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[‘Omeprazol Notrofil Lokosit Fonksiyonlarmm Etkiler mi?

v | Does Omeprazole Effect Leucocyte Functions?
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OZET: Bu gahsmada; normal saghkii tavsan grubu,

deneysel sepsis olugturulmug tavsan grubu, sepsis olug-

turarak omeprazol verilen tavsan grubu olmak iizere 3

grup tavsanda, IGkositlerin adezyon ve kemotaksis fonk-
# siyonlari aragtiriimigtr.

Lékositlerin adezyon ve kemotaksis fonksiyonlarinin 61-
¢timti in vitro metodiarla yapiimigtir. Sepsis olugturula-
rak intravenéz omeprazol verilen grubta diger iki gru-
ba gdre IGkosit kemotaksisinin anlamh derecede inhi-
be oldugu saptanmgtir. Lékositlerin adezyon fonksiyo-
nunda ise inhibisyon ortaya gikmamigtir. Galigmanin so-
nucunda H+/K+ATPaz enziminin fonksiyonunun mide
pariyetal hiicreleri ife sinirlh olmayip I6kosit membranla-
ninda da bulunabilecegi ve bu sistemi baskilayan ajanla-
rin Iékosit fonksiyonlarina olumsuz etki yapabilecegi so-
nucuna variimigtir. Klinik uygulama icin parenteral
omeprazol tedavisinde, enfeksiyona egilimin artip art-
madiginin randomize ¢ift kér Klinik galismaiarla aragtiril-
masi gerekir.

Anahtar Kelimeler: Omeprazol, Ulser, Peptik iilser, Ke-
motaktik faktérler, Lenfosit

SUMMARY: in this study, in vitro adhesion and
chemotaxis of leucocytes have been searched in
rabbits. Animals were divided in to three groups as
control, sepsis and sepsis plus omeprazol.
Chemotaxis was inhibited in the last group
significantly but differences between adhesion
Percentages were nonsignificant. As a resuft H/K
ATS’ase enzyme system has not only been seen in
Qastric parietal cells, but also In neutrophiles, and
might effect neutrophile leucocyte

randomised and double blind clinical trials.

| Key Words: Omeprazol, Ulcer, Peptic ulcer,

Chemotactic factors, Lymphocyte subsets
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Omeprazol mide asid salgisini inhibe eden ilag
grubunun icinde kullanima yeni girmis bir ilac-
tir. Omeprazoliin bulunusu ile mide asit sekres-
yon mekanizmasi, gastrointestinal sistem tiimor-
lerinin genetik iligkisi, peptik iilser grubu hasta-
liklarda yeni tedaviler gibi ve bir ¢ok konuda ye-
ni aragtirmalarin baglamasina neden olmustur,
Son yillarda omeprazoliin siganlarda hipergastri-
nemiye bagh karsinoid tiimérlere neden oldugu
bildirildikten sonra bu arastirmalar daha da art-
mustir.” Tiim arastirmalara ragmen ABD’de
omeprazol kullanimi FDA tarafindan sadece
reflii 6zefajit ve Zollinger-Ellison sendromu ile
siirlandiridmastir. Son zamanlarda yapilan yayin-
larda omeprazoliin diigitk pH olusturabilen nét-
rofilleri de etkileyip onlarin fonksiyonlarin boza-
bilecegi bildirilmektedir.”*

Akut inflamatuar yanitta [6kosit yamt1 ¢ok hiic-
reli bir sistem sonucudur. Buradaki en énemli
elemanlar ise, hiicrelerin damar duvarina yapis-
malari, doku aralarma gecisi ve olay yerindeki
hiicrelerden salinan maddeler uyarinca l6kositle-
rin migrasyon ve fagositoz o6zelliklerini goster-
meleridir. Bu ¢alismada da sepsis olusturularak
immiin fonksiyonlari stimule edilmis tavsanlar-
da IV omeprazol uygulamasi sonrasinda iki
onemli lokosit fonksiyonu olan kemotaksis ve ad-
herens incelenmis, kemotaksisin anlamli élgiide
baskilandig1 saptanmustir.
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inravenéz omeprazol verilen sepsisli tavganlar-
da lokosit adherens ve kemotaksisinin aragtirildi-
g bu deneysel calisma Ege Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Deneysel Cerrahi Aragtirma Laboratuva-
rinda yapimigdi. Deneysel ¢aligmada Yeni Zel-
landa cinsi tavsanlar kullamuldi. Bu tavsanlarmn
agrrhiklar 1800-2200 gr arasinda degismekteydi
Tavsanlar Deneysel Cerrahi Bilim Dalr'na bagh
hayvan yetistirme boliimiinden saglandt.

