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Nikotinin Sican Pankreatit
Modelindeki Hafifletici Etkisinde
Vagusun Roliinlin Arastirilmasi

Meltem Kolgazi' ® , Zozan Giileken?* @ , Bircan Kolbasi** ®
Canberk Sami Bagibiiyiik? @@ , Feriha Ercan* (@) , Berrak (. Yegen’ (®

O0ZET

Nikotinin bircok farkli dokuda anti-inflamatuvar etkilere sahip oldugu ve bu etkileri kolinerjik anti-inflamatuvar yolagi aktive
ederek gerceklestirdigi gosterilmistir. Calismada akut pankreatit modelinde nikotin tedavisinin etkilerini ve bu etkilerin
kolinerjik yolla iliskisini arastirmak amaglanmistir. Wistar albino sicanlarin pankreas-safra ortak kanali baglanirken (PSKB),bir
gruba da yalanci-cerrahi (YC) uygulandi. PSKB sicanlara vagal aferent denervasyon (perivagal kapsaisin; 10mg/ml) veya
trunkal vagotomi uyqulandi ya da vaguslar saglam birakildi. PSKB gruplari cerrahi sonrasi ikiye aynlarak 4 giin boyunca
intraperitoneal nikotin (1 mg/kg/giin) ya da serum fizyolojik verildi. Drdiincii giinde dekapitasyonu takiben, serumda tiimdr
nekroz faktor (TNF)-o< ve interldkin (IL)-10 6l¢imdi, akcider, karaciger ve pankreas dokularinda miyeloperoksidaz aktivitesi
(MP0), malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) dlctimleri ve histolojik inceleme yapildi. TNF-oc diizeyi PSKB grubunda YC
grubuna gore belirgin sekilde daha yiiksekken, nikotin tedavisi alanlarda belirgin sekilde daha diisiikti. IL-10 diizeyi ise SF
tedavisi almig PSKB grubunda YC grubuna gére daha diisiiktii ve nikotin tedavisi ile arttigi gozlendi.YC grubuna gdre PSKB
grubunun pankreas, karaciger ve akciger dokularinda mikroskopik hasar, MDA, MPO diizeyleri artarken GSH diizeyleri azald.
Nikotin tedavisi ile karaciger ve pankreas dokularindaki hasar, MDA, MPO diizeyleri azaldi ve GSH miktarlan korundu. Vagal
aferent denervasyon ya da trunkal vagotomi yapilmasi nikotinin bu koruyucu etkilerini degistirmedi. Sonuclar, nikotinin
pankreatit hasarina karsi koruyucu etkilerini vagal yoldan bagimsiz olarak, dogrudan immiin hiicreler iizerindeki o<7nAChR
aktivasyonu ile nétrofil infiltrasyonunu ve pro-inflamatuvar sitokinleri inhibe ederek gerceklestirdigini ortaya koymaktadr.

Anahtar Kelimeler: pankreatit, nikotin, vagus, inflamasyon, pankreatik kanal baglama

Investigation of the role of vagus nerve in the ameliorative effect of nicotine on rat pancreatitis model
ABSTRACT

The anti-inflammatory effects of nicotine on various organs and the involvement of the cholinergic anti-inflammatory
pathway activation in these effects were previously shown. The purpose of the study is to evaluate the effects of nicotine
treatment on the acute pancreatitis model and to investigate the association of the cholinergic pathway with these effects.
In Wistar albino rats, the common pancreatic-biliary duct was ligated (PBDL) or sham-operation was performed. In PBDL
rats, vagal afferent denervation (perivagal application of capsaicin; 10mg/ml) or truncal vagotomy was applied or the vagi
were left intact. Postoperatively, PBDL groups were treated intraperitoneally with either nicotine (1 mg/kg/day) or saline
for 4 days. Following decapitation on the 4th day, serum tumor necrosis factor (TNF)-cc and interleukin (IL)-10 levels and
myeloperoxidase activity (MPO), malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels in the pancreas, liver and lung tissues
were measured, and histopathological analyses were made. While the TNF-oc level was significantly higher in the PBDL
group than in the sham-operated group, it was significantly lower in the subjects which have taken nicotine treatment. IL-10
level was lower in the PBDL group treated with saline than in the sham-operated group and an increase was observed with
nicotine treatment.Compared to sham-operated group, microscopic damage scores, MDA, MPO levels in the pancreas, liver
and lung tissues of the PBDL group were elevated, while GSH levels were reduced. Nicotine treatment depressed MDA and
MPQ levels, preserved GSH contents and reduced histological damage in the pancreas and liver. Vagal afferent denervation or
truncal vagotomy did not alter these protective effects of nicotine. The results suggest that the protective effects of nicotine on
pancreatic inflammation could occur independently of the vagal pathways, but directly by the activation of oc7-nAChR on the
immune cells and by inhibiting neutrophil infiltration and pro-inflammatory cytokine release.

