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1. GIRIS VE AMAG

Gastrin ve somatostatin gastrointestinal kanalda énemli rolleri olan iki
gucla regulatér peptiddir. Gastrin, mide asid salgilanmasini arttiran hormonal
bir dizenleyici (145) ve asid Ureten mide mukozasinin DNA, RNA ve protein
sentezini artiran bir uyaranidir (128). Antral gastrin salinmasi; vagotomi, antral
sisme, protein, amino asidler ve bombesin enjeksiyonu  ile uyarilirken, gastrin
salinmasmin baskilanmasi ise antral asidlegsme ile gergeklesmektedir
(31,124,144). Ultrastraktarel ve immunohistokimyasal ¢alismalar, gastrin (G)
hicresinin  sitolojik ~ ézelliklerini  belirgin  olarak agi§a  gikarmistir
(43,47,56,76,96,100,139). Gastrik asid sekresyonu; néral (asetil kolin),
hormonal  (gastrin) ve parakrin (histamin,somatostatin) mekanizmalarin
karmasik etkilesimiyle duzenlenir (121,123,124). Mide lumenindeki asid
ortamin gastrin salgilanmasini inhibe ederken, somatostatin Gzerinde uyarici
bir etki gosterdigi bildirilmistir (120,126,149).

Somatostatin, Brazeau ve arkadaslan (18) tarafindan 1973'de koyun
hipdtalamusundan izole edilen bir tetradekapeptiddir. Bu peptidin mide asid
sekresyonu yanisira bircok hormonun sekresyonunu baskiladi§i bildirilmistir
(6,22,26,70,77, 106,127,1 46). Somatostatin imminreaktivitesi mide
mukozasinda somatostatin (D) hucrelerinde ¢esitli arastiricilar tarafindan
goésterilmigtir. Ayrica bu polipeptid gastrointestinal kanalin kas tabakasindaki
noéral dokuda da mevcuttur (2,65,66,79,99,110,125,131). Mide asidinin, pilor
D hucrelerinden salinan somatostatin aracilidiyla, gastrin salinmasini inhibe
ettigi hipotezi ortaya konmustur (17,25,53,91,99,123). Fakat somatostatinin
gastrin gen ekspresyonunu inhibe edip etmedigi kesin olarak
bilinmemektedir(17,150).

Benzimidazol tUrevi olan omeprazol mide asid sekresyonunda gugla bir
inhibitordiir(23,57,71,75,93).Benzimidazol tarevlerinin aliniminin gesitli deney
hayvanlan ve insanlarda mide endokrin sisteminde meydana gelen degisiklik
ile aklorhidri (achlorhydria) olugturdugu  Dbildirilmigtir  (10,17,64,111).



Omeprazolin mide parietal hicrelerine ait oldugu bilinen bir proton pompasi
olan, H'K'-ATPaz inhibisyonu yolu ile etki etti§i gosteriimistir
(39,57,75,93,118,136). Asid sekresyonunun hem akut hem de kronik
inhibisyonunun mide mukoza morfolojisi Gzerine, 6zellikle parietal hicrelere
etkisi iyi bilinmektedir. H',K'-ATPazin parietal hicrelerin membrani (zerinde
proton pompasini olugturdugu ve protonlarin transportunu katalizledigi
bildirilmektedir (15,39,46,118,141,142). Omeprazolin saglikh kisilerde, ulserli
hastalarda ve c¢esitli deney hayvanlarinda bazal ve uyarilmig mide asid
sekresyonunu inhibe ettidini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (23,34,35,71,93).
Ayrica in vitro galismalarda omeprazol ve dijer benzer kimyasal maddelerin,
farkli memeli tdrlerinden izole edilen mukoza érnekierinde mide asid dretimini
inhibe ettigini g6stermistir (37,39,57). Cesitli canlilardaki incelemeler,
omeprazol ile mide asid sekresyonunun uzun sareli blokajinin, hypérgastrinemi
(10,27,51,67,94) olusturdugunu ve korpus mukozasinda enterokromaffin-like
hucrelerin  (ECL) hiperplazisini gostermistir  (10,24,51,74,116,132,137).
Hayvanlarin tum yasamlari sUresince ¢ok yuksek doz kullanilarak yapilan
toksikolojik incelemelerde, ECL hicre g¢ogalmalarinin sonunda karsinoid
tumérleri gelistirdigi bulunmusgtur (13,51,54,72).

Pilor somatostatin hicreleri, mide asid sekresyonunun veya komsu
gastrin hucrelerinin fonksiyonunun duzenlenmesinde rol oynuyorlarsa, D
hicrelerinin sayisi ve fonksiyonunun mide asid sekresyonuna veya komsu G
hicrelerine bagli olabilecegi ileri sGrtlmustar (27,67,90,94). G/D hucre
oraninin gastrik asid sekresyonuna bagli oldugu yani hipoklorhidri (vagotomi)
ve aklorhidri (pemicious anaemia) |i hastalarda bu oran artarken, hiperklorhidri
(gastrinoma) li hastalarda azaldi§i bildirilmistir (8). Gastrik Ulser, duodenal
ulser, Zollinger-Ellison sendromu, refli 6zofajit ve gastro-6zofajial reflux’a
sahip hastalarin tedavisinde kullanilan omeprazol gibi proton pompa
inhibitérleri histamin H, -reseptér antagonistlerine gére blyuk bir hamle
yapmigtir (75).

H',K'-ATPaz inhibitérii olan omeprazol ile, asid sekresyonunun kronik
blokajinin hypergastrinemi olusturdudu ve uzamig tedavinin G hicre
hiperplazisine neden oldudu bildirilmektedir (1,10,94). Polak ve arkadaglar
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(111), aklorhidrili insanlarda ylUksek gastrin seviyesi ve artmis G hlcre sayisi
bildirmigterdir. Bu immunohistokimya bulgulari, aklorhidrinin G hucrelerinde
gastrin gen ekspresyonunu stimlle ettigini dustndurmektedir.  Cesitli
aragtiricilar, asid inhibisyonu sirasinda gastrin sentezi artarken, somatostatin
sentezinde azalma saptadiklarini bildirmektedirler (1,9,10,27,94). Brand ve
Stone (17), omeprazol alinmasiyla olusan asid inhibisyonu esnasinda gastrin
sentezinin arttigini, buna zit olarak somatostatin sentezinin azaldigini
bildirmislerdir. Bununla beraber antral gastrin hlcre aktivitesinde artisin,
azalmis somatostatin konsantrasyonu veya salinmasi ile ilgili olmadigini
bildiren ¢alismalar da vardir (28,29,72).

Yuksek doz omeprazol ile meydana gelen tam aklorhidri etkisi gastrinin
esas kaynaginin cgikarildigi antrektomize siganlarda galigiimistir. Siganlarda
H" K'-ATPaz enzimini bloke eden yilksek doz omeprazol ile asid
sekresyonunun 24 saatlik inhibisyonu sonucunda (23,141), pilor gastrin
hdcrelerinin  sayisinda artis, somatostatin htcrelerinin  sikiginda azalma
oldugu'bildirilmistir. Ayrica mide asid sekresyonunun inhibisyonu, pilor gastrin
hicrelerinden salinan plasma gastrin konsantrasyonunu yukseltmektedir
(1,36,72,83,107). Harty ve arkadaslan (53), gastrin salinmasinin somatostatin
ile inhibisyonunun posttranslasyonel olaylar icerdiginden bahsetmektedirler.
Birka¢ calisma midede aklorhidrinin gastrin mRNAsinin fazla ekspresyonuna
ve buna zit olarak somatostatin mRNAsinda azalmaya yol acgtigini dot blot ve
Nothern blot teknikleri ile géstermistir (17,149,150). Wu ve arkadaslan (151),
aclik esnasinda molekller problar kullanarak gastrin ve somatostatin
sentezinin zit olarak duzenlendigini bildirmiglerdir. Asid inhibisyohunun gastrin
ve somatostatin Uzerindeki etkilerini géstermek amaciyla yapilan calismalarda,
mRNA degisimleri Nothern blot teknidi ile saptanmis olup, bu degisimlerin
dokuda gosterilmesini sa@layan in situ hibridizasyon yéntemi ile herhangi bir
calismaya rastlayamadik. Hucrede transkripsiyon ve translasyon olaylarin
agida cikarilabilmesi igin in situ hibridizasyon yéntemi ile mRNA ve
immunochistokimya ile peptid Grunlerinin  goGsteriimesi 6nemli  katkilar

saflamaktadir. Ayrica mide asid inhibisyonunun gastrin ve somatostatin



hucrelerindeki etkileri Uzerinde ¢eligkili immunohistokimyasal bulgular

mevcuttur (1,27,28,72).

» Bu calismada, digoxigenin isaretli oligonukleotid problari kullanarak,
nonradyoaktif in situ hibridizasyon ile gastrin ve somatostatin mRNA larini
pilor parafin kesitlerinde géstermek Uzere bu yéntemi gelistirmeyi,

s Yontem basarili oldugu takdirde, omeprazol ile olusturulan asid sekresyonu
inhibisyonuna cevaben sican pilor gastrin ve somatostatin mRNA larindaki
deg@isimi inceleyerek, bu iki peptidin resiprokal olarak regute edildidi
hipotezinin gegerli olup olmadi§ini arastirmayi,

» Immunohistokimyasal olarak gastrin ve somatostatin polipeptidlerini
isaretleyerek, ayni genin transkriptlerinin ve protein Grinlerinin dagilimini
karsilagtirmall olarak arastirmayi,

¢ Ayrica bu htcreleri immunogold teknidi ile isaretleyerek elektron mikroskobu

_ seviyesinde incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. MiDE
Mide yiyecekleri sindiren ve hormon salgilayan hem ekzokrin hem de

endokrin bir organ olup,. sindirim kanalinin subdiyafragmatik kismmnin kese
tarzinda geniglemis bir bélimadur. Sindirim sisteminin 6zofagus ile bagirsaklar
arasinda kalan bir bélumu olan mide, besinlerin sindirimi esnasinda, yaklagik
iki saat stre ile mekanik ve kimyasal pargcalanma olaylarinin iginde gectigi
yerdir.

Fizyolojik olarak midenin iki ana iglevi vardir, 1)Besinlerin hazminda ve
hematopoezde gbrevli maddeler salgilamak. 2) Yiyecek ve igecekleri
depolamak, mekanik olarak parcalamak ve barsaga géndermek.

Midenin esas fonksiyonlar; adizda baglayan karbohidrat sindirimini
devam ettirmek, sindirilmis yiyeceklere asidik bir sivi eklemek, bunlar
muskular aktiviteyle vizk6z bir kitle (kimus) haline dénustirmek, pepsin enzimi
ile protein sindirimini baslatmaktir. Alkol, bazi ilaglar ve az miktarda suyun
emilimi midede olur (58,62,103).

Midenin anatomik yapisi 6zofagustan itibaren; 1) Kardia, 2) Fundus, 3)
Korpus (gbvde), 4) Pilor (antrum) bdlgeleri halinde gézienir (Sekil:1).

Fundus

Kardia

Korpus
{GEvde)

Pilor
{Antrum}

Sekil 1: Midenin dort anatomik
bolgesi, yan sekil pilor : @
hiStOIOjik gomnﬁm Lamina mushulans mukoza

PILOR



Fundus ve korpus histolojik yapi olarak aynidir. Kardia , mideye giris
bolgesi olup, mukoid kardia bezleri tasir. Fundus ve korpus esas sindirimle
ilgili bezlerin bulundugu ve }HCI ile pepsinin salgilandi§! mide kismidir. Mide ile
barsagn birlestigi bolgeye pilor adi verilir. Pilor derin gastrik gukurlara sahiptir
ve bunlarin icine dallanmig tubular bezler agilir. Bu bezler lizozim enzimi ve
mukus salgilar.Mide mukoza alaninin % 15-20’sinden ibaret pilor bélgesinde
bu bezler kisa fakat kivrintihdir. Baglica hidcresi mukus ve pepsinojen
salgilayan boyun mukus hucresidir. Bunlar arasina serpilmis endokrin
fonksiyonlu gastrin sentezleyen G hucresi, somatostatin sentezleyen D
hicresi, serotonin sentezleyen ve depolayan enterokromafin EC hucreleri de
vardir (568,114).

Mide duvarinda histolojik olarak i¢ten disa dogru dért tabaka vardir. .
Tunika mukoza. a-Lamina epiteliyalis, b- Lamina propria, c- Lamina muskularis
mukoza. Il. Tunika submukoza. Ill. Tunika muskularis. IV. Tunika seroza.

I. Mide mukozasi, degigik uzuniukiarda lamina propria igine uzanarak
cukurcuklar olusturan bir ylzey epiteli ile értalidar. Mide epiteli tek kath
prizmatik, sekretuvar bir epiteldir. Epitel hacrelerinin hepsi mukus salgilar,
salgilanan mukus kalin bir tabaka olugturarak hicreleri, mide tarafindan
salgilanan kuvvetli asidin etkisinden korur, ayrica ylzeye kayganlik verir.
Lamina propria, gevsek bag dokusundan olusmustur, icinde diz kas hicreferi
ve lenfoid hlcreler bulunur. Lamina propria iginde mide bezleri gémilGdor.
Mukoza altindaki submukozadan bir diiz kas tabakasi olan muskularis mukoza
ile ayrihir.

Il. Tunika submukoza gevsek bad dokusu, kan ve lenf damarlarindan
olugmustur. Lenfoid hiicreler, makrofajlar ve mast hicreleri icerir.

. Tunika muskularis 3 yoénde dazenlenmis diz kas liflerinden
olusmugtur. Dig tabaka longitudinal, orta tabaka sirkller, i¢c tabaka obliktir.
Pilorda orta tabaka cok kalindir ve pilorik sfinkteri olugturur.

IV. Tunika seroza incedir ve mezotelyum ile értaladar.

Mide sempatik ve parasempatik sinirler alir. Parasempatik sinir nervus
vagustur. Sempatik sinirler plexus coeliacus’dan gelirler. Nervus vagusun



mideye etkisi plexus myentericus ve plexus submukosus yoluyla olur
(62,85,103).