Tavsanlarda anestezi icin Ketamin Hidrokloriir
(Ketalar, Parke-Davies), dikis materyali olarak
USP 4/0 atravmatik siyah ipek, omeprazol ola-
rak da iv. formu Losec (Astra 40 mg flakon)
kullanildi

Bu ¢alismaya esas tegkil eden |okositlerin adez-
yon ve kemotaksis olciimleri in vitro yontemler-

le S.5.K. Tepecik Hastanesi Biyokimya Doku Ti-
pive Aragtirma Laboratuarinda yapilds.

Bu ¢aligma 3 grup tavsan {izerinde uygulandi:

+ A-Normal saglikh tavsan grubu (n:6),

+ B-Deneysel sepsis olugturulan grup (no:9),

+ C-Deneysel sepsis olusturulduktan sonra
omeprazol verilen grup (no:9).

Tavsanlar rastgele secilmig olup bir 6n ayirima
tabii tutulmadilar. A grubundaki bir tavganin ka-
- unda 16kosit teknik nedenlerden dolay1 ayristila-
madigindan, B grubundan 5 tavsanin kaninda
adezyon teknik nedenlerden dolay: galisiimadi-
gindan, C grubunda ise 1 tavsandan kan alinma-
dan 6ldiigi igin, bunlar cahgma diginda tutuldular.

Sonuglarmn istatistiksel analizi Mann-Whitney U
testi ile yapild

Deneyde kullamlan tavsanlarm immdn sistemini
uyarmak amaciyla sepsis olugturuldu. Bunun
icin literatirde belirtilen apendiks radiksi ba gla-
narak akut apandisit modeli meydana getirildi.
Bu modelin segilmesinin nedeni tavsanlardaki
apendiks buytklugu ve histolojik yapistnin insan
apendiksine benzemesidir. Apendiksi baglanan
tavsanlarda, 18 saat icinde spontan perforasyon
(971 dolaymnda) oldugu bildirilmektedir."
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Bir gece onceden ag birakilan tavsanlarda ope-
rasyon oncesi anestezi icin 100 mg/kg dozunda ¥
Ketamin Hidroklorir i.m. olarak uygulandi. Tav-

sanlar anestezi altinda ayaklarindan operasyon

masasina tespit edildikten sonra karm iizerinde-

ki tiiyler trag edilerek temizlendiler. Karin cildi

Polyvidon-iyot ile silindikten sonra yaklasik 4

cm’lik median insizyon yapildt. Karin katlar: ge-

cildikten sonra eksplorasyonla apendiks bulun-

du. Apendiks radiksinden 4/0 ipekle baglanarak

oblitere edildi. Bagirsaklar karmn igine yerlestiril-

dikten sonra karin katlar1 ve cilt 4/0 ipekle tek
tek siitirler konarak kapatildz.

Apendiks radiksi baglanarak peritonit olugturu-
lan 18 tavsan rastgele segilerek 2 gruba (B ve
C) bélindi. Bir gruba (C grubu) kulak veninden
0.5 mg/kg dozunda omeprazol verildi. Omepra-
zol verilen ve verilmeyen gruplardan 10-12 saat
sonra intrakardiyak ponksiyonla heparinize (20!
(J/ml) 10 ml kan érnekleri alind1. Ayrica 6 tane!
normal saghkli tavsandan (A grubu) kan alindi;
Elde edilen 10 mP'lik heparinize kan érneklerin-
de bu ¢ahsmanin temelini olusturan 1okositlerin
adherens ve kemotaksis fonksiyonlar1 arastirildi.

