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KOBAYLARIN SINDIRIM KANALI ORGANLARI VE PANKREASLARI ILE
TiROID, PARATIROID, HIPOFiZ VE ADRENAL MEDULLALARI VE
BOBREKLERINDE CALBINDIN DAGILIMININ iIMMUNOHISTOKIMYASAL
YONTEMLE BELIRLENMESI

Berrin Genger Tarakg: ! Sema Timurkaan !

Immunohistochemical Determination of Calbindin Distribution in Gastrointestinal
Tract Organs and Pancreas, and in Hypophysis, Adrenal Medulla and Kidneys of
Guinea Pigs

Ozet: Tavuk duodenumundaki calbindin-0 28 k' ya kargl hazianmig olan antiserum  kullandarak, im-
munohiskesimyasal yanamlare ealbindinin kobayann bar endokrin bezder (timid, paratircid, hipofiz, adren) ve s
dinim kanal apiteli ile pankreaslann ve bibrakianndeki dagilmlan incolendi. Paralinoid, adren, ileum ve kolonda spe-
sifis immunoreakiivileye rastlenmadi, Bununla beraber, immunoreaktiviteye bObrek fubuluskrinda, pankreasm
andakrin hicralgmnde, ircidds, hpofizde, mide ve duodamem mukozasinda restiandi. Bu dafibm tam dikkate ahnarak
calbindinin, intraselliler ve ekstraselliler ortamlardaki kalsiyum hemostazisinde veya endokrin hiicre uyanimasim di-
ranleyen kalsivum mekanizmasnda ol alds) sonucuni vankdi,

Anahtar Kelimeler: Caitandin, endoknin bez, endaknin hicra

Summary: The disiribution of salbindin in thyroid, parathyrosd, pltuitary and adranals, and in gastrointestinal tract epit-
helium, pancreas and in the kidnay has been investignted immunohistechemically using an antisarum raised against
tha 28k Da celbindin from chicken dusdenum. Epithelal cels of parathyroid, adren, ileum and colon failed 1 react with
tha anfibodies, akhough immunoreactivity was feund in kidney tubules, pancreatic endocring calls, thyroid, piuitany
and in the epithefial cells of stomach and duodenal mucosa. This localizalion is suggested 1o be i a role for calbindin
i the mechanizms of caleium mediated endacring call siumulation or of intracellular and extracellulas calcium he-
mansiasis.

Key Worda: Calbindn, endocrine gland, endocring cell

fampon elkisyle de agin, uyanma bagh olarak iml-
raseliler ortamda artan kalsiyumun ndroloksik el-
kisindan hicrolerl keruduju digunilmekiedir.

Sinir sistemindeki lokalizasyonuna ilavetan,
calbindin-D 28k’ ya baz kanath ve meamall tirlennin
baz endokrin bezlarinde, mide, bafirsak ve pank-
reaslanndaki diffiz  néroendokrin  sistem  hoc-
relerinde de rastianmishr (Melntosh ve ark., 1986
Pochel ve ark., 1987; Pochet ve ark., 1883 In-
panbutr ve Taylor, 1889; Zabel ve Schaler, 1389;
Rhoten ve Christakos, 1930; Bindels ve ark., 1291,
Shamley ve ark,, 1882, Johnson ve ark., 1394;
Wang we Chrislakes, 1895, Bourlon ve ark., 139,
Van Baal va ark_, 1896).

Bu galigmada calbindin-D 28k" nin, kobaylann
tiroid, parafiraid, hipofiz, pankreas ve adren gibi en-

Girig

Intraseliiber kalshyum, hicresel uyan detiminde

anahtar rol cynar ve etkinli§i infrasellller kalsiyum

bajlayan proteinler ila dizenlanit (Chelstakos ve
ark,, 198%; Darwin, 1991},

Calbindin-D 28k, kalsiyum baglayec pirc-
teinlerden bindir (Christakos ve ark., 1988) ve ilk
kez tavuklarin bafrsak mukozasinda izole edilmigtir
(Wassarman va Taylor, 1968).