2.2. GASTRIN (G) HUCRELERI

Gastrin ¢esitli molekuler olusumiar seklinde dolagimda ve dokularda
mevcuttur. Hem mide pifor mukozasinda hem de gastrinoma tamaér dokusunda
17 amino asidlik peptid (G17) olan heptadekapeptiddir. Memeli dokularinda bu
peptid ya sUlfatlanmig (Gastrin 1) ya da sdlfatlanmamig (Gastrin ) sekilde
olabilir. Gastrinin sulfatlanmig sekli heptadekapeptidin (G17) 11. amino
asidinin tirozil kisminin esterlegmesiyle gergeklesir. Pilorda gastrinin % 90-95'i
G17'dir (97,145). )

Gastrin, midenin pilor bélgesinde yaygin olmak tzere mukozada tek tek
dagilmis gastrin (G) hlcrelerinin sitoplazmasinda salgi grandllerinde bulunur.
Gastrin hicreleri godunlukia pilorik bezlerin orta veya dip kisimlarina
yerlesmislerdir. Gastrin hicreleri mikrovillusian ile apikal bez lumenine siklikla
ulasirlar yani agik tip hicrelerdir. Gastrin hicrelerinin elektron mikroskopda
salgi granulleri yuvarlak, 180-300nm c¢aph, granal igeridi dedisen elektron
yogduniukta olup, belirgin bir membrania gevrilidirler. Gastrin hicrelerinin farkli
elektron yogunlukta grantiller igerdikleri bildiriimektedir. Bunlar yodun, agik ve
bos granuller seklinde tanimlanmaktadir. Gastrin hucrelerinden gastrinin
salinma gekli olarak tubular fluzyon, ekzokrin salimm ileri surllmektedir.
Gastrin hdcreleri tarafindan yapilan gastrinin biyGk bir kismi kana verilir, bir
kismi da mide limenine salgilanir. Sistemik dolagimla parietal hlcreye gelen
gastrin HCI salgilanmasim artinr (7,19,43,46,100,108,124,139).

Gastrin salinmasinda esas fizyolojik uyar olarak beslenme dlgUnalar.
Protein sindirim GrUnleri olan amino asidler ve peptidler ile uyarici etki olugur.
Dolagima gastrinin salinmasi; antral sisme, vagal veya kolinerjik uyari ve
adrenerjik uyar ile olur. Gastrin salgisini inhibe eden en 6nemli etken mide
asiditesidir, pH 1'e dasince gastrin yapimi %100 inhibe olur. Ayrica
duodenumda yadlarin mevcudiyeti gastrini inhibe eden hormonlarin
salgilanmasina neden olur.Somatostatin hormonunun da gastrin salinmasinin
inhibisyonunda rolu oldugu bildirilmektedir. Somatostatin ile gastrin



salinmasinin inhibisyonunda lokal olarak salinmig somatostatinin parakrin
etkisinin aracihik ettidi dustntimektedir. Genellikle somatostatin igeren
hicreler gastrin hucreleri ile yakin iligkide olup siklikla somatostatin
hucrelerinden gastrin hicrelere uzanan sitoplazmik uzantilar gésterilmigtir.
Somatostatinin parietal hicreler (zerine direkt etki ederek, mide asid
sekresyonunu inhibe ettigi ve pilordan gastrin salinmasimt baskiladi§:
belirtiimektedir (31,48,68,103,128).

Gastrinin esas fonksiyonu parietal htcrelerden HCI sekresyonunu
uyarmasidir.Besinler iyice karisip, kimus halinde pilor bélgesine dolunca
bunlarin baskist ve i¢lerindeki maddelerin uyarici etkisiyle pilor bélgesindeki
gastrin hlcrelerinden gastrin hormonu salgilanir. Gastrin hormonu kana karigir
ve kan yoluyla midenin salgi bezlerine ulasarak mide enzimlerinin bol miktarda
salgilanmasini saglar. Gastrin mide, ince bagirsak, kolon ve pankreas igin
trofik bir maddedir. Gastrinin diger biyolojik etkileri; mide, pankreas, karaciger,
duodenumda su ve elektrolit sekresyonunun uyariimasit, mide, incfe bagirsak ve
pankreasda kan akimintn uyarilmasi, keza insllin ve kalsitonin salinmasinin
da uyanimasidir. Alt dzofajial sfinkter, mide, ince bagirsak, kolon ve safra
kesesinde duz kas kontraksiyonunu uyarir. Ince bagirsakda glukoz, elektrolit
ve su absorbsiyonu gastrin tarafindan inhibe edildidi gibi pilorik sfinkterin diiz
késmm kasilmasi da gastrin ile inhibe edilir (20,97,128).

2.3. SOMATOSTATIN (D) HUCRELERI

Somatostatin Brazeu ve arkadaslan (18) tarafindan 1973'de koyun
hipotalamusundan izole edilen bir tetradekapeptiddir. Prosomatostatinin
posttransyonel aynimasindan tarevienen, biyolojik olarak aktif olan;
somatostatin-14(SS-14) ve somatostatin-28 (SS-28) peptidleridir. Somatostatin
hem endokrin (D) hucrelerinde hem de néral yapilarda bulunur. Ayrica sigan
ve insanlarin mide, pankreas ve bagirsak kas tabakalarinda SS-14 baskindir.
SS-28 hipotalamik kortiko releasing faktér, hipofiz biaylme hormonu ve tiroid
uyarici hormon sekresyonunun, instlin sekresyonunun ve ekzokrin pankreas
sekresyonunun inhibisyonu i¢in SS-14'den nispeten daha segici davranir, oysa
SS-14'tn kortikal néronlar, g‘lukagon , mide asid inhibisyonu ve gastrointestinal



hareket ve dolagim Uzerine SS-28'den daha gug¢li etki gosterdigi bildirilmigtir
(18,41,49,65,79,113,127,146).

Sigan ve tavsanda SS hicreleri mukozanin bazale yakin 1/3'luk
kisminda daha yodun oimak Uzere daha Ustlerde tek tek dagiimiglardir. Oysa
kedi, kdpek ve insan pilor mukozasinda hacreler mukozanin alttan 1/3, Gstten
2/3 arasindaki bélgede yerlesmiglerdir. D hicre grandlleri 150-300 nm
buyuklagunde, yuvarlak, membrania cevrili ve orta derecede elektron yogun,
ince granulli bir merkez icerir. Somatostatin grandllerinin ortalama c¢apt
siganda 155-170 nm bulunmustur. Her D hicresi bazalinde, bir veya daha
fazla ince uzun uzantiya sahiptir, bunlar pilorda gastrin hicrelerine, korpusda
parietal hicrelere veya esas hicrelere veya enterokromafin hucrelerine
uzaniriar. Bu hiicrelerde salgi granillerinin yukaridan agagiya dogru tagindigi
gosterilmigtir. Korpusda D hucreleri yuvariak kapal tip olarak gézukar. Oysa

“pilordaki bu hicreler, mikrovillusian ile limenle iligkidedirler. D hucreleri

komsu hicrelere yogun membran interdigitasyonlariyla karakterize edilir
(2,22,68,77,82,84). D hucrelerinin gergek endokrin etkiden' ziyade lokal
(parakrin) etki ettikleri bilinmektedir. Ayrica parantéron etki sekli de 6ne
strulmistar.  Somatostatin  htcresinin  tokmak gibi  sigskin  uzun bazal
uzantilarinin pilorda gastrin hticreleri , korpus mukozasinda parietal hucreler
gibi effektér hucrelere uzandiginin gtk mikroskobunda immunreaktif olarak
g6zlenmesi, bu kavrami daha da desteklemektedir. Parakrin etkinin yanisira
kan damarlan i¢ine endokrin salinma ve agik tip pilor D hlcrelerinde apikal
hicre uzantilan yoluyla ekzokrin salinma da éne strulmektedir. Fakat elektron
mikroskop seviyesinde heniz gosterilmemigtir. Midenin pilor ve korpus
boéigelerinde asid sekresyonun duzenlenmesinde, somatostatinin parakrin rol
oynadi§ 6ne sarulmustir (3,59,66,78,91). In vitro incelemeler somatostatinin
hem adenilat siklaz /siklik adenozin monofosfat (cAMP) hem de inositol
fosfolipid / protein kinaz C ile  parietal hiicre fonksiyonunu inhibe ettigini
gostermistir (32,53,101).

Insanda yiyecek alinimi kana SS sekresyonunu uyarir. Ozellikle yag ve
protein SS salinimi igin guglu bir uyarandir. Oysa karbohidrat daha zayif bir
uyaricidir. Ayrica inslin, hipoglisemi ile vagal uyarl dolasimda somatostatini
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yukseltir. Bombesin ve kolesistokinin gibi ¢esitli gastrointestinal polipeptidler
somatostatin sekresyonunu uyaririar (89,99,125,138).

Somatostatinin gastrointestinal kanal Gzerinde guglu inhibitdr etkisi
vardir. Ekzokrin sekresyon olarak; gastrin, sekretin, kolesistokinin, vasoaktif
intestinal peptid, glukagon, motilin, pankreatik polipeptid, insdlin, gastrik
inhibitér peptid sekresyonunu inhibe eder. Endokrin sekresyon olarak; gastrik
asid ve pepsin, pankreatik bikarbonat ve enzimler, barsak sivisi ve safra
sekresyonunun inhibisyonunda rol oynar. Ayrica mide bogalmasi, safra kesesi
kontraksiyonu ve ince bagirsak gegisinin inhibisyonunda rolt vardir. Glukoz ve
amino asidlerin absorbsiyonunun inhibisyonu, mezenterik ve ¢oliak kan
akiminin azalmasi, gastrointestinal mukozanin blyimesinin azalmasinda rold

vardir (26,70,89,106,115).

2.4, OMEPRAZOL
Bir benzimidazol turevi olan omeprazol gastrik asit sekresyonunda

uzun etkili bir inhibitordar (23,39,71,73,93,142). Omeprazolin parietal
hiicrelere ait oldugu bilinen bir proton pompasi olan hidrojen, potasyum-
adenozin ftrifosfatazi (H',K'-ATPaz) inhibe ederek mide asid sekresyonunu
guela bir gekilde baskiladify gosterilmistir (39,42,140,142). Siganda 1033
amino asidden olugan bu enzim ~114 kd molekuler agirhda sahiptir. Parietal
hiicrenin apikal yuzeyindeki H',K'-ATPaz enzim sistemi, mide mukozasinda
asid (proton) pompasi olarak kabul edilir (46,93,118). Omeprazol, asid
aretiminin son adimini bloke ettigi icin mide asid pompa inhibitdri olarak
tanimlanabilir. Omeprazoliin doza badli olarak Ulserli hastalarda ve saglikh
kigilerde hem bazal hem de uyariimig asid sekresyonunu aym sekilde inhibe
ettigi gosterilmigtir (71,88,142).

H*,K*-ATPaz bir elektronétral H* / K* degistiricisidir. H*,K*-ATPaz ve KCI
transport yollaninin kombinasyonu ile bir hidrojen ve bir klorid iyonu parietal
hicreden ayrilirken K* iyonlar parietal hicrede yeniden absorbe olurlar
(92,118,129,142). |

Omeprazolin sigan, kdpek ve insanda plazma yan oémri 40-60
dakikadir. Antisekretuvar etki, plazma yar 6mra ¢ok kisa olmasina ragmen
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omeprazolin parietal H" K'-ATPaz enzimine baglanmasindan dolayi daha
uzun surer (39,71,93). Omeprazolin plazma. seviyesi ve antisekretuvar etkisi
arasinda bir iligki yoktur (142). Omeprazol protonlastigi parietal hucre asid
kanalciklan icine kandan hizhca alinir. Bu sekilde kanalciklarda konsantredir.
Yukla molekdl iken parietal hucre sitosoline yavasca yayilir. Omeprazol asid
ortamda stlfenamid tlrevi olan bir tetrasiklik bilegene dénustr. Béylece H',K'-
ATPaz luminal kisimda suifidril gruplan ile reaksiyona girerek inhibitér
kompleks seklini olusturur (46,93,129,142). (Sekil:2).

OCH3 OCHy OCH3
CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 % CH3
Q T +]
N N N
N SL oo A s—on A
xR, = EERALE s
S0 NT T NZNT
NH
OCH3
OCHy OCH3
Omeprazol Siilfenik Asid Siitfenamid
\ Enzim-SH /
OCH3
CH3 A CHa
+ |
N
N
)\ S—S—Enzim
N NH
OCH3

Enzim- inhibitsr Kompleksi

Sekil 2: H*,K*-ATPaz inhibisyonuna yol agan omeprazollin kimyasal reaksiyonlart

Cok sayida calisma omeprazollin antisekretuvar etki mekanizmasini
acia cikarmistir. Proton pompasi igin omeprazoliin ylksek segiciligi hem
H*K'-ATPaz'in lokalizasyonuna hem de bilesenlerin kimyasal &zelliklerine
baghdir. H* K'-ATPaz enziminin (proton pompasinin) ¢ok segici
inhibisyonunun 3 ana basamagi soyledir: 1) Zayif baz 6zelli§inden dolay: (pK
4) omeprazol digik pH'da protonlasabilir. 2) Protonlagsma,omeprazolin aktif
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sekline dénigmesine neden olur. Omeprazol dagik pH'da (pKa 3'Un altinda)
sadece aktiflesebilir. 3) Aktive olan omeprazol H',K*-ATPaza bagianir. Bu
parietal hicrenin apikal membraninda dider iyonlan etkilemeksizin enzim
inhibisyonuna yol agar (73,140). Omeprazolin fizikokimyasal 6zelliklerinden
dolay! (cok az suda ¢dzunmesi ve asidde dayaniksizli§i) omeprazolin oral
alimminin temel farmokinetik incelemeleri, omeprazolin solusyonlan olan
polietilen glikol ve sodyum bikarbonatla basariimaktadir (4,5,17,32,
71,117,150).

