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Ozet

Amag: Biitiin pankreatit modellerinde (diyet, duktus baglanmas:
De sekretuar ilaglar ile indiiklenme) mekanizma pankreasin

okusu iginde asiner enzim aktivasyonu gibi benzer olaylarla
tetiklenir. Kolesistokinin (CCK) analogu serulein ile olusturulan
akut pankreatitin siddetinin CCK reseptdr antagonisti ile
degistirilebilecegi tartismalidir. Bu ¢alismada, bir CCK reseptor
antagonisti olan loksiglumidi serulein ile olugturulmug akut
pankreatit modelinde, serulein indiiksiyonu éncesi kullanarak,
tek bagina ve oktreotid ile birlikteki etkisini kargilagtirmali
olarak aragtirdik.
Materyal ve Metod: Calismamizda her biri 30 si¢an iceren
3 deney ve 10 sigan igeren 1 kontrol grubu olugturuldu. Grup
I’de deneklere serulein 4 doz subkutanéz olarak verildi. Grup
2’de serulein enjeksiyonlarindan 30 dakika énce loksiglumid,
grup 3'te ise loksiglumide ek olarak okrerotid deneklere
uiygulanmugtir. En son serulein enjeksiyonundan 6, 12 ve 24
saat sonra her gruptan 10 sican ameliyat edilip biyokimyasal
analiz igin kanlart alinip, histolojik degerlendirme icin de
pankreas dokusu rezeke edilmis ve degigiklikler
degerlendirilmigtir.
Sonuglar: Serum amilaz ve laktat dehidrojenaz (LDH) degerleri
ve histolojik akut pankreatit kriterlerine gére grup 2 ve 3'te
akut pankreatitin siddeti diigiiktii. Pankreatit giddeti agisindan
grup 2 ve 3 arasinda fark yoktu.
Tartiyma: Pankreatit olusumundan 30 dakika énce kullanilan
loksiglumid olugturulan pankreatitin siddetini azaltmigtir.,
Loksiglumide ek olarak kullanilan oktreotidin bir katkis:
gosterilememigtir.
Anahtar kelimeler: Loksiglumid, Octreotid, Serulein, Akut
pankreatit.

Abstract
Background: In all acute pancreatisis models (diet induced,
duct ligation and secretagogue induced) similar starting events
triggered: acinar enzyme activation within pancreas. It is
controversial that severity of acute pancreatitis induced by
cholecystokinin (CCK) analogue, cerulein, might be altered
by CCK receptor antagonists. In this study we assessed the
affect of loxyglumide, a CCK receptor analogue given before
induction of acute pancreatisis by cerulein and compared the
result when ocreotide plus loxyglumide given.
Methods: Three groups of rat consisting of 30 rats, and 10
control rats included in the study. Group 1 rats were given
cerulein subcutaneously, Group 2 rats were given loxyglumide
30 minutes before cerulein injection, and Group 3 rats were
given loxyglumide plus octreotide 30 minutes before cerulein
injection. After 6, 12 and 24 hours of the last cerulein injection
10 rats in each group operated and blood taken for biochemical
analysis and pancreas resected for hystologic examination
and changes observed were evaluated.
Results: Severity of acute pancreatisis was lower in Group 2
and 3 rats as demonstrated by amylase, lactate dehydrogenase
(LDH) levels and histologic acute pancreatisis criteria. No
difference in severity found between Group 2 and 3.
Conclusion: Loxyglumide shown to decrease severity of acute
pancreatitis when given 30 minutes before induction of
pancreatitis. Octreotide pretreated with loxyglumide has no
supplemental affect.
Keywords: Loxyglumide, Octreotide, cerulein, acute
pancreatitis.
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Akut pankreatit belirgin morbidite ve mortalite
potansiyeli olan yaygin bir hastaliktir. Fazla sayidaki
klinik ve deneysel ¢aligmalara ragmen patogenez tam
olarak belirlenememistir. Sonugta tedavi nonspesifik
ve destekleyici karakterde olmaktadir. Pankreas
fizyolojik olarak ¢ok sayida proteini sentezler ve bu
proteinlerin %90’1indan fazlasini da sindirime katilan
enzimler olusturmaktadir. Pankreas asiner hiicreler
tarafindan sentezlenen ve salgilanan enzimlerin birgogu
potansiyel olarak pankreasin kendisine de zarar verebilir.
Bununla birlikte fizyolojik sartlarda pankreas zarar
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gormeyecek sekilde korunmustur. Akut pankreatiti
karakterize eden inflamasyon ve nekrotik degisimlerin
pankreas igindeki sindirim enzim zimojenlerinin
intrapankreatik aktivasyonuyla ilgili olduguna
inamlmaktadir. Kolesistokinin veya analogu serulein
ile yapilan hiperstimiilasyonun (maksimal enzim
sekresyonu saglayan dozun 10-100 kat1) in vivo olarak
zimojen graniillerden zengin pankreatik alanlarda triptik
aktivitenin artimina sebep olmaktadir.

