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OZET

Amag: Infraduktal hidrojen peroksit perfizyonu ile olusturulan akut pankreatit modelinde, hidrojen
peroksifintripsinojen aktivasyonu dzerindeki etkisini ve pankreasta olusan hlicre hasannin apopitozisile
iliskisini aragtirmak.

Durum Degerlendirmesi: Serbest oksijenradikallerinin akut pankrecatit patogenezindekirolltam olarak
agiklanamamistir, Pankreastaki bUtin hasarn, sadece oksijen radikallerinin htcre duvar Uzerine olan
direkt toksik etkilerinden kaynaklanabilecedi stiphelidir. inaktif proteolitik enzimlerin serbest oksijen
radikalleri tarafindan akfivasyonu pankreastaki gercek hasardan sorumlu olabilir,

Yéntem: Calismada 20 rat randomize olarak 2 gruba ayrildl. Tum ratlarda ana safra-pankreas kanali
karacigerhilusu dlzeyinde kateterize edildi. Pankreas kanal karacider hilusundan duodenuma dodru,
grup 1'deserum fizyolojik (%0.09 NaCl), grup 2'de 250 uM konsantrasyonda hidrojen peroksitile 0.5 ml/
saat hizinda U¢ saat perflze edildi. Deney sonunda fum ratlarda pankreatit tanisiigin serurn amilaz ve
lipaz dlctmleri, fripsinojenin tripsine ddnlsumuant gdstermek amaciyla serum ve idrar fripsinojen aktive
edici peptid dlcumleri yapildl. Histopatolojik inceleme ve immunohistokimyasal olarak apopitozisin
degerlendirimesi icin pankreastan doku érnedi alindi. Gruplar arcsi farklar Mann-Whitney U ftestiile
degerlendirildi.

Cikarnmlar: Serum fizyolojik ile perflze edilen ratlarda akut pankreaitit bulgularn saptanmadi. Hidrojen
peroksit grubunda yuksek serum amilaz ve lipaz seviyeleri ve morfolojik bulgular ile belilenen akut
ddematdz pankreatit gelisti. Serum ve idrar tripsinojen aktive edici peptid konsantrasyonlarinda
istatistiksel bir artig saptanmadi. Serum fizyolojik ve hidrojen peroksit grubunda apopitozis gortimedi.
Sonugclar: Calsmamizda hidrojen peroksitininfraduktal perflzyonu ratlarda akut pankreatit olusturdu.
Buakut pankreatitmodelinde 3. saaffe serum ve idrardatripsinojen akiivasyonu saptanmadi. Calismada
kullanilan hidrojen peroksit konsantrasyonuile pankreas dokusunda apopitozis gézlenmedi.

Anahtarkelimeler: Akut pankreatit, Serbest oksijenradikaller, Hidrojen peroksit, Tripsinojen akfive edici
peptid, Apopitozis

SUMMARY
Role of free oxygenradicalsinthe pathogenesis of acute pancreatitis has not been studied thoroughly

intheliferature. Inadditionto the directtoxic effect of free oxygenradicals onacinor cells, these agents
may activate pancreatic enzymes and, inturn, add to the parenchymal injury. In this study we aimed
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fo study the effect of intraductal perfusion of hydrogen peroxide, a member of free oxygen radicq|
family, onthe activation of frypsinogen and induction of apoptosisin pancreatic parenchyma, Twenty
Sprague-Dawley rats were randomly divided into fwo groups. Bile-pancreatic duct was cannulated
close to the liver in all animals and perfused through the duodenum with %0.9 NaCl solution in group
1 and 250 uM hydrogen peroxide in group 2 at 0.5 ml/h for 3 hours. Serum amylase and lipase levels
were measured forthe diagnosis of acute pancredtitis; serum and urine trypsinogen activation peptide
levelsmeasured for the determinafion of frypsinogen activation. Tissue samples were obfained forthe
evaluation of apoptosis. Mann Whitney U fest was used for stafistical analysis. Hydrogen peroxide
perfusion induced acute pancreatitis with high serum amylase and lipase levels. There were no
statistical differencesinserumn and urine trypsinogen activation peptide levels between the two groups,
Apopitosis has not been detected in both groups. We concluded that hydrogen peroxide induced
acute pancreatitis in our study. In this model, frypsiongen activation has not been detfected in serum
and urine affer 3 hours of hydrogen peroxide perfusion. No increase in apopitosis has been found in
hydrogen peroxide group when compared with control group.

