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DENEYSEL AKUT PANKREATIT MODELINDE GELISEN AKCiGER HASARINA
ANTITROMBIN III'UN ETKISI’

Faruk Onder AYTEKIN', Koray TEKIN', Burhan KABAY', Mehmet TEKIN', Atilla OZER',
Yildiz GUNEY’, Akin OZDEN'

OZET

Amag: Akut pankreatitte gelisen akciger hasarina Antitrombin III'tin etkisi arastirildi.

Yontem: 30 adet rat ii¢ gruba ayrildi ( n=10). Grup I (Kontrol grubu): Laparotomi ve bilio-pankreatik kanal
hazirhig1 yapildi. Grup II (Akut pankreatit grubu):Bilio-pankreatik kanal baglanarak akut pankreatit ve akciger
hasar1 olugturuldu. Grup III (Tedavi grubu): Bilio-pankreatik kanal baglandi ve Antitrombin III verilerek akciger
dokusunun islak/kuru agirlik orani ve miyeloperoksidaz aktivitesindeki degisimler olciildii.

Bulgular: Grup II ve III de miyeloperoksidaz aktivitesi ve 1slak/kuru agirlik oranindaki artis kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek saptandr (p<0.0001). Grup III de  miyeloperoksidaz ve 1slak/kuru oraninda
azalma goriildii. Fakat bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sonug: Literatiirde deneysel iskemi-reperfiizyon ve sepsis modellerinde gelisen akciger hasar1 tizerine olumlu
etkileri bildirilen Antitrombin [II'tin, ¢aligmamizda olusturulan pankreatite bagli akciger hasarini kismen
azaltti81, fakat bu etkinin iskemi-reperfiizyon ve sepsis modellerine gore ¢cok daha sinirl kaldig goriilmektedir.
Bu da pankreatite bagli akciger hasarinin olusum mekanizmasinda etkili bagka faktorlerin olabilecegini
disiindiirmektedir. Bu konuda altta yatan mekanizmalari aydinlatmak i¢in ileri caligmalara ihtiyag vardir.
Anahtar Kelimeler: akut pankreatit, akciger hasar1, Antitrombin III

The effects of Antitrombin III on Lung Injury in a Model of Experimental aCute Pancreatitis

SUMMARY

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 natural inhibitor of serine proteases,
antithrombin was previously shown to attenuate the tissue damage after ischemia-reperfusion, sepsis, and shock
in several organ systems. Here, we examined the effects of antithrombin on pulmonary injury in a rat acute
pancreatitis model.

Methods: Thirty male Wistar-Albino rats underwent median laparotomy and randomized into three groups:
group I (control) bilio-pancreatic duct was dissected but not ligated (n=10), group II (acute pancreatitis group)
bilio-pancreatic duct was ligated (n=10), and group III (AT treated group) AT III 250 U/Kg was injected
following bilio-pancreatic duct ligation (n=10). After observation time (48 hours) animals were sacrificed and
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 myeloperoxidase activity and tissue
wet/dry ratio of lungs in the acute pancreatitis group when compared to the control group. Treatment of animals
with antithrombin partly reduced the pulmonary injury characterized by increased tissue wet/dry ratio and
myeloperoxidase activity. But this reduction was not found to be statistically significant.

Conclusion: Beneficial effects of AT in preventing pulmonary injury following experimental models of sepsis
and ischemia-reperfusion have been reported previously. In our model of experimental acute pancreatitis, AT
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.

Key Word: acute pancreatitis, lung injury, Antitrombin ITI

Modern tiptaki gelismelere ragmen akut

Klinik Arastirma

gibi yiiksek oranlara ulasmaktadir '. Siddetli AP

pankreatit (AP) mortalite ve morbidite kaynagi olarak
onemini korumaktadir. Zira akut pankreatit ve
komplikasyonlariin tedavisinde etkin bir yontem
ortaya konulamamistir. Halen AP'te organ
yetmezlikleri ve agir metabolik bozukluklar gibi ciddi
komplikasyonlar vakalarin %20 sinde ortaya
¢tkmakta ve bunlarin morbidite ve mortalitesi % 40

olgularimin %20'sinde adult respiratuar distres
sendromu (ARDS) goriilmektedir. AP de ilk hafta
icindeki mortalitenin %601 akciger disfonksiyonuna
baghdir*”.

Antitrombin III (AT) trombin ve faktor X, Xa,
Xla, XIIa gibi diger serin proteazlarin en giiglii dogal
fizyolojik inhibitoriidiir. AT'nin sepsis modellerindeki
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Deneysel Akut Pankreatit

akciger hasarini ve iskemi-reperfiizyon sonrasi uzak
organ hasarini engelleyici etkileri deneysel olarak
gosterilmistir *. AT'nin etki mekanizmasi tam olarak
anlagilamamakla birlikte, trombin blokaj1 ile 16kosit-
endotel etkilesimi iizerine etkileri ve ikincil olarak
sitoprotektif bir ajan olan Prostaglandin L, nin artigina
neden olarak uzak organ hasarini engelledigi
bildirilmistir **.

