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DENEYSEL AKUT PANKREATIT MODELINDE GELISEN
AKCIGER HASARINA TEMPOL UN ETKiSi

The Effects of Tempol on Lung Injury in A Model of
Experimental Acute Pancreatitis

Faruk Onder AYTEKIN

OZET

Amag: Akut pankreatitte gelisen akciger hasarina Tempol’tn etkisi arastirildi.

Yontem: 30 adet rat li¢ gruba ayrildi ( n=10). Grup | (Kontrol grubu): Laparotomi ve bilio-pankreatik kanal
hazirhgi yapildi. Grup Il (Akut pankreatit grubu):Bilio-pankreatik kanal baglanarak akut pankreatit ve akciger
hasari olusturuldu. Grup Ill (Tedavi grubu): Bilio-pankreatik kanal baglandi ve Tempol verildi. Her ti¢ grupta
da akciger dokusunun islak/kuru agirlik orani, akciger dokusu miyeloperoksidaz aktivitesi ve malondialdehit
seviyesi olglld.

Bulgular: Grup 1l ve Ill de slak/kuru agirlik oraninda, miyeloperoksidaz aktivitesinde ve malondialdehit
miktarinda artig kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.0001). Grup Ill de islak/kuru
oraninda azalma, miyeloperoksidaz aktivitesinde ve malondialdehit seviyesinde diisme gorildi. Fakat bu
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sonug: Literatiirde Tempol’iin deneysel iskemi-reperfiizyon ve sepsis modellerinde gelisen uzak organ
hasari Gizerine olumlu etkileri bildirilmistir. Caismamizda olusturulan pankreatite bagl akciger hasarinda
Tempol’iin kismen etkili oldugu, fakat bu etkinin literatlirde yer alan iskemi-reperfiizyon ve sepsis model-
lerine gore ¢ok daha sinirli kaldigi gériilmekledir. Bu da pankreatite bagli akciger hasarinin olusum mekaniz-
masinda etkili baska faktorlerin de olabilecegini diisiindirmektedir. Bu konuda altta yatan mekanizmalari
aydinlatmak igin ileri galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Soézciikler: Akut pankreatit; Akciger hasari; Tempol

ABSTRACT

Background: Acute pancreatitis. especially in the severe form, is a well-known disease causing both local
intra- abdominal and remote organ disturbances, including lungs. As a membreane-permeabl radical
scavenger,Tempol was previously shown to attenuate the tissue damage after isehemia-reperfusion and
sepsis . Here, we examined the effects of Tempol on pulmonary injury in a rat acute pancreatitis model.
Methods: Thirty male Wistai-Albino rats underwent median laparotomy and randomized into three groups:
Group | (control) bilio-pancreatic duct was dissected but not ligated (n=10), group Il (acute pancreatitis
group) bilio-pancreatic duct was ligated (n=10), and group Ill (Tempol treated group) Tempol 30 mg/kg
intravenously was injected following bilio-pancreatic duct ligation (n=10). After observation time (48 hours)
animals were killed and level of malondialdehyde ,myeloperoxidase activity together with tissue wet/dry
ratio in the lung parenchyma were assessed and compared.

Results: There was a statistically significant increase in the quantity of malondialdehyde, myeloperoxidase
activity and tissue wet/dry ratio of lungs in the acute pancreatitis group when compared to the control
group. Treatment of animals with Tempol partly reduced the pulmonary injury characterized by increased
tissse wet/dry ratio, level of malondialdehyde and myeloperoxidase activity. But this reduction was not
found to be statistically significant.

