra,
Tetrametilbenzidin (TMB) substrat1 ilave edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in asidik
bir stop soliisyonu eklendi. Pozitif numunelerde, renk maviden sariya dontistii.
Konsantrasyon, 450 nm dalga boyunda kalibratérlerden elde edilen absorbanslar

kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisinden hesaplandi (Sekil 3.1).

Reaktiflerin Hazirlanmasi:
Kullanmadan once tiim reaktif ve numunelerin oda sicakligina (18-26 C°)
gelmeleri beklendi.
e ELISA yikama tamponu, ultra saf su ile 1:10 (100 mL + 900 mL ultra saf su)
oraninda seyreltildi.
e Liyofilize STD (Standart) ve CTRL (Kontrol) lizerine 250 pL ultra saf su
eklenerek vial igeriginin tamamen ¢oziinebilmesi i¢in 10 dakika beklendi ve

birkag kez ters yiiz edilerek karistirildi.
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CONJ (Peroksidaz ile konjuge antikor), 1:1000 (10 puL+10 mL) oraninda
yikama tamponu ile seyreltildi.

Diger tiim reaktifler oda sicakligina getirildiginde kullanima hazir haldedir.

Pankreatik Amilaz ELISA Deneyinin Asamalar:

. STD, CTRL ve ornekler uygun sekilde diliie edildikten sonra 96 kuyucuklu
pankreatik amilaz antikoruyla kapli kuyucuklara konuldu. Bu amagla her bir
kuyuya standart, kontrol ve Orneklerden 100 uL pipetlendi. Plak oda
sicakliginda, horizontal karistiricida karistirilarak 1 saat inkiibe edildi.

1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasma gecildi.
Yikama islemi, plaktaki sivilar aspire edildikten sonra otomatize olarak her
bir kuyucuga verilen 250 pL yikama soliisyonu ile 5 kez tekrarlandi. En son
yikama asamasindan sonra, ELISA plaklarinin kuyucuklari i¢indeki son
kalintilar1 da temizlemek igin plak, adsorban kagitlara hafif¢ce vurularak
kurulandi.

. Diliie edilen konjugattan (POD-antikor) 100 pL eklenerek, 1 saat oda
sicakliginda horizontal karistiricida karistirilarak inkiibe edildi.

1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasina gegildi. Bu
islem, plaktaki sivilar aspire edildikten sonra otomatize olarak her bir
kuyucuga verilen 250 uL yikama soliisyonu ile 5 kez tekrarlandi. En son
yikama asamasindan sonra, ELISA plaklarinin kuyucuklart i¢indeki son
kalintilar1 da temizlemek i¢in plak, adsorban kagitlara hafif¢ce vurularak
kurulandi.

. Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 100 uL TMB substrat1 eklenip,
15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

. Plaklara 50 pL stop soliisyonu ilave edilip, kisa bir siire karistirilarak
reaksiyon durduruldu.

. Plaklardaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda ELISA

okuyucusunda degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Amilaz Standart Grafigi
3.3.2. Serumda Pankreatik Lipaz Diizeyinin Ol¢iilmesi

Pankreatik lipaz Ol¢imii, temin edilen pankreatik Lipaz ELISA Kkitinde
(ALPHA DIAGNOSTIC, ABD) belirtilen prosediire uygun olarak gerceklestirildi
(137). Prosediir, pankreatik lipazin sirali olarak iki antikora baglanmasi temeline
dayanmaktadir. Bu antikorlardan biri plaga baglanmis olup digeri ise yaban turpu
peroksidaz (HRP-Horseradish peroxidase) enzimi ile konjugedir. Yikama isleminden
sonra kromojenik substrat eklendi ve renk degisikligi goriildii. Numunedeki lipazin
miktar1 ile rengin siddeti orantilidir. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in durdurma
soliisyonu eklendi. 450 nm’de absorbanslar1 dl¢iilen numunelerin konsantrasyonlari,

standart egrisinden hesapland (Sekil 3.2).
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Kullanmadan o6nce tiim reaktif ve numunelerin oda sicakligina (18-26 C°)
gelmeleri beklendi.
o Yikama tamponu 1:100 oraninda distile su ile seyreltildi (1 L’de 10 mL

stok).
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Pankreatik Lipaz ELISA Deneyinin Asamalari:

1. Standartlar (0, 10, 50, 100, 200 U/L), kontrol ve serum 6rneklerinden 25 pL
uygun kuyucuklara konuldu. Her kuyucuga HRP ile konjuge anti-lipaz enzim
konjugatindan 100 puL eklenerek 5-10 saniye hafifce karistirildi.

2. Plagn tlizeri kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyonun ardindan plaktaki sivilar aspire edilerek otomatize olarak her
bir kuyucuga verilen 300 uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

4. 100 uL TMB substrati her kuyucuga eklenerek, plagin iizeri kapatilip oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Standart ve pozitif 6rneklerde mavi renk
olusumu goriildii.

5. Reaksiyonu durdurmak icin kuyucuklarin hepsine 50 pL stop soliisyonu
eklendi. 5- 10 saniye hafif¢e karigtirildi (mavi renk sariya doner).

6. Absorbanslar, 450 nm’de ELISA reader’da olgiildi. Renk, reaksiyonun

durdurulmasindan 1 saat sonrasina kadar stabildir.

0,9 +
0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2 -
0,1 A

Absorbans

y =0,0038x-0,0095
R?=0,9969

100 150 200 250
Lipaz (U/L)

-0,1

Sekil 3.2. Lipaz Standart Grafigi

3.3.3. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayininde Lowry metodu, protein standarti olarak da sigir

serum albumini (BSA) kullanildi. Bu metod, proteinin yapisinda bulunan tirozin ve
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triptofan aminoasitlerinin fosfotungustat kompleksini molibden mavisine indirgemesi

esasina dayanmaktadir (138).

Kullanilan reaktifler:

1. A Cozeltisi karisima:

%2’1lik NapCO3’mn 0.1 N Sodyum Hidroksit’teki (NaOH) ¢ozeltisi (98 hacim)
%1°1ik Bakir Siilfat (CuSQOy) ¢ozeltisi ( 1 hacim)

%?2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi (1 hacim)

Bu ii¢ ¢ozelti yukarda belirtilen hacimlerde karistirildi.

2. B Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su.

3. Bovin Serum Albumin (BSA) Standardi: 10 mg/mL konsantrasyondaki stok
BSA ¢ozeltisinden 2, 4, 6, 8, 10 mg/mL’lik ¢6zeltiler hazirlanmustir.

Deneyin Yapilis::

Test ve standart tiiplerine 240 pL, kor tiiptine 250 pL distile su konuldu. 2,5
mL A ¢ozeltisi tiim tiiplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 pL siipernatan;
standart tiiplerine de 10 pL her bir standarttan ilave edildi ve tiipler vorteks ile iyice
karigtirildi. Oda 1s1sinda karanlikta 10 dk bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 uL B
cozeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekledikten sonra, spektrofotometrede
(Shimadzu,UV-1200, Kyoto, Japan) 650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma
yapildi. Hesaplamalar standart grafiginden faydalanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Protein Standart Grafigi

3.3.4. Tripsin Tayini

Tripsin tayini, asagida agiklanmakta olan ve Worthington Laboratuarlarinda
kullanilan metoda gére yapildi (139). Bu metoda gére; bir Unite tripsin, 25 C° ve pH
8.2’de 0.01 M kalsiyum iyonu varliginda, dakikada 1 pmol p-toluen-siilfonil-L-
arjinin metilester’i (TAME) hidroliz etmektedir.

Reaktifler:

e 0.046 M Tris HCI Tamponu, pH 8.1 (0.0115 M CaCl; ile)

e 0.01 M TAME

e 0.001 N Hidroklorik asit (HCI)

e Enzim: 0.001 N HCI iginde 5, 10, 15, 20 ug/mL konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Calisma Prosediirii:
Spektrofotometre 247 nm’ye ve 25 C° ye ayarlandi, reaktifler, asagidaki
oOl¢iilerde pipetlendi.

0.046 M Tris HCI tamponu, pH 8.1 2.6 mL
0.01 M TAME 0.3mL
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Spektrofotometrede, 3-4 dakika sicaklik dengelenmesi ve kor olglimii igin
inkiibasyona birakildi. 0.1 mL diliie enzim eklenerek, 247 nm’de 3 dakika Ol¢iim
yapildi. Standartlardan elde edilen absorbans degerleri ile standart grafigi hazirlandi
(Sekil 3.4).