Fanatl bafirsaiindaki eniteliyal lo-
kahzasyonuna ilavaten, calbindin-D 28k mamalilarin
we kuglann periferal ve sentral sinir sisteminde de
bulunmusiur (Baimbridge ve ark., 1982; Christakos
ve ark,, 1289; Buchan, 1581; Houghton, 1882), Cal-
bindin-0 28k' min beyinde “intraselliler Ca** tam-
ponu”  banzear  bir fonksiyon gorddgine  ina-

niimaktadir (Christakos we ark., 1989; Sloviter,
1088; Darwin, 1891; Matison we ark., 1981), Bu

dokrin sistern organlafindan  alinan doku G
naklarinde, mide va bagirsak apilel hicralarinda ve
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bobreklerdeki dafilmi incelendi. Bu profainin lo-
Ealizasyonu hakkinda elde edilecek olan bilgiler kal-
siyum mefabolizmas ke yakindan gl oldugundan,
bu galismada calbindinin ndronlarda oldugu gibl an-
dokrin sistem hicrelerinde de “intraselldler Ca*2
tamponu” benzaeri fonksiyon gorlp girmedigi aras-
tinid.

Materyal ve Metot

Arastrrmada, daney hayvani oclarak 2'si erkek,
2'si digl dért adet ergin kobay kullanikd,. Genel anes-
{ezi altinda kebaylardan alinan doku émeklar (tiraid,
paratirgid, hipofiz, bdbrek, pankreas, mide ve ba-
Qirsaklar), fosfat famponu e hazifanan % 10°luk
lermad {pH 7.2) ile tespil edilerek yikama igleming
12D lutuldu. Dehidrasyon ve bloklama islemierinden
sonra bloklardan 5 pm kabnhdinda abinan kesitler,
dnceden  krom aliim-jelatinie muamele adilen lam-
kara aliredi,

Immunchistokimyasal Boyama “Immunoperok-
sidaz Metol” e yapikdi, Calbindinin  immuno-
histokimyasal yolla demonsirasyonu, avidin-bictin
horserodish peroksidase (ABC- HRP)) teknigi kul-
lanilarak gorgeklestiridi,

Kesitler deparafinize ve dehidre edildikien
sonra 0,1M losfat bulter salin (PBS), pH 7.2 iginde
10 dakika beklelildi. Takiben endojen percksidazi
Dloke etmek igin melanolde hazidanan Se0.3'0K
HzQo kullaniidi (30 dk). Kesitler PBS ile ki kez yi-

kandikian sonra primer anliserum, mouse ant-
Calbindin-D 28k (Sigma) ile 16-20 saat slreyle 4°C
da inkube edildi. Primer antiserum %2.5Tuk sifir
serum albumini ve %025 sodyum azid igeren PBS
ile 1:1000 oraninda sulandinldi, Kesifler daha sonra
biyotinli kegi anti-mouse 1gG (Sigma) ila vea bunu ta-
kiben streptavidin-biyvotinii horseradish peroksidaz
kompleksi (Dako) ile oda sicakhifnda 1 saat sdre ile
inkube edildi, Her ikisi de PBS ile 1:50 oraninda su-
landinidi. Keasillar her inkdbasyon dncesi 30 dakika
sira e PBS sollsyonu e yikandi, Daha sonra ke-
sitler, glekoz-oksidaz diamine benzidin nikel (GON)
(Shu ve ark, 1988) substratina daldinhp su e y-
kandi va aozin @ boyvamp ik mikroskobu ile in-
celendi. Fotograflama iglemleri Mikon marka arag-
hirma mikroskobu yardimnyla yapiid.

Bulgubar

Immunohistokimyasal boyama sonucunda ant-
calbindin ile spesifik olarak reaksiyona giren im-
munoreaktif hicrelere, tiroid, pankreas, hipoliz,
mide, ducdenum ve bibrakia rastland.

Midenin kardiva ve pllorus bdigelerinde cal-
bindin immunoraaktif hicrelern gok sayidaydi. Du-
odenumda ise az sayida rastlandi (Sekil 1). lleum
ve kolonda immunoreaktif hicreler gozlenmedi,

Calbindin-D 28k pozitivitesi tireidin parafolikiller
hicrelerinde oldukga gogioywdl (Sekil 2). Calbindin
pozitivitesi  sitoplazmada ve zayl olarak ta ge-
kirdekte goziendi. Paratiroid bazinda Immunoreakiil

Sekil 1. Kabay midesinda Calbindin-D 28k immunoreaktivites (oklar). immunohistokimyasal boyama, ¥ 400,
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Kaobayvlarn shvdirim kanal organlan ve pankreaslar ile tiroid, paratiroid hipofiz ve...

Sekd 3. Pankreasin endokrin bilminde Calbindin-D 28k immunorsaktivitosi (ok). Immunohistokimyasal boyama, X 400
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Sekil 5. Babraklern tubulus distalisierinde Calbindin Immunereaktivitesi (ohiar). |mmunchistokimyasal boyama, X 400,
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koobaybaru sindirim kunal orgonlur ve pankreasdar ibe ticoid, parativoid hipofiz ve...

hucrelere  rastianmad). Pankreasin endoknn bo-
lomand olusturan Langerhans adacikianinda az sa-
yida ve zayif calbindin immunoreaktivitesi géstaran
hiszrelera rastland) {Sekil 3).

