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Yenido¤an Streptozotosin Diyabet Modelinde
Pankreatik Beta Hücre Rejenerasyonunu

Kontrol Eden Genlerin Ekspresyonu

Özet
Bu çalışmanın amacı, yenidoğan streptozotosin (yd-STZ) diyabet modelinde, erken dönemlerde beta hücre rejenerasyonunu

takip etmek amacıyla, insülin, pankreatik duedonal homeobox gen-1 (pdx-1) ve sinaptofisin gen ekspresyonlarını hem adacık
içi hem de adacık dışı hücrelerdeki dağılımlarını tespit etmektir. Ayrıca STZ uygulaması ile bozulan adacık düzeninin yeniden
yapılanmasında, endokrin hücrelerin rolünü araştırmaktır. Çalışmada, her birinde 7 adet Wistar albino yenidoğan sıçanlardan
oluşan 8 grup oluşturuldu. 4 gruba doğumun 2. günü 100 mg/kg tek doz STZ (yd2-STZ) uygulaması yapıldı ve gruplar sırasıyla
doğumun 3., 5., 7. ve 10. günlerinde sağlıklı kontrol grupları ile birlikte dekapite edildiler. Alınan pankreas dokuları % 10’luk
formolde tespit edilerek parafine gömüldü. Doku kesitlerine insülin probu kullanılarak in situ hibridizasyon yöntemi, ayrıca insü-
lin, glukagon, somatostatin, sinaptofisin, pdx-1 antikorları kullanılarak immünohistokimyasal boyama yöntemi uygulandı. STZ
uygulanan gruplarda kontrol gruplarına göre adacıkların küçüldüğü, Yd2- STZ diyabetik gruplarda insülin mRNA sinyallerini
içeren hücrelerin kapladığı alanın, insülin immün pozitif hücrelerin kapladığı alandan daha az olduğu görüldü. Yd2-STZ grupla-
rında adacık içerisindeki immün pozitif pdx-1 hücrelerinin kontrol gruplara göre azaldığı ayrıca tüm deney gruplarında adacıklardaki
tüm endokrin hücrelerin sinaptofisin ekspresyonu yaptıkları tespit edildi. STZ uygulanan gruplarda ekzokrin doku ve kanal epiteli
içerisinde çok sayıda sinaptofisin immün pozitif hücrelere rastlandı. yd2-STZ modelinde, STZ’nin neden olduğu beta hücre
hasarının en fazla görüldüğü günün yd-2 STZ 5 günlük grup olduğu ve 5. günden başlayarak 7 ila 10. günler arasında hızlı bir
rejenerasyonun meydana geldiği, sinaptofisin ve pdx-1’in birlikte, olası öncül hücrelerin endokrin hücreye dönüşümünü tespit
etmek için iyi birer belirteç olacakları sonucuna varıldı.
                                                        .
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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 β cells. 
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nin çoğalma kapasitesinin yetersiz kalmasıyla ortaya çıkan
bir hastalıktır. Diyabetik hastalardaki normal β hücre küt-
lesinin yeniden yapılanmasında yeni uygulamaların buluna-
bilmesi amacıyla, erişkin pankreasın β hücrelerindeki reje-
nerasyon ve neogenez önemli bir araştırma konusudur [1].

Diyabet ve komplikasyonlarının araştırılmasında çeşitli

D iabetes mellitus, pankreatik beta (β) hücrelerinin kay-
bı ya da fonksiyonlarının bozulması nedeni ile β hücreleri-
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deneysel modeller kullanılmaktadır [2-4]. Tip II diyabetine
en yakın model olarak geliştirilen “Yenidoğan Streptozoto-
sin (STZ) Modeli”nde yeni doğan sıçanlara doğduklarının
1 ile 5. günleri arasında seçilen bir günde, diyabetojenik
ajan olan STZ tek doz olarak enjekte edilerek β hücrelerinin
haraplanması hedeflenmektedir [5-9]. STZ enjeksiyonunu
takiben yeni doğan sıçanların β hücrelerinde 10-20. gün-
lerde hızlı bir regenerasyonun gerçekleştiği hem morfolojik
olarak hem de proliferasyon indeksi ölçülerek saptanmış,
yetişkin dönemde ise neogenezin çok sınırlı bir durumda
devam ettiği ileri sürülmüştür [4, 6].