Siganlara uzun soreli yiksek doz omeprazol uygulanmasi strekli asid
sekresyonu inhibisyonu yaratir ki bunun iki yil sltre ile verilmesinin
hipergastrinemi, ECL hucre hiperplazisi ve karsinoid olusumuna yol actigi
bildirilmistir (23,52,54,72,109). Oysa fare, “hamster, kobay, tavsan ve
képeklerde omeprazole cevap olarak ECL hiperplazisi gelismesine ragmen,
karsinoid timérlerin belirgin olarak gelismedi§i agiklanmistir (11). insanlarda
omeprazolle uzun sdreli ¢galismalar (2-6 yil) 6nemsiz degisiklikler olugtugunu
ve karsinoid timor olugsmadi§ini géstermistir (10,93,133).

Omeprazol aktif gastrik Ulser, duodenal dlser, reflu 6zofajit, Zollinger-
Ellison sendromunda ve etki mekanizmasinin farklihgi nedeni ile H, reseptér
antagonistleriyle tedavi edilemeyen peptik Glser hastalarinin tedavisinde
kullamimaktadir (46,93).

Oral alinimindan sonra omeprazolun antisekretuvar etkisinin baslangici
1 saat icinde meydana gelir ve maksimum etki 2 saat igerisinde olusur.
Omeprazol alindiktan 2 saat sonra, mide asiditesini kontrol altina alarak
semptomlan hafifletir. Tedavinin tam tesiri 3-56 gun icinde goérulur. 24 saat
icinde sekresyon inhibisyonu maksimumun ~ % 50'sidir ve 72 saate kadar
inhibisyon sUresi devam eder. Omeprazolin 24 saati agan etki saresi H*,K'-
ATPaz’a kovalent olarak baglanmasindandir. Hayvan caligmalari gostermistir
ki omeprazol plazmadan hizla kaybolduktan sonra mide mukozasinda bir gin
veya daha fazla bulunabilmektedir. ila¢g birakildigi zaman sekretuvar aktivite
dereceli olarak geri déner, bu 3 ila 5 gindur (46,55,93,102,129).

Omeprazol absorbsiyonu takiben oksidatif reaksiyonlarla karacigerde
sitbkrom P-450 sistemiyle tamamen metabolize olur ve % 80'i idrarla hizla
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atilir. Eliminasyon yar 6mr 0.5-1.5 saat kadardir. Esas plazma metabolitieri
omeprazol sulfon ve hidroksiomeprazoldir. Idrardaki ana metabolitleri ise
hidroksiomeprazol ve onun urtni karboksilik asiddir. Omeprazolin ihmal edilir

miktarlari ve omeprazol silfon bébreklerden atilirken, geri kalan ~ % 20’si digki
ile atilmaktadir (5,93,95,112).

2.5. IMMUNOHISTOKIMYA

Immunohistokimya; belli bir dokuda bulunan antijenlerin gésteriimesi
icin igaretlenmis antikorlarin kullaniimasidir. Belirli antijenler iceren doku
kesiti, bu antijenlere karsi isaretienmis antikorlar iceren bir solisyonda inkibe
edildigi zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir.Béylece antijen-
antikor komplekslerinin yerlesimleri ya i1gik (immunohistokimya) ya da elektron
mikroskopla (ultrastriktirel immunositokimya) gbézlenebilir.

Immunohistokimyasal metodlar uygulaniglarina gore ikiye ayrilir. 1)
Direkt metodda; antijene kars: olusturulan antikor isaretlenerek ( bu bir enzim
veya fluoresan bir madde veya radyoaktif madde veya bir metal olabilir),
antijen-antikor kompleksi esasina gére sonug alinir. 2) indirekt metod;
herhangi bir antijene karsi antikor gesitli hayvanlarda oretilir. Orn; tavsan.
Tavgan immunoglobulinleri, kegi ve koyun gibi bir baska hayvanda, bir antikor
cevabinin baglatiimasindan sorumlu olup, bdylelikle bir antiantikor olusur.
Antijeni igeren bir doku kesiti igsaretlenmemis tavsan antiantikorlan ile inkibe
edilir. Yikamadan sonra, igaretlenmis tavsan antiantikorlar eklenir ve antijenin
yeri igaretlemeye uygun olan mikroskopla gérulebilir. Her bir antiantijen
antikoru, isaretlenmis antiantikorun bazi molekllerini bagladidi icin indirekt
yontem direkt yoéntemden daha duyarhidir. indirekt immun igsaretleme
yoéntemlerinden biri olan Streptavidin Biotin Peroksidaz tayin yontemi sekil 3
de gb6rulmektedir.

Streptavidin, Streptomyces avidinii’den izole edilen bir proteindir.
Streptavidin molekula ( 60 kD) herbiri bir biotin moleklitine baglanabilen 4
sublniteye sahiptir. Biotin, gesitli proteinlere ve nikleik asitlere baglanabilen,
suda ¢bzinen bir vitamindir. Streptavidin-biotin sistemi, streptavidin ve biotin
arasindaki kuvvetli baglanma ézelligine (Kd=10"" M) dayanir. Bu yéntemde
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Sekil 3 : Streptavidin Biotin Peroksidaz
tayin yontemi Primer=>Primer antikor
Sckonder—Sekonder antikor Sekil 4 : Elektron mikroskop i¢in immunogold
St—=>Streptavidin , Enz—>Enzim boyama tekniginin sematik gosterilmesi

primer antikora baglanan, biotin ile igaretienmis ikinci antikor kullanilir. Horse
Radish Peroksidaz (HRP) isaretli streptavidin, biotinle igaretli ikinci antikora
bag@lanir. Kromojen/substrat solusyonu olarak AEC ( 3-amino-9-ethyicarbozole)
kullaniir ve dokudaki antijen/antikor/fenzim kompleksi etrafinda yogun kirmizi

renk reaksiyonu olugur (12,58).

2.6. PROTEIN A GOLD
Staphylococcus aereus bakteri hiicre duvarindan elde edilen protein A

cesitli memeli tlrlerinde IgG molekulanin Fc kismina baglamir. Protein A
uygun enzimler veya kolloidal gold ile isaretlendigi zaman elektron
mikroskopda antijenlerin gdsterilmesinde kullanilir (12,58,153) (Sekil:4).

2.7.IN SITU HIBRIDiZASYON

in situ hibridizasyon teknikleri, morfolojik olarak korunmus kromozomilarda,
hicrelerde veya doku kesitlerinde spesifik nikleik asid dizilerinin tayinini
saglar. DNA veya RNA'nin spesifik dizilerinin belirlenmesine imkan veren
nikleik asid hibridizasyon teknidi, bu niikleik asidlerin tek iplik segmentlerinin



daha énceden igaretienmis, bilinen tamamlayici ndkleik asid serilerine spesifik
olarak, baglanabilme yetenegine dayanir. Bu bilinen diziler laboratuvarda
Uretilip prob olarak adiandinlir ve radyoizotop veya biotin veya digoxigeninli
nukleotidlerin eslesmesiyle isaretienir. izotop isaretii prob otoradyografi ile,
biotin igaretli prob ise avidine yuksek afinitesi ile, digoxigenin ise alkalin
fosfataz ile belirlenebilir. Digoxigenin ile igaretli prob kullanarak uygulanan in

situ hibridizasyon sekil 5 ‘de gérulmektedir.

Mor renk BCIE-| (BCIP Mor renk
ot | Kot ,
Alkali fosfataz

Anti-digoxigenin
antikoru

Digoxigenin Hapten

Digoxigenink prob

2Bl B ORM S Bl B EEEAO NS B odof mRNA

Sekil 5: Digoxigenin ile isaretli prob kullanarak in situ hibridizasyon

Nonizotopik in situ hibridizasyon, kimyasal olarak modifiye edilen DNA
problarinin immunolojik ya da afinite reaksiyoniar ile fluoresan veya enzimatik
olarak gérintilenmesi prensibine dayanr. Nonradyoaktif [SH metodlar 2 tipe
aynilir. 1) Direkt metodda; saptanacak molekil (fluorescein) nukleik asid
probuna direkt olarak badhdir. Hedef nukleik asidle hibridizasyondan sonra
olusan hibrid mikroskopda géruiebilir. 2) Indirekt metodda; prob tayin edilecek
molekull kimyasal veya enzimatik olarak tasir ve bu immunositokimya yardimi
ile tayin edilir. Saptanacak molekul antikorlara kolayca baglanir. Béylece
birgok hapten modifikasyonlari tarif edilmistir. Bunlardan ilk kuflanilan biotin-
streptavidin  sistemidir. Indirekt yontemler daha hassastir, Calismamizda
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digoxigenin  sistemini kullandik. Digoxigenin sistemi  digitalis
bitkilerinden( Digitalis purpurea ve Digitalis lanata ) izole edilen bir steroide
dayanir. Digoxigenin nikleik asid problarina enzimatik olarak baglanir.
Digoxigenin, deoksiuridin-trifosfata (dUTP) 11. atom ile baghdir. Hibride olmus
digoxigenin problarinin tayini, alkali fosfataz, peroksidaz, fluorescein veya
rhodamin gibi bilesenlerin anti-digoxigenin antikorlarina yiksek afiniteleri
aracihii ile olur. Enzime bagh antikoriar renk reaksiyonu igin substrat kullanimi
gerektirir. Renk substrati olarak BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat)
kullaniir ve NBT (Nitroblue tetrazolium) kromojeni ile hibridizasyon yerinde

koyu mor reaksiyon aruna olugur (12,16,147).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada 48 adet, 200-250 g agirlhidinda, ergin, disi Sprague-
Dawley siganlar kullanildi. Hayvanlar 1.0. DETAM'dan temin edildi. Tum
siganlar standart pelet yem ve gegsme suyu ile istedikleri kadar beslendiler ve 3

grup halinde duzenlendiler.

1.Grup : Kontrol grubu.
Deney gruplarina verilen omeprazolin ¢ézindlirme sollsyonu

olan sodyum bikarbonatli (10mM NaHCO; ) polietilen glikol 400 (PEG -400),
her gun saat 10.00-11.00 arasi , oral olarak verildi. Uzun ve kisa devre deney
gruplan gézoéntne alinarak kontrol grubu 2 alt gruba ayrildi.

1.1. Dért gun sure ile 1:1 oraninda toplam 1 cc PEG-400 ve NaHCOs

karisiminin verildigi 8 hayvan.
1.2. ki ay sureile yine 1:1 oraninda toplam | cc PEG-400 ve NaHCO;

kangiminin verildigi diger 8 hayvan.

2.Grup: 20 mg/kg/giin omeprazol uygulanan grup.

Hidrojen, potasyum adenozin trifosfataz (H*,K'-ATPaz) inhibitéri
olan omeprazol (Omeprazol ham maddesi Nobel llag Sanayii ve Ticaret A.S. )
PEG-400'de ¢ozundurulda ve 10 mM/L sodyum bikarbonat tampon ile (1:1)
dilue edilerek, intragastrik tuple, sabah saat 10.00-11.00 arasi oral olarak
verildi. Bu grup uygulama strelerine bagh olarak 2 alt gruba ayniidi.

2.1. Dért gun sureyle omeprazol uygulanan 8 hayvan.
2.2 ki ay sureyle omepraZol uygulanan diger 8 hayvan.

3.Grup: 100 mg/kg/glin omeprazol uygulanan grup.
Ikinci gruptakine benzer gekilde omeprazol verilen denekler iki
farkl stre igin yine 2 ait gruba ayrildi.
_3.1. Dért gun sureyle omeprazol uygulanan 8 hayvan.
3.2 ikiay sbreyle omeprazol uygulanan diger 8 hayvan.
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3.l. Doku iglemi
Kontrol ve deney gruplarindaki tim hayvanlarin haftalik agirlik élcimleri

yapildi. Deney sdreleri sonunda bir gece a¢ birakilan siganlarin sabah saat
10.00'da, eter anestezisi altinda iken, midelerinin pilor bdlgeleri alindi. Ayrica,
serumda gastrin 6lcimd igin hayvanlardan deney sureleri sonunda, kan
ornekleri de alindi. Doku érnekleri fizyolojik suda yikandiktan sonra, 6 saat %
4 paraformaldehitde fikse edilip, yUkselen alkol serilerinden  gecirilerek
parafine goémilda. Immunohistokimya (IHK)  ve nonradyoaktif in situ
hibridizasyon (ISH) yo6ntemleri icin parafin bloklardan kesilen Su‘luk kesitler

poli L-lisin ile kaplanmis lamlara alindi ve 37 C°‘de bir gece kurumaya

birakildt.
3.2.in situ hibridizasyon
Toluolde parafini giderilen kesitler, inen alkol serilerinden gegirilerek 0.1

M fosfat tuz tamponuna (PBS) alindi. Her agamada dietilpirokarbonat (DEPC)
ilave edilmis Milli-Q su kullanildi. Bu ¢alismada in situ workstation British Bio-
technology (BBT) katalog no BBS 2 ve in situ detection kit katalog no BBS 8
kullanildi. PBS ile yikanan kesitler 0.2 N HCI solusyonunda 10 dakika
tutulduktan sonra yine PBS ile ¢alkalandilar. Daha sonra kesitler pepsin (%
0.02) ile 37 C°'de 30 dakika muamele edildi. Kesitler taze hazirlanmig % 4’luk
paraformaldehitde +4 C°de 20 dakika ikinci fiksasyona tabi tutuldular ve
tekrar PBS ile ¢alkalandilar. Bundan sonra kesitler %0.25 asetik anhidrit, 0.1
M triethanolamin ve % 0.9 NaCl igceren solusyonda oda isisinda 10 dakika
tutuldular. DEPC’li su ile calkalanan kesitler, 20ul/mg levamisol eklenen
hibridizasyon tamponunda 90 dakika birakildilar. Bu prehibridizasyon
islemlerinden sonra kesitler, digoxigenin isaretli sican somatostatin ve gastrin
problari ile hibridizasyon tamponunda (0.6 M tuz, % 30 formamid ve 150 pug/mi
salmon sperm DNA) bir gece 37 C°'de hibridize edildiler. Somatostatin probu
olarak 42 bazlik tek iplikli oligonukleotid (BBT katalog no BPR 34), gastrin
probu olarak Fuller ve arkadaslarinin (44) belirttigi 23 bazlik yine digoxigenin
isaretli oligonukleotid (BBT) kullanildi. Somatostatin probun konsantrasyonu
400 ng/ml, gastrin probun ise 600 ng/ml idi. Hibridizasyondan sonra kesitler
1xsodyum tuz sitrat (SSC) ‘da calkalandilar. Takiben 1xSSC ‘de 3 kez, 55
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C°‘de, 30 dakika yikandilar. Bundan sonra kesitler 1xmodifiye Tris-tampon tuz
(TBS) solusyonunda yani 50 mM Tris (pH=7.6), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, %
0.1 bovine serum albumin, % 0.1 triton solusyonunda 30 dakika oda isisinda
yikandilar. Daha sonra koyun anti-digoxigenin/alkalin fosfataz antiserumu
(1:1000) 1xTBS'de dilue edildi ve kesitler bu solusyonda +4 C°‘de bir gece
birakildi. Kesitler 3. gun 1xTBS'de 3/ kez 30 dakika yikand). Daha sonra
kesitler renk substratlan 0.125 M Tris (pH=9.5), 1M NaCl, 0.5 MgCl, ,5-bromo-
4-chloro-3-indolyphosphate (BCIP) ve nitro blue tetrazolium (NBT)
kromojeninde 37°C de karanlkta 2 saat inkibe edildiler. Anti-digoxigenin
antikoruna bagh alkalin fosfataz NBT/ BCIP ile digoxigenin isaretli prob,
.« hibridizasyon yerinde koyu mor bir renk reaksiyonu verdi. Daha soﬁra kesitler
PBS ile yikanip gliserin-PBS ile kapandilar.

