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SERULEiNL'E OLUSTURULMUS SICAN AKUT
PANKREATIT MODELINDE BETA GLUKAN VE
FUKOKSANTININ ETKISI

The Effect of Beta Glucan and Fucoxanthine in a Serulein-
Induced Acute Pancreatitis in Rats
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OZET

Amag: Bu ¢alismada, Beta Glukan, fukoksantin ve kombinasyonlarinin serulein kaynakli akut pankreatit (AP)
sican modelindeki etkileri aragtirildi.

Gereg ve Yontem: Sicanlar kontrol ve AP gruplarina ayrildi. AP bir saat arayla dért kez serulein (20 ug/kg/
ip) enjeksiyonuyla olusturuldu. Serulein enjeksiyonundan 3 giin énce AP gruplarina giinde 1 kez taslyi-
c1, Beta Glukan (BG;40 mg/kg/po), fukoksantin (Fuko;40 mg/kg/po) veya Beta Glukan (BG;40 mg/kg/po)
+fukoksantin (Fuko;40 mg/kg/po) uygulandi. Son enjeksiyondan sonraki 8. saatte 6tenazi gerceklestirildi.
Serumda amilaz ve lipaz, pankreas dokusunda interlokin-1B (IL-1B), interlokin-6 (IL-6), interldkin-10 (IL-
10), lucigenin kemiliminesans (CL), malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesi ve
Hematoksilen&Eosin (H&E), Siklooksijenaz-2 (COX-2), niikleer faktor kappa B (NF-kB) histopatolojik incele-
meleri yapildi. istatistiksel analizler icin tek yonli ANOVA ve Bonferroni post-hoc testi uygulandi.

Bulgular: Tasiyici grubunda; amilaz, lipaz, lusigenin, IL-1B ve IL-6 dlzeyleri kontrole gére (p <0,01-0,0001)
yukselirken, GSH ve IL-10 diizeyleri azaldi (p<0,0001). Lipaz ve amilaz dizeyleri; BG, Fuko ve BG+Fuko te-
davileri ile tagiyiciya gore azaldi (p<0,05-0,001). IL-6 diizeyleri, Fuko ve BG+Fuko grubunda tasiyiciya gére
azaldi (p <0,01). IL-1B diizeyleri; BG, Fuko ve BG+Fuko gruplarinda tasiyici grubuna gére azaldi (p<0,001-
0.0001). IL-10 diizeyi yalnizca BG grubunda tasiyici grubuna gore artt (p<0,01). H&E, COX-2 skorlari tastyici
grubunda kontrole gore artarken (p<0,0001); BG, Fuko ve BG+Fuko tedavileri ile azalma gézlendi (p<0,05-
0,001). Taslyici grubunda artan NF-kB skorlari (p<0,0001), BG tedavisi ile azaldi (p<0,01). Tasiyici grubundaki
artan lusigenin kemiluminesans, MPO ve MDA diizeyleri (p <0,01-0,0001) tim tedavilerle azaldi (p <0,01-
0,0001).

Sonug: Beta Glukan ve fukoksantin tedavisi pro-inflamatuvar sitokinleri, COX-2 diizeyini ve oksidatif belir-
tegleri azaltarak anti-inflamatuvar sitokin duizeyini arttirarak AP gelisimini hafifletmistir.

Anahtar sozciikler: Beta glukan; fukoksantin; COX-2; oksidatif stres

ABSTRACT

Aim: This study aims to investigate the effects of Beta Glucan, fucoxanthin and their combinations in acute
pancreatitis (AP) rat model.

Material and Methods: Rats were divided into control and AP groups. The AP was induced by injection of
cerulein (20 pg/kg/ip) four times with an hour interval. Vehicle, Beta Glucan (BG;40 mg/kg/po), fucoxanthin
(Fuco;40 mg/kg/po) or Beta Glucan (BG;40 mg/kg/+ fucoxanthin (Fuco;40 mg/kg/po) were administered
3 days before cerulein injection. Euthanasia was performed at the 8th hour after the last injection. Serum
and pancreatic tissue collected for biochemical and histopathological examinations. One-way ANOVA and
Bonferroni post-hoc test was used for statistical analysis.

Results: Amylase, lipase, lucigenin, interleukin-1B, and interleukin-6 levels are significantly elevated in the
vehicle-treated AP groups (p<0.01-0.0001) while IL-10 was decreased (p<0.0001). Lipase and amylase levels
decreased in the BG, Fuco and BG+Fuco groups compared to vehicle group (p<0.05-0.001). IL-6 levels,
decreased in the fuco and BG+Fuco group (p <0.01). IL-1B levels decreased in BG, Fuco and BG+Fuco groups
compared to vehicle group (p<0,001-0.0001). IL-10 levels increased in BG group compared to the vehicle
group (p<0.01). H&E and COX-2 scores increased in the vehicle groups, compared to the control group
(p<0.0001). All treatments decreased that scores (p<0.05-0.001). Increased NF-kB scores with vehicle
(p<0.0001), decreased with BG treatment (p<0.01). Increased lucigenin, MPO and MDA levels (p<0.01-
0.0001), decreased with BG, Fuco and BG+Fuco treatments (p<0.01-0.0001).