Keywords: pancreatitis, nicotine, vagus, inflammation, pancreatic duct ligation
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Pankreatitte Nikotinin Hafifletici Etkisi

len akut abdominal bir hastalik olan siddetli akut

pankreatit, gériintileme ve girisimsel teknikler-
deki gelismelere ve destekleyici tedavilere ragmen ciddi
morbidite ve mortaliteyle iliskili olmaya devam etmekte-
dir (1). Akut pankreatitin patogenezinde esas olarak pank-
reas kanalinin tikanmasinin ve asiner asiri uyarilmanin rol
oynadigi (2), tripsinojen basta olmak lizere zimojenlerin
asiner hiicre icerisinde aktive olmasinin akut pankreatite
yol actigi yaygin olarak kabul gérmektedir (3). Mooren ve
ark. (4) pankreas kanalinin tikanmasinin hizlica ekzokrin
pankreas cevabinda degisiklige, Ca*? sinyal degisiklikleri-
ne ve sindirim enzimlerinin hizla aktive olmasina neden
olduklarini gostermistir. Buna ek olarak, notrofillerin trip-
sinojenin aktivasyonunda ve akut pankreatitte gelisen
doku hasarinda kritik bir rol oynadigi 6ne strtlmis (5) ve
bunu destekleyecek sekilde, sican pankreatit modelinde
nétrofilin filtrasyonunun ve sitokin cevabinin azaltiimasi-
nin hem pankreasta hem de uzak hedef dokulardaki infla-
masyonu hafifletici ve iyilestirici etkileri oldugu gosteril-
mistir (6,7).

Komplikasyonlarl nedeniyle hayati tehlike yaratabi-

Sigara tuketiminin ¢ok sayida dokunun islevini bozarak
bircok hastaligin gelisimini kolaylastirdigi ve siddetlendir-
digi ispatlanmistir (8,9). Tutlin kullaniminin saghga zarar
verici sonuglarinin detayh olarak calisilmis olmasina rag-
men, diger taraftan epidemiyolojik calismalar ise sigara
icen hastalarda bircok norodejeneratif ve inflamatuvar
hastaligin insidansinin daha az oldugunu géstermektedir
(10,11). Sigaranin hem yararli hem de zarar verici etkile-
rinde Nicotiana tabacum’da bulunan dogal bir alkaloid
olan ve immiin sistemi baskiladigi gosterilmis olan nikotin
sorumlu tutulmaktadir (12-15). Bu hastaliklarda, érnegin
osteoartritte (16) veya Ulseratif kolitte (17,18), nikotin has-
tahgin gelismesini geciktirmekte veya antioksidan etki-
siyle inflamasyon siddetini azaltmaktadir. Benzer sekilde,
nikotin inflamasyon indlklenmis ¢esitli dokularda hasta-
lik siddetini azaltmakta ve iyilesme siirecini hizlandirabil-
mektedir (19-21).

Nikotin vicutta nikotinik reseptérler olarak adlandirilan
reseptorleri uyararak etkilerini gosterir. Nikotinik reseptor-
ler otonom gangliyonlarda hem sempatik hem de para-
sempatik sistemlerin pregangliyonik ve postgangliyonik
noronlar arasi sinapslarinda bulunur. Nikotinin etkileri de
bu hiicrelerin asetilkolinin baglanmasi ile olusan etkileri
meydana getirir. Postgangliyonik néronlari uyararak oto-
nom etkiler ortaya koyan ilaglar nikotinik ilaglar olarak
adlandirilir. Nikotin hem sempatik hem de parasempatik
postgangliyonik ndronlarin her ikisini ayni zamanda uya-
rir. Sonugta, abdominal organlarda ve ekstremitelerde

siddetli bir sempatik vazokonstriksiyona neden olurken
ayni anda gastrointestinal aktivitenin artigi ve kalbin ya-
vaslamasi gibi parasempatik etkilere neden olur (22).

Nikotinin asiner hiicre icinde kalsiyum diizeyini artirmak
yoluyla salgiyr artirdigi (23) ve sigaraya uzun sireyle ma-
ruziyetin pankreas kanserine ve kronik pankreatite yol
actigi one suriilmisse de (24), akut pankreatitin siddetini
azalticl etkisinde nikotinin selektif kolinerjik bir agonist
olarak “nikotinik anti-inflamatuvar yolak” aktive etmesi-
nin rol oynadigi ortaya konmustur (25). Nikotinin bu an-
ti-inflamatuvar etkisinin temel olarak nikotinik asetilkolin
reseptorinin «7 altbirimine («<7nAChR) bagl gelistigi ve
«7nAChR'nin sessizlestirilmesinin ya da silinmesinin niko-
tinle olusan anti-inflamatuvar-baskilayici etkileri ortadan
kaldirdigi gosterilmistir (26). Deneysel pankreatit olustu-
rulmasindan 6nce vagotomi uygulanmasinin pankreatitin
siddetini artirdigi ortaya konmustur (25). Her ne kadar
akut pankreatite eslik eden akciger hasarinin nikotin te-
davisi ile hafifledigi gosterilmisse de (27), vagus sinirinin
bltlnliginin bozulmasinin veya «7nAChR agonisti ve-
rilerek nikotinik anti-inflamatuvar yolagin uyarilmasinin
pankreatite bagl gelismis akciger inflamasyonunun sid-
detini degistirmedigi gosterilmistir (25).