3.3. immunohistokimya

Kesitler eder ¢ift boyama yani ISH'dan sonra immunohistokimya islemine
tabi tutulacaksa PBS ‘den sonra absolu metanol ile hazilanmis % 3'luk H; O,
solusyonunda 10 dakika oda 1sisinda birakildi. EQ§er sadece IHK yapilacaksa
pérafini giderilip saf suya indirilen kesitler PBS ile yikandiktan sonra absolu
metanol ile hazirlanmis  %3'luk H,O, ‘de 10 dakika birakildilar. Daha sonra
kesitler 100 ul serum blocking solusyonunda (nonimmun serum) 10 dakika
tutuldular. Her kesite 100 ul veya 2 damla primer antikor konarak, nemii
ortamda +4 C°'de bir gece birakildi. Kesitler tavgan gastrin antiserumu (Zymed
katalog no 08-0062) veya tavsan somatostatin antiserumu (Zymed katalog no
08-0078) ile inkubasyonu takiben streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemine
gdre immun boyamaya devam edildi. IHK igin Histostain-SP kit (Zymed katalog
no 95-6143) kullanildi. 2. giin kesitler PBS ile yikandiktan sonra, 100 ul biotinli
ikinci antikor ile 10 dakika inkUbe edildiler. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra
kesitler, 100 ul enzim bileseni yani streptavidin-peroksidaz ile 10 dakika
inkiibe edilip, PBS ile yikandilar. Daha sonra kesitler substrat-kromojen
karigimi ile 5-10 dakika inkabe edildiler. 3-amino—9-ethyl-carbozole (AEC)
kromoijeni ile antijenin lokalizasyonunu gésteren kirmizi renk reaksiyonu alind..
Daha sonra bazi preparatlara Hematoksilin ile zit boyama yapildi. Distile su ile

calkalanan kesitler gliserin-PBS ile kapatilds.
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Spesifik Kontroller:
1) Hibridizasyon tamponuna isaretli probun konulmamasi ile, 2)

hibridizasyondan énce kesitlerin RNaz muamelesi ile negatif sonug alinarak
digoxigenin igaretli problar test edildi. Pozitif kontrol prob olarak ise poly dT
oligonukleotid kullanildiginda dokudaki tim mRNA ‘lar tesbit edildi.

Ozel antikor kontrolii olarak 1) Primer antikor basamagi atlandi. 2)
Non-immun serumla kesitier boyandi. 3) Mide igin uygun olmayan bir antikor
kullanildi. Butan bunlar kesitlerde negatif sonug verdi. Pozitif kontrol doku
olarak duodenum ve pankreas kullanildiginda antijenin oldugu bilinen htcreler

pozitif boyanma gdsterdi.
3.4. Elektron mikroskobik inceleme

Pilor bolgesine ait 1 mm®Iik doku émekleri Milloning tamponu ile
hazirlanmig %4'luk glutaraldehit ile fikse edilip araldit géomme ortamina alindi.
Bloklardan alinan yari ince kesitlerin doymus sodyum hidroksit ile rezini
giderilip, IHK islemi uygulandi. Pozitif hicrelerin oldugu tespit edilen kisimdan
immunogold iglemi igin nikel gridlere ince kesitler alindi ve protein A gold
teknigi uygulandi. Bu kesitler énce % 10 H,O,'de 10 dakika tutuldular ve distile
su ile yikanan kesitler %1 ovalbuminde 30 dakika birakildilar. Daha sonra
primer antikor ile +4 C°‘de bir gece inkube edildiler. Somatostatin ve gastrin
antikorlari (1/100-1/1000) olarak kullanildilar. 2. gan, 4 kez, 5 dakika PBS ile
yikanan kesitler 1/15 dilusyonda 15 nm'lik kolloidal gold (49-1004 Zymed) ile 1
saat oda sicakliinda tutuldu. Yine 4 kez, 5 dakika PBS ile yikanan kesitler,
deiyonize su ile yikandiktan sonra zit boyama olarak metanolle hazirlanmig
%5'lik uranil asetat ile 1.5-2 dakika boyandi ve % 50'lik metanolde 1 dakika
yikanan kesitler, distile sudan gegirilip Reynold’un kursun sitrati ile 45 saniye
boyanip, paskirtme distile su ile yikanip, incelemeye hazirlandi.
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3.5. istatistiksel inceleme

Serum gastrin sonuglari igin student t-testi kullarld.

Somatostatin ve gastrin hicrelerinin sayimlar i¢in immunohistokimya
uygulanan her bir sigana ait tek bir kesitten rastgele 5 gériis alam sayildi.
Morfometrik élgtmler igin Carl Zeiss Jena 1sik mikroskobu kullaniidi. Okuler
by(tmesi x10, objektif blyttmesi x40 ve okdler alani ~0.1 mm?, ¢api 0.35 mm
idi. Cift yénlU varyans analizi kullanilarak grup/zaman, grup *zaman iliskileri
arasgtinldi. Ayrintili degerlendirme igin de her zaman kesitinde grup degerleri
(Kontrol, 20 mg/kg/gin, 100 mg/kg/gin) tek yénli Anova ile kiyaslandi. Anlamli
durumlarda Post-Hoc kiyaslamalar Tukey testi ile yapildi.

3.6. Radioimmunoassay ile inceleme

Radioimmunoassay (RIA) iglemleri i¢in her bir sigana ait serum 6rnekleri
-20°C de saklandi. Cift antikor gastrin, serum gastrin 6lcima igin '*l
radioimmunoassay iglemleri uygulandi. Gastrin-34, G-17 ve G-14 igin genis
spektrumlu antikor ve ¢ift antikor gastrin kiti Diagnostic Products Corparation
(DPC) katalog no KGAD 1 kullanildi. Kalibratdrier kullanilarak émek ve kontrol
serumlarda gastrin 6lcima igin islemler su sirayla yapildi. 200yl lik tim serum
émeklerine, 100u! '*| gastrin eklenerek tipler kisaca galkalandi. 100u! gastrin
.antiserumu eklenerek tupler kanstinldi ve iki saat oda 1sisinda inkibe edildi.
Daha sonra tuplere 1 ml soduk c¢dktirme solusyonu (polietilen glikolde
sulandirlmig kegi anti-tavsan gama globulin) ilave edildi ve tupler ¢alkaland!.
Tupler 15 dakika 3000xg de santrifdj edildi. Ust sivi dékdlerek kalan tortu gama
sayicisinda her tlp icin bir dakika streyle sayildi ve gastrin konsantrasyoniari

hesapland:.



22

4.BULGULAR

4.1.Serum gastrin sonuglan:
Serum gastrin seviyeleri, radioimmunoassay (RIA) ile élghldigunde

omeprazol verilen siganlarda (Grup 2 ve Grup 3) kontrollere gére istatistiksel

olarak anlamii bir artig saptandi (Grafik 1).
Dért gun sureli uygulamada serum gastrin seviyesi her iki dozda da

kontrollere gére istatistiksel olarak artmigd: ( Kontrol < 20mg/kg < 100mg/kg).
Do6rt gin sure ile 20mg/kg omeprazol verilen grubun serum gastrin
seviyesindeki artig kontrole kiyasla ileri dizeyde anlamh idi (p<0.001). Dért
gun sdre ile 20 mg/kg ve 100mg/kg omeprazol uygulanan deney gruplarn
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi.

iki ay sire ile 20 mg/kg omeprazol verilen grup ile 100 mg/kg
omeprazol verilen grup arasinda ileri dlizeyde anlamli (p<0.001) bir artis vardi
(Kontrol<20mg/kg <100kg/kg). 20 mg/kg ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmads. Oysa 100 mg/kg omeprazol verilen grup ile kontrol grubu
arasinda ileri diizeyde bir anlfamfilik (p<0.001) vardi.

00 SERUM GASTRIN (pg/ml)

_0
150 - ==
100
50
0
KONTROL GRUBU 20 mg/kq 100 mg/kg

ZAMAN
-®- 4 Giin --O-~2Ay

Grafik 1 : Kontrol ve omeprazol verilen gruplara ait serum gastrin seviyeleri
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4.2. immunohistokimya bulgulan

4.2.1. Kontrol grubu gastrin hiicreleri
Kisa ve uzun sireli deney gruplari géz énine alinarak kontrol grubu
iki alt grup halinde incelendi. Her iki kontrol grubuna ait pilor kesitleri gastrin
antikoru kullanilarak streptavidin-biotin-peroksidaz ydntemi ile boyanip, isik
mikroskobu ile incelendiginde gastrin hicreleri pilor bezlerinin dip kisimlarinda
daginik olarak tek tek yerlegsmislerdi (Resim:1,2). Gastrin icin immunreaktif
hacreler blayUk buytltmede incelendiginde gastrin hormonunun htcrenin

bazolateral bélgesinde yerlestigi goézlendi (Resim:3).

4.2.2. Dort giin siireyle 20 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

gastrin hiicreleri

Deney grubuna ait sicanlarin pilor kesitleri, gastrin antikoru
kullanilarak, streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile boyandi ve bu kesitlere
15tk mikroskobunda morfometrik Slgiim yapildi. istatistiksel sonuglar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, daha fazla sayida gastrin hicresi gézlendi.Ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Kontrol=20mg/kg), (Grafik:2),
(Tablo:1). immun pozitif gastrin hiicrelerinin pilor bezlerinin dip kisimlarinda
daha yodun olmakla birlikte tum mukozada daginik olarak yerlestigi gézlendi
(Resim:4). Bu grup preparatlari kontroller ile karsilastiriidiqinda hicrelerin
sadece sayisinda degil keza immun boyanma yoguniugunda da belirgin bir
artts vardi. Gastrin immunreaktivitesinin hicrelerin ¢gogunlukla bazolateral
bazen hucrelerin hem bazolateral hem de supranuklear kisminda yer aldigi

saptandi (Resim:5).

4.2.3. Dort giin siire ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

gastrin hiicreleri
Bu deney grubuna ait sicanlarin pilor kesitlerinin morfometrik élgimleri

yapildidinda yiksek doz omeprazol uygulamasi ile pilor mukozasinda her
gérug alani bagsina dagen ortalama immunreaktif gastrin hicre sayisinda
istatistiksel olarak ileri dizeyde bir anlamlilik saptandi ( p<0.001 ), (Grafik:2).
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COQrZanOo< mwadck QO

[ ]RONTROL GRUBU

20 mg/kg DOZ (%% 100 mg/kg DOZ

GRAFIK 2 : Kontrol ve omeprazol verilen siganlarda gastrin hicre sayisi

GASTRIN )

HUCRELERI 4 GUN 2 AY

KONTROL | 4.20£1.67 | 3.65£156
*

20 mg/kg 5.05£1.50 | 6.8422.46

100 mg/ kg 9.44622.95 | 11.20£3.56

* OrtalamazStandart sapma

TABLO 1

. Kontrol ve omeprazol verilen siganlarda gastrin
hicre sayilarinin morfometrik degerleri




(Tablo:1). Pilor bolgesi kesitlerine gastrin antikoru kullanilarak yaptlan
immunochistakimya yontemi sonuglar 1tk mikroskobu ile incelendiginde,
" gastrin hicreleri pilor bezlerinin dip kisimlarinda daha yodun olmakla birlikte
ttm mukozada daginik olarak gézlendi (Resim:6-8). Bu grupda da hdcrelerin
sadece sayisinda degil keza immun boyanma yoguniugunda da kontrole
kiyasla belirgin bir artig gézlendi. Gastrin immunreaktivitesi hacrelerin
coguniukia bazolateralinde, bazi hicrelerde ise nukleusun etrafinda, tim

sitoplazmada yerlesmis idi.

4.2.4. iki ay siire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

gastrin hicreleri
Bu gruba ait IHK sonuglarn kontrol grubu ile karsgilagtinldiginda

her gértus alani basina disen ortalama immunreaktif gastrin hicre sayisinda
istatistiksel olarak ileri dizeyde anlamiilik (p<0.001) saptandi (Grafik:2),
(Tablo:1). iki ay 20 mg/kg omeprazol verilen siganlarin streptavidin-biotin-
peroksidaz ydntemi uygulanan pilor kesitleri, dért gin 20 mg/kg omeprazol
verilen grup ile istatistiksel olarak karsilastinldiginda, gastrin hicre sayisinda
artig vardi. Bu gruba ait preparatiar kontroller ile kiyaslandiginda keza immun
boyanma yoguniugunda da‘ belirgin bir artis gézlendi (Resim:9,10). Gastrin
peptid igeriginin genellikle bazolateral, bazen hem bazolateral hem de

supranuklear kisimda yer aldi§i saptandi.

