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1.0ZET

Bu calismada, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri olan genisteinin deneysel
kronik pankreatit (KP) modelinde koruyucu roliinii arastirdik.

Agirliklart 121 ile 256 gram arasinda degisen, 60 adet sekiz haftalik erkek Sprague-
Dawley cinsi rat randomize olarak dort esit gruba ayrildi. Kontrol grubu disindaki ratlara
calismanin basinda dibutyltin dichloride (DBTC) tek doz 7 mg/kg, kuyruk veninden
intravendz (IV) olarak yapildi. Plasebo grubuna deney siiresince (4 hafta) 0.5 ml serum
fizyolojik subkutan (SC) giinde bir kez uygulandi. Genistein koruyucu (GK) gruba ¢alisma
baslamadan bir giin 6nce ve tiim deney siiresince (4 hafta), genistein tedavi (GT) grubuna
dordiincti haftadan sonra 2 hafta siire ile 0.2 mg/kg/giin dozunda genistein SC olarak
uygulandi . {1k ii¢ gruptaki ratlar 4 hafta sonra, GT grubundaki ratlar 6 hafta sonra dekapite
edildi. Kan ornekleri ve pankreas dokular1 alindi. Dekapitasyondan bir giin 6nce idrar
ornekleri toplandi. Serumda glukoz, amilaz, lipaz, TNF-a ve TGF-, pankreas dokusunda
malondialdehid (MDA) ve idrarda hidroksiprolin (OH-prolin) diizeyleri olg¢iildii.
Histopatolojik olarak pankreasda fibrozis, inflamasyon ve nekroz degerlendirildi.

GT grubunda TGF-B, pankreas doku MDA, hidroksiprolin, lipaz degerlerlerini (p
hepsinde <0.05), GK grupta ise lipaz (p<0.05) degerini plasebo grubuna gore belirgin
olarak azalmis bulduk. Genistein, fibrozisi her iki grupta da plasebo grubuna gore belirgin
sekilde azaltt1 (p<0.05). Hig bir grupta nekroz saptanmadi. Lokosit infiltrasyonu minimaldi.

Genistein deneysel KP gelisimini hem direk antioksidan etkiyle, hem de oksidatif
hasara ikincil TGF- salinimimni azaltarak belirgin olarak Onlemekte, histopatolojik ve
biyokimyasal diizelme ile pankreatik fibrozisi azaltmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kronik pankreatit, oksidatif stres, pankreatik fibrozis, genistein



2.ABSTRACT

Preventive Role Of Genistein In Experimental Chronic Pancreatitis Model

In the present study, we evaluated preventive role of genistein, a phytoestrogen with
antiinflamatuar and antioxidant properties, in experimental chronic pancreatitis (CP) model.

Eight weeks old 60 Sprague-Dawley rats weighing between 121 and 256 grams were
randomly divided into four equal groups. At the beginning of the study, dibutyltin
dichloride (DBTC) was injected to the tail vein of the rats in the second, third, and fourth
groups. During the whole experiment 0.5 ml/day %0.9 NaCl was injected subcutaneously to
the group placebo. 0.2 mg/kg/day genistein was injected subcutaneously to group 3
(genistein prevention: GP) starting one day before study and during the whole experiment.
After the fourth weeks, genistein at 0.2 mg/kg/day was injected subcutaneously to the
fourth group (genistein treatment: GT) during two weeks. Rats in the first, second, and third
group were killed after four weeks. Rats in the fourth group were killed after sixth weeks.
Blood samples were collected and tissue samples were prepared. Urine samples were
collected one day before. Glucose, amylase, lipase, TNF-a, TGF-f, pancreas MDA and
urine OH-proline levels were measured. Fibrosis, inflammation and necrosis in the pancreas
examined histopathologically.

TGF-B, tissue MDA, Hydroxyproline and lipase (p<0.005 in all) levels were
significantly lower in GT group compared to the placebo group. In GP group, lipase
(p<0.05) levels were significantly lower compared to the placebo group.
Histopathologically, fibrosis in GP and GT groups were significantly lower than in the
placebo group. There was no necrosis and a minimal leukocyte infiltration in the DBTC

injected groups.



Genistein prevents experimental CP via either direct antioxidant action or decreasing
the levels of TGF-B related to the oxidative injury and attenuates the existing pancreatic
fibrosis by improving the biochemical and histopathological abnormalities.

Key words: Chronic pancreatitis, oxidative stress, pancreatic fibrosis, genistein



3.GIRIS

Kronik pankreatit (KP) ekzokrin ve endokrin pankreas dokusunun geri doniissiiz
yikimi, ilerleyici fibrozisi ve fonksiyon kaybi ile giden geri doniissiiz morfolojik
degisiklikler ile karakterize bir hastaliktir (1). KP’de agr1, sindirim ve emilim bozukluklari
onde gelen belirti ve komplikasyonlardir (2). Endokrin pankreas genellikle ge¢ donemde
etkilenmektedir ve azalmig insiilin salinimi sonucu diabetes mellitus (DM) ve
komplikasyonlar1 geligmektedir. Bunlarin yaninda KP’in diger énemli bir komplikasyonu
ise pankreatik kansere neden olmasidir (3).

Fibrozis KP’de en onemli morfolojik bulgudur. KP adacik hiicreleri ve asiner
hiicrelerin harabiyeti, pankreatik stellat hiicre (PSH) aktivasyonu ve bag dokusunun bu
hiicrelerin yerini doldurmasi ile karakterizedir. Artmis ekstraselliiler matriks (ESM)
depolanmasimin sonucunda fibrozis gelisir (4,5). PSH’in aktivasyonu sitokinlerin ve
ESM’in igeriklerini diizenler. Bu siirecte en dnemli sitokin transforming growth faktor
betadidir (6-8). PSH insan pankreasinda interlobiiler ve interasiner bolgelerde lokalizedir ve
miyofibroblast 6zellikleri gosterir. PSH’ler PDGF, TGF-f, IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi ¢esitli
sitokinler tarafindan stimiile edilir. PSH ESM proteinlerinin en 6nemli kaynagidir (9-11).

TGF-B1 bir pankreatik fibrozis aracist olarak olduk¢a dikkat ¢ekmistir. TGF-B’nin
ESM turnoveri ve sentezinde 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (12,13). Cerulein ile
indiiklenen pankreatitli ratlarda TGF-B1 ekspresyonundaki degisiklikler ile kollajen gen
ekspresyonundaki degisikliklerin paralel seyrettigi gozlenmistir (14). Normal pankreas
dokusunda az miktarda TGF-B1 eksprese edilirken, KP’li insanlarin fibrotik pankreas
alanlarinda TGF-B1 ekspresyonunun asir1 derecede arttig1 bulunmustur (15).

Pankreatik hastaliklarin nedeni olarak karaciger karma islevli oksidazlarin (MFO)

asirt aktivitesi de One siirlilmiistiir. Bu enzimler kanda tasinan zararli maddelerin
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detoksifikasyonuna yardimci olmakla birlikte, ortaya ¢ikan yan tirtinler oksidatif hasara yol
acabilirler. Sistemik dolasim veya safra yollarindan pankreatik kanala reflii yolu ile
pankreasin maruz kaldig1 bu oksidatif stres sonucu inflamasyon ve doku hasar1 olusur (16).
Asirt yaglh beslenme gibi durumlar veya alkol gibi indiikleyicilerin aliminda MFO’larin
aktivitesindeki artig ile oksidatif stres daha da agirlasir. Ratlarda kronik alkol alimi
gelistirildiginde, safrada, lipid peroksidasyon (LPO) {iriinii olan malondialdehid (MDA) ve
glutatyon seviyelerinin arttigi gozlenmistir (17). KP’li hastalarin safralarinda da LPO
tiriinleri, bakir oksidazlar ve serbest radikal konsantrasyonlarinda artis saptanmistir (18).
Okside iirlinler peroksidasyon yolu ile hiicrelerin lipid membranlarinda hasara yol agar.
Bunun sonucunda lizozomlar ve zimojen graniillerin frajilitesi artar. Bunu otosindirim, mast
hiicrelerinde degraniilasyon, platelet agregasyonu ve son olarak inflamatuar hasar izler (19).
Bazi caligmalarda antioksidan tedavinin KP agrisim iyilestirebildigi (20) ve KP rat
modellerinde yliksek doz antioksidan kullanilmasinin fibrozisi 6nledigi gosterilmistir (21).

KP’de tedavi iki biliylik probleme yoneliktir; agri ve malabsobsiyon. Agri
tedavisinde siklikla narkotikler gerekmektedir. Malabsobsiyon tedavisi i¢in ise pankreatik
enzim replasmani uygulanmaktadir. Kronik pankreatit olusumunun temelinde yatan
pankreatik fibrozise yonelik kesin bir tedavi ise heniiz bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, antienflamatuar, antioksidan ve antifibrotik etkileri olan genisteinin
deneysel olarak olusturulan kronik pankreatit modelinde koruyucu roliinii aragtirmay1

amagladik.



3.1.Kronik Pankreatit

KP ekzokrin ve endokrin pankreas dokusunun geri doniigsiiz yikimi, ilerleyici
fibrozisi ve fonksiyon kaybi ile giden, geri doniissiiz morfolojik degisiklikler ile karakterize
bir hastaliktir (1). KP’in degisken ve cok cesitli komplikasyonlar1 vardir. Agri en 6nde
gelen belirti ve komplikasyondur. Agrinin patogenezi tam olarak anlasilamamistir. Diger
onemli bir klinik bulgu sindirim ve emilim bozukluklaridir. Pankreatik enzimlerin
saliniminda %10’luk bir azalma bile sindirim ve emilim bozukluklari ile seyreder (2).
Endokrin pankreas, KP’e neden olan etkenlere karsi daha direnglidir ve genellikle geg
donemde etkilenmektedir. Azalmig insiilin salinimi sonucu DM ve komplikasyonlari
gelismektedir. Bunlarin yaninda KP’in diger onemli bir komplikasyonu ise pankreatik
kansere neden olmasidir. Iki yili asan KP olgularinda pankreas kanseri riski artmistir. KP
tanisindan 20 y1l sonra pankreatik karsinoma i¢in kiimiilativ risk % 4’diir (3).
3.1.1. Kronik Pankreatit Olusumu