Mevcut calismalar 1siginda, c¢alismanin birinci amaci,
pankreas-safra ortak kanall baglanarak eszamanli olarak
akut pankreatit ve akut kolestatik hepatit olusturulmus
sicanlarda pankreas, karaciger ve akcigerde gelisen doku
hasarina nikotin tedavisinin etkisini ortaya koymaktir.
ikinci olarak da, nikotinin pankreas, karaciger ve akciger-
de gozlenen etkilerinde vagal sinir bitiinligunin ve sa-
dece vagal aferent sinir bitlinligindn rolliini arastirmak
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada her iki cinsiyetten esit sayida Wistar albino si-
canlar (250-300 gr), sicaklik (22+1°C) ve nem (%65-70)
kontroll saglanmis bir ortamda 12 saat aydinlik / 12 saat
karanhk dongisitinde tutuldular. Standart sican yemi ile
beslendiler ve suya serbestce ulastilar. Calismadaki tim
deneysel uygulamalar icin Marmara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay alindi.

Deneysel ve cerrahi protokol

Akut pankreatit olusturulacak sicanlara (n=48) gece achgi
sonrasinda intraperitoneal (ip) olarak verilen ketamin (100
mg/kg) ve ksilazin(0,75 mg/kg) anestezisi altinda orta hat
kesisi yapildi ve pankreas-safra ortak kanali ince bagirsaga
yakin taraftan 4/0 iplikle ti¢c kez digiimlenerek baglandi
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(PSKB). Anestezi altinda iken, PSKB olusturulan hayvanlar
Uce ayrilarak, kapsaisine-duyarli aferent liflerin denervas-
yonu icin kapsaisin (10mg/ml, %10 Tween 80 icinde) veya
tastyicisi (%10 Tween 80; Merck) perivagal olarak uygulan-
diveya trunkal vagotomi (TVg) yapildi. Abdominal kesileri
kapatilan sicanlar kafeslerine alindilar. PSKB gruplari cerra-
hi sonrasi rastgele olarak ikiye ayrildilar ve 4 giin boyunca
nikotin (1 mg/kg/glin; Sigma-Aldrich) ya da tastyici (serum
fizyolojik, SF; 0,1ml/100gr/giin) ip olarak uygulandi.

Diger bir grup sicanda ise (yalanci-cerrahi grubu; n=8)
anestezi altinda sadece laparotomi yapildi. Cerrahi sirasin-
da perivagal olarak tasiyici (%10 Tween 80) uygulandi ve 4
glin boyunca tasiyici (SF) enjeksiyonu yapildi. Tim sican-
lara (yalanci-cerrahi ve PSKB) post-operatif 4 giin boyun-
ca analjezik (0,1 mg/kg/gun, ip; Perfalgan, Bristol Myers
Squibb) tedavisi verildi.

Dort gunliik tedavi sonrasinda tim gruplar dekapite edi-
lerek govde kani, akciger, karaciger ve pankreas 6rnekleri
toplandi. Elde edilen serum 6rneklerinde pro-inflamatuvar
bir sitokin olan timor nekrozis (TNF)-« ve anti-inflamatu-
var bir sitokin olan interlékin (IL)-10 diizeylerinin 6l¢im-
leri yapildi. Akciger, karaciger ve pankreas orneklerinde
oksidan hasarin gostergesi olan malondialdehid (MDA)
diizeyi, antioksidan glutatyon (GSH) ve dokuya nétrofil
infiltrasyonunun gostergesi olan miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesinin diizeyi 6lctldu. Ayrica dokular 1sik mikrosko-
pisi altinda histolojik olarak incelenerek hasar agisindan
skorlandi.

Kapsaisinin topikal uygulanmasi ile vagal aferent
denervasyonu

Kapsaisinin solunum ve dolasim sistemleri Uzerindeki
akut etkilerini ortadan kaldirmak icin, kapsaisin uygulan-
masindan hemen 6nce sicanlara atropin siilfat (1 mg/kg,
ip) enjekte edildi. Boyun bolgesine yapilan kesiden sonra
servikal vaguslar bilateral olarak karotid arterlerden izole
edildi (28). izole edilmis servikal vaguslarin altina parafilm
yerlestirilerek, Gzerine uygulanacak kapsaisinin altta bu-
lunan dokulara sizmasi engellendi. Daha sonra, kapsaisin
(10mg/ml) ¢ozeltisine batirilan pamuk kulak-¢opleriile va-
guslarin Gzeri 30 dakika boyunca islak tutuldu. Sonrasinda
SF ile yikanarak kapsaisin ortamdan uzaklastirildi ve bo-
yun bolgesi sutire edildi (29).

Trunkal vagotominin uygulanmasi

Gece acligi sonrasinda diseksiyon mikroskobu altinda
mikrocerrahi seti yardimi ile subdiyafragmatik vagus 6zo-
fagusun alt tarafindan izole edildi. Ozofagus takip edilerek

vagusun gastrik dali izole edildi. izolasyon sonrasinda,
gastrik dallar izlenerek tespit edilen hepatik ve ¢6liyak dal-
lar gastrik dallar ile birlikte ayirt edilmeksizin kesildi (30).