4.2.5. iki ay siireyle 100 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

gastrin hiicreleri
Bu gruba ait deney hayvanlarinin pilor kesitlerine IHK yéntemi

uygulanarak 15tk mikroskobunda morfometrik élcim yapildiginda gastrin hiicre
sayisindaki artig en fazla bu grupda saptandi. Bu deney grubu, kontrol grubu
ve iki ay slre ile 20mg/kg omeprazol uygulanan grupla kargilagtiriidiinda
gastrin hiicre sayisi istatistiksel olarak ileri dizeyde anlamli (p<0.001) bulundu.
Bu gruba ait siganlann pilor gastrin hicrelerinde doza bagh olarak artig
gézlendi (Kontrol<20mg/kg <100mg/kg), (Grafik:2), (Tablo:1). Gastrin hicreleri
pilor bezlerinin dip kisimlaninda daha yodun olmak tizere tum mukozada
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daginik olarak gézlendi (Resim:11). Gastrin hucrelerinde peptid igerigin
yerlesimi incelendiginde, genellikle hlcrelerin  bazolateral bélgesinde

yerlestidi, bazen de supranuklear kisimda yer aldidi saptandi (Resim:12).

4.2.6. Kontrol grubu somatostatin hiicreleri

Kisa ve uzun sureli deney gruplari géz énine alinarak kontrol
grubu iki alt grup halinde incelendi. Her iki kontrol grubuna ait pilor kesitleri
somatostatin antikoru kullanilarak streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile
boyanip, 1sik mikroskobu ile incelendiginde somatostatin hiicrelerine pilor
bezlerinin 1/3'luk bazal kisminda daha fazla olmak Uzere diger kisimlarinda
da tek tek rastlandi (Resim:13). Somatostatin hucreleri biylk buyultmede
incelendiginde  kuvvetli immunreaktif materyalin genellikle hicrenin

bazolateral bolgesinde ve bazal wuzantilannda vyer aldi§i goézlendi

(Resim:14,15).

4.2.7. Dort giin siireyle 20 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu
' somatostatin hiicreleri
Bu deney grubuna ait sianlarin streptavidin-biotin-peroksidaz
yontemi ile boyanmis pilor. kesitleri 15tk mikroskobu ile incelendiginde;
somatostatin  hicre sayisi kontrol grubundan istatistiksel olarak farkls
bulunmadi (p>0.05), (Grafik:3),(Tablo:2). immun pozitf somatostatin
hdcrelerinin tum pilor mukozasindaki dagiliminda ve immunreaktif materyalin
hicre i¢i yerlesiminde kontrol grubuna gére bir farkihk gdézlenmedi.

Immunreaktivite bazal uzantilarda da gértildi (Resim:16,17).

4.2.8. Dért giin siireyle 100 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

somatostatin hiicreleri
Bu gruba ait deney hayvanlarinin pilor kesitleri morfometrik olarak

degerlendirildiginde somatostatin hiicre sayisi kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak farkli bulunmadi (p>0.05), (Grafik:3), (Tablo:2).
Immunohistokimya yéntemi ile boyanan kesitlerde somatostatin hicrelerine
pilor bezlerinin 1/3'l0k bazal kisminda daha fazla olmak Uzere Ust
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GRAFIK 3 : Kontrol ve omeprazol verilen siganlarda somatostatin hiicre sayisi

SOMATOSTATIN|
HUCRELERI 4 GUN 2 AY

KONTROL 5.16£2.79 | 5.00£2.32
*

20mg/kg 592+259 | 8.16+2.56

100mg/kg | 5.6622.25 | 6.2022.66

» OrtalamaztStandart sapma

Kontrol ve omeprazol verilen siganlarda somatostatin
TABLO 2: hucre sayilarinin morfometrik de@erleri
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kisimlarda nadiren rastlandi (Resim:18). Peptid igerigin genellikle bazolateral
bdlgede ve bazal uzantilarda mevcut oldugu saptandi. Ayrica immunreaktivite

siddetinde de kontrollere gore degisim gézlenmedi (Resim:19).

4.2.9. iki ay siireyle 20 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu

'somatostatin hiicreleri

Streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile boyanmis pilar kesitleri
1Stk mikroskobu ile incelendiginde pilor mukozasinda her géris alani bagina
dusen ortalama somatostatin hicre sayisinda kontrol grubuna ve iki ay
100mg/kg omeprazol verilen gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptandi (p<0.001),(Grafik:3), (Tablo:2). Somatostatin (+) hucrelerin pilor
mukozasindaki dagiiminda dider gruplara gbére bir farklilik gézlenmedi.
(Resim:20). Intraseliller peptid igeridin ise genellikie bazolateral bazen de
supranuklear  bodlgede ve bazal, uzantilarda mevcut oldugu gézlendi

(Resim:21).

4.2.10 Iki ay siireyle 100 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubu
somatostatin hiicreleri
Bu gruba ait si¢anlarin pilor mukozasinda her géris alani basina
dugen ortalama somatostatin hiicre sayisi kontrollere gére istatistiksel olarak
farkli bulunmadi (p >0.05), (Grafik:3) ,(Tablo:2). Immunohistokimya yontemi
uygulanan pilor kesitlerinde somatostatin hucreleri pilor bezlerinin dip
kisimlarinda daha yogun olmak Gzere tim mukozada daginik olarak gézlendi
(Resim 22). Peptid igeriin genellikle bazolateral bélgede  oldugu

saptandi (Resim:23).
4.3. In situ hibridizasyon bulgulan
4.3.1. Gastrin hiicreleri

Kontrol ve deney gruplarina ait sigan pilor kesitlerine
digoxigenin igaretli sigan gastrin probu kullanilarak uygulanan nonradyoaktif in
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situ hibridizasyon yontemi ile hazirlanan preparatiarda gastrin mRNA sinyalleri
gosterilebildi. Kontrol ve tum deney gruplari pilor kesitlerinde gastrin mRNA
sinyali iceren hucrelerin genellikle pilor bezlerin Ust kisimlarinda yer aldiklari
gbzlendi (Resim: 24-28). Gastrin mRNA sinyallerinin genellikle nukleus
cevresinde, tum sitoplazmada (Resim: 24,2529) bazen de hicrenin
bazolateral kisminda yerlegsmis oldugu goérildi (Resim:28). Tum deney
gruplanna ait ISH yontemi ile hazilanmis pilor kesitleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla gastrin mRNA sinyali iceren hucrelerin sayica degisiklik
gostermedikleri gozlendi.

Once in situ hibridizasyon sonra immunohistokimya uygulanan yani gift
boyama yapilan pilor kesitlerinde gastrin peptidi iceren hdcrelerin genellikle
pilor bezlerinin dip kisimlarinda yerlestigi, gastrin mRNA sinyali iceren
hacrelerin ise genellikle pilor bezlerinin Ust kisimlarinda yerlestigi gortldu
(Resim 30). Cift boyamada yer yer ayni gastrin hiicresinde hem mRNA
hem de peptid sinyali birlikte géruldi (Resim:31).Bazi hiicrelerde ise sadece
gastrin immunreaktivitesi saptanirken, diger bazt gastrin hdcrelerinde sadece

gastrin mRNA sinyalleri gézlendi (Resim:32).

4.3.2. Somatostatin hiicreleri

Kontrol ve deney gruplarina ait sigan pilor kesitlerine
digoxigenin isaretli sican somatostatin probu kullanilarak uygulanan
nonradyoaktif in situ hibridizasyon teknidi ile somatostatin mRNA sinyalieri
gosterilebildi. Kontrol ve deney gruplarina ait in situ hibridizasyon yontemi ile
hazirlanmig prepératlar incelendiginde somatostatin - mRNA sinyallerinin
genellikle pilor bezlerinin dip kisimlarinda yer aldigi gézlendi (Resim:33-36).
Somatostatin - mRNA'larinin  hucrenin  genellikle bazolateral bélgesinde
yerlestigi géraldu (Resim:37). Oméprazol uygulanan tum deney gruplarina ait
pilor kesitlerinde gerek doku gerekse intraselliler somatostatin mRNA

dagihiminda herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
Somatostatin mRNA ve peptid igeriginin ayni kesit Gzerinde
goérulebilmesi igin digoxigenin isaretli somatostatin probu kullanarak énce ISH
daha sonra IHK teknikleri uygulanarak yapilan ¢ift boyama sonucu



30

somatostatin mRNA ve peptid drtnlerinin farkhh hdcrelerde bulundugu
saptandi.. Somatostatin mRNA sinyali i¢eren hiicreler, somatostatin pozitif

peptid Urina igeren hiicrelere kiyasla daha fazla idi.(Resim:38,39).

4.4. Elektron mikroskobik bulgular

4.4.1. Gastrin hiicreleri

Kontrol grubuna ait immunogold yéntemi uygulanmig pilor
ince kesitleri elektron mikroskobunda incelendiginde gastrin hicreleri  altin
tanecikleri ile isaretlenmis olarak tesbit edildi. Immunreaktif gastrin htcreleri
farkli elektron yoduniukta ¢ok sayida salgi grandlG igerir sekilde goézlendi.
Salg! granulleri hiicrenin bazal ve lateral sitoplazma bélgelerinde yerlesmigti.
Apikal sitoplazmada ise salgi granull yoktu. Salgi grandlt icermeyen apikal
sitoplazma bélgesi organelden zengin olup degisik sekillerde uzamig, oval
mitokondriyonlar ve granllli endoplazmik retikulum sisternalan icermekteydi.
Salg! grandlleri elektron yogun, az elektron yogun, bog ve képiksu gérunimla
olmak Gzere dort farkli morfolojik gérintide idi. Tam salgi grandllerinin
etrafinda bir halo vardi. Genellikle elektron yogun merkez iceren salgi
granullerinin daha ¢ok sayida altin partikﬁlﬂ ile isaretlenmis oldugu
gortldu. Bos ve kdpuksi goérunimia salg: grandllerinin ise daha az veya hig
altin baglamadigi gézlendi. Gastrin hlcrelerinin nukleuslari buytk ve oldukga
duzgin konturlu idi. Bazt gastrin hdcreleri bir kutuplan ile bazal lamina diger
kutuplarin ile de bez limenine ulagmakta idi. Limene erigeh gastrin
hicrelerinin apikal ylzeyleri az sayida mikrovillus icermekteydi (Resim 40,41).

Dért gan sure ile 20mg/kg omeprazol verilen gruba ait gastrin
hucrelerinin genellikle bog géruntlye sahip grandllerden zengin oldugu ve bu
granullerin tek tek altin partiklGlG icerdigi gbzlendi. Az sayida olan elektron
yodun salg: grandllerinin merkezi kismina ise ¢ok sayida altin tanecigi
baglandidi gérildu. Yer yer kdpugumstu manzarada merkezi kisim igeren
grandllerinde yogun grantllere gére daha zayif immUnreaktivite gésterdikleri
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saptandi. Interseldler araliklarin kontrole kiyasla genislemis oldugu géralda

(Resim 42,43).

Dért gun sire ile 100mg/kg omeprazol verilen gruba ait ince kesitlerde
immunreaktif gastrin hlcrelerinin elektron yogun salgi granillerinden oldukca
zengin oldugu gézlendi. Nisbeten az sayida k&pidumsa manzarada salg:
granulleride mevcuttu. Bu gruba ait gastrin hlcrelerinin nukleuslari olduk¢a
duzgun simirh periferik olarak yerlegmis heterokromatin igerikli olarak gézlendi.
(Resim 44,45). Bu grupda oldukg¢a farkli morfolojiye sahip diger bir htcre
tipinde yer yer immunreaktif salgi grandlleri géruldt. Bu grandller tipik gastrin
hucrelerinden farkh olarak tek tip morfolojiye sahip olup, elektron yodun bir
merkez ve gevresini saran elektron gegirgen bir halodan olugmaktaydi. Bu
grantller oldukga gok sayida altin partiktli baglamakda olup grandl miktar
tipik gastrin hucrelerine kuyaslia ¢ok az sayida idi ve hicrenin bazal yuzeyine
bakan kisimda yogunlagmigti. Hicrenin apikal kutbunun limene yakin fakat
lumene ac¢iimadigi gozlendi. Oldukga dizgin sinirli periferal heterokromatin
iceren nukleusa sahipdi. Uzamig veya oval farkli gekillerde mitokondriyonlar

iceriyordu (Resim 46).

iki ay sdre ile 20mg/kg omeprazol verilen gruba ait ince kesitler
elektron mikroskopda incelendiginde immunreaktif gastrin hUcrelerinin
sitoplazmalarinda ¢ok sayida salgi grantli gézlendi. Salgi granullerinin
coguniugu képugumst manzarada merkezi kisim igeren tipde idi. Az sayida
elektron yogun sélgl granulid mevcut olup, kuvvetli immunreaktif olarak
gorilda. Képudumsa géruntide merkezi kisim igeren salgi grandlleri ise yine
tek tipde olmayip bir¢cok ara forr_'nlar iceren morfolojiye sahipdiler. Bu ara
formlardan nisbeten daha koyu merkezi kisma sahip olanlanin daha gok altin
bagladi§i, daha acik olanlarin ise ¢ok az sayida veya bazen de hi¢ altin
baglamadigt géruldad. Bu grubda gastrin hicre nukleuslar blytk ve yer yer
diizensiz sinirlara sahipdi. interseliler saha genislemisdi (Resim 47). Baz
pilor gastrin hicrelerinin bez limenine eristikleri ve bu hucrelerin apikal
yuzeylerinde kontrole kiyasla ¢cok sayida mikrovillus igerdikleri goéralda. Bu tip
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gastrin hucrelerinde hucrenin bazal lateral ve supranuklear sitoplazmalart
salgl grandlleri ile dolu olmakla beraber apikal membran altindaki oldukca
genis bir sitoplazma bélgesinin salg: graniil igermedidi dikkati ¢ekti. Yer yer
képugumsu tipde salgi grandllerinin lateral ve bazal plazma membraninda
ekzositozu goéruldd. Ayrica elektron yogun salgi granillerininde ekzositozu
veya plazma membranina bitisik yerlesti§di gézlendi. Bazi gastrin hicrelerinin
sadece bazal laminaya temas ettigi diger bazilarinin ise ne bazal lamina ne de
limenle temasda olmadidi dikkati ¢cekti (Resim 48).

iki ay sure ile 100mg/kg omeprazol verilen gruba ait ince kesitlerde
pilor bezlerinin dip kisimlarinda gastrin hdcrelerine siklikla rastlandi. Zaman
zaman Dbirbirine ¢ok yakin olarak yerlesmis iki veya U¢ gastrin hicresine
rastiandi. Immanreaktif gastrin hiicrelerinin morfolojilerinde yer yer farklitiklar
géraldu. Bazi hucreler cok miktarda bos, képudumsu ve nisbeten daha az
yodun salgi granult igerirken diger bazilan elektron yodun salgi grantilerinden

zengin olarak gézlendi (Resim 49-51).