KP gelisiminde etkili patogenetik mekanizmalar, kanal tikanmasi (litojenik
pankreatit, tikayici pankreatit), toksik-metabolik nedenler ve nekroz-fibrozis olarak
tanimlanabilir. Kanal tikanma hipotezinde pankreatik kanallarda olusan protein ¢okiintiileri,
tikaclar ve taslar hastaligin temel nedeni olarak kabul edilir. Ozellikle kronik alkol alim
olan olgularda gegerli olan bu hipotezde, protein agisindan zengin, bikarbonat ve voliim
acisindan fakir bir pankreas salgisinin kanallarda protein ¢okiintiisiine neden oldugu,
zamanla bu ¢okiintiilerin kalsifikasyona ugrayarak kiiciik kanallarin tikanmasina ve
hasarina yolactigi, ardindan fibrozis ve skarlagmanin parankim hasar1 olusturdugu
Ongorilmektedir. Pankreas kanallarinda tas olusumu, alkolik kronik pankreatit, tropikal
pankreatit, herediter pankreatit ve idiyopatik pankreatit olgularinda goriiliir. Bu olgularda,

pankreatik sivida kalsiyum karbonatin ¢okiintii olusturmasini engelleyici bir faktér olan
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lithostathine eksikligi oldugu bildirilmistir. Pankreas kanallarinin tikanmasi sonucu, kanalda
basing artist olur ve gelisen iskemi, inflamasyon, nekroz ve sonugta asiner hiicre
zedelenmesini dogurur. Kronik pankreatit etyolojisinde tartigilan ikinci bir hipotez, nekrozis
ve fibrozis teorisidir. Bu hipotezde tekrarlayan akut pankreatit ataklarinin hiicre nekrozuna
yolagtig1 ve iyilesmeler sirasinda nekrozun yerini fibrozisin almasi ile kronik degisikliklerin
gelistigi Ongoriiliir. Kronik inflamasyon sirasinda salinan TGF-B, epidermal biiyiime
faktorii, trombosit kaynakli biiyiime faktorii gibi hiicre dis1 dokuda matriks sentezini uyaran
ve kollajen sentezini arttiran mediatorlerin 6nemli rolii vardir. Toksik-metabolik hipotez,
ozellikle alkol ve metabolitleri icin gecerli olup, pankreasa iliskin sitokrom p450
enzimlerinin uygunsuz aktivasyonu, serbest radikal olusumu, membran lipid
peroksidasyonunda artma, kemokinler araciligi ile inflamatuar siirecin baglamasi sonucu
dokuda kronik degisikliklerin gelistigini varsayar (22). Kronik pankreatit patogenezindeki
son gelismeler ise idiyopatik kronik pankreatitli olgularda kistik fibrozis transmembran
konduktans regulator (CFTR) mutasyonlarinin, herediter pankreatit olgularinda ise katyonik
tripsinojen gen mutasyonlariin bildirilmesidir. Bu mutasyonlar sonucu, tripsinojen tripsin
tarafindan aktive edildikten sonra inaktivasyona karst diren¢ kazanmakta, klinik ve
subklinik akut pankreatit ataklar1 sonrast kronik pankreatit gelismektedir (23,24). Bu
patofizyolojik aciklama ile nekrozis- fibrozis teorisi desteklenmektedir. Pankreas
hastaliklarinin anlagilmasinda molekiiler genetik alanindaki geligmeler hastalifa yeni
yaklagimlar saglamigtir. Yapilan genetik analizler ile akut ve kronik pankreatite egilim
yaratan mutasyonlar belirlenmistir. Bu caligmalarla etyolojinin smiflandirilmas: ve risk
faktorlerinin belirlenmesi yanisira hastaligin  klinik bulgular ortaya c¢ikmadan oOnce
tanimlanmas1 olast kilinmaktadir. En iyi tanimlanmis genetik mutasyonlar katyonik

tripsinojen geninde, pankreatik sekretuar tripsin inhibitérii (PSTI) gen ve CFTR
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mutasyonlaridir. Bu genetik mutasyonlar, herediter, aielesel ve idiyopatik kronik pankreatit
olgularinda bildirilmigtir. Herediter pankreatitli olgularda katyonik tripsinojen gende
(PRSS1) bazi mutasyonlar belirlenmis, ek olarak ailesel pankreatitte ve bazi idiyopatik
pankreatit olgularinda SPINK 1/PSTI mutasyonlar1 bildirilmistir (25,26)
3.1.2. Kronik Pankreatit Epidemiyolojisi
KP insidans1 yapilan ¢alismalarda yillik 4-13/100000 arasinda bulunmustur. KP

insidansi giderek artmaktadir. Bu artista en 6nemli faktor, 6zellikle batida daha yaygin olan
alkol tiikketimidir (27). Japonya’da, ileri tan1 teknikleri kullanilarak yapilan bir ¢aligmada ise
KP prevalansi erkeklerde 45.4/100000, kadinlarda 12.4/100000 olarak bulunmustur (28).
3.1.3. Kronik Pankreatit Etyolojisi

Erigkin yas grubunda kronik pankreatit etyolojisinde alkol ve ve alkol kullanimina
ek faktorler birincil neden olmakla beraber, ¢ocukluk caginda kalitsal nedenler (kistik
fibrozis, herediter pankreatit), pankreatik kanal anormallikleri, metabolik hastaliklarla
birliktelik sik goriilen nedenlerdir. KP etiyolojisinde, 6zellikle sanayilesmis tilkelerde, alkol
en Onemli etkendir. Diger sik goriilen nedenler; herediter pankreatit, duktal obstruksiyon,
tropikal pankreatit, sistemik hastaliklar (SLE, hiperparatiroidizm), idiyopatik pankreatit,
kistik fibrozis geni mutasyonlaridir. En sik kullanilan etyolojik siniflama sistemi TIGAR-O

tablo 1°de goriilmektedir (29).



Tablo 1: TIGAR-O Etyolojik Siniflama Sistemi

e Toksik- Metabolik
oAlkolik
oSigara ve tiitiin kullanimi
oHiperkalsemi
oHiperlipidemi
oKronik bobrek yetmezligi (KBY)
oflag kullanimi
oToksinler
eidiyopatik
oErken baglangi¢h
oGeg baglangicl
oTropikal
oDiger
oeGenetik
oOtozomal dominant
oOtozomal resesif / modifiye genler
e Otoimmiin
olzole otoimmiin KP
oDiger sendromlarla iligkili otoimmiin KP
eRekurren ve Siddetli Akut Pankreatit
oPostnekrotik (siddetli akut pankreatit)
oRekiirren akut pankreatit
oVaskuler-iskemik hastaliklar
oRadyasyon sonrast
o Obstruktiv
oPankreas divisium
00ddi sfinkteri bozukluklari
oKanal obtruksiyonu (6rnegin; tiimorler)
oPreampullar duodenal duvar kistleri
oPosttravmatik pankratik kanal skarlar1

3.1.3.1. Toksik-Metabolik

Alkol: Alkol ile KP arasindaki iliski 50 yil1 agkin siiredir bilinmektedir ve diinya capinda
sanayilesmis iilkelerde KP’in baskin nedeni alkolizmdir. KP’li hastalarin %55-80’1 alkol
kullanicisidir (3,30). Bununla birlikte alkol kullanimi KP gelisimi i¢in tek basina yeterli
degildir. Ciinkii agir alkol kullanicilarinin yalmzca %10’unda klinik olarak tanimlanan

pankreatik hastalik gelismektedir (31,32)



Sigara: Epidemiyolojik calismalar (33-36), KP gelisiminde sigara kullaniminin bagimsiz
bir etkisi oldugunu gdstermistir. Sigara i¢cimi insanlarda bikarbonat sekresyonunu inhibe
etmekte, tripsin inhibitor kapasitesi ve alfa-1 antitripsin seviyelerini diisiirmektedir (37,38)
Hiperkalsemi: Hiperkalsemi, muhtemelen, tripsinojen aktivasyonu ve tripsinin
stabilizasyonu yolu ile akut pankreatit ile iliskilidir (39,40)
Hiperlipidemi: Serum trigliserit degerinin 1000 mg/dl ve iizerinde olmasi1 akut pankreatit
olusturan bir faktordiir. Tekrarlayan akut pankreatit ataklari sonrasinda bazi olgularda
kronik pankreatit gelisimi bildirilmistir (41)
Kronik Bobrek Yetmezligi: Bobrek yetmezligi, akut ve kronik pankreatitin artmis
sikligiyla birliktedir. Cesitli serilerde islevsel ve morfolojik bozukluklar bildirilmistir (42-
45). Uremik toksinler bazi histolojik degisikliklerden dogrudan sorumlu tutulmakla beraber,
gastrointestinal hormon profili degisiklikleri, bikarbonat ve protein sekresyonunun
regiilasyonunu yoluyla da degisikliklere katkida bulunur (46-49).
flaclar ve Toksinler:Ammann ve arkadaslari, fenasetin kullanan 4 hastada renal yetmezlik
ve kronik pankreatit bildirmisler. Bununla beraber; fenasetinin pankreas {izerindeki
etkisinin renal yetmezligin etkisinden ayr1 bir etki oldugu kesin olarak gosterilememistir
(50,51). Organotin bilesiklerinin insanlarda KP’e neden olduguna dair siipheler mevcuttur.
Bir organotin bilesigi olan dibutyltin dichloride (DBTC)’in ratlarda biliopankreatik kanal
epitelinin toksik nekrozu yoluyla kanal obstruksiyonuna ve bunu izleyerek periduktal ve
interstisyel fibrozise yol actig1 gosterilmistir (52,53)
3.1.3.2.idiyopatik Kronik Pankreatit

Tiim kronik pankreatit olgularinin % 10-30’unu olusturur. Idiyopatik kronik
pankreatitin erken ve ge¢ baslangigli olmak iizere iki tipi vardir. Kalsifikasyon gelismesi,

ekzokrin ve endokrin yetmezlik gelisimi 25 yil civarinda gergeklesir. Bu nedenle ¢cocukluk
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caginda tanisal giicliikler yasanabilir. Pankreatik kanal genellikle dilate degildir ve tas
siklikla mevcut degildir (54,55)

3.1.3.3.Genetik Kronik Pankreatit

Otozomal Dominant: Herediter pankreatit olarak da adlandirilir ve kronik pankreatitli
vakalarin kiiclik bir kismindan sorumludur. Otozomal dominant olarak gegis gosterir.
Kusaktan kusaga aktarilan hatali genin bulundugu hastalarin %80'inde kronik pankreatit
gelismektedir. Etkilenen kisilerin biiyiik ¢cogunlugunda semptomlar 20 yasindan, siklikla da
5 yasindan once ortaya ¢ikmaktadir (56). Bazi etkilenen ailelerde tripsinojen gen kiimesinde
herediter kronik pankreatit ile iligkili mutasyonlar saptanmistir (25). Tripsin aktivitesi
tizerine bu mutasyonlarin tam etkisi bilinmemekle birlikte, tripsin inaktivasyonunu
etkiledigi ve pankreasin otosindirimine yol a¢tig1 bilinmektedir (57,58)

CFTR Gen Mutasyonlari: Klasik kistik fibrozisli hastalar genellikle ekzokrin pankreas
yetmezligi bulgular1 gosterirler. Hastalik ilerledik¢e pankreas kiigiiliir, kistik ve fibrotik bir
goriiniim alir. 30 yas tstiindeki olgularda %2-4 oraninda pankreatit goriilebilir (23). 1998
yilinda c¢esitli CFTR (kistik fibroz transmembran kondiiktans regiilatér) mutasyonlar: ile
idiyopatik kronik pankreatit arasinda birliktelik tantmlanmistir (55,59).