Adherens 6lgiimleri igin Mac-Groger’in 1974 y&
linda tanimladifi yontem kullanildi. Yéntemi
esas1 icinde naylon fibriller bulanan Pasteur pi
petinden heparinize kanin filtre edilmesidir. B
yontemle lkosit adherens yiizdesi hesaplanabi
lir olmasmna ragmen yontem notrofil adherens

icin nonspesifik olarak kabul ec‘.ilmektedir.1

Deney hayvanlarindan alinan heparinize kand
|6kositler sayildiktan sonra, 1 ml kan, i¢inde na
lon fibriller bulunan Pasteur pipetine kondu. L
dk. sonra altta toplanan filtrasyon materyalin
tekrar lokosit sayim yapildi ve lokosit adezyo
yiizdesi:

Adezyon yiizdesi = 100 -altta toplanan kandakd 16kosit /mbd
orijinal lokosit kandaki/ml
formiili ile hesaplandL.

Kemotaksis icin ise Boyden’in 1962 yilinda
mmladig yontem kullaniddi. Bu yontemin €8
da membranla ikiye bolinmis diskin stiine
le edilmis l6kosit sispansuyonu, altina ise ke
akraktan [cazein, formil metyonil peptit, ZY

n
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sonla aktive edilmis serum (ZAS)] konulur. Bu
& | 4 islem sonucunda lékositlerin membran filtrede
ilerlemesi Hnmer31yon mikroskopisi ile sapta-

15
nir.

k
=
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" RESIM 1: Kemotaksisde kullandan Boyden Chamber kameras: '
J—
e Lékosit kemotaksisini 6lgmek icin bu yontemin
. e bircok modifikasyonu bildiriimektedir.”>** Biz
g /
a- calismamizda kemoatraktan olan ZAS kullan-
at dik. Kullandigimiz membran 5 m gapinda olan

>o | porlar igermekte idi. Resim 1’de kullanilan ka-
- mera gorilmektedir. Resim 2’de membran fil-
d. | treninlam tizerinde tespit edilip gram boyasi bo-
in. | yandiktan sonraki durumu gorilmektedir. Re-
rin | sim 3 ve 4°de ise immersiyon mikroskobu ile
b membrandan filtrede kemotaksise ugramig loko-
sitler gérilmektedir.

o

RESIM 2: Lam lizerine tespit edilerek gram boyanmis membran

inde SONUCLAR

Kemotaksis sonuglari: Normal saglhklh tavsan-
larm olugturdugu kontrol grubunda (grup A) en
dugiik kemotaksis degeri 28.88 iken en yiiksek
deger 48.37, ortalama deger 35.86 bulundu. Sep-
sisli grupta (grup B) ise, kemotaksis degerleri
- €n diigitk 31.29, en yiiksek 54.70, ortalama ke-
motaksis 13.23 idi. Omeprazol verilen sepsisli
grupta (grup C) en diisiik, en yiiksek ve ortala-
ma kemotaksis degerleri sirasiyla -8.00, 17.60,
13.23 bulundu (Tablo 1).
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Adherens sonucglari: Adherens 6lgiimlerinde
ise A grubunda en digik 18.47, en yiiksek
88.17, ortalama 52.50, B grubunda en disiik
25.31, en yiiksek 58.20, ortalama 41.42, C gru-
bunda ise bu degerler sirasiyla 50.76, 80.27 ve
62.04 olarak bulundu (Tablo 2).

RESIM 3: Iumersiyon mikroskobunda yogun kemotaksis
alan:

Sonuglarn istatistiksel analizi Mann-Whitney U
(for unpaired samples) testi ile yapildi. Istatik-
sel olarak bu metod ile anlamlilik siir1 p<0.05
kabul edildi. + degerleri S.D. (standart devias-
yon) seklinde ifade edildi. C grubundaki artmig
kemotaksis degerleri A ve B grubuna gore ista-
tistiksel olarak anlamhiydi.

RESIM 4: immersiyon mikroskobunda azalmis kemotaksis
omegi

Grafik 1’de kontrol (A grubu), sepsis (B grubu),
sepsis + omeprazol (C grubu) kemotaksis so-
nuglar dikey akstabar grafik seklinde yiizde ola-
rak ifade edilmistir. Grafik 2’de ti¢ gruptaki ad-
herens yiizdeleri, kontrol grubunda (A grubu)
%352.50, sepsis grubunda (B grubu) %41.42, sep-
sis + omeprazol grubunda (C grubu)
%62.04 olarak gosterilmistir.