Serumda TNF-« ve IL-10 diizeylerinin 6l¢iimii

Govde kani orneklerinin 3000 rpm ve 4°C'de 15 dakika
santriflj edilmesi ile elde edilen serum 6rnekleri —80°C'de
saklandi. Ureticinin rehberi ve talimatlari uyarinca TNF-c
ve IL-10 diizeyleri ticari enzim-bagli immunosorbant assay
(ELISA) kitleri kullanilarak 6l¢tildi (Biosource Europe S.A.,,
Nivelles, Belgium). Sonuglar mikrolitrede pikogram olarak
ifade edildi.

Histolojik hazirlik ve analiz

Histolojik incelemeler icin tim gruplardan alinan pan-
kreas, karaciger ve akciger ornekleri %10’luk formaldehit
ile fikse edildiler, yikselen alkol serilerinden gecirilerek
dehidratasyon isleminden sonra toluen ile seffaflandirl-
dilar ve parafine gémidildiiler. Yaklasik 5 pim kalinhgindaki
kesitler genel histolojik degerlendirmeler icin hematoksi-
len ve eozin (H&E) boyasiyla boyandilar ve fotomikroskop
(Olympus BX51, Tokyo, Japan) ile incelendiler ve semikan-
titatif olarak degerlendirildiler. Modifiye histopatolojik
skorlama kriterleri ile degerlendirilen pankreas (6dem,
asiner nekroz ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu), karaci-
ger (hepatositlerde vaktiolizasyon/piknotik hepatosit nuk-
leusu, siniizoidlerde genisleme/ konjesyon ve Kupffer hiicre
infiltrasyonu) ve akciger (hemoraji ve vaskiiler konjesyon,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve alveol yapisinda hasar)
dokulari her bir hasar parametresi icin 0 ila 3 arasinda de-
gerlendirildi (0=yok, 1=hafif, 2=orta, 3=ciddi) (31,32). Tim
organlar i¢in maksimum skor 9 idi.

MDA ve GSH diizeyi él¢iimii

Pankreas, karaciger ve akciger ornekleri agirliklarinin 10
katina denk gelen miktarda %10’luk triklorasetik asit ile
homojenizasyonu takiben 3.000 devir ve 4°C'de 15 dakika
streyle santrifiij edildi. Stipernatan ayrilip 15.000 devirde
8 dakika daha santrifdj edildi ve lipit peroksidasyonu di-
zeyi 1,56x10° M'cm™ katsayisi kullanilarak MDA cinsinden
spektrofotometrik olciimle ifade edildi (33). GSH 6l¢limle-
ri modifiye Ellman yontemi kullanilarak spektrofotometrik
olarak belirlendi. Kisaca 3.000 devirde 10 dk santrifuj edil-
dikten sonra 0,5 mL siipernatan 0,3 mol/L Na,HPO,2H,O
¢ozeltisinden 2 ml ve 0,2 mL dithiobisnitrobenzoat (0,4
mg/mL 1% sodyum sitrat) ¢ozeltisi bir tipte karistirildi ve
bu karisimdan alinan érneklerin absorbansi 412 nm dalga
boyunda spektrofotometrede 6l¢ildi. 1,36x10* M cm'™
katsayisi kullanilarak sonuglar gram doku basina mikro-
mol GSH olarak ifade edildi (34).
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MPO aktivitesinin dl¢timi

Doku o6rnekleri %0,5'lik HETAB (50 mM potasyum fos-
fat tamponu icinde; pH: 6) homojenize edildikten son-
ra, 12.000 rpm'de 10 dakika 4°C ‘de santrifij edildi.
Supernatan uzaklastirildiktan sonra pellet 50 mM potas-
yum-fosfat tamponu icinde tekrar homojenize edildi. 50
mM potasyum-fosfat tamponu + o-dianisidin. 2HCI (20
mg/ml) + H,0, (20 mM) + ornek iceren tlipler oda sicakli-
ginda 3 dakika inkiibe edildi ve reaksiyon %2'lik sodyum
azid ile durduruldu. Absorbans degerleri 460 nm’'de okun-
du (35).

[statistiksel analiz

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Verilerin analizinde mikroskopik skor verileri icin Mann-
Whitney U nonparametrik test, diger parametreler icin tek
yonli ANOVA kullanildi. p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi. Analizler icin GraphPad analiz prog-
rami (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanild.