Hesaplama:

AA,,. x 1000 x 3
540*% x mg reaksivon karisimindaki tripsin

Unite,/mg protein =

* 247 nm’de TAME’in ekstinsiyon katsayisi
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y=1413,9x - 9,0794
R2=0,9988

[

o

o
1

Tripsin (mU/mg protein)
g

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

AA

Sekil 3.4. Tripsin Standart Grafigi

3.3.5. Pankreatik Sekretuar Tripsin Inhibitér Tayini

Cesitli tripsin inhibitorlerinin, benzoil L-arjinin Etil Ester’in (BAEE) tripsin
tarafindan hidrolizini Onleyebilirligi spektrofotometrik olarak olglilmektedir.
Inhibitériin aktivitesi, 1 mg inhibitdriin inhibe ettigi tripsin miktar1 olarak

aciklanmaktadir (140).
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Reaktifler:

e Tripsin ayiraci: 0.25 mM BAEE, pH 7.0’de 0.067 M fosfat tamponunda
hazirlandi.

e 0.001 N HCI

e 0.5 M Sodyum potasyum fosfat tamponu, pH 6.5

e Tripsin soliisyonu: 0.001 N HCl i¢inde 0.5 mg/mL tripsin ile hazirlandi.

e Pankreatik inhibitor: 0.001 N HCI i¢inde 1 mg/mL hazirlandi.

Calisma Prosediirii:
Bir seri test tiiplerine reaktifler asagidaki Olciilerde pipetlenerek inkiibasyon

karisim1 hazirlandi. Tipler, oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Kontrol i¢in, iki test tlipline inhibitor eklemeden 6l¢tim yapildi.

Tripsin sollisyonu 1.0 mL
0.5 M fosfat tamponu 2.0 mL
Inhibitor 10, 20, 30, 40, 50 pg
Distile su ile 10 mL’ye tamamlandi

Spektrofotometre 25 C° ve 253 nm’ye ayarlandi. Kiivete tripsin reaktifinden
2.9 mL eklenerek, 3-4 dakika sicaklik dengelenmesi ve kor 6lgtimii igin beklendi. 0.1
mL inkiibasyon karisimindan eklenip, 3 dakika boyunca absorbanstaki artis
kaydedildi.

Hesaplama:

[(AA;z; fdk)kontrol x (AA-s fdknumune x 5.07]
AA.-. fdk)kontrol x pg reaksivon karisimindaki inhibitdr
253 ng 3 F

mg inhibe tripsin /mg inhibitér =

*5.0 = Reaksiyon karisimindaki ttg tripsin
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Absorbanstaki degisim ile % inhibisyon degerleri grafige gegirilerek standart
grafigi hazirlandi (Sekil 3.5).

30 A y=-926,06x+ 100
RZ=1

% inhibisyon

0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
AA

Sekil 3.5. PSTI Standart Grafigi

3.3.6. Tripsinojen Tayini

Tripsinojen tayini, Rat tripsinojen ELISA kitinde (CUSABIO BIOTECH,
Cin) belirtilen prosediire gore yapildi (141). Rat tripsinojen ELISA Kitinde,
mikrotiter plaklar, tripsinojen’e (Try) spesifik bir antikorla kaplanmistir. Standartlar
ve Ornekler, uygun mikrotiter plak kuyucuklarina eklendi, daha sonra Try’e spesifik
biotin ile konjuge antikorla ve sonrasinda avidin ile konjuge HRP her bir kuyucuga
eklenerek inkiibe edildi. TMB substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklendi. Biotin ile
konjuge antikor ve avidin ile konjuge HRP, sadece Try igeren kuyucuklarda renk
degisikligine sebep oldu. Enzim-substrat reaksiyonu, ortama siilfiirik asit ilavesi ile
sonlandirildi. Renkteki degisiklik, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede
olgtildii. Numunelerdeki Try konsantrasyonu standart egrisi kullanilarak hesaplandi
(Sekil 3.6).

Reaktiflerin Hazirlanmasai:

e Yikama Tamponu: Konsantre 20 mL yikama tamponu deiyonize veya distile

su ile 500 mL’ye seyreltildi.
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Biotin-antikor: Ag¢ilmadan 6nce vial santrifiij edilerek Biotin- antikor diliienti
ile 1:100 oraninda seyreltildi.

HRP-avidin: Ag¢ilmadan 6nce vial santriflij edilerek HRP-avidin diliienti ile
1:100 oraninda seyreltildi.

Standartlar: Vialler 6000-10000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek 1 mL
sample diliienti ile standart hazirlandi. 40 ng/mL olan bu stok soliisyonundan
20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.63 ng/mL seri
diliisyonlar yapildi. Sample diliienti ise sifir standart (0 ng/mL) olarak
kullanildi.

Tripsinojen ELISA Deneyinin Asamalari:

Standart, kor ve numunelerden 100 pL her kuyucuga eklenip plagin iizeri
kapatilarak 2 saat 37 C° de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda siv1 kisim
aspire edildi, ama yikanmadi.

100 pL Biotin-antikor ¢alisma soliisyonu her kuyucuga eklendi ve 1 saat 37
C° de inkiibe edildi.

Her kuyucuk aspire edildikten sonra yikandi. Yikama isleminde,
kuyucuklarda 200 pL yikama tamponu 2 dakika bekletildi, sonra aspire
edildi. Yikama islemi 3 defa tekrarlandi.

100 uL HRP-avidin ¢alisma soliisyonu her kuyucuga eklenerek, plagin iizeri
kapatilip 1 saat 37 C° de inkiibe edildi.

Aspirasyon islemi ve 5 defa yikama islemleri tekrar edildi.

90 uLL TMB substrat eklendi ve 10-30 dakika 37 C° de inkiibe edildi.

50 uL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

30 dakika iginde her kuyucugun 450 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii.
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Sekil 3.6 Tripsinojen Standart Grafigi

3.3.7. Tripsinojen Aktivator Peptit (TAP) Tayini

TAP tayini igin rat TAP ELISA kitinde (USCNK, Cin) belirtilen metod
kullanild1 (142). Rat TAP ELISA kitinde, mikrotiter plaklar, TAP’a spesifik bir
antikorla kaplidir. Standartlar ve ornekler, uygun mikrotiter plak kuyucuklarina
eklendi, daha sonra TAP’a spesifik biotin ile konjuge poliklonal antikorla ve
sonrasinda avidin ile konjuge HRP her bir kuyucuga eklenerek inkiibe edildi. TMB
substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklendi. Biotin ile konjuge antikor ve avidin ile
konjuge HRP, sadece TAP igeren kuyucuklarda renk degisikligine sebep oldu.
Enzim-substrat reaksiyonu, ortama stlfiirik asit ilavesi ile sonlandirildi. Renkteki
degisiklik, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildii. Numunelerdeki TAP
konsantrasyonu standart egrisi kullanilarak hesapland1 (Sekil 3.7 ve sekil 3.8).

Reaktiflerin Hazirlanmasa:

e Kit’in tiim bilesenleri kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-25 C°) getirildi.

e Standartlar: 1 mL standart diliienti ile hazirlanan standart soliisyonu oda
sicakliginda 10 dakika hafifce karistirilarak bekletildi. Stok soliisyonundaki
standart konsantrasyonu 30 pmol/ L’dir. Son hacim 0.5 mL olacak sekilde 7
adet, 15 pmol/L, 7.5 pmol/L, 3.75 pmol/L, 1.88 pmol/L, 0.94 pmol/L, 0.47
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pmol/L ve 0 pmol/L (Standart Diliienti) konsantrasyonlarinda seri diliisyonlar
hazirlandi.

Numuneler, 1:100 oraninda 0.02 M PBS (pH= 7-7.2) ile seyreltildi.

Calisma diliienti A ve B: 6 mL konsantre (x2) calisma diliienti A ve B, 6 mL
deiyonize veya distile su ile 12 mL c¢aligsma diliienti A ve B hazirlandi.
Deteksiyon Reaktif A ve Reaktif B: Kullanmadan once santrifiij edildi.
Caligma diliienti A veya B ile 1:100 oraninda seyreltildi.

Yikama soliisyonu: 20 mL konsantre yikama soliisyonu (30x), 580 mL

deiyonize veya distile su ile 600 mL olacak sekilde seyreltildi (1x).

Tripsinojen Aktivasyon Peptit ELISA Deneyinin Asamalar:

Standart, kor ve numunelerden 100 pL her kuyucuga eklenerek plagin iizeri
kapatilarak 2 saat 37 C° de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda sivi kisim
aspire edildi, ama yikanmadi.

100 pL deteksiyon reaktif A (Biotin-poliklonal antikor) ¢alisma soliisyonu
her kuyucuga eklendi ve 1 saat 37 C° de inkiibe edildi.