SPINK1 (PSTI) Mutasyonlar1: Pankreatik sekretor tripsin inhibitdr (PSTI) veya diger
adiyla serin proteaz inhibitor kazal tip 1 (SPINKI1), 56 aminoasidden olusan ve aktif
bolgenin fiziksel blokaji yolu ile spesifik olarak tripsini inhibe eden bir peptiddir (26,60).
Asiner hiicrelerde tripsinojenin prematiir aktivasyonunu engellemede birinci savunma hatti
olarak etki etmekle birlikte, SPINK1 mevcut tripsinin yalnizca % 20’lik bir kismini inhibe
edebilecek kapasitededir (61). Idiyopatik KP’li ve tropikal pankreatitli olgularda da
SPINK1 mutasyon siklig1 belirgin derecede artmistir. SPINK1 N34S ve P55S mutasyonlari

goreceli olarak daha siktir ve genel populasyonunun %2’sinde pozitiftir (62-64).
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3.1.3.4.0toimmiin Kronik Pankreatit

Otoimmiin KP karakteristik histolojik, morfolojik ve klinik goériiniimii ile ayr1 bir
durumdur. Hipergammaglobulinemi, otoantikor pozitifligi ve yogun lenfositik infiltrasyon
tipik bulgularidir. Tek basma goriilebilecegi gibi, %60 olguda sistemik lupus (SLE),
Sjogren Sendromu, prime bilier siroz, primer sklerozan kolanjit, Crohn Hastalig1, iilseratif
kolit ve diger immiin aracili hastaliklarla birliktelik gosterir. Olgularda pankreasta yer yer
geniglemeler ve pankreas kanallarinda darliklar bildirilmistir (65-67).
3.1.3.5.Tekrarlayan ve Siddetli Akut Pankreatit

Akut ve kronik pankreatit arasindaki iliski 6nemli bir tartisma konusudur. Nekrozis-
fibrozis hipotezi kronik pankreatitin tekrarlayan akut pankreatit ataklari (Sentinel Acute
Pancreatitis Event: SAPE hipotezi) sonucu olustugunu éne siirmektedir (68,69). Oncii bir
olay olarak akut pankreatit atagmin monositleri etkilemesi ve PSH’in infiltrasyonu,
farklilagsmasina ve/veya ¢ogalmasina neden olabilmesi icin yeteri kadar siddetli olmasi
gereklidir (70). Son olarak fibrozisin olmasi i¢in, yerlesik makrofajlart uyaran asiner
hiicrelerden sitokinlerin salimmina yol agan oksidatif stres veya tekrarlayan pankreatit
ataklar1 yoluyla tekrarlayan asiner hiicre harabiyetinin olmas1 gerekmektedir (71).
3.1.3.6.Kronik Obstruktif Pankreatit

Ana pankreas kanalinin kist, skar , tas, parazit, tiimorle tikanmasi , koledok kisti,
duedonal duplikasyon, annuler pankreas, konjenital oddi sfinkter anormallikleri veya
pankreatik divisium gibi pankreatik sivilarin yeterince drene olamayip, parankimde basing
artis1 ve buna ikincil gelisen patolojilere neden olan durumlar sonucu akut ve kronik

pankreatit gelisebilir (72).
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3.1.4.Klinik Belirtiler

Hastalarin yaklasik yaris1 kronik hasar gelismis organdaki yeni akut pankreatit atagi ile
klinige basvurur. Ugte birinin ise sadece karin agris1 vardir. Digerleri sarilik, kilo kaybu,
malabsorbsiyon, steatore, diabetes mellitus ve iist gastrointestinal kanama ile gelirler (73).
Agrr: Agn epigastriumda veya bu bolgeden subkostal yonde yanlara dogru ve arkaya
dogru, bele, sirta yayilan siirekli, kiint 6zellikte siddetli bir agridir. Sirt {istii yatmak agriy1
arttirir. Agr1 genelde yemeklerden sonra ortaya ¢ikar veya artis gosterir. Ozellikle yagh
gidalar ve alkol agriy1 siddetlendirir. Agr1; 1) Pankreas sinirlerinin perindral irritasyonuna,
2) Pankreas kanalinin dilatasyonuna, 3) Pankreasta psddokist bulunusuna, 4) Biitiin bu
faktorlerin kombinasyonuna bagli olabilir. Agrinin patogenezi tam bilinmemektedir.
Enflamatuar patolojinin néral invazyonu ve duktal hipertansiyon esas agr1 etkenleri olarak
kabul edilmektedir (73-75).
Kilo Kaybi: Hastalarin %50'sinden fazlasinda goriiliir. Baslangicta, karin agrisinin artacagi
endigesi ile kalorinin diigliriilmesi kilo kaybinin baslica sebebiyken, ilerlemis pankreatitte
kilo kaybinin asil sebebi emilim bozuklugu ve DM’le seyreden pankreas yetmezligidir (74).
Emilim Bozuklugu: Pankreatik lipazin normal seviyesinden sadece % 10 ve daha fazla
diismesi ile yaglarin sindirimi zorlasir ve beraberinde diyare ve steatore ortaya cikar.
Karbonhidrat malabsorbsiyonu kronik pankreatitte nadirdir. Ciinkii nisasta malabsorbsiyonu
icin amilazin %97 oraninda kayb1 gereklidir. Azalmis pankreas ekzokrin fonksiyonu safra
asitlerinin, su veya yagda ¢Oziinen vitaminlerin, demir veya kalsiyumun emilimini
etkilemez. Bununla beraber vitamin B12 malabsorbsiyonu azalmis tripsin sekresyonuna
bagh gelisebilir (74,75).
DM: Kronik pankreatitin erken doneminde glukoz intoleransi yaygin olmasina ragmen,

klinik diyabet hastaligi olduk¢a ge¢ doneminde kendini gdsterir. Bu tip diyabette
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ketoasidozis ve diyabetik noropati nadir goriiliir. Insiilin reseptorleri algilama yeteneklerini
heniiz kaybetmedikleri ve insiilin antikorlar1 heniiz viicutta bulunmadigi i¢in genetik
diyabetli hastalara oranla bu hastalarda insiilin gereksinimleri genellikle diisiiktiir (73-75).
3.1.5. Laboratuar Bulgular: ve Tam

Kronik pankreatitin sinsi seyri birgok hastada erken taniyr geciktirir. Hastalar
genelde bez yapisinda belirgin hasar olduktan sonra hekime bagvurur. Hastaligin tanisinda
heniiz 6zgiil bir yontem yoktur. Hastanin tekrarlayan ve tipik yerlesim yayiliml karin agrisi
ile steatore ve/veya DM isaretleri gibi klinik verileri ile birlikte pankreasin yapisal ve
fonksiyonel incelenmesinden yararlanilir (74,75)

Fizik bakida kronik pankreatite Ozgli bir bulgu yoktur. Bazi hastalarda
epigastriumda hassasiyet vardir. Malabsorbsiyonu olan hastalarda kilo kaybi olabilir.
Pankreas basindaki skar dokusuna bagli koledok tikanmasi ile sarilik goriilebilir (74,75).

Serumun biyokimyasal inclemesinde kronik pankreatite 6zgiil bir bulgu yoktur.
Akut atak sirasinda bile serum amilaz ve lipaz degerleri ylikselmeyebilir. Agr1 ataklar
tekrarlay1p, pankreas doku rezervi azaldik¢ca amilaz ve lipaz diizeyleri diiser. Koledok
tikaniklig1 ile birlikte, kolestatik karaciger enzim profili ortaya c¢ikabilir. Bu durum
goriintiileme yontemleri ile dogrulanmalidir (74-76).

72 saatlik kantitatif diski yag oOl¢iimii pankreasin ekzokrin fonksiyonunu
degerlendirmenin en basit yoludur.Eger ekzokrin sekresyon %90'dan daha fazla azalmus ise,
diskida artmig yag miktar1 (>7g/glin) gbzlenir, ama bu test ne hassas ne de 6zgiildiir (74,76)

Sekretin veya kolesistokinin stimiilasyon testi; distal duodenuma yerlestirilmis bir
kateter yoluyla pankreatik sekresyonlarin simultane toplanmasi ile yapilir ve pankreas

fonksiyon testleri arasinda en duyarli olanidir ( %90-95). Toplanan siv1 bikarbonat (sekretin
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salinimi) agisindan veya lipaz ve tripsin agisindan incelenir. Olduk¢a zaman alicidir (2 saat)
ve ¢ok yaygin kullanilmaz (74,76).

Lundh test yemegi pankreasin ekzokrin sekresyonunun endojen yolla uyarilmasini
saglar. Hastaya test yemegi verildikten sonra, 2 saat boyunca proksimal jejunal aspirat
toplanir ve tripsin diizeyi olgiiliir. Bu test sekretin uyari testi kadar duyarli degildir (74,76).

Bentiromide testi: Bentiromide proksimal ince bagirsakta kimotripsin ile pargalanip
p-aminobenzoik asidin (PABA) ortaya c¢iktigi sentetik bir proteindir. PABA normal
sartlarda emildikten sonra karacigerde konjuge edilir ve idrar ile atilir. Alt1 saatlik idrarda
aciga cikan PABA'nin verilenin %60'indan az olmasi pankreas yetersizligini destekler.
Duyarlilig1 % 37-90°dir (74,76).

Goriintilleme yontemleri: Direkt karin grafilerinde olgularin 1/3 kadarinda
pankreasta kalsifikasyonlar ve akciger grafisinde plevral efiizyon goriiliir. Ultrasonografi ile
pankreas parankimi, kanallarin durumu (darliklar ve genislemeler), kist ya da psddokistler,
hepatobiliyer sistem patolojileri saptanabilir. Endoskopik ultrasonografi (EUS) yapildiginda
hem duktal hem de parankimal yapilarla ilgili, 6zellikle erken veya orta derecede ilerlemis
kronik pankreatitlerde, diger goriintiileme yontemleriyle heniiz belirlenemeyen degisiklikler
hakkinda daha fazla bilgiler elde edilir. Bilgisayarli tomografi ile daha yliksek oranda tiim
abdomen ile ilgili detayli ve gilivenilir bulgular elde edilir. Pankreatik duktal anatomi en iyi
endoskopik pankreotikografi (ERCP) ile gosterilir. Dilatasyon, kistik degisikler, darliklar ve
taglar goriintiilenebilir. ERCP ayrica, kronik pankreatit ve pankreas kanseri ayrimi yapmada
oldukga duyarlidir ve sitolojik inceleme i¢in materyal almay1 da saglar (74-77)
3.1.6.Dogal Seyir ve Prognoz

KP pankreasin devam eden inflamasyonuyla ortaya ¢ikan ilerleyici yikim ve fibrozis

sonucu geligir. Pankreasin ekzokrin dokusu ve fonksiyonlar1 erken donemde kaybolur ve
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bunu endokrin parankim ve fonksiyonlardaki kayip izler. Hastalik siklikla baslangig
doneminde, agridan sorumlu olan akut pankreatit ataklari ile komplike olur. Yillar siiren
inflamasyon ve fibrozis ile birlikte malabsorbsiyon, steatore ve diabetes mellitusla
sonuglanan pankreas yetersizligi gelisir. Akut ataklar azalir ve agr1 genellikle kaybolur. iki
yili asan KP olgularinda pankreas kanseri riski artmistir. KP tanisindan 20 yil sonra
pankreatik karsinoma i¢in kiimiilativ risk % 4’diir (3,78).
3.1.7.Kronik Pankreatit Patofizyolojisi