Conclusion: Beneficial effects of Tempol in preventing pulmonary injury following experimental models
of sepsis and isehemia-reperfusion have been reported previously. In our model of experimental acule
pancreatitis, Tempol showed some attenuating effect on pulmonary injury despite it was limited when
compared to that of ischemia- reperfusion and sepsis models. This result suggests that some other
confounding factors may be involved in the mechanisms of pulmonary injury related to acute pancreatitis.
We believe that further detailed studies are needed to elucidate the exact mechanisms of that injury.
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GIRIS

Akut pankreatit pankreasin akut inflamasyonudur.
Modern tiptaki gelismelere ragmen akut pankreatit
(AP) mortalite ve morbidite kaynagl olarak
onemini korumaktadir. Zira akut pankreatit ve
komplikasyonlarinin tedavisinde etkin bir ydntem
ortaya konulamamistir. Halen AP’te organ yetmezlikleri
ve agir metabolik bozukluklar gibi ciddi komplikasyonlar
vakalarin %20 sinde ortaya ¢ikmakta ve bu vakalarda
morbidite ve mortalite % 40 gibi ylksek oranlara
ulagsmaktadir (1). Siddetli AP olgularinin %20’sinde adult
respiratuar distres sendromu (ARDS) gorilmektedir.
AP de ilk hafta igindeki mortalitenin %60" akciger
disfonksiyonuna baglidir. (2,3)

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen
kaynakl etmenlere bagh olarak olusurlar. Serbest
radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omurld, kararsiz, molekdl agirlhigr disik
ve ¢ok etkin molekillerdir. Bu molekiller oksidatif
stresten sorumludurlar. Oksidatif stres basit bir sekilde,
viicudun antioksidan savunmasi ile hicrelerin lipit
tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest
radikal Gretimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir.
(4) Bir inflamatuar siure¢ olan akut pankreatitde tiim
vucut oksidatif stres altindadir.

Kararli nitroksid radikallerinin slperoksid dismutaz
(SOD) benzeri aktivite gostererek oksidatif strese karsi
hicreleri korudugu gosterilmistir. Tempol (4-hydroxy-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine N-oxyl) biyolojik
membranlari gecgebilen kararli piperidin nitroksid
grubu bir madde olup, serbest radikal stpdricisi
olarak adlandiriimaktadir.(4) Tempol’in ratlarda
serlein ile olusturulan pankreatitte , hemorajik sokta
ve endotoksinle olusturulan organ yetmezliginde etkili
oldugu gosterilmistir. (5,6,7)

Bu calismada deneysel akut pankreatit modelinde
olusan akciger hasarina Tempol’in etkili olup
olmadigini arastirmayi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada agirliklari 280-340 gram arasinda degisen
30 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat kullaniimistir.
Calismaya alinan hayvanlar Ug¢ gruba ayrilmistir. Tum
gruplarda anestezi icin ketamine (Ketalar® Eczacibasi
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istanbul-Tiirkiye) 50 mg/kg dozunda intramuskiiler,
xylazine (Rompun® Bayer- Tirk istanbul-Tiirkiye)
10 mg/kg dozunda intramuskiler olarak kullanildi.
Povidone iodine sollisyonuyla ratlarda karin 6n duvari
temizlenerek, steril sartlar altinda 3 cm'lik orta hat
insizyonuyla karina girildi. Kontrol grubunda (n=10)
duodenum mobilize edilerek bilio-pankreatik kanal
bulundu. Pankreatit grubunda (n=10) duodenun
mobilize edilerek bilio- pankreatik kanal bulunup,
kanalinduodenumagirisyeri4/0Oipekile baglandi. Tedavi
grubunda (n=10) bilio-pankreatik kanal, duodenuma
giris yerinden baglandi. Vena cava inferiordan 26 G
x ¥ insllin enjektoriyle girilerek 30 mg/kg dozunda
Tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-
N-oxyl, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, Exper
Laboratories, izmir, Tiirkiye) verildi. Tim gruplarda
kanama kontrolii yapilarak fasya 3/0 devamli sutirlerle,
cilt 3/0 tek tek suturlerle kapatildi. Her g gruba
operasyon sonrasi 2 x 10 ml Ringer's laktat soltsyonu
cilt altina verildi. Tempol grubuna 24 saat sonra 30
mg/kg dozunda Tempol intraperitoneal olarak tekrar
verildi.

Orneklerin Alinmasi

Hayvanlar 48 saat sonra anestezi altinda tekrar
ameliyata alindi. Gogis boslugu acilarak akcigerler
cikartildi ve hayvanlar sakrifiye edildi.