Bu calismada deneysel akut pankreatit
modelinde olusan akciger hasarna AT'in etkili olup
olmadigini arastirmay1 amagladik.

GEREC VEYONTEM

Bu ¢alismada agirliklar1 280-340 gram arasinda
degisen 30 adet Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanilmigtir. Calismaya alinan hayvanlar ii¢ gruba
ayrilmistir. Tim gruplarda anestezi igin ketamine
(Ketalar® Eczacibasi Istanbul-Tiirkiye) 50 mg/kg
dozunda intramuskiiler, xylazine (Rompun® Bayer-
Tiirk Istanbul-Tiirkiye) 10mg/kg dozunda
intramuskiiler olarak kullanildi. Povidone iodine
solusyonuyla 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) duodenum mobilize edilerek bilio-
pankreatik kanal bulunup, kanalin duodenuma giris
yeri 4/0 ipek ile baglandi. Tedavi grubunda (n=10)
bilio-pankreatik kanal, duodenuma giris yerinden
baglandi. Vena cava inferiordan 250 IU/kg dozunda
Antitrombin III (Kybernin® P500 flakon Centeon
Pharma GmbH Marburg-Germany), 26 G x ' insiilin
enjektoriiyle girilerek verildi. Tiim gruplarda kanama
kontrolii yapilarak fasya 3/0 devamli siitiirlerle, cilt
3/0 tek tek siitlirlerle kapatildi. Her {ii¢ gruba
operasyon sonrasi 2 x 10 ml Ringer's laktat soliisyonu
ciltaltina verildi.

Orneklerin Alinmasi

Hayvanlar 48 saat sonra anestezi altinda tekrar
ameliyata alindi. G6giis boslugu agilarak akcigerler
¢ikartildi ve hayvanlar sakrifiye edildi.

Akciger Odemi

Yas/kuru agirlik orami kullanilarak akciger
o0demi degerlendirildi. Akciger sol lobu bu dl¢lim i¢in
kullanildi. Sol lob tartilarak  yas agirlik olarak
kaydedildi. Daha sonra bu dokularin firnda 90°C de
24 saat kurumasi beklendi. Daha fazla agirlik
degisiminin olmadig1 tesbit edilince dokular tekrar
tartilarak kuru agirlik sonuglari elde edildi.

Akciger Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

Lokosit aktivasyonun gostergesi olarak doku
MPO aktivitesi 6l¢iimii kullanildi. Akciger sag lobu
MPO aktivitesi Olgmek i¢in kullanildi. Akciger
dokusunda MPO aktivitesi Koike K. ve ark.’nin
tanimladigi metotla 6lgiildii’.

istatistiksel Analiz

Olgiimler median ve range olarak bildirildi.
Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis tek
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yonlii 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 10.0
stirimiiyle yapildi.

BULGULAR

Akciger dokusu yas/kuru agirhik orani

Gruplar arasinda akciger dokusu yag/kuru orani
degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilk bulundu (X’=20,63, 2d.f. p<0.0001). AP
gelistirilen grupla (Grup II)  kontrol grubu
kiyaslandiginda, yas/kuru agirlik oraninda istatistiksel
olarak anlamli artis saptandi [7,24 (5,60-9,80), 3,86
(3,54-4,45), p<0,0001]. Grup II ve Grup III
karsilastirildiginda Grup III de o6demde azalma
saptanmasina ragmen [6,22 (4,90-7,78)] istatistiksel
olarak grup Il den farklilik yoktu (p=0,096) (Sekil I).
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Akciger dokusu MPO analizi

Her ti¢ grup arasinda MPO seviyeleri arasinda
istatistiksel farklilik bulundu  (X2=20,78 2d.f.
p<0,0001). Grup I ve Grup II kiyaslandiginda [5,19
Ul/gr (4,17-7,50),21,17 U/gr (17,66-26,89)] Grup I1 de
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anlamli istatistiksel artig vardi (P<0.0001). Grup [II'de
(tedavi grubu) doku MPO aktivitesinde azalma vard1
[18,11 U/gr (12,67-23,54)]. Fakat bu farklilik
istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0,076) (Sekil
10).

