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OZET

Yazici, O. (2020). Metimazol indiiklii Pankreatit Olusum Mekanizmalarinin in
Vitro Sartlarda Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Farmasotik Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Metimazol, 6zellikle hipertiroidi ve Graves hastaliginin tedavisinde kullanilan
antitiroid ajanlarin basinda gelir. Metimazoliin bulanti, kusma, iirtiker gibi bilinen
advers etkileri yaninda etkin madde ile iliskili pankreatit vaka raporlar1 literatiir
calismalari ile aktarilmistir. ilag kaynakli akut pankreatit riskine dair veriler daha ¢ok
vaka raporlar ile vaka kontrol, hayvan ve in siliko calismalar sonucu elde edilen
bilgilere dayanmakla birlikte bu riskin olusum mekanizmalarinin aydinlatilmasina
yonelik in vitro c¢alismalar olduk¢a azdir. Ilaglarmm pankreatit olusturma
mekanizmalarmin aydinlatilmasi hususunda yapilacak in vitro ¢alismalarin bu alandaki
eksikligin giderilmesi anlaminda oldukga yararli olacagi dngoriilerek tez calismamiz ile
metimazol indiiklii pankreatit olusumunun altinda yatan toksik etki mekanizmalarinin
tanimlanmas1 hedeflenmistir. Calismada IC30 degeri tespit edilmis, reaktif oksijen
tirlerinin ~ olusumunun metimazol indiklii pankreatit riskini arttirabilecegi
diisiintilmektedir. Elde edilen sonuglarin literatiire katki saglamasi ve konu ile ilgili ileri

diizey yeni arastirmalarin planlanmasina zemin olusturmasi amaglanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Metimazol, Akut pankreatit, ila¢ indiiklii pankreatit,

Toksisite, Reaktif oksijen tiirleri

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 36298
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ABSTRACT

Yazici, O. (2020). Evaluation of Metimazole Induced Pancreatitis Formation
Mechanisms in In Vitro Conditions. Istanbul University, Institute of Health Science,

Department of Pharmaceutical Toxicology. Master Thesis. Istanbul.

Methimazole is one of the first-choice antithyroid agent used especially in the
treatment of hyperthyroidism and Graves disease. In addition to the known adverse
effects of methimazole, such as nausea, vomiting, and urticaria, pancreatitis case reports
related to the this active substance have been reported through literature studies.
Although data on the risk of drug-induced acute pancreatitis are mostly based on case
reports and information obtained as a result of case control, animal and in silico studies;
in vitro studies to elucidate the mechanisms of formation of this risk are scarce. It is
foreseen that in vitro studies to clarify the mechanisms of pancreatitis induced by drugs
will be very useful in terms of eliminating the deficiency in this field, and our thesis
study aimed to define the toxic effect mechanisms underlying metimazole induced
pancreatitis. In this study, ICso value was determined and it is thought that the formation
of reactive oxygen species may increase the risk of methimazole-induced pancreatitis.
The results obtained are intended to contribute to the literature and provide a basis for

the planning of further new researches on the subject.

Key words: Methimazole, Acute Pancreatitis, Drug induced pancreatitis,

Toxicity, Reactive oxygen species

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 36298



1. GIRIS VE AMAC

Pankreas, retroperitoneal yerlesimli ve %80’1 ekzokrin, %2’si endokrin
faaliyetlerden sorumlu bir organdir. Eski Yunan hekimleri tarafindan bilinen bir organ
olmasia ragmen pankreasin akut inflamasyonu sonucu olugan akut pankreatit ancak
1883 yilinda Chiari tarafindan tanimlanmistir. Akut pankreatitte intersitisyel 6demden
hemoraji ve nekroza kadar degisebilen hasarlar s6z konusudur ve ciddi akut pankreatitte
mortalite oran1 %20-40 arasinda degisim gosterir. Akut pankreatit olgularinin %80’1
safra tagina veya alkole bagli olarak ortaya ¢ikar. Bununla birlikte daha az siklikta
olmakla birlikte akut pankreatite neden olan faktdrlerden biri de ilaglardir. ilaca bagh
pankreatit insidanst %0,1-2 oraninda iken son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, %5'e
varan bir insidans bildirilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) veritabaninda, yan etki
olarak akut pankreatiti tetiklediginden siiphelenilen 500'den fazla ilag listelenmistir.
Cogu inceleme, ilaca bagli akut pankreatitin, tiim akut pankreatit vakalarinin %3-5"ini

olusturdugunu rapor etmektedir.

llac kaynakli akut pankreatit riskinin altinda yatan mekanizmalarin
aydilatilmasina yonelik in vitro ¢alismalar oldukg¢a azdir. Daha ¢ok vaka raporlar ile
vaka kontrol, hayvan ve in siliko ¢calismalar sonucu elde edilen verilere dayali teoriler
iizerinden gidilmektedir. Ilaca baglh akut pankreatitte gerek ilag etken maddesi gerekse
de metabolitlerinin basta sitotoksisite ve asir1 duyarlilik reaksiyonlarina sebep olmasi
sonucu olusabilecegi bildirilmektedir. Dolayistyla ilaglarin pankreatit olusturma
mekanizmalarinin aydinlatilmas1 hususunda yapilacak in vitro c¢alismalar oldukca

literatiire katki saglayacak ¢alismalardir.

Hipertiroidizm ve Graves hastaliginin tedavisinde kullanilan antitroid etkili bir
ilag olan metimazol, tiroid peroksidaz enziminin antitroid aktivitesine sahip bir tioamid
inhibitoriidiir. Hipertiroidi veya agsir1 aktif tiroid bezinin tedavisinde kullanilan
metimazol, tiroid hormonlarinin sentezini inhibe ederek etki gosterir. Subtotal
tiroidektomi veya radyoaktif iyot tedavisi i¢in hazirlikta hipertiroidizmi iyilestirmek igin

de kullanilir.

Metimazol, tiroid peroksidaza baglanir ve bdylece iyodiiriin iyodine
dontisiimiinii engeller. Tiroid peroksidaz normalde iyodiirii iyodine doniistiiriir (bir

kofaktor hidrojen peroksit yoluyla) ve ayrica ortaya c¢ikan iyodiir molekiiliiniin,



tiroglobiilinde bulunan tirozinin fenol halkalarinin hem 3 hem de 5 pozisyonlarina
eklenmesini katalize eder. Tiroglobulin, tiroid bezinin iirettigi ana hormonlar olan
tiroksin (T4) ve tri-iodotironinin (T3) tiretilmesi i¢in indirgenir. Metimazol, yeni tiroid

hormonlarinin iiretimini etkili bir sekilde onler.

Metimazoliin bulanti, kusma, halsizlik, dokiintii, kasinti, kas agrist gibi taniml
advers etkileri mevcuttur. Uriin bilgilerinde yer alan advers etkilerin yan1 sira, etkin
madde ile iliskili pankreatit vakalarinin bulundugu literatiir ¢aligmalar ile aktarilmistir.
Metimazol indiiklii pankreatit olusumu bazi vakalar ile bildirilmis olmakla birlikte
altinda yatan toksik etki mekanizmalar1 heniiz yeterince aydinlatilmamistir. Teoriler
arasinda pankreas kanali daralmasi, arteriyolar tromboz, hepatik tutulum, toksik
metabolitlerin birikmesi, ozmotik, basing veya metabolik etkiler, asir1 duyarlilik

reaksiyonlar1 ve otoimmiin reaksiyonlar bulunur.

Calismamizda; metimazoliin pankreas hiicrelerinde inflamasyon, sitotoksik,
apoptoz olusturma potansiyeli ve oksidatif hasara etkisi arastirilmistir. Elde edilen
verilerin literatiirde belirtilen akut pankreatit olusum vakalarmin altinda yatan toksik

etki mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglanmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metimazol

Metimazol, tiyonamid grubu anti-tiroid bir ilagtir. Graves hastaliginda, cerrahi
veya radyoaktif iyot tedavisinde zayif aday olan toksik multinodiiler guatrda,
tiroidektomi veya radyoaktif iyot tedavisine hazirlikta hipertiroidi semptomlarini
iyilestirme amaciyla kullammi FDA (Gida ve Ilag Idaresi) tarafindan onaylanmistir.
Diger bir kullanimu ise tirotoksikoz/tiroid firtinasinin tedavisi i¢indir (Singh ve Correa

2020).

Gastrointestinal sistemden hizla emilen tiyonamidler oral alim1 takiben yaklagik
1-2 saatlik siire i¢cinde maksimum plazma seviyesine ulasir. Tiroidal konsantrasyonu
serumdaki seviyesinden fazladir. Intratiroidal devri yavastir, oral alimi takiben 17-20
saat sonra serumdaki konsantrasyon seviyesi 3-6 saat sonra goriilen degere benzerdir.
Plazma yarilanma 6mrii 6-8 saattir. Bununla birlikte, tek doz metimazol 24 saatten uzun
bir siire antitroid etki gosterebilir (Azizi 2006). Metimazol tiroid bezinden tiroid
hormonu {iretimini engeller. Tiroid peroksidaz enziminin aracilik ettigi tiroglobulin
icindeki tirozin kalintilarimin iyotlanmasina neden olan ve bdoylece tiroksin (T4) ve
trityodotironin (T3) sentezini Onleyen adima miidahale eder (Abraham ve Acharya
2010). Bu esnada olusan iyodotirozil artiklarmin olusumunu da engeller. Ayrica iyodiir
iyonunun ve iyodotirozil gruplarinin oksidasyonuna miidahale eder ve tiroglobulini
tiikketir ve dolasimdaki tiroid hormon seviyelerini azaltir. Metimazol genel bagisiklik
sistemini etkileyerek hastaliklarin kontrol altina alinmasina yardimci olabilir. Yapilan
calismalarda hiicre i¢i adezyon molekiilii 1 (intracellular adhesion molecule 1), ¢coziiniir
interlokin 2 (soluble interleukin 2) ve anti-tirotropin reseptdr antikoru (anti-thyrotropin
receptor antibody) gibi bagisiklik molekiillerinin zamanla azaldigi, boylece bagisiklik
ile iligkili hipertiroidi sorunlarinda iyilesme oldugu gézlenmistir (Sonnet ve ark. 1999).
Hasta profilindeki iyilesmelerin bundan kaynaklanip kaynaklanmadigi veya tiroid
fonksiyonunun iyilesmesi nedeniyle olup olmadigi heniiz tam olarak netlik
kazanmamistir. Ancak, metimazoliin dolasimda veya tiroid bezindeki depolanan,

mevcut T4 ve T3 seviyeleri lizerine etkisi yoktur (Singh ve Correa 2020).

Metimazol oral uygulanir. Baglangic dozu, siddetine bagh olarak, giinde 20-40

mg’dir. Giinliik doz, 8 saatte bir olmak iizere 3 doza boliiniir. "Titrasyon rejimine" gore



yiiksek baslangi¢ dozu 4-8 hafta sonra azaltilir. idame dozu 5-20 mg’dir ve yaklagik 12-
18 ay boyunca devam eden 4-6 aylik tedavi sonrasinda uygulanir. "Blok degistirme
rejimi"ne gore ise normal tiroid fonksiyon durumu ancak antitiroid ilaglarin yiiksek
dozu ile korunarak tedaviye devam edilir. Bu rejimde biraz daha fazla yan etki siklig1
ile, izleme i¢in daha az tiroid fonksiyon testine ihtiya¢ duymasi gibi ilave yararlari
vardir. Tiroid firtinasinin tedavisi, kontrole ulasana kadar 8 saatlik araliklarla oral
yoldan verilen 60-80 mg/giin baslangi¢c dozunu igerir. Sonraki dozlar1 ve tedavi siiresi
hasta yanitina gore ayarlanmalidir. Metimazol dar terapotik araligia sahiptir ve izin

verilen maksimum dozun kontrolii 6nemlidir:
Yetiskin: 40 mg/gilin agizdan; siddetli durumda 60 mg/giin'e kadar
Geriatrik: Agizdan 40 mg/giin; siddetli durumda 60 mg/giin'e kadar

Ergen: Idame dozlari nadiren agizdan 30 mg/giin'ii asar. Siddetli hipertiroidizmde 1

mg/kg/giin. Tam biiylime gosteren hastalarda doz yetiskin dozuna yaklasabilir.