BULGULAR

Deney gruplarinin histolojik degerlendirmelerinde, ya-
lanci-cerrahi grubunda diizenli pankreas morfolojisi, dii-
zenli morfolojide karaciger ve akciger parankimleri izlendi
(Sekil 1). Tasiyici tedavisi verilmis PSKB grubunun pankre-
aslarinda ciddi asiner nekroz, inflamatuvar hiicre infiltras-
yonu, karacigerlerinde ise sintizoidal konjesyon ve hasarli
hepatositler gdzlenirken, akcigerlerde yaygin alveoler ka-
nama, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve alveol morfolo-
jisinde dejenerasyon gorildi. Bu bulgulara paralel olarak,
her ti¢c dokuda hasara iliskin mikroskopik hasar skorlarinin
da yalanci-cerrahi grubuna goére anlaml olarak arttigi
goOzlendi (p<0,001; Sekil 2). Buna karsin, nikotin tedavisi
verilmis PSKB grubunun pankreas dokularinda, bazi bol-
gelerde asiner hiicre dejenerasyonunda gerileme ve orta
diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, karacigerlerin-
de ise hafiflemis sinlizoidal konjesyon ve hasarli hepatosit
sayisinda azalma oldugu gorildi. Ayni sekilde, cerrahiyi
takiben nikotin tedavisi verilmis PSKB grubunda alveoler
kanamanin, inflamatuvar hicre infiltrasyonunun ve alve-
ol morfolojisindeki dejenerasyonun azaldigi izlenmistir.
Mikroskopik hasar skorlarina bakildiginda da, nikotin te-
davisinin karaciger (p<0,05) ve pankreas (p<0,001) doku-
larinda PSKB'ye bagli hasari azalttigi, ama akciger dokula-
rinda gozlenen azalmig hasarin istatistiksel olarak anlaml
olmadigi gorilda.

Pankreas Akciger

o R

Karaciger

PSKB+Nik

Sekil 1. Kontrol (yalanci cerrahi), PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait pankreas
(A-C), karaciger (D-F) ve akciger (G-1) 6rneklerinin mikroskopik goruntuleri.
Yalanci-cerrahi grubunda (A) diizenli pankreas dokusu; PSKB grubunda (B)
asiner nekroz (ok), inflamatuvar hticre infiltrasyonu (okbasi); PSKB+Nikotin (C)
grubunda bazi bélgelerde asiner hiicre dejenerasyonu (ok) ve orta diizeyde
inflamatuvar hicre infiltrasyonu (okbasi) gériilmektedir. Yalanci-cerrahi
grubunda (D) diizenli karaciger parenkimi; PSKB grubunda (E) sintizoidal
konjesyon (ok) ve hasarli hepatositler (okbasi); PSKB+Nikotin (F) grubunda
hafiflemis sintizoidal konjesyon (ok) ve az sayida hasarl hepatosit (okbasi)
gorilmektedir. Yalanci-cerrahi grubunda (G) diizenli morfolojide akciger
parenkimi; PSKB grubunda (H) yaygin alveolar kanama (¥), inflamatuvar hicre
infiltrasyonu (ok) ve alveol mofolojisinde dejenerasyon (okbasi); PSKB+Nikotin
(1), grubunda alveolar kanamanin (*) inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun (ok)
ve alveol morfolojisindeki dejenerasyonun (okbasi) azaldigi gorilmektedir. H&E
boyasi. PSKB: Pankreas Safra Kanali Baglanmis.

Pro-inflamatuvar bir sitokin olan TNF-«'nin diizeyi SF te-
davisi almis PSKB grubunda yalanci-cerrahi grubuna gore
belirgin sekilde daha ylksek bulunurken (p<0,01; Sekil
3), nikotin tedavisi alanlarda TNF-« diizeyi anlamli ola-
rak diisiik bulundu (p<0,05; Sekil 3). Buna paralel olarak,
anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-10 dlizeyi SF tedavisi
almis PSKB grubunda yalanci-cerrahi grubuna gore daha
dusuktu (p<0,05). Vagal denervasyon yapilmadan nikotin
tedavisi uygulanmis pankreatit gruplarinda ise IL-10 du-
zeylerinin arttig1 gozlendi (p<0,05-0,001). Buna karsin, ne
kapsaisin ile aferent sinir denervasyonunun, ne de trun-
kal vagotomi yapilmasinin nikotin ile baskilanan TNF-c
ve artan IL-10 diizeylerinde anlamli bir etkisinin olmadigi
bulundu.

MDA dzeyleri SF-tedavili PSKB grubunun pankreas, kara-
ciger ve akciger dokularinda yalanci-cerrahi grubuna gore
belirgin bir sekilde artarken (p<0,05-0,001), nikotin teda-
visi alan grupta karaciger (p<0,001) ve pankreas (p<0,05)
dokularinda MDA diizeyleri belirgin bir sekilde azalmis
bulundu (Sekil 4). Ancak, nikotin tedavisi 6ncesinde kap-
saisin ile ya da trunkal vagotomi ile denervasyon yapilmis
PKSB gruplarinin doku MDA dlzeylerinde, denervasyon
yapilmamis nikotin tedavili gruplara gore, istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gorilmedi.
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Sekil 2. Yalanci Cerrahi, PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait pankreas,
karaciger ve akciger 6rneklerinde mikroskopik hasar skoru degerleri. Veriler
ortalamaztstandart hata olarak ifade edilmistir. **p<0,01, ***p<0,001 YC
grubuna gore; +p<0,05, +++p<0,001 PSKB grubuna gore. PSKB: Pankreas
Safra Kanali Baglanmis; SF: Serum Fizyolojik, YC: Yalanci Cerrahi.
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Sekil 4. Yalanci Cerrahi, PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait pankreas,
karaciger ve akciger 6rneklerinde malondialdehid (MDA) duzeyleri.
Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 YC grubuna gore; +p<0,05, +++p<0,001 PSKB
grubuna gore. PSKB: Pankreas Safra Kanali Baglanmis; SF: Serum

Fizyolojik, YC: Yalanci Cerrahi.