Her kuyucuk aspire edildikten sonra yikandi. Yikama isleminde,
kuyucuklarda 350 pL yikama tamponu 1-2 dakika bekletildi, sonra aspire
edildi. Yikama islemi 3 defa tekrarlandi.

100 uL deteksiyon reaktif B (Avidin-HRP) ¢alisma soliisyonu her kuyucuga
eklenerek, plagin tizeri kapatilip 1 saat 37 C° de inkiibe edildi.

Aspirasyon islemi ve 5 defa yikama islemleri tekrar edildi.

90 uL. TMB substrat eklendi ve 15-25 dakika 37 C° de inkiibe edildi.

50 uL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

Her kuyucugun 450 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii.
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Sekil 3.8. TAP Standart Grafik-2

3.3.8. Katepsin B Aktivite Ol¢iimii

Katepsin B (KB) o6l¢iimii, Cathepsin B Aktivite test kitinde (BioVision,
ABD) belirtilen florometrik metoda dayanmaktadir (143). Bu Kkitte, Amino-4-
triflorometil kumarin (AFC) ile etiketlenmis Katepsin B substratinin RR dizisi tercih

edilmektedir. Katepsin B igeren hiicre lizatlar1 veya diger drnekler, sentetik substrat
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RR-AFC kompleksinden AFC’yi serbestlestirmektedir. Salinan AFC, florometrede

Olctilebilmektedir.

Katepsin B Test Asamalari:

1. 50 pL 6rnek her kuyucuga eklendi.

2. 50 uL KB reaksiyon tamponu her kuyucuga eklendi.

3. 2 uL 10 mM KB substrat Ac-RR-AFC ilave edildi (200 uM son
konsantrasyon). Negatif kontrol i¢in 2 pL KB Inhibitdr eklendi.

4. 37 C°de 1-2 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasinda numuneler, florometrede 400 nm eksitasyon ve 505
nm emisyon filtresi (MOLECULAR DEVICES, SPECTRAMAX GEMINI
XS, ABD) ile 6lgiildii. Sonuglar RFU/mg protein olarak verildi.

3.4. Pankreas Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi

Pankreas doku numuneleri % 10’luk formalin soliisyonunda bekletildi ve
standart metod kullanilarak parafine gomiildii. Daha sonra 5 pm biyiikliglinde
kesitler alinarak hematoksilen-eosin (H-E) ile boyandi ve 1sik mikroskobu
(OLYMPUS BX 50, Japonya) altinda incelendi. Dembin’ski ve arkadaglarinin
yontemi uyarinca 0 ile 3 arasinda skor kullanilarak pankreatik 6dem, I8kosit

infiltrasyon, asiner vakuolizasyon ve nekroz diizeyleri degerlendirildi (144).

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak analiz edildi. Amilaz,
lipaz, tripsin, PSTI, TAP, Katepsin B diizeyleri igin parametrik test olan tek yonli
varyans analizi ile gruplar arasinda fark bulunup bulunmadigr incelendi. Fark
olanlarda LSD testi ile farkin hangi ikili karsilagtirmalardan kaynaklandig belirlendi.
Tripsinojen igin ise gruplar arasinda fark bulunup bulunmadigi nonparametrik bir test
olan Kruskal-Wallis testi ile ikili karsilastirmalar da Mann-Whitney U testi

uygulanarak belirlendi. Odem, 18kosit infiltrasyon, asiner vakuolizasyon ve nekroz
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icin grup ortalamalar1 ve Standart hata hesaplandi. Total pankreatik hasar igin ise
ANOVA testi yapildi. Gruplar arasinda fark c¢ikmasi iizerine LSD testi ile ikili
karsilastirmalar yapildi. Tiim bu testlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi 0.05 olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada, akut pankreatit hastaliginin patogenezindeki anahtar
mekanizma olan intraselliiler tripsinojen aktivasyonu iizerine, hiicrelerde Ca*?
homeostazisinde goérevli olan L-tipi voltaj kapili kalsiyum kanali, IP3 ve ryanodin
reseptorlerinin  olast etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, bir
kolesistokinin analogu olan Cerulein ile indiiklenen akut pankreatitte, L-tipi
kalsiyum kanali blokoérii Verapamil, IPsR blokorii 2-Aminoetoksi difenil borat (2-
APB) ve ryanodin reseptér blokorii Dantrolen gibi Ca*? kanal blokérleri
kullanilmistir. Bu ¢alismada elde edilen tim veriler, tablolar (Tablo 4.1-4.22) ve

grafikler (Sekil 4.1-4.8) halinde asagida sunulmustur.



4.1. Pankreas Doku Hasarimin Histolojik Degerlendirilmesi

Tablo 4.1. Deney Gruplarina ait Pankreatik Hasar Skorlari
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. Lokosit Asiner Total
Odem . ] Nekroz ]
Gruplar Infiltrasyon | Vakuolizasyon Pankreatik
(0-3) (0-3)
(0-3) (0-3) Hasar
Kontrol 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00
Cerulein 2.004+0.00 | 2.00+0.00 2.00+0.00 0.80+0.20 | 6.80+0.20
Cerulein+2-APB 1.20+£0.20 | 1.20+0.20 1.20+0.20 0.60+£0.24 | 4.20+0.20
Cerulein+Dantrolen | 1.60+0.24 | 1.20+0.20 1.40+0.24 0.60+0.24 | 4.80+0.58
Cerulein+Verapamil | 1.20+0.20 | 1.40+0.20 1.20+0.20 0.60+0.24 | 4.40+0.40
Tablo 4.2. Total Pankreatik Hasar’a ait Ikili Karsilastirmalar
Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ | Cerulein+
2-APB Dantrolen | Verapamil
Kontrol falaiakalel 0.000 0.000 0.000 0.000
Cerulein flolakaie 0.000 0.000 0.000
Cerulein+2-APB Fhkxk p>0.05 p>0.05
Cerulein+Dantrolen Fhkxk p>0.05
Cerulein+Verapamil Fkkkk
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Tablo 4.1°de gosterildigi tizere, pankreatik hasarin belirlenmesi icin 6dem,
16kosit infiltrasyon, asiner vakuolizasyon ve nekroz diizeyleri degerlendirilmistir. 0-3
arasinda skorlanan hasarin, grup ortalamalar1 ve Standart hata verileri tablo 4.1°de
verilmistir. Her bir grup i¢in verilen skorlarin toplamindan total pankreatik hasar
diizeyi belirlenmistir. Buna gore, kontrol grubunda pankreatik hasar gézlenmezken,
cerulein verilen akut pankreatit grubunda, total pankreatik hasar 6.8 olup akut
O0dematdz pankreatit formundadir. Ayrica, blokdr verilen tiim gruplarda total
pankreatik hasarin azaldigi1 gosterilmektedir. Tablo 4.2°de ise total pankreatik hasara
ait ikili kargilagtirmalar verilmis olup, total pankreatik hasarin blokorler tarafindan

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltildigini1 gostermektedir.

Sekil 4.1.a. Kontrol grubuna ait Pankreas Dokusunun Histolojik Gorlintiisii

Sekil 4.1.a’da gosteridigi iizere kontrol grubunda normal sinirlarda pankreas

dokusuna rastlanmaktadir. Herhangi bir patolojik bulgu gézlenmemektedir.
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Sekil 4.1.b. Cerulein Grubuna ait Pankreas Dokusunun Histolojik Goriintiisii

Sekil 4.1.b’de gosterildigi gibi cerulein verilen akut pankreatit grubunda,
ekzokrin komponent icerisinde nétrofiler 16kosit infiltrasyonu, intersisyumda belirgin
O6dem ve parenkimde yer yer vakuoller mevcut olmakla birlikte epitel hiicrelerinde

dejeneratif degisiklikler gozlenmektedir.

Sekil 4.1.c. Cerulein+2-APB Grubuna ait Pankreas Dokusunun Histolojik

Goriintisi

Sekil 4.1.c. de gosterildigi tizere 2- APB verilen grubun pankreas dokusunda,
cerulein grubuna gore daha hafif olmak iizere parenkimde dejeneratif degisiklikler ve

intersisyumda orta derecede 6dem ve 16kosit infiltrasyonu gézlenmektedir.
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Sekil 4.1.d. Cerulein+Dantrolen Grubuna ait Pankreas Dokusunun Histolojik

Goruntusi

Sekil 4.1.d’de Dantrolen verilen grupta, parenkim hasari orta derecede olup,

intersisyumda belirgin 6deme rastlanmaktadir.

Sekil 4.1.e. Cerulein+Verapamil Grubuna ait Pankreas Dokusunun Histolojik

Gortintisi

Sekil 4.1.e’de goserildigi lizere Verapamil verilen grupta belirgin bir
parenkim hasari, intersisyumda hafif 6dem ve 10kosit infiltrasyonu goze

carpmaktadir.