Cocuk: Idame dozlar1 nadiren agizdan 30 mg/giin'ii veya siddetli hipertiroidizm varsa 1

mg/kg/giin'ii asar.

Bebek: Siddetli hipertiroidizm varsa 1 mg/kg/giin (Singh ve Correa 2020).

2.2. Metimazol Yan Etkileri ve Toksisitesi

Tiyonamid alan hastalarda, bagisiklik infiltrasyonunda azalma ve otoantikor
seviyelerinde diisiis meydana gelir. Serum antitiroid uyarict hormon reseptor antikoru,
hiicre i¢i adezyon molekiilii 1 ve interlokin-2 ve -6 reseptorleri (IL-2 and IL-6) zamanla
azalir. Metimazol, tiroid epitel hiicreleri iizerindeki Fas ligandinin ekspresyonunu
indiikler, boylece Fas't eksprese eden T hiicreleri gibi infiltre lenfositlerin apoptozunu
indiikler. Tiyonamid ajanlar1 ile tedavi sirasinda, dolasan baskilayici T hiicrelerinin
sayisinda artig ve yardimer T hiicrelerinin, dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve aktive edilmis
intratiroidal T hiicrelerinin sayisinda azalma gozlenir. Bu etkilerin klinik 6nemi
belirsizdir, c¢linkii sadece tiroid fonksiyonundaki degisikliklerden kaynaklanabilir.
Yiiksek dozlarda veya uzun siireli tiyonamidlerin kullanimi ile daha fazla
immiinosiipresif etkiye sahip olabilmesi hedefiyle, prospektif ¢aligmalar yiiriitiilmiis,
ancak biri hari¢ digerlerinde bu yonde bir etki tespit edilmemistir (Azizi 2006).

Metimazol kullanimi ile bildirilen en yaygin yan etkiler ates, kasinti ve

bulantidir (Taguchi ve ark. 1999). Yaygin yan etkiler arasinda ise gastrointestinal



rahatsizlik, bas agrisi, uyusukluk, artralji, paresteziler, sa¢ dokiilmesi ve dokiinti
bulunur (LiverTox 2020). Metimazol kullanimi sirasinda bu tiir anormallikleri olan
hastalarda graniilositopeni, ilaca bagli lupus, siddetli artralji, ndtropeni, lemfopeni,
eozinofili, Steven-Johnson sendromu gibi daha az karsilasilan advers etkilerden
stiphelenilmelidir (Taguchi ve ark. 1999; Rivkees ve ark. 2010). Yaygmn olmayan
reaksiyonlar arasinda graniilositopeni, lenfadenit, artrit, kolestatik sarilik, metimazol
aracili lupus eritematozus ve insiilin otoimmiin sendromu bulunur (Yang ve ark. 2012).
Metimazoliin nadir komplikasyonlar1 (<%1) agraniilositoz, aplastik anemi, nefrit ve
hepatiti igerir (LiverTox 2020).

Metimazol doz asiminin yaygin semptomlart bulanti, kusma, epigastrik
rahatsizlik, ates, eklem agrisi, kasinti, viicut agrist ve sisliktir. Agraniilositoz veya
aplastik anemi de saatler veya giinler i¢inde ortaya ¢ikabilir. Daha az yaygin olarak,
hepatit, nefrotik sendrom, sinir hasari, dermatit ve sinir sisteminin uyarilmasi veya
depresyonu meydana gelebilir. Viicuttaki toksisite ve/veya oOliimle iligkili medyan
6limciil doz veya metimazol seviyesi hala bilinmemektedir. Asir1 dozda ila¢ kullanimi
durumunda, hastanin durumuna gore destekleyici tedavi baslatilir (Singh ve Correa
2020). Metimazol, tipik olarak, indiiksiyon tedavisinde yliksek doz sirasinda, tedaviye
basladiktan sonraki ilk 3 ay boyunca serum aminotransferaz diizeylerinde gegici,
asemptomatik yiikselmelerle iliskilendirilmistir. Bu yiikselmeler nadiren klinik olarak
anlamhidir ve genellikle tedavinin devami ile bile diizelir. Metimazol ayrica klinik
olarak belirgin, idiyosenkratik karaciger hasarina neden olabilir (LiverTox 2020).

Metimazoliin hepatotoksik etkisi genelde baslangi¢c dozundan itibaren 2-12 hafta
sonra gdzlenir ve enzim yiikselmesi paterni tipik olarak kolestatik veya karisiktir, ancak
hepatoseliiler paternler de tarif edilmistir. Metimazoliin neden oldugu kolestatik hepatit
uzayabilir, ancak 6lim nadirdir, semptomlar ve sarilik genellikle tedaviyi biraktiktan
sonraki 2-8 hafta i¢inde diizelir. Nadiren uzun siireli kolestaz 6rnekleri tanimlanmustir,

kaybolan safra kanali sendromu 6rnegi yoktur (LiverTox 2020).

Karaciger hasarmma neden olan metimazoliin roliiniin degerlendirilmesini
karmagiklastiran, hipertiroidinin tek basina karaciger testi anormalliklerine ve hatta

sariliklara neden olabilmesidir (LiverTox 2020).

Tedavi edilmeyen hipertiroidisi olan hastalarin yarisindan fazlasinda serum

enzim anormallikleri (genellikle normal araligin tist sinirinin en fazla 5 kati) bulunur ve



kiiciik bir kisminda sarilik ve kolestatik hepatit ile birlikte goriiliir. Karaciger testi
gostergelerindeki yiikselmeleri, yiiksek debili kalp yetmezligi olan hastalarda en sik
goriiliir. Anormallikler, ameliyat, radyoaktif iyot veya antitiroid ilaglarla hipertiroidi

tedavisi ile kisa stirede ¢oziiliir (LiverTox 2020).

Antitiroid ilaclarin neden oldugu hepatotoksisitenin altinda yatan patojenik
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Reaktif metabolitlerin ilaca bagl
hepatotoksisite patogenezindeki dnemi bildirilmistir (Heidari ve ark. 2015a). Sitokrom
P450 (CYP450) sistemi, metimazol metabolizmasinin ana yoludur. CYP450 enzimleri
yoluyla metimazol metabolizmasi, karaciger hasarmin temeli oldugu ileri siiriilen iki
ana metabolit olarak N-metiltiyolire ve glioksal (C2H202) verir. Metimazol ile
indiiklenen hepatik hasar1 olan hastalardan alinan biyopsi Ornekleri, kolestatik bir
stirecte tipik olan ve tipik kolestatik profili {ireten intrakanalikiiler kolestaz ile portal

yolun 6demi ve iltihaplanmasini gostermistir (Heidari ve ark. 2014b; 2015a).

Ek olarak, immiin aracili reaksiyonlarin antitiroidin neden oldugu
hepatotoksisitede rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Heidari ve ark. 2014b). Antitiroid
ilaclarin neden oldugu karaciger hasarina karsi artan duyarliliga katkida bulunan
faktorler; ileri yas, kadin cinsiyet, mevcut karaciger hastaliklar1 ve diger hepatotoksik
ilaglarin es zamanli kullanimidir. Bu yan etkinin potansiyel siddeti nedeniyle, tedaviye
baslamadan Once baslangic karaciger fonksiyonunun belirlenmesi ve hastalarin olasi
alarm semptomlar1 hakkinda bilgilendirilmesi Onerilir. Transaminazlarin rutin olarak
izlenmesinin, bu hastalarda (antiroid tedavisine sekonder olarak veya hipertiroidizm
nedeniyle) karaciger fonksiyon testlerinde hafif ve geri doniisiimlii degisiklikler yaygin
oldugu ve ciddi ilag hepatotoksisitesini ongormedigi i¢in ciddi karaciger toksisitesi
vakalarimi Onlemek i¢in maliyet etkin olup olmadigr degerlendirilmeye devam

edilmektedir (Peralta ve ark. 2018).

Metimazole baghh karaciger hasarmmin siddeti, hafif, gegici serum
aminotransferaz yiikselmelerinden orta derecede siddetli kolestatik hepatite kadar
degisir. Oliimciil vakalar nadirdir. Bazi vakalarda otoimmiinite veya immiinoalerjik
hepatit 6zellikleri vardir ve kortikosteroidlerle tedavi edilmistir, ancak kanitlanmig yarar
yoktur. Metimazol durdurulduktan sonra iyilesme genellikle hizlidir ve 6ncelik klinik
olarak belirgin karaciger hastaliginin ilk belirtisinde antitroid tedavisinin derhal

kesilmesi olmalidir. Hipertiroidizmin varligi, karaciger fonksiyonunun kotiilesmesinde



rol oynayabilir ve akut karaciger hasar1 sirasinda bile beta-blokerler veya diger
yaklagimlarla gec¢ici yOnetim gerekebilir. Bununla birlikte, ciddi vakalarda,
hipertiroidizmin radyoaktif iyodiir veya cerrahi ile daha kesin tedavisi daha uygun

olabilir (LiverTox 2020).

Metimazol kullanim ile akut pankreatit olusumundan nadiren bahsedilmektedir.
Klinik olarak, potansiyeli ciddi morbidite ve mortaliteye yol acabilir. Isvec'teki
Appelros ve Borgstrom c¢alismalarinda (1999), akut pankreatitin ilk saldirisinin yillik
insidans1 100.000 kisi basina 23,4 vaka ve akut pankreatit i¢in yillik mortalite 100.000
niifus basma 1,3 vakadir. Ocak 2019'da, metimazoliin olas1 potansiyel ila¢ reaksiyonlari
listesine akut pankreatit olusumu da eklenmistir. Bu karar, metimazol ile tedavi edilen
hastalardan 6 akut pankreatit vaka raporuna dayanir (Tablo 2-1). Niifusa dayali bir vaka
kontrol ¢aligmasinda bu iliski tespit edilmemesine ragmen, Avrupa ilag Ajansi
(European Medicines Agency, EMA) ilag¢ i¢in bir uyar1 yayinlamis ve metimazol i¢in
iirlin bilgisi, ciddi bir yan etki olarak akut pankreatiti i¢erecek sekilde degistirilmistir

(Brix ve ark. 2020).

Tablo 2-1: Metimazol kullanimi sonrasi goriilen akut pankreatit vakalar:

Yaymn yili Ulke Yas Cinsiyet Semptom  Referans

baslangi¢

siiresi
1998 Japonya 66 Kadin 3 hafta (Taguchi ve ark. 1999)
2001 Cin 18 Kadin 4 giin (Yang ve ark. 2012)
2012 Amerika 80 Kadin 3ay (Abraham ve ark. 2012)
2014 Kore 51 Erkek 2 hafta (Jung ve ark. 2014)
2015 Amerika 51 Kadin 3 hafta (Agito ve Manni 2015)
2017 Japonya 76 Kadin 19 giin (Kikuchi ve ark. 2018)

2.3. Akut Pankreatit

Pankreas, retroperitoneal yerlesimli, %80’1 ekzokrin, %2’si endokrin
faaliyetlerden sorumlu bir organdir. Pankreas eski Yunan hekimleri tarafindan bilinen
bir organ olmasina ragmen akut pankreatit 1883 yilinda peripankreatik doku ve uzak

organlarin da degisik derecelerde olaya dahil oldugu, pankreasin akut inflamasyonudur.