Keywords: Acute pancredtitis, Free oxygen radicals, hydrogen peroxide, Trypsinogen activation

peptide, Apopitosis

Akut pankreatitin erken doneminde heniiz
histopatolojik degisiklikler ortaya citkmadan énce,
serbest oksijen radikallerinin (SOR) ortaya ctkmasi
(1,2,3,4), akut pankreatitte goriilen parenkim
hasarindan SOR’nin sorumlu olabilecegi
hipotezinin ortaya atilmasina neden olmustur.
Deneysel olarak, SOR ailesinin bir tiyesi hidrojen
peroksit (H,0,) ilein vivo kosullarda akut pank-
reatit olusturulmasi bu hipotezi kuvvetle destek-
lemektedir (5,6,7). Ancak, SOR'nin pankreatitte
hangi mekanizmalar ile parenkim hasari olus-
turdugu hentiz netolarak agiklanamamisgtir. Serbest
oksijen radikalleri parenkim hasarinidirekttoksik
etkileri ya da harekete gecirdikleri bir baska
mekanizmaile yapiyor olabilirler. Hidrojen perok-
sit ile olusturulan deneysel akut pankreatitteki
parenkim hasarinin, bir H,O, temizleyicisi olan
katalaz ile tam olarak énlenememesi, SOR'nin
direkttoksik etkileri yanindabagkabir mekanizmayi
da harekete gecirebilecegini disindirmektedir
(6). Bu mekanizma, SOR’nin pankreas hiic-
resindeki tripsinojeni aktif tripsin haline donis-
tiirmesi olabilir. _

Apopitozis genetik olarak programlanmis hiicre
olumudur. Hem fizyolojik hem de patolojik du-
rumlarda gorilebilmektedir. Akut pankreatitte
apopitozisin induksiyonunun pankreatit siddetini
azaltici bir rolti oldugu gosterilmistir (8,9). in
vitro calismalara gore, SOR apopitozis i¢in bir
mediator gorevi gérmektedir (10). Ancak, akut
pankreatitte SOR'nin invivo kosullarda apopitozis
tizerindeki etkisi bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci; intraduktal H,O,
perfiizyonu ile olusturulan deneysel akut

pankreatitte (a) H,O, ‘in tripsinojen aktivasyonu
tizerindekietkisini, (b) SOR'nin pankreasta olusan
hiicre hasarivefizyolojik hiicre 6liimii apopitozis

ile iliskisini arastirmaktir.
GEREC VEYONTEM

Bu calismada, agirliklan 230-330 gram
arasinda degisen erkek cinsi 20 adet Sprague-
Dawley tipi rat kullanildi. Anestezi 60 mg/kg
ketamin (Ketalar, Eczacibagi, Turkiye) ve 5 mg/kg
ksilazin hidroklortriin (Rhompun %2, Bayer-
Almanya) intramuskilerenjeksiyonuile saglandi.
Bélge temizliginden sonra orta hat insizyonu ile
laparotomiyapildi. Mesane bosaltildi. Ortak safra-
pankreas kanali bulundu. Kanal, sag ve sol ana
hepatik kanallarin birlegim yerinden baglandive
baglamanin hemen distalinden kateterize edildi
{Introcan-WW 22G, Braun-Almanya). Kateterin
disardaki ucu bir inflizyon pompasina bagland
{Perfusor, Compact OPS, Braun-Almanya).
Boylece, safra-pankreas kanalinin karaciger
hilusundan duodenumadogru serbest perflizyon
imkani saglandi. Sonraratlarrandomize olarak iki
grubaaynldi.