Kronik pankreatit ekstraselliiler matriks (ESM) igerik ve formasyonunda biiyiik
degisiklikler ile karakterizedir. Artmis ekstraselliiler matriks depolanmasinin sonucunda
fibrozis gelisir (4). Ekstraselliiller matriks dort biiyiikk makromolekiil sinifin1 igerir;
kollajenler, proteoglikanlar, yapisal glikoproteinler ve elastin (5). Pankreatik fibrozis
(PF), KP’in tipik histopatolojik bulgusu olup, alkol bagimliligi, biliyer hastaliklar, akut
pankreatit, karaciger sirozu, hemokromatozis, iskemi ve benzeri nedenlerle gelisebilir.
PF’nin goriildiigii diger 6nemli bir klinik ise pankreas kanseridir (79). Pankreas
fibrozisinde baslangic olay c¢esitli doku kompartmanlarinin veya pankreas hiicre
tiplerinin hasaridir. Pankreas fibrozisi gelismeden Once pankreatik dokuda inflamasyon
meydana gelir ve hasarli dokuda 16kositler toplanir. PF’de rol oynayan temel hiicre olan
pankreatik stellat hiicreler (PSH) inflamatuvar hiicrelerin toplanmasinda da rol alir.
Inflamasyonda PSH’iin roliinii destekleyen bulgu inflamatuvar diizenleyici molekiillerin
sadece aktive PSH’de ekprese olmasidir. Asiner hiicrelerdeki bu erken inflamasyon
sonrasinda salian sitokinler nekroz ve apopitozun asiner seviyede baslamasina neden
olur. Bunu inflamatuvar hiicreler (6zellikle makrofajlar) ve/veya hasar yerinde daha
onceden var olan epitelyal veya mezenkimal hiicrelerden sitokinler/biiyiime faktorleri

(TGF-B1 ve PDGF) ve kemokinlerin salmimi izler. Ikinci adim hasarli hiicrelerin
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makrofajlar tarafindan fagositozu ve salinan sitokinlerin etkisiyle sessiz fibroblastlarin
veya PSH’ in aktivasyonu ve proliferasyonudur (80).Alternatif bir hipotez ise; ilk iki
basamak by-pass edilir ve etyolojik faktor (6rnegin alkol asir1 tiiketimi) dogrudan sessiz
fibroblastlar1 aktive eder. Son asama ise aktif miyofibroblastlar tarafindan ESM iiretimi
ve depolanmasidir. Myofibroblastlar aynt zamanda, ESM’in yeniden sekillenmesini
kolaylagtirmak icin, normal periselliller ESM’i parcalayabilen metalloproteinazlar gibi
Ozellesmis enzimleri de liretme yetenegine sahiptir. Baslatici faktor ortadan kaldirilirsa
ESM iiretimi durur ve myofibroblastlar apoptozis ile yok olur veya sessiz fibroblastlara
dontigiir (81).

3.1.7.1. Pankreatik Stellat Hiicreler

Seksenli yillarda fare, rat ve insan pankreasinda retinoid ve yag damlalari igeren
hiicreler saptanmis ve bunlarin pankreas remodellingi ve fibrozisinde potansiyel bir rolii
olabilecegi One siiriilmiistiir. A vitamininden zengin bu hiicrelerin aktive sekillerinin
fibroziste rol aldigr gosterilmistir. 1998 yilinda Bachem ve arkadaglari, retinoid
depolamalar1 ve morfolojik yonden hepatik stellat hiicrelere benzemeleri nedeniyle bu
hiicrelere pankreatik stellat hiicre (PSH) adin1 vermistir (6). Periasiner dagilim gosteren
PSH’ler tiim pankreatik hiicrelerin %4’iinii olusturur ve kollajen tip I-III, fibronektin ve
laminin {retirler (82).Asinus tabanini saran uzun sitoplazmik ¢ikintilar1 olan PSH’ler
perivaskiiler alan ve periduktal alanlarda da bulunurlar (83).

Inaktif/Aktif PSH: PSH normal sartlar altinda aktif degildirler. Inaktif PSH’lar
triangiiler, lipid iceren ve predominan olarak perivaskiiler bolgede yerlesen hiicrelerdir.
Desmin ve glial fibriler asidik protein ile pozitif boyanip A vitamini depolarlar. Sessiz
PSH’ler non-proliferatiftir ve bu evrede kollajen iiretiminin fazlalik sirasi tip 4, tip 3 ve

tip 1 seklindedir. Pankreatik fibroziste rol alan PSH’ler ise aktiftir. Sessiz yag depolayan
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hiicreden hizli ¢ogalan miyofibroblast-benzeri hiicreye donilisiim hiicresel retinol
iceriginde azalma, graniillii endoplazmik retikulum artig1 ve artmis ekstra seliiler matriks
(ESM) fdiretimi ile iliskilidir. Aktive olan PSH’ler periasiner bolgeye go¢ edip lipid
damlalarmi kaybeder, fibroblast benzeri sekil alir ve alfa diiz kas aktin (a-SMA) ile
pozitif boyanirlar.En ¢ok kollajen tip 1 olmak iizere tip 3, laminin ve fibronektin
iretirler. PSH’lerin aktivasyonu sitokinler, kemokinler, biiytime faktorleri, oksidatif stres
tiriinleri ve ESM igerigi gibi cesitli soluble madde ile diizenlenir (84).

3.1.7.2.Sitokinler ve Kronik Pankreatit

Pankreatik fibroziste PSH aktivasyonunu uyaran sitokinler plateletler, makrofajlar
ve asiner hiicrelerden kaynaklanan transforming growth faktor (TGF)-B, tiimor nekrozis
alfa (TNF-a), platelet derive growth faktor (PDGF), aktivin A, temel fibroblast biiyiime
faktord, interlokin (IL) 1 ve 6’dir.

TNF-a ve IL’ler: PSH proliferasyonu TNF-a ile uyarilirken, interlokin (IL) 6 ile
inhibe olmaktadir. PSH tarafindan kollajen sentezi TNF-a ve IL 10 ile uyarilirken yine
IL6 ile baskilanir. Ayrica, TNF-a ve IL6’nin uyarilmas: artmis alfa diiz kas aktin
ekspresyonuna neden olur (85).

TGF-B1: TGF-B hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, gelisimi, anjiyogenezis, yara
iyilesmesi ve fibrozis gibi ¢esitli patofizyolojik siireglerde yer alan bir sitokin ailesidir.
Asiner hiicrelerden hiicre hasarina sekonder olarak salinir ve PSH’ler ilizerinde otokrin ve
parakrin etkileri vardir. TGF-B1, PF’de merkezi role sahiptir, inflamatuvar hiicrelerin
olay yerine gocii ve aktivasyonuna yardim eder, PSH’leri aktive eder. TGF-f1 KP’te
doku remodellingi ve fibroziste yer alir, ESM iiretimini artirir ve immiin aktivasyonu

baskilar (86).
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Insan asiner hiicrelerinde TGF-B1 aktivitesi TGF-P2 ve TGF-p3’den daha yiiksek
iken, duktal hiicrelerde her ii¢ alt tipin aktivitesi benzerdir (87). Akut pankreatit sonrasi
doku rejenerasyonu siiresince fibronektin ve kollajen ekspresyonuna TGF-f
yiiksekliginin eslik ettigi goriilmiistiir. Rat ¢alismalarinda TGF-B1 nétralizan antikorlarin
kullanimi ile ESM ve kollajen depozisyonunun azaldigi goriilmiistiir (88).

Aktif TGF-B1 asir1 ekspresyonuna sahip olan transjenik fare calismalarinda
pankreas dokusunda fibroblast proliferasyonunun ve ESM depolanmasinin arttigi, asiner
ve sentroasiner hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir. Rekombinant TGF-
B1’in tekrarlayan enjeksiyonlart ile olusturulan akut pankreatit ataklari da PF’le
sonuclanmaktadir (88)

Bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF): Inflamatuvar pankreas hastaliklarinda
artan diger bir bliylime faktoriidiir. Fibroblast proliferasyonu ve ESM iiretiminde rol alir.
Bag dokusu hiicreleri TGF-B1 ile aktive olduktan sonra CTGF sekrete ederler (84).

PDGF: insan ve rat PSH’ inin her ikisi i¢inde en etkili mitojen olan PDGF (6),
pankreasta doku tamiri sirasinda plateletler, mononiikleer hiicreler ve makrofajlar gibi
hiicrelerden sekrete edilmektedir. PDGF-A ve-B adli iki peptid zincirinden olusan bir
dimerdir. PDGF’nin PDGF-AA, PDGF-BB ve PDGF-AB olarak adlandirilan izoformlar1
da vardir. PSH’ler i¢in en giiclii mitojen PDGF-BB’dir (89,90).
3.1.7.3.0ksidatif Stres ve Kronik Pankreatit

Bazi arastirmacilar tarafindan pankreatik hastaliklarin nedeni olarak karaciger
karma islevli oksidazlarin (MFO) asir1 aktivitesi 6ne siirlilmiistiir. Bu enzimler kanda
taginan zararli maddelerin detoksifikasyonuna yardimci olmakla birlikte, ortaya ¢ikan
yan tlrilinler oksidatif hasara yol acabilirler. Sistemik dolasim veya safra yollarindan

pankreatik kanala reflii yolu ile pankreasin maruz kaldigi bu oksidatif stres sonucu
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inflamasyon ve doku hasar1 olusur (17).Asir1 yagh beslenme gibi substrat fazlalig1 olan
durumlar veya alkol gibi indiikleyicilerin aliminda MFO’larin aktivitesindeki artig ile
oksidatif stres daha da agirlasir. Az miktardaki duodeno-pankreatik reflii bile oksidatif
hasarin derecesini arttirabilir. Ratlarda kronik alkol alimi gelistirildiginde, safrada lipid
peroksidasyon (LPO) iiriinii olan malondialdehid (MDA) ve glutatyon seviyelerinin
arttigr gozlenmistir (18). KP’li hastalarin safralarinda LPO iiriinleri, bakir oksidazlar ve
serbest radikal yogunlugunda artig saptanmistir (19). Okside iirlinler peroksidasyon yolu
ile hiicrelerin lipid membranlarinda hasara yol acar. Bunun sonucunda lizozomlar ve
zimojen graniillerin frajilitesi artar. Bunu otosindirim, mast hiicrelerinde degraniilasyon,
platelet agregasyonu ve sonug olarak inflamatuvar hasar takip eder (5).
3.1.7.4.Alkol ve Kronik Pankreatit

In vitro c¢aliymalarda etanoliin PSH’leri dogrudan etkileyip aktive ettigi
goriilmiistiir. Alfa diiz kas ekspresyonunu ve kollajen sentezini arttirirlar. Alkolun uyarici
etkisi hem sessiz hem de aktive PSH’ler lizerinedir. PSH’lerde oksidan stresin uyarilmasi
da etanoliin profibrojenik etkilerine katkida bulunur (91).
3.1.7.5. Matriks Metalloproteinazlar ve Kronik Pankreatit

Matriks metalloproteinazlar (MMP), doku remodelingi ve tamirinde diizenleyici
rolii olan bir proteolitik enzimler ailesidir. Inaktif proenzimler olarak sekrete edilir ve bir
aminoterminal peptidin proteolitik yikimi ile aktive olurlar. MMP aktivitesinin ileri
kontrolii alfa-2-mikroglobiilin ve MMP doku inhibitorleri (TIMP 1-4) gibi proteinaz
inhibitorleri ile olur (4). Cesitli inflamatuvar hastaliklarda MMP ve TIMP arasindaki
denge bozulmustur. KP’de MMP-2 seviyeleri artmistir. Ancak MMP/TIMP oraninin

artistyla fibrozisin derecesi arasinda bir korelasyon bulunamamaistir (92).

