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Ozet

Bu ¢alismanin amaci, yenidogan streptozotosin (yd-STZ) diyabet modelinde, erken donemlerde beta hiicre rejenerasyonunu
takip etmek amaciyla, insdlin, pankreatik duedonal homeobox gen-1 (pdx-1) ve sinaptofisin gen ekspresyonlarini hem adacik
ici hem de adacik disi hiicrelerdeki dagilimlarini tespit etmektir. Ayrica STZ uygulamasi ile bozulan adacik diizeninin yeniden
yapilanmasinda, endokrin hiicrelerin roliini arastirmaktir. Calismada, her birinde 7 adet Wistar albino yenidogan sicanlardan
olusan 8 grup olusturuldu. 4 gruba dogumun 2. giinii 100 mg/kg tek doz STZ (yd2-STZ) uygulamasi yapildi ve gruplar sirasiyla
dogumun 3., 5., 7. ve 10. giinlerinde saglikli kontrol gruplari ile birlikte dekapite edildiler. Alinan pankreas dokulari % 10’luk
formolde tespit edilerek parafine gomiildii. Doku kesitlerine instilin probu kullanilarak in situ hibridizasyon yéntemi, ayrica insu-
lin, glukagon, somatostatin, sinaptofisin, pdx-1 antikorlari kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yontemi uygulandi. STZ
uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gére adaciklarin kiigiildiigti, Yd2- STZ diyabetik gruplarda insiilin mRNA sinyallerini
iceren hiicrelerin kapladigi alanin, insiilin immin pozitif hiicrelerin kapladigi alandan daha az oldugu gorilda. Yd2-STZ grupla-
rinda adacik igerisindeki immiin pozitif pdx-1 hiicrelerinin kontrol gruplara gore azaldigi ayrica tiim deney gruplarinda adaciklardaki
tim endokrin hiicrelerin sinaptofisin ekspresyonu yaptiklari tespit edildi. STZ uygulanan gruplarda ekzokrin doku ve kanal epiteli
icerisinde gok sayida sinaptofisin immiin pozitif hiicrelere rastlandi. yd2-STZ modelinde, STZ'nin neden oldugu beta hiicre
hasarinin en fazla gorildigi giintin yd-2 STZ 5 giinltk grup oldugu ve 5. giinden baslayarak 7 ila 10. gtinler arasinda hizli bir
rejenerasyonun meydana geldigi, sinaptofisin ve pdx-1‘in birlikte, olasi dnciil hiicrelerin endokrin hiicreye dontsiimiini tespit
etmek icin iyi birer belirte¢ olacaklari sonucuna varildi.
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The expression of genes that regulat pancreatic beta cell regeneration in neonatal streptozotocin diabetic model

Abstract

The aims of this study are to determine distribution of gene expression of insulin, pdx-1 and synaptophisin in both intra and
extra islet cells, to determine the role of the endocrine cells in the remodelling of islets that was damaged with STZ treatment
in the early stages of the neonatal STZ (n-STZ) diabetic model. In this study 8 groups each containing 7 neonatal Wistar albino
rats were established. On the second day after birth 100mg/kg STZ (n-STZ) was given four groups. Each group was decapitated
on the 3rd, 5th, 7th and 10th day respectively together with the healthy control groups. Pancreas tissue was fixed in % 10
formaline and embedded in paraffin. Digoxigenin labeled insulin was used for in situ hybridization. Insulin, glucagon, somatostatin,
synaptophisin and pdx-1 antibodies were used for immunohistochemistry on serial parafine sections. Islet sizes of STZ treated
groups were smaller than control groups, while the area containing insulin mRNA signal positive cells in n-STZ diabetic group
were smaller than controls. Although pdx-1 immunopositive cells were decreased in STZ diabetic groups compared to control
groups. Numerous synaptophysin positive cells were detected in the lining of duct epithelium as well as exocrine tissue in the
STZ diabetic groups. Beta cell destrucition was in the highest level in n-STZ 5 days group, and an effective beta cell regeneration
occured between 7 th and 10 th day of the experiment. Synapthophysin and pdx-1 may be a useful marker in the detection of
precursor cells transforming to {3 cells.
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D iabetes mellitus, pankreatik beta () hiicrelerinin kay- nin cogalma kapasitesinin yetersiz kalmasiyla ortaya gikan
b1 ya da fonksiyonlarinin bozulmasi nedeni ile § hiicreleri- bir hastaliktir. Diyabetik hastalardaki normal f hiicre kiit-
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deneysel modeller kullaniimaktadir [2-4]. Tip Il diyabetine
en yakin model olarak gelistirilen “Yenidogan Streptozoto-
sin (STZ) Modeli”nde yeni dogan sicanlara dogduklarinin
1 ile 5. glinleri arasinda segilen bir glinde, diyabetojenik
ajan olan STZ tek doz olarak enjekte edilerek p hiicrelerinin
haraplanmasi hedeflenmektedir [5-9]. STZ enjeksiyonunu
takiben yeni dogan sigcanlarin (3 hiicrelerinde 10-20. giin-
lerde hizli bir regenerasyonun gergeklestigi hem morfolojik
olarak hem de proliferasyon indeksi 6l¢tilerek saptanmis,
yetiskin donemde ise neogenezin ¢ok sinirli bir durumda
devam ettigi ileri stirlilmstir [4, 6].

B hiicre eksikligi ya da kaybir ile ortaya ¢ikan diyabetin
tedavisinde, adacik hiicre gelisim mekanizmasinin ve re-
jenerasyonunun bilinmesi yeni beta hiicrelerinin olusumu-
nu uyaricl mekanizmalarin bulunmasi oldukca 6nemlidir.
Memelilerde pankreas ve karaciger gibi organlar giigli
rejenerasyon potansiyeline sahiptirler [10]. Pankreasin bir
kisminin ¢ikarilmasi, pankreatik kanalin baglanmasi ya
da STZ uygulamasi gibi cesitli deneysel modeller ile §
hiicrelerinin yenilenmesinde degisik mekanizmalarin isle-
digi gosterilmistir [11-13]. B hiicre neogenezinin, adacik
icerisindeki mevcut beta hiicrelerinin replikasyonu ile
veya ekzokrin doku icerisinde asiner hicrelerin ya da
farklilasmig kanal epitel hiicrelerinin  hiicresine dontistimii
ile gerceklestigini gosteren degisik arastirmalar vardir [13-
15]. Son yillardaki arastirmalar ile pankreas adacik endokrin
hiicrelerin bir takim 6ncil hiicrelerden de gelisebilecegi
ileri strilmustdr [16].