Sekil 3. Yalanci Cerrahi, PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait serum TNF-X ve
IL-10 6lgtim degerleri. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 YC grubuna gore; +p<0,05, +++p<0,001 PSKB
grubuna gére. TNF-0C: Timér Nekroz Faktér-alfa; IL: interlkin; PSKB: Pankreas
Safra Kanali Baglanmis; SF: Serum Fizyolojik, YC: Yalanci Cerrahi.
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SF verilmis PKSB grubunun pankreas, akciger ve karaci-
ger dokularinda MPO aktivite diizeylerinin yalanci-cerrahi
grubunun dokularinda olcilen MPO aktivite diizeylerine
gorearttigi gozlendi (p<0,05-0,001; Sekil 5). PSKB cerrahisi
sonrasinda nikotin tedavisi alanlarda pankreas ve kara-
ciger dokularinda MPO aktivesi anlamli sekilde azalirken
(p<0,001), nikotin tedavisi 6ncesinde kapsaisin ile vagal
aferentdenervasyon veya trunkal vagotomi yapildiginda
tek basina nikotin tedavisi almis PSKB grubuna gore ista-
tistiksel olarak anlamli fark g6zlenmedi.
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GSH duzeylerine bakildiginda ise, SF tedavisi alan pank-
reatit grubunun pankreas (p<0,001) ve karaciger (p<0,05)
dokularinda o6lctilen GSH diizeyi yalanci-cerrahi grubuna
gore anlamli sekilde dusik iken, nikotin tedavisi almis
PSKB grubunda doku GSH miktarlarindaki tikenmenin en-
gellendigi gorildi (p<0,05-0,01; Sekil 6). Vagusun intakt
olmasinin ya da vagal aferent denervasyon veya trunkal
vagotomi yapilmasinin nikotinin pankreas ve karacigerde
GSH'u artiricl etkisini degistirmedigi gdzlendi. Akciger do-
kusunda ise pankreatit gruplari ile yalanci-cerrahi grubu
arasinda GSH duzeyleri farkl bulunmadi.
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Sekil 5. Yalanci Cerrahi, PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait pankreas, karaciger
ve akciger 6rneklerinde myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi diizeyleri. Veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. *p<0,05, ***p<0,001 YC
grubuna gére; +p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 PSKB grubuna gore. PSKB:

Pankreas Safra Kanali Baglanmis; SF: Serum Fizyolojik, YC: Yalanci Cerrahi.
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Sekil 6. Yalanci Cerrahi, PSKB ve PSKB+Nikotin gruplarina ait pankreas, karaciger
ve akciger 6rneklerinde glutatyon (GSH) duizeyleri. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 YC grubuna gore;
+p<0,05, ++p<0,01 PSKB grubuna gore. PSKB: Pankreas Safra Kanali Baglanmis;
SF: Serum Fizyolojik, YC: Yalanci Cerrahi.

TARTISMA

Ciddi morbidite ve mortaliteyle iliskili olan akut pankre-
atitte yeni tedavi seceneklerine ihtiyag¢ vardir. Calismanin
sonuclari, pankreas-safra kanalinin baglanmasiyla olus-
turulan akut pankreatit ve kolestatik hepatit modelinde
nikotin tedavisinin pankreas ve karaciger dokularinda
inflamatuvar parametreleri belirgin bir sekilde azalttigini,
bilateral servikal ve trunkal vagotominin ise nikotinin bu
olumlu etkilerini ortadan kaldirmadigini géstermistir.