TARTISMA

Bu calisma intravendz omeprazol verilen sepsis-
li tavsanlarda, normal kontrol grubu ve sepsisli
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tavsan grubuna gore in vitro dlgilen lokosit ke-
motaksisinin istatistiksel olarak anlamli bir sekil-
de inhibe oldugunu gostermistir. Adherens ¢alis-
malarinda beklenenin aksine omeprazoliin adhe-
rensi anlamli olmasa da arttirdigi bulunmugtur.

O Sepsis+Cmeprazol

[ oKontrol @ Sepsis

GRAFIK 1 Uc grup denekteki kemotaksis sonuglarn

Fakat kontrol grubundaki en diigik (18.47) ve
en vyiiksek (88.17) degerler arasindaki buyiik
fark kullanilan yontemdeki teknik hatadan kay-
naklanmis olabilir. Sepsis grubunda da kontrol
grubuna gre artmasi gereken adherens artma-
mus azalmigtir. Adherensteki beklenenin aksine
bulunan bu sonuglarmn kaynaklandigi muhtemel
teknik hatalar; 1. kullamlan naylon fibril mikta-
rinin esit olmamast (miktar arttikga adherens
artar)ls, 2. lokosit sayimlarmin yapildigi hemo-
kountr cihazmm tavsan l6kositleri igin uygun ol-
mamasy, 3. kan érneklerinin alinmasi ile olgi-
miin yapilmasi arasinda gecen zaman arahklari-
nin esitsizligi nedeniyle canli I6kosit oranlarmnin
farkli olmasma (bilindigi gibi 6lii hiicreler adhe-
rens g,(ﬁs.termezler)15 bagh olabilir. Ya da, denek
sayisinin istatistik yapabilmek i¢in gecerli olan
minimum sayida olmasi, buna bagl olarak da *
S.D. degerlerinin biyiikligi yamltici olabilir.

62,04

{E Kontrol b Sepsis D Sepsis+Omeprazol

GRAFIK 2: Denellerde adherens yiizdeleri

Baska bir istatistik yontemde adezyon sonuclar
anlaml olabilir, ancak standardize edilmis bir

calismada kullanilabilecek en uygun test bu ¢a. '
ligmada kullanilmaya galisilmistir. Ayrica, bizim
calismamizda notrofillerin tek baglarina degi
15kositlerle birlikte adezyon fonksiyonu incelen.
migtir. Diger l6kosit gruplar: (lenfosit, monosi,
eosinofil gibi) sonucu etkilemis olabilir. Ote yan.
dan I6kosit fonksiyonlarimin genel olarak incelen.
mesi, calhismann klinik uygulanabilirligine katk.
da da bulunabilir.

TABLO 1. Kemotaksis sonuclart

Tavsan A grubu B grubu C grubu

n:s n:9 n:8
1 31.66 23.00 17.60
2 29.44 29.00 12.70
3 41.00 42.50 14.40
4 28.88 28.20 12.30
5 48.37 22.00 8.70
6 33.80 13.10
7 24.00 12.38
8 24.40 1533
9 54.70

35.86:8.51 31.29:10.90 13.23:2.78

Literatirdeki calismada da intravenéz omepr
zol tedavisinde ulagilan plazma konsantrasyonlaj
rinda notrofillerin kemotaksis, degrantilasyo
oksijen tretimini bizim caligmamizdaki gibi inhi
be edebilecegi bildirilmektedir."” Omeprazol§
[S-metoksi-2 (4-metoksi-3.5 dimetil - 2 pridly]
metil) sulfinil) benziimidazol] pK=4 olan zay}
bir baz yapisindadir. Omeprazol paryetal huct
membranlarindan difiize olup sekretuar kanald
rin asit ortaminda aktive olan (sulfonamid) prog
rugtur. Sulfonamidler H+ /K+ ATPaz'm o subl
nitinin s yiizeyindeki sistein kalintilarina kovd
lent baglarla ba[z,lamr.?’18 Proton pompast til
canh hitcrelerde bulunmaktadir ve hiicrelerig
canliiginin siirmesi igin gereklidir. Proton pot
posi iki ana gruba ayrimistir. Bunlar fosfoenzill
seklinde olanlar (p-ATPaz, érnegin H+K+AR
Paz), ve fosfoenzim seklinde olmayanlar (P-
ATPaz, 6rnegin H+ /Ca+ATPaz) seklinded!
H+/K+ATPaz mide paryetal hiicrelerindé
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identifiye edilmistir. Yapilan son calismalarda
enzim aktivitesinin paryetal hiicrelerle smrli ol-
mayabilecegl, sican ve tavsanlarm distal nefron-
lar1ve distal kolonlarinda da bulundugu gésteril-
migtir.”® Organizmada sadece bir kac hiicre cesi-
di diistik pH olusturma kapasitesindedir. Bunlar-
dan bir tanesi de nétrofillerdir. PMNlerin fago-
sitozu sirasinda, kemotaktik faktorlerce aktivas-
yonunu fagolizozom icerisine H+ takip eder ve
bunlarida alkalinizasyon izler.