Conclusion: Treatment of Beta Glucan and fucoxanthin alleviated AP development by decreasing pro-
inflammatory cytokines, COX-2 and oxidative markers and increasing anti-inflammatory cytokine.
Keywords: Beta glucan; fucoxanthine; COX-2; Oxidative stress

Bu ¢alisma 5436 numara ve SAG-K-090518-0213 kodu ile Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma
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GIRIS

Akut pankreatit (AP) kisa sire icinde gelisen, hafif veya
siddetli olabilen bir pankreas iltihabidir. AP ¢ogunlukla
alkol kullanimi ve safra tasi ile iliskilidir, ancak
bazi vakalarin nedeni bilinmemektedir ve tedavisi
cogunlukla semptomatiktir [1].

Oksidatif stres ve inflamasyon AP patogenezinde kritik
bir rol oynar ve iltihaph dokudaki reaktif oksijen tirleri
(ROS) artisi ile inflamasyonun siddeti arasinda pozitif
bir korelasyon vardir [2]. Nikleer faktori kappa B
(NF-kB) AP patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayan
oksidatif stresle aktive olan bir niikleer transkripsiyon
faktoradir [3-4]. Seruleinle olusturulan akut pankreatit
modelinde, pankreatik NF-kB aktive olarak interldkin
6 (IL-6), interlokin 1B (IL-1B) gibi pro-inflamatuvar
aracilarin  ekspresyonunu arttirir  [4].  Yardimci
T-lenfositler tarafindan dretilen o6nemli bir anti-
inflamatuvar sitokin olan IL-10 ise IL-6 sentezini inhibe
edebilir ve ciddi akut pankreatitin neden oldugu organ
hasarina karsi koruma saglayabilir [5]. Antioksidanlarin
NF-kB aktivasyonunun etkili inhibitorleri oldugu
bilinmektedir [3]. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
NF-kB aktivasyonunu azaltir ve serulein kaynakli
pankreatit siddetini azaltir [6].

Siklooksijenaz enzimi-2 (COX-2), pankreatik
inflamasyonda o©nemli bir rol oynadigl gosterilen
indUklenebilir bir enzimdir [7].  Pro-inflamatuvar
sitokinler COX-2 ekspresyonunu uyarirken interlékin-10
(IL-10) gibi anti-inflamatuvar sitokinler COX-2' i
baskilar [7]. Serulein ile olusturulan AP modelinde COX-
2’nin farmakolojik olarak inhibisyonunun inflamatuvar
mediatorlerde, notrofil infiltrasyonunda ve pankreatik
lezyonlarin histolojisinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir [8].

Fukoksantin, baslica deniz yosunlarive alglerde bulunan
antioksidan aktivitesi a-tocopherolden daha fazla
olan, yagda eriyen turuncu renkli bir karetinoididir [9].
Fukoksantinin ROS ve oksidatif hasarlardan koruyucu
etkileri cesitli modellerde gosterilmistir. Heo ve ark.
invitro olarak H,0, ile olusturulan hiicresel hasarda,
ROS ve oksidatif hasarlardan koruyucu etkilerini
gostermislerdir [10]. Ayrica fukoksantinin sepsis
modelindeki anti-inflamatuvar [11], alkolik karaciger
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hasarindaki antioksidan ve anti-inflamatuvar [12]
etkileri rapor edilmistir. Bununla birlikte, pankreatit
modelindeki etkileri henliz bilinmemektedir.

Beta Glukanlar, D-glukoz monomerlerinin farkli
bicimlerde baglanmasiyla olusan, alg, mantar, bitki,
maya ve bazi bakterilerin hiicre duvarinin bileseni
olan dogal polimerlerdir. Bagisiklik sistemini stimile
edici, antitiimoral, antiinflamatuvar hepatoprotektif,
antioksidan, etkileri ile bilinirler [13,14]. Literatiirde
Beta Glukan’in sepsisle indiklenen akciger hasarinda
anti-inflamatuvar etkileri [15], asetik asitle indlUklenen
sican kolit modelinde [16], oksidatif organ
hasarlarindaki antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri
[17,18] gosterilmistir. Benzer olarak, fare Tip-Il diyabet
modelinde Beta Glukanin pankreatik B-hicrelerinde
onarici ve pankreatik doku bitinlGgind arttirici etkileri
bildirilmistir [19] ancak akut pankreatit modelindeki
etkileri tam olarak aydinlatilmamistir.