Birgok transkripsiyon faktori, biiylime faktorleri ve
peptidlerin, ekzokrin ve endokrin pankreasin idamesinde,
proliferasyon ve farklilasmasinda etkin oldugu ileri stiriil-
mektedir [10]. Kismi pankreatektomi modeli ile yapilan
calismalarda transkripsiyon faktorlerinden birisi olan pank-
reatik duodenal homeobox-1 (pdx-1)’in beta hiicre farkli-
lasmasinda rol oynadig ileri stirilmektedir [17]. Pdx-1,
esas olarak embriyonal dénemde pankreas gelisiminde
rol oynayan ¢ok énemli bir transkripsiyon faktortdiir. Pdx-
1"in eriskin dénemdeki ekspresyonu 6zellikle B hiicresinde
ve ¢ok az sayidaki somatostatin hiicrelerinde tespit edil-
mistir [18-20].

Sinaptofisin, noron ve endokrin hiicre vezikilerinin
onemli integral membran glikoproteinidir [21,22]. Normal
ve neoplastik ndroendokrin hiicrelerde eksprese edildigi
tespit edilmistir [21]. Normal kosullarda pankreasin tiim
endokrin hicrelerinde eksprese edilirlerken, kanal epitel
hiicrelerinde ve asiner hiicrelerde eksprese edilmezler.
Bu hicrelerdeki ekspresyonlari hiicrelerin nérendokrin
hiicre 6zellikleri kazandiklarini gésteren bir belirteg olarak
kabul edilir [23].

Bu calismada, yenidogan STZ diabet modelinde, erken
donemlerde B hiicre rejenerasyonunun, instilin gen ekspres-
yonunun protein ve mRNA diizeyinde tespit edilmesi,
adacik digi hiicrelerden kaynaklanan $ hiicrelerinin tespiti
icin immunohistokimyasal yontem ile pdx-1 ve sinaptofisin
ekspresyonu yapan hiicrelerin saptanmasi, yenilenme sii-
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recinde bozulan adacik diizeninin yeniden yapilanmasinda
endokrin hiicrelerin (insdlin, glukagon ve somatostatin
hicrelerinin) roliintin immiinohistokimyasal boyama son-
rasinda morfometrik yontemlerle tespit edilmesi amaglandi.

YONTEM ve GERECLER

Calismada istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Laboratuvari’'ndan
temin edilen Wistar tipi albino sicanlardan Uretilen yeni-
dogan sicanlar kullanildi. Yeni dogan siganlar dogumu
takiben 48 saatlik olduklarinda deney gruplarina alindilar.
Herbiri 7 sicandan olusan 8 adet deney grubu olusturuldu.
Deney Gruplari: Dogumu izleyen 2.gtinde ilk 4 gruba se-
rum fizyolojik i¢inde eritilmis [24] 100 mg/kg streptozotosin
(STZ, Sigma, USA) intraperitonal (i.p) tek doz olarak uygu-
landi. Dogumu izleyen sirasiile 3., 5., 7. ve 10. glinlerde
saglikli kontrol gruplari ile birlikte dekapite edildiler.

Morfolojik uygulamalar: Deney bitiminde alinan pank-
reas dokulart % 10’luk nétral formol ile tespit edilip pa-
rafine gomildi. 4 um kalinliginda alinan parafin doku
kesitlerine, insiilin, somatostatin, glukagon, sinaptofisin
ve pdx-1 antikorlart kullanilarak streptavidin-biotin-perok-
sidaz yontemi ile immunohistokimya uygulandi. Ayrica
instilin mRNA'larini saptamak amaciyla, digoksigenin isa-
retli instilin oligo probu kullanilarak in situ hibridizasyon
yontemi uygulandi.

immiinohistokimyasal boyama: immiinohistokimyasal
boyama igin “Histostain Plus Bulk Kit” kullanilarak (Zymed,
USA) ve “UltraVision Large Volume Detection System
Anti-Mouse, HRP” (LabVision, USA) kitleri kullanildi.
“UltraVision Large Volume Detection System Anti-Mouse,
HR”P ile fare monoklonal insilin (1:1500) (Sigma, USA),
fare monoklonal glukagon (1:3500) (Sigma, USA) antikorlari
ve fare monoklonal antikoru Sinaptofisin Ab-2 (Clone
SYP02) (Neomarkers, USA), Histostain Plus Bulk Kit ile
tavsan poliklonal somatostatin (1:75) (Zymed, USA) ve
tavsan poliklonal pankreas duedonal homeobox-1 (1:500)
(Prof.Dr.CV Wright, Vanderbilt Universitesi, ABD; tarafindan
hediye edildi.) antikorlari boyandi. Kit icinde tavsiye edilen
boyama islem sirasi takip edildi.

Boyama 6zgtilliglintin kontroli: Negatif kontrol olarak
kullanilan kesite immiin boyama islemindeki birincil anti-
kor yerine PBS damlatilarak bu adim atlandi. Diger adimlar
aynen uygulandi.

insitu hibridizasyon yontemi: insiilin mRNA'sini tespit
etmek amaci ile, 5" ucu digoksigenin ile isaretlenmis 6
adet 30 merlik diziden olusan oligoprob (prob dizisi R&D
firmasi tarafindan diizenlenmigtir. http:/Awww.rndsystems.com)
karisimi kullanildi. Paraformaldehit ile tespit edilmis doku
kesitleri icin uygulanan ISH ¢alisma protokoli [25], bu
calismada % 10’luk nétral formol ile tespit edilmis pankreas
doku kesitlerine uygulandi.