Son calismalar, vagus sinirinden salgilanan asetilkolinin-
¢oliyak mezenterik gangliyonlardan kaynaklanan splenik
sinirin noradrenerjik néronlarini aktive ettigini ve dalak-
ta norepinefrin salgilanmasina neden oldugunu iddia
etmektedir. Bu adrenerjik sinir liflerinden salgilanan nor-
epinefrinin ise splenik T hiicrelerinden asetilkolin sentezi-
ni uyardigi gosterilmistir (36). Asetilkolinin, sitokin sente-
zinin inhibisyonunda ve anti-inflamatuvar etkilerdeénem-
li rol oynadigi ve asetilkolinin sitokin eksprese eden hiicre-
lerdeki «7nAChR ve ligand etkilesimi sonucunda niikleer
faktor (NF)-kB translokasyonunu azalttigi ve inflamasyon
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bolgesinde de immiin hiicreler tizerinden anti-inflama-
tuvar etkileri oldugu duistntlmektedir (37,38). Vagusun
stimilasyonunun yiuksek dozda endotoksin almis hay-
vanlarda TNF-« salinimini belirgin sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir (39). Sonraki calismalar vagus sinirinin uya-
rilmasinin pro-inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuna yol
acarak (40), miyokard iskemisi (41), iskemi/reperflizyon
hasari (42), hemorajik sok (43), ileus (44), deneysel artrit
(45) ve kolit (46) gibi deneysel inflamasyon modellerinde
iyilestirici etkileri oldugunu gostermistir. Akut pankrea-
titte, pankreas icinde hiperaktive olan sindirim enzimle-
rinin otosindirime ve doku nekrozuna neden oldugu ve
boylece pro-inflamatuvar medyatorlerin salgilanmasina
yol actigi distinilmektedir (47). Pankreatit TNF-c, IL-1(3
ve trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi inflamatuvar
medyatorlerin devreye girmesiyle ilerlemekte ve pank-
reas hasarina neden olmaktadir. inflamasyon sirasinda
inhibitork-B'nin (IkB) bozunmasi, NF-kB'nin nikleer trans-
lokasyon sinyallerini serbest birakarak NF-kB dimer p50/
p65'in DNA dizenleyici baglanma alanina baglandigi ve
pro-inflamatuvar sitokin genlerini regiile ettigi ifade edil-
mektedir. NF-kB aktivasyonu ile IL-1B, IL-6 ve TNF-« gibi
pro-inflamatuvar sitokinlerin ifadesinde artis olmakta ve
bunlar da inflamatuvar yanitta rol oynamaktadirlar (48).
Sonucta, pankreasin asiner hiicrelerinden salgilanan sito-
kinler notrofiller ve makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrele-
rin bolgeye toplanmasina yol acar. Bununla beraber asiner
hiicre kaynakl proteazlarin aktivasyonu ve otosindirimi
de lokal inflamatuvar yanitin sistemik yanita donismesine
neden olmaktadir (49).

Tutunln birincil aktif maddesi olan nikotin etkili bir selektif
kolinerjik agonisttir. Nikotin viicutta nikotinik reseptoérler
olarak adlandirilan reseptdrleri uyararak etkilerini gosterir.
Nikotinik reseptorler otonom gangliyonlarda hem sem-
patik hem de parasempatik sistemlerin pregangliyonik
ve postgangliyonik ndronlar arasi sinapslarinda bulunur.
Nikotinik reseptorleri iki alfa, birer beta, gama ve delta alt
Uniteleri olmak 5 alt Giniteden meydana gelir. Bu alt tnite-
lerin farkli kombinasyonlari ile bir araya gelmesi genis bir
nikotinik reseptor ailesini olusturur. Nikotinik reseptorle-
rin iki alfa Gnitesi asetil kolinin baglanma bdlgesidir. Asetil
kolinin buraya baglanmasi nikotinik reseptérlerde konfor-
masyonel bir degisiklige yol acar ve Na* iletkenligi degise-
rek iceri dogru Na* iyonunun akisi gerceklesir ve hiicrede
bir depolarizasyon meydana gelir. Nikotinin etkileri de bu
hicreler asetilkolinin baglanmasi ile olusan etkileri mey-
dana getirir (50).

Farelerde dekstran sodyum siilfatla indiiklenen akut kolit
modelinde, nikotin tedavisinin CD4 T hicrelerde IL-6 Ure-
timini azalttig1 ve kolon hasarinin siddetini azalttigi (49),
endotoksin ile immuinize edilmis makrofajlarda nikotin
uygulanmasinin ise NFkB translokasyonunu inhibe ettigi
(51) gosterilmistir. Bizim calismamizda da pankreas-saf-
ra kanall baglanmis sicanlarda 72 saatin sonunda serum
TNF-cc dizeylerinde artisin nikotin tedavisi ile anlamli
sekilde azaldigi, IL-10 diizeylerindeki azalmanin ise niko-
tin tedavisi ile engellendigi gorilda. Buna karsin, aferent
denervasyonun ya da trunkal vagotominin nikotin ile
baskilanan TNF-x ve artan IL-10 diizeylerine anlamli bir
etkisi olmamistir. Benzer sekilde, vagal denervasyonun
veya spesifik «7nAChR agonisti verilmesinin pankreatite
sekonder gelisen akciger inflamasyonunun siddetini etki-
lemedigi gosterilmistir (25). Nikotinin vagustan bagimsiz
anti-inflamatuvar etkisinin, bircok inflamatuvar hiicre yu-
zeyinde eksprese edilen x7nAChR araciligiyla sitokinlerin
salinimini inhibe etmesiyle gerceklesebildigi dusinil-
mektedir (52). Pankreasin asiner hiicrelerinden salgilanan
sitokinlerin notrofil ve makrofaj gibi inflamatuvar hiicrele-
rin de bolgeye toplanmasina yol actigi bildirilmistir (53).
Bu nedenle nétrofillerin grandllerinde bulunan, dokuda
notrofil infiltrasyonunun gostergesi olarak kabul edilen
miyeloperoksidaz enzim aktivitesine bakilmis ve pankre-
atite bagli olarak pankreas ve karacigerde artmis bulunan
MPO aktivitesini nikotin tedavisinin azalttigi bulunmustur.
Daha 6nce yapilan calismalarda profilaktik olarak ya da
akut pankreatit olusturulmasindan sonra uygulanan ni-
kotin, fizostigmin veya neostigmin tedavisinin histolojik
skorlari ve miyeloperoksidaz aktivitesini belirgin bir sekil-
de dusirdigl gosterilmistir (54).