Akciger Odemi

Yas/kuru agirlik orani kullanilarak akciger 6demi
degerlendirildi. Akciger sol lobu bu 6lgtim igin kullanildi.
Sol lob tartilarak yas agirlik olarak kaydedildi. Daha
sonra bu dokularin firinda 900C de 24 saat kurumasi
beklendi. Daha fazla agirlik degisiminin olmadigi tesbit
edilince dokular tekrar tartilarak kuru agirlik sonuglari
elde edildi.

Akciger Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

Lokosit aktivasyonun gostergesi olarak doku MPO
aktivitesi 6lgima kullanildi. Akciger sag lobunun bir
kismi bu olcimde kullanildi. Akciger dokusunda MPO
aktivitesi Koika K. ve ark/nin tanimladigi metotla
ol¢lilda.(8)

Lipid Peroksidasyonunun Degerlendirilmesi
Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak doku
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malondialdehit (MDA) diizeyi  6lgimi  kullanildi.
Akciger sag lobunun diger bir bolimi MDA diizeyini
olgmek igin kullanildi. Akciger dokusunda MDA 6lgimii
Ohkawa ve ark.nin tanimladig metotla 6l¢tlda.( 9)

istatistiksel Analiz

Olgiimler median ve range olarak bildirildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis tek yonli varyans
analizi testiyle karsilastirildi.  ikili gruplar arasi
kiyaslamalar Mann-Whitney U testi ile yapildi. p<0,05
oldugunda sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Tim analizler SPSS 11.5 stiriimiyle yapildi.

BULGULAR

Akciger dokusu yas/kuru agirlik orani
Gruplararasindaakcigerdokusuyas/kuruoranidegerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamh farklihk bulundu
(X:=20,63, 2d.f. p<0.0001). Akut Pankreatit gelistirilen
grupla (Grup Il) kontrol grubu kiyaslandiginda, yas/
kuru agirlik oraninda istatistiksel olarak anlamh artis
saptandi [7,24 (5,60-9,80), 3,86 (3,54-4,45), p<0,0001].
Grup Il ve Grup lll karsilastinldiginda Grup Il de
6demde azalma saptanmasina ragmen [6,22 (4,90-
7,78)] istatistiksel olarak grup Il den farklihk yoklu
(p=0,096). (Sekil I)
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Sekil l. Akciger dokusu yag/kuru orani
Akciger dokusunda miyeloperoksidaz aktivitesi
Slgimii
Her (¢ grup arasinda MPO seviyeleri arasinda

istatistiksel farkllik bulundu (chi-square=20,78 2d.f.
p<0,0001). Grup | ve Grup Il kiyaslandiginda [5,19 U/
gr (4,17-7,50), 21,17 U/gr (17,66-26,89)] Grup Il de
anlamli istatistiksel artis vardi (P<0.000 1). Grup lllI'de
(Tempol grubu) doku MPO aktivitesinde azalma vardi
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[18,11 U/gr (12,67-23,54)]. Fakat bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil I1).
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Sekil ll. Akciger dokusu MPOaktivitesi

MIPC aktivites! U/gr

Akciger dokusu MDA analizi

Kontrol grubunda ortalama 9.56 +/-1.64 nmol/gr doku
olarak dl¢tilen MDA seviyesi, akut pankreatit grubunda
21.34 +/- 1.48 nmol/gr doku olarak 6l¢tlmustar.
Kontrol grubuyla pankreatit grubu arasinda MDA
seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkhhk
mevcuttu. (chi-square= 13.47, 2 d.f, p= 0.000 1).
Grup llI'de (Tempol grubu) doku MDA seviyesinde
azalma saptandi. (19.02 +/-2.78 nmol/gr doku) Fakat
bu farkhhk istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05)

(Sekil 11).
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Sekillll. Akciger dokusu MDA seviyelen