-20 -



3.2.Deneysel Kronik Pankreatit Modelleri
3.2.1.DBTC ile indiiklenen Kronik Pankreatit

Dibutyltin dichloride (DBTC) bir organotin bilesigi olup biliopankreatik kanal
epiteline sitotoksik etki goster. Bu etkiyi takiben epitelyal nekroz ve nekroza bagl kanala
dokiilen olii epitel artiklarinin kanali tikamasi sonucu kanal obstruksiyonu olusur. Sonug
olarak obstruktif kronik pankreatit meydana gelir.Ayrica DBTC’nin pankreatik hiicrelere
direk toksik etkisiyle (mitokondrial hasar, otofaji, hiicre nekrozu) intersitisyel ddem ve
inflamasyon geligir. Bu modelde DBTC, etanol ve gliseol karisimi iginde ¢oziilerek, tek
sefer 6-8 mg/kg dozunda kuyruk veninden intravendz olarak uygulanir. Uygulamadan
ortalama 4 hafta sonra fibrozis gelisimi goriiliir (53,93)
3.2.2.Cerulein ile Indiiklenen Kronik Pankreatit

Kolesistokinin (CCK) reseptorleri araciligl ile pankreatik asiner hiicreleden
sindirim enzimlerinin salinmasini uyaran bir dekapeptiddir (94).Bu modelde cerulein 50
mg/kg/giin dozunda 3 giin intraperitoneal olarak verilir. Bu siirede bilier pankreatik
kanala ligasyon uygulanir. Uygulamadan 48 saat sonra akut enflamasyon, 7 gilin sonra
asir1 derecede kollajen depolanmasi gelisir (95).
3.2.3.Alkol Ile indiiklenen Kronik Pankreatit

Alkol, KP nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Deneysel alkole bagli KP
modelinde intragastrik beslenme tiipii yoluyla 4 hafta boyunca etanol uygulanir. Etanol
16gr/kg/giin dozunda baslanir ve 3 giinde bir doz 1gr/kg/giin arttirilir. 15. glinden itibaren
20gr/kg/giin dozu ile 28 gline tamamlanir (96).
3.2.4.TNBS Ile Indiiklenen Kronik Pankreatit

Trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) ratlalarda pankreatik kanal hasar1 ve

takibinde nekroinflamasyona yol agan bir kimyasal toksindir. %2’lik TNBS, fosfat bazli
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salin ve %10 etanol ile birlikte, cerrahi olarak yerlestirilen bir kaniil ile ampulla vateriden
pankreatikobilier kanala 60 dakikada infiize edilir. Infiizyonu takiben 4 hafta sonra
pankreatik nekroinflamasyon olusur (97).
3.2.5.Spontan Kronik Pankreatit

Wistar-Bonn/Kobori ratlarinda KP’in karekteristik lezyonlar1 (asiner atrofi ve
fibrozis) spontan olarak olusmaktadir. Bu lezyonlar ilk olarak 12. haftadan sonra
gorlilmeye baglar (98).
3.3.Tedavi

Etiyolojisi ne olursa olsun KP, siiregen bir agri, ekzokrin ve endokrin dokunun
progresif kaybi ve ¢evre organlarin tutulumuna bagli komplikasyonlarla karakterizedir.
KP’nin tedavisindeki amag; agrinin giderilmesi, ekzokrin ve endokrin yetmezligin
Onlenmesi veya tedavisidir. KP tedavisindeki prensipler ise, sirasiyla; nedenin ortadan
kaldirilmasi, agrinin tedavisi, ekzokrin pankreas yetmezliginin tedavisi, endokrin pankreas
yetmezliginin tedavisi ve komplikasyonlarin tedavisidir (99).
3.3.1.Nedenin Ortadan Kaldirilmasi

Tropnell’e gore alkoliin kesilmesi agriy1 %75 oraninda gidermektedir (100).Nedeni
de alkoliin pankreatik sekresyonu uyarmasidir. Bornman ve arkadaslar1 da alkol almaya
devam edenlerin yarisinda agri oldugunu gostermislerdir (101).
3.3.2.Agrimin Tedavisi

KP’li hastalarda agr1 tedavisi birlikte alkol kullanimi, narkotik bagimliligi ve
psikolojik bozukluklar nedeniyle komplikedir. Agr1 tedavisindeki birinci basamak alkoliin
kesilmesidir. KP agris1 tedavisinde gastrointestinal motiliteyi etkilemeyen asetaminofen,

propoksifen, tramadol gibi analjezikler kullanilmalidir (102). Intrapankreatik basincin
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azaltilmasi (pankreatik sekresyonun suprese edilmesi, girisimsel endoskopi, oktreotid)
pankreatik agrida anlamli azalmalar yapabilir (103-107).
3.3.3.Ekzokrin Pankreas Yetmezliginin Tedavisi

Ekzokrin pankreatik yetmezlik (EKPY), pankreas enzimlerinde genel veya izole
azalma veya ince barsaklardaki enzim aktivasyonundaki yetersizlikten kaynaklanabilir.
Sindirim enzimlerinin %90’1ndan fazlasi azalmadan agik malabsorbsiyon goriilmez (108).
Ekzokrin pankreas yetmezliginin tedavisi diyet ve pankreatik enzim replasmanidir.
Hastalarin % 10-15’inde enteral beslenme gerekebilir (109,110).

Ekzokrin pankreas yetmezliginde enzim ekleme endikasyonlari; kantitatif fekal yag
miktarinin 15 gr/gilin iizerinde olmasi, devam eden kilo kaybi, protein ve karbonhidratlarin
malabsorbsiyonu, dispepsi, meteorizm ve diyaredir. Pankreatik enzim preparatlarinin en
onemli bileseni lipazdir (111-113). Bakteriyel lipazlar EKPY’nin tedavisinde umut
vermektedir ve bu konudaki ¢aligmalar stirmektedir (114)
3.3.4.Endokrin Pankreas Yetmezliginin Tedavisi

KP’de inflamatuvar hastalik, ilerleyici doku hasari ile fibrozis ve skleroza yol agar.
Bu olay Langerhans adaciklarini da etkiler ve fibrozisin ilerlemesi f hiicre kitlesini azaltir.
Fibrozis ve skleroz pankreatik kapiller dolagimi bozup, adacik perfiizyonunu azaltir.
Pankreastaki 3 hiicrelerinin %801 hasar gordiigiinde aglik hiperglisemisi gelisir (115,116).
Pankreatik yetmezlige sekonder diyabet diyet ve insiilinle tedavi edilir. Bu tip diyabet oral
antidiyabetiklere ¢cok az cevap verir veya hi¢ vermez (117,118).
3.3.5.Deneysel Tedavi Yontemleri

Mevcut tedavi yontemleri KP’in tedavisinden ¢ok sonuglarina yoneliktir. Yeni,
deneysel tedavi yontemleri ise hastaligin patogenezine, 6zellikle ilerleyici fibrozise yonelik

¢Oziimler bulmay1 amacglamaktadir (119).
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3.3.5.1.Antioksidanlar
Deneysel KP rat modelinde vitamin E ile tedavi myofibroblast sayisinda azalma ve

fibrozis skorunda diizelme saglamistir (120). Ayrica TGF-B, pankreatik hidroksiprolin ve
plazma hyaluronik asid seviyelerinde de azalma gozlenmistir (121). Bir bagka calismada ise
vitamin A tedavisinin PSH’lerin aktivasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (121). Yeni bir
antioksidan ve antienflamatuar fitokimyasal olan DA-9601, bir KP fare modelinde niikleer
faktor kappa B (NF-xB) baglayici aktivitesini azaltarak indiiklenebilir nitrik oksid sentetaz
(INOS) ve myeloperoksidaz seviyelerini azaltmistir. PSH kiiltlirtinde a-SMA ve kollajen tip
1 tiretimi azalmig ve pankretik fibrozisde de belirgin gerileme gozlenmistir (122).
3.3.5.2.PPAR-y Ligandlan

Peroksizom proliferatdr aktivator reseptdor gama (PPAR-y) ailesinden bir
thiazolidinedion tiirevi olan troglitazon ile KP’e ydnelik pek cok calisma (123-126)
yapilmistir. Bu c¢alismalarda PPAR-y ligandlariin inflamatuar cevabi inhibe ettigi ve
hepatik stellat hiicrelerden, aortik diiz kasdan ve bobrekten TGF-f {iretimini azalttig
yonilinde izlenimler elde edilmistir. Yakin zamanda yapilan bir rat c¢alismasinda
troglitazonun gercekten TGF-B seviyesini ve PSH’lerin sayisii azalttigi; bu yolla
enflamasyon, fibrozis ve pankreatik hasar1 inhibe ettigi gézlenmistir (123-126).
3.3.5.3.Camostat Mesilate

Oral alinan bir serin proteaz inhibitorii olup, ratlarda pankreatik sekresyonlari
azalttig1 bulunmustur. Bu etkisini, insan ve hayvanlarda, kolesistokininin tek bagina veya
sekretin ile birlikte feedback kontrolii ile gostermektedir (127,128).Camostat mesilatin
PAP, p8, IL-6 ve TGF-B gen ekspresyonlarinin baskilanmasi yolu ile pankreatik

enflamasyonu, PSH’in uyarilmasin1 ve sonug¢ olarak fibrozisi inhibe ettigi gosterilmistir
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(129). Yakin zamandaki bir diger ¢calismada, oksidan hasarla indiiklenen pankretik fibrozis
rat modelinde camostat mesilatin onleyici etkisi gézlenmistir (130).
3.3.5.4.Lovastatin

Lovastatin bir HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olup, yakin zamanda kolesterol
disiiriicti  etkisinin yanisira antiproliferatif ve proapoptotik etkisi de bulunmustur
(131,132).Rat PSH’nin kullanildig1 in vitro deneysel calismalarda lovastatinin fibroblast
benzeri hiicrelerin proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (133,134)
3.3.5.5.Digerleri

Bunlarin disinda pentoksifilin, oksipurinol, TGF-f nétralizan antikorlar, TNF-a
antikoru ve reseptdr blokerleri ile tedavi ¢calismalari devam etmektedir (12,135,136)
3.4.Genistein

Genistein  (4',5,7-trihidroksiizoflavon), izoflavonoid bilesiklerinin biyosentetik
olarak en basitidir. Soya fasulyesinde bulunan genisteinin bir¢ok biyolojik aktivitesi
mevcuttur. Yap1 olarak 17B-0stradiole benzer ve hem 0Ostrojenik hem de antidstrojenik
etkileri mevcuttur. Diger izoflavonlarda oldugu gibi major kaynak soya friinleridir.
Genisteinin meme ve prostat kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklardan koruyucu etkileri
oldugu bilinmektedir (137). Genistein DNA topoizomeraz ve tripsin protein kinazi inhibe
etmektedir. Bunun yaninda antioksidandir ve hiicre siklusunu inhibe eder. Kanser dnleyici
etkilerinin yaninda, genisteinin anti tiimor, anti oksidan ve anti enflamatuar etkileri de
mevcuttur (138). Yakin zamanda yapilan iki in vitro ¢alismada (139,140) genisteinin rat
hepatik steallat hiicrelerinin proliferasyon ve aktivasyonunu inhibe ettigi ve karaciger

fibrozisini dnleyici potansiyel etkileri olabilecegi bildirilmistir (139,140).