Boyama 6zgiilligliniin kontroli: Negatif kontrol olarak
kullanilan doku kesitine ISH yontemi aynen uygulandi,



sadece hibridizasyon asamasinda kesit tzerine iginde
insiilin probu olmayan hibridizasyon tamponu konuldu.
Adacik Boyut Ol¢iimii: Tiim gruplarda pankreas doku
kesitlerindeki adaciklarin alanlari “Leica IM50 Version
4,0” programi yardimi ile hesaplanip biyiikliklerine gore
kiiciik (<5000 um?), orta (>5000-10000 um?) ve biiyik
(> 10000 um?2) olarak siniflandirildilar (26). Ayni program
kullanilarak adacik toplam alani (um?) ve immiin pozitif
(insdilin, glukagon) ve insiilin MRNA sinyali tasiyan hiicre-
lerin kapladigr alan (um?) 6lgiildi. Birbirlerine oranlanarak
hiicrelerin adacik icerisinde kapladigr alanin yiizdesi he-
saplandi. Tim kesit Gizerinde immiinohistokimya yontemi
ile isaretlenen pdx-1 ve somatostatin immiin pozitif hiicreler
sayildr.

Istatistiksel yontemler: Calismadan elde edilen verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde, tek yonli varyans
analizi ve Kruskal Wallis testi kullanildi. ikili kiyaslamalarda
Dunnet, Dunn ve Bonferroni testleri kullanildi. Anlamlilik
seviyesi p<0.05 olarak alindi.

BULGULAR

Adacik boyutu: Morfometri kullanarak elde edilen adacik
alan olciimlerine gore adaciklar 3 boyuta ayrilarak sinif-
landinldi. STZ uygulanan tiim gruplar (STZ3, STZ5, STZ7
ve STZ10) saglikli kontrol gruplari ile kiyaslandiginda ada-
ciklarin boyutlarin kigtldigi gozlendi (Tablo 1).

in situ hibridizasyon (ISH) yéntemine ait bulgular: Sag-
likl kontrol gruplarina ait adaciklarda merkezi olarak yer-
lesmis instilin MRNA sinyalleri iceren { hiicreleri saptandi
(Tablo 2). Yd2-STZ uygulanan 3 glinliik grupta ise adacikla-
rin kontrol grubundaki gibi blyiik boyutta fakat daha az
sayida insiilin mRNA sinyali veren hiicreler icerdikleri
gorildi (p<0.001) (Tablo 2) (Sekil TA-1B). Yd2-STZ uygu-
lanan 5 gunliik grupta adaciklarin kontrole gére hem kii-
¢lik boyutta olduklari hem de ¢ok az sayida insiilin mRNA
sinyali pozitif hiicreler icerdikleri ( p<0.001) gorildi (Sekil
1C-1D) (Tablo 2). STZ uygulanan 7 giinliik grupta ise
pankreas kanallarinin gevresinde ¢ok sayida kiigiik adacik-
larin yerlestigi gorildi. Bu gruba ait bazi adaciklarda
siddetli instilin mRNA sinyalleri iceren  hiicrelerinin da-
ha az alan kapladigi goriilirken bazi adaciklarin ise kont-
role gore kigiik fakat insiilin mRNA sinyallerine sahip
hiicrelerle dolu oldugu gorilda (Tablo 2) (Sekil 1F-1H).
STZ uygulanan 10 giinlik grupta adaciklarin kontrole
gore kiicik boyutta olduklarr gorildi. Bu gruptaki bazi
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adaciklarin az sayida insiilin mRNA sinyali pozitif beta
hiicreleri icerdigi bazi adaciklarin ise kontrol grubundaki
adaciklar gibi insiilin mRNA'si pozitif hiicreler ile dolu
oldugu gorildi (p<0.01) (Tablo 2) (Sekil 1I-1L). Ayrica
STZ uygulanan gruplarda kanal ¢evresinde ve ekzokrin
doku igerisinde pozitif insiilin mRNA sinyalleri veren hiic-
reler goraldi (Sekil 1E, TH).

immiinohistokimyasal bulgular

insdilin: insiilin Gireten B hiicreleri normal kosullarda
adacik merkezine yerlesmis olarak gozlenir. insiilin antikoru
ile yapilan immunohistokimya sonuglarina bakildiginda
in situ hibridizasyon sonuglart ile paralelik gosterdigi go-
rildi. STZ uygulanan tiim gruplarda saglikl kontrolleri
ile kiyaslandiginda adacik igerisinde immiin pozitif beta
hiicrelerinin kapladigi alanin azalmis oldugu, 7 ve 10
glinlik gruplarda bazi adaciklarin kontrol gruplarina ait
adaciklara benzer bigcimde insilin pozitif hiicreler ile dolu
oldugu gozlendi (Tablo 2) (Sekil 2E-2H). STZ uygulanan
gruplarda ekzokrin doku igerisinde ve pankreas kanallari
gevresine yerlesmis insiilin immiin pozitif hiicreler ve ki-
¢lik adaciklar gozlendi (Sekil 2H).

Glukagon: Normal kosullarda glukagon hiicreleri ada-
ciklarin periferinde yerlesik olarak bulunurlar. 3, 5, 7 ve
10 giinlik saglikh kontrol gruplarinda glukagon hiicreleri-
ninin adacik periferine yerlestikleri goriilda (Sekil 3A, 3C,
3E, 3G). Dogumun 2. giinii STZ uygulanan 3, 5 ve 7 giin-
[tk gruplarda ise bu diizenin degistigi, glukagon hiicreleri-
nin adacik periferinden adacigin merkezine dogru dagilim
gosterdigi ve adacik icerisinde kapladiklari alanin arttig
gozlendi (p<0.001) (Tablo 2) (Sekil 3B, 3D, 3F). Yine bu
gruplarda ekzokrin doku igerisinde, kanal epitelinde ve
kanal gevresinde glukagon pozitif hiicre ve hiicre kiimeleri
gozlendi. STZ uygulanan 10 giinliik grupta, kontrole gore
daha kiiglk boyutlu fakat glukagon pozitif hiicre yerlegimi
agisinda kontrol grubuna benzer goriiniime sahip ¢ok sa-
yida adaciklara rastlandi. Bazi adaciklarda ise diger STZ'li
gruplarda oldugu gibi glukagon pozitif hiicrelerin sayisinin
arttigi ve adacik merkezine dogru yerlesim gosterdigi tespit
edildi (p<0.01) (Tablo 2) (Sekil 3H). Adaciklarda B hiicre-
lerinin kapladigr alan yd2-STZ ve saghkl kontrol gruplari
kendi aralarinda kiyaslandiginda 3 giinliik kontrol grubuna
gore 7 ve 10 giinlik gruplar, 3 giinliik yd2-STZ grubuna
gore ise 5 ve 7 glinlik gruplarda istatistiksel olarak anlamli
bir artis saptandi (Tablo 2).