4.2. Serum Amilaz Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.3. Amilaz’a ait ANOVA Verileri
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Kareler Serbestl_ik Ortalama = P
Toplanm Derecesi Kare
Gruplar Aras1 | 5549.02 4 1387.25 8.10 0.000
Gruplar ici 9422.53 55 171.32
Toplam 1497155 |59

Tablo 4.4. Amilaz’a ait Grup Ortalamalar1 ve Standart Hata Verileri

. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
muU/mg protein
Kontrol 12 19.06 2.68
Cerulein 12 40.82 4.05
Cerulein+2-APB 12 27.16 5.05
Cerulein+Dantrolen 12 17.20 4.16
Cerulein+Verapamil 12 14.02 2.25
Total 60 23.65 2.05




Tablo 4.5. Amilaz’a ait Ikili Karsilastirmalar
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. Cerulein+ | Cerulein+ | Cerulein+
Kontrol | Cerulein 2-APB Dantrolen | Verapamil
Kontrol falakaiohed 0.000 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Cerulein folalalalel 0.013 0.000 0.000
Cerulein+2-APB Fkkkk p>0.05 0.017
Cerulein+Dantrolen falalaiele p>0.05
Cerulein+Verapamil Fkkkx
45 -
b
40 -
35
30 1 M Kontrol
25 - M Cerulein
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wu
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AMILAZ (mU/mg protein)
=) S

i
|

o
|

i Cerulein+2-APB

M Cerulein+Dantrolen

M Cerulein+Verapamil

Sekil 4.2. Gruplar Aras1 Amilaz Seviyelerinin Karsilastirilmasi

* Kontrolii ile Karsilastirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05
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Amilaz’a ait tablo 4.3, 4.4, 4.5 ve sekil 4.2°de gosterildigi iizere kontrol ile
karsilastirildiginda Cerulein grubunda istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme
oldugu gorilmustiir (p<0.05). Blokér verilen diger gruplarda kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Cerulein grubu ile karsilagtirildiginda 2-APB, Dantrolen ve Verapamil verilen

gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gozlenmistir (p<0.05).

4.3. Serum Lipaz Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.6. Lipaz’a ait ANOVA Verileri

Kareler Serbestli_k Ortalama = D
Toplanm Derecesi Kare
Gruplar Arasi 2143.54 4 535.89 8.12 0.000
Gruplar i¢i 3596.13 55 65.38
Toplam 5739.67 59

Tablo 4.7. Lipaz’a Ait Grup Ortalamalar1 ve Standart Hata Verileri

. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
U/mg protein
Kontrol 12 7.08 1.69
Cerulein 12 23.07 2.88
Cerulein+2-APB 12 11.69 2.60
Cerulein+Dantrolen 12 7.68 2.18
Cerulein+Verapamil 12 8.25 2.14

Total 60 11.55 1.27




Tablo 4.8. Lipaz’a ait Ikili Karsilastirmalar
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Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ | Cerulein+
2-APB Dantrolen | Verapamil
Kontrol Fkkxk 0.000 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Cerulein falekakoied 0.001 0.000 0.000
Cerulein+2-APB Fkkkk p>0.05 p>0.05
Cerulein+Dantrolen falalaiele p>0.05
Cerulein+Verapamil Fkkkx
25 -
%
20 -
)
= M Kontrol
S
2 15 M Cerulein
=14
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Sekil 4.3. Gruplar Aras1 Lipaz Seviyelerinin Karsilagtirilmasi
* Kontrolii ile Karsilastirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05
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Lipaz’a ait tablo 4.6, 4.7, 4.8 ve sekil 4.3’de gosterildigi iizere kontrol ile
karsilastirildiginda Cerulein grubunda istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme
oldugu gorilmistir (p<0.05). Blokor verilen diger gruplarda kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Cerulein grubu ile karsilagtirildiginda 2-APB, Dantrolen ve Verapamil verilen

gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gozlenmistir (p<0.05).

4.4. Pankreas Dokusu Tripsin Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tripsin’e ait tablo 4.9, 4.10, 4.11 ve sekil 4.4°te gosterildigi lizere kontrol ile
karsilagtirildiginda Cerulein grubundaki tripsin diizeylerinde kii¢iik bir artigin
oldugu, fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli bulunmadigr goézlenmistir
(p>0.05). Dantrolen grubunda tripsin diizeylerindeki artis ise istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05). hasta grubu ile karsilastirildiginda, 2-APB ve Verapamil verilen
gruplarda tripsin diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05).

Tablo 4.9. Tripsin’e ait ANOVA Verileri

Kareler Serbestli_k Ortalama F 0
Toplamm | Derecesi Kare
Gruplar Arasi 0.002 4 0.000 3.05 0.024
Gruplar ici 0.007 55 0.000
Toplam 0.009 59




Tablo 4.10. Tripsin’e ait Grup Ortalamalar1 ve Standart Hata Verileri
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. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
U/mg protein

Kontrol 12 0.0168 0.0025
Cerulein 12 0.0254 0.0028
Cerulein+2-APB 12 0.0158 0.0027
Cerulein+Dantrolen 12 0.0266 0.0050
Cerulein+Verapamil 12 0.0147 0.0025
Total 60 0.0198 0.0016
Tablo 4.11. Tripsin’e Ait ikili Karsilastirmalar

Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ CeruleinJ_r

2-APB Dantrolen | Verapamil

Kontrol folalalolel p>0.05 p>0.05 0.038 p>0.05
Cerulein Fkkkx 0.041 p>0.05 0.023
Cerulein+2-APB falakakolad 0.022 p>0.05
Cerulein+Dantrolen folalaiael 0.012
Cerulein+Verapamil Fkkkx
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Sekil 4.4. Gruplar Arasi Tripsin Seviyelerinin Karsilastirilmasi

* Kontrolii ile Karsilastirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05

4.5. Pankreas Dokusu PSTI Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.12. PSTI’e ait ANOVA Verileri

Kareler Serbestli_k Ortalama = D
Toplamm Derecesi Kare
Gruplar Aras1 | 10221.07 4 2555.27 12.54 0.000
Gruplar ig¢i 11208.76 55 203.80
Toplam 21429.83 59




Tablo 4.13. PSTT’e ait Grup Ortalamalar: ve Standart Hata Verileri
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. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
%inh./g yas doku

Kontrol 12 69.27 4.93
Cerulein 12 45.12 3.47
Cerulein+2-APB 12 34.43 3.35
Cerulein+Dantrolen 12 49.40 5.46
Cerulein+Verapamil 12 33.17 2.75
Total 60 46.28 2.46
Tablo 4.14. PSTI’e ait Ikili Karsilastirmalar

Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ CeruleinJ_r

2-APB Dantrolen | Verapamil

Kontrol Fkkkek 0.000 0.000 0.001 0.000
Cerulein Fkkkx 0.041 p>0.05 0.045
Cerulein+2-APB falakakolad 0.013 p>0.05
Cerulein+Dantrolen folalaialel 0.007

Cerulein+Verapamil

*khkkkk




65

80
_—
= 70
-
=
o 60
s
gﬁ M Kontrol
E 50
S M Cerulein
% 40 M Cerulein+2-APB
-g H Cerulein+Dantrolen
o 30
2 M Cerulein+Verapamil
<
: 20
&
10
0

Sekil 4.5. Gruplar Aras1 PSTI Seviyelerinin Karsilagtirilmasi
* Kontrolii ile Karsilastirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.12, 4.13, 4.14 ve sekil 4.5’te gosterildigi tizere kontrol ile
karsilagtirildiginda tiim gruplarda PSTI diizeylerinin azaldigin1 ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu go6zlenmistir (p<0.05). Cerulein grubu ile
karsilagtirildiginda 2-APB ve Verapamil gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalmanin oldugu (p<0.05), dantrolen grubundaki inhibitdr diizeyinde hafif bir
yikselme oldugu, fakat anlamli olmadigr goézlenmistir (p>0.05). 2-APB ve
Verapamil gruplarindaki azalma dantrolen grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).