_25.-



4.GEREC VE YONTEM
4.1.Deney Hayvanlar:

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
(FUTDAM) yapildi. Calismada, FUTDAM'dan temin edilen, agirliklar1 121-256 gram
arasinda degisen, 90 adet sekiz haftalik erkek Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar
beserli olarak, paslanmaz celik kafeslere konuldu. Ratlar calisma siiresince, 12 saat
1sik/karanlik siklusunun saglandigi, 1s1 (23-25°C) ve nemin kontrol edildigi ortamda
muhafaza edildi. Deneye, ratlar ¢alisma ortamina bir hafta uyum sagladiktan sonra baslandi.
Deney oncesinde 30 rat kullanilarak dibutyltin dichloride (DBTC) ile kronik pankreatit ve
fibrozis olusumu i¢in gereken en uygun siirenin (ortalama dort hafta) belirlendigi bir pilot
calisma yapildu.
4.2.Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Su ve standart rat yemi ratlara ad libitum olarak verildi. Standart rat yemi Ozel
Elaz1g Yem Fabrikasi’ndan alindi. Ratlara giinliik 10gram/100gram dozunda yem verildi.
Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su ise paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda verildi.
4.3.Gruplarin Dagilimi ve Calismanin Dizayni

Pilot calisma sonrasinda kalan ratlar her grupta 15 rat olmak iizere dort gruba
randomize olarak dagitild.

Grup 1 (Kontrol grubu): Tiim deney siiresince (4 hafta) standart rat yemi ve su ile
beslendiler. Herhangi bir tedavi almadilar.

Grup 2 (Plasebo grubu): Tiim deney siiresince standart rat yemi ve su ile
beslendiler. Caligmanin basinda DBTC tek doz 7 mg/kg kuyruk veninden intravenéz (IV)
olarak yapildi. Deney siiresince ( 4 hafta ) 0.5 ml serum fizyolojik subkutan (SC) giinde bir

kez uygulandi.
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Grup 3 (Genistein koruyucu grup): Tiim deney siiresince standart rat yemi ve su
ile beslendiler. Calismanin basinda DBTC tek doz 7 mg/kg kuyruk veninden IV olarak
yapildi. Deney siiresince (4 hafta ) 0.2 mg/kg/giin dozunda genistein SC olarak uygulandi.

Grup 4 (Genistein tedavi edici grup): Tiim deney siiresince (6 hafta) standart rat
yemi ve su ile beslendiler. Calismanin baginda DBTC tek doz 7 mg/kg kuyruk veninden IV
olarak yapildi. Dordiincli haftadan sonra 2 hafta siire ile 0.2 mg/kg/giin dozunda genistein
SC olarak uygulandi.
4.4.Genisteinin Hazirlanmasi, Dozu ve Uygulanmasi

Genistein (Sigma/Tiirkiye), 100 mikrolitre DMSO (%1.25) ve PEG-400 (%98.75)
karisiminda ¢oziilerek hazirlandi ve +8°C’de muhafaza edildi. Grup 3 ve 4’deki ratlara 0.2
mg/kg/giin dozunda subkutan yolla enjekte edildi.
4.5.DBTC’nin Hazirlanmasi. Dozu ve Uygulamasi

100 mg DBTC (Sigma/Tiirkiye) 6 cc etanolde ¢oziildiikten sonra 4 cc gliserol ile
karistirilarak homojenize edildi. 0.1 cc’de 1 mg DBTC olacak sekilde ayarlandi
4.6.Calismanin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Toplanmasi

1., 2., ve 3. gruptaki ratlar 4. haftanin sonunda 4. gruptaki ratlar ise 6. haftanin
sonunda bir gecelik acligr takiben hafif pentobarbital aneztezisi altinda dekapite edilerek
kan ve doku ornekleri alindi. Bir giin 6ncesinde idrar Ornekleri toplandi. Alinan kan
ornekleri 5000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifilij edildi. Elde edilen serum ornekleri ve
idrar Ornekleri analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Abdomenleri agilip pankreaslari
alindi. Uygun miktarda pankreas dokusu doku MDA 6l¢iimii amaci ile homojenize edilmek
icin ayrildiktan sonra kalan dokular daha 6nceden hazirlanmis %10’luk formalin soliisyonu
ile tesbit edildi. Ayni giin Firat Universitesi Histoloji Bilim Dalinda parafin bloklar:

hazirlandi.
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4.7.Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi

Serum amilaz, lipaz ve glukoz diizeyleri OlympusAU 600 otoanalizorle Olympus
kitler kullanilarak ¢alisildi. Glukoz degerleri mg/dL, amilaz ve lipaz degerleri IU/L olarak
verildi. TNF-alfa (TNF-alfa ELISA kit (rat), Biosource Int., California, USA) ve TGF-beta
(TGF-beta ELISA kit (Multispecies), Biosource Int., Califomia, USA) kitleri ile ELISA
yontemiyle calisildi, sonuglar pg/mL olarak verildi. Pankreas doku MDA diizeyleri ise
Ohkawa metodu ile olgiildii (141), sonuclar nmol/gramdoku olarak verildi. Idrar
hidroksiprolin diizeyi HPLC yontemi ile ¢alisild1 ve sonuglar pmol/L olarak verildi.
4.8.Histopatolojik Degerlendirme

Parafin ile fikse edilmis bloklardan bes mikrometre kalinliginda karaciger kesitleri
alinarak konvansiyonel histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen eozin (HE) ile boyandi.
Fibrozis degerlendirilmesi i¢in Masson Trichrom (MT) boyamasi kullanildi. Boyanan preparatlar
Olympus BX-50 151k mikroskobu ile x40, x100, x200 ve x400 biiylitmelerde bu konuda
uzman patolog tarafindan kor olarak incelendi.

HE ve MT ile boyanan preperatlarin tiim alanlart x400 biiyiime ile 151k
mikroskpunda incelendi. Histopatolojik degerlendirmede inflamasyon, nekroz ve fibrozis
degerlendirildi.

Inflamasyon: x400 biiyiitmede 10 rasgele alanda milimetrekarede inflamatuvar
hiicreler sayilarak ortalamasi alindi ve mm? deki inflamatuvar hiicre sayisi belirlendi (142).

Nekroz; var veya yok olarak degerlendiridi.

Fibrozis agirhigina gore; Grade 0: fibrozis yok, Grade 1:hafif, Grade 2:orta, Grade

3:siddetli, Grade 4:¢ok siddetli olarak degerlendirildi (143).
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4.9.Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler, baska sekilde belirtilmedikge, ortalama standart
sapma olarak gosterildi. Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 11.0 bilgisayar paket programi
(SPSS Inc., Sotware Chicago, IL, USA) kullanildi. Bagimsiz gruplarda gruplar arasi fark
Kruskal Wallis testi ile, gruplar arasindaki farkin anlamlilig1 ise Mann-Whitney U testi ile

degerlendirildi. P degerinin 0.05' den kii¢iik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5.BULGULAR

Deney baglangicinda, takip edilen ratlardan grup 1’de 2 rat diger ratlar tarafindan
saldiriya ugrayarak, grup 2’de 3, grup 3’de ise 2 rat IV enjeksiyon sirasinda anezteziye
bagli olarak exitus oldu. Bu ratlar calismadan ¢ikarildi. Deney siiresince takip edilen diger
ratlarda herhangi bir anormal durum meydana gelmedi.
5.1.Biyokimyasal Bulgular

Plasebo grubu ile kontrol grubu, genistein koruyucu (GK) ve genistein tedavi edici
(GT) grup arasinda serum glukoz diizeyleri agisindan anlamli bir fark yoktu. Kontrol grubu,
GK ve GT gruplar arasinda da serum glukoz diizeyleri agisindan anlamli bir fark yoktu.

Gruplardaki ortalama biyokimyasal veriler sekil 1-2 ve tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2:Kontrol, plasebo, GK, GT gruplarinda serum biyokimya verileri

Parametre Kontrol Plasebo GK GT

n=13 n=12 n=13 n=15
Glukoz (mg/dL) 144 £33 143+16 152+ 16 146 + 20
Amilaz (U/L) 2545 + 858 3360+806* 2874 £576  2660+772**
Lipaz (U/L) 5.7+3.8 16.1+5.8%** 9.7 + 4.47 8.3 £3.8%*

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda: *:P<0.05, ***:p<0.001
Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05, Plasebo ile GK grubu arasinda: ¥:p<0.05
Amilaz degeri plasebo grubunda diger gruplara gore yiiksekti. Genistein tedavi

grubunda (p<0.05) plasebo grubuna gore amilaz degerinde belirgin bir azalma sagland..
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Sekil 1. Gruplar arasinda serum amilaz degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda: *:P<0.05

Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05

Lipaz degerinde ise hem genistein koruyucu (p<0.05) hem de genistein tedavi edici

(p<0.005) grupta plasebo grubuna gdre anlamli bir azalma vardi.
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Sekil 2. Gruplar arasinda serum lipaz degerlerinin karsilastirilmasi
Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda:***:p<0.001
Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.005

Plasebo ile GK grubu arasinda: ':p<0.05
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5.2.Serum TNF-a ve TGF-p Diizeyleri

TNF-a degeri plasebo grubunda diger gruplara gore yiiksek olmasina ragmen
plasebo grubu ile GK grup ve GT grubu arasindaki TNF-a degeri farkliliklar ise istatistiki
olarak anlamli degildi. Plasebo grubu ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiki olarak
anlamliydi (p<0.05).