Somatostatin: Somatostatin hiicreleri adaciklarin perife-

Tablo 1. Adaciklarin boyutlarina gore deney gruplardaki dagilimlar.

K3 % STZ3 % K5 % STZ5 % K7 % STZ7 % K10 % STZ10 %
Biiyiik 58 46 29 0 31 4 15 12
Orta 26 31 52 6 31 28 55 41
Kiiciik 16 23 19 94 38 68 30 47

STZ; Streptozotosin uygulanan, K; Saghkh kontrol
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rinde yerlesik olarak bulunurlar. 3, 5, 7 ve 10.gtin saglikli
kontrol gruplarinda ince bir sitoplazmaya sahip somatosta-
tin hiicrelerinin adacik periferine yerlestikleri goriildi (Se-
kil 4A-4D). STZ uygulanan gruplarda adacik boyutlarinin
kiiglildtgli ve somatostatin immin pozitif hiicrelerinin
hipertrofik olduklari gorildi (Sekil 4E-4H). Ayrica ekzokrin
dokuda ve kanal epitelinde (Sekil 4G) somatostatin immiin
pozitif hiicrelere rastlandi. STZ uygulanmis 5 ve 10 giinltik
gruplarda saglikh kontrol gruplarina gére adacik igerisinde
somatostatin immiin pozitif hiicre sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptandi (Sekil 7).

Pdx-1: Pankreas doku kesitlerinin immiinohistokimyasal
boyanmasi sonucu, nukleuslari boyanan hiicreler pdx-1
pozitif hiicreler olarak degerlendirildi. Dogumun 2.glini
100mg/kg STZ uygulanmus 3, 5 ve 7 glinliik yavru siganlarin
olusturdugu deney gruplarina ait pankreas doku 6rnekleri
kontrol gruplari (Sekil 5A-5C) ile kiyaslandiginda adaciklar-
daki pdx-1 immiin pozitif hiicre sayilar bakiminda aralarin-
da cok ileri derecede anlamli olarak azalmis oldugu goriil-
dii (p<0.001) (Tablo 2) (Sekil 5D-5F) Bu azalma ozellikle
5 glinliik grupta cok belirgin olarak gozlendi (Sekil 5F).
STZ uygulanmis 10 giinliik grupta bazi adaciklardaki hiic-
re nukleuslarinin kontrol grubunki gibi biiyiik kisminin
pdx-1 immiin pozitif oldugu goriiliirken bazi adaciklarinda
daha az sayida pdx-1 immiin pozitif hiicre igerdigi gdzlendi
(p<0.01) (Tablo 2) (Sekil 5H). Yd2-STZ 5, 7 ve 10 giinliik

gruplarda ekzokrin doku icerisinde dagilmis tek tek veya
2-3 hiicreden olusan pdx-1 immiin pozitif hiicre kiimeleri
ve 5 ile 15 adet hiicreden olusmus ¢ogu pdx-1 pozitif
hiicrelerin olusturdugu kiiciik adaciklar saptandi. Ekzokrin
doku igerisindeki pdx-1 immin pozitif hiicre sayisi baki-
mindan kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlaml
bir artis oldugu tespit edildi (Tablo 2).

Sinaptofisin: Tim kontrol pankreas doku kesitlerinde,
adaciklarin tamami sinaptofisin immin pozitif reaksiyon
verirken ekzokrin doku igerisinde az sayida sinaptofisin
pozitif kiiciik adacik ve hiicre kiimelerine rastlandi (Sekil
6A, 6C, 6E, 6Q).

Dogumun 2. glinii STZ uygulanmis gruplarda da adacik-
larin tamami sinaptofisin pozitif olarak gozlenirken, 3 giin-
[tk grupta diger gruplarla kiyaslandiginda ekzokrin doku
icerisinde daha az sayida 3-4 hiicreden olusan endokrin
hiicre kiimeleri ve ayrica pankreatik sinir uzantilari gdzlendi
(Sekil 6B). STZ 5 ve 7 giinliik gruplarda adaciklarin kontrol-
lere gore daha kiiciik oldugu, ekzokrin doku icerisinde,
kanallarin gevresinde 3-4 hiicreden olusan endokrin hiicre
kiimeleri ve kiiclik adaciklar goriildi. Ayrica kanal epiteli
cevresinde sinaptofisin pozitif hiicrelere rastlandi (Sekil
6D, 6F). STZ 10. gilin grubununda diger STZ uygulanmis
gruplarla benzer bulgulara sahip oldugu, farkli olarak k-
ciik adaciklarin daha fazla sayida oldugu gozlendi (Sekil 6H).

Tablo 2. Saglikli kontrol ve yd-STZ gruplarina ait verilerin istatistiksel degerlendirilmesi.

Grup (n*:7) 3 giinliik 5 giinliik 7 giinliik 10 giinliik
insiilin ISH (+) hiicre alani Kontrol 67 + 60 69 +5 70 + 80 71+ 72
(%) STZ 24 + 807 10 = 42 34 + 18 48 + 20bc
insiilin IHK (+) hiicre alam Kontrol 71 %5 70 +5 68 + 8 69 + 11
(%) STZ 50 + 122 19 + gad 39 +142¢ 63 +11¢
Kiiciik adacik ici insiilin Kontrol 3 (n:12) 3,5 (n:15) 4 (n:16) 4 (n:15)
IHK (+) hiicre STZ 5(n:21) 3 (n:21) 3 (n:29) 3.5 (n:36)
Ekzokrin pankreas insiilin Kontrol 8 10 11 13
IHK (+) hiicre sayisi STZ 12b 16 b 16 b 20"
Glukagon IHK (+) hiicre alani Kontrol 23+8 24 +7 32+8f 30 + 98
(%) STZ 39+12 57 +0.19%¢ 51 +15%2 42 + 15P
Adacik ici Pdx-1 Kontrol 41 24h 25h 27
IHK (+) hiicre sayisi STZ 23a 64 7 adj 15.52
Kiiciik adacik ici Pdx-1 Kontrol 3 (n:23) 4 (n:23) 4 (n:25) 4 (n:23)
IHK (+) hiicre sayisi STZ 50km (n:11)  2b (n:29) 31 (n:24) 5" (n:28)
Ekzokrin pankreas Pdx-1 Kontrol 7 8 9 7
IHK (+) hiicre sayis STZ 9 15¢b 14bk 132

n: Bir kesit Gizerinde sayilan kiigiik adacik sayisi , n*:Sayilan kesit sayisi.IHK; immiinohistokimya, ISH; in situ hibridizasyon.