4.6. Pankreas Dokusu TAP Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.15. TAP i¢cin ANOVA Verileri

66

Kareler Serbestli_k Ortalama = D
Toplanm Derecesi Kare
Gruplar Arasi 14673.2 4 3668.3 8.2 0.000
Gruplar ici 24570.9 55 446.7
Toplam 39244.1 59

Tablo 4.16. TAP’e ait Grup Ortalamalar1 ve Standart Hata Verileri

. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
pmol/mg protein
Kontrol 12 46.17 8.11
Cerulein 12 55.21 5.76
Cerulein+2-APB 12 23.09 4.81
Cerulein+Dantrolen 12 31.92 7.88
Cerulein+Verapamil 12 11.58 1.42
Total 60 33.60 3.33




Tablo 4.17. TAP’e ait ikili Karsilastirmalar
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Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ | Cerulein+
2-APB Dantrolen | Verapamil
Kontrol falaieiaied p>0.05 0.010 p>0.05 0.000
Cerulein falalaialed 0.000 0.009 0.000
Cerulein+2-APB Fkkkk p>0.05 p>0.05
Cerulein+Dantrolen falalaiele 0.022
Cerulein+Verapamil Fkkkx
60 -
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i Cerulein+2-APB
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Sekil 4.6. Gruplar Aras1 TAP Seviyelerinin Karsilastirilmasi

* Kontrolii ile Karsilagtirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05
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Tablo 4.15, 4.16, 4.17 ve sekil 4.6’te gosterildigi lizere TAP diizeylerinde
kontrol ile karsilastirildiginda Cerulein grubunda bir artisin oldugu fakat bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir (p>0.05). Blokor verilen diger
gruplara bakildiginda, 2-APB ve Verapamil gruplarinda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmanin oldugu (p<0.05), dantrolen grubundaki
azalmanin ise istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir (p>0.05). Cerulein ile
karsilastirildiginda, TAP diizeylerinin, 2-APB, Verapamil ve Dantrolen gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmustur (p<0.005).

4.7. Pankreas Dokusu Katepsin B Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Katepsin B’e ait tablo 4.18, 4.19 ve sekil 4.7’de gosterildigi lizere kontrol ile
karsilastirildiginda Cerulein grubundaki Katepsin B diizeyinde hafif bir artisin
oldugu, fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli bulunmadigr gozlenmistir
(p>0.05). 2-APB, Verapamil ve Dantrolen gruplarinda, Cerulein grubu ile
karsilastirildiginda, Katepsin B diizeylerinde bir azalmanin oldugu fakat bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p>0.05).

Tablo 4.18. Katepsin B igcin ANOVA Verileri

Kareler | Serbestlik | Ortalama = 0
Toplam | Derecesi Kare
Gruplar Aras1 | 760559.30 4 190139.8 0.37 0.83
Gruplar ici 27974466 55 508626.7
Toplam 28735025 59
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Tablo 4.19. Katepsin B igin Grup Ortalamalar1 ve Standart Hata Verileri

. Ortalama
Gruplar Ornek Sayisi Standart Hata
RFU/mg protein
Kontrol 12 1165.84 268.29
Cerulein 12 1203.27 157.56
Cerulein+2-APB 12 895.19 138.19
Cerulein+Dantrolen 12 1032.71 277.24
Cerulein+Verapamil 12 998.78 138.43
Total 60 1059.16 90.09
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Sekil 4.7. Gruplar Aras1 Katepsin B Seviyelerinin Karsilastirilmasi

* Kontrolii ile Karsilastirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05




4.8. Pankreas Dokusu Tripsinojen Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.20. Tripsinojen’e ait Grup Ortalama Degerleri
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Ortalama Deger

Gruplar Ornek Sayisi
ng tripsinojen/mg protein

Kontrol 12 47.0

Cerulein 12 32.8
Cerulein+2-APB 12 20.8
Cerulein+Dantrolen 12 22.4
Cerulein+Verapamil 12 29.6

Total 60

Tablo 4.21. Tripsinojen’e Ait Kruskal-Wallis Degerleri

Tripsinojen
Ki-Kare (t) 17.3
Serbestlik derecesi 4
p 0.002




Tablo 4.22. Tripsinojen’e ait Ikili Karsilastirmalar
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Kontrol | Cerulein Cerulein+ | Cerulein+ | Cerulein+
2-APB Dantrolen | Verapamil
Kontrol falakaieial 0.017 0.001 0.001 0.007
Cerulein Fkkkk p>0.05 p>0.05 p>0.05
Cerulein+2-APB Fkkkk p>0.05 p>0.05
Cerulein+Dantrolen falalaiele p>0.05
Cerulein+Verapamil Fkkkx
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Sekil 4.8 Gruplar Aras1 Tripsinojen Seviyelerinin Karsilastirilmasi

* Kontrolii ile Karsilagtirildiginda p<0.05

#Cerulein ile Karsilastirildiginda p<0.05
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Tablo 4.20, 4.21, 4.22 ve sekil 4.8’te gosterildigi iizere kontrol ile
karsilastirildiginda tiim gruplarda tripsinojen diizeylerinin azaldigini ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0.05). Cerulein grubu ile
karsilastirildiginda ise Tripsinojen diizeylerinin, 2-APB, Verapamil ve Dantrolen
gruplarinda azaldigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig

gozlenmistir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Akut Pankreatit, ¢evre dokular1 ve uzak organlar1 degisik diizeylerde
etkileyebilen pankreasin akut inflamatuar bir hastaligidir (46). Hastaligin, hafif bir
sekli olan 0dematdz pankreatitten siddetli bir formu olan nekrotizan pankreatite
kadar degisen farkli patolojik sekilleri bulunmakla birlikte patofizyolojisi heniiz tam
olarak aydinlatilamadigindan morbidite ve mortalitesi yiiksektir (145). Hastaliga
neden oldugu diisiiniilen bir¢ok etyolojik faktér bulunmaktadir, ancak 6ne ¢ikan
faktorlerden ikisi, safra taslar1 ve alkolizmdir. Ozellikle son yirmi yilda akut
pankreatitle iliskili cok yogun ¢alismalar yapilmis olmasina ragmen hastaliga neden
oldugu ileri siiriilen faktorlerin hangi mekanizmalar araciligi ile hastaligin

etyopatogenezinde rol aldiklar1 heniiz tamamiyla anlagilamamustir.

Su ana kadar elde edilen tiim bulgular dikkate alindiginda, hastaligin
gelisiminde rol oynayan ana etkenin pankreatik proteazlarin erken aktivasyonu
oldugu soylenebilir. Nitekim, Chiari ve arkadaslari, akut pankreatit patogenezinde,
pankreatik proteazlarin erken aktivasyonu sonucu olusan pankreasin kendini
sindirmesinin yer aldigini rapor etmislerdir (15). Bu yaklasima gore, pankreas asiner
hiicrelerinde, tripsinojenin tripsine erken aktivasyonunun, asiner hiicre hasarmin
gelisiminde anahtar rol oynadigi disiiniilmektedir (146). Normal sartlarda,
bagirsaklarda, enteropeptidaz tarafindan TAP’1n tripsinojen yapisindan ayrilmasi ile
tripsinojen aktiflesmekte olup tripsine donlismektedir. Olusan aktif tripsin hem diger
proteazlarin aktivasyonuna neden olmakta hem de TAP’1n tripsinojenden ayrilmasini
hizlandirarak ortamdaki aktif tripsin konsantrasyonunu artirmaktadir. Sonug¢ olarak
pankreasta tripsinojen’in erken aktivasyonu gerceklesmekte ve  asiner hiicre
hasarinin meydana geldigi diisliniilmektedir. Burada aydinlatilmasi1 gereken nokta
tripsinojenin erken aktivasyonundan sorumlu olan tetikleyici faktoriin ne oldugudur.
Literatiirde bu konuda 0One siiriilmiis olan olas1 mekanizmalar arasinda iki tanesi
biiyilk Olglide kabul gormistiir. Bu mekanizmalardan ilkinde tripsinojenin
otoaktivasyon yoluyla, digerinde ise tripsinojenin katepsin B aracilifi ile aktive

oldugu ileri siiriilmektedir (147).
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Bilindigi lizere kalsiyum pek ¢ok hiicresel fonksiyonun regiilasyonunda hem
intraselliiler hem de ekstraselliiler mesajci olarak gorev almaktadir. Ayrica kalsiyum,
proteazlarin da aralarinda oldugu c¢ok sayida enzimin aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Asiner hiicrelerde zimojenlerin intraselliiler aktivasyonu ve proteaz
enzimlerin erken sekresyonundan sorumlu oldugu disiiniilen etkenler arasinda
yiiksek intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun da bulundugu diistiniilmektedir.
Asiner hiicrelerde yliksek kalsiyum konsantrasyonu nedeniyle bozulan kalsiyumla
iliskili ~sinyalizasyon mekanizmalar1 sitoplazmik vakuolizasyonla ve erken
tripsinojen aktivasyonuyla baglantili oldugundan pankreatit gelisiminde rol oynayan
tetikleyici etkenler arasinda sayilmaktadir. Ancak, normalde sitozole kalsiyum
saglayacak olan, kalsiyumun intraselliiler kaynaklar1 agik degildir (26, 148). Burada
aydinlatilmas1 gereken nokta, intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun artmasina
neden olan, kalsiyum kanallarinin hangi mekanizma ile aktif hale geldigidir. Ciinkii,
intraselliiler Ca*? sinyallerinin olusumu, plazma membrani (Ca+2 girisi) veya ER
membraninda  (Ca*? salimi) Ca*®un elektrokimyasal gradiyentine bagldir.
Membranda bulunan voltaj kapili kalsiyum kanallari, yiiksek derecede Ca*?a segici
olmakla birlikte ancak membran depolarizasyonu ile aktive olmakta ve sitozole Ca*
girisini saglamaktadir (94). Pankreatik asiner hiicrelerde, endoplazmik retikulumdan
Ca"™’un salimina aracilik eden iki farkli Ca*? kanali vardir. Bunlar; Inozitol trifosfat

reseptor kanali (IP3R) (149) ve Ryanodin reseptor kanalidir (RyR) (150).