TNF-o’nin aksine TGF-f degerini genistein tedavi edici grupta (p<0.05) plasebo
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulduk. Kontrol grubu ile GK grup ve GT grubu
arasindaki TGF-f degeri farkliliklari ise istatistiki olarak anlamli degildi.

Serum TNF-a ve TGF-B degerleri tablo 3’de, bu degerlerin gruplar arasindaki
karsilastirilmast sekil 3 ve 4’de gdsterilmistir

Tablo 3. Serum TNF-a ve TGF-p degerleri

Parametre Kontrol Plasebo GK GT

n=13 n=12 n=13 n=15
TNF-a (pg/mL) 48.8+23.4 73.2+26.8% 72.0+11.4 61.9+£15.8
TGF- (pg/mL) 666 + 100 803+ 117* 738+ 154 701 £+ 89**

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda: *:P<0.05

Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05

-32-



120 -
* P>0.05
100 - R
80 l l P>0.05
It T
U’ +“—>
60 | I L J_
o 4
i 40- l
z
|_
20 +
48 73 72 61
0
Kontrol Plasebo GK grup GT grup

Sekil 3. Gruplar arasinda serum TNF-a degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda: *:P<0.05
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Sekil 4. Gruplar arasinda serum TGF-f degerlerinin karsilastirilmasi
Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda: *:P<0.05

Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05
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5.3.Idrar Hidroksiprolin Diizeyleri

Hidroksiprolin degeri plasebo grubunda kontrol grubu ve GT grubuna gore yiiksekti.
GK grupta ise hidroksiprolin degeri plasebo grubuna gore hafifce yiikselmisti. Plasebo
grubu ile kontrol grubu ve GT grubu arasindaki fark hidroksiprolin degeri agisindan
istatistiksel olarak anlamliydi (siras1 ile p<0.001, p<0.05). GK grup ile kontrol grubu
(p<0.05) ve GT grup arasindaki fark da (p<0.05) istatistiksel olarak anlamliydi.

Pankreas doku MDA ve idrar hidroksiprolin degerleri tablo 4’de, bu degerlerin

gruplar arasindaki karsilastirilmast sekil 5 ve 6°’da gosterilmistir.

400 oo o
350 l '|'
o 300 - I
S ] | | :
< 200 - .
£ T
©
5_ 150 - J-
T
© 100 1
50 +
175 283 299 216
Kontrol " Plasebo T 6K grup T GT grup

Sekil 5. Gruplar arasinda idrar hidroksiprolin degerlerinin karsilastirilmasi
Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda:***:p<0.001
Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05

GT grubu ile GK grubu arasinda: 1':p<0.05

5.4.Pankreas Doku Malondialdehid (MDA) Diizeyleri
Doku MDA degeri plasebo grubunda diger gruplara gore yiiksekti. Genistein tedavi

grubunda (p<0.05) doku MDA seviyelerinde plasebo anlamli diisiis saptandi. Plasebo grubu
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ile GK grup arasindaki fark istatistiki olarak anlamli degildi (p=0.16). Kontrol grubu ile GK

grup (p<0.05) ve GT grup (p<0.05) arasindaki farklar da istatistiksel olarak anlamliydi.

Tablo 4. Pankreas Doku MDA ve idrar hidroksiprolin degerleri

Parametre Kontrol Plasebo GT

n=13 n=12 n=13 n=15
Doku MDA (nmol/gram doku) 71 + 18 136 +£35*** 111434 103 £ 19**
OH-Prolin (jumol/24h) 175 +25 283 £ 65%**% 2099 + 58" 216 1+ 40%*

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda:***:p<0.001

Plasebo ile GT grubu arasinda:**:p<0.05, GT grubu ile GK grubu arasinda: 7:p<0.05
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2 140
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T 1201
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S 100
€
e
<
a
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[e]
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0

fokk s
I P>0.05
4
1
Y
T
|
71 136 111 103
Kontrol | Plasebo | GK grup GT grup

Sekil 6. Gruplar arasinda pankreas Doku MDA degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile plasebo grubu arasinda:***:p<0.001

Plasebo ile GT grubu arasinda: **:p<0.05
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5.5.Histopatolojik Bulgular

KP tanisinda altin standart pankreas biyopsisidir. Pankreas fibrozisi kronik
pankreatitin en 6nemli histopatolojik bulgusudur. Diger bulgular kronik inflamasyon ve
asiner ve/veya duktuler atrofidir (1,5,9,22,81-84).

Plasebo grubundaki ratlarin %91.6’sinda fibrozis olustu (%75’inde grade 1,
%16.6’sinda ise grade 2 fibrozis goriildii). Kontrol grubunda fibrozis saptanmadi. GK
grubunda %38.4 grade 1, GT grubunda ise %33 grade 1 fibrozis saptandi. GK ve GT
gruplarinda grade 2 ve istii fibrozis saptanmadi. Genistein hem koruyucu hem de tedavi
edici grupta plasebo grubuna gore, fibrozis gelisiminde anlamli bir azalma sagladi (her ikisi
icin de p<0.05). Gruplarin hi¢birinde nekroz ve asiner atrofi saptanmadi.

Plasebo grubunda 3(%25), GK grubunda 2(%15) ve GT grubunda 2(%13) 6rnekte
hafif inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptandi. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Histopatolojik bulgular sekil 7 ve sekil 8‘de gosterilmistir.
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Sekil 7.Hematoksilen & Eozin, x200
biiylitme.

Okla gosterilen alanlarda sekil 7A’da
(plasebo grubu) fokal fibrozis alanlari
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
7B’de (GK) minimal fibrozis alani,
7C’de (GT) ise minimal inflamatuar

hiicre infiltrasyonu goriilmekte.



- SR

Sekil 8.Masson  Trikrom, x200
biiylitme.

Okla gosterilen alanlarda sekil 8A’da
(plasebo grubu) fokal fibrozis alani
goriilmekte, 8B (GK) ve 8C (GT)’de

ise fibrozis izlenmemektedir.



7.TARTISMA

Kronik pankreatit artan alkol tiiketimi ile birlikte 6zellikle bati toplumlarinda 6nemli
bir saglik sorunu haline gelmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde kronik alkol
bagimlilarinin  %5-90’inda  pankreatit gelismektedir. Bu kisilerin  %50°si  hastalik
baslangicindan sonra yaklasik 20 yil iginde Olmektedir. KP’li hastalarin %4’linde ise
hastalik baglangicindan sonra 20 yil iginde pankreas karsinomu gelismektedir (3,144).

Bu calismanin asil amaci; deneysel KP modelinde gii¢lii bir antioksidan olan ve
TGF-B1 aracili kollajen sentezini azaltarak antifibrotik etki gdsterdigi bildirilen (139,140)
genisteinin KP gelisimi ve ilerlemesini onleyici roliinii aragtirmaktir. Bat1 toplumlarinda
giderek artan bir siklikta goriilen, ¢esitli metabolik komplikasyonlar1 ve malignite
potansiyeli olan KP’in ilerlemesinin durdurulmasi ve tedavisi dnemli bir sorundur. Ancak
giiniimiizde KP tedavisi sadece komplikasyonlara yonelik konservatif yaklasimlardan ve
pankreas enzim replasmanindan ibarettir. KP’i 6nlemeye ve tedavi etmeye yonelik deneysel
tedavi ajanlart tiizerinde hala c¢alisilmaktadir. Bu deneysel tedavi ajanlart icinde
antioksidanlarin 6zel bir yeri vardir.

Neyseki hem KP patofizyolojisini anlamak hem de bu tedavi ajanlarini kullanmak
amacityla deneysel KP olusturmak i¢in ¢esitli modeller gelistirilmistir (93-97). Bu modeller
icinden DBTC ile indiiklenen KP’i se¢memizin nedenleri; 1.glinden 36. haftaya kadar olan
etkilerinin g¢esitli ¢caligmalarda ortaya konmus olmas1 (52,53,93,143), tek doz uygulanmasi
ve uygulama seklinin kolay olmasidir. DBTC bir organotin bilesigi olup biliopankreatik
kanal epiteline sitotoksik etki goster. Bu etkiyi takiben epitelyal nekroz ve nekroza bagh
kanala dokiilen 6l epitel artiklarinin kanali tikamasi sonucu kanal obstruksiyonu olusur.
Sonug olarak obstruktif kronik pankreatit meydana gelir. Ayrica DBTC’nin pankreatik

hiicrelere direk toksik etkisiyle intersitisyel 6dem ve inflamasyon gelisir (53,94). DBTC
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uygulamasi sonrasi 1. glinde interstisyel 6dem, nekroz ve 16kosit infiltrasyonu olusmakta,
nekroz ilk 72 saatte, 6dem 1. haftadan sonra kaybolmaktadir (143). Lokosit infiltrasyonu 7.
giinde zirve yapmakta, daha sonra azalmaktadir. Fibrozis ise 1. haftadan sonra goriilmeye
baslamakta, 4. haftada belirginlesmektedir (143). DBTC uygulamasi sonrasi fibrozis
gelisimi i¢in kaynaklarda belirtilen siire 28 giin olup, bizim bulgularimiz da bu yondedir.
Amilaz ve lipaz seviyeleri DBTC uygulamasi sonrasi 3. giinde en yiiksek seviyeye
ulagmakta, 2. haftadan sonra normal degerlere yaklasmaktadir. Lipazin yart émrii daha uzun
oldugundan lipaz seviyesi daha ge¢ diiser (144). Caligmamizda plasebo grubunda lipaz
diizeyleri beklenenden yiiksek olsa da, genistein koruyucu ve tedavi edici gruplarda
plasebo grubuna gore belirgin bir azalma saglanmistir. Bu durum akut pankreatit acisindan
anlamli olmakla beraber KP’de lipaz seviyesi normal veya artmis olabilir.

Gerek deneysel gerekse klinik c¢aligmalardan elde edilen bulgulara gore oksidatif
stres KP patogenezindeki onemli bir rol oynamaktadir. Pankreasin sistemik dolagim veya
safranin pankreatik kanala refliisii yolu ile oksidatif strese maruz kalmasint doku hasar1 ve
inflamasyon takip eder. Okside {iriinler lipid membranlarin peroksidasyonu yolu ile
hiicresel hasara, lizozomlarin ve zimojen graniillerin frajilitesinde artmaya yol acar. Bunu
takiben otosindirim, mast hiicre degraniilasyonu, platelet agregasyonu ve son olarak
inflamatuar hasar olusur (19,145). Braganza ve arkadaglar1 KP patogenezinde hepatik miks
fonksiyonlu oksidazlarin asir1 aktivitesinin, Rose ve arkadaslari ise antioksidan eksikliginin
rolii oldugu 6ne stirmiislerdir (16,146). Yapilan bir klinik calismada (147) KP’li hastalarda
non enzimatik anti-oksidan kapasitenin belirgin derecede azaldigi, bununla korele olarak
okside proteinler (protein karboniller) ve tiobarbiturik asid reaktif iiriinlerinin (6zellikle
MDA) belirgin derecede arttigt goriilmiistiir (147). Ayrica bu hastalarin duodenal

stvilarinda da lipid peroksidasyon belirteclerinin arttigi saptanmigtir (18,148). Wistar-
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Bonn/Kobori spontan KP rat modelinde serbest oksijen radikallerinin fibrozis gelisiminde
rol oynadigr (149), bagka bir ¢alismada ise akut pankreatitde hastalik siddetinin ve
ilerlemesinin serbest radikaller ile dogal antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengeye bagli oldugu gosterilmistir (150).