β hücre eksikliği ya da kaybı ile ortaya çıkan diyabetin
tedavisinde, adacık hücre gelişim mekanizmasının ve re-
jenerasyonunun bilinmesi yeni beta hücrelerinin oluşumu-
nu uyarıcı mekanizmaların bulunması oldukça önemlidir.
Memelilerde pankreas ve karaciğer gibi organlar güçlü
rejenerasyon potansiyeline sahiptirler [10]. Pankreasın bir
kısmının çıkarılması, pankreatik kanalın bağlanması ya
da STZ uygulaması gibi çeşitli deneysel modeller ile β
hücrelerinin yenilenmesinde değişik mekanizmaların işle-
diği gösterilmiştir [11-13]. β hücre neogenezinin, adacık
içerisindeki mevcut beta hücrelerinin replikasyonu ile
veya ekzokrin doku içerisinde asiner hücrelerin ya da
farklılaşmış kanal epitel hücrelerinin β hücresine dönüşümü
ile gerçekleştiğini gösteren değişik araştırmalar vardır [13-
15]. Son yıllardaki araştırmalar ile pankreas adacık endokrin
hücrelerin bir takım öncül hücrelerden de gelişebileceği
ileri sürülmüştür [16].

Birçok transkripsiyon faktörü, büyüme faktörleri ve
peptidlerin, ekzokrin ve endokrin pankreasın idamesinde,
proliferasyon ve farklılaşmasında etkin olduğu ileri sürül-
mektedir [10]. Kısmi pankreatektomi modeli ile yapılan
çalışmalarda transkripsiyon faktörlerinden birisi olan pank-
reatik duodenal homeobox-1 (pdx-1)’in beta hücre farklı-
laşmasında rol oynadığı ileri sürülmektedir [17]. Pdx-1,
esas olarak embriyonal dönemde pankreas gelişiminde
rol oynayan çok önemli bir transkripsiyon faktörüdür. Pdx-
1’in erişkin dönemdeki ekspresyonu özellikle β hücresinde
ve çok az sayıdaki somatostatin hücrelerinde tespit edil-
miştir [18-20].

Sinaptofisin, nöron ve endokrin hücre vezikülerinin
önemli integral membran glikoproteinidir [21,22]. Normal
ve neoplastik nöroendokrin hücrelerde eksprese edildiği
tespit edilmiştir [21]. Normal koşullarda pankreasın tüm
endokrin hücrelerinde eksprese edilirlerken, kanal epitel
hücrelerinde ve asiner hücrelerde eksprese edilmezler.
Bu hücrelerdeki ekspresyonları hücrelerin nörendokrin
hücre özellikleri kazandıklarını gösteren bir belirteç olarak
kabul edilir [23].

Bu çalışmada, yenidoğan STZ diabet modelinde, erken
dönemlerde β hücre rejenerasyonunun, insülin gen ekspres-
yonunun protein ve mRNA düzeyinde tespit edilmesi,
adacık dışı hücrelerden kaynaklanan β hücrelerinin tespiti
için immünohistokimyasal yöntem ile pdx-1 ve sinaptofisin
ekspresyonu yapan hücrelerin saptanması, yenilenme sü-

recinde bozulan adacık düzeninin yeniden yapılanmasında
endokrin hücrelerin (insülin, glukagon ve somatostatin
hücrelerinin) rolünün immünohistokimyasal boyama son-
rasında morfometrik yöntemlerle tespit edilmesi amaçlandı.

YÖNTEM ve GEREÇLER

Çalışmada İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi
Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma Laboratuvarı’ndan
temin edilen Wistar tipi albino sıçanlardan üretilen yeni-
doğan sıçanlar kullanıldı. Yeni doğan sıçanlar doğumu
takiben 48 saatlik olduklarında deney gruplarına alındılar.
Herbiri 7 sıçandan oluşan 8 adet deney grubu oluşturuldu.
Deney Grupları: Doğumu izleyen 2.günde ilk 4 gruba se-
rum fizyolojik içinde eritilmiş [24] 100 mg/kg streptozotosin
(STZ, Sigma, USA) intraperitonal (i.p) tek doz olarak uygu-
landı. Doğumu izleyen sırası ile 3., 5., 7. ve 10. günlerde
sağlıklı kontrol grupları ile birlikte dekapite edildiler.