4.4.2. Somatostatin hiicreleri

Somatostatin antikoru ile inkiibasyonu takiben immunogold yéntemi
uygulanan kontrol ve deney gruplarina ait pilor ince kesitleri elektron
mikroskop ile incelendiginde spesifik igaretlenme gézlenemedi. Somatostatin
hicrelerinin morfolojik kriterler ile diger endokrin hiicrelerden kesin olarak ayirt
edilmesi mimkin olmadiindan bu hucreler ile ilgili ultrastriktirel
deg@erlendirme yapilamadi. Farkh antiserum konsantrasyonlari denenmesine
ragmen higbir konsantrasyonda spesifik immin isaretlenme elde edilemedi

(Resim 52).
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Resim 1: Kontrol grubuna (4 gin) ait sigan pilor mukozasinda immunreaktif
gastrin hticreleri (1 ). Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya hematoksilen, X 200.
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Resim 2: Kontrol grubuna 7;(2 a§) ai’tﬂp’ilorA l:esiti éasiﬁn antiko—ruA kullanilarak
streptavidin-biotin peroksidaz yéntemi ile boyandi§inda, immunreaktif gastrin
hiicreleri pilor bezlerinin dip kisimlaninda daginik olarak gorilmekte ( T). X 400.
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Kontrol grubuna (2 ay) ait sigan pilor mukozasi. immunreaktif gastrin

hiicrelerinde gastrin hormonu hiicrelerin bazolateral bolgesinde gdzlenmekte (A ).

X 1000.

.
-

Resim 3

daha

-

Resim 4: Dért giin sdre ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan deney g}ubuna ait pilor

mukozasi. immun (+) gastrin hiicreleri ( T ) pilor bezlerinin dip kisimlarinda

yogun

olmakla birlikte tiim mukozada gériimekte. Streptavidin-biotin- peroksidaz, zit

boya hematoksilen. X 400.
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mukozasi. Gastrin immunreaktivitesi genellikle hlcrelerin hem bazolateral hem de
supranuklear kisminda yer almakta ( A ). Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya

IS o

L) s
LS WENE il

L
S
W . e 2

ek S T . '."’. 3".. ' e -Z'T%?r
Resim 6: Dort glin siire ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan deney grubuna ait pilor.
Tum mukozada gastrin { + ) hiicreler ( T ). Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya
hematoksilen. X 200.
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pilor mukozasi.

Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya

gan sare ile 100 mg/kg omeprazol verilen gruba ait
trin hicreleri (1)

: Dort

i immun (+) gas

im 7

Kuvvetl
hematoksilen. X 400.

Res

are ile 100 mg/kg omeprazol verilen gruba ait pilor mukozasi.

Dért gin s

Resim 8

. Streptavidin-biotin-

.

iyon veren hicreler ( T )

Cok sayida kuvvetli gastrin (+) reaks

peroksidaz. X 400.



Resim 9: Iki ay sire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait pilor mukozasinda
kuvvetli immun (+) gastrin hiicreleri ( 1 ) gdraimekte. Streptavidin-biotin-peroksidaz,
zit boya hematoksilen. X 400.

Resim 10: Iki ay siire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait pilor mukozas daha
biyik bayiltmede incelendiginde, gastrin immunreaktivitesi hicrelerin genellikle
bazolateral bolgesinde goriimekte (A). Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya
hematoksilen. X 1000 . :
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Resim 11: lki ay stre ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor
mukozasinda ¢ok sayida immun (+) gastrin hucresi ( T ). Streptavidin-biotin-

e i - L ; b T - s

Resim 12: Iki ay sdre ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait immunreaktif
gastrin hicrelerinde, peptid igerigin (A) genellikle bazolateral yerlesti§i goriilmekte.
Streptavidin-biotin-peroksidaz. X 1000.
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Resim 15: Kontrol grubuna (2 ay) ait pilor mukozasi. immunreaktif somatostatin
hucreleri ( — ). Streptavidin-biotin-peroksidaz. X 1000.

Resim 16: Dért gin stre ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait sigan pilor
mukozasinda somatostatin (+) hicreler ( — ). Streptavidin-biotin-peroksidaz. X 400.

s Lt e
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Resim 17: Dort gin sire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait sigan pilor
mukozasinda immun (+) somatostatin hicreleri ( 1 ). Streptavidin-biotin-peroksidaz.
X 1000. '

J N

| B
!

|

i

l

Resim 18: Dért gin sire ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor
mukozasinda immunreaktif somatostatin hicreleri (). Streptavidin-biotin-peroksidaz,
zit boya hematoksilen. X 1000.
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Resim 19: Dort gtin stre ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor
mukozasinda somatostatin (+) hacreler (—). Streptavidin-biotin-peroksidaz. X 400.
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Resim 20: Iki ay sire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor mukozasinda
immun (+) somatostatin hiicrelerin genellikle bez diplerinde yerlegtigi gériimekte ( T).
Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya hematoksilen. X 200.

o
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Resim 23: Iki ay sire ile 100 mgkg omeprazol uygulanan gruba ait pilor
mukozasinda, immunreaktif somatostatin hiicrelerinde peptid igerigin (1 geneliikle
bazolateral bdlgede yerlestidi goriilmekte. Streptavidin-biotin-peroksidaz, zit boya
hematoksilen. X 1000.

e

eslm 24: Kont;al rubuna ait sican pilor mukozasindan_ bir bdlim. Digoxigenin
igaretli gastrin probu kullanilan in situ hibridizasyon ydntemi ile, gastrin mRNA )
sinyali iceren hicrelerin pilor bezlerinin Gst kisimlarinda yerlegtigi goriiimekte. X 400.
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esim 25: Kontrol grubuna ait pilor mukozasi. In situ hibridizasyon yéntemi ile,
gastrin mRNA sinyallerinin (T) geneliikle nukleus gevresinde tim sitoplazmada
yerlestigi goérilmekte. X 1000.

Resim 26: iki ay sire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor mukozasinda
gastrin mRNA sinyali (—) gériimekte. In situ hibridizasyon. X 1000.
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Resim 27; Iki ay sire ile 100 mg/kg omeprazol verilen gruba ait pilor mukozasinda
gastrin mRNA sinyali (1). In situ hibridizasyon. X 1000.
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Resim 28: Dort gin sdre ile 100 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor
mukozasinda gastrin mRNA («) sinyalinin hicrenin bazolateral kisminda yerlesti§i
goriilimekte. in situ hibridizasyon. X 1000.
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Resim 29: Kontrol grubuna ait pilor mukozasi. Gastrin mRNA sinyallerinin nukleus
cevresinde (1), bazen de hiicrenin bazolateral kisminda yerlestigi gdrilmekte. In situ
hibridizasyon. X 1000.
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Resim 30: Dort giin stre ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor mukozasi.
Once in situ hibridizasyon, sonra immunohistokimya uygulanan ¢ift boyama ile gastrin
peptidi (T) iceren hiicrelerin, pilor bezlerinin genellikle dip kisimiannda yerlestigi,
gastrin mRNA (T1) sinyali iceren hicrelerin ise genellikle pilor bezlerinin daha st
kisimlannda yerlegti§i gorilmekte. X 400. :
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Resim 31: Dort giin sire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor mukozasi.
Cift boyama uygulanan kesitte in situ hibridizasyon ile gastrin mRNA sinyali (1),
immunohistokimya ile peptid sinyali (¢) birlikte gdriilmekte. X 1000.
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Resim 32: Dért gin siire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan gruba ait pilor mukozasi.
Cift boyamada bazi hicrelerde sadece gastrin immunreaktivitesi (), dider bazi
gastrin hiicrelerinde ise sadece gastrin mRNA sinyalleri (1) gériiimekte. X 1000.
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Resim 37: Kontrol grubuna ait pilor mukozasinda in situ hibridizasyon yontemi ile

somatostatin mRNA sinyallerinin (T) hicrenin genellikle bazolateral bélgesinde
yerlestigi goriimekte. X 1000.
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Resim 38: Kontrol grubuna ait pilor mukozasinda ¢ift boyama yani dnce uygulanan
in situ hibridizasyon ile somatostatin mRNA sinyalleri (1), daha sonra uygulanan
immunohistokimya ile somatostatin peptid Grini (—) gériilmekte. X 400.
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Resim 39: Kontrol grubuna ait pilor mukozasinda ¢ift boyama yani énce in situ
hibridizasyon, daha sonra immunohistokimya uygulamasi ile somatostatin mRNA (1)
ve peptid Grind (A) farkh hlcrelerde goriimekte. X 1000.
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Resim 40: Kontrol grubuna ait pilor mukozasi gastrin hiicresi. Gastrin igin protein A
gold teknidi ile igaretlenmig, immunreaktif gastrin grandlleri (<-). X 11800.
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Resim 41: Kontrol grubuna ait gastrin hiicresi. Hiicrenin bazal ve lateral sitoplazma
bolgelerinde farkli elektron yogunlukta salgi granilleri (T). Apikal sitoplazmada salg:
granlll mevcut olmayip, mitokondriyonlar (A) ve grandlli endoplazmik retikulum
sisternalan (T1) goriimekte. Protein A gold. X 9500.
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Resim 42: Dort giin sire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait immun (+) gastrin
hdcresinin genellikle bog gorinimiu grandllerden () zengin oldugu gériimekte

Resim 43: Dért giin sire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait gastrin hlicresinde
bog gorinimll grandllerde tek tek altin badlandig: (¢), oysa elektron yogun salgi

grandllerin (1) merkezi kisminda daha gok altin baglandigi gérilmekte. X 28000.
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Resim 46: Dort gan sire ile 100 mg/kg omeprazol verilen grupda farkh morfolojiye

sahip olan hiicrede yer yer immunraktif salgi granilleri (1) goriimekte. Protein A gold.
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Resim 47: Iki ay sire ile 20 .

mg/kg omeprazol verilen gruba ait immunréakt}:f gastrin
hiicresinde koplksi gérinamla merkezi kisim iceren salgi grandilleri () ile elektron
yogun salg: grandilleri (<) goriimekte. X 9500.
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Resim 48: iki ay siire ile 20 mg/kg omeprazol verilen gruba ait gastrin hiicresinde
képugumsi tipde salgi gandllerinin lateral plazma membraninda ekzositozu
gorilmekte (»). Interselliler sahada genigleme (). X 13400.
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Resim 49: |ki ay sire ile 100 mg/kg omeprazol verilen grubda zaman zaman birbirine
¢ok yakin yerlegmis bulunan birden fazla gastrin hiicresi goriilmekte. X 9500.



Resim 50: | astrin
hicresinin godunlukla bog, kdpugimsu salgi grandilleri dikkati ¢ekmekte («<). Protein
A gold. X 28000.
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Resim 51: iki ay sire ile 100 mg/kg omeprazol verilen gruba ait immunreaktif gastrin
hcresinin daha gok elektron yogdun salgi graniil (T icerdigi gérilmekte. Protein A
‘gold. X 40000.
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Resim 52: Dort glin sdire ile 20 mg/kg omeprazol uygulanan sigan pilor mukozasinda
somatostatin hicresine benzer goérindmili endokrin hicre. Spesifik immun
isaretlenme gbzlenmedi. Protein A gold. X 15800.
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5. TARTISMA

Mide asid sekresyonu inhibisyonunun sigan pilor mukozasi gastrin ve
somatostatin hicreleri Gzerine etkisi radioimmunoassay , nonradyoaktif in situ
hibridizasyon ve immunohistokimyasal yéntemlerle incelendi.

Mide limenindeki asid ortamin gastrin salinmasini inhibe ederken,
somatostatin Uzerinde uyarici bir etkiye sahip oldugu ileri strtlmektedir
(1,120,126,149). H" K'-ATPaz blokaji ile asid sekresyonun inhibisyonu, domuz
ve insan mide mukozasindan izole edilmis H' K'-ATPaz enziminin in vitro
sartlarda omeprazol ile inhibisyonu gézlemlerine dayanmaktadir (39). Cesitli
tarlerde asid sekresyonu uzerine omeprazolﬁn inhibitér etkisinin ginde bir
kere alinan yuksek dozla arttiyi ve dért gunden sonra arttigin durdugu
bildirilmigtir. Keza képeklere iki ay sireyle ginde bir kez omeprazol verilmesi
ile birka¢ gun iginde inhibitor etkinin artti§i acida cikaritmistir (23). Cesitli
canlilarda, gunltk 20 mg omeprazol dozu 24 saatin (zerinde  asid
sekresyonunun baskilanmasi igin gereklidir (87). Siganda baslangi¢ olarak
asidsekresyonun maksimum inhibisyonunu olusturan omeprazolin tek dozunu
takiben antisekretuvar etkisinin yaklasik iki gan strdtuga bildirilmistir (142).