Grup 1. Kontrol grubu (n =10): Safra-pankreas
kanal serum fizyolojik (%0.9 NaCl, Eczacibasi,
Turkiye) ile 0.5 ml/saat hizinda, (¢ saat stire ile
perflize edildi.

Grup 2. Hidrojen peroksit grubu (n=10):
Safra-pankreaskanali 250 uMH,O, (H,0,, %3 w/
w, KIM-YA Tic. Lit. Sti, Turkiye) ile 0.5 ml/saat
hizinda, li¢ saat stire ile perfize edildi.

Perfizyonun sonunda tiim hayvanlardan se-
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TABLO 1: SERUM FIZYOLOJiK VEHIDROJEN PEROKSIT GRUPLARINDA

MORFOLOJiK SKOR, AMILAZ, LiPAZ, PLAZMA TAP VE iDRAR TAP

DEGERLERININ KARSILASTIRMASI

Gruplar
Serum Fizyolojik Hidrojen Peroksit p*
Morfolojik Skor 0.9+0.23 5.9+0.23 <0.01
Amilaz (U/L) 871+67 1649+ 188 < 0.01
Lipaz (U/L) 71+£7 305+38 < 0.001
Plazma TAP (nM) 1.04+0.85 1.90+0.77 >0.05
Idrar TAP (nM) 1.78+0.59 211+0.71 >0.05

rum amilaz, lipaz ve tripsinojen aktive edici
peptid (TAP) 6lctimleriicin vena kavainferiordan
kan 6rnegiveidrarda TAP dlgiimiicinidrar oregi
alindi. Histopatolojik inceleme icin pankreastan
doku drnegi alindi. Pankreas doku érnegi %10
formalinsoltsyonuicinde tespitedildikten sonra
parafin bloklar icine gémuldi. Bloklardan 4
mikrometre kalinliginda kesitler hazirlandi.
Kesitlerin bir drnegi hematoksilen-eozin ile
boyandiktan sonra isik mikroskobunda de-
gerlendirildi. Kalan kesitlerde indirekt immi-
nohistokimyasal yontemle apopitozisin varlig
aragtinldi. Her iki grupta asagidaki parametreler
cahisildi:

1.Serum amilaz ve lipaz aktivitesi otoanalizér
ile standart klinik bir metodla élcildii. 2. Serum
veidrarTAP dizeyleri ELISA yontemiile 6lctldi
(TAP EIA, Biotrin International Co.Dublin,
irlanda). 3. Pankreas dokusunda morfolojik skor-
lamayapildi. Buskorlamada; 1.makroskopik olarak
ddem (0 =yok, 1 =minimal-orta, 2 =siddetli), 2.
mikroskopik olarak duktal epitel hasari, (0=vyok,
1=epitel ayrilmasi, 2=epitelin dékiilmesi), 3.
polimorf niiveli 1okosit infiltrasyonu (0=vyok,
1=periduktal, 2 = parenkimal), 4. intraparenkimal
kanama (0=yok, 1=fokal, 2=diffiiz), 5.
parenkimal nekroz (0 =yok, 1 =fokal, 2 =diffiiz)
kriterleri 0-2 arasinda puanlandi. 4. Apopitozis
varligr, p53 ve bcl-2 (apopitozis inhibitdri,
Oncogene Research Products, ASK06, Boston)
immun boyamalan yapilarak indirekt immii-
nohistokimyasal yéntem ile arastinldi. Bunun
icin, dokular 24 saatstire ile %4 paraformaldehid
soltsyonu iginde fikse edildikten sonra parafin
bloklar hazirlandi. Bloklardan bes mikron
kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler depara-
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finizasyondan sonra 18 saat siire ile rabbit-anti-
bcl-2 (1/100 diliisyon) ve rabbit-anti-p53 (1/100
dilisyon) primer antikorlari ile inkibe edildi.
Fosfatli tampon soliisyonu ile yikandiktan sonra
anti-rabbit horse hidrojen peroksidaz sekonder
antikoru (Zymed Histostain kit) ile boyandi.
immiinohistokimyasal reaksiyonun goriilebilmesi
icin aminoetilkarbazol ve hematoksilen-eozin
boyamalar yapildiktan sonra, kesitler 151k mik-
roskobundadegerlendirildi.