Morfolojik goriiniim, hafif akut pankreatitte intersitisyel 6demden, ciddi akut
pankreatitte goriilen hemoraji ve nekroza kadar degisebilir. Bu nedenle hastaligin
prognozu da degigskendir. Bir¢cok ciddi formunda mortalite orani %20-40 oraninda

degisim gosterir (Dedeli ve Oziitemiz 2007).

Pankreatik asini tarafindan salgilanarak, pankreasin kendi kendini sindirmesine
(otodigesyona) neden olan pankreatik ve lizozomal enzimler, makrofajlar ve
notrofillerin asir1 uyarilmasiyla salgilanan bir¢ok sitokin, inflamatuvar mediyator
(I6kotrienler, prostaglandinler, platelet aktive edici faktdr) ve serbest radikaller damar
gecirgenliginin artmastyla ve mikrosirkiilasyonun bozulmasiyla sonug¢lanan, ciddi akut
pankreatitin (nekrotizan pankreatit) patogenezini olusturur. Bu faktorlerin birinin digeri
ile karsilikl1 etkilesimi sonucu olusan {iriinler, pankreatik asiner ve intersitisyel epitelyal
bariyerde fonksiyon bozukluguna neden olur. Bu fonksiyonel bozukluklar, uygun bir
bicimde diizeltilmediyse, barsak bariyerinde hasara neden olarak endotoksinlerin ve
intestinal bakterilerin kana gec¢isi ve bunun sonucunda endotoksemi ve infeksiyonun
neden oldugu coklu organ disfonksiyonu ve ¢oklu organ yetmezligi seklinde goriilen
sekonder bir atakla sonuglanir. Asiner hiicre hasar1 ile olusan lokal ve sistemik
enflamatuvar yanit, akut atagin organizmayi etkileme siddetini belirler (Dedeli ve

Oziitemiz 2007).

Akut pankreatit yaygin bir akut cerrahi durumdur. Diinya ¢apinda yillik insidans
100.000 kisi basina 4,9-73,4 vaka olup Avustralya'da spektrumun {ist ucunda goriilme
siklig1 vardir. Epidemiyolojik ¢aligmalarda pankreatit i¢in 6liim oran1 %1,5-4,2 olarak
bildirilmistir, ancak pankreatitin siddetine gore bu oran degisir ve enfekte pankreas
nekrozu olanlarda %30'a kadar cikabilir (Nesvaderani ve ark. 2015). Yapilan bir
calismada (Nesvaderani ve ark. 2015) siddetli pankreatitin erken tanisi ve yogun bakim
desteginin uygun kullanimi nedeniyle %0,08'lik diisiik bir mortalite orani bildirmistir.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde, 6liim oran1 %9-20 ile yilda yaklasik 5000 yeni
akut pankreatit vakasi bildirilmektedir. Hastalik Kontrol Merkezleri (Centers for
Disease Control, CDC) tarafindan raporlanan 6liim nedeni ile ilgili ¢izelge verileri,
1999-2001 yillar1 arasinda ABD'de akut pankreatitten 8660 Oliim oldugunu
gostermektedir (Granger ve Remick 2005). Hafif akut pankreatit ¢ok diisiik bir mortalite
oranina (<%1) sahipken, siddetli akut pankreatit icin 6liim orani, steril ve enfekte

nekroz varligina bagh olarak %10-30’dur. ABD'de her yil 210.000'e kadar hasta akut



pankreatit nedeniyle hastaneye yatirilmaktadir (Carroll ve ark. 2007). Akut pankreatit
diinya genelinde gastrointestinal sistemle ilgili en sik hastaneye yatis gerektiren

hastaliktir (Uyanikoglu 2019).

ABD'de akut pankreatit nedeniyle hastaneye yatislarin dogrudan tibbi
maliyetlerini belirlemek ve yatan hastalarin demografik 6zelliklerini analiz etmek igin
Fagengolz ve ark. (2007) tarafindan bir calismada, akut pankreatit i¢in ortalama
hastanede yatis bagina maliyetin 9870 $ oldugu tahmini rapor edilmistir Akut
pankreatit, ABD saglik bakim harcamalarmin yillik 2.2 milyar dolardan sorumludur.
Akut pankreatitli bir hastada ortalama hastanede kalis siiresi yaklasik 5-6 giindiir. Ek
olarak, akut pankreatite, hayati tehdit eden komplikasyonlarin yami sira 6nemli

morbidite ve mortalite eslik edebilir (VanWoerkom ve Adler 2009).

Akut pankreatitin klinik ve patolojik seyri genellikle hafif olmasina karsin
olgularin %15-25’inde ciddi komplikasyonlarla seyredebilir. Bir¢ok yonden ciddi akut
pankreatitin klinik seyri genis termal yaralanmalara benzer. Hastaligin erken dénemi
hasarli alanda belirgin sivi elektrolit kayb1 ve sistemik inflamatuvar yanit sendromu
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS)’nun gelisimi ile karakterizedir.
Pankreatit atagi nedeniyle kaybedilen hastalarin yaklasik 1/3°t4 hastaligin erken
déneminde ve bu kaybedilen hastalarin '2’si de akut solunum sikintis1 sendromu (acute
respiratory distress syndrome, ARDS) seklinde goriilen ciddi akciger hasar1 ve diger
stireclerle ilgili olarak gelisen sok, bakteriyemi, iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi

komplikasyonlardan kaybedilmektedir (Dedeli ve Oziitemiz 2007).

Akut pankreatitin etiyolojik nedeninin tespit edilmesi, uygun tedavi ve takip
acisindan O6nemlidir. Akut pankreatit nedenleri en sik biliyer olmak {izere, alkol,
hipertrigliseridemi, hiperkalsemi, ila¢ iliskili, otoimmiin, herediter/genetik ve anatomik
anomalilerdir. Akut pankreatit olgularinin ilk ii¢c nedenini safra tas1 (~%42), alkol
(~%21) ve idiyopatik (%10-30) etkenler olusturmaktadir. Diger akut pankreatit
nedenleri arasinda hipertrigliseridemi, hiperkalsemi, 1ila¢ iligkili, otoimmun,

herediter/genetik ve anatomik anomaliler gelir (Uyanikoglu 2019).

Akut pankreatitin gelisiminde pankreas asinar hiicreleri merkezi rol oynar. Safra
tas1 veya alkol gibi tetikleyici faktorler, asinar hiicreleri uyararak, sindirim enzimlerinin
(tripsinojen, prokarboksipeptidaz A1) aktive olmasina neden olur. Ince bagirsaga

ulasmadan bu enzimlerin aktive olmasi anahtar rol oynar. Kolesistokininin asiri
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stimiilasyonu sonucu, tripsinojen otoaktivasyonu olmakta ve katepsin B stimiilasyonu
sonucu erken donemde tripsin aktivitesi artar. Hiperkalsemi ve asit pH tripsinojen
otoaktivasyonunu arttirir. Aktive olan enzimler, zimojen graniiliinden kagar ve asinar
hiicreleri parcalayarak inflamatuvar mediatorlerin ve vaskiiler permeabiliteyi arttiran
ajanlarin saliimina yol acar. Erken donemde aktive olan tripsin kompleman sistemini
aktive ederek notrofil ve makrofajlardan serum ve pankreatik doku igerisine daha fazla
tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), nitrik oksit ve platelet aktive edici
faktor (PAF) salinimina yol acar. Bu salgilanan faktorler, pankreasta 6dem ve iskemiye
neden olarak nekroza kadar giden genis bir pankreatit spektrumuna yol agar. Bu
inflamatuvar faktorler, ayrica sistemik etkilere de sahip olup kapiller damarlardan
sizintiya, ates ve hipotansiyona neden olabilir. Tiim bu olaylarin sonucunda pankreasta
apoptozis ve nekroz ortaya ¢ikabilir. Bu sitokinlerin mekanizmasinin tam anlasilmasi ile
gelecekte yeni terapotik ajanlarin elde edilecegi limit edilmektedir (Keskek ve

Hamaloglu 2002).

2.4. Tlac Indiiklii Pankreatit

flaca bagli pankreatit nadir goriiliir, tahmini insidansi %0,1-2 oraninda olup
2010 yil1 verilerine gore %5'e kadar artan bir insidans bildirilmistir. WHO tarafindan
yan etki olarak akut pankreatiti tetiklediginden siiphelenilen 500'den fazla ilag
listelenmistir (Fathallah ve ark. 2015). ilaca bagh ilk pankreatit vakalar1 1950’lerde
klortalidon ve kortizon ile bildirilmistir. Balani ve Grendell (2008) 1950-2007 yillari
arasindaki calismalart MEDLINE taramasi ile belli kriterlere dayanarak pankreatite
neden olan ilaglarin bir listesini olusturmuslardir. Tracie Kaurich (2008) yaptig1 calisma

ile pankreatite neden olan ilaglarin daha genis bir listesini olusturmustur (Tablo 2-2).
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Tablo 2-2: Akut pankreatit ile iligkili ila¢ ve ila¢ gruplan

ACE inhibitorleri
Asetaminofen
Alendronat
Trans-retinoik asit
Alfa-metildopa
Aminosalisilatlar
Amiodaron
Amlodipin
Ampisilin
Antiviraller
Aspirin

Atipik antipsikotikler
Azatioprin
Bupropion
Kalsitriol
Kenevir
Kapesitabin
Karbamazepin
Seftriakson
Simetidin
Sisplatin
Klomifen
Kodein

Kolsisin
Kortikosteroidler
COX-2 inhibitorleri
Siklofosfamid
Siklosporin
Siproheptadin
Sitozin

Danazol

Dapson
Diazoksit
Diphenoksilat
Dipiridamol
Dokserkalsiferol
Doksorubisin
Ertapenem
Ostrojenler

Etakrinik asitler
Eksenatid
Ezetimib
Fibratlar
Finasterid
Florokinolonlar
5-Fluorourasil
Furosemid
Gabapentin
Altin

HAART ajanlan
[fosfamid
Indometazin
Interferon/Ribavirin
Interl6kin-2
Irbesartan
Isoniazid
[zotretinoin
Lamotrijin
L-asparaginaz
Makrolidler
Mefenamik asit
6-Merkaptopiirin
Mesalamin
Metformin
Metimazol
Metildopa
Metronidazol
Mirtazapin
Montelukast
Mikofenolat
Nitrofurantoin
NSAIDs
Oktreotid
Paklitaksel
Pegaspargaz
Penisilin
Pentamidin

Fenolftalein

Pilokarpin

Prazosin

Prokainamid

Propofol

Propoksifen

Proton pompa inhibitorleri
Kinopristin/Dalfopristin
Ranitidin

Repaglinid

Rifampisin

Rifapentin

Rivastigmin

Ropinirol

Ciice palmiye

Secici serotonin reseptdr antagonistleri
Sirolimus

Sodyum stiboglukonat
Somatropin
Siilfametoksazol
Siilfasalazin

Sumatriptan

Takrolimus

Tamoksifen

Tetrasiklinler

Tiazid diiiretikleri
Trombolitik ajanlar
TNF-a inhibitorleri
Topiramate
Trimetoprim-Sulfametizol
Valproik asit

Venlafaksin

Vinkristin

Vorikonazol

Zolmitnptan

HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri
Adrenokortikotropik hormonlar
Pergolid

Badalov ve ark. (2007) tarafindan yapilan calisma ile her bir ajan igin

yaymlanmis kanit agirhigina ve klinik sunum paternine dayanarak akut pankreatite

neden oldugu bildirilen ilaglar siniflandirilmistir. Akut pankreatitli tiim vakalar igin,

MEDLINE {izerinden tarama yapilmis (1955-2006), 120 ilacin siniflandirilmasina izin

veren 1214 vaka raporunu ortaya koymustur. Arama terimleri arasinda “pankreatit” ve

99 Gy

“ilaca bagl1” veya “tedaviye bagl”, “ila¢” ve “tedavi” yer alir. Tarama insan ¢aligsmalar1
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ile smirlandirilmistir. En son arama tarihi 1 Temmuz 2006’dir. FDA verileri bu analiz

i¢in kullanilmamustir.
Kanit diizeyi analizine dayanarak, 4 ila¢ sinifi tanimlanabilmistir (Tablo 2-3):

- Smif I ilaglar: en az 1 vaka raporunda, ilacla yeniden miicadele ile akut
pankreatit niiksiinii tanimlayan ilaglart igerir. Sif I ilaglar ayrica sinif Ia ve sinif Ib'ye
boliinmiistiir. Sinif Ia ilaglari, safra tasi, hipertrigliseridemi, alkol, hiperkalsemi ve diger
ilaglarin akut pankreatitinin tiim potansiyel nedenlerinin akut pankreatitin bir nedeni
olarak goz ardi edildigi ilaglardir. Sinif Ib ilaclar, pankreatit niiksiinii tanimladig:
ilaglardir, ancak akut pankreatitin potansiyel nedenleri goz ardi edilmemistir veya

acikca mevcut degildir.

