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DIABET OLUSTURULAN KOPEKLERDE LOSIN AMINOPEPTIDAZ(LAP)
AKTIVITESININ TAYINI VE TANIDAKI ONEMI

Seckin Giindiiz' Necati Kaya’®
Necati Utlu,’ tsa Ozaydin*

Determination of Leucine Aminopeptidase(LAP) in the Dogs Made Diabetic
Experimentally and Its Importance in Diagnosis

Summary: Fifty-six healty dogs of both sexes, weighing 15-25 kg,
were used in our study. The dogs were fed with two—week standard diet before
the experiment. Pankreatectomy was carried out in 36 dogs of this group (n =36),
as for the 20 dogs (n=20), they were left as being control group. sSLAP acti-
vity levels were determined in the samples collecied from all the animals. The
sLAP activity in the pancreatectomy dogs were observed to be higher (26.27 +
2.48) than those of the normal ones (16.55 + 5.34).

The LAP levels measured in the groups were analysed between each other
in importance and the difference between them was found to be very important
(p < 0.001). This situation may be very important in the diagnosis of the
disorders occur in pancreas.

Key Words : LAP, pancreatectomy, dog

Ozet: Calyymamizda her iki cinsten saglkly ve aguliklar: 15-25 kg
olan 56 adet kopek kullamldr. Kipekler dengyden dnce iki haftalik standart
dietle beslendi. Bunlardan 36 kgpekte pankreatektomi (n = 36) gergekles-
tirildi, 20 kopekte (n=20) kontrol grubu olmak iizere ayrildi. Tiim hayvan-
lardan alinan kan numunelerinde sSLAP aktivite seviyeleri tespit edildi.

Parsiyel pankreatektomili kipeklerde sLAP aktivitesi (26.27 + 2.48),
normai kopeklerden (16.4 + 5.34) daha yiksek bulundu.

Gruplarda lgillen sLAP seviyeleri kendi aralarinda onemlilik yéniinden
analiz edildi ve aralarindaki fark istatistiki olarak ¢ok oénemli (P < 0.001)
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bulundu. Bu durum pankreasta olugan bozukluklarin tamisindgq dnemli ola-
bilir.
Anahtar Kelimeler : L AP, Pankreatektomi, Kipek

Giris

Pankreas; endokrin salgisiyla karbonhidrat metabolizmasinda;
ekzokrin salgistyla da sindirimde gorev alan exo—endokrin bir bezdir.
Diger bir deyisle pankreas; exocrine ve endokrine dokulardan yapil-
mig bir organdir ve bu orgamin endokrin sckresyonu metabolizma
ile direkt ilgilidir. Pankreasin exocrin salgisi, yasamin devamu igin
her zaman gerckli degildir. Bu 6devi tiikriik bezleri ve ince bagirsak-
lar iistlenerek kompanse edebilirler (35).

"Pankreas apoplexic’si, acute pankreas necros’u pankreatitis chro-
nica serosa, pankreatitis apestematosa, langerhans adaciklarinin
hydropik degenaration’u atrophie’si ve sclerosis ve yine langerhans
adaciklarn hicrelerinin azalmas: ile karakterize lymphocyter infilt-
ration’u gibt patolojik degisimler ¢ogunlukla yaghlarda olmak iizere
kopeklerde diabetes mellitus gibi metabolik bir sendroma neden ola-
bilirler(35).

Koépeklerde diabetes mellitus ta genel olarak kaseksi ve dchyd-
ratation, ileri olgularda polyurie, polydipsie ve hizla gelisen katarakt
gozlenebilir. Diabetes mellitus, daha ¢ok disi ve ozellikle 8-9 yaslarin-
da ve evlerde beslenen kopeklerde goriiliir. Disilerde goriilme orant
erkeklere oranla 2.5: 1’dir. Langerhans adaciklarinin metastaz yap-
ma ozelli,gindeki tiimorlerinde hyper insulinism ile seyreden diabet
olgulari ¢ogunlukla cesitli irktan yash kopeklerde saptanmistir (13).