Morfolojik uygulamalar: Deney bitiminde alınan pank-
reas dokuları % 10’luk nötral formol ile tespit edilip pa-
rafine gömüldü. 4 μm kalınlığında alınan parafin doku
kesitlerine, insülin, somatostatin, glukagon, sinaptofisin
ve pdx-1 antikorları kullanılarak streptavidin-biotin-perok-
sidaz yöntemi ile immunohistokimya uygulandı. Ayrıca
insülin mRNA’larını saptamak amacıyla, digoksigenin işa-
retli insülin oligo probu kullanılarak in situ hibridizasyon
yöntemi uygulandı.

İmmünohistokimyasal boyama: İmmünohistokimyasal
boyama için “Histostain Plus Bulk Kit” kullanılarak (Zymed,
USA) ve “UltraVision Large Volume Detection System
Anti-Mouse, HRP” (LabVision, USA) kitleri kullanıldı.
“UltraVision Large Volume Detection System Anti-Mouse,
HR”P ile fare monoklonal insülin (1:1500) (Sigma, USA),
fare monoklonal glukagon (1:3500) (Sigma, USA) antikorları
ve fare monoklonal antikoru Sinaptofisin Ab-2 (Clone
SYP02) (Neomarkers, USA), Histostain Plus Bulk Kit ile
tavşan poliklonal somatostatin (1:75) (Zymed, USA) ve
tavşan poliklonal pankreas duedonal homeobox-1 (1:500)
(Prof.Dr.CV Wright, Vanderbilt Üniversitesi, ABD; tarafından
hediye edildi.) antikorları boyandı. Kit içinde tavsiye edilen
boyama işlem sırası takip edildi.

Boyama özgüllüğünün kontrolü: Negatif kontrol olarak
kullanılan kesite immün boyama işlemindeki birincil anti-
kor yerine PBS damlatılarak bu adım atlandı. Diğer adımlar
aynen uygulandı.

İnsitu hibridizasyon yöntemi: İnsülin mRNA’sını tespit
etmek amacı ile, 5’ ucu digoksigenin ile işaretlenmiş 6
adet 30 merlik diziden oluşan oligoprob (prob dizisi R&D
firması tarafından düzenlenmiştir. http://www.rndsystems.com)
karışımı kullanıldı. Paraformaldehit ile tespit edilmiş doku
kesitleri için uygulanan ISH çalışma protokolü [25], bu
çalışmada % 10’luk nötral formol ile tespit edilmiş pankreas
doku kesitlerine uygulandı.
Boyama özgüllüğünün kontrolü: Negatif kontrol olarak
kullanılan doku kesitine ISH yöntemi aynen uygulandı,
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sadece hibridizasyon aşamasında kesit üzerine içinde
insülin probu olmayan hibridizasyon tamponu konuldu.
Adacık Boyut Ölçümü: Tüm gruplarda pankreas doku
kesitlerindeki adacıkların alanları “Leica IM50 Version
4,0” programı yardımı ile hesaplanıp büyüklüklerine göre
küçük (<5000 μm2), orta (>5000-10000 μm2) ve büyük
(> 10000 μm2) olarak sınıflandırıldılar (26). Aynı program
kullanılarak adacık toplam alanı (μm2) ve immün pozitif
(insülin, glukagon) ve insülin mRNA sinyali taşıyan hücre-
lerin kapladığı alan (μm2) ölçüldü. Birbirlerine oranlanarak
hücrelerin adacık içerisinde kapladığı alanın yüzdesi he-
saplandı. Tüm kesit üzerinde immünohistokimya yöntemi
ile işaretlenen pdx-1 ve somatostatin immün pozitif hücreler
sayıldı.

İstatistiksel yöntemler: Çalışmadan elde edilen verilerin
istatistiksel olarak değerlendirilmesinde, tek yönlü varyans
analizi ve Kruskal Wallis testi kullanıldı. İkili kıyaslamalarda
Dunnet, Dunn ve