- Smuf II ilaglar, bildirilen vakalarin %75 veya daha fazlasinda tutarli bir
gecikmenin oldugu ilaglar igerir. Bu kategoriye en az 4 vaka raporunun eklenmesi

gerekir.

- Smif II ilaglar arasinda, herhangi bir yeniden satasmaya veya tutarli bir
gecikme siiresine sahip olmayan ilaglar yer alir. Bu sinifa en az 2 vakanin dahil edilmesi

gerekmektedir.

- Smf IV ilaglar smif III ilaglara benzerdir, ancak sadece 1 olgu sunumu

mevcuttur (Badalov ve ark. 2007).



Tablo 2-3: Ila¢ indiiklii pankreatitin siniflandirma sistemi
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Kategori Tanim Ornekler
E:n?gelnzzlt(; zgf;r’urt)lojglf Sitarabin, dapson, kodein, pentamidin,
ioleli tiazis zlkol Ve pravastatin, prokainamid, enalapril,
Smif Ia hipe rtriglis’eri demi gibi akut furosemid, izoniazid, siilfametoksazol,
L .. lindak, tetrasiklin, lamin,
pankreatitin diger nedenlerinin su 1nda. » [CUrasIcin, mesajamin, .
dislanmasi. metronidazol, simvastatin, valproik asit
En az 1 vaka raporu, pozitif
yeniden satagma kanit1 ancak Lamivudin, losartan, amiodaron,
Sinif Ib diger akut pankreatitin azatiyoprin, deksametazon, TMP-SMZ,
nedenlerinin dislanmasi mevcut  ifosfaid, 6-MP, premarin
degil.
En az 4 vaka raporu ve secikme Ostrojen, l-asparaginaz, asetaminofen,
Sunf 1l periyodu Vakal:frm en af klozapin, propofol, DDI, eritromisin,
. tamoksif
%75’inde tutarh grrossiiog
Hidroklorotiyazid, seftriakson,
En 2%k adiP0r anoil alendronat, interferon/ribavirin,
Sinif 111 yeniden satagma verisi ve tutarli met.formlp,.mm.omkhn, .karbama'zepln,
ecikme perivodu meveut desil klaritromisin, siklosporin, prednizon,
& perty & prednizolon, naproksen, paklitaksel.
Interldkin-2, oktreotid, ampisilin,
Yalmzea 1 vaka ve veniden sisplatin, kolsisin, propoksifen, sertralin,
Simif IV y rifampisin, risperidon, siklofosfamid,

satagma verisi mevcut degil

takrolimus, diklofenak, doksorubisin,
vinkristin

[laca bagli akut pankreatit mekanizmalari, genel olarak vaka raporlari, vaka
kontrol caligmalari, hayvan calismalari ve diger deneysel verilere dayanir. Ilaca bagh
akut pankreatit icin potansiyel mekanizmalar arasinda pankreatik kanal daralmasi,
sitotoksik ve metabolik etkiler, toksik bir metabolit veya araci birikimi ve asir
duyarlilik reaksiyonlart1 bulunur. Hipertrigliseridemi ve kronik hiperkalsemi gibi
ilaglarin olumsuz etkileri de yine ilaca bagli akut pankreatit sebeplerindendir. Diger
olas1 etki mekanizmalari ise lokal anjiyoddem etkisi ve arteriyolar trombozdur (Kaurich

2008; Jones ve ark. 2015).

[laca bagli akut pankreatit tanis1 i¢in oncelikle akut pankreatit tanis1 gerekir
(Jones ve ark. 2015). Ilaca bagl pankreatitte dokiintii, lenfadenopati ve/veya eozinofili
gibi ilag¢ reaksiyonlarina nadiren klinik veya laboratuvar kanitlarininin eslik etmesi
nedeniyle, ilaca bagli akut pankreatit tanisinin konmasit zordur, taniya yardimer olmak

icin birkag yan veri mevcuttur (Tenner 2014). Ilaca bagl pankreatit, ozellikle
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kolelitiazis, alkolizm, daha az olast karin travmatizmalari, tiimoér, hiperlipidemi,
endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi, enfeksiyonlar ve diger bircok diger
neden dislandiktan sonra teshis edilmelidir (Fathallah ve ark. 2015). Pankreas asinar
hiicreleri tarafindan toplu olarak salgilanan ve bu nedenle en yaygin olarak dlciilen
serum lipaz ve amilaz dahil olmak iizere cesitli biyobelirteglerdeki yiikselmeler
pankreatitin gostergesidir. Teshis sonuglar1 olan diger laboratuvar testleri arasinda
serum tripsininojen, pankreatik proteazlar, C-reaktif protein, IL-6 ve IL-8 bulunur. Ilaca
bagl pankreatit teshisinde bir sonraki adim, safra tasi pankreatiti ve etanol kaynakl
akut pankreatit gibi daha yaygin etiyolojilerin ortadan kaldirilmasini gerektirir.
Kapsamli bir tibbi 6ykii ve hastanin ilaglar1 kaydedilmelidir. Geg¢mis, oOnceki
semptomlara ve saftra tasi, etanol kotiiye kullanimi, hiperkalsemi, hipertrigliseridemi ve
travma kayitlarina odaklanilmalidir. Serum amilaz, lipaz, trigliserit seviyesi, kalsiyum
seviyesi ve karaciger fonksiyon testleri diizenlenmelidir. Safra tagi ve pankreas basi
tiimorleri gibi diger obstriiktif olasiliklar1 degerlendirmek i¢in karin ve endoskopik
ultrasonlar yapilmalidir. Goriintiileme veya kimyasal koledokolitiyaz kanit1 yoklugunda
akut pankreatit donemi sonrasi endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi
(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, ERCP) yapilmamalidir (Jones ve

ark. 2015).

Akut pankreatit ile iligkili siirekli genislemekte olan bir ilag listesi vardir ve bu
olumsuz olayin ortaya ¢ikmasinda bir ilacin nedenselligini degerlendirmek i¢in ¢esitli
nedensellik yontemleri Onerilmistir. Su anda, ilaca bagli pankreatit siniflandirma
sistemi, pankreatotoksisitede nedenselligin iiniform bir sekilde degerlendirilmesi igin

yaygin olarak kullanilmaktadir (Fathallah ve ark. 2015).

Mallory ve Kern (1980) yaptiklart bir ¢alismada, bir ilacin birden fazla kritere
dayanarak pankreatit ile kesin, muhtemel veya olasi bir iliskiye sahip olarak
siniflandirildig1 bir sistem onermistir. Ilag geri cekildikten sonra hastalik iyilesir ve
ilacin yeniden kullanimiyla geri donerse, ilag grubunun pankreatit ile kesin bir iligkisi
vardir. ilag ve pankreatit arasinda bir iliskinin muhtemel oldugu diisiiniiliiyorsa ve kesin
bir iliskisi olanlarin bazi kriterlerine uyulursa muhtemel bir iliskisi olan ikinci bir
gruptur. lliskilendirme kamiti yoksa ilaglar siipheli bir iliskilendirme olarak
siiflandirilir. Bu sistemden sonra, birka¢ inceleme makalesi bu 3 gruplu siniflandirma

sistemini kullanmistir. Bununla birlikte, Mallory ve Kern her grup i¢in kanitlar1 agikca



15

tanimlamamaktadir. Ayrica, makalelerinde “kesin” olan kanitlar “genellikle” yeniden
ilag verilmesinin varligina baglanmistir. 2005 yilinda, Trivedi ve Pitchumoni,
uyarlanmig 3 gruplu bir siniflandirma sistemi baglatmis ve bildirilen vakalarin sayis1 ile
ilacin yeniden verilmesi ile olaym tekrarlamasina daha fazla agirlhik vermistir. Bu
incelemeler, pankreatite neden olan belirsiz kategorilerde yer alan ilaglarla, gesitli
kategorilere yerlesen ilaclar i¢in kanitlar1 tanimlamaktadir. Nedensel kanit saglamak

icin 6nemli olabilecek tutarl1 bir gecikmenin 6nemini kisaca ele almaktadir.

Ilaca bagl pankreatit siniflandirmalarinin gogu, pozitif yeniden satasmayi
nedensellik degerlendirmesinde belirleyici kriterler olarak kabul eder. Pozitif bir
yeniden satasma, siipheli ilacin kasitli veya yanliglikla uygulanmasi iizerine pankreatit
ozelliklerinin tekrarlanmasidir. Teorik olarak, yeniden satagma bir ilacin varsayilan
katilimim1 dogrulayabilir ve ilaca bagl pankreatite isaret eden en giiclii tek kanit olarak
kabul edilir. Yeniden satasma tehlikeli olmasina ragmen, ilaca bagli pankreatit tanisi
oldukga siipheli ise yapilmalidir. Hasta, siiheli ilagtan belirgin sekilde iyilesirken, ciddi
bir hastalig1 tedavi etmek i¢in baska bir ila¢ yoksa da yapilmalidir. Yeniden satagma,
ilaca bagl pankreatitin olas1 tanisin1 giliglendirir. Bununla birlikte, vakalarin ¢ogunda
yeniden satasma uygulanmaz. Ilaca bagl pankreatitte, hastalarda en az bir pankreatit
atagina neden olan herhangi bir ilagla asla yeniden satagsma yapilmamasi gerektigi
diisiiniilmektedir. Ilk ilag¢ reaksiyonunun siddetli veya hafif olmasma bakilmaksizin,
advers ila¢ reaksiyonunda yeniden satagmanin tipik olarak daha ciddi bir reaksiyonla
karsilandigina dair genel bir inang vardir. Ilaca yeniden satasmada 6liim, hastaneye
yatisin gecikmesi ve iyilesmenin gecikmesinde artis yasanmadigi bulunmustur.

(Fathallah ve ark. 2015)

Mevcut epidemiyolojik ¢aligmalar, belirli spesifik popiilasyonlarin veya diger
bazi hastaliklart olan hastalarin ilaca bagli pankreatit olma olasiliginin daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Zheng ve ark. 2019). Balani ve Grendell (2008) ilaca bagh
pankreatit i¢in risk faktdrlerinin sunlari icerdigini 6ne stirmiistiir: Coklu ilag¢ alan yagh

3 olan

hastalar, Farklanma kiimeleri (cluster of differentiation, CD4) <200 hiicre/mm
ileri AIDS hastalari, inflamatuar bagirsak hastalig1 olanlar (6zellikle Crohn hastaligy),
kemoterapétik ajan uygulanan hastalar, cinsiyetin kadin olusu, hastanin ¢ocuk olmasi.

Yaghh hastalar daha fazla komorbiditeye sahip olma ve c¢oklu ila¢g kullanma
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egilimindedir, ilaglarin metabolik eliminasyonu azalmistir ve ilaca bagl pankreatitten

muzdarip olma riski daha yiiksektir (Zheng ve ark. 2019).