TARTISMA

Calismamizda pankreatit grubunda |6kosit
aktivasyonunun gostergesi olan akciger dokusu MPO
aktivitesi, lipid peroksidasyonunun goésteren akciger
dokusu MDA duzeyi ve kapiller kagag gosteren
akciger dokusu vyas/kuru agirhk oranindaki artis
anlamh derecede yiksekti. Bu bulgular modelimizde
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pankreatite bagli akciger hasarinin  gelistigini
gostermektedir.  Pankreatite bagh ¢oklu organ
yetmezliginin etiyolojisinde timor nekrozis faktor-
alfa (TNF-a), interlokin-1, interlokin-6, platelet aktive
edici faktor (PAF) ve nitrik oksit gibi proinflamatuar
mediatorler dnemli rol oynamaktadir . (10) Baslangicta
hasar goren pankreas asinar hicrelerinden salinan
sitokinler ve kemokinler, olayin ilerlemesiyle peritoneal
inflamatuar hiicrelerden salgilanirlar (11-13) Uretilen
bu maddelerle aktive olan dolasimdaki inflamatuar
hicreler ve 6zellikle aktive notrofiller pankreatitle iliskili
akciger hasarinda 6nemli rol oynamaktadir(14-16)

Calismamizda grup 1l de akciger dokusu MPO
aktivitesindeki artis akciger dokusundaki notrofil
aktivasyonunun indirekt bir gdstergesidir. (8) Deneysel
sepsis modelinde aktive olan I6kositlerin endotel ile
etkilesime girerek endotele yapistiklari ve migrasyonla
hedef organda biriktikleri gosterilmistir. (17)

Son dénemlerde pankreatik enzimlerinin de uzak organ
hasari olusumunda 6nemli etkileri oldugu anlasilmistir.
(10) Pankreatik enzimlerin uzak organlara nasil ulastigi
net olarak belirlenememesine ragmen, bu yayilimda
pankreasin portal ve sistemik dolasiminin yaninda
peripankreatik ve retroperitoneal lenfatik drenajinin
da 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. (10) Deneysel
olarak pankreas enzimlerinin intraperitoneal olarak
verilmesiyle ARDS benzeri bir tablo olusturulmustur.
Bu tabloyu pankreatik elastaz I6kositleri aktive ederek
ve sitokin Gretimini arttirarak yapmaktadir. (18)

Gerek aktive notrofiller, gerekse  pankreatik
enzimlerin uzak etkisiyle hicre ici serbest radikaller
artmakta ve oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif
stres lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun en 6nemli UGrlinii MDA dir. Olusan
MDA, hiicre membranlarindaki iyon aligverisine etki
ederek iyon gecirgenligini ve enzim aktivitelerini
olumsuz etkiler. (19) Benzer sekilde DNA nin nitrojen
bazlariyla etkilesime girerek hiicreicin toksik, mutajenik
ve karsinojenik etki olusturabilir. (20) Calismada akut
pankreatit grubunda MDA dizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiikselmistir. Ancak Tempol
tedavisi ile dismesi beklenen MDA seviyesi istatistiksel
anlamli degerleri gorememistir.
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Literattrdeakcigerddemininderecesinidegerlendirmek
amaciyla c¢esitli  metotlar kullanilmistir.  (20-24)
Calismamizda akciger vaskiler yataginda mikrovaskuler
permeabilite degisikliklerini degerlendirmek amaciyla
akciger dokusu yas/kuru

agirhgr orani kullanildi. Géreceli olarak basit bir metot
olan akciger dokusu vyas/kuru agirhk orani dolayl
olarak bu organda toplanan sivi miktarim gosterir. Yas/
kuru agirlik oraniyla gosterilen akciger 6demi akut
pankreatit sonrasi istatistiksel olarak anlamh artis
gostermis ve bu artis grup llI'de Tempol kullanimi
sonrasi kismen azalmistir.

Literatlirde deneysel iskemi-reperflizyon ve
sepsis modellerinde gelisen akciger hasari lzerine
olumlu etkileri bildirilen Tempol’in  ¢alismamizda
olusturulan pankreatite bagl akciger hasarini
kismen azalthgi, fakat bu etkinin iskemi-reperfiizyon
ve sepsis modellerine gore ¢ok daha sinirli kaldigi
gorilmektedir. Bu da pankreatite bagh akciger
hasarinin olusum mekanizmasinda sepsis ya da iskemi-
reperfizyon modellerinden farkli baska faktérlerin
de varhgini distindirmektedir. Bu konuda altta yatan
mekanizmalari aydinlatmak igin ileri galismalara ihtiyag
oldugu gorilmektedir.
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