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KOBAYLARIN SiNDiRiM KANALIORGANLARı VE PANKREASLARı iLE

TiROiD, PARATiROiD, Hipofiz VE ADRENAL MEDU LLALARI VE

BÖBREKLERiNDE CA LB iNDiN DAGI LlMININ iMMU NOHiSTOKiMYASAL

YÖNTEMLE BELiRLENMESi

Berrin Gençer Tarakç ı 1 Sema Ttmurkeen w t

I mmuııohistochemi cal Deter minu tion of Calb ind in Distribution in Gas trointestinal
Tract Organs and Pancreas, and in Hypophys is, Adrerıal Medulla a nd Kidneys of

Gu inca Pigs

Özel: Tavuk duodenumundaki calbindin-D 28 k' ya karşı hazırlanmış olan antiserum kuııanılarak , im­
munohiskokimyasal yöntemlerle calbindinin kocayıann bazı endokrin bezleri {tircid. paratiroid, hipofiz, adren ] ve sin­
dirim kanalı epiteli ile pankreasların ve böbreklerindeki dağılımları incelendi. Paratirold. adren, ileum ve kolonda spe­
sifik immunoreaktiviteye rastlanmadı. Bununla beraber, immunareakliviteye böbrek tubuluslannda, pankreasın

endokrinhücrelerinde, l iroidde, hipofizde, mide ve duodenum mukozasında rastlandı . Bu dağılım tarzı dikkale alınarak

calbindinin , inlrasellüler ve ekslrasellüler ortamlardaki kalsiyum hemostazisinde veya endokrin hücre uyanlmas ı nı dü­
zenleyen kalsiyum mekanizmasında ro! aldığı sonucuna vanldı.

Anahtar Kelimeler: Calbindin, endokrin bez, endokrin hücre

Summary : The distribution ol calbindin in thyroid, parathyroid, piluilary and adrenals, and in gastrointestinal tracl epil­
helium, pancreas and in Ihe kidney has been investigated immunohistochemically using an antiserum raised agains!
the 28k Da calbindin from chicken duadenum. Epithelial cels of paralhyroid, adren , ileum and calan tailed to react with
the antibodies, atthouqh ımmunoreactıvıty was found in kidney tubu!es, panereane endocrine ceus. thyroid. pituitary
and in the epithelial cells of slomach and duodenal mucosa. This Jocalizalian is suggested to be in a role for calbindin
in Ihe mechanisms of caıcrum mediated enoocnne cell situmulalion or of intracellular and extracellular calcium ho­
meostas!s.
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Gi riş

intrasellül er kalsiyum, hücresel uyarı iletiminde
anah tar rol oynar ve etkinliğ i intrase llüle r kals iyum
bağlayan pro teinler ile düzenleni r (Ch ristakos ve
ark., 1999: Darwin , 1991).

Calb indin-D 28k , kalsiyum bağlayıcı pro-
teinlerden birid ir (Christakos ve ark ., 1989) ve ilk
kez tavuklann bağ ı rsa k mukozasında izole edilmiştir

(Wasserman ve Taylor, 1966).

Kanatlı bağ ırsağı ndaki epiteüyat 10-
kahzesyonuna ilaveten, calbindin-O 2gk memelilerin
ve kuş la rın perttera l ve sentra l sin ir sisteminde de
bu lunmuştu r (Saimbridge ve ark., 1982; Chnstakos
ve ark., 1989; Suchan , 1991; Houghton, 1992). Cal­
bindin-D 28k' nın beyi nde "intrasellüler Ca+2 tam­
ponu" benzeri bir fonksiyon gördüğüne ina­
nı lmaktadı r (Christakos ve ark ., 1989; Sloviter,
1999: Darwi n, 1991 ; Matıson ve ark., 1991L. Su

tampon etki siyle de aşırı , uyarıma bağl ı olarak int­
raselüler ortamda artan kalsiyumun nörotoksik et­
kisinden hüc rele ri koruduğu düşünülmekted i r .

Sinir sistemindeki lokaHzasyonuna ilave ten ,
ca lbindin-D 28k' ya baz ı kanatl ı ve memeli türlerinin
bazı endokr in tıezterlnce , mide, bağ ı rsak ve pa nk­
reaslarındaki diffüz n öroendokrin sistem hôc­
telerin de de rastlanm ı şt ı r (Mclntosh ve ark ., 1986 ;
Pochet ve ark ., 1987; Pochet ve ark., 1999; In­
panbutr ve Taylor, 1989; Zabe l ve Sehafe r, 1989 ;
Rhoten ve chrıstakos. tasö , Bmoets ve ark ., 1991;
Shamley ve ark ., 1992; Johnson ve ark ., 1994 ;
Wang ve Christakos. 1995; Bourlon ve ark., 1996;
Van Baa! ve ark ., 1996).