TABLO 2: Adherens vilzdeleri

A grubu
n:s

B grubu
n:4

Tavsan C grubu

n:8

18.47
46.87
54.03
54.94 50.76
88.17 53.12
6 63.94
60.36
8 65.00

46.28
58.20
2531
35.89

61.90
87.27
60.93

N B L B =

~l

52.50:24.85 41.42+14.09 62.04:8.91

Aktivasyona verilen cevap, Na + K + degisimi-
ne, membran associated complex fosforilizasyo-
nuna ve H + ATPaz’a baglhdir. Graniillerden
sitokrom b-245 translokasyonu,
NADPH oksidaz aktivitesi ve siiperoksit anyonu
uretimine baghdir. Oksijen radikallerinin intra-
seliiler bakteri ¢ldiriilmesi ve doku hasarinda

. Onemli oldugu diisiiniilmektedir. Omeprazol’in
. PMN’ler i¢inde toplanmas: ve onlarin fonksiyon-

larini etkilemesi miimkindiir. "’ Sepsisli insanlar-
da nétrofil kemotaksis ve adezyonunun arttigr
bildirilmektedir.* Bizim ¢alismamizda ise sepsis-
te kontrol grubuna gére adezyon ve kemotaksi-

| sin istatistiksel anlamlik derecesinde artmadif

ortaya ¢ikmustir. Deney modelimiz akut model

- oldugu i¢in sepsisteki fonksiyon degisiklikleri he-
| iz olusmamig olabilir. Sepsis olusturulduktan

sonra intravendz omeprazol verilen gruptaki ke-
Motaksis degerleri, diger gruplara gére anlamlt
derecede azalmigtir. Literatirdeki omeprazo-
lin notrofi| fonksiyonlarina etkisi konulu maka-
lede'’ saghkli insanlardan alinan kan érneklerin-