Hipofizin adenohipofiz boliminde de az sa-
yida calbindin pozitivitesi gosteren hicre fespit
adildi (Sekil 4),

Adrende calbindin immunoreakiivitesing sahip
hicreler gériimemakia bidikte; bébrekierin tubulus
distalislerinde zawifta olsa Immunoreaktiviteye
rastiandi {Sekil 5}

Tarbizma ve Sonug

Birgok horman direkt veya indirekt yolla kal-
sivum metabolizmasin  etkilemektedir. Bu  har-
monlara parathormon ve kalsitonin {Copp, 1964),
sekralin, (Isenbarg ve ark., 1873; Windeck ve ark.,
1578), firoid wyanct homnon (TSH) / biroid  hor-
monlar  (Sar ve ark,1980), gasttin wve ko-
lesistoxinin (Care we ark.,1971; Cooper va ark,,
1872), glukagon (Birge we Avioli, 1969), ka-
tesolaminier (Fischer ve ark,, 1973) ve histamin
{Kaplan ve ark,, 197&) dahildir, Bunun yamisira, bu
normoniann bazilanm dreten endokrnn hiicreler, Gr-
negdin; paratiroid hormonu,  tiroksing TSH, no-
radrenalin ve gasinn, segici olarak kalsiyum di-
zenleyici  hormon  1.26(0H), O tarafindan

futukrmakiadir {Dancker va Tialve, 1973, Slumpl ve
ark., 1979; Clark ve ark., 1880},

Calbindin'in normal sentezi igin kan kalshum
dizeyini dizenleyicl hormonuna ihtiyag vardir. Bu
protein, calmodulin protein ailesinin bir dyesi olup
hayvansal dokularda yaygindir. Fakat bu protein
sadece baz tarierin spesilik hicrelerinde bulunur,
Bu sebeptendir ki, kemiricilerin retinasinda bu-
lunmadidi halde, kamivorarlann relinas: calbindin
immunoraakfivitesi  icerir  (Verstappen ve ark,,
1886) v ayni zamanda beyvindeki spesifik korikal
noronlarda da calbindinin varifina rastlanmigii
[Janda ve ark., 1981a; Roth ve ark., 1981}, Baz
dokularda dmedin favuk bafjirsajinda ve rat bob-
refjinde 1,25(0H), D calbindin sentezini dizenler.

Pankreas ve tavuk bdbredinde ise 1,25(0H), D
yoklufjunda bile calbindin sentezi gemeklegir, Be-
yinde ise bu proteinin sentezi igin1,25(0H). D' ye
intiyag yolktur.

Calbindin, bagirsak ve bobrek apilal hic-
relerinde kalskyum illetiminin gergeklesmesi igin ge-
raklidir (Wasserman ve ark., 1978). Pankreasiaki
B hicredarinda, kalsiyumun efkisiyle ins(lin sal-
gilznmasing yal agi (Roth ve ark., 1982), ng-
ronkarda ise intraselllbler kalsiyum tamponu olarak
etki gosterdil llerl sOrllmostir (Jande ve ark.,
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1981a; Jande ve ark., 1981b).

Insaniarda ve bir ok hayvan tdrlerinde oldudu
gikl by galsmada da Calbindin-D 2Bk Im-
miunoreakivitesine, kobaylann tiroid ve hipofizler gibi
bazi endokrn bezlernde, mide ve pankreaslanndaki
endokrin hicrelerinds ve bdbreklarnds rastiand:, Bu
bulgulara dayanilarak calbindinin, kalshyum me-
tabolizmas: Dzerine etki eden baz endokrin bez epi-
tel hicrelerinde kalsivum homeostasisinin  di-
zenlenmesi  Ozerne  etkisinin  olabllecedini vova
ndroniarda oldefu gikd endokrin hicrelerde de int-
rasalliler kalshyum tamponu benzen bir gdrev yaphi
sonucuna vankd, Bununka beraber bu endokrin bez
epital hicrelerinde (tiroidde C hicrelen, midede ECL
hibcreler, pakreasta alfa ve bata hicrelern, hipofizde
TSH hicreled) salganan ve kalsiyum me-
fabolizmasinda etkili olan hormonlar ile Calbindin-0
28k'mn aym anda we aym hicrelerde Im-
munchistokimyasal yondemilers belirlenmasinin bu
gbriz( desteklayecedi kanisindayiz.
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