[laca bagli pankreatitin patogenezi heniiz agikhiga kavusturulmamstir. Esas
olarak vaka kontrol calismalari, vaka raporlari, hayvan calismalar1 ve diger deneysel

verilerden yola ¢ikilarak iiretilen teorilere gore (Zheng ve ark. 2019);

(1) Dogrudan toksik etkiler: statinler, diiiretikler, yiiksek derecede aktif
antiretroviral ilaglar ve valproik asit gibi. Barbosa ve ark. (2019) bu dogrudan toksik
etkinin temel olarak, katalaz, stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi oksijen
radikallerini temizlemekten sorumlularin tiikenmesiyle, serbest oksijen radikaller
tarafindan olustuguna inanmiglardir. Eisses ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, histon
deasetilazlarin (histone deacetylase, HDAC) pankreas gelisimine aracilik ettigini ve bir
yaralanmadan sonra iyilesmesine katkida bulundugunu; valproik asitin, HDAC'yi inhibe
ederek ve pankreatik iyilesmede bir dengesizlige neden olarak pankreatite yatkinlik

olusturdugunu bildirmistir.
(2) Toksik metabolitlerin veya ara maddelerin birikmesi.

(3) Immiin yanit: Ben Kridis ve ark. (2013) kemoterapétik ilaglarin bagisiklik
tepkilerini indiiklemek ve pankreatik dokunun hasarma aracilik etmek i¢in in vitro T

lenfositlerini aktive edebilecegine inaniyordu.

(4) Asirt duyarlilik reaksiyonu. Son yillarda, bazi ilaglarin ilaca bagl pankreatiti
indiiklemek icin bir mekanizma olarak hipertrigliseridemi veya hiperkalsemiye neden
olabilecegi one siiriilmiistiir. Ek olarak, pankreasin lokal anjiyoddem etkileri ve arteriyel

tromboz da ilaca bagli pankreatitin olas1 patogenezidir.

Asirt duyarhilikla ilaca baglh pankreatit genellikle uygulamadan 4-8 hafta sonra
ortaya ¢ikar. Toksik metabolit birikimi ve hipertrigliseridemi ile ilaca bagli pankreatit
patogenezi, genellikle uygulamadan birka¢ ay sonra ortaya cikar. Ilaglarin intrinsik
toksisitesi ile ilaca bagli pankreatit patogenezi genellikle uygulamadan hemen sonra

ortaya ¢ikar ve intrinsik toksisite asir1 dozla iligkili olabilir (Zheng ve ark. 2019).

Elkhouly ve ark. (2019) hipertrigliseridemiye sekonder olarak ilaca bagh
pankreatite neden olan 24 ilag bulundugunu tespit etmislerdir. Belirgin
hipertrigliseridemi (genellikle 1.000 mg/dL'den fazla) siklikla akut pankreatite neden

olur. Hipertrigliseridemi oksidatif stresi, endotel disfonksiyonunu ve inflamasyonu
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siddetlendirebilir, bdylece prognozu kétiilestirme olasiligini artirabilir. Trigliseritlerin

akut pankreatitteki rolii sunlar1 igerir (Elkhouly ve ark. 2019):

1- Trigliserit igeren lipoproteinler, 0Ozellikle silomikronlarin birikmesi,

pankreatik mikrosirkiilasyon iskemisine neden olabilir.

2- Silomikron trigliseritin esterlestirilmesi sirasinda iiretilen esterlenmemis
serbest yag asidi, iltihap Onleyici bir etkiye sahiptir, enflamatuar aracilarin ve serbest
oksijen radikallerinin salinmasini tesvik eder ve pankreatik dokunun hasarin1 daha da
agirlastirir. Silomikronlar ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler tarafindan tasinan
trigliseritler, pankreasin kilcal damarlarinda bol miktarda pankreatik lipaz ile hidrolize

edilir ve bliyiik miktarda toksik serbest yag asidi iireterek pankreatik dokuya zarar verir.

Lipoprotein lipaz ve hepatik trigliserit lipaz, trigliseritlerin par¢alanmasinda rol
oynar. Bu nedenle, ilaca bagl hipertrigliseridemi esas olarak asagidaki sekillerde ortaya

¢ikar (Zheng ve ark. 2019):
1- Trigliserit iiretimi ve karaciger tarafindan salgilanmasi artar ve hidroliz azalir.
2- Endojen ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein sentezinin artmasi.
3- Lipoprotein lipaz (LPL) ve hepatik trigliserit lipazin aktivitesi azalir.
4- Ekzojen silomikronlar artar.

5- Apolipoprotein apoCIIl/apoCII orani artar, ¢iinkii bunlar sirasiyla LPL
inhibitérleri ve agonistleridir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC) iizerinde
yapilan bir ¢aligma, hastanin iPSC'sindeki ekzokrin pankreatik hiicrelerin, ilaca bagh
pankreatitin patogenezini daha da arastirmaya yardimci olabilecek, ilaca baglh

pankreatitin patogenezini incelemek i¢in bir model olabilecegini gostermistir.

2.5. Ilaca Bagh Pakreatit Olusumunun Onlenmesi

flaca bagl pankreatitin onlenmesi, biiyiik dlciide pankreatit ile nedensel iliski
icin giiclii kanitlar1 olan ilaglarin taninmasi, en yliksek risk gruplarinin belirlenmesi,
yiiksek bir sliphe indeksinin siirdiiriilmesi ve pankreatit siiphesi oldugunda rahatsiz edici
ajamin  derhal geri ¢ekilmesi ile saglanabilir. Ilaca bagli pankreatitin olasi
mekanizmalarinin bilinmesi, bu advers reaksiyonun Onlenmesinde yardimci olabilir.
Ornegin, hipertrigliseridemiyi indiikledigi bilinen ilaglar icin serum trigliserit

seviyelerinin izlenmesi yararli olabilir. Onerilen diger mekanizmalar arasinda asiri
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duyarlilik reaksiyonu, pankreatik kanal daralmasi, immiinosupresyon, ozmotik veya
metabolik etkiler, vaskiiler tromboz, dogrudan hiicresel toksisite, toksik metabolitlerin
birikmesi ve hepatik tutulum yer alir. Idiyosenkratik ila¢ reaksiyonuna bagl olduguna
inanilan vakalarin dnlenmesi zordur, ¢ilinkii bunlar 6ngdriilemez, doza bagimh degildir,
sadece duyarli hastalarda goriiliir ve ilaglarin bilinen bir etki mekanizmasi ile
aciklanamaz. Bu tiir reaksiyonlar genellikle ilacin genel kullanim i¢in onaylanmasindan
sonra tespit edilir. Ilaca bagli pankreatitten siiphelenildikten sonra bir ilacin yeniden
baslatilip baslatilmayacagi sorusu, ilacin ve hastanin tibbi durumunun yarar-risk

analizini gerektirir (Balani ve Grendell 2008).

Yeniden satasma, pek ¢ok kemoterapotik ajanda oldugu gibi ve/veya potansiyel
yararlar risklerden daha agir basarsa, alternatif ilaglar mevcut degilse, etik olarak
ayarlanabilir. Bu gibi durumlarda, yeniden satagsma Oncesinde bilgilendirilmis onam
alinmalidir. Riskler faydalardan daha agir basarsa, ayni1 siiftaki rahatsiz edici ajan ve

ilaglar tekrar kullanilmamalidir (Balani ve Grendell 2008).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik dispenser pipet

Ayarlanabilir 8 kanalli otomatik pipet

Ayarlanabilir otomatik pipet
Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Etiv

Faz-kontrast invert mikroskop

Hassas terazi

Flowsitometri

Karbondioksitli inkiibator

Laminar akimli kabin (Biyogiivenlik seviyesi 2)

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Mili-Q saf su cihazi
Orbital ¢alkalayici
Otoklav

Otomatik hiicre sayma cihaz1

19

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Arcelik

Bosch

Nuaire Ultralow Freezer
Heraeus

Olympus (CX41)

Sartorius, Mettler

Novocyte 1000 (Acea)

Thermo Scientific

(Heracell 1501)
Tezsan

Biotek (Epoch)
Merck Millipore
Stuart (SSM1)
Hirayama (HV-50L)

Luna (L10001-Logos

Biosystems)



pH metre

Sogutmali mikrosantrifiij
Sogutmali santrifiij
Ultrasonik banyo

Vorteks

3.2. Kullanmilan Kimyasallar ve Kitler

Antibiyotik ¢ozeltisi

Apoptoz hasar tespit enzim-bagli immun test (ELISA)

kiti (Annexin V-FTIC/PI)

S1g1r serum albiimini (BSA)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (pH 7.,4; 10X)

Fotal sigir serum (FBS) (inaktive edilmemis)

GSH ELISA kiti

Ham’s F-12 / DMEM besiyeri karisimi (DMEM F-12)

Metimazol

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolyum

bromiir)

Tripsin (1: 250)
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Hanna (PH 211)
Hettich (Micro 200)
Hettich (Universal 32)
Ultrasonic LC 30 H

Ika (NC 28405)

Multicell (450 201EL)

Biolegand (640914)

Sigma-Aldrich (A1933)
Multicell (625 060 CG)
Multicell (311415CL)
Capricon (FBS-12A)

YH Biosearch laboratory
(YHB1373Hu)

Multicell (319 075 CL)
Chemie Eutikon GmbH

Biomatik (A3338)

Multicell (625-035-TG)
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3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Falkon tiip 50 mL’lik, vida kapakli Interlab
Hiicre kiiltiir kab1 25 ve 75 em2’lik Nest, Corning
Kriyo vial 1,5 mL’lik, vida kapakli Axygen
Mikroplaka 6, 24 ve 96 kuyulu Nest
Mikrosantrifiij tiipi 1000 uL Eppendorf
Pastor pipeti 3 mLlik, plastik, steril Interlab

Pipet ucu (10-100 pL; 100-1000 pL) Axygen T
Santrifiij tiibii 15 mL’lik, vida kapakli Interlab

Steril enjektor ucu filtre 0,22 pum’lik Millex-G

3.4. Kullanilan Yontemler

Tez galigmasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.
3.4.1. Hiicre Dizisi ve Kiiltiir Kosullari
Hiicre dizisinin temini

Insan pankreas hiicre dizisi; PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) Amerikan Hiicre
Kiiltir Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi.
Hiicre dizileri, kriyo wvialler igerisinde -196°C sicaklikta sivi azot tanki igerisinde

muhafaza edildi.
Hiicre dizisinin acilmasi

FBS ¢ozeltisi: Inaktive edilmemis FBS 56°C sicaklikta 30 dk ve 37°C sicaklikta
10 dk inkiibe edilerek inaktive hale getirildi.

Antibiyotik ¢ozeltisi: 9 mL steril suda, 1 mL penisilin/streptomisin (10.000
U/10.000 pg/mL) ¢oziilerek hazirland.
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FBS ve antibiyotik ¢6zeltileri hazirlandiktan sonra 0,22 um ¢apindaki steril

filtrelerden gecirilerek sterilize edildi.

Hiicre kiiltiir besiyeri (Serumlu): 10 mL FBS c¢ozeltisi ve 1 mL antibiyotik
cozeltisi (%1) 89 mL DMEM F-12 (4,5 g/L glukoz) besiyerine ilave edildi. Hiicre

besiyeri +4°C sicaklikta muhafaza edildi.