Diabetin tamsinda gesitli yéntemler denenmistir. Son yillarda
gelisen analiz metodlar: icerisinde enzimlerin aktivitesinin saptanmast
6nemli bir yer tugmaktadir; bunlardan biride LAP aktivitesinin ta-
yinidir. :

LAP, “hidrolazlar’’ simfina giren, serum, idrar ve safrada bulu-
nan proteolitik bir enzimdir (16, 20); karaciger, pankreas, bobrek
ve ince bagarsakta yiiksck aktiviteli olmak tizere genellikle insan ve
hayvanlarin dokularinin hepsinde bulunur (32, 36, 39). LAP Aktivi-
tesi bir ¢ok i¢ salg1 bezinde gorilmiigtiir. Bir i¢ salgi bezine omurga-
lilarin testisleri de dahildir. Leyding hiicrelerinin hiperaktivitesi so-
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nucu LAP aktivitesi de artar(10). Bu enzim hiicrenin 6zellikle stop-
plazmasina lokalize olmugtur (142). LAP, goz lensinde plasentada
ve seminal plazmada da bol miktarda vardir (18,37). Hidrolitik en-
zimler, peptit, amid ve hemiasetal gibi baglar: igeren bilesiklerden bag-
ka, acil veya fosforilester gruplarim tasiyan bilesiklerin pargalanma
reaksiyonlarim katalize ederler (6, 25) LAPin yapisinda l6sin, izo-
losin ve valin gibi amino asitler bol bulunmakla beraber disiik mik-
tarda da olsa aromatik amino asitlerde mevcuttur (40). LAP losina-
mid ve belli peptitlerle reasksiyona girer, ancak peptidin serbest
amino grubunu tagtyan amino asit 16sin oldugu takdirdc reaksiyon
gerceklesir. (2, 8, 11 32, 37). LAP’1n viicutta tam fonksiyonu bilin-
memekle beraber (7, 39) in vitro olarak asagidaki reaksiyonu katalize
ettigi bilinmektedir(7).

LAP
L-Losil-Beta—Naftilamid + H,O ——— Lésin + Beta—-Naftilamin

Elde edilen beta-naftilamin miktarr, LAP aktivitesinin miktar1 ile
dogru orantihdir(7).

Materyal ve Metot

Cahgymada her iki cinsten saghkh ve agirhklarn 15-25 kg olan
56 adet koépek kullanildi. Kopekler deneyden énce iki haftalik standart
diyetle beslendi ve iki gruba aynldi. Birinci grup kontrol grubu (n=
20), digeri ise parsiyel pankreatektomi ile diabet olugturulan deneysel
gruptur (n=36).

Kan numunelerinin toplanmas:: Normal ve postoperatif déonemlerde
kan numunelerinin alinmas: igin képcklere V. Cephalica antebrac-
hium’dan fleksible intraket (braniil) uygulandi. Kan alinacag za-
man intraketin kapag agilarak kan alind1 sonra kapaklar tekrar yeri-
ne yerlestirildi. Alnan kan numunelerinin serumlarinda Goldbarg
Rutenburg (G-R) (18) metodu ile serumda LAP aktivitesi tayin edil-
di.

Anestezi : Deneye tabi tutulan kopeklerin anestezisinde xylazine
(% 2 Rompun-Bayer) ve Ketamin HCI1 (50 mg/ml Ketalar) kombi-
nasyonu (dlssomyatxf anestezi) kullamldi. Bunun i¢in 2 mg/kg doz-
da xylazine’in kas i¢i enjcksiyonundan 5 dakika sonra 20 mg kg dozda
ketamin yine kas ici enjckte edilerek operasyon igin uygun anestezi
olugturuldu.
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Operasyon Teknigi : Kopeklerde operasyon median hatta gergek-
lestirildi. Opcrasyon sahasi tirag ve dezenfekte edildikten sonra ope-
rasyon sahast steril serviyetlerle smnirlandirildi; median hatta deri ensize
edildi. Deri alti bagdoku ve linea alba kiit diseksiyonla agilarak peri-
ton bir makasla kesildi. Pankreas duodenumla birlikte ensizyon bol-
gesinden kanin boglugu digina ¢ikanldi. Organ, kaudal ugtan basla-
yarak corpus pankreatis’in cranialindcki ductus pankreaticus majora
kadar tim ecklentilerinden ve mezanterial damarlardan (damarlar
ligatiire edilerek) ayirtedildi (Resim 1). Bezin orta kismina ipek ip-
likten bir ligatiir konarak 1/2 kadar ductus pankreaticus accessorius’la
birlikte kesilerck uzaklagtirildi (Resim 2). Kanamalar kontrol edildik-
ten sonra periton ve kaslar katkiitle, deri ipek iplikle dikilerck operas-
yon tamarnlandi. Karin boglugu kapatildiktan sonra, karin bogluguna
1.000.000. IU. kristal penisilin enjekte edilerck operasyon yaras
koruyucu bir pansuman altina alindi.