Deneysel akut pankreatitte, pankreas dokusunda ve plaz-
mada lipit peroksidasyon Urlinlerinin arttigi ve MDA di-
zeylerinin hastaligin siddeti ile iliskili oldugu bildirilmistir
(55). Cahsmamizda da pankreatit olusturulmus sicanlarda
artan MDA duizeyinin nikotin tedavisi ile azaldigi gozlendi.
Akut pankreatitte pankreas dokusunda GSH'nin tiiken-
digi ve bunun proenzim aktivasyonuna bagli olarak ger-
ceklestigi one surilmektedir (56). Calismada pankreatite
bagh gorilen GSH'daki tukenmenin nikotin tedavisi ile
pankreas ve karaciger dokusunda engellendigi gorild.
Buna karsin, MDA, MPO ve GSH dizeylerindeki nikotin
tedavisiyle iliskili iyilesmelerin vagal denervasyondan et-
kilenmemesi nikotinin direkt antioksidan etkisini distn-
dirmektedir. Benzer sekilde, sepsise bagl gelisen ¢oklu
organ hasarinda da nikotinin akciger dokusu haricinde
lipit peroksidasyonunu sinirlayarak, GSH tiiketimini engel-
leyerek ve MPO aktivitesini baskilayarak anti-inflamatuvar
etkili oldugu gosterilmistir (21).
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Nikotinin glicli anti-inflamatuvar etkileri olasilikla sitokin
eksprese eden hicrelerdeki «7nAChR araciligiyla janus
kinaz (JAK)-2 fosforilasyonu ve sinyal transdiser ve trans-
kripsiyon faktorl (STAT)-3'lin aktivasyonu sonucunda NF-
kB translokasyonunda azalma ile gerceklesmektedir (51).
Nikotin I-kB'nin fosforilasyonunu baskilar ve NF-kB'nin
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder (52). Zheng ve
arkadaslarinin (58) yaptiklari calismada, siddetli akut
pankreatitte nikotinin doza bagh bir sekilde doku hasarini
azalttigi, sindirim enzim ve pro-inflamatuvar sitokin ureti-
mini baskiladigr gosterilmistir. Ayrica CD4*CD25* Treg sa-
yisini ve immiinregilatér molekdllerin ve transforme edici
blytume faktort $1'in ekspresyonunu artirmak suretiyle
baskilayici kapasitesini gliclendirmistir (59). PengMa ve
arkadaslari (27) taurokolat ile indiiklenen akut pankreatit
modelinde nikotin tedavisinin serum amilaz, lipaz ve IL-6
seviyelerini dstrduglind, pankreasta ve akcigerde hasari
iyilestirdigini, akciger MPO aktivitesini ve akciger TNF-«
seviyesini disirdiiguni gostermistir. Bizim ¢alismamizda
ise, pankreas ve karaciger dokularinda nikotin tedavisi ile
belirgin bir iyilesme gozlendi, ancak pankreatitte gelisen
oksidan akciger hasari etkilenmedi. Pankreas ve karaciger
dokularinda nikotin tedavisi ile gdzlenen anti-inflamatu-
var yanit vagal denervasyon ile degismedi. Bu sonugclara
zit olarak, serulein ile indiiklenen akut pankreatit mode-
linde bilateral servikal vagotominin pankreas ve akciger
dokusundaki iyilesmeyi ortadan kaldirdigive nikotin ile
deprese olan MPO aktivitesini artirdigi gosterilmistir (25).
Pankreas enzimlerinin sekresyonunu artiran bir kolesis-
tokinin analogu olan seruleine bagli gelisen ve calisma-
mizda kullandigimiz kanal obstriiksiyonuna bagli gelisen
pankreatit modellerinde, enzim aktivasyon basamaklari-
nin degisik yolaklardan gerceklesmesinin patofizyolojide-
ki farkhhktan sorumlu olacagi distiniilmektedir.

Sonuc olarak, sicanlarda pankreas-safra ortak kanali bag-
lanarak 72 saatin sonunda gerceklesen akut pankreatite
bagli olarak pankreasta ve karacigerde gozlenen oksidan
doku hasari intraperitoneal nikotin tedavisi ile hafiflemis
ve bu iyilesme doku diizeyinde mikroskopik olarak da
ortaya konmustur. Diger taraftan, kapsaisin ve trunkal va-
gotomi ile yapilan vagal denervasyon nikotinin hasari ha-
fifletici etkilerini degistirmemistir. Dolayisiyla, nikotinin-
pankreatit hasarindaki koruyucu etkilerini vagal yoldan
bagimsiz olarak, dogrudan immiin sistem hicreleri lize-
rindeki «7nAChR aktivasyonu ile nétrofil infiltrasyonunu
ve pro-inflamatuvar sitokinleri inhibe ederek gerceklestir-
digi savunulmaktadir.
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