S1v1 azot buharinda soguga dayanikli vial igerisinde muhafaza edilen hiicrelerin,
37°C’lik su banyosunda 1-2 dk siire ile bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Hiicrelerin 15
mL’lik falkona alinmasi sonrasi, 5 mL serumlu besiyeri eklenmesiyle pipetajlama
yapildi. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk siire ile santrifiij edildi ve slipernatant
kismu atild1. Islem ikinci kez tekrar edilerek, iizerine 5 mL serumlu besiyeri eklenen
hiicre silispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktam
sonra kalan hiicre pelletine 1 mL serumlu besiyeri eklendi ve pipetajlama yapildi. Elde
edilen hiicre siispansiyonu 25 cm?’lik ya da 75 cm?lik flasklar igerisinde 5-10 mL
serumlu medyumda ekilerek 37°C sicaklik, %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat siireyle
inkiibe edildi. Faz-kontrast invert mikroskobu yardimiyla hiicre yogunlugu diizenli
olarak kontrol edildi ve yogunlugun yaklasik %70 konfluent (sikisik) duruma geldigi
tespit edidiginde hiicreler kiiltiiriin devamliliginin saglanmasi adina pasajlandi ya da

testlerde kullanildu.
Hiicrelerin pasajlanmast
PBS ¢ozeltisi (1X): 10 mL PBS ¢6zeltisi (10X) 90 mL steril su ile seyreltildi.

Tripsin - EDTA ¢ozeltisi (%0,2 - %0,04): 0,04 g EDTA ve 0,2 g Tripsin 100 mL
PBS ¢ozeltisi (1X)’nde ¢oziildii.

Hiicrelerin pasajlanmast isleminde; ilk olarak hiicre kiiltiir flaskindaki
siipernatant ortamdan uzaklastirildi. Hiicresel atiklarin ve serum kaynakli artiklarin
uzaklagtirilmasi amaciyla PBS (1X) ¢ozeltisi ile hiicrelerin yiizeyi yikandi. Tutunduklari
ylizeyden ayrilmalar1 i¢in kiiltlir ortamina tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek, hiicreler
37°C sicaklikta, %5 CO2’li inkiibatérde 5-10 dk stirede bekletildi ve tripsinize edildi.
Yiizeyden ayrilmasi saglanan hiicrelerin {izerine serumlu besiyeri eklenmesinin
ardindan, hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk ile santrifiij edildi. Islem bir defa daha

tekrarlandi. Otomatik hiicre sayma cihaz1 ile sayilan hiicreler yaklasik 10° hiicre/mL
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olacak sekilde yeni kiiltiir ortamlarina aktarildi ve serumlu besiyeri eklenerek 37°C

sicaklikta %5 CO2’li inkiibatorde kiltire edildi.
Hiicrelerin stoklanmas:

Hiicre stok besiyeri (DMSO’lu): 1 mL DMSO ve 1 mL FBS ¢ozeltisine, 100 pL

antibiyotik ¢ozeltisi (%1) ve 7,9 mL hiicre kiiltiir besiyeri eklenerek hazirlandu.

Hiicre kiiltiiriinde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler, belli araliklarla
dondurularak saklandi. Hiicre stoklamasi yapilmasi i¢in flasktaki hiicreler tripsin
uygulanarak yapistiklart yilizeyden kaldirildi. Serumlu medyum eklenmesi sonrasi
hiicreler 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve ardindan siipernatant uzaklastirildi.
Saklanacak hiicre pelletinin iizerine hazirlanmis olan hiicre stok besiyeri 1 ml eklenip,
pastdr pipeti kullamlarak pipetleme yapilarak karistirildi. Yaklasik 10° hiicre/mL olacak
sekilde hazirlanan hiicre stoklarinin soguga dayanikli kriyo viallere aktarilarak, sirasiyla
30 dk -20°C’de, 16-24 saat -80°C’de bekletilmesinin ardindan sivi azot tankina
kaldirilarak saklandi.

3.4.2. Maruziyet Ortam

Calismamizda kullanilan metimazol etkin maddesi (C2HeN2S; Molekiil agirligt:
114,2 g/mol; beyaz veya hemen hemen beyaz kristal toz; CAS No: 60-56-0) Chemie

Eutikon GmbH (Almanya) firmasi tarafindan tiretilmistir.
Iki farkli metimazol stok ¢ozeltisi hazirland1 ve calisildi.

1. stok ¢dzeltisi (400 mM): 20 mg metimazol 400 uL. DMEM-F12’de ¢oziilerek

hazirlandi.

2. stok c¢ozeltisi (2000 mM): 100 mg metimazol 400 uL. DMEM-F12’de

¢Oziilerek hazirlandi.

Toksisite testleri i¢in maruziyet siiresi 48 saat ve maruziyet konsantrasyonlari
0,625; 1,25; 2,5; 5 ve 25 mg/mL (5; 10; 20; 40 ve 200 mM) olarak belirlendi.
Maruziyetlerde 96 kuyulu mikroplaka kullanildi.
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3.5. Sitotoksisitenin Tespiti
MTT testi

MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL): 250 mg MTT 50 mL PBS (1X) icerisinde hazirlandi.
Cozelti +4 °C’de ve karanlikta sakland.

Testin yapilisi

96 Kuyulu mikroplakalara yaklasik 10°-10* hiicre/100 pL/kuyu olacak sekilde
dagitilan hiicreler 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi. Etkin
madde igin 48 saatlik maruziyet yapildi. Inkiibasyon sonrasi ortamdaki siipernatant
uzaklagtirildi ve kuyular 100 uL. PBS (1X) ile yikandi. Taze serumlu besiyeri ilavesini
takiben etkin madde icin hazirlanan ¢o6zelti ortama eklendi. MTT ile sitotoksisite
tespitinde 5-200 mM maruziyet konsantrasyonlar1 tercih edildi. 48 saatlik maruziyet
sonrast her kuyuya 25 pLL. MTT cozeltisi eklendi ve 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 2
saat bekletildi. Siipernatantin uzaklastirilmasini takiben her kuyuya 100 uL. DMSO
eklendi. Mikroplakalar orbital calkalayicida 150 rpm’de 5 dk siire ile calkalandi.
Cozeltinin 590 nm’de absorbansi -690 nm referansa karsi- mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre yardimiyla 6lgiildii. Deneyler, her konsantrasyon i¢in en az 2 tekrar ve
aynit kosullarda farkli 2 giinde ¢aligmak iizere toplam en az 4 tekrar olacak sekilde
yapildi. Negatif kontrol olarak etkin maddeye maruz birakilmamis hiicreler benzer

sekilde analize hazirlandi.
Degerlendirme

Negatif kontrol hiicrelerindeki enzim aktivitesine uygun olarak gozlenen
absorbans degeri (optik dansite, OD) %100 canliliga esdeger olarak kabul edildi. Enzim
aktivitesindeki inhibisyon derecesine bagl olarak etkin madde ¢ozeltisine maruz kalan
hiicrelerdeki 6liim orani negatif kontroliin yilizdesi seklinde asagidaki formiile gore

hesaplandi:
% inhibisyon konsantrasyonu (IC) = 100 — (ort. ODmadde X 100/01t.ODnegatif kontrol )

Sitotoksik etki potansiyeli %30 inhibisyon konsantrasyonu (ICso) lizerinden
degerlendirildi. Oliim-konsantrasyon olgii egrisinin elde edilmesinin ardindan I1C3o

degeri egri lizerinden hesaplandi.
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3.6. Apoptoz Potansiyelinin Anneksin V-FTIC/PI Apoptoz Testi ile Tespiti

Kit icerigi
Anneksin V-FITC 0,5 mL
Propidium iyodiir I mL

Baglayici tampon (10X) 30 mL
Testin yapilisi

6 kuyulu mikroplakalara yaklagik 2.5x10°/mL/kuyu hiicre yogunlugu olacak
sekilde dagitilan hiicreler 37°C sicaklikta %5 CO;’li inkiibatdrde 24 saat siire ile inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi ortamdan siipernatant uzaklastirildi ve kuyular 1 mL PBS
(1X) ile yikandi. Kuyulara 20; 30 ve 40 mM konsantrasyonlarda metimazol ¢dzeltisi
eklenmesi sonrasi 48 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, 1 mL PBS
(1X) ile kuyular 2 kez yikandi. 0,5 mL %0,2’lik tripsin ¢ozeltisinden eklenerek hiicreler
tripsinize edildi. 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilan hiicreler 1200 rpm’de 3 dk
stire santriftij edildi. Hiicre pelleti 1 mL PBS (1X) ile yikandi. Distile su kullanilarak
1/10 oraninda seyreltilen baglayici tampon, 1 mL eklenerek hiicreler yikandi ve 1200
rpm’de 3 dk siire ile santrifiij edildi. 1-5x10°/mL olacak sekilde hiicre pelleti baglayici
tampon (1X) uygulanarak siispande edildi. 100 pL hiicre siispansiyonunun iizerine 5 pL.
Annexin V-FTC eklenmesinin ardindan 15 dk siire ile karanlikta ve oda sicakliginda
bekletildi. 1 mL baglayici tampon (1X) ile hiicre pelleti tekrar yikandi ve 200 pL
baglayici tampon kullanilarak siispande edildi. Siispansiyonun iizerine 5 pL propidyum
tyodiir eklendi. Flowsitometri cihazinda Annexin V-FTIC i¢in Ex/Em: 494/518 nm, PI
icin Ex/Em: 535/617 nm olarak okutuldu.

Degerlendirme

Flowsitometri cihazinda NovoExpress Software bilgisayar programi kullanilarak
analiz edilen hiicreler FSC/SSC grafiginde belli alanlara diigser ve incelenecek hiicrelerin
bu alanlardan yeri belirlenerek kapilama yapilir. Grafikte olusan 4 bolgeye diisen
hiicrelerden her bir boliimi farkli 6zellikteki hiicreleri gostermektedir. Canli hiicreler
Annexin V (negatif)/Pl (negatif), erken apoptotik hiicreler Annexin V (pozitif)/PI
(negatif), ge¢ apoptotik hiicreler Annexin V (pozitif)/PI (pozitif), nekrotik hiicreler
Annexin V (negatif)/PI (pozitif) ekspresyonu ile belirlenir. Calismada her tiipte 20.000
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hiicre degerlendirilerek, sonuglar toplam hiicre miktarinin yiizdesi (% P1) olarak
bildirilmistir.
3.7. Oksidatif Hasar Potansiyelinin Tespiti

GSH testi

Calismada ELISA kiti kullanilmistir. Biotin ile isaretli GSH monoklonal
antikorlarla kapli kuyucuklarda inkiibasyonun ardindan streptavidin-horseradish
peroksidaz (HRP) ilavesi ile kombinasyonu takiben immun kompleks olusturuldu. Baglh
olmayan enzimler yikanmasi sonrasit ortama kromojenik reaktif A ve kromojenik reaktif
B ilave edildi ve stvinin rengi maviye, asit ortamin etkisiyle de son renk olarak sartya

doniisiim gozlemlendi.
Kit icerigi

Kaplanmis ELISA 96’lik mikroplaka

Standart ¢ozelti (80 nmol/mL) 0,5 mL
Streptavidin-HRP 6 mL
Stop ¢ozeltisi 6 mL
Kromojenik reaktif A 6 mL
Kromojenik reaktif B 6 mL

Biotin ile isaretlenmis anti-GSH antikoru I mL

Standart seyreltme ¢ozeltisi 3mL
Yikama ¢ozeltisi (X30) 20 mL
Testin yapilist

Yaklasik 5x10° hiicre/5 mL yogunlugunda 25 cm?®lik kiiltiir kabina aktarilan
hiicreler 37°C sicaklikta %5 CO2’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan ortamdan siipernatant uzaklastirildi. 2 mL PBS (1X) kullanilarak kiiltiir
yikandi. Taze serumlu besiyeri eklenmesinin ardindan metimazol ¢6zeltisi ortama ilave
edildi. Oksidatif hasar tespiti i¢cin 20 ve 40 mM maruziyet konsantrasyonlar1 tercih
edildi. 24 saatlik maruziyetin ardindan 2 mL PBS (1X) kullanilarak kiiltiir ortam1 3 defa
yikand1 ve 1 mL 9%0,2 tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek hiicreler tripsinize edildi. Hiicre

stispansiyonu 1200 rpm’de 3 dk siireli santrifiij sonras1 1 mL PBS (1X) kullanilarak 2
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defa yikandi ve her yikamada 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Tripan mavi boyasi ile
renklendirilen hiicreler otomatik hiicre sayma cihaz1 kullanilarak sayildi ve 1x10°
hiicre/mL hiicre yogunlugu olacak sekilde ayarlandi. Hiicre pelleti boylece metimazoliin

oksidatif hasar potansiyellerinin tespiti i¢in hazir hale getirildi.