2p<0.001, Pp<0.01, 1p<0.05; saglikli kontrol gruplarina kiyasla, ©p<0.01, 4p<0.001, ©p<0.05 yd2-STZ 3 giinliik gruba kiyasla, fp<0.01,
8p<0.05, "p<0.001 kontrol 3 giinliik gruba kiyasla, Jp<0.01; 10 giinliik STZ uygulanmis gruba kiyasla kp<0.001, 'p<0.01; yd2- STZ 5
glinlik gruba kiyasla. Mp<0.01,"p<0.05; yd2- STZ 7 giinliik gruba kiyasla.
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Sekil 1. Pankreas doku kesitlerinde in situ hibridizasyon yéntemi ile insiilin mRNA sinyallerinin gosterilmesi. 3, (1A), 5 (1C), 7 (1F) ve 10
(11) gtinltik kontrol gruplarinin adaciklarinda instilin mRNA sinyalleri iceren hiicreler ile dolu oldugu gériiliirken, 3 (1B), 5 (1D-1E), 7 (1H)
ve 10 (1K) gtinlik yd2-STZ gruplarinda adaciklarda daha az sayida instilin mRNA sinyalleri iceren hiicreler goriilmekte. 7 (1G) ve 10 (1L)
glinliik yd2-STZ gruplarina ait bazi adaciklar kontrolerine benzer oldugu goriilmekte. Kanal epiteli (1) ve ekzokrin doku (A) icerisinde
instilin mRNA sinyali tastyan hicreler goriilmekte. Bar: 20pm.

N,
2B el s AN AN
Sekil 2. Gruplara ait pankreas adacik merkezine yerlesmis immiin pozitif hiicreler gosterilmekte. 3 (2A), 5 (2C), 7 (2E) ve 10

(2G) guinliik kontrol gruplari, 3 (2B), 5 (2D), 7 (2F) ve 10 (2H) giinlik yd2-STZ gruplari. Kanal epitel hiicresi (1) ve ekzokrin
hiicre (A). Zit boya: Hematoksilen. Bar: 20pm.
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Sekil 3. (3A) 3giinlik, 3C) 5 giinliik, (3E) 7gtinlik ve (3G) 10 giinliik saglikli kontrol

gruplarina ait pankreas kesitlerinde
adaciklarin periferine yerlesmis glukagon immiin pozitif hiicreler gériilmekte. STZ uygulanan gruplarda sirasi ile (3B) 3 giinliik,

(3D) 7 guinlik, (3F) 7gunlik ve (3H) 10 giinliik gruplarda glukagon immiin pozitif hiicrelerin adaciklarin merkezine dogru
yerlesim gosterdikleri gorildi. Kanal epitel hiicresi (1) ve ekzokrin hiicre (A).Zit boya: Hematoksilen. Bar: 20pm.

Sekil 4. 3 (4A), 5 (4B), 7 (4C) ve 10 (4D) giinlik saghkl kontrol gruplarinda adacik periferinde somatostatin immiin pozitif
hiicreler goriilmekte. Dogumun 2. giini STZ uygulanmig 3 (4E), 5 (4F), 7 (4G) ve 10 (4H) glinliik gruplarda ise adacik icerisine
dagilmis hipertrofik somatostatin immiin pozitif hiicreler gériilmekte. (4G) STZ uygulanan 7 giinliik grupta kanal epitelinde
(1) ve ekzokrin doku icerisinde (A) immiin pozitif hiicreler goriilmekte. Zit boya: Hematoksilen. Bar: 20pm.
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Sekil 5. 3 (5A), 5 (5C), 7 (5E) ve 10 (5C) glinliik saghkl kontrol gruplarina ait pankreas doku kesitlerinde, adaciklarda pdx-1
immiin pozitif nukleus iceren hiicreler goriilmekte. Dogumun 2.giini STZ uygulanan 3 (5B), 5 (5D), 7 (5F) ve 10 (H) giinliik
gruplarda adaciklarin icerisinde kontrole gore daha az sayida immiin pozitif hiicreler goriilmekte. Kanal epitel hiicresi (1)
ve ekzokrin hiicre (A). Zit boya: Hematoksilen. Bar: 20pum.

Sekil 6. 3 (6A), 5 (6B), 7 (6C) ve 10 (6D) giinlik saglikli kontrol gruplarina ait pankreas doku kesitlerinde adaciklarin
sinaptofisin immdiin pozitif hiicreler ile dolu oldugu goériilmekte. STZ uygulanan 3 (6E), 5 (6F), 7 (6G) ve 10 (6H)
glinliik gruplarda adaciklarin disinda kanal epiteli gevresinde (*), ekzokrin doku i¢inde immiin pozitif endokrin
hiicreler, hiicre kiimeleri (1) ve sinir uzantilari (A) gorilmekte. Zit boya: Hematoksilen. Bar: 20pm.
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Somatostatin immiin pozitif hiicre say

8
7 .
6 .
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4 K¢tk Ada
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Kont 3 STZ 3 Kont 5 STZ 5 Kont7  STZ7 Kont10  STZ 10

Gruplar

Sekil 7. Tiim gruplara ait adacik, kiigiik adacik ve ekzokrin doku igerisindeki somatostatin immdin pozitif hiicre sayilari.

TARTISMA

Diyabette hasarlanan f hiicrelerinin yeniden kazanilmasi
tzerine gesitli deneysel modeller ile calisiimaktadir. Bu
uygulamalardan birisi de yeni dogan streptozotosin (yd-
STZ) diyabet modelidir. STZ ile uyarilan hasar sonrasinda
beta hiicre rejenerasyonu ya adacik i¢indeki mevcut beta
hiicrelerinin replikasyonu ya da adacik dist 6nciil hiicreler
yolu ile olabilir [5, 13, 27, 28].