Hayvanlara 4--5 giin siire ile 800.000 fU. prokain penisilin en-
jeksiyonu kas i¢i yolla yapildi. Operasyon sonras: ginlerde hayvanlar
normal gida ile beslendi.

Sckil 1. Eklentilerinden ayirt edilmis pankreasin goriiniimii.
Fig. 1.

A wiev of the pancreas isolated from the joints.
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Sckil 2. Ductus Pancreaticus Major dizeyinde bezin 1/2 kisminin ckstirpasyonu.
Fig. 2. Extirpation of 1/2 part of the gland at ductus pancreaticus major level.

Balgular

Kontrol ve parsiyel pankreatekiomili képek gruplarinda buldugu-
muz sLAP aktivite dcgerleri tablo 1. de, ortalama degerleri (X) ve
standart sapma dcgerleri (SD) ise tablo. 2 de verilmistir.

Kontrol ve parsiyel pankreatektomili képek gruplarinda yapilan
analiz sonuglarinin kendi aralarinda énemli olup olmadigini tesbit
etmek icin “t” testi yapildi ve gruplar arasindaki fark (p < 0.001)
o6nemli bulundu.

Tartigma ve Sonug

Galismada LAP akiivitesini serumda incelemek suretiyle kopekler
i¢in normal sLAP degerini tesbit ctmeyi hem dec genel olarak pankreas-
ta olusan dejeneratif, metabolik, malign ve travmatik kékenli bozuk-
luklarin tamisinda diger ¢nzim tayinleri ile birlikte bir analiz yéntemi
olup olmadigt amaglandi. Herhangi bir ¢nzimin bol bulundugu or-
gan ya da dokunun gencllikle hiicrescl harabiyetinin bir gostergesi
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Tablo 1. Calymada kullamilan hayvanlara ait LAP aktivite degerleri (ug/dl).
Table 1. LAT values (ug/dfl) of the animals in the experiment

Sira No I Kentrol Grubu | Deneysel Grup
1 L 135 25.8
2 | 14.0 24.3
3 | 13.8 28.5
4 16.2 25.8
5 18.7 32.4
6 l 14.0 22.5
7 16.2 28.2
g | 15.9 23.4
9 17.7 19.5
10 13.7 44,1
i1 15.9 34.5
12 16.5 29.1
13 20.3 25.8
14 20.9 28.5
15 19.0 24.3
16 19.3 31.8
17 20.1 36.9
18 15.0 29.1
19 19.1 26.7
20 21.3 25.8

21 - 29.4
22 - 22.5
23 - 24.3
24 - 22.0
25 - 24.6
26 - 21.6
27 - 23.4
28 - 21.8
29 - 26.7
30 - 22.5
31 - 21.6
32 - 19.5
33 - 19.5
34 - 21.6
35 - 34.5
36 - 23.4

Tablo 2. Kontrol grubu ve parsiyel pinkreatcktomili kbpeklerde LAP aktivitesinin
ortalama degerleri.