Kit protokoliine uygun olarak 1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre
siispansiyonlarinin hazirlanmasinin ardindan testin yapilacagi zamana kadar -20 °C’de
saklandi. Hiicre duvarini parcalamak ve enzimleri agiga ¢ikartmak amaciyla hiicreler
birka¢ defa derin dondurucudan (-20 °C) cikartilip tekrar donduruldu. Testin 30 dk
oncesinde derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler 2500 rpm’de 20 dk siire ile santrifiij
edildi. GSH monoklonal antikor igeren 96 kuyulu mikroplakalara 40 pL siipernatant
ilave edildi. Her bir kuyuya 10 pL biotin ile isaretlenmis antikor ile 50 pL streptavidin-
HRP ilave edilerek karistirildi. 37°C sicaklikta 60 dk siireyle inkiibe edilen mikroplaka
kuyular1 tizerine 50 pL kromojenik reaktif A ve 50 pL kromojenik reaktif B eklendi.
Dikkatlice karigtirilan kuyu igerigi 37°C sicaklikta 10 dk siire ile inkiibe edildi. Stop
cozeltisinden 50 pL ilave edilerek inkiibasyon sonlandirildi. Cozeltinin mikroplaka

okuyuculu spektrofotometrede 450 nm’de absorbansi 6l¢iildii.

Deneyler, her maruziyet konsantrasyonu icin en az 2 tekrar ve ayni kosullarda
farkl1 2 giinde calismak iizere toplamda en az 4 tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
Negatif kontrol olarak metimazol ¢dzeltisine maruz birakilmamis hiicreler benzer
sekilde analize hazirlandi. Metimazol ¢ozeltisine maruz birakilan hiicreler ve negatif
kontroller i¢in her hiicre kiiltiir ortaminda GSH tayini gerceklestirildi. Kit i¢erigi olarak
tedarik edilen GSH standart ¢ozeltiler kit protokoliine uygun analizler gerceklestirildi.
Standart ¢ozelti i¢in 3 ayr1 konsantrasyon kullanildi. Her konsantrasyon icin en az 2
tekrar ve farkli 2 giinde calisilarak toplam en az 4 tekrar olacak sekilde analiz edildi.

Sonuglarin ortalamasi alinarak standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi hazirlandi.
Degerlendirme

Her bir 6rnek i¢cin GSH miktari, GSH standart ¢ozeltileri ile hazirlanan 6l¢i
egrisine gore hesaplandi. GSH standart c¢ozeltilerinin konsantrasyon araligir kit
protokoliine uygun olarak 1,5-100 pg/mL olarak tespit edildi. Olgii egrisi iizerinden
yapilan hesaplamalarda ng olarak elde edilen sonuglar umol’e cevrildi. 10* hiicrede
bulunan protein miktarinin belirlenmesinin ardindan, seyreltme faktorleri de dikkate

almarak sonuglar umol/10* hiicre olarak hesaplandh.
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Diklorofluoressein (DCF) testi

2" 7"-diklorodihidrofluoressein diasetat (H;DCF-DA) (stok ¢ézeltisi): 20 mM
olacak sekilde DMSQO’da ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

BSA ¢ozeltisi: 3 mL PBS icerisinde 30 mg BSA c¢oziindiiriilerek hazirlandi.
Testin yapilisi

6 kuyulu mikroplakalara yaklasik 2,5x10°/mL/kuyu olacak sekilde dagitilan
hiicreler, 37°C sicaklikta %5 COy’li inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan ortamdaki siipernatant atilarak, 1 mL PBS (1X) kullanilarak kuyular yikandi.
20, 30 ve 40 mM konsantrasyonlarda metimazol ¢ozeltisi eklendi ve 48 saat siire inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan kuyular 1 mL PBS (1X) ile 2 defa yikandi. 0,5 mL
%0,2’lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek hiicreler tripsinize edildi ve 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tlipiine aktarildi. Hiicre siispansiyonunun 1200 rpm’de 3 dk siire ile
santrifiij edilmesinin ardindan 1 mL PBS (1X) kullanilarak 3 kere yikandi. Hiicre pelleti
1 mL PBS (1X) ile siispande edildi. Hiicre siispansiyonuna 1 pL 20 mM olacak sekilde
H,-DCFDA eklenerek 37°C sicaklikta %5 CO,'li inkiibatorde 30 dk inkiibe edildi.
Hiicreler PBS (1X) ile yikanip, 150 uL. BSA ile siispande edildi. Ardindan flowsitometri
cihazinda Ex/Em: 488/535 nm’de okutuldu. Flowsitometri cihaz1 ile hiicrelerin

floresans yogunlugu 6l¢iildii ve her tiipte 20.000 hiicre degerlendirildi.
Degerlendirme

NovoExpressSoftware bilgisayar programi ile analiz edilen hiicrelerden elde
edilen FSC/SSC grafigindeki alanlardan DCF floresan1 gosteren hiicreler tespit edilerek
kapilama yapildi (M2 kapisi). Alinan sonuglarda, serbest oksijen radikallerinin varligi,
toplam hiicre miktarinin ytizdesi olarak (M2 %) ifade edildi. Negatif kontrol olarak PBS
kullanildz.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 17.0 for Windows paket
programi kullanilarak tek yonlii varyans (ANOVA) analizi (Post Hoc-Tukey ve Dunnet
testi) uygulandi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Standart

egriler dogrusal regresyon analizi yapilarak saptandi.
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4. BULGULAR

Calismada  metimazolin  akut  pankreatit  olusturma  potansiyelinin
degerlendirilebilmesine yonelik olarak insan pankreas PANC-1 hiicre dizisi tlizerinde
sitotoksisite (MTT test), oksidatif hasar (ROS tespiti i¢in DCF test, GSH tespiti i¢in
ELISA test) ve apoptoz (Anneksin V-FTIC/PI apoptoz test) indiiksiyon testleri
uygulandi.

4.1. Sitotoksisite Bulgular:

Metimazoliin PANC-1 hiicre dizisi {izerine sitotoksik etki potansiyeli 48 saat
sire ile 5-200 mM konsantrasyon aralifinda maruziyeti takiben MTT test ile
degerlendirildi. MTT sitotoksisite testi ile elde edilen sonuglar Tablo 4-1 ve Sekil 4-

1’de verildi.

PANC-1 hiicreleri tizerine 48 saat siireli maruziyeti takiben gézlenen metimazol
indiikli sitotoksik etki i¢in ICso degeri MTT testi sonucunda tespit edilmis olup IC3o
degeri 53 mM olarak belirlendi.

Tablo 4-1: Metimazoliin 5-200 mM maruziyet konsantrasyon arali@inda gozlenen
maksimum hiicre dliim yiizdeleri

Konsantrasyon (mM) Oliim (%)
200 38,75
40 25,21
20 11,64
10 2,91

5 0,83
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Sekil 4-1: Metimazoliin PANC-1 hiicre dizisi iizerine sitotoksik etkilerinin MTT testi ile

tespiti

4.2. Apoptoz Bulgular:

Metimazoliin PANC-1 hiicre dizisi {izerine apoptotik etki potansiyelleri i¢in 48

saat siire ile 20; 30 ve 40 mM konsantrasyon araliginda maruziyeti takiben Anneksin V-

FTIC/PI yontemi kullanilarak degerlendirildi (Tablo 4-2 ve Sekil 4-2).

Metimazole maruz kalan PANC-1 hiicrelerinde gozlenen oSliimlerde toplam

hiicreye oranla erken apoptoz, ge¢c apoptoz ve nekroz goriilme yiizdeleri, sirasiyla,

maksimum %2,09; 0,56 ve 0,39 olarak tespit edildi.

Tablo 4-2: Metimazoliin apoptotik ve nekrotik etkileri

Hiicre 6liim oram (%)

Konsantrasyon
Erken Geg Toplam
(mM) Nekroz

apoptoz apoptoz apoptoz

Kontrol 1,88+0,23 0,66+0,09 2,54+0,3 0,42+0,08

20 2,09+0,3 0,51+0,08 2,60+0,28 0,37+0,09

30 1,79+0,3 0,56+0,13 2,34+0,2 0,35+0,07

40 2,06+0,18 0,48+0,14 2,53+0,25 0,39+0,04
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Sekil 4-2: Metimazoliin apoptotik ve nekrotik etkileri

4.3. Oksidatif Hasar Bulgular:
Metimazoliin PANC-1 hiicre dizisi lizerine ROS olusturma potansiyeli 48 saat
stire ile 20, 30, 40 mM konsantrasyonlarinda maruziyeti takiben flowsitometrik yontem

ile test edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-3 ve Sekil 4-3’de gosterildi.

Metimazoliin  20; 30 ve 40 mM maruziyet konsantrasyonlarinda ROS
seviyelerinde kontrole kiyasla elde edilen degerler sirasiyla 137,58; 204,09 ve
332,23’tiir. Veriler istatistiksel diizeyde incelendiginde p degerlerinin sirasiyla 0,43;
0,08 ve 0,003 oldugu gozlendi. 40 mM konsantrasyon i¢in elde edilen degerin sadece
anlamlilik diizeyinde (p<0,05) oldugu goriilmektedir.

Tablo 4-3: Metimazoliin oksidatif hasar etkileri

Konsantrasyon (mM) ROS degeri (%)
Kontrol 62,59
20 137,58
30 204,09

40 332,23*
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Metimazoliin PANC-1 hiicre dizileri iizerine oksidatif hasar olusturma
potansiyelleri 24 saat siire ile 20 ve 40 mM konsantrasyonlarda maruziyetini takiben
GSH diizeyinin ELISA aracilifiyla tayin edilmesi suretiyle gergeklestirildi.
Absorbanslarin  dl¢iimii sonrasi elde edilen veriler ile GSH standart Olgii egrisi
kullanilarak GSH miktar1 belirlendi (Tablo 4-4). 20 ve 40 mM maruziyet sonrasinda
GSH miktarinda kontrol grubuna kiyasla azalma vardir ancak istatiksel olarak anlaml

degildir (p>0.05).

Tablo 4-4: Metimazoliin PANC-1 hiicreleri iizerinde oksidatif hasar etkileri

Konsantrasyon (mM) GSH miktar1 (umol/10* hiicre)
Kontrol 4,32
20 3,31

40 3,24
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5. TARTISMA

Metimazol, gilinlimiizde 0Ozellikle hipertiroidizm ve Graves hastaliginin
tedavisinde tercih edilen ajanlarin basinda gelmektedir. Literatliir caligsmalar1 ile
bildirilen metimazol indiiklii pankreatit olusum vakalari bulunmakla birlikte altinda
yatan toksik etki mekanizmalar1 heniiz yeterince aydinlatilmamustir ve ileri ¢caligmalara
ihtiyag vardir. Bu baglamda yiiriitilen c¢aligmamizda; metimazoliin pankreas
hiicrelerinde sitotoksik etki, apoptoz olusturma potansiyeli ve oksidatif hasara etkisinin

arastirilmasi amaglanmstir.