Yd-STZ uygulamasinda farkli yéntemler kullaniimaktadir.
STZ uygulamasinin; deney hayvaninin tiiriine ve STZ'nin
uygulama giinlerine gore (dogduklari giin ile 5. giinler
arasinda), ayrica STZ dozunun farkhligina gére modelin
diyabet olusum siddetini ve adacik rejenerasyonu lizerine
farkli sonuglar ortaya ¢ikardigr gesitli galismalar ile gos-
terilmistir [9, 13, 29]. Wang ve ark. [29] Wistar sicanlara
dogduklari giin (0.), 2. ve 5. giin 100 mg/kg dozunda STZ
uygulamasi yapmislar, yd0’da STZ uygulanan siganlarin
2. glin % 90 beta hiicre kaybu ile hiperglisemik olduklarin,
6. haftada kontrole yakin sekilde normoglisemik olduklarini
belirlemislerdir. Beta hiicreleri dogumun ilk giinii degilde
2. veya 5. glinde harap edilirse beta hicre rejenerasyonu-
nun hizla distiglini ve siganlarda 3. haftada glukoz into-
leransi gelistigini saptamiglardir. Dogumun ilk giind, 2.
veya 5. glinlerde STZ uygulamasi yapilan gruplarda beta
hiicre hacminin (kapladiklari alan) ayni olmasina ragmen
hiicre sayisina bakildiginda yd2. ve yd5. giin STZ uygu-
lanan gruplarin beta hiicre sayilari yd0.glin diyabet yapi-
landan daha az oldugunu saptamislardir. Bunun sebebinin
ise 2. ve 5. glin diyabet yapilan gruplarda beta hiicrelerinin
hipertrofik olmalarina baglamiglardir. Ayrica bu iki grupta
bromodeoksiliridin isaretli beta hticre sayisinin yd-0 gru-
bundan anlamli olarak diisiik oldugunu saptamislardir.
Bu grupta 6. haftaya kadar beta hiicre proliferasyonunun
artig gosterdigi, 6. haftadan sonra beta hiicrelerinin boyutca
genisledigi fakat sayi artisinin olmadigini gézlemislerdir
[29].
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Bir bagka calismada saglikli ve dogumun 12. saatinde
STZ uygulanmis yenidogan Wistar sicanlarin, 20. giine
kadar beta hiicre hacmi, sayisi ve proliferasyon aktivitelerini
Olgmisler ve kontrol sicanlarda ilk 5 giine kadar beta hiic-
re hacminin 3 kat arttigi fakat total beta hiicre hacminin
5. glinden itibaren 20. gline kadar degismeden kaldigini
gozlemislerdir. STZ uygulanan yeni doganlarin beta hiicre
sayisinin 2. giinlinde kontrole gore % 90 oraninda azaldi-
gini, 20. giinde ise normal beta hiicre hacminin % 39’unu
geri kazanmis oldugunu saptamislardir. YdO-STZ grubunda,
proliferasyon indeksini, adacik ici beta hiicrelerinde normal
sicanlardan daha yiksek bulmuslar (% 9), adacik disi beta
hiicre indeksinde degisiklik gozlememislerdir. STZ'nin
adacik igi beta hiicrelerinin replikasyonunu uyardigi sonu-
cuna varmiglardir [13].

Bizim calismamizda, Wistar albino sicanlara dogumun
2. glini 100mg/kg STZ uygulamasi ile olusturulan yd2-
STZ diyabet modeli kullanildi [5, 9]. Yd2-STZ diabetik
sicanlarin dogumun 3., 5., 7. ve 10. giinlerindeki adacik
icinde immiin reaksiyon veren beta hiicrelerinin kapladig
alan kontrol gruplari ile kiyaslanarak degerlendirildi. 3,
5 ve 7. glinlerde adacik i¢indeki beta hiicrelerinin kapladig
alan kontrollerine gére anlamli olarak farkli bulundu. Yd2-

STZ uygulanmis 10 giinliik grupta ise kontrole gore an-
lamli fark bulunmadi. STZ uygulamasinin hemen ertesi
glint adacik i¢indeki beta hicrelerinin lzerinde etkili
oldugu (yd2-STZ 3 glinlik; % 50, kontrol; % 71), en dra-
matik etkiyi ise dogumun 5. glini uygulamadan 3 giin
sonra (yd2-STZ 5 glinliik; % 19, kontrol; % 70) gosterdigi
saptand. 7. glinden itibaren hizli bir rejenerasyon siirecine
girildi (yd2-STZ 7 giinlik; % 39, kontrol; % 68) ve 10.
glinde beta hiicrelerinin adacik igerisinde kapladiklari
alanin kontrol grubu ile benzer olduklari (yd2-STZ 10
guinlik; % 63, kontrol; % 69) gézlendi. Bu gruplarda (3,
5, 7 ve 10 giinlik yd2-STZ gruplar), adaciklarda insilin
mRNA sinyali veren hiicrelerin kapladigi alanlar degerlen-
dirildiginde, MRNA pozitif sinyal veren hiicrelerin kapladig)



alanin, insllin proteini iceren hiicrelerin kapladigi alandan
daha az oldugu tespit edildi. STZ'nin proinsiilin sentezini
engelleyici etkisine [30, 31] bagli olarak mRNA pozitif
sinyal veren hiicrelerin kapladigi alanin daha az olabilecegi
dastinaldi.