Daha 6nce de deginildigi lizere, intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun,
asiner hiicrelerde salginin uyarilmasinda anahtar bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir.
Bu baglamda, normal [Ca*?]; sinyalinin bozulmasinin, normal sinyal iletim yolaginm
ve zimojenlerin salimmi etkilemesi kagmilmazdir. Zhou ve arkadaslari, akut
pankreatitin erken déneminde, Ca*? sinyalinin bozuldugunu bildirmislerdir (151).
Literatirde anormal [Ca*?]; sinyallerinin akut pankreatitte gozlenen morfolojik
degisikliklere ve intraselliiler enzim aktivasyonuna sebep oldugu gosterilmistir (152).
Sindirim enzimlerinin erken aktivasyonu, akut pankreatit olusumundaki ¢ok erken
olaylardan biridir. Tripsin’in erken aktivasyonu asidik bir pH’ya ihtiya¢ duymakta ve
zimojen graniillerde anormal [Ca+2]i artis1 pH’nin azalmasina neden olarak tripsin’in

erken aktivasyonunu hizlandirmaktadir (56).
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Kalsiyum iyon konsantrasyonunda uzayan artig, sadece pankreatik asiner
hiicreler i¢in degil bir¢ok hiicre tipi i¢in toksik etkilidir. Bu artig, oksidatif strese,
mitokondriyal disfonksiyona, katabolik enzimlerin yikimina ve sonugta hiicre
iskeletinin bozulmasina sebep olmaktadir. Akut pankreatitte gozlenen asiner hiicre
iskeleti hasariin sorumlularindan bir tanesi yiiksek kalsiyum konsantrasyonudur (24,
26, 30).

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis ii¢ temel yol {iizerinden
gergeklesebilir; hiicre membranindan Ca*® girisi, hiicreden Ca*? cikisinin azalmasi ve
organellerden Ca*? salimidir (117). Ancak, akut pankreatitte, anormal [Ca*?]; artisina
sebep olan mekanizmalar hala ¢ok agik degildir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
kalsiyum sinyalizasyon yolaklar1 {izerine yogunlagmaktadir. Bazi ¢alismalarda,
deney hayvanlarinda Verapamil ve Diltiazem gibi kalsiyum kanal blokorlerinin
kullanimi cerulein hiperstimiilasyonu (153), kolin eksik-etiyoninden zengin diet
(154) ve pankreatik kanala taurokolat inflizyonu (155) ile olusturulan deneysel
pankreatiti iyilestirdigi bildirilmistir. Bunun yanmisira, intraselliiler kalsiyum
selasyonunun, proteazlarin erken aktivasyonunu, iskelet yikimini ve tiim bu toksinler

tarafindan indiiklenen asiner hiicre nekrozunu 6nledigi gosterilmistir (117).

Su ana kadar pankreatit i¢in uygulanan ve basarili olmus 6zel farmakolojik
bir tedavi sekli bulunmamaktadir. Enzim inhibitorlerinin pankreatit {izerine
koruyuculugu az olmakla birlikte heniiz tedavi degeri bulunmamaktadir (156). Yeni
yaklasimlar, pankreatik asiner hiicrelerindeki kalsiyum transportu iizerine
yogunlasmaktadir. Ciinkii, sitozolik Ca*? konsantrasyonu hiicre i¢in 6nemli olup,
hiicre membranindan Ca*? giriginin inhibisyonu, hiicreden Ca*? cikisinin arttirilmasi
ya da ER’dan Ca*? saliminin inhibisyonu, etkili birer hedef olarak diisiiniilmektedir.
Bundan dolayi, plazma membran Ca*?- girig kanali, Ca*?-salim reseptorleri, vakuoler
ATPaz, graniiler iyon degisim kanallari, esterazlar, fosfoinositid-3 kinaz, protein
kinaz C, endotelin ve nitrik oksit {iretimi potansiyel terapotik hedefler haline
gelmistir (117).

Bu calismada ana hedef, akut pankreatitte artan hiicre ic¢i kalsiyum

konsantrasyonunu kalsiyum kanal blokdrleri kullanarak sinirlandirmak ve bu



76

uygulamanin olasi terapdtik etkinligini degerlendirmektir. Bu amagla, ratlarda bir
kolesistokinin analogu olan Cerulein ile indiiklenen akut pankreatitte, membranda
bulunan L-tipi kalsiyum kanali i¢in Verapamil, IP3R kanali i¢in 2-Aminoetoksi

difenil borat ve ryanodin reseptor kanali i¢in Dantrolen kullanilmistir.

Calismada, ortalama 250-300 g agirliginda, 3-4 aylik, disi Wistar albino rat,
her grupta 12 adet olmak iizere kontrol grubu, Cerulein grubu, Cerulein ve 2- APB
grubu, Cerulein ve Dantrolen grubu, Cerulein ve Verapamil grubu seklinde
gruplandirilmistir. Deney hayvanlariin pankreas dokusunda pankreatit olusumu ve
siddetinin belirlenmesi agisindan histopatolojik calismalar, serum amilaz ve lipaz,
zimojen aktivasyon belirteci olan TAP, tripsinojen, tripsin, tripsin inhibisyonundan
sorumlu olan PSTI ve tripsinojen aktivasyonuna neden oldugu diisiiniilen bir

lizozomal hidrolaz olan katepsin B tayini yapilmistir.

Deneysel akut pankreatit olusumunda cerulein kullanimi standart bir
yontemdir. Cerulein, hizli bir sekilde, belirgin interstisyel o6dem, lokosit
infiltrasyonu, hiperamilazemi, asiner hiicre morfolojisi ve salgi siirecinin bozulmasi
ile karakterize olan akut 6dematdz pankreatite yol agmaktadir (157). Elde ettigimiz
histolojik bulgular, ratlarda, cerulein tarafindan 6dematdz pankreatitin indiiklendigini
gostermektedir (Sekil 4.1.b). Cerulein verilen akut pankreatit grubunda, ekzokrin
komponent igerisinde notrofiler 16kosit infiltrasyonu, intersisyumda belirgin 6dem ve
parenkimde yer yer vakuoller mevcut olmakla birlikte epitel hiicrelerinde dejeneratif
degisiklikler gozlenmektedir. Kullanmis oldugumuz kalsiyum kanal blokdrleri,
O0dem, lokosit infiltrasyon, asiner vakuolizasyon ve nekroz derecesini degisen

oranlarda azaltmakla birlikte total pankreatik hasar1 da iyilestirmistir.

Akut Pankreatit tanisinda asiner hiicrelerden salinan amilaz ve lipaz
enzimlerinin serumdaki konsantrasyonlart en ¢ok kullanilan biyokimyasal
belirteglerdir (158). Amilaz konsantrasyonlari, genel olarak hastaligin baslangicindan
birkag¢ saat sonra yiikselmekte ve uygulanan tedaviye yanit veren hastalarda ii¢ veya
bes giin icerisinde normal degerlerine geri donmektedir (159). Serum lipazi ise,

serum amilazi ile karsilastirildiginda enzim aktivitesi daha uzun siire yiikselmis
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olarak kalmakta, (160) hastaligin baslangicindan 4-8 saat sonra yiikselmeye baslayip,
8-14 giin i¢inde normale donmektedir. Calismamizda, Cerulein ile deneysel akut
pankreatit olusturulan gruplarda, amilaz ve lipaz diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiikselmis (p<0.05) ve kullanilan kalsiyum kanal blokorlerinin her iigii de
bu yiikselmeyi anlamli bir sekilde inhibe etmistir (p<0.05).