Allen ve arkadaslan (1), yiksek doz omeprazol ile plazma gastrin
konsantrasyonunun alti kattan daha fazla yikseldigini belirtmektedirler. Gesitli
aragtincilar, omeprazol tedavisi ile serum gastrin seviyesinde 6nemli bir artig
meydana geldigini saptamiglardir (36,40,67,72,107). Bu c¢alismada da
omeprazol verilen tim deney gruplarinda serum gastrin seviyeleri kontrollere
gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gdsterdi. Serum gastrin
konsantrasyonlarindaki artis, IHK ile tayin edilen gastrin hiicrelerindeki belirgin
ariga eslik etmistir. Lind ve arkadaglan (87) ¢aligmalarinda, omeprazol
tedavisi esnasinda plazma gastrin konsantrasyonundaki artisin omeprazolin
etkisinden ziyade baskilanmig mide i¢i asidite ile ilgili oldugunu belirtmislerdir.

Sigan pilor bélgesinde gastrin ve somatostatin arasinda resiprokal
iligki oldugu bildirilmigtir (1,73). Uzun sure omeprazol uygulanan hayvanlarn
pitor endokrin hicre populasyonlarinda énemli degisiklikler oldugu yani D
hlcre sayisinin azalmast ile birlikte G hiicre sayisinda artig ve sonug olarak
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G/D oraninda belirgin bir artis meydana geldigi belirtilmistir (1,73,94,135). Bu
calismada ise, G hicre sayisinda artis gdzlenmesine ragmen, D hucre
sayisinda azalma goézlenmemistir. Ayni sekilde insanda da G/D hucre
oraninda bu dizeyde bir degisiklik bildirilmemistir (8,67).

Antrektomi, vagotomi gibi asidi azaltan operasyonlar veya omeprazol,
ranitidin gibi asidi inhibe eden ilaglarin mide igeriginin kronik nétralizasyonuna,
artmig gastrin icerigi ve G hucre hiperplazisi ile birlikte hipergastrinemiye yol
actigr bildirilmistir (27,28,94,134). Hipergastrineminin intragastrik pH ve antral
gastrin hiucre aktivitesi arasindaki negatif feedback’den olustuguna
inaniimaktadir. 20 mg/kg/gin ve 100 mg/kg/gin omeprazol uygulanan
gruplarda serum gastrin seviyesinde ve pilor gastrin iceriginde doza bagh
olarak bulunan artislar daha 6énceki arastiricilarta uyum halindedir.

Kontrol grubuna ait streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile boyanmisg
pilor kesitleri, 20mg/kg (grup2) ve 100mg/kg (grup 3) omeprazol verilen
preparatlar ile karsilastirnildiginda, kontrol grubunda gastrin hucrelerin daha
zayif immanreaktiviteye sahip olduklan ve immunreaktif materyalin genellikie
bé}‘zolateralde bulundu@u, deneylilerde ise immin boyanma yogunlugunda
artigla birlikte immunreaktif materyalin hicrenin hem bazolateral hem de
supranuklear kisminda yani tum sitoplazmada dagildi§t gézlendi. Allen ve
arkadaslari (1), on hafta stre ile 400 umol/kg omeprazol verilen siganlarda
gastrin hlcre sayisinda artisin yanisira, immunreaktif hicrelerin boyanma
yoguniugunda da artigdan s6z etmislerdir. Creutzfeldt ve arkadaslarn (28),
guanlik 40-60 mg/kg omeprazol alan hastalarin iki yillik tedavi stresinden
sonra tedavi éncesine gére, pilor gastrin hicrelerinin sayisinda ve boyanma
yogunlugunda bir degisiklik olmadigini bildirmiglerdir. Cadiot ve arkadaslari
(21) ise, *H-timidinle isaretlenmis gastrin hucre sayisinda gérdikleri artisin,
omeprazol alinmasiyla gastrin hucre Uretiminin uyariimasindan dolayi
olmadi§ini, muhtemelen gastrin hicrelerin yagam surelerinin uzamig olacagini
One surmektedirler.

Gastrin mRNAsi hakkindaki calismalar son 6-7 yildir gelismistir. Bu
caligmalarnin gogunda molekuler hibridizasyon teknikleri, Nothern ve dot blot
gibi teknikler kullanll_mlgtlr (17,35,60,61,104,149). Walker ve arkadaslari (143),

L2
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*S isaretli cDNA prob ile parafine gémilmus insan pilor mukozasinda sinyal
alamadiklarini bildirmislerdir. Ayrica bairsak dokusunda radyoaktif problaria,
diJer arastiricilar tarafindan da bildirilen, nonspesifik isaretlemeden de soz
etmektedirler.

ISH ile direkt mRNA tayini, immunpozitif genﬂrﬂnﬂ yoklugunda, aktif gen
transkripsiyonunu géstermede olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla, ¢aligmada
kullanilan nonradyoaktif ISH teknigi mide dokusu optimizasyonu igin modifiye
edilerek kullanildi. Farkli nonradyoaktif ISH yontemleri ile gastrin mRNA larinin
dokuda lokalizasyonunu gésteren birkag calisma vardir (30,80,81,152). Bu
calismada ise, ilk defa olarak parafine gémilmis pilor dokusunda gastrin
mRNA’lari digoxigenin isaretli prob kullanilarak gésterildi. Sican gastrin mRNA
dizisinin agiklanmasi (44), transkripsiyonel seviyede gastrin sentezinin
duzenlenmesi hakkindaki calismalart kolaylastirmigtir. Hucrelerdeki mRNA
konsantrasyonlari hem sentez hizi hem de yikilma hizi ile tayin edilmesine
ragmen, total spesifik mRNA konsantrasyonlari sentez hizini ifade etmektedir.
Peptid sentezi uyaranlarinin, artan transkripsiyon ile birlikte hacresel mRNA
olusumunu artirdiyi ve mRNA yikiminda ise degisiklige neden olmadigi
bildirilmistir (149). Polizom yapisinin korunmasi ile gastrin mRNA'si stabilizedir.
Bazi vakalarda hucresel mRNA'da hizli amé mRNA stabilitesi ile saglanmaktadir.
Omeprazol tedavisine cevaben “nuklear run-off “sonuglari artan gen
transkripsiyonu ile gastrin mRNA Uretiminin arttigim géstermistir (149).

Brand ve Stone (17), Wu ve arkadaslar (149), gastrin sentezindeki artigin
yanisira somatostatin sentezindeki azaligin, dokudaki mRNA konsantrasyonlarina
da yansidigini bildirmiglerdir. Omeprazol ile meydana gelen aklorhidrinin
duodenal gastrin mRNA seviyelerini etkilemeksizin, pilor gastrin gen ekspresyon
artigini uyardi§i belirtiimistir (17). Wu ve arkadaslan (149), dort gin sdreyle
omeprazol verilen siganlarda gastrin mRNA artisini bildirmektedirler. TUum deney
gruplarina ait ISH yéntemi ile hazirlanmig pilor kesitleri incelendiginde, kontrol
grubuna kiyasla gastrin mRNA sinyali igeren hucrelerin sayica degigiklik
gostermedikleri géruldi. ISH yéntemi ile, sigan gastrin mRNA sinyallerinin
genelliklé tum sitoplazmada bazen de bazolateralde yerlegmis olduklan gézlendi.
Buna zit olarak Larsson ve Hougaard (80) ise, insan gastrin mRNA'larinin

genellikle supranuklear yerlegim gésterdiklerini bildirmiglerdir.



Cesitli arastiricilar elektron mikroskobunda, gastrin htcrelerinin - elektron
yogun merkez igeren salgi graniilerinin olgunlagsmamis grandiler oldugunu ve her
gastrin hicresinde gastrin 34’'Gn proteolitik olarak gastrin-17'ye aynldigi
hipotezini ileri sUrmuslerdir (43,45,139). Cift immunogold isaretleme ile elektron
yodun merkez igeren salgi grandllerinin sadece gastrin-34 immunreaktivitesi
gosterdigi  bildirilmistir (139). Bu calismada 6zellikle G-17 igin spesifik olan
gastrin antikoru kullanildi- ve genellikle elektron yodun merkez igeren salg!
grandllerinin daha ¢ok sayida altin partikulii ile isaretlenmis oldugu gérulda. Bog
ve képuksi gérinimii salgl grandllerinin ise daha az altin bagladi§i veya hi¢
altn baglamadigi gézlendi. Tum kontrol ve deney grubuna ait gastrin
hucrelerinde farkhi morfolojiye sahip elektron yodun, az elektron yogun, bog ve
képuksi gorinimlu salgi grandlleri meveuttu. immunogold yéntemi uygulanan
deney gruplarinda gastrin hicreleri kontrollere kiyasla gastrin sentez ve

sekresyonunun arttigini destekleyen ultrastriktarel dzelliklere sahipdi.

Somatostatinin gesitli dokularda gastrin dahil gok sayida regulatér peptidin
salinmasini ayarlamada roli oldudu belirtilmisdir (14,38,106). Somatostatinin
mide asid sekresyonunun kontrolinde rol oynadi§i bildirilmigtir (14,86,122,130).
Morfolojik calismalar somatostatin hacrelerinin hem pilor gastrin hicreleri hem de
fundus parietal hicreleri ile yakin iliskide oldugunu géstermistir (3,77,98). Pilor D
hucrelerinin G hiicrelerine dodru uzanan sitoplazmik uzantilara sahip oldugu ve
bu sekilde somatostatinin inhibe edici etkisinin parakrin yoldan gergeklestigini
ileri stren gahgmalar mevcuttur (3,66,77,79). Somatostatin hdcrelerinin, hem
direkt olarak parietal hiicre ile hem de indirekt olarak gastrin hicrelerinden
gastrin salinmasi ile asid sekresyonunu kontrol ettigi 6ne surGimektedir
(17,105,119). Bu calismada gastrin hicrelerinin diger endokrin hcrelerle
parakrin yakinlagsmast izlenmedi.

in vivo ve in vitro cesitli modellerde, somatostatinin gastrin salinmasini
inhibe ettigi bildiriimigtir (14,61,119). Brand ve Stone (17), somatostatinin pilor
gastrin gen ekspresyonunu dizenledidinin bulgusu olarak; ekzojen somatostatin
verilmesinin omeprazol ile olusan gastrin mRNA sentez uyarisint énledigini
gostermislerdir. Kaltir ortamina somatostatin antikorlar katilmasi ile pilor
somatostatininin  immunondtralizasyonuna  cevap olarak gastrin mMRNA
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seviyesinde 6nemli artig meydana geldigi, ayrica peptid salinmasinin da arttid
bildirilmistir (60). Kisa sureli omeprazol tedavisi, somatostatin aktivitesini
etkilemeden 6nce gastrin hiicre aktivitesinde degisiklik olustugunu gostermistir.
Bulgularimiza parale! olarak Koop ve arkadaslan (64), yedi gun omeprazol
tedavisinin, uyariimis somatostatin salinmasinda bir azalma olmaksizin artmisg
gastrin salinmastni  bildirmiglerdir. 20 mg/kg iki ay sure ile omeprazol verilen
sicanlarda, somatostatin hiicre sayist kontrollere gére artmigti. Oysa diger
gruplardaki bulgularimiz, aklorhidrinin somatostatin htcrelerinin  sentez ve
salinmasinda énemli degisiklik olusturmadi§ini géstermektedir. On hafta sure ile
omeprazol verilen perfize sican midesinde somatostatin salinmasinin azaldigi
bildirilmistir (37). Pilor gastrin hicre aktivitesindeki artigin azalmig somatostatin
konsantrasyonu veya salinmasi ile ilgili olmadiini bildiren ¢alismalar da vardir
(63,72).

Omeprazolun disik dozlarinin, somatostatin ve gastrin
konsantrasyonlarinda 6nemli degisiklik olusturmadi@i ileri striimektedir. Allen ve
arkadaslari (1), dustk doz omeprazol tedavisiylesiganlarda  somatostatin
iceriginde degisiklik olmadi§ini belirtmislerdir. Ayrica Creutzfeldt ve arkadaslan
(27), gunde iki kez 40 umol/kg iki ay sure ile omeprazol verilen siganlarin korpus
mukozasindaki somatostatin htcrelerin sayisinda kontrollere gére bir artig
oldugunu bildirmislerdir. insanlarda vagatomi ve piloriplasti gastrinde kagtk fakat
dnemli artis meydana getirirken, somatostatin gen ekspresyonunda degisiklik
meydana getirmedigi bildirilmigtir (149). Duodenal ve gastrik Glserli hastalarda D
hiicre sayisi, kontrol hastalarla ayni bulunmustur. Bu c¢alismalar somatostatin
hicrelerin sayisinda énemli degigiklik olmadigini bildiren bulgularimiza paralellik
gOstermektedir (50,69).

in vivo calismalar, midede somatostatin gen ekspresyonunun pH ve 6zel
besinler iceren lumen igi faktérlerle duzenlendigini gostermektedir. Limen igi
asidin somatostatinin lokal salinmasini uyardidi kavrami, perfize edilmisg mide ile
ilgili caligmalarla desteklenmektedir (7). Midede D hucrelerinden salinan
somatostatinin dtguk intragastrik pH varlidinda arttiini gésteren deneyler vardir
(7,126,138). Dusuk intragastrik pH sadece somatostatin sekresyonunu uyarmaz,

ayni zamanda D hucre b(yUmesini de uyarir. 160-400 umol /kg yani yuksek doz
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omeprazol uygulanan siganlarda pilor G hicreleri sayisinin énemli derecede
artti§r  aksine pilor D hacre sayisinin azaldi§i bildirilmistir (1,9). Larsson ve
arkadaslari (72), on hafta streyle yiksek doz 400 pmol/kg omeprazol ve 350
umol/kg ranitidin verilen siganfarda, kontrollere gére somatostatin  hucre
sayisinda bir fark olmadigini bildirmektedirler. Bu calismada ytksek doz ve uzun
sUre omeprazol uygulanan gruptaki somatostatin hicre sayisi kontrollere gore
farkl bulunmadi. Bu somatostatin hicrelerinin  farkli plazma gastrin
konsantrasyonlarindan etkilenmedigini gdésterir.