Cesitli yd-STZ modelleri ile yapilan ¢alismalarda ada-
ciklardaki glukagon ve somatostatin hiicrelerinin icerigi
ile ilgili farkli gorusler bildirilmistir. Bonner Weir ve ark.lari
[32] yd-2'de Sprague Dawley sicanlara 90 mg/kg STZ uy-
gulayarak yaptiklari calismada, glukagon ve somatostatin
hiicrelerinin STZ'den etkilenmedigini bildirmislerdir. yd-
2 STZ uygulanan sicanlarin 4 giinliik veya 6 haftalik iken
pankreas dokularr incelendiginde beta hiicresi disindaki
adacik hiicrelerinin hacimlerinin degismedigi ve kontrol
gruplari ile karsilastinldiginda somatostatin ve glukagon
iceriginin farkhlik gostermedigini ileri sirmuslerdir. Bir
baska ¢alismada, yd-4 STZ (70mg/kg) uygulanan Wistar
sicanlarin STZ uygulamasindan 2, 4, 8 ve 12 giin sonra
pankreas dokulari incelendiginde glukagon hiicrelerinde
hiperplazi oldugunu, somatostatin hiicrelerinin adacik
icerisinde kapladiklari alanin, STZ uygulamasindan 8 ve
20 giin sonra kontrol gruplarina gore anlamli farkhlik gos-
terdiklerini bildirmislerdir [26]. Li ve ark. [33], yd-1'de
85mg/kg STZ uygulanan siganlarda dogumun 4 ve 7. gi-
niinde yaptiklari incelemede somatostatin hiicrelerinin
replikasyonunun arttigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
adacik igerisindeki somatostatin ve glukagon hiicrelerine
bakildiginda ise, yd-2 STZ uygulanan 3, 5, 7 ve 10 giinlik
sicanlarda glukagon hiicrelerinin adacik iginde kapladigi
alanin Tryssen ve ark. [26] yaptig calismadaki gibi saglikli
kontrollerine gore arttigi saptandi. STZ uygulanan 3, 5,
7 ve 10 gunliik gruplarda somatostatin hiicrelerinin sayi-
sindaki artistan dolayr degil hipertrofik olduklari igin ha-
cimlerinin arttigi gézlemlendi. Bunun da STZ etkisi ile
somatostatin ekspresyonundaki artistan kaynaklanabilecegi
dustinilda. Yapilan literatlir aragtirmalarinda, kullanilan

yd2-STZ diyabet modelinde dogumun 3, 5, 7 ve 10. giin-
lerinde in situ hibridizasyon ve immiinohistokimya yon-
temleri kullanilarak insilin biyosentezini inceleyip rejene-
rasyon takibi yapan, glukagon ve somatostatin ekspres-
yonlarini inceleyip adacigin diger hiicreleri ile mevcut
beta hiicrelerini kiyaslayan bir calismaya rastlanmadi.
Bizim calismamizda bu konudaki ilk calismadir. Ke-
mirgenlerde yapilan pankreas rejenerasyon modellerinde,
erigkin pankreasinda B hiicre neogenezinin kanal epite-
linden basladig gosterilmistir [12, 34, 35]. in vitro kosullar-
da da pankreas adacik hiicrelerin farklilasmasinda pankre-
asin kanal hiicrelerinin rol oynadig bildirilmistir [15, 36].
Ayrica pankreas asiner hiicrelerinin kanal hiicrelerine de-
gistigi bircok insan ve kemirgen calismalariyla ispatlanmigtir
[1, 14]. Roman ve ark. [1], kiiltiirde sican pankreas asiner
hicrelerinin kanal hicrelerine farkhlasarak sitokeratin-7,
sitokeratin-20 ve fetal karaciger kinaz-1 eksprese ettiklerini
gostermislerdir. Hiicresel dontistim tamamlandiginda yeni
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olusan hiicrelerin nérendokrin bir belirte¢ kabul edilen
“protein gen Uriinl 9.5” (PGP9.5)"u eksprese etmeye bas-
ladiklarini bildirmislerdir. Asiner tiimor hiicre soyu AR42J’
nin de insilin Greten hiicrelere farklilasabildikleri goste-
rilmistir [37]1. Ayrica kanal baglanmasi yapilan siganlarda
ve interferon-y transgenik farelerde insilin/amilaz ikili
boyama ile immiin pozitiflik veren hiicrelerin varligi bil-
dirilmistir [38]. Song ve ark. [14] eriskin Sprague-Dawley
sicanlarin pankreasindan izole edilerek hazirlanan asiner
hiicre kilturiinde bir hafta iginde ¢ok sayidaki asiner hiic-
renin amilaz ekspresyonunu kaybederek kanal hiicre fe-
notipine donstiikleri gdstermislerdir. Daha sonra kiiltirde
instlin pozitif hiicreler gézlenmis, mevcut bulunan az
sayidaki insiilin pozitif hiicrenin sitokeratinleri de birlikte
eksprese ettigi gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak kanal
hiicrelerine degisim gosteren asiner hiicrelerin ilerleyen
donemde insiilin Ureten hiicrelere farkhlasabilecegi sonu-
cuna varilmigtir. Duitrillaux ve ark. [28] dogumun hemen
sonrasinda olusturduklar Yd-STZ-diabet modelinde, dogu-
mu takip eden 4.giiniin sonrasinda asiner parankima igin-
de ve kanal epitellerinde ¢ok sayida instilin pozitif hiicrenin
bulunusu ile bir rejenerasyonun gergeklestigini ileri stir-
miuslerdir. Movasat ve ark’lari [39], ydO- STZ uygulanan
sicanlara 5 giin insilin tedavisi yaptiklarinda tedavili ve
tedavisiz ydO- STZ gruplarinda yeni olusan tek tek beta
hiicrelerinin ya da hiicre kiimelerinin kanal epitelleri ile
iliskili olduklarini gozlemisler ve bununda kanal epiteli
icinde bulundugu varsayilan 6nciil hiicrelerin beta hiicrele-
rine fakhlagsmasi ile iliskili oldugu sonucuna varmislardir.
Suzuki ve ark. [40], % 90 pankreatektomi uyguladiklari
sicanlarda 7 giin sonra, ekzokrin doku igerisinde bulunan
sentroasiner hiicreleri incelediklerinde, biyiik sentroasiner
hiicrelerde insiilin immiinpozitif ve kiigiik sentroasiner
hiicrelerde glukagon immiin pozitifligi veren tek tek hiicre-
leri ya da hiicre kiimelerini saptamislardir. Ayrica blyiik
sentroasiner hiicrelerin bazilarinda insilin ve glukagon
proteinlerinin birlikte eksprese edildigini tespit etmislerdir.
Sentroasiner hiicrelerin beta hiicrelerine doniistiigiini
ileri sirmuslerdir.