Heidari ve ark. (2013b) tarafindan yapilan ¢alismada, erkek Spraque-Dawley
cinsi si¢anlardan izole edilen hepatositlerin 2 saat siire ile 1-15 mM konsantrasyon
araliginda maruziyeti durumunda metamizoliin sitotoksik etkisi tripan mavisi testi ile
incelenmis, konsantrasyon bagimli sitotoksik etki ile ICso degerinin 10 mM oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, metimazol kaynakli sitotoksisiteye neden oldugu diisiiniilen
metaboliti N-metiltiyoiire i¢in de ICso degeri 1 mM olarak ol¢iilmiistiir. Heidari ve ark.
(2012; 2013a) tarafindan yapilan iki ayr1 g¢alismada, Spraque-Dawley cinsi erkek
sicanlardan izole edilen hepatositlere 3, 6 ve 10 mM konsantrasyonlarda metimazol
uygulanmasinin ardindan sitotoksik etki tripan mavisi testi ile farkli zamanlarda (60.,
120. ve 180. dk) degerlendirilmis ve ICso degeri 10 mM olarak belirlenmistir. Aym
sekilde, 10 mM metimazol uygulanmasinin ardindan sitotoksik etki potansiyeli tripan
mavisi testi ile degerlendirildiginde 60., 120. ve 180. dk’larda metimazol maruziyet
grubunda sirasiyla, % Oliimiin 43+2, 553 ve 68+4 oldugu rapor edilmistir (p<0,05).
Niknahad ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada metimazoliin BALB/c cinsi
erkek farelerde in vivo kosullarda 100-400 mg/kg (i.p) doz araliginda maruziyeti sonrasi
5 saat sonunda izole edilen hiicrelerde ve farelerden izole edilen karaciger
mitokondrileri iizerine in vitro kosullarda 0,010-100 mM konsantrasyon araliginda 30-
150 dk intervalinde maruziyeti sonrast MTT testi ile metimazoliin sitotoksisik etkisi
degerlendirilmistir. Kontrole kiyasla mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinde in vitro
degerlendirmede 1 mM ve iizeri konsantrasyonlarda anlamli artis oldugu, in vivo
degerlendirmede ise 100 mg/kg (i.p) ve lizeri dozlarda anlamli bir azalma oldugu
gbzlenmistir (p<0.001). Mevcut ¢alismada arastirilan iki model arasindaki farkliliklarin

ilag biyoaktivasyonu ve reaktif metabolit olusumu ile iliskili olabilecegi aktarilmistir.
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Tez calismamizda PANC-1 hiicre dizisi lizerine metimazoliin 48 saat maruziyeti sonrasi
MTT testi ile belirlenen 1C30 degeri 53 mM olarak tespit edilmistir. Yukarida tartisilan
calismalarda tespit edilen sitotoksisite diizeyleri ile farklilik kullanilan hiicre ve

yontemlerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Heidari ve ark. (2013b) tarafindan yapilan ¢aligmada, Spraque-Dawley cinsi
erkek sicanlardan izole edilen hepatositlerin 2 saat siire ile 1-15 mM konsantrasyon
araliginda metimazol maruziyeti durumunda hiicresel GSH rezervuarlarindaki etkisi
degerlendirilmistir. Metimazol ve metaboliti N-metiltiyolire'nin kontrole kiyasla
hiicresel GSH igeriginde onemli bir azalmaya neden olabilecegi rapor edilmistir.
Hepatositler GSH tiiketeci bir ajan olan 1-bromoheptan (200 mM) ile tedavi edildiginde
metamizoliin ICso degeri 5 mM iken GSH diizeyi tilkenmis olan hepatositlerde 10 mM
metimazol veya 1 mM N-metiltiyotire diizeylerinde tiim hiicrelerin 61diigii gézlenmistir.
Bu bulgu 15181nda metimazole bagli hasara karst hepatositlerin korunmasinda GSH’in
kritik bir rolii olabilecegi rapor edilmistir. Benzer sekilde, Heidari ve ark. (2015b)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada erkek Swiss albino fare karaciger hiicrelerinde
metimazol maruziyeti sonrast olusan toksik etki mekanizmalar1 arastirilmistir.
Metimazoliin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinin oral uygulanmasinin ardindan karaciger
hasarima neden olan dozun 200 mg/kg oldugu, 200 mg/kg dozda 5 saat siirelik
maruziyet sonrast hiicrelerdeki GSH igeriginin kontrole kiyasla anlamli diizeyde
yaklagik 2,5 kat azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). Ayni dozda lipid peroksidasyonun
indiiklendigi ve kontrole kiyasla anlamli derecede yiikseldigi belirlenmistir (yaklasik
1,7 kat; p<0,05). Vickers ve ark. (2017) aralarinda metimazoliin de bulundugu 8 ilaci ex
vivo 3 boyutlu c¢ok hiicreli insan karaciger kesit modelinde karsilastirmislardir.
Metimazoliin 500 uM maruziyetinde GSH diizeylerini 24 saatte %15-37, 48 saatte %11-
49 ve 72 saatte %30-49 oraninda arttirdigini gézlemislerdir. Heidari ve ark. (2014a)
tarafindan, metimazol ve metabolitlerinin indiikledigi hepatoktoksisite ve muhtemel
koruyucu olabilecek ajanlar {izerine yapilan ¢alismada, erkek albino farelere oncelikle
100 mg/kg metimazol (ip) uygulanmistir. Bir saat sonrasinda kontrol grubuna yalnizca
%0.9 serum fizyolojik ¢ozeltisi uygulanirken, diger gruplara 100 mg/kg metimazol ve
muhtemel koruyucu ajan oldugu diisiinlen metformin, n-asetilsistein ve karnosin (ip)
olarak uygulanmigtir. Karaciger GSH miktar1 kontrol grubunda 99.5+6.3 uM,
metimazol uygulanan grupta ise 36.66+9.65 uM o6l¢iilmiis ve kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede diisiikk oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Niknahad ve ark. (2016)
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tarafindan BALB/c cinsi erkek farelerden elde edilen karaciger mitokondrileri iizerine in
vitro kosullarda 10 uM—-100 mM konsantrasyon araliginda GSH igerigi Olclilmiis ve
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. GSH igerigi kontrol
grubunda 8+1, 1 mM konsantrasyonda 11+3, 10 mM konsantrasyonunda 15+6 ve 20
mM konsantrasyonda ise 9+3 nmol/mg protein olarak ol¢iilmiistiir. Kobayashi ve ark.
(2012) tarafindan yapilan ¢alismada BALB/c cinsi disi farelerde 450 mg/kg metimazol
(oral) maruziyetinden 6 saat sonra hepatik dokudaki GSH miktarinda kontrole kiyasla
yaklasik 1.5 kat anlamli diizeyde azalma oldugu saptanmistir. Sefi ve ark. (2012)
tarafindan yapilan bir ¢alismada selenyumun Wistar cinsi yetiskin ve yavru disi
siganlarda metimazoliin neden oldugu karaciger hasar1 ve oksidatif stres tizerine etkisi
degerlendirilmistir. Altisar sicandan olusan dort gruba ayrilarak: grup I standart diyet
alan kontrol grubu olarak olusturulmus; grup II icme suyunda 250 mg/L metimazol ve
standart diyet almis; grup III, hem oral 250 mg/L metimazol hem de 0.5 mg/kg/L Se
diyet almis; IV. grup sodyum selenit olarak 0.5 mg/kg/L Se diyet almistir. Tedavilere
gebeligin 14. gilinlinden dogumdan sonraki 14. giine kadar devam edilmistir. GSH
miktart kontrol grubunda 10.15+0.96, metimazol uygulanan 2. grupta 5.824+0.05
Olciilmiistiir (p<0,001). Caligmamizda metimazolin PANC-1 hiicre dizileri {izerine
maruziyeti ile GSH miktar1 20 mM konsantrasyonda 3,31 umol/10* hiicre ve 40 mM

konsantrasyonda 3,24 pmol/10* hiicre olarak dl¢iilmiistiir

Heidari ve ark. (2013b) tarafindan yapilan ¢alismada, Spraque-Dawley cinsi
erkek sicanlardan izole edilen hepatositlerin 2 saat siire ile 1-15 mM konsantrasyon
araliginda metimazole maruziyet sonrast ROS olusumu degerlendirilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla 10 mM metimazol maruziyette ROS olusumunda ~1.8 kat artis ile
anlaml bir fark goézlenmistir (p<0,05). Niknahad ve ark. (2016) tarafindan BALB/c
cinsi erkek farelerde 100, 200 ve 400 mg/kg metimazole maruziyet sonrasi izole edilen
karaciger mitokondrilerinde ROS seviyesinin 2,7-diklorofluoresein diasetat testi ile
Olciimiinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli dlgiide artis oldugu gézlenmistir (p<0,001).
In vivo degerlendirmede mitokondriyal ROS miktarinin kontrol hayvanlarina kiyasla
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (p<0,001). Calismamizda da, metimazoliin 40 mM
maruziyet konsantrasyonunda ROS seviyesinde kontrole kiyasla ~5.3 kat anlaml

diizeyde artis tespit edilmistir (p<0,05).
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Sakamoto ve ark. (2007) tarafindan sigan koku alma reseptor noronlar1 iizerinde
yapilan c¢alismada, bilinen metimazol maruziyetine bagli hiicre 6liimiiniiniin apoptoz
veya nekroz yoluyla olup olmadig1 ve ekstrinsik veya intrinsik yolu igerip igermedigi
aragtirtlmistir. Sicanlara 300 mg/kg metimazol i.p. uygulanmusg, maruziyet gruplarina
ayrica 30 dk once vehikiil olarak 0,01 PBS veya bir kaspaz-3 veya kaspaz-9 inhibitorii
verilmis ve TUNEL test ile apoptoz tayini yapilmistir. Metimazol uygulamasi, agirlikli
olarak olgun koku alma reseptdr néronlarinda hiicre dliimiine ve si¢anlarda koku alma
hassasiyetinin kismen azalmasina neden olmustur. Calismada gozlenen apoptotik hiicre
Oliimiiniin esas olarak mitokondriyal sitokrom c aracili kaspaz-3 aktivasyon yolu ile
tetiklendigi ve hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9 inhibitorlerinin, bu reseptorler ile
metimazole bagli hiicre Oliimiinii Onleyebilecegi rapor edilmistir. Metimazole baglh
hiicre 6liimiintin bir kaspaz-3 veya kaspaz-9 inhibitorii ile 6n isleme tabi tutulmasi
yoluyla inhibisyonu, mevcut ¢alismada nekrotik morfolojik degisikliklere dair bir kanit
olusturmamistir. Bu bulgunun ayn1 zamanda noronlarda metimazole bagli hiicre
Olimiintin agirlikli olarak apoptotik oldugu fikrini de destekledigi belirtilmistir. Ancak,
calismamizda, metimazole maruz kalan PANC-1 hiicrelerinde gozlenen oliimlerde
toplam hiicreye oranla erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz goriilme yiizdelerinde,
sirastyla, maksimum %2,09; 0,56 ve 0,39, kontrole kiyasla anlamli bir fark tespit

edilmemistir.

Metimazoliin karaciger/pankreas hiicreleri lizerine apoptotik ve nekrotik etki
potansiyelinin degerlendirildigi bir c¢alisma literatiirde mevcut olmadigindan tez
calismamizda gozlenen pankreas hiicrelerinde maruziyet sonrasi apoptoz ya da nekroz

olusum potansiyeli ile ilgkili anlamli bir fark gézlenmemesi sonucu kiyaslanamamustir.

Sonug¢ olarak; metimazolin PANC-1 hiicrelerinde in vitro sartlarda 1Cso
degerinin 53 mM oldugu, 40 mM maruziyetinin ROS olusumunu indiikledigi,
dolayisiyla da metimazoliin toksik etki olusturma mekanizmalarindan birinin ROS
olusumu olabilecegi gosterilmistir. Metimazol indiiklii akut pankreatit riskinin altinda
yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik temel degerlendirmelerin yapildig: tez
calismamizdan elde edilen verilerin ileri calismalar ile desteklenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Farkli mekanizmalarin ve hatta in vivo ¢alismalarin yapilmasi ile gerek
metimazoliin gerekse de metabolitlerinin pankreatit olusum riski ile iligkisinin tespiti

oncelik verilmesi gereken bir konudur.
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