Literatir bilgilerinin  1si8inda  galismamiz;  akut
pankreatit indiiksiyonu oncesinde Beta Glukan veya
fukoksantin tedavisinin tek basina veya kombine
olarak uygulanmasinin potansiyel antioksidan ve
anti-inflamatuvar etkilerinin, oksidatif stres ve
inflamasyonda rol alan parametreler ve histopatolojik
gorinim  agisindan  degerlendirmek  amaciyla
tasarlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi'nden
(DEHAMER) elde edilen 250-300 g agirligindaki erkek
Wistar sicanlar (6-8 aylik) aydinlik / karanlik (12
saat/12 saat) siklusunda, kontrollii nem (% 65-70) ve
sicaklik (22 + 2 °C) kosullarinda tutuldu. Siganlar, su ve
standart sican yemi ile ad libitum beslendi. Deneylerde
hayvanlarin kullanimiyla ilgili tim deney protokolleri
Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Onay no: 28. 2018.
Mar).

Siganlar, akut pankreatit (AP) (n=24) ve kontrol gruplari
(n=6) olarak rastgele ayrildi. AP indlksiyonu icin
Serulein (Alfa Aesar cat no: J64320.M. UK) salin iginde
seyreltildi ve bir saatlik araliklarla dort kez enjekte
edildi (20 pug/kg/ip) [20]. Kontrol grubuna ayni hacimde
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saline uyguland. ilk serulein enjeksiyonundan 3 giin
once baslamak lzere AP grubundaki siganlara glinde 1
kez tasiyici (zeytinyagi/po), Beta Glukan (BG; 40 mg/kg/
po; (Eczacibas, Istanbul, Tiirkiye), fukoksantin (Fuco; 40
mg/kg/po; Cayman, cat no: 13068, Michigan, ABD) ve
Beta Glukan (BG; 40 mg/kg/po) +fukoksantin (Fuko;40
mg/kg/po) verildi. Calismada kuillanilan dozlar daha
once fukoksantin ve Beta Glukan’in antioksidan ve
antienflamatuar etkilerinin gorildigi deneysel hayvan
¢alismalarina uygun olarak segilmistir [12,16].

Son enjeksiyondan sonraki 8. saatte siganlar,
tiyopenthal sodyum (50 mg/kg/ip, IE Ulagay, Tirkiye)
ile anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile feda edildi.
Serum ornekleri amilaz ve lipaz diizeylerini belirlemek
lizere toplandi. Pankreas dokusu c¢ikarildi ve pankreas
doku 6rneklerinin bir kismi histopatolojik analizler igin
formaldehit icinde fikse edilirken, geri kalan pankreas
dokulari malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH)
diizeyleri, miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, IL-1, IL-6
ve IL-10 Olgimd, luminol ve lucigenin kemiliminesans
seviyeleri 6lgima igin —80 ° C'de saklandi (Kullanilan
tiim kimyasallar Merck KGaA Darmstadt, Germany).
Toplanan pankreaslar kurutma kagidina alindiktan
sonra tartildi, pankreas agirhg vicut agirhgina
oranlandi ve pankreatik 6dem indeksi olarak ifade
edildi [21].

Toplanan kanlar 3.000 rpm'de 10 dakika stre ile 4°C'de
santriflj edilerek serumlariayrildi. Serumamilaz ve lipaz
diizeyleri, otomatik cihazlar (Modular Systems, Abbott
Diagnostics, CA, US) ve enzim tahlil kitleri (Amilaz, REF:
7D58 ve Lipaz, REF: 7D80, Abbott Diagnostics, CA, US)
kullanilarak Uretici firma talimatlarina gore olgild.
Pankreatik doku 6rnekleri homojenize edilerek (Ultra
Turrax) ve 6.000 rpm’de 10 dk sire ile 4°C’de santriflije
edildi. IL-1B, IL-6, ve IL-10 dizeyleri Uretici firmanin
talimatlarina gore olculdi (EBIOSCIENCE, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA, cat no: BMS630; BMS 625;
BMS629, sirasiyla).

Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak MDA
diizeylerine bakildi. Cozlilen doku 6rnekleri (0,2-0,5 g),
soguk trikloroasetik asit (%10) ile homojenizasyonun
(Ultra Turrax) ardindan, 4° C'de 15 dk boyunca 3.000
rom'de santrifiije edildi. Stipernatantlar ¢ikarildive 5 dk
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boyunca 4° C'de 10.000 rpm'de yeniden santrifijlendi.
Toplam 0,75 ml slipernatant ve esit hacimde bir
Tiyobarbitirik asit (TBA) ¢ozeltisi 15 dk kaynatildi.
Absorbans degerleri 532 nm’de okundu. Sonuglar nmol
MDA/g doku olarak belirtildi [17]. Hiicresel antioksidan
molekil GSH seviyeleri, modifiye Ellman prosediri
kullanilarak 6lg¢uldd. 1 ml 0,3 mol/L Na2HP04.2H20
¢Ozeltisine 0,25 ml slipernatan ilave edildi. 0,2 ml
5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) c¢ozeltisi,
0,4 mg/ml %1 sodyum sitrat ilave edilerek 412 nm’ de
absorbans degeri okundu [17].

iltihapli dokularda polimorfontkleer |6kosit
toplanmasinin bir isareti olarak MPO enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak test edildi. Yeni ¢ozlilmis
-80 ° C pankreatik numuneler (0,2-0,5 g) soguk bir
potasyum fosfat tamponu (PBS, 20 mM K2HPO04, pH
7,4) icinde homojenlestirildi ve 12,000 rpm'de 10 dk
slreyle 4° C' de santrifijlendi. Sipernatan atildiktan
sonra elde edilen pelet, hexadecyltrimethylammonium
bromide (HETAB) (%0,5 agirlik/hacim) iceren soguk
bir K2HP04 cozeltisi ile yeniden homojenlestirildi.
MPO aktivitesi, o-dianisidin 2HCI'nin H202'ye bagh
oksidasyonunun Olgilmesi ile degerlendirildi. 460
nm ve 37° C'de belirlenen enzim aktivitesindeki bir
degisiklik, MPO aktivitesi (U/g doku) olarak ifade edildi [ 17].

ROS'un 151tk yayan kimyasal reaksiyonlari bir
[iminometre (Junior LB 9509, EG&G, Almanya) ile
olciildi. Olcimlerden dnce pankreas drnekleri yaklasik
20-25 mg olacak sekilde pargalandi ve PBS (500
mM) + HEPES [20 mM 4- (2-Hidroksietil) piperazin-1-
etansilfonik asit, N-(2-Hidroksietil) piperazin-Np-(2-
etansilfonik asit)] iceren test tiipleri icerisine konuldu.
Lusigenin  (bis-N-metilakridium nitrat) arttricilar,
DMSO iginde seyreltildi ve PBS + HEPES ve doku
ornekleri iceren test tlplerine nihai konsantrasyonu
0,2 mmol / L (4 ul) olacak sekilde ilave edildi. Okumalar
5 dk boyunca 1 dk’lik periyotlarda yapildi. Lucigenin CL
Ol¢limlerinden sonra 5 dk’lik bir sayim periyodu igin
sonuglar, 1slak agirhiga kiyasla egri altindaki alan (AUC)
olarak hesaplandi ve goreceli 1sik birimi / mg doku (rlu/
mg doku) olarak verildi [22].

%10 notr tamponlu formalin iginde tespit edilen
pankreas doku 6rnekleri, artan alkol serisi (%70, %90,
%96, %100) ve ksilen sonrasi, parafine gomuldd.
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Parafin doku bloklarindan, mikrotom (Leica RM2125RT,
Wetzlar, Deutschland) ile 5 um kalinlikta kesitler alindi.
Azalan alkol serilerinden gecirilerek H&E boyasi ile
boyandi. Her kesit, Moreno ve ark. 2005 tarafindan
daha once tarif edilen kriterlere (0: Yok; 1: Hafif; 2:
Orta; 3: Siddetli) gére uyarlanan teknik ile histopatolojik
olarak degerlendirildi [23].

immiinohistokimyasal incelemeler de alinan kesitler
Uzerinde yapildi. NFk-B p65 tavsan poliklonal antikoru
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD; cat no: PA1-30408)
ve COX-2 ticari tavsan poliklonal antikoru (Novus
biologicals, LLC, ABD; cat no: NB100-689) uretici
talimatina gére uygulandi. imminohistokimyasal
skorlama, immiinopozitif hiicrelerin sinyal yogunluguna
(0: negatif, 1: zayif, 2: orta, 3: gli¢lli) ve immiinopozitif
hicre sayisina (0: %5< pozitif hiicre, 1: %5-25 pozitif
hicre, 2: %26-50 pozitif hiicre, 3: %50> pozitif hiicre)
gore uyarlanan semi-kantitatif skorlama yapilarak
degerlendirildi [24]. Boyanmis tum kesitler isik
mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japonya) ile analiz
edildi ve bir dijital kamera (Olympus DP72, Tokyo,
Japonya) ile fotograflandi.

Veriler GraphPad vyazihm programi (Prism 6.0;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Veriler tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ve coklu karsilastirmalarinda son-test
Bonferroni kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel
anlamhlik degeri p <0,05 olarak kabul edildi. Degerler
ortalama £ S.E.M olarak ifade edildi.