Bizim ¢alismamizda, yd2-STZ uygulanan tiim gruplarda
ekzokrin doku igerisinde tek tek ya da birkag hiicreden
olusan insilin ya da glukagon immiin pozitif hiicreler goz-
lendi. Ayrica kanal epiteli igerisinde immiin pozitif hiicreler
gozlenirken, pankreas kanallari cevresinde kiiglik adacik-
lara rastlandi. Bu ¢alismada, ekzokrin doku ve kanal epi-
telleri igerisinde insiilin mRNA sinyali tagiyan hiicrelerinde
tespit edilmesi, ekzokrin dokudaki asiner hiicreleri ve ka-
nal epiteli icerisindeki olasi oncll hiicrelerin beta hiicresi-
ne donistiglinin bir bulgusu olarak kabul edildi.

Memelilerde glukoz homeostazi pankreasin beta hiicre-
lerinden insilin saliniminin dogru regiilasyonu icin gerek-
lidir. Salinma igin birinci sinyal, depolardaki instilin salini-
mini uyaran kan glukoz konsantrasyonundaki yukselistir.
Glukoz, ayrica preproinsiilin transkripsiyonunu ve trans-
lasyonunu ayrica mRNA stabilitesini diizenler [41-43].
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insiilin sentez ve salinimina katilan bir diger énemli

noktada insiilin gen ekspresyonunu kontrol eden trans-
kripsiyon faktorleridir [44, 45]. Preproinsiilin geninin 5’
ucu tizerine bircok calisma yapilmis ve bu bolgede 6nemli
diizenleyici elementler ayrimlanmistir. Bunlardan biri de
homeodomain transkripsiyon faktorlerinden pankreatik
duodenal homeoboxgen-1 (pdx-1)dir [44]. Pdx-1, endokrin
pankreas gelisiminde hiicre soylarinin ayrimlanmasinda
onemli rol oynamaktadir. Dogum sonrasi (postnatal) do-
nemde siganlarda 6zellikle B hiicrelerinde eksprese edilen
pdx-1'in olgun B hiicrelerinin fonksiyonlari icin gereklidir
[45, 46]. Dusuk protein diyetiyle beslenen sicanlarda do-
lasimdaki glukozun seviyesinin diismesine ve dolayisi ile
pdx-1 ekspresyonunda azalmaya neden olabilecegi bildi-
rilmistir [47]. Pdx-1, disiik glukoz kosullarinda nukleus
periferinde bulunur.  hiicreleri glukozla ya da instlin ile
uyarildiginda pdx-1 sitoplazmadan nukleusa geger ve so-
matostatin, glukokinaz, glut-2 ve insiilin genlerini aktifleyici
yonde diizenler [43, 48, 49].

Pdx-1 embriyonik donemde, embriyonik pankreas ka-
nallarinda eksprese edilir fakat dogumdan sonra ekspresyo-
nu baskilanir [50, 51]. Pdx-1 eksprese eden kanal hiicre-
lerinin pluripotent 6zelliklerini gegici olarak tekrar kazan-
mis, eriskin pankreastaki gergek onci hiicreler olduklari
ileri strtlmektedir [1, 52].

Bizim calismamizda, yd2-STZ uygulanan 10 giinlik
grupta adacik igerisinde immiin pozitif pdx-1 nukleusu
iceren hiicre sayisinda artis gozlendi. Ayrica yd2-STZ 5,
7 ve 10 giinlik gruplarda ekzokrin doku igerisinde pdx-
1 pozitif hiicre sayisinda kontrollerine kiyasla bir artis
gozlendi. Ekzokrin dokuda tek tek ya da hiicre kiimeleri
seklinde gozlenen pdx-1 immiin pozitif hiicre nukleuslari,
instilin immiinohistokimya ve in situ hibridizasyon sonug-
larint destekler nitelikte idi. Bu bulgular olasi 6nciil hiic-
relerin endokrin hiicrelere 6zellikle B hiicrelerine doni-
stimiin basladiginin gostergesi olarak kabul edildi. Bu
calisma, yd2-STZ modelinde, pdx-1 ekspresyonunun beta
hiicre rejenerasyonunda roliing, insiilinin biyosentezinin
in situ hibridizasyon ve imminohistokimya yontemleri
kullanilarak karsilastirmali olarak inceleyen ilk ¢alisma
olma niteligindedir.

Tum gruplarda endokrin hiicre belirteci olan sinaptofisi-
nin immiin pozitifligi incelendiginde, adaciklarin tama-
minin sinaptofisin ile immiin pozitif boyandigr gozlendi.
STZ uygulanan gruplarda ekzokrin doku ve kanal hiicreleri
icerisinde sinaptofisin immiin pozitif hiicre ve hiicre kii-
melerine rastlanmasi, ekzokrin doku iginde ya da kanal
epiteli igcinde saptanan insiilin, glukagon, somatostatin ve
pdx-1 immiin pozitif hiicre bulgularimizi destekler nitelik-
tedir. Asiner ya da kanal hicre fenotipine sahip hticrelerin
endokrin hiicre karakterine donisebilecegini gbstermek-
tedir.

Sonug olarak yd2-STZ diyabet modelinde, STZ uygula-
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nan gruplarda kontrollerine gore adaciklarin kicildiigu
tespit edildi. STZ'nin etkisi ile adacik hiicre diizenin 3.
glinden itibaren bozuldugu, STZ'nin adaciklar tizerine

toksik etkisinin en fazla dogumun 5. gliniinde ortaya ¢ik-
tig1, 5. glinden baslayarak, 10. giine kadar hizli bir rejene-
rasyon siirecinin yasandigi ve 10.glinde kontrole yakin
bir gériiniimiin ortaya ¢iktigr gzlendi. insiilin, glukagon,
somatostatin, pdx-1 ve sinaptofisin antikorlari kullanilarak
elde edilen imminohistokimya sonuglari birlikte degerlen-
dirildiginde, ekzokrin dokuya ait asiner ve kanal epitel
hiicrelerinin farklilasarak pankreatik endokrin hiicre 6zelligi
kazandiklari tespit edildi. Ayrica pdx-1 ve sinaptofisin
antikorlarinin birlikte kullaniminin olasi 6nciil hiicrelerden
beta hiicre farklilasmasini tespit etmek agisinda iyi birer
belirte¢ olacaklari sonucuna varildi.
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