Bu çalışmada calbincin-D 28k' n ı n , kobayları n

tirold. paratirold. hipotiz, pankreas ve ad ren gibi en ­
dokrin sistem organlarından alınan doku ör­
nek lerinde, mide ve bağı rsak epitel hüc relerinde ve
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böbreklerdeki dağılım ı incelendi. Bu proteinin lo­
kalizasyonu hakkında elde edilecek olan bilgiler kal­
siyum metabolizmas ı ile yakından ilgili olduğundan,

bu çal ı şmada calbindinin nöronlarda olduğu gibi en­
dokrin sistem hücrelerinde de "intrasellüler Ca+2

tamponu" benzeri fonksiyon görüp görmed iği araş­

tm ldı.

Materyal ve Metot

Araşt ırmada , deney hayva n ı olarak 2'si erkek ,
2'si d iş i dört adet ergin kobay kullan ıldı. Gene l anes­
tezi a l t ı nda kobaylard an alınan doku örnekleri (tiro id,
paratirold. tupoftz , böbrek , pankreas, mide ve ba­
ğ ırsak lar) , fosfat tampon u ile hazırlanan %10'luk
formo! (pH 7,2) ile tespit edilerek yıkama işle mine

tabi tutuldu. Dehidrasyon ve bloklama işlemlerinden

sonra bloklardan 5 urn kalınlığında alınan kesitler ,
önceden krom alüm-jelatinle muamele edilen lam­
lara alınd ı .

immunohistokimyasal Boyama "lmmunoperok­
sidaz Metot" ile yapıldı. Calbindi nin immuno­
histokimyasal yolla demonstrasyonu, avidin-bietin
horserodish peroksidase (ABC- HRP)) tekniğ i kul­
l an ıla rak gerçekleştiri ldi.

Kesitler deparafinize ve dehidre edildikten
sonra 0,1M fosfat buffer sa lin (PBS), pH 7.2 içinde
10 dakika bekletildi . Takiben endojen peroksidazı

bloke etmek için metanolde hazırlanan %D.3'lük
H202 kullanıldı (30 dk). Kesitler PBS ile iki kez yı-

kandıktan sonra primer antiserum, mouse anti­
Calbindin-D 28k (Sigma) ile 16-20 saat süreyl e 4"C
de inkube edildi. Prime r antiserum %2.5'luk s ığ ı r

serum album ini ve %0.25 sodyum azid içeren PBS
ile 1:1000 oranında sulandmldt. Kesitle r daha sonra
biyotin li keçi anti-mouse IgG (Sigma) ile ve bunu ta­
kiben streptavidin -biyotinf horseradish peraks idaz
kompleksi (Dako ) ile oda s ıcaklığnda 1 saat süre ile
inkube edildi. Her ikisi de PBS ile 1:50 oranında su­
landırıldı. Kesitler her inkübasyon öncesi 30 dakika
süre ile PBS solüsyonu ile yıkand ı. Daha sonra ke­
sitler, glukoz-oksidaz diamino benzidtn mke! (GDN)
(Shu ve ark., 1988) substratına daldın lıp su ile y ı­

kandı ve eozln ile boyan ı p ı ş ı k mikroskobu ile in­
celendi. Fotoğraflama işlem leri Nikon marka araş­

tı rma mrkroskobu yardımıyla yapı ldı.

Bulgular

immunohistokimyasal boyama sonucunda anti­
calbindin ile spesifik olarak reaksiyona giren im­
munoreaktif hücrelere, t iraid, pankreas, hipof iz,
mide, duodenum ve böbrekte rastlandı.

Midenin kareiye ve pilorus bölge lerinde cal ­
bindin immunoreaktif hücreleri çok sayıoaydr. Du­
odenumda ise az sayıda rastlandı (Şek i l 1). heum
ve kolonda immunoreaktif hücrel er gözlenmedi.

Calbindin-D 28k pozitivitesi tiro idin parafolikül!er
hücrelerinde oldukça güçlüydü (Şek i l 2). Calbind in
pozitivitesl sitop lazmada ve zayıf olarak ta çe­
kirdekte gözlendi. Paratirold bez inde immunoreaktif

Şekil 1. Kobay midesinde Calbind in-O 28k immunoreaktiviles (aklar). Immunohistokimyasal boyama, X 400 .
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Şekil 2, Tireidin paralolikOlle r hücre lerinde Calbindin-O 28k immunoreaktivilesi (oklar). lmmunohisto kimyasal boyama . X
400.

-
Şeki l 3, Pankreasın endokrin bölümünde Calbi ndin-O 28k immunereakt ivitesi (ok). Immu nohistokimyasal boyama, X 400.
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Şekil 4. Hipofizin adenohipofi z kısm ında Calbindi n-O 28k immunoreaktivi tesi (okla r). immunohistokimyasal boyama, X
400.