Benzer sekilde izole pankreatik asiner hiicrelerin
hiperstimiilasyonu zimogenlerin aktivasyonuna sebep
olmaktadir:

i. Bu aktivasyon LDH ile degerlendirilebilen hiicre
hasarina sebep olabilir.

ii. Bu bulgular CCK’nin akut pankreatit gelisiminde
kolaylastirici veya tetikleyici bir rol oynadig hipotezini
destekler.

Ayrica pankreas duktusunun okluzyonu sonrasinda da
CCK seviyelerinde 4 kat artig olmaktadir ve degerleri
gozlem boyunca yiiksek kalmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci serulein ile olusturulan pankreatit
modelinde pankreatik hasarin tespiti, serulein dncesi
CCK-A reseptor antagonisti glutaramik asit derivativi
loksiglumidin tek basina ve somatostatin analogu
oktreotid ile birlikte uygulanan deneklerdeki pankreatik
hasari, diger bulgularla degerlendirilmesi ve

Tablo I: Deney protokolii

karsilastiriimasidir.

Materyal ve Metod: Deneyimizde 250-300 gr. arasinda
100 adet Wistar-Albino sigan kullamlmistir. Denekler
¢alismadan 6nce en az 7 giin boyunca 22-24°C’lik 12
saat gece/glindiiz similasyonunda laboratuar ortaminda
gozlenerek ortama uyum goéstermeleri saglanmistir.
Galisma boyunca siganlar gesme suyu ve sigan yemi
ile beslenmigslerdir. Her biri 30 si¢an igeren 3 ¢alisma
grubu ve 10 sigan igeren kontrol grubu olugturulmusgtur.
Grup 1 siganlara saate bir 50g/kg serulein (Fluka-
Sigma-Aldrich-USA,CR:21206) 4 kez intraperitoneal
olarak enjekte edilmistir. Grup 2 siganlara serulein
uygulamasindan 30 dakika 6nce 50 mg/kg loksiglumid)
(Rotta research lab S.p.A,Italy CR:1505) subkutanéz
olarak verilmistir. Grup 3 siganlara 50 mg/kg
loksiglumid ile birlikte 0.5 mg octreotide (Sandostatin;
Novartis Pharma AG-Switzerland) serulein
uygulamasi 30 dakika oncesi tek doz olarak subkutandz
olarak uygulanmistir.

10 deneklik kontrol grubundan standardizasyon igin
¢alisma baslangicinda doku ve kan drnekleri alinmistir.,
Calisma gruplarindan en son serulein enjeksiyonundan
sonra 6,12 ve 24. Saatlerde denekler 10’arlik alt gruplar
halinde 10 mg/kg ketamin hidrosiklorid (Tablo I) ile
uyutulduktan sonra ameliyat edilmiglerdir.