Elde edilen bulgularin istatistiksel deger-
lendirmesinde Mann-Whitney U testi kullanild.
p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglarortalamave ortalamanin standart hatasi
seklinde verildi.

BULGULAR

Makroskopik-mikroskopik inceleme ve
morfolojik skorlama: Safra-pankreas kanalinin
serum fizyolojik ile perfiize edildigi grupta,
pankreasta makroskopik ve mikroskopik degisiklik
saptanmadi. Hidrojen peroksit grubunda,
makroskopik olarak pankreasta belirgin dem ve
ozellikle perfiizyonun yapildigi safra-pankreas
kanali boyunca ve cevresindeki parenkimde
belirgin mat bir gériiniim ortaya cikti. Hidrojen
peroksitgrubundamikroskopik degisikliklerfokal
alanlarda idi. Ana kanal epitelinin dokildigii
gorildu ve kanal ¢evresinde minimal polimorf
niiveli 10kosit infiltrasyonu saptandi. Pankreas
parenkiminde hemoraji gézlenmedi. Safra-
pankreas kanali gevresinde asiner hiicrelerde
hidropik dejenerasyon saptandi. Morfolojik skor,
H,O, grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak ytiksek bulundu (p<0.01; Tablo 1).
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Apopitozis degerlendirmesi: p53 ve bcl-2
immiin boyamalarinda heriki gruptadaboyanma
saptanmadi.

Bivokimyasal degerlendirme: H,O, grubunda
serum amilaz ve lipaz diizeyleri kontrol grubuna
goreistatistiksel olarak yiiksek bulundu (sirasiyla
p<0.01ve p<0.001; Tablo 1). Plazma ve idrar
TAP slciimlerinde, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunmadi (p>0.05;
Tablo 1).

TARTISMA

Akut pankreatitin patofizyolojisinde rol aldig
distintilen serbest oksijen radikallerinin etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Oksijen
radikallerinin lipid peroksidasyonu gibi direkt
toksik etkileri yani sira farkli bir mekanizmayi da
tetikleyerek pankreasta gérilen patolojik de-
gisikliklerden sorumlu olabilirler. Bu meka-
nizmalardan birisi, serbest oksijen radikalleri’nin
(SOR) pankreas hiicresindeki tripsinojeni aktif
tripsine doniistirmesi olabilir. Literatiirde, bu
teoriyi arastiran tek bir ¢alisma bulunmaktadir. in
vitro kosullarda yapilmig bu ¢alismada, SOR
olarak bilinen hipoklorit, siiperoksit ve hidroksil
anyonlarinin pankreatik enzim aktivasyonu yap-
madiklari bulunmustur (11). Biz de SOR’nin
proteolitik enzim aktivasyonu izerindeki etkisini
in vivo kosullarda, oksijen radikalleri grubunun
bir tiyesi olan hidrojen peroksit ile arastirmayi
amacladik.

Dahaénce SOR'nin pankreas tizerindeki direkt
toksik etkilerini arastirdigimiz calismalarimizda,
safra-pankreas kanalini pankreas kuyrugundan
duodenuma dogru cok disiik hizlarda SOR ile
perfiize ederek akut pankreatitolustugunu saptadik
(5,6,7). Bu calismamizda serum fizyolojik per-
fiizyonuyaptigimiz kontrol grubundabiyokimyasal
ve morfolojik incelemede patolojik bulguya
rastlamadik. Hidrojen peroksit grubunda ise se-
rum amilaz ve lipaz diizeyleri ile morfolojik skor
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
yitksek bulundu. BubulgularH,O, grubundaakut
ddematoz pankreatit gelistigini gosterdi.