Table 2. LAP mean values values of control group and the animals with partial panc-

reatectomy
Grup LAP(ug/dl)
X SD
Kontrol 20 | 16.49 | 5.3¢
Parsiyel  Pankre-
atektomi yapilmis
Kopekler 36 | 26.27 | 2.48
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olarak, plazmadaki cktivitesi yiikselir. LAP oltivitesinin crtogr bir
cok hastalik belirlenmistir. Artigler 6zellikle hepatobiliyer hestahiklor
ile pankreas kanseri ve penkreatit gibi hestzlildeinda daha faziad:r
(17-21). L-l¢sil peptidlerin sinditiimesinde iktiveg duyulan bu (n-
zim Ozellikle ince kagirsek mukozasinde ve penkreas salgisinda mev-
cuttur {4, 26).

Pankreas, endckrin salgisiyla karbonhidrat mectabolizmas:nde,
ckzokrin salgisiyla sindirimde gorev alan cexc—e¢ndokrin bir bezdir.
Glukozun intragelliller olerak fazla bulunmeas kabinde kullandmas
il ilgili enzimlerin hepsi aktive olur. Buna kargihk glukon-ogenezisten
sorumlu cnzimlerin aktivitesi azahr. Gerel olerak metabolitlerin kan-
daki miktarlarinin artmest hormenlarm salgilanmea hizin ctkiledigi
gibi, hormonlarin sekresyon hizinn degigmeside mctaholik yollerin
isleyisini ctkiler (24, 38). Insilinin yetersiz salgillenmasi veye insilin
antagonistlerin'n aktivitesin'n artmast helinde, afir metabalizma
bezukluklar scklinde kendini gésteren Diabetes Mellitus meydana
gelir. Ancak pankreatogen diaketten bagka hipofizer (glukoz merke-
zinin uyarilmasina sebep olen kisimda iltihap, kan2me, kuduz, sinir-
sel gerginlik hastahigi v.s.) ve hepatogen (karaciger harabiyeti sonucu)
diabet vardwr. Her iki durumda da ketoziz meydana gelir ve diabet
komast goriiliir {3-43).

Aym képekler tizerinde yamlan bagka bir ¢aliymada glukoz de-
gerleri kontrel grubunda 106-+18 ve deneyscl grupta ise 155427
mg/dl bulunmug ve 6ldiiriicit diebetin olugmadifi saptanmustir(27).

Tablo 1'de gorildigi gibi parsiyel pankreatcktomili kopeklerde
sLAP aktivitesi normal degerlerin cok iizerinde saptandi. Yapilan
istatistik degerlendirmedc sonucu normezl ve parsiyel pankreatcktomili
kopekler arasinde sLAP akiivitesi bakiminden farkli (P < 0.001)
énemli bulunmustur.

Bunlardan da aniamilacag: iizere persiyel pankreatektomi sonucu
kopcklerde kan sckeri artigna paralel olarak serum LAP aktiviteside
artmakt:dir,

Serum ve idrarda LAP aktivitesinin incelenmesi, pankreas kin-
serinin tansinda, sanilifin ayiria temsida ve karaciger hastalikle-
rinin ortaya ¢ikarilmast ile degerlendirilmesinde oldukca énemlidir
(18). Rutenburg, Goldbarg ve Pineda (18), yaptiklan bir aragtirmada,
pankreas tiimérlerinde LAP'in Lem serumda hem de idrardaki sevi-
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yelerini arastirmuglar ve dikkati gekecek kadar yiiksek seviyeler belir-
lemislerdir (26, 37).

Bir enzimin dokudan dokuya aktivitesi degisir, bagka bir deyisle
her doku ve orgamin kendine ézgii cnzim tablosu vardir (9,12). Boyle-
ce serum ve diger viicut swvilarmda enzim tayinleri yapilarak ilgili
hastaligin teshisinc yardimer olunmaktadir (9, 23, 40). LAP"1n esas
kaynagt pankreas hiicreleridir ve proteolitik enzimler vasitasiyla, sin-
dirim siiresince serbest kalan peptitlerin tam yikimu igin iiretilir (29,
37).

Bu cahsmamizda hem kopekler i¢in normal sLAP degerleri tes-
pit edildi hem de genel olarak pankreasta olusan bozukluklarin tani-
sinda diger enzimlerle birlikte SLAP tespitinin de énemli olabilecegi
kams:na vanldi. Bu ¢aligmanin bu konuda yapilabilecek diger aras-
trrmalara 1gik tutabilecegini ummaktayiz.
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