TARTISMA

Calismamizda pankreatit grubunda Ildkosit
aktivasyonunun gostergesi olan akciger dokusu MPO
aktivitesi ve kapiller kacagi gosteren yas/kuru agirlik
oranindaki artig pankreatit grubunda anlamli derecede
yliksekti. Bu bulgular modelimizde pankreatite bagl
akciger hasarinin gelistigini gostermektedir.
Pankreatite bagli multi organ yetmezliginin
etiyolojisinde tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
interlokin-1, interlokin-6, platelet aktive edici faktor
(PAF) ve nitrik oksit gibi proinflamatuar mediatorler
onemli rol oynamaktadir . Baslangicta hasar géren
pankreas asinar hiicrelerinden salinan sitokinler ve
kemokinler, olayin ilerlemesiyle peritoneal
inflamatuar hiicrelerden salgilanirlar ', Uretilen bu
maddelerle aktive olan dolasimdaki inflamatuar
hiicreler ve ozellikle aktive notrofiller pankreatitle
iliskili akciger hasarinda 6nemli rol oynamaktadir "

Caligmamizda grup II de akciger dokusu MPO
aktivitesindeki artis akciger dokusundaki nétrofil
aktivasyonun indirekt bir gdstergesidir *. Deneysel
sepsis modelinde aktive olan 16kositlerin endotel ile
etkilesime girerek endotele yapistiklart ve
migrasyonla hedef organda biriktikleri gosterilmistir
7. Lokosit-endotel etkilesiminde trombin énemli rol
almaktadir. Trombinin 16kosit-endotel adezyonuna
olan etkisi P-Selektin, E-Selektin, ICAM-1 ve
endoteliyal platelet aktive edici faktdr tretimini
arttirarak olmaktadir " . Trombin'in en giiglii
inhibitorii olan AT'nin iskemi-reperfiizyona bagli uzak
organ hasarin1 ve sepsis modellerindeki akciger
hasarini engelleyici etkisi calismamizda smirlt
kalmistir *’. Bu durum nétrofil aktivasyonunda
pankreasa Ozel bazi faktdrlerin de olabilecegini
diistindiirmektedir.

Son doénemlerde pankreatik enzimlerinin de
uzak organ hasar1 olusumunda 6nemli etkileri oldugu
anlasilmistir '°. Pankreatik enzimlerin uzak organlara
nasil ulastig1 net olarak belirlenememesine ragmen, bu
yayilimda peripankreatik ve retroperitoneal lenfatik
drenajin 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. Bu
yayilima pankreasin portal ve sistemik dolagiminin da
etkisi olmaktadir. Deneysel olarak pankreas
enzimlerinin  intraperitoneal olarak verilmesiyle
ARDS benzeri bir tablo olusturulmustur. Bu tabloyu
pankreatik elastaz l6kositleri aktive ederek ve sitokin
iiretimini arttirarak yapmaktadir .

Literatiirde akciger 6deminin derecesini
degerlendirmek amaciyla ¢esitli metotlar
kullamilmistir **. Calismanzda akciger vaskiiler
yataginda mikrovaskiiler permeabilite degisikliklerini
degerlendirmek amaciyla akciger dokusu yas/kuru

Aytekin ve Ark.

agirligl orant kullanildi. Goreceli olarak basit bir
metot olan akciger dokusu yag/kuru agirlik oram
dolayli olarak bu organda toplanan sivi miktarini
gosterir. Yag/kuru agirlik orantyla gosterilen akciger
O0demi AP sonrasi istatistiksel olarak anlamli artis
gostermisg ve bu artig grup III'de AT kullanimi1 sonrasi
kismen azalmisgtir.

Kruse ve ark. deneysel akut pankreatit
modelinde AT diizeylerinin erken donemde azaldigini
bildirmislerdir *. Bir baska ¢alismada ise insanlarda
akut pankreatitin  erken doneminde AT ve a,-

makroglobulin diizeylerinde azalma saptanmigtir *°
Warren ark. prospekif randomize bir klinik ¢caligmada,
AT'nin sepsisli hastalarda  mortaliteyi azalttiginm
gostermistir .

Literatiirde deneysel iskemi-reperfliizyon ve
sepsis modellerinde gelisen akciger hasari lizerine
olumlu etkileri bildirilen AT'nin ¢aligmamizda
olusturulan pankreatite bagli akciger hasarin1 kismen
azalttigi, fakat bu etkinin iskemi-reperfiizyon ve
sepsis modellerine gore g¢ok daha smirli kaldigi
goriilmektedir. Bu da pankreatite bagli akciger
hasarmin olusum mekanizmasinda sepsis ya da
iskemi-reperfiizyon modellerinden farkli baska
faktorlerin de varligini diisiindlirmektedir. Bu konuda
altta yatan mekanizmalar1 aydinlatmak icin ileri
caligmalara ihtiyag oldugu kanisindayiz.
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