BULGULAR

Pankreas agirhginin sican agirhgina orani tasiyici
grubunda kontrol grubuna goére artarken (p<0,0001)
BG, Fuko ve BG + Fuko tedavi gruplarinda tasiyici
grubuna gore azalarak kontrol degerlerine déndugi
belirlendi (p<0,0001) (Sekil 1a).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tasiyici grubunda
lipaz ve amilaz dlzeyleri yikseldi (p<0,0001). BG
grubunda lipaz ve amilaz diizeyleri tasiyici gruba
gore azaldi (p<0,001). Fuko tedavi grubunda da lipaz
(p<0,001) ve amilaz (p<0,01) dizeylerinin tasiyici
grubuna goére azalmis oldugu bulundu. BG + Fuko
grubunda da lipaz (p<0,01) ve amilaz dizeylerinde
(p<0,05) tasiyict grubuna gore azalma bulundu (Sekil
1b, c). Ancak BG, Fuko ve BG+Fuko tedavi gruplarinda
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lipaz (p<0,01; p<0,001; p<0,001) ve amilaz dizeyleri
(p<0,05; p<0,01; p<0,001) kontrol grubuna gore hala
yuksek olarak saptandi (sekil 1b ve c).

Taslyicl grubunda kontrol grubuna gore artan IL-1 B
diizeyi (p<0,0001), BG, Fuko ve BG+Fuko gruplarinda,
taslyicl gruba goére belirgin sekilde azaldi (p<0,0001;
p<0,001; p<0,0001 sirasiyla) (Sekil 2a). Ancak IL-1B
dizeyleri BG, Fuko ve BG+Fuko gruplarinda kontrol
grubuna goére hala yiksekti (p<0,0001; p<0,0001;
p<0,001)

Taslyicl grubunda IL-6 dilzeyi kontrol grubuna goére
artarken (p<0,0001), Fuko ve BG+Fuko gruplarinda
taslyicl gruba gore kontrol degerlerine varan belirgin
bir azalma goézlendi (p<0,01). BG grubunda taslyici
grubuna gore anlamli bir fark belirlenmedi (Sekil 2b).
IL-10 dizeyleri, tastyici grubunda kontrole gore azalmis
bulundu (p<0,0001). Bu azalma BG, Fuko ve BG+Fuko
gruplarinda devam ederken (p<0,001, p<0,0001;
p<0,0001 sirasiyla), yalnizca BG grubunda IL-10
diizeyinin taslyici gruba gore anlamli sekilde arttig
belirlendi (p<0,01) (Sekil 2c).

Taslyicl grubunda lucigenin dizeyinin kontrol grubuna
gore arthg belirlendi (p<0,01). BG, Fuko ve BG+Fuko
tedavileri lusigenin diizeylerinde tasiyici gruba gore
anlamli bir azalmaya neden oldu (p<0,0001; p<0,01;
p<0,0001 sirasiyla) bu azalma kontrol degerlerine yakin
degerlerde gozlendi (Sekil 3a).

Taslyici grubunda MDA dizeyi kontrol grubuna gore
anlamli olarak artarken (p<0,0001), BG, Fuko ve
BG+Fuko tedavisi uygulanan gruplarda MDA diizeyinin
taslyici grubuna goére anlamh olarak azaldigi belirlendi
(p<0,0001; p<0,001; p<0,0001 sirasiyla) (Sekil 3b).

Taslyici grubunda kontrole gore artan MPO aktivitesi
(p<0,0001), BG, Fuko ve BG+Fuko tedavi gruplarinda
tastyicl gruba gore belirgin sekilde azaldi (p<0,0001;
p<0,01; p<0,001 sirasiyla) (Sekil 3c).

GSH duzeyi taslyici grubunda kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azalmis bulundu (p<0,0001). Tim
tedavilerin  GSH duzeylerini arttrdigi belirlendi.
Yalnizca BG tedavi grubunda tasiyici gruba gore GSH
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diizeyindeki artisin neredeyse kontrol degerlerine
ulastigi belirlenirken (p<0,0001), Fuko ve BG+Fuko
tedavi gruplarindaki GSH dizeyleri de tasiyici gruba
gore belirgin bir sekilde artt (p<0,001; p<0,01 sirasiyla)
(Sekil 3d).