-

Şekil 5. Böbrekler in tubulus distalislerinde Calbindin immunoreaktivilesi (aklar). immunohistokimyasal boyama, X 400.
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hücrelere ras tJanmadı. Pankreas ın endakrin bö­
lümünü o luşt uran Langerhans adacıklarında az sa­
yıda ve zayıf calbi ndm immunoreaktivitesi gösteren
hücrelere rastlandı (Şe kil 3).

Hipolizin aden ohipafiz bölümünde de az sa­
y ıda calbindin pozitivitesi göste ren hücre tespit
edildi (Şeki l 4).

Adrende calb indin immunoreaktivitesine sahip
hücreler görülmem ekle birlikte; böbreklerin ruburus
distaliste rinde zayıfta olsa immunoreaktiviteye
rastland ı (Şe kil 5) .

Tartışma ve So nuç

Birçok hormon direkt veya indirekt yolla kal­
siyum meta bolizmas ını etki lemektedir. Bu hor­
monlara parathormon ve kalsitenin (Copp, 1964),
sekretin, (Isenberg ve ark.. 1973; Windeck ve ark..
1978), tiroto uyarıc ı hormon (TSH) / tirele hor­
mon ları (Sar ve ark.,1980), gastrin ve ko­
lesistokinin (Care ve ark.,1971; Cooper ve ark.,
1972), glukagon (Birge ve Aviali , 1969), ka­
t eşotarr u nl er (Fischer ve ark. , 1973) ve histamin
(Kaplan ve ark., 1976) dahildir. Bunun yanıs ıra, bu
hormonların bazılarını üreten endokrin hücre ler, ör­
neğin ; parali raid hormonu , tiroksin , TSH, no­
radrenalin ve gastrin, seçici ola rak kalsiyum dü­
zenleyici hormo n 1,25{OH)2 D tarafından

tutulmaktad ı r (Deneker ve Tja lve, 1973; Stumpf ve
ark., 1979; Clark ve ark., 1980).

Calbindin' in normal sentezi için kan kalsiyum
düzeyin i düzenleyici hormonuna ihtiyaç vardı r. Bu
protein, calmodulin protein ailes inin bir üyesi olup
hayvansal dokularda yayg ındır. Fakat bu protein
sadece bazı türlerin spesif ik hücrelerinde bulunur.
Bu sebeptendir ki, kemrricnerin retinasında bu­
l unmad ı ğ ı halde, ka rnivorla rların retirtas ı calbind in
immunoreaktivitesi içerir (Verstappen ve ark.,
1986) ve ayn ı zamanda beyindeki spes ifik kortikel
nöronlarda da calbindinin varl ığı na rastlanmıştır

(Jande ve ark., 1981a; Roth ve ark., 1981). Bazı

dokularda ö rneğin tavuk bağırsağında ve rat böb­
reğinde 1,25(OH)2 D calbindin sentezini düzenler.

Pankreas ve tavuk böbreğind e ise 1,25(OHb D

yokl uğu nda bile calbindin sentezi gerçekleşi r. Be­
yinde ise bu prote inin sentezi için1,25(OH)z D' ye
ihtiyaç yoktur.

Calbindin, bağ ırsak ve böbrek epitel hüc­
relerinde kalsiyum iletiminin gerçekleşmesi için ge­
reklidir (Wasserman ve ark., 1978). Pank reasfakt
B hücrelerinde, kalsfyurn un etkisiyle insül in sal­
gılanmasına yol açtığı (Roth ve ark., 1982), nö­
ranlarda ise intrasellüler kalsiyum tamp onu olarak
etki gösterdiği ileri s ü rülm üştü r (Jande ve ark.,
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insanlarda ve bir çok hayvan türler inde olduğu

gibi bu çatışmada da Calbindin-O 28k im­
munoreaktivitesine, kobaylarm tirold ve hipolizl eri gibi
bazı endok rin bezfertnde . mide ve pankreaslarındak i

endakrin hücre lerinde ve böbreklerind e rastlandı. Bu
bulgu lara dayanı larak calb indin in, kalsiyum me­
tabolizması üzerine etki eden bazı end okrin bez epi­
tel hücrelerinde kalsiyum homeostasisinin dü­
zenlenmesi üzerine etkisinin olabileceğini veya
nöronlarda olduğ u gibi endokrin hücrelerde de int­
raseüöıer kalsiyum tamponu ben zeri bir görev yaptığ ı

sonucuna varıldı. Bununla beraber bu endokrin bez
epitel hücrelerinde (tiroidde C hücreleri, rmoeoe ECL
hücreleri , pakreasta alfa ve beta hücreleri, hipafizde
TSH hücreleri ) salgı lanan ve kalsiyum me­
tabolizmasında etkili olan hormonlar ile Calbindin-O
28k'nın aynı anda ve aynı hücrelerde im­
munohistokimyasal yöntemlerle belirlenmesinin bu
görüşü destekleyeceği kanısındayı z .
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