Bu calismada parafine gémulmis mide dokusuna ait kesitler igin, daha
énceleri bildirilen nonradyoaktif in situ teknigini modifiye ederek kullandik. i1k defa
olarak parafine gémulmus pilor dokusunda digoxigenin isaretli prob kullanarak,
somatostatin mRNA’larini gésterdik. Omeprazol uygulanan tim deney gruplarina
ait pilor kesitlerinde gerek doku gerekse intraselliler somatostatin mMRNA
dagihiminda belirgin bir degisiklik gézlenmedi. Wu ve arkadaslan (150), dort gun
sure ile omeprazol verilen siganlarda slot blot analiz yontemi ile somatostatin
mRNA seviyesinde énemli bir azalma oldudunu bildirmiglerdir. Ayrica ¢ift boyama
uygulanan kesitlerde somatostatin mRNA ve peptid GrinU ayni hicrede
saptanamadi. Somatostatin - mMRNA  sinyalleri genellikle D hcrelerinin
bazolateral bdlgelerinde gériuldi. Kuvvetli immunreaktif — materyalde keza
bazolateral bélgede yer aldifindan ISH icin kullanilan BCIP-NBT (substrat-
kromojen) reaksiyonu, IHK igin kullanilan AEC kromojenin renk reaksiyonunu
maskelemis olabileceginden her iki sinyali ayni hiicrede gérememis olabiliriz.

Bu caligmada digoxigenin ile isaretli problarla nonradyoaktif in situ
hibridizasyon yontemi, radyoaktif in situ hibridizasyona alternatif olarak kullanildi.
Cunkt radyoaktif ISH  tekniinde uzun poz zamanina, yari émrd sinirh
radyoizotoplara, izotop laboratuvarina ve glvenlik nlemlerine ihtiyag vardir.
Ayrica gumus granuller genellikle daginik olup tam hedef Gzerinde bulunmazliar.
Bunun aksine nonradyoaktif ISH'dan kisa bir zaman sonra hibridizasyon sinyali
genellikle direkt olarak hedef yerin Gzerinde bulunur. Problar birkag yil
saklanabilir. Ayrica kullanilan digoxigenin sisteminde, digoxigenin sadece
bitkilerin yaprak ve gigeklerinin dodal kaynagidir. Bu nedenle biyolojik materyalde
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antidigoxigenin antikor baglanmasi meydana gelmez. Yani dokuda endojen
olarak bulunmayan bir steroid olan digoxigenin yanlis pozitif sinyale yol agmaz.

Nonradyoaktif ISH protokolunda genellikle tim dokular i¢in kullanilan ve
kit icersinde bulunan proteinaz K prehibridizasyon asamasinda gesitli
konsantrasyonlarda ( 1-10ug/ml ) ve gesitli surelerde (10 dakika-1saat) denendi
ve yodun spesifik olmayan zemin boyanmasi (background) gérulda. Fakat pepsin
kullanimi ile proteinaz K ya gére daha dusuk background elde edildi. Bu nedenle
nonradyoaktif ISH ile mide calismalarinda proteinaz K yerine pepsin tercih
edilmelidir. Ayrica prehibridizasyon asamasinda HClI muamelesi ve
prehibridizasyon tamponuna levamisol eklenmesi endojen alkali fosfatazi inhibe
ettijinden backgroundun dusardimesine yardimei oldu. Somatostatin ve gastrin
icin cesitli prob konsantrasyonlari uygulandi. Genelde 6nerilen optimum prob
konsantrasyonu olan 200ng/ml den baslayarak 600ng/mg ye kadar denendi.
Optimum somatostatin prob konsantrasyonu 400ng/ml, gastrin iginse 600ng/ml
bulundu.

) Sonug olarak, digoxigenin isaretli prob kullanarak uygulanan nonradyoaktif
ISH yéntemi, prehibridizasyon asamasinda background énleyici sollsyoniarin
ilavesi, 6zellikle proteinaz K yerine pepsin kullaniimasi, prehibridizasyon
tamponuna levamisol eklenmesi, hibridizasyondan sonra uzun yikama agamalari
ve ¢ok dusik dilisyonda antidigoxigenin antikoru kullaniimast ile gelistirildi ve
somatostatin, gastrin mRNA lari basarili bir sekilde gésterilebildi.

Bu teknidin dokuda mRNA igeriginin lokalizasyonunu basit ve hizli olarak
sadladii ve cesitli endokrin hastaliklarin arastinimasinda deger tagiyacag!
kanisina varildi.

Ayrica in situ hibridizasyon ve immunohistokimya yéntemlerinin ardarda
uygulanmasi ile ayni doku kesidinde mRNA ve protein dagilimini kargilastima
imkani ortaya ¢cikmigtir.

Omeprazol ile mide asid inhibisyonunun, sigan pilor mukozasinin G hucre
sayisinda kontrole gére belirgin bir artisa neden oldugu, D htcre sayisinda ise
énemli bir degisiklik olusturmadi§i saptandi.

Bu bulgularimiz aklorhidri ortaminda gastrin ve somatostatinin resiprokal

olarak duizenlendidi hipotezini desteklememistir.
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6. OZET

Gastrin ve somatostatin gastrointestinal kanalda &nemli rolleri olan iki
gucla regulatér peptiddir. Mide somatostatin ve gastrin hicreleri Gzerine mide
asidinin etkisini gosteren cesitli ¢alismalar arasinda tam bir fikir birligi
bulunmamaktadir. Bu nedenle c¢alismada omeprazol ile asid sekresyonu
inhibe edilen siganlarin pilor mukozasinda, gastrin ve somatostatin
hiicrelerinde meydana gelen degisiklikler; RIA ile serum gastrin seviyesi,
nonradyoaktif in situ hibridizasyon ile mRNA, immunohistokimya ve
ultrastrikttrel immanositokimya ile peptid dlizeyinde arastiriimasi amaglandi.

Sprague-Dawley tipi 200-250 g adirlitginda,48 adet, disi sigan kullanildt.
Deney hayvanlan (g gruba ayrildi. 1. grup: kontrol grubu olarak iki alt grup
halinde dizenlendi (16 hayvan). 2. grup: 20mg/kg/gin omeprazol verilen
si¢anlar uygulama surelerine bagl olarak iki alt gruba aynildi (16 hayvan). Dért
gln sure ile omeprazol uygulanan grup (8 hayvan) ve iki ay sure ile omeprazol
uygulanan grup (8hayvan). 3. grup: 100mg/kg/gin omeprazol verilen sicanlar
iki farkh sare igin iki ait gmba aynildi (16 hayvan). Dért gun sire ile omeprazol
uygulanan (8hayvan) ve iki ay sure ile omeprazol uygulanan grup (8hayvan).
Deney sureleri sonunda tim sigcanlardan, eter anestezisi altinda iken gastrin
6lecima icin kan 6rnekleri alindi ve mide pilor bélgeleri gikarildi. Doku dmekleri
paraformaldehitde fikse edilip, parafine gémuidu.

Omeprazol verilen tum deney gruplarinda serum gastrin seviyeleri
kontrollere gére istatistiksel olarak anlamli bir artig gésterdi (Kontrol <20mg/kg
<100mg/kg). Omeprazol verilen gruplara ait pilor mukozasi immunreaktif
gastrin hicre sayisinda ve immunreaksiyon siddetinde kontrollere gére artis
saptandi. Bu artig 20mg/kg dért gin omeprazol verilen grupta istatistiksel
olarak anlamli olmayip diger tim gruplarda ise ileri dizeyde ( p<0.001) anlaml
idi. Kontrol grubuna ait preparatlarda immunreaktif gastrin hacreleri pilor
bezlerinin dip kisimlarinda dadinik olarak tek tek yerlegmiglerdi. Deney
gruplarinda ise immun pozitif gastrin hicreleri pilor bezlerinin dip kisimlarinda
daha yodun olmakla birlikte tim mukozada dadinik olarak gézlendi. in situ
hibridizasyon ydntemi ile hazirlanmig pilor parafin kesitlerinde digoxigenin
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isaretli sican gastrin probu kullanilarak gastrin mRNA sinyalleri gosterildi.
Kontrol ve tim deney gruplari pilor kesitlerinde gastrin mRNA sinyali igeren
hicrelerin genellikle pilor bezlerin st kisimlarinda yer aldiklari gdzlendi.
Gastrin mRNA sinyalleri genellikle hiicrenin tim sitoplazmasinda bazen de
bazolateral kisminda yerlesmisdi. immunogold yontemi uygulanan deney
gruplarinda gastrin hucreleri, kontrollere kiyasla gastrin sentez ve
sekresyonunun arttigini destekleyen ultrastriktirel ézelliklere sahip olarak
gozlendi.

immunreaktif somatostatin hiicre sayisinda kisa sureli uygulamada
kullaniimis olan farkh doz gruplarinda ve iki ay sure ile 100mg/kg omeprazol
verilen deney grubunda kontrole Kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05). Deney gruplari iginde sadece 20mg/kg iki ay omeprazol
verilen grupda somatostatin immun pozitif hicre sayisinda artig gozlendi
(p<0.001). immun pozitif somatostatin hicrelerine pilor bezlerinin 1/3 luk bazal
kisminda daha fazla olmak (zere Ust kisimlarda tek tek rastland.
immunreaktif materyalin somatostatin hacrelerin  genellikie bazolateral
boélgesinde ve bazal uzantilarda yer aldiyi goézlendi. Digoxigenin igaretli
somatostatin probu kullanilarak pilor parafin kesitlerinde ilk defa olarak
somatostatin mRNA sinyali tesbit edildi. Somatostatin mRNA sinyalleri iceren
hucrelerin genellikle pilor bezlerin dip kisimlarinda yer aldigi  gozlendi.
Somatostatin mRNA sinyalleri genellikle hicrelerin bazolateral bélgesinde
gorildd. Omeprazol verilen sicanlarin  somatostatin  mMRNA ve peptid
dagiliminda kontrollere gére énemii bir fark bulunmadi.

Sonug¢ olarak digoxigenin isaretli prob kullanarak uygulanan
nonradyoaktif in situ hibridizasyon yéntemi, mide mukozasinda basit ve hizli
olarak her iki mRNA igeridinin lokalizasyonunu gostermeyi saglamistir.
Omeprazol ile mide asid inhibisyonunun, sigan pilor mukozasinin G hucre
sayisinda kontrole gére belirgin bir artisa neden oldugu, D hdcre sayisinda ise
énemli bir degigiklik olugturrhadlgl saptandi. Bu bulgular ile aklorhidri
ortaminda, gastrin ve somatostatinin  resiprokal  olarak etkilenmedigi

sonucuna varildi.
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7. SUMMARY

Gastrin and somatostatin are two potent regulatory peptides having
important roles in gastrointestinal tract. There isn't a common thought on the
effect of gastric acid on gastrin and somatostatin cells in stomach among
various studies. For this reason, in the study it was aimed to investigate the
alterations in gastrin and somatostatin cells of rat pyloric mucosa which has
an omeprazole-inhibited acid secretion; by determination of serum gastrin
level with RIA, by nonradioactive in situ hybridization at mRNA level and by
immunohistochemistry and ultrastructural immunocytochemistry at peptide
level.

48 female Sprague-Dawley rats weighing 200-250 g were used.
Experimental animals were divided into 3 groups. 1. group : it was designed as
control group under two subgroups (16 rats). 2. group : rats treated with
20mg/kg/day omeprazole were divided into two subgroups due to the
administration periods (16 rats); omeprazole treated groups for a period of four
days (8rats) and for a period of two months (8 rats). 3. group : rats treated with
100mg/kg/day omeprazole were divided into two subgroups for two different
treatment periods (16 rats), groups treated with omeprazole for four days
( 8 rats) and for two months (8 rats). At the end of the experimental period,
blood samples were taken from rats under ether anesthesia for gastrin
measurement and pylor of the stomach were dissected. Tissue samples were
fixed in paraformaldehyde and embedded in paraffin.

Serum gastrin levels in all groups treated with omeprazole showed a
statistically significant increase compared to controls ( controls <20mg/kg <
100mg/kg). An increase in the number of immunoreactive gastrin cells in
pyloric mucosa and an enhancement in intensity of immunoreaction were
determined in omeprazole treated groups. While this increase wasn't
statistically significant in 20mg/kg for four days treated group, it was highly
significant (p<0.001) in all the other groups. Immunoreactive gastrin cells of
control group were scattered one by one at the base of pyloric glands. On the
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other hand immunopositive gastrin cells were scattered all through the mucosa
particularly at the base of pyloric glands in experimental group. Gastrin mRNA
signals in pyloric paraffin sections were visualized by in situ hybridization
using digoxigenin labelled rat gastrin probe. Cells containing gastrin mRNA
signal were observed to locate in the upper regions of pyloric glands in pyloric
sections of control and all experimental groups. Gastrin mRNA signals were
generally localized in the whole cytoplasm but sometimes they were in the
basolateral region. Gastrin cells were observed to have ultrastructural
properties supporting the increase in gastrin synthesis and secretion compared
to controls.

A statistically significant difference in immunoreactive somatostatin cell
number couldn't be found in the different dosage groups treated for short
periods and treated with 100mg/kg omeprazole for two months when
compared to controls (p>0.05). There was an increase in somatostatin
immunopositive cell number only in for two months 20mg/kg omeprazole
treated group(p<0.001). Immunopositive somatostatin cells were found in the
upper regions particularly more in the 1/3 basal region of pyloric glands.
Immunoreactive materials were observed to localize generally in basolateral
regions and basal process of somatostatin cells. Somatostatin mRNA signals
were determined in paraffin sections from pylor for the first time by using
digoxigenin labelled somatostatin probe. Cells containing somatostatin mRNA
signals were found generally in the base parts of the pyloric glands.
Somatostatin mRNA signals were often observed in basolateral regions of the
cells. There wasn't a marked difference in somatostatin mRNA and distribution
of peptide in omeprazole treated rats compared to controls.

As a conclusion, nonradioactive in situ hybridization method performed
by digoxigenin labelled probe, has allowed showing both mRNA contents in
gastric mucosa easily and rapidly. Gastric acid inhibition by omeprazole was
determined to cause a marked increase in G cell number compared to control
and not to result in a significant change in D cell number. These findings
suggest that gastrin and somatostatin aren’'t affected resiprocally in

achlorhydric conditions.
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