Pankreatik doku hasar skorlamasi taslyici grubunda
kontrole gore belirgin sekilde artt (p<0,0001). BG, Fuko
ve BG+Fuko gruplarinda hasar skoru tasiyici gruba gore
azalirken (p<0,001; p<0,05; p<0,001 sirasiyla) kontrol
grubuna goére yuksekti (p<0,05; p<0,0001; p<0,01
sirasiyla) (Sekil 4A). Kontrol grubunun H&E boyama
histopatolojik incelemesinde pankreas parankiminde
diizenli morfolojiye sahip iyi organize edilmis asiner
yapilar (Sekil 4B.a) ve taslyici grubunda, sitoplazmik
dejenerasyon ve vakuolizasyon, vaskiiler konjesyon
ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu saptanirken (Sekil
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Sekil 1. Pankreatik doku 6dem in-
deksi (a), serum lipaz (b) ve amilaz
(c) duzeyleri. Kontrol, Tasiyici, BG,
Fuko ve BG+Fuko tedavi gruplari
(n=6). Degerler ortalama + S.E.M

IL-6 (b), IL-10 (c) duzeyleri.
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4B.b), BG, Fuko ve BG+Fuko gruplarinda bu hasar
goriniminde belirgin bir azalma gozlendi (Sekil 4B.c,
d, e).

Taslyict  grubunda kontrole gore artan NF-kf
immunohistokimyasal skorunda (p<0,0001) vyalnizca
BG grubunda tasiyici gruba gore kontrol diizeylerine
varan belirgin bir azalma gozlendi (p<0,01) (Sekil 5a).
Fuko ve BG+Fuko gruplarinda ise kontrol grubuna gore
yuksek skor degerleri azalma egilimine ragmen devam
etti (p<0,01; p<0,05) (Sekil 5A, 5B).

COX- 2 skoru tasiyici grubunda kontrole gore artmis
bulundu (p<0,0001). BG, Fuko ve BG+Fuko gruplarinda
taslyicl gruba gore belirgin sekilde azalan skorlarin
(p<0,0001) kontrole gore hala ylksek oldugu belirlendi
(p<0,01; p<0,01; p<0,001 sirasiyla) (Sekil 6A, Sekil 6B).
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Sekil 3. Pankreas dokusu lusigenin kemiluminesans (a), MDA
(b), MPO (c), GSH (d) duizeyleri Kontrol, Tasiyici, Fuko, BG ve
BG+Fuko tedavi gruplari (n=6). Degerler ortalama + S.E.M olarak
ifade edilmistir. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 kontrol
grubuna gore; ++p<0,01, +++p<0,001, ++++p<0,0001 taslyici
gruba gore.

Sekil 2. Pankreas dokusu IL-1B (a),
Kon-
trol, Tastyici, Fuko, BG ve BG+Fuko
tedavi gruplari (n=6). Degerler orta-
lama £ S.E.M olarak ifade edilmistir;

olarak ifade edilmistir; **p<0,01, *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001,
**%p<0,001, ****p<0,0001 kontrol ~ ****p<0,0001 kontrol grubuna
grubuna gore; +p<0,05, ++p<0,01, gore; ++p<0,01, +++p<0,001,

+++p<0,001, ++++p<0,0001 taslyici
gruba gore.

++++p<0,0001 tasiyici gruba gore.
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TARTISMA

AP  patogenezinde zimojen
intrapankreatik aktivasyonu, amilaz ve
enzimlerde, ROS ve COX-2 gibi

erken
lipaz gibi
inflamatuvar
medyatorlerde artisa ve pankreatik hasara neden
olur [25,26]. Bir kolesistokinin analogu olan serulein
ROS olusumuna neden olarak NF-kB ve sitokin

granillerin

194

13- . K ' &

Bozok Tip Derg 2020;10(2):189-97
Bozok Med J 2020;10(2):189-97

Sekil 4. Pankreas dokusu histolojik skorlamasi
(4A) Kontrol, Tastyici, Fuko, BG ve BG+Fuko tedavi
gruplart (n=6). Degerler ortalama * S.E.M olarak
ifade edilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001
kontrol grubuna goére; +p<0,05, +++p<0,001, tasiyici
gruba gore.
H&E Boyama temsili histolojik fotomikrograflar
(4B). Ok: Duzenli glandller yapilara sahip paran-
) kim. Yildiz isareti (*): Duzenli morfolojisi olan
-' Langerhans'in adacik. Beyaz ok: Ekzokrin bezinde
| . b vakuolizasyon. Okbasi: Notrofil infiltrasyonu. Arti
1 (+): Kan damarlarinda konjesyon. H&E Boyama.
4 Kontrol (a), Tastyici (b), BG (c), Fuko (d). BG+Fuko
(e) gruplari (n=6).

- Sekil 5. NF-kB immunohistokimya skorlamasi (5A).

Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade edilmistir.
Kontrol, Tasiyici, Fuko, BG ve BG+Fuko tedavili gru-
plar (n=6). Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade
edilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrol
grubuna gore; ++p<0,01 taslyici gruba gore.