Akut pankreatitte, nedeni tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber,
kaskat1 harekete geciren ilk domino tasmin asiner hiicrelerde gerceklesen erken
tripsinojen aktivasyonu oldugu giiniimiizde biiyiik Ol¢iide kabul gérmektedir.
Tripsinojen aktive olmadan dnce, TAP ile bagli haldedir ve herhangi bir tetikleyici
etken nedeniyle aktif hale gegen tripsinojenden TAP ayrilmakta ve tripsinojen-tripsin
dontisimii  gerceklesmis olmaktadir. Bu baglamda, tripsinojen aktivasyonu ile
ortamda bulunan TAP ile bagl tripsinojen diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon
olmast beklenmektedir. Soyle ki; aktif hale gegen her tripsinojen, biinyesindeki
TAP’dan ayrilarak tripsine doniismekte, bu arada ortamda tripsin aktivitesi ve TAP
diizeyi artarken aktive olmamus tripsinojen konsantrasyonu bu doniisiime bagl olarak
azalmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz tripsinojen diizeylerine bakildiginda,
cerulein indiiksiyonu sonucu anlaml bir sekilde azaldigi goriilmistiir (p<0.05). Bu
azalma, tripsinojen aktivasyonunun artarak tripsinojen-tripsin  doniisiimiiniin
gerceklestigine isaret etmektedir. Nitekim tripsin ve TAP aktivitelerindeki artis bu
sonugla paralellik gostermektedir. Halang W ve arkadaslarin yaptig1 bir ¢alismada,
birer saat araliklarla yedi defa 50 pg/kg v.a dozda cerulein indiiksiyonu ile
olusturduklart akut pankreatitte pankreatik tripsinojen aktivasyonunun arttigi
bildirilmistir (161). Bilier pankreatit olusturulan bir baska ¢alismada ise deney
gruplar1 arasinda benzer pankreatik tripsinojen diizeyleri bulundugu gosterilmistir
(162). Mithofer K ve arkadaslar tarafindan supramaksimal cerulein indiiksiyonu ile
olusturduklar1 akut pankreatitte, zimojen, lizozom ve mikrozom fraksiyonlarinda
tripsinojen diizeylerinin azaldig1, postmikrozomal fraksiyonda ise arttig1 bildirilmistir
(22).

Sonuglarimiza bakildiginda, kalsiyum kanal blokoérleri uyguladigimiz deney

gruplarinda cerulein grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan degisimler
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gozlenmistir. Bu bulgular, calismamizda kullanmis oldugumuz kanal blokerleri
uygulanmasinin tripsinojen aktivasyonundaki artig {izerine bir etkisi olmadigini
gostermektedir. Raraty M. ve ark. asiner hiicrelerde proteaz ihtiva eden zimojen
graniilleri igerisindeki total kalsiyum konsantrasyonunun 15 mM iken, serbest
kalsiyum diizeylerinin 50 uM civarinda oldugunu rapor etmislerdir (24). Sitozolik
kalsiyum konsantrasyonunun 107 M oldugu dikkate alindiginda, graniil igerisindeki
kalsiyum konsantrasyonunun sitozolik kalsiyum konsantrasyonundaki kiigiik
degisikliklerden 6nemli oranda etkilenmeyecegi sdylenebilir. Burada belirleyici olan
sitozolik  kalsiyum konsantrasyonundaki degisimlerin graniil i¢i kalsiyum
konsantrasyonu tizerine olasi etkisinden ¢ok, graniil igerisinde total ve serbest
kalsiyum konsantrasyonlar1 arasindaki dinamik dengedir. Graniil igerisinde total ve
serbest kalsiyum konsantrasyonlar1 arasindaki dengenin hangi dinamikler iizerinden
stirdiiriildiigii konusunda aciklayici net bir bilgiye sahip degiliz. Ancak, graniil i¢i
serbest kalsiyum konsantrasyonlarindaki azalmanin graniillerin lizisini stimiile ettigi
bilinmektedir (69). Graniil i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonundaki azalmanin
graniil i¢i bagl kalsiyum ile serbest kalsiyum arasindaki etkilesim iizerinden
gerceklesmesi olasiligi oldukega yiiksektir. Bu durum, kullanmis oldugumuz kanal
blokdrlerinin zimojen graniillerinin lizisi ve kaskatin ilk basamagi olan tripsinojen
aktivasyonu {lizerinde etkili olmamasini agiklamaktadir. Ancak, graniil i¢i kalsiyum
homeostazin1 etkileyen faktorler ile ilgili detayli molekiiler ¢aligmalara gereksinim
vardir. Biz, c¢aligmada kullanmis oldugumuz kalsiyum kanal blokdrlerinin akut
pankreatit gelisiminden sorumlu olan kaskatin, graniillerin lizisinden sonraki

basamaklarinda etkili oldugunu diisinmekteyiz.

Lu Z ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada, cerulein hiperstimiilasyonu sonucu,
TAP olusumu ve tripsin aktivitesinin arttigi gosterilmektedir. Cerulein, tripsin
aktivitesini zamana baglh bir sekilde indiiklemektedir. Tripsin aktivitesi, 15 dakikada
bazal seviyenin istiine ¢ikmakta, 30 dakikada pik yapmakta ve sonraki 60 dakikada
%251 azalmaktadir (163). Calismamizda, kontrole gore cerulein ile indiiklenen
grupta, her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da tripsin diizeylerinin
belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir. 2-APB ve Verapamil verilen gruplarda ise

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalan tripsin diizeyleri dikkati ¢cekmektedir
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(p<0.05). iki defa cerulein enjeksiyonu yaptigimiz ¢alismada, son enjeksiyondan 12
saat sonra dokularin ¢ikarilarak tripsin diizeyinin 6l¢iilmesi, zamanla azalan tripsin
aktivitesini desteklemektedir. Ancak pankreatite ait bulgularin belirgin bir sekilde
gozlenebilmesi ve hiicresel diizeyde gerceklesmesi beklenen degisikliklerin
belirlenebilir bir diizeye ulagmasi agisindan bu siirenin ge¢mesi gerekliydi. Tripsin
aktivitesi, hiperstimiilasyondan sonra, bir pik yapmakta ve sonra azalmaktadir.
Tripsin aktivitesindeki bu azalma ise, muhtemelen PSTI tarafindan inhibisyonundan
ve tripsin yikimindan dolay1 olmaktadir. PSTI, pankreatik tripsin inhibitorii olup,
erken tripsinojen aktivasyonunda ilk savunma olarak aktivite gostermektedir (164,
165). PSTI/tripsin orani sabit bir sekilde kalmaktadir, ¢iinkii stimiilasyondan sonra
tripsinojen ve PSTI konsantrasyonlart birbirine paralel olmaktadir (164). Asiri
tripsinojen aktivasyonunda, PSTD’iiniin inhibitér kapasitesi asilmakta ve tripsin
aktivitesi artmaktadir (21, 166). Literatiirde, PSTI’niin, tripsinojen aktivasyonunu
engellemekten c¢ok tripsin aktivasyonunu inhibe ederek pankreatiti Onledigi
belirtilmektedir. Nathan JD ve arkadaslari, PSTI eksprese edilen transgenik farelerde,
pankreatit siddetinin ve tripsin aktivitesinin azaldigin1 gostermislerdir (167). Calisma
bulgularimizda, cerulein stimiilasyonu ile PSTI diizeylerinde anlamli bir azalma
(p<0.05) gozlenmekle birlikte kalsiyum kanal blokoérlerinden, 2-APB ve Verapamil,
PSTI diizeylerini cerulein grubuna gore azaltmis, ancak Dantrolen verilen grupta

PSTI diizeyinin cerulein grubuna gore daha fazla oldugu gozlenmistir.

Tripsinojenin N-terminal ucunda bulunan bir oktapeptit olan TAP, normalde
dudenumda enterokinaz tarafindan, tripsinojen yapisindan ayrilarak inaktif
tripsinojenden tripsini olusturmakta, aktif tripsin ise diger protezlarin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Deneysel ¢alismalarda, akut pankreatit olusumunda ilk basamagin,
pankreasta tripsinojenin erken aktivasyonu oldugunu, bunun sonucunda periton,
serum ve idrara TAP’in salindig1 gosterilmistir (19, 21). Literatiirde, cerulein ile
indiiklenen akut pankreatitte, erken tripsinojen aktivasyonunun belirteci olarak artan
TAP diizeylerinin 0lgiildigi bildirilmektedir (168). Calisma bulgularimiz da
Cerulein indiiksiyonu sonucu olusan TAP’in artis1  acisindan  paralellik
gostermektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda cerulein grubunda TAP diizeyi

artmistir, fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Cerulein grubunda artan
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TAP diizeyleri, verilen tiim kalsiyum kanal blokorleri tarafindan onemli Olciide
azaltilmistir (p<0.05). 2-APB ve Verapamil gruplarindaki TAP diizeylerinin
Dantrolen grubundakinden daha az oldugu goriilmiistiir. Kalsiyum kanal blokorii
verilen gruplar arasinda en fazla azalma Verapamil verilen grupta olmustur. Akut
pankreatit siirecinde, TAP’in kendisi patogenezde bir rol oynamamakta, ancak
tripsinojen aktivasyon derecesini kesin bir sekilde yansitmaktadir (169). TAP,
dolasimda kisa bir yar1 6mre sahip olmasi ve idrar ile atilmasindan dolayi, erken

donemde hastalik siddetinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilmektedir (75).