Fizyolojik olarak, pankreas sivisinda bulunan
tripsinojenin 5-8 aminoasitlik bir pargasi ince
barsakta enterokinaz enzimi tarafindan ayrilarak,
inaktif formdaki tripsinojen aktif tripsine dé-
nistiiriilir (12). Tripsinojenin bu dénugimii
sirasinda serbest kalan aminoasit bolimine
(tipsinojen aktive edici peptit) TAP adi verilir.
Tripsinojen aktive edici peptit ince barsaktaki
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mukozal peptidazlartarafindan hizla metabolize
edilir. Bunedenle serumve idrarda cok azmiktarda
bulunur. Patolojik olarak, tripsinojen barsak
limeni disinda aktive oldugunda, aktive olan
tripsinojen miktarinabagl biroranda TAP sistemik
dolasima gecer. Serum, idrar ve peritoneal sivida
tespit edilebilir. Bu sivilarda élciilen TAP, trip-
sinojen aktivasyonunun kantitatif bir gdstergesi
olarak kabul edilir(13,14,15). Biz de, tripsinojen
aktivasyonunu gésterebilmek igin serum ve idrar
srneklerinde TAP konsantrasyonlarini dlgtiik. Her
iki grubun serum ve idrar TAP konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel fark bulamadik ve bu durumu
iki sekilde aciklamaya calistik. 1. Bukonudaki tek
in vitro calismada, hipoklorit, siiperoksit ve
hidroksil anyonu gibi SOR’nin enzim aktivasyonu
yapmadigi bildirilmektedir (11). Ayni sekilde,
intraduktal H,O, perfizyonu da tripsinojen ak-
tivasyonu yapmamigtir. 2. Hidrojen peroksit
perfiizyonu tripsinojen aktivasyonu yapiyorola-
bilir. Ancak, TAP'in istatistiksel olarak farkh bu-
lunabilecegi pik degerine ulasma zamani bizim
dlctim yaptigimiz zamandan farkli olabilir.
Mithofer (16) iskemik pankreatitte, Foitzik (17)
ise pankreatik arteriyel perfiizyonun bozuldugu
nekrotizan pankreatit modellerinde pankreas
dokusundaki TAP konsantrasyonu belirgin olarak
artmasina ragmen, serum TAP konsantrasyonunun
degismedigini bulmuslardir. Bu yazarlar, akut
pankreatitin neden oldugu mikrovaskiler
degisiklikler nedeni ile pankreas dokusunun
perfiizyonunun bozulmasi sonucunda TAP’In
sistemik dolasima gecemedigini one slirmek-
tedirler. Her ne kadar calismamizda, pankreastaki
mikrovaskilerdegisikliklerileilgili bir aragtirma
yapilmamis olsa da, bu mekanizma bizim mo-
delimizde de rol oynamis olabilir. Ayrica pank-
reatitindiiksiyonuileserum veidrar TAP él¢timleri
arasinda gecen siirenin TAP seviyeleri ile ilgili
olabilecegine dair calismalar da bulunmaktadir.
Castillo (14), subkutan serulein ve intraduktal
deoksikolik asit enjeksiyonu ile olusturdugu
pankreatit modelinde, serum TAP konsan-
trasyonunu 6.saatte, idrar TAP konsantrasyonunu
ise 4, saatten sonra kontrol grubuna gore yiksek
buldugunu bildirmektedir. Merriam kanal li-
gasyonu ile olusturdugu akut pankreatitmodelinde
ise serum ve pankreas dokusundaki TAP
konsantrasyonlarini, 6, 12 ve 24, saattlerde 6lcmis,
ve 24 ile 48. saatte kontrol grubuna gére daha
yitksek bulmustur (18). Bu sonuglar pankreatit
modeli ve lciim zamaniile TAP seviyeleriarasinda
yakin biriliskinin oldugunu gostermektedir. Ote
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yandan pankreatitin siddeti ile TAP konsan-
trasyonlari arasinda da bir iliski olabilecegini