NF-kB temsiliimmunohistokimyasal fotomikrografi
(5B). Kahverengi boyali bolgeler, NF-kB im-
munoreaktivitesini gosterir. Taslyici grupta giigli
NF-kB eksprese eden asiner hiicreler. Fuko, BG
ve BG+Fuko tedavi gruplarinda hafifleyen NF-«B
ekpresyonu gosteren asiner hiicreler. Negatif kon-
trol (a), Kontrol (b), Tasiyici (c), BG (d), Fuko (e) ve
BG+Fuko (f) gruplari (n=6).

Sekil 6. COX-2 immunohistokimya skorlamasi
(6A). Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade
edilmistir. Kontrol, Tastyici, Fuko, BG ve BG+Fuko
tedavi gruplari (n=6). Degerler ortalama * S.E.M
olarak ifade edilmistir. **p<0,01, ***p<0,001,
**%%*p<0,0001 kontrol grubuna gore; ++++p<0,0001
taslyici gruba gore.

COX-2 temsili immunohistokimyasal fotomikrografi
(6B). Kahverengi boyali bolgeler, COX-2 im-
miinoreaktivitesini gosterir. Tasiyicl grupta gugcli
COX-2 eksprese eden asiner hiicreler. Fuko, BG ve
BG+Fuko tedavi gruplarinda hafifleyen COX-2 ekpre-
syonu gosteren asiner hicreler. Negatif kontrol (a),
Kontrol (b), Tastyici (c), BG (d), Fuko (e) ve BG+Fuko
(f) gruplar (n=6).

ekspresyonunu indikler [27,28] ve NF-kB'nin
aktivasyonu ve sitokin saliniminin  AP'nin erken
doéneminde gerceklestigi gosterilmistir [29,30]. Mevcut
¢alismada literatiire benzer sekilde serulein uygulamasi
ile pankreatik amilaz ve lipaz diizeyleri, NF-kB, COX-2
immunoreaktivitesi ve IL-1B ve IL-6 dizeyi artmistir.
Serulein akut 6demat6z pankreatit gelisimine yol acar
ve insandaki klinikte sik gorilen hafif 6demli AP'ye
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karsilik gelir [26]. Histopatolojik olarak ¢alismamizda
gozlenen dejenerasyon ve vakuolizasyon, vaskiiler
konjesyon, doku agirhgindaki artis ve inflamatuvar

hiicre infiltrasyonu 6dematdz pankreatitise isaret
etmektedir.
Antioksidanlarin ~ ve  anti-inflamatuvar ilaglarin

pankreatit modellerinde yararli etkilere sahip oldugu
one slUrllmastir [20,31]. Bu nedenle,
calismada antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri
olan Beta Glukan ve fukoksantin kullaniimistir.

mevcut

Serulein uygulamasi ile oksidatif stres gostergesi olan
MDA, CL dizeyleri artarken antioksidan molekil GSH
diizeyleri azalir [17,20]. Galismamizda da literatiire
benzer sekilde AP uygulamasi MDA ve CL dizeyini
arttirirken GSH diizeyini azaltmistir. Beta Glukan’in
deneysel oksidatif organ hasari modellerinde karaciger,
bobrek, akciger dokularinda MDA ve CL duzeyini
azalthgr ve GSH dizeyini arthrdigi gosterilmistir
[17,32]. Calismamizda o©nceki c¢alismalara benzer
sekilde Beta Glukan tedavisi ile MDA dizeyleri azalmig
ve GSH dizeyleri artmistir. Diger yandan, mevcut
calismada GSH diizeyinin fukoksantin tedavisi ile arthig
gosterildi. Onceki calismalarda fukoksantinin farkli
dokularda ROS olusumunu, MDA dizeyini azalthg
[33], GSH diizeyini arttirdigi [34], ve PI3K / Akt sinyali
yoluyla GSH sentezinde yer alan enzimlerin Nrf-2 aracili
ekspresyonunu indikleyerek hiicresel antioksidan
savunmayi arttirdigi gosterilmistir [12]. Calismamiz
fukoksantinin GSH diizeyini arttirdigini ve oksidatif
belirtecleri azalthgini gosteren onceki calismalarla
uyumludur. Kombine tedavinin oksidatif stres Uzerine
tek basina uygulanan tedavilerden daha etkili oldugunu
gbozlenmemistir.