“Kolokalizasyon hipotezi” olarak adlandirilan hipotezde, pankreatitin erken
doneminde, bir lizozomal sistein proteaz olan Katepsin B’nin, asiner vakuoller iginde
tripsinojenin aktivasyonuna neden olarak, intrapankreatik tripsin aktivasyonuna yol
actig1 ileri siiriilmektedir (82). Katepsin B geni eksik fareler lizerinde yapilan bir
calismada, bu genin olmadig: farelerde tripsin aktivitesinde, serum amilaz ve lipaz
diizeylerinde bir azalma oldugu gosterilmistir (161). Literatiirde, in vitro
calismalarda kullanilan katepsin B inhibit6rlerinin tripsinojen aktivasyonunu
azalttigint ve asiner hiicrelerde tripsinojen aktivasyonunun katepsin B aracili
oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (170, 171). Calismamizda, Cerulein ile
indiiklenen akut pankreatit grubunda anlamli olmasa da katepsin B diizeylerinde bir
artts oldugu gozlenmistir. Kalsiyum kanal blokorleri, katepsin B aktivitesini

azaltmistir, fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

Histopatolojik bulgularimiz, cerulein verilen gruplarda akut Odemat6z
pankreatit bulgularina benzer sekilde pankreatik hasar olustugunu, kalsiyum kanal
blokdrleri olan Verapamil, Dantrolen ve 2-APB’1n olusan pankreas hasarini azaltici
yonde etki ettigini géstermistir. Ayn1 zamanda, kalsiyum kanal blokorleri, pankreatit
belirtilerinden olan yiiksek amilaz, lipaz ve erken zimojen aktivasyon belirteci olan
TAP diizeylerini 6nemli miktarda, tripsin, tripsinojen ve katepsin B diizeylerini ise
hafif olarak azaltmistir. Literatiirde benzer g¢alismalardaki bulgular bizim elde
ettigimiz sonuglart destekler niteliktedir (152, 153, 172). Pankreasin normal
fizyolojik fonksiyonlari icin dnemli bir role sahip olan [Ca*?]i’nun, akut pankreatit

olusumunda da Onemli olabilecegini ve kalsiyum homeostazisinde yer alan
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yolaklarin  inhibisyonlarinin ~ molekiiler — diizeyde arastirilmasi  gerektigini
diistinmekteyiz. TAP ve PSTI peptidleri aminoasit sayilar1 dikkate alindiginda tripsin
ya da kaskatta yer alan diger proteazlara kiyasla oldukg¢a kiigiik yapil
oligopeptidlerdir. Bu tiir yapilarin pankreatit gelisim siirecinde olusan inflamasyon
nedeniyle artan oksidatif stres sonucu oksidatif hasara ugramasi kaginilmazdir (134,
173). Olusan oksidatif stresin bu yapilar {izerinde olusturabilecegi yapisal hasarlar
sonucu meydana gelebilecek konformasyonel degisimler bu molekiillerin miktar
bakimindan degil ancak fonksiyonel kapasite ag¢isindan kayba ugramasi ile
sonuclanabilir. Deneysel olarak pankreatit olusturulan pankreas dokularindan TAP
ve PSTI oligopeptidlerinin saflastirilarak yapisal ve fonksiyonel agidan incelenmesi
ve bu yapilarin sentezlerinin gen diizeyinde bir degisime ugrayip ugramadiginin
mRNA 0Ol¢iimii ile belirlenmesi bu ¢alismanin bundan sonraki adimlarini

olusturacaktir.

Sonug olarak, calismada elde ettigimiz bulgular, cerulein ile indiiklenen akut
pankreatit iizerine, kalsiyum kanal blokorlerinin iyilestirici bir etkisinin olabilecegi
yoniindedir. Ancak, akut pankreatitte anormal [Ca*’]; artismim patofizyolojik
mekanizmasimin anlasilabilmesi ve [Ca*?]; artis1 ile tetikleyici faktorler arasindaki
dogrudan baglantinin ortaya konabilmesi agisindan daha ileri molekiiler ¢alismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pankreasin akut inflamasyonu sonucu gelisen akut pankreatite neden olan
bircok etiyolojik faktér mevcut olmasina ragmen bu faktorlerin fizyopatolojik
mekanizmalart tam olarak aydmlatilamamigtir. Pankreatik zimojenlerin asiner
hiicrelerde erken aktive olmasi sonucu asiner hiicre hasar1 ve akut pankreatit olustugu
diistiniilmektedir. Pankreatik zimojenlerin intraselliiler aktivasyonunda one siiriilen
en 6nemli mekanizmalar tripsinojenin otoaktivasyonu ve lizozomal hidrolaz olan
Cathepsin B ile tripsinojen aktivasyonudur. Tripsinojenin otoaktivasyonu, asidik bir
pH’ya ihtiyagc duymakta ve Ca*? varliginda artmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda tripsinojen aktivasyonunda Ca*®”un 6nemli bir roliiniin oldugu
bildirilmektedir. Pankreasin normal enzim sekresyonu ve intraselliiler zimojen
aktivasyonunun her ikisi de asiner hiicrede artan sitozolik Ca*™ konsantrasyonuna
gereksinim duymaktadir, fakat artan Ca*® ‘un intraselliiler kaynagi acik degildir.
Pankreatik asiner hiicreleri i¢in toksik diizeye ulasan kalsiyum iyon konsantrasyonu,
intraselliiler zimojen aktivasyonunu, vakuolizasyonu ve hiicre iskeleti hasarini

baglatmaktadir.

Akut pankreatiti olusturan mekanizmalarin tam anlagilamamis olmasindan ve
spesifik bir tedavisinin olmamasindan dolay1 arastirmacilara bir ¢ok ajan1 deneme
firsati vermistir. Bu calismada, bir kolesistokinin analogu olan Cerulein ile
indiiklenen akut pankreatitte proteaz inaktivasyonu ve hastaligin siddetini azaltici
etkilere sahip olabilecegi diisiiniilen, membranda bulunan L-tipi kalsiyum kanal1 i¢in
Verapamil, ER’de bulunan IP3R kanali i¢in 2-Aminoetoksi difenil borat ve ryanodin
reseptOr kanali i¢in Dantrolen gibi Ca*? kanal blokérlerinin etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.

Deney hayvanlarmin pankreas dokusunda pankreatit olusumu ve siddetinin
belirlenmesi agisindan histopatolojik ¢alismalar, serum amilaz ve lipaz Ol¢limleri,
zimojen aktivasyon belirteci olan TAP 6l¢iimii, tripsinojen ve tripsin tayini, tripsin
inhibisyonundan sorumlu olan PSTI ve tripsinojen aktivasyonuna neden oldugu

diistiniilen bir lizozomal hidrolaz olan katepsin B tayini yapilmistir.



83

Histopatolojik caligmalar, cerulein verilen gruplarda akut Odematoz
pankreatit bulgularina benzer sekilde pankreatik hasar olustugunu gostermis olmakla
birlikte kalsiyum kanal blokdrleri olusan bu pankreas hasarimi azaltici yonde
etkilemistir. Serum amilaz ve lipaz diizeylerinin yanisira tripsin ve tripsinojen
aktivasyonunun bir belirteci olan TAP diizeyleri de cerulein grubunda bir artisa sahip
olup, artan bu enzim diizeylerinin, kalsiyum kanal blokdrleri tarafindan azaltilmis
oldugu gozlenmistir. Ayrica, bulgularimizda, gruplar arasinda Katepsin B diizeyleri
acisindan onemli bir degisiklik bulunamazken, PSTI ve tripsinojen diizeylerinde bir

azalma gozlenmistir.

Sonuglarimiz, cerulein ile indiiklenen akut pankreatit iizerine, kalsiyum kanal
blokérlerinin iyilestirici bir etkisinin olabilecegi yoniindedir. Ancak, artan [Ca*?];
diizeyinin kaynaginin anlasilabilmesi ve baslatici faktorler ile [Ca*?); artist arasindaki
dogrudan baglantinin bulunabilmesi i¢in molekiiler diizeyde ileri ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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