OMEPRAZOL NOTROFIL LOKOSIT

185

de izole edilen nétrofiller degisik konsantrasyon-
larda omeprazol ile karsilastirildiginda nétrofil-
lerin degisik fonksiyonlarini etkiledigi bildiril-
mektedir. Omeprazol intravensz 40 mghk dozu
ile olusan plazma maksimum konsantrasyonu
10 pmol/L oldugu bildirilmektedir.” Halbuki
aragtirmacilar notrofil kemotaksisini omeprazo-
lin 100-200 pmol/L konsantrasyonlarmm an-
laml olarak etkiledigini bildirmektedir. Bu yuk-
sek konsantrasyonlar omeprazolin intravenéz
tedavi dozunun olusturaca@ plazma pik konsan-
trasyonlarinin ¢ok ¢ok iizerindedir, Bizim calig-
mamizda omeprazol 0.5 mg/kg dozunda veril-
mistir. Fakat plazma konsantrasyon cahsmasi,
onceki galismalar referans almdigi icin yapilma-
mustir. Uygulanan doz tedavi dozu olan 40 mg'in
kg bagina diisen yaklagik miktardir. Bu dozda 16-
kositlerin kemotaksisini bozan plazma pik kon-
santrasyonlar1 yapilacak ¢ahsmalarla ortaya ko-
nabilir. Bahsedilen én ¢alismada in vitro olarak
omeprazoliin yiiksek konsantrasyonlarda nétro-
fil fonksiyonlarmi engelledigi bildirilmektedir.
Oral kullanimda omeprazoliin biyoyararlanimi
yaklagik %50-60 civarindadir.”” Oral omepra-
zol preperatlarinin bu ¢ok yitksek plazma pik
konsantrasyonlari olusturmas: mimkiin degildir.
Fakat oral yoldan ilag alamayan agir yogun ba-
kim hastalarinda parenteral omeprazol prepe-
ratlari gecicide olsa yiiksek plazma pik konsan-
trasyonlari olusturabilir. Biz de ¢alisma modeli-
mizde agir yogun bakim hastalarina benzerlik
igin tavsanlarda sepsis olusturduk. intravendz
omeprazol verilen tavsanlardan 10-12 saat son-
ra alinan kan orneklerinde |6kosit kemotaksisi
belirgin olarak azalmaktadir (31.29 ve 13.23).
Oysaki dolagimdaki insan nétrofillerinin saatler-
le ¢lgiilen (4-10 saat) yarilanma émiirleri var-
dir.? Omeprazoliin yarilanma émrii ise 60 daki-
kadir.” Bu kisa varilanma siiresine ragmen ke-
motaksisin 10-12 saat sonra anlamli derecede
azalmis olmasi kemik iligindeki immatiir [6kosit-
lerin de etkilenmis oldugu ihtimalini akla getirir.
Omeprazol muhtemelen I6kositlerin hiicre me-
kanizmalarindan birini irreversibl olarak inhibe
etmektedir. Buradaki omeprazoliin inhibisyon
mekanizmasi ile mide paryetal hiicrelerindeki
H+ /K+ATPaz’a irreversibl olarak kovolent
baglarla baglanarak asit sekresyonunun inhibis-
yonu arasinda benzerlik olabilir. Ciinkii nétrofil-
ler disik pH olusturma kapasitesindedirler.™
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Pekala omeprazol lokositlerde yogunlagarak on-
larin asidik ortaminda aktive olabilir ve muhte-
melen 16kosit membranindaki ATPaz’1 etkileye-
bilir. Wandal PMN plazma membramnda Qua-
baine duyarh ATPaz tarif edildigini, fakat varl-
gmim tartigmali oldugunu bildirmektedir.”” Tav-
san ve siganlarmn kolon ve bobreklerinde de
H+ /K+ATPaz tanunlanmlg;tlr”, fakat asit or-
tam olmadii icin omeprazol bu enzimlerle etki-
lesmez. Lokositlerdeki H + /K+ ATPaz'in immu-
nositokimyasal metodlar ile gosterilmesi halin-
de buradaki inhibisyon mekanizmasi daha net
olarak anlagilacaktir. Omeprazolun yine yiksek
konsantrasyonlarda bagka bir fagositik hiicre
olan doku makrofaji grubundan osteokastlar1 da
in vitro olarak inhibe ettigi }:)ildirihnektedir.17 Bi-
zim calismamizda l6kosit kemotaksisi in vitro
yontemle olgtlmustir. Bundan sonra yapilacak
yeni ¢ahigmalarda |6kosit alt gruplart (notrofil,
lenfosit, monosit) spesifik olarak arastirilabilir.
Lokosit fonksiyonlari in vivo yontemlerle olgile-
bilir. Bu calisma, lokositlerde de mide pariyetal
hiicrelerindeki H+ /K+ATPaz’a benzer bir en-
zimin varhgin immunositokimyasal metodlarla
aragtirilmasi gergegdini ortaya koymustur. Bu ¢a-
ligmanin sonucunda "Omeprazol’un klinik kulla-
mmimna nasil yansitilabilir?" sorusuna cevap ola-
rak Samburek ve arkadaglarnin Wandal'in ¢ahs-
masina yaptiklari yorumla verilebilir.'® Omepra-
2olun notrofil fonksiyonlarinda olugturdugu degi-
siklik sonucu ortaya ¢ikan antiinflamatuar yan
etki nedeni ile peptik tilserli aym zamanda kon-
nektif doku hastaligi ve artriti olan hastalarin te-
davisinde kullanlabilecegini bile ileri siirmekte-
dirler. Fakat bu galiymadan gikarilabilecek da-
ha énemli sonug ciddi yogun bakim hastalarinda
16kosit fonksiyonlarimn baskilanmasi sonucu in-
feksiyona egilimin artip artmayacag konusudur.
Bunun icin ¢ift kor randomize klinik cahismalara
ihtiyag vardir. Cunki; bu &n cahgmaya gore
Omeprazol kemotaksisi olumsuz yonde etkile-
mektedir.
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