Oksidatif stres PSH’in aktivasyonu, ECM sentezinin uyarilmast ve ECM
parg¢alanmasinin engellenmesinde merkezi rol oynar (151). Oksidatif stres ile olusan serbest
radikaller hiicrenin gereksinimi olan oksijenin %90’inin harcanmasina, ¢esitli metabolik
bozukluklara ve lipid peroksidasyonu olarak bilinen doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna yol agar (152). Baz1 ¢calismalarda antioksidan tedavinin KP agrisin1 azalttigi,
hatta yiiksek doz antioksidan tedavinin rat modellerinde fibrozisi azalttig1 goriilmiistiir
(20,21). In vitro bir calismada ise ethanol ve asetaldehid ile inkiibe edilen PSH’den lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA iiretiminin arttig1, ortama Vitamin E eklendiginde ise PSH
aktivasyonunun engellendigi saptanmistir (93). Ratlarda deneysel KP’in vitamin E ile
tadavisi myofibroblast sayisinda azalma ve fibrozis skorunda diizelme ile sonuglanmistir
(122). McCarroll ve arkadaslar1 ise vitamin A’nin PSH’i inhibe ettigini gdstermislerdir
(121). Mas ve arkadaglar1 deneysel KP modelinde, bir antioksidan olan taurin ile tedavi
edilen grupta MDA seviyesinde azalma ve histopatolojik skorda diizelme saptamislardir
(153). De las Heras-Castano ve arkadaslari da ratlarda pankreatik fibrozis tedavisinde
antioksidan tedavinin kollajen depolanmasini engelledigini gostermiglerdir (154). Kronik
pankreatitde niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivitesi artmaktadir. Deneysel KP fare
modelinde bir antioksidan olan DA-9601 eklenmesiyle NF-kB aktivitesinin, fibrozis
skorunun ve PSH’den a-SMA ve tip I kollajen sentez ve saliniminin azaldigi goriilmiistir.
Ayrica sitoprodektif proteinler olan 1s1 sok protein-70 (HSP-70) ve metallotionin

seviyelerinin de DA-9601 tedavisi sonrasi belirgin derecede arttig1 saptanmistir (155). RDA
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(Recommended Dietary Allowance) sinirlart i¢inde diyete vitamin C ve selenyum ilavesi de
KP’li hastalarda agri yakinmasini azaltmaktadir (156). Yapilan calismalar (20,157)
antioksidan tedavinin KP’de analjezik ihtiyacini, agrili atak sayist ve bu ataklara bagl
hastanede yatis siliresini ve pankreas cerrahisi endikasyon sikligini azalttigin1 gostermistir
(20,157).

TGF-B1 de oksidatif stres gibi PF’de merkezi role sahiptir Inflamatuvar hiicrelerin
olay yerine gocli ve aktivasyonuna yardim eder, PSH’leri aktive eder. TGF-B1 KP’te doku
onarimi ve fibroziste yer alir, ESM {iretimini artirir ve immiin aktivasyonu baskilar (86).
Aktif TGF-B1 asir1 ekspresyonuna sahip olan transjenik fare calismalarinda pankreas
dokusunda fibroblast proliferasyonu ve ESM depolanmasinin arttig1, asiner ve sentroasiner
hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir. Rekombinant TGF-1’in tekrarlayan
enjeksiyonlari ile olusturulan akut pankreatit ataklari da PF’le sonug¢lanmaktadir (88)

Deneysel ve klinik c¢aligmalar gostermektedir ki; KP olusumu ve fibrozis
patogenezinde oksidatif stres ve TGF-1 merkezi bir rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamizda
da bu yonde bulgular elde edilmistir.

KP patogenezinde oksidatif stresin roliinii gdsteren delillerin artis1 ile birlikte bircok
antioksidan ajanin tedavideki rolii de arastirilmaya baslanmistir. Antioksidanlarin besin
kaynakli olanlar1 oksidatif hasara karsi korunmada olduk¢a Onemlidir. Fitodstrojenler,
bitkilerde antioksidan gorevleri bulunan, insan ve hayvanlarda Ostrojenik ve anti-Gstrojenik
etkilere sahip bitkisel kaynakli difenolik bilesiklerdir (158). Epidemiyolojik caligmalar,
soya ve izoflavonlar gibi fitodstrojenelerden zengin olan soya iirlinlerinin tiiketiminin ¢ok
yonlii  etkileri nedeniyle g¢esitli hastaliklarin tedavisinde yararli etkileri oldugunu
bildirmislerdir. Bir¢ok insan ve hayvan g¢alismasinda izoflavonlarin bu yararl etkilerinin

antioksidan aktivitelerine bagh oldugu diisiiniilmiistiir. izoflavonlar hiicrelerdeki oksidatif
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hasardaki azalmay1 antioksidan savunma mekanizmalarin1 uyarma gibi indirek yollarla da
yapabilir (159). Bircok farmakolojik &zelliklere sahip bir fitoOstrojen olan genisteinin
antitimor, antioksidan ve anti-inflammatuvar etkileri oldugu bildirilmektedir (160,161).
Genisteinin, oksidatif stresin en Onemli belirteci olan MDA disinda, oksidatif DNA
hasarinin belirteci olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin olusumunu 6nledigi de gosterilmistir
(162). Birgok hiicresel sistemde biiylimeyi Onleyici etkisi de oldugu gosterilen genisteinin,
hiicre biiyiimesini TGF-BI’in uyar1 yollarini modiile ederek inhibe edebilecegi One
siiriilmektedir (137). Genistein antioksidan 6zelliklerini Fe**-ADP kompleksi ile uyarilan
mikrozomal lipid peroksidasyonundan koruyarak (163), bakir ve peroksil radikallerinin in
vitro olarak aracilik ettigi diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu onleyerek (164)
ve endotelyal hiicreleri aterojenik LDL hasarindan koruyarak (166) gostermektedir. Davis
ve arkadaslarinin insan lenfosit kiiltiirlerinde yaptiklan ¢alismada (166) genistein TNF-a ile
indiiklenen NF-«kB’yi inhibe etmistir. Boylelikle genistein, hiicreleri, NF-xB’yi inhibe
ederek de oksidatif stresten korumustur.

Tim bu caligmalarda goriildigii gibi genistein KP patogenezinde anahtar rol
oynayan iki faktor tizerinde de olumlu etkiler gostermektedir. Genistein KP’de daha dnce
kullanilmamis olmakla birlikte, PSH’e biyolojik ozellikleri ve islevleri agisindan ¢ok
benzeyen ve hepatik fibrogenezde sorumlu olan hepatik stellat hiicrelerin (HSH)
proliferasyonunu etkiledigi ve TGF-B1 aracili kollajen sentezini azaltarak antifibrotik etki
gosterdigi bildirilmigtir (140-141).

Genistein dozu birgok ¢alismada 0.2mg/kg/giinden 400mg/kg/giine kadar
degismektedir (167-170). Rat calismalarinda 0.2mg/kg/gilin dozlarinda kullanilmis olsa da

insan c¢alismalarinda 20-400 mg/kg/glin gibi yiliksek dozlarda, ciddi bir yan etki
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gozlenmeden kullanilmistir. Bu calismalardan da goriilecegi lizere genisteinin terapotik
marj1 ¢ok genistir.

Bu caligmada literatiirde ilk kez, deneysel KP’de genisteinin onleyici ve tedavi edici
etkilerini arastirdik. Genistein, DBTC ile olusturulan deneysel KP modelinde histopatolojik
olarak hem KP olusumunu &nlemede hem de olusmus degisikliklerin tedavisinde etkili
bulunmustur. Bu etki biyokimyasal belirteclere daha belirgin bir sekilde yansimistir.
Genistein tedavisi amilaz ve lipaz diizeyini plasebo grubuna gore anlamli 6l¢lide azaltmustir.
Ozellikle lipaz grubunda bu etki daha da belirgin bulunmustur. TGF-p ve oksidatif stres
belirteci olan pankreas doku MDA seviyelerinde de genistein ile tedavi edilen grupta
anlamli azalmalar olmustur. TNF-a diizeyi plasebo grubunda kontrol grubuna goére anlaml
olarak yiiksek saptanmis, GK ve GT gruplarinda plasebo grubuna gore bir diisiis olsa da,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

TGF-B1, KP’de ozellikle fibrozis gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (86-88).
TGF-B1’in en 6nemli kaynag1 pankreatik asiner hiicrelerdir. Oksidatif hasara ugrayan asiner
hiicrelerden salgilanan TGF-B1 inflamatuvar hiicrelerin olay yerine gogii ve aktivasyonuna
yardim eder, PSH’leri aktive eder (86). Aktive olan PSH’ler periasiner bolgeye go¢ edip
lipid damlalarin1 kaybeder ve fibroblast benzeri sekil alir. En ¢ok kollajen tip 1 olmak iizere
tip 3, laminin ve fibronektin iiretirler (84). Bizim ¢aligmamizda da plasebo grubunda damar
duvari, periduktal bolgeler ve periasiner bolgelerde bag dokusu artisi olmustur. GK ve GT
gruplarinda ise damar duvarlarindaki normal degisiklikler disinda belirgin bir bag dokusu
artig1 goriilmemistir. Caligmamizda, GT grubunda plasebo grubuna gére DMDA (p<0.001)
ve TGF-B1 (p<0.05) diizeylerinin anlaml 6lgiide diisiik bulunmasi da TGF-B1’in anahtar

roliinii desteklemektedir.
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Genisteinin bu calismadaki muhtemel mekanizmasi; Oncelikle oksidatif stresi
azaltmis, ardindan periasiner hiicrelerden TGF-B1 saliniminda azalma saglamigtir. TGF-p1
salinimindaki azalma PSH’in aktivasyonunu durdurmus ve sonug olarak fibrozis gelisimini
engellemistir. Asiner hiicrelerdeki oksidatif hasarin azalmasi amilaz ve lipaz seviyelerini de
azaltmistir. Calismada genisteinin tedavi edici etkisi koruyucu etkisine gore daha iyi
goriinse de GK ve GT gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Ayrica genistein fibrozis gelisimini her iki grupta da anlamli derecede azaltmistir.

Sonug olarak, genistein hem antioksidan etki ile pankreas MDA diizeylerini, hem de
dogrudan etki ile TGF-B konsantrasyonlarini belirgin sekilde azaltmistir. Genistein bu ¢ok
yonlii olumlu farmakolojik etkileri ile hem KP gelisimini 6nlemistir, hem de biyokimyasal
ve histopatolojik diizelme ile KP’de gerilemeye yol agmistir. Bu sonuglar umut verici olup

daha uzun siireli deneysel ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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