Grup I Grup II Grup III

C 6 (10) (L+C) 6 (10) (L+0+C) 6 (10)
C 12 (10) (L+C) 12 (10) (L+0+C) 12 (10)
C 24 (10) (L+C) 24 (10) ((L+0+C) 24 (10)

C;serulein, L;loksiglumid, Oj;oktreotid. 6,12,24 rakamlan son serulein enjeksiyonu sonrasi
sakrifasyon saatlerini gosterir, parantez igindeki rakamlar deneklerin sayisini gosterir.

Vena cava inferiordan kan alinarak serum amilaz, LDH,
kalsiyum, Na, K, glukoz, AST, ALT, BUN, albumin,
glubulin degerlerini elde etmek i¢in galismistir.
Olusturulan akut pankreatitin ve verilen droglarin
sonuglarini degerlendirmek i¢in pankreas dokusu rezeke
edilerek histolojik inceleme amaciyla patolojiye
gonderilmistir. Amilaz 6lgiimlerin ticari kit ile yapilip
degerleri uluslararasi iinite (IU) olarak verilmisgtir.
Diger testler i¢in ise standart otomatik makineler
kullanilip sonuglar alinmistir. Patolojik preparatlar
hemotoksilen-eosin ile boyanip x600 biiyiitmede 151k
mikroskopunda degerlendirilmigtir. Asiner ektazi, asiner
basofili kaybi, asiner sitoplasmik vakuoller, duktal
genisleme, lobiillerdea nétrofil infiltrasyonu, asiner
nekroz akut pankreatit bulgulari olarak kabul edilmig
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ve 1+den 5+’e derecelendirilmistir.

Istatistiksel analizler icin GBSTAT bilgisayar programi
kullamilmustir. Farkh degiskenler i¢in degerlendirmede
student-t testi ¢alisilmistir, 0.05’ten kiiciik p degerleri
anlaml1 kabul edilmistir.

Sonuglar:

Amilaz seviyeleri:

Ik 6 saat boyunca biitiin gruplarda amilaz seviyeleri
anlamli artig gostermistir. Altinci saate elde edilen en
yliksek amilaz seviyeleri grup 1 siganlarda tespit edildi
ve olusan farklilik anlamli idi (p=0.001). En diisiik
degerler grup 2 deneklerinde elde edilmistir fakat grup
3 deneklerinde elde edilenler arasindaki fark anlamli
degildi. On ikinci saatte grup 2’nin en yiiksek amilaz
ortalamalar tespit edildi. Grup 2 ile grup 3’iin amilaz



seviyeleri birbirine yakindi ve grup 1 amilaz seviyeleri
ise en yiiksek degerlerde idi (p=0.02). Yirmi dordiincii
saate dogru grup 2 ve 3 degerleri kontrol grubu

$ckil 1 : Gruplann amilaz seviyeleri
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degerlerine yakinlagti ve grup 1 degerleri de azalmakla
birlikte digerlerinden anlamli olarak daha yiiksek
seviyelerde idi (gekil 1 ve tablo2).
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Tablo 2: Deney siiresince elde edilen Amilaz degerleri (ortalama ve standart sapma).

Period (Saatler) Normal Kontrol  GI GII GIII
6th 1126.+284 2934+112  1263%316 1126143
12th 2171£317 17104348 166+321
24th 1804+196  1223+246 1355378
Laktat Dehidrojenaz: fakat fark anlamli degildi. Deneyin ilerleyen siirecinde

Hiicresel hasarin gostergesi olan LDH altinci saatte
her ii¢ grupta da oldukga yiiksekti ve kontrol grubuna
gore anlamli farklilik vardi (p<0.05). Ilk 6. saat igin
grup 2 degerleri grup 3 degerlerinden daha yiiksekti

12. ve 24. saatlerde biitiin gruplarda LDH degerleri
azalmugtir fakat olusan farkliliklar anlamli olarak tespit
edilmemistir (sekil 2 ve tablo 3).