gosteren ¢alismalar vardir. Banks, ERCP sonrasi
olusan thmh pankreatitlerde idrar TAP konsan-
trasyonunun artmadigini tespit etmistir (19). Bitiin
bu bilgiler isiginda; bu calismada kullandigimiz
deneysel akut pankreatit modelimizin akut
o6dematdz pankreatit olusturmasi, literatiirdeki
akut pankreatit modellerinden farkli olmasi ve
pankreatitin indiiksiyonuile TAP dlctimi arasinda
gecen stirenin kisa olmasi serum ve idrar TAP
konsantrasyonlarinin kontrol grubundan farkli
bulunmamasina neden olmus olabilir.
Apopitozis, genetik olarak programlanmisg
hicre olumi olarak tanimlanmaktadir (20,21).
Morfolojik olarak hiicrede kromatin kiimelesmesi,
hiicrenin kiigtilmesi ve diger hiicrelerle iliskisinin
ortadan kalkmast ile nekrozdan kesin olarak faklilik
gosterir. Apopitoziste hiicre gevresine zarar
vermeden 8liir. Organizmadaki bitin hiicreler
genetik olarak apopitozis vetenegi tasir. Ancak,
bu yetenegin kullanilmasina neden olan me-
kanizmalarin ne oldugu, apopitozisin nasil ve
hangi kosullarda basladigi bilinmemektedir.
Genetik calismalara gore, p53 geni apopitozisi
uyarirken, bcl-2 geni inhibe etmektedir (20,
21,22). Apopitozis, normal dokularin hiicresel
siklusunda fizyolojik olarak goriilirken, patolojik
durumlarda da goriilebilmektedir. Degisik akut
pankreatit modellerinde, pankreasin asiner hiic-
relerinde apopitozis saptanmistir (23,24,25). Ek
olarak deneysel pankreatit modelleri ile yapilan
calismalarda apopitozisin stimilasyonunun
pankreatit siddetini azaltici bir rol oynadigi sap-
tanmistir (26,27,28). Akut pankreatitte SOR’nin
in vivo kosullarda asiner hiicre apopitozisi
tizerindeki etkisi bilinmemektedir. Calismamizda,
H,O, ile olusturdugumuz akut pankreatit mode-
linde asiner hiicre hasarmin apopitozis ileiligkisini
aragtirdik. Ancak, p53 ve bcl-2 ile yapilan immiin
boyamalarda her iki grupta da boyanma sapta-
madik. Ortiz, in vitro calismasinda, 10-1000 uM
arasindadegisen konsantrasyonlardaH,Q, e tabii
tuttugu izole rat asintslerinde, apo-pitozisi,
H,0O,i sadece 100 uM'akadarkonsan-trasyonlarda
kullandiginda tespit etmis ve bunun tizerindeki
konsantrasyonlarda nekroz gelistigini bildirmistir
(29). Bizim calismamizda, apopitozis goriilme-
mesi, deneyin in vivo olarak yapilmasina ve
kullanilan 250 uM H, O, konsantrasyonunun yiik-
sekolmasinabagliolabilir, Akutpankreatitolustur-
dugumuz bu modeli iceren yeni yapilacak cals-
malarkonunun acikliga kavusmasini saglayabilir.
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Sonugolarak; bu calismada, 250 uM H, O, ‘in
intraduktal perfiizyonu biyokimyasal ve morfolojik
bulgularla belirlenen akut ddematdz pankreatit
olusturdu, Bu akut pankreatitmodelinde 3. saatte,
serum ve idrarda tripsinojen aktivasyonu
saptanmadi. H,O, ‘inkullanilanbukonsantrasyonu
ile pankreas dokusundaapopitozis gbzlenmedi.
Bu model ile olusturulacak akut pankreatitin,
daha gec donemlerinde vapilacak olctimler ile
H,O, ve tripsinojen aktivasyonu, daha dusik
konsantrasyonlarda kullanilacak H,O, ile SOR ve
apopitozis arasindaki iliskinin net olarak ortaya
konmasit mimkin olabilir.
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