Deneysel calismalar, NF-kB'nin inhibisyonunun AP
siddetini azalthgini gostermistir [6,35,36]. Chen
ve ark. serulein ile indiklenen AP modelinde NF-
kB’nin aktivitesinin azaltlmasi ile TNF-a, IL-1pB,
ve IL-6'da inhibisyon oldugunu bildirmislerdir
[28]. Bizim c¢alismamizda Beta Glukan ile, NF-kB
immunohistokimyasal skorunda kontrol dizeylerine
varan bir azalma gozlenmistir. Li ve ark. Beta Glukan
ile 6n tedavinin, miyokardiyal NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonu yoluyla bolgesel oksidatif hasara karsi
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koruma sagladigi gostermislerdir [37]. Calismamiz
Beta Glukanin NF-kB sinyalini azalttigini gosteren bu
¢alisma ile uyumludur. Diger yandan, Zheng ve ark.
fukoksantinin alkolle olusturulan karaciger hasarinda
NF-kB sinyal yolaginda azalisa neden oldugunu rapor
etmislerdir [12]. Mevcut calismada fukoksantin ve
kombine tedavi ile NF-kB skorunda azalma egilimi
gozlenmistir ancak bu azalma istatistik olararak anlaml
bir dliizeye ulasmamistir

COX-2, notrofillerin baskin oldugu inflamasyonun erken
evrelerinde ifade edilen bir pro-inflamatuvar enzimdir.
Song ve ark. ‘lari pankreatik COX-2 diizeyinin serulein
uygulamasindan sonra arttigini gostermislerdir [8].
COX-2 epitelyal duktal hiicre hasarini artirmakta
ve dokuya inflamatuvar hicreleri ¢ekmektedir [8].
Calismamizda AP modeliile artan nétrofil infiltrasyonun
gostergesi olan MPO aktivitesi ve pro-inflamatuvar
COX-2 skoru, BG ve fukoksantin tedavileri ile belirgin
sekilde azalmistir ancak bu azalma kontrol diizeylerine
varan oranlarda gézlenmemistir. Bu durum uygulanan
tedavilerin suresine ya da dozuna bagh olabilir. Sener
ve ark. Beta Glukan’in oksidatif organ hasarinda MPO
diizeyini belirgin sekilde azalttigini gostermislerdir
[17,32]. Doku COX-2 histolojik skorlamasinda da
hasara gore azalma gézlenmis ancak bu azalma kontrol
seviyelerine ulasmamistir.  Onceki bir calismada,
fukoksantinin metaboliti olan fukoksantinol’iin, COX-
2 mRNA ekspresyonunu azaltarak inflamasyonu
onledigini gostermistir [38]. Calismamiz fukoksantinin
COX-2 enzimini azaltici etkisi oldugunu gosteren
calismalarla uyumludur. ilave olarak, ¢alismanin genel
histolojik hasar degerlendirilmesinde uygulanan tim
tedaviler hiicresel hasarin azaldigini gostermistir. Bu
sonug Liu ve ark/larinin Beta Glukan’in pankreatik
dokunun hasarini azalttigini gosteren onceki bir
calismayi desteklemektedir [19].

IL-1B ve IL-6, AP patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan
iki 6nemli pro-inflamatuvar sitokindir [4]. Beta Glukan,
sicanlarda deneysel sepsis modelinde TNF-a, IL-1,
IL-6 konsantrasyonunu, akciger yaralanma skorunu
diisirmis ve akut akciger hasarini 6nlemistir [15].
Calismamizda Beta Glukan IL-1B dizeyini distrmus
ancak IL-6 dizeyi Uzerinde bir etki gostermemistir.
Fukoksantin’in lipopolisakkarit ile indlklenen fare
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sepsis modelinde IL-6, IL-1B, ve TNF-a, gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin dizeyini azalthg rapor
edilmistir [11]. Mevcut calismada da benzer sekilde
fukoksantin IL-6 ve IL-1 B diizeylerini azaltmistir. ilave
olarak, IL-6 dizeylerindeki azalma kontrole yaklasan
bir dizeyde olmustur. Sitokin dizeyleri agisindan
kombine tedavinin tek basina tedavilere gore bir
Gstlnltgh bulunmamistir. Mevcut calismamizda Beta
Glukanin anti-inflamatuvar IL-10 diizeyini arttirici etkisi
oldugunu gostermistir. Literatiirde Beta Glukan’in IL-
10 dizeyini arttirici etkisi Tip-l diyabet modelinde
gosterilmistir [39]. Calismamizin sonucu oOnceki bu
calisma ile uyumludur.

SONUC

Calismamiz Beta Glukan ve fukoksantin’in antioksidan
ve antiinflamatuvar etkileri araciligi ile akut pankreatit
siddetini azalthigini, histopatolojik ve biyokimyasal
olarak ortaya koymaktadir. Ote yandan kombine
tedavinin tek basina tedavilere gore bir UGstlnlGga
gozlenmemistir. Akut pankreatit riski tasiyan bireylerde
olasi akut pankreatitin etkilerini azaltmak amaci ile
Beta Glukan veya fukoksantin destegi verilebilir. Beta
Glukan ve fukoksantin’in akut pankreatitteki terapotik
etkisinin ve mekanizmasinin farkli AP modellerinde
arastirilmasinin ~ yeni  bir semptomatik tedavi
secenegini olusturma ihtimali agisindan 6nemli oldugu
diisiincesindeyiz.
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