Sckil 2 : Gruplanin Laktat Dehidrojenaz seviyeleri
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Tablo 3: Deney siiresince elde edilen LDH degerleri (ortalama ve standart sapma).

Period (Saatler)  Normal Kontrol GI GII GIII
6th 222.498 10104372 1010411 959+312
12th 368+95 531%263 6441265
24th 3914210 438+189 4284274
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Caligmanin biitiin asamalaninda gruplar arasi ve kontrol
grubuna gére serum kalsiyumu, sodyum, potasyum,
kan glukozu, AST, ALT, BUN, albumin ve glubolin
degisimleri anlamlihik igermiyordu.

Pankreas histolojik degisimleri:

6. ve 12. saatte biitiin deney gruplarinda tiim alanlarda
orta dereceli asiner ektazi (genisleme) goriildii. Yirmi
dérdiincii saate dogru grup 1’de bu bulgular devam

ederken 2. ve 3. gruplarda genislemis asini sayisi
azalmistir. Asiner basofili kaybi, asiner sitoplazmik
vakuollerin yogunlugu, lobiillerdeki nétrofil
infiltrasyonu grup 1 ile karsilastirildiginda 2. ve 3.
gruplarda galigma boyunca 6., 12. ve 24. saatlerde daha
azdi (sekil 3a ve 3b).
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Morfometri ile degerlendirilen asiner nekroz biitiin
degerlendirmelerde grup 1 deneklerinde 6nemli 6lciide
yaygin olarak tespit edildi. Caligma siiresince 151k
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mikroskobuyla yapilan degerlendirmelerde grup 2 ve
3 deneklerden elde edilen sonuglarda bir fark
gozlenmedi (tablo 4).

Tablo 4: Pankreasin 1g1k mikroskop ile degerlendirilmesi sonucu gozlenen degisikler

6. Saat 12. Saat 24. Saat

Grupl | GrupIl | GrupIII| GrupI | GrupII Grup III} GrupI| GrupII | Grup III
Asiner
Ektazi + + + o ++ ++ ++ + +
Asiner
Bazofilinin + - - ++ + + +++ ++ ++
kaybi
Asiner
sitoplasmik +++ + + +++ + + +++ + +
vakuoller
Duktal + + + ++ ++ + ++ + +
genigleme
Notrofil
Infiltrasyonu|  +++ + ++ ++++ |+ ++ ++++ | + +
Asiner
Nekroz
(saha bagina)| 30 10 10 40 15 10 40 10 10

TARTISMA gelisiminde yardimci faktor olarak rol oynadig:

Hayvan galigmalarinda ii¢ deneysel pankreatit modeli
yaygin olarak kullamlmaktadir: (1) Kolinsiz/etyoninden
zengin ile diet indiikleme, (2) sekretuar ajanlarla
supramaksimal doz CCK analogu serulein-indiikleme,
(3) duktus obstriiksiyonu olusturarak. (siganlarda safra-
pankreas kanal baglanmasi veya tavsanlarda pankreas
kanal baglanmasi). Bu modeller oldukga farklidir. Diyet
ile indiiklemede pankreatit gelisimi igin 5 giinliik siire
gerekmektedir ve oliimciil hemorajik pankreatik nekroz
ile karakterizedir. Sekretuar ajanlar birkag saat iginde
ve geri doniigiimlii intersitisyel pankreatik 6dem
olustururlarken, duktus ligasyonu ise bir¢ok hayvanda
hafif pankreatik inflamasyona sebep olmaktadir. Bu
biiyiik farkliliklara ragmen, belli basl: hiicresel-biyolojik
olaylarin degisimi her modelde benzer sekilde
olmaktadir. Lizozomal hidrolazlarin ve sindirim enzim
zimojenlerinin kolokalizasyonu belki de erken olmakta
ve bu akut pankreatit gelisiminde esas hadisedir.
Lizozomal hidrolazlar ile sindirim enzim zimojenlerinin
birbirinden ayri tutulma sistemlerinde bir aksama
oldugu gosterilmistir (3,4,5).

Biitiin bu modellerde hiperamilazemi, pankreatik 6dem,
in vitro pankreatik fragmanlarda artmig LDH salinimi
ve mikroskopik asiner hiicre hasari/nekrozu bulgular
gozlenmektedir (6,7).

Kolesistokinin akut pankreatit baslangicinda ve

gosterilmistir (8). Kolesistokinin yiiksek, suprafizyolojik
dozlarda insan dahil farkl: tiirlerde akut pankreatiti
indiiklemektedir. Hatta gesitli hayvan modellerinde
plazmada fizyolojik diizeylerdeki CCK artiglarinin
dahi akut pankreatiti kotiilestirdigine dair kanitlar vardir
(9). Bu bulgular CCK reseptor antagonistleri konusunda
caligmalarin baglamasina ve ¢ok sayida antagonistin
tespit edilmesine 6n ayak olmustur (10,11,12). Deneysel
calismalarin gogunda CCK antagonistlerinin profilaktik
ve terapotik kullanimlarinda akut pankreatit tablosunun
daha iyi olmasina neden oldugu gosterilmistir.
CCK-A reseptor antagonistlerinin sekretuar ajanlar
veya duktus obstriiksiyonu ile olusturulan deneysel
pankreatit modellerinde profilaktik potansiyeli
konusundaki ¢aligmalar birbirleriyle ¢elisen sonuglara
varmuglardir. Leonard ve arkadaglar siganlarin denek
olarak kullanildig1 ¢alismalarinda safrayla olusturulmug
pankreatitte sonuca yansiyan iyilesme tespit
etmemiglerdir (13). Calismalarinda Garcia (14) ve
Stake (15), serulein ile olugturulmus pankreatit
modellerinde CCK reseptor antagonistlerinin profilaktik
ve terap6tik kullaniminin faydali sonuglar verdigini
gostermislerdir.

Calismamizda loksiglumid kullanilan deneklerde
kullaniimayanlara gére daha diisiik seviyelerde amilaz,
LDH degerleri ve pankreas orneklerinde daha az
siddette histolojik degisiklikler tespit ettik. Pankreatit
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olusturmak i¢in uygulanan indiiksiyondan 30 dakika
oncesi loksiglumid verilmesi ile, bu sonuglar; daha az
siddetli bir pankreatit siirecini isaret etmektedir.
Somatostatin ve oktreotidin akut pankreatit
tedavisindeki yeri ve etkinligi tartismalidir. Uhi ve
Greenberg ayn ayri galismalarinda bu bulguyu
destekleyen veriler elde etmislerdir (16,17). Hardt ve
arkadaslart endoskopik retrograd kolanjiyo-
pankreatografi (ERCP) ve endoskopik sfinkerotomi
(ES) sonras: indiiklenen pankreatit hasarlarinda
okreotidin profilaktik etkinligi konusunda ¢alismslardir
ve oktreotidin bir faydasini tespit etmemislerdir (18).
Kiigiiktulu ve Karakoyunlar ayr1 ayn ¢alismalarinda
okterotidin hastaligin erken evrelerinde uygulanmas:
halinde, hastalifin nihayetinde daha iyi bir son
bulacagini bildirmislerdir (19,20). Andriulli ve
arkadaslari somatostatin kullanimi ile ERCP sonrasi
pankreatik hasarin 6nlenebilecegini gostermislerdir
(21).

Galismamizda, son serulein kullamimini takiben 6.
saatteki sonuclara gore loksiglumid-oktreotid kullanilan
deneklerde sadece loksiglumid kullamilanlara gore
amilaz seviyelerinin daha yiiksek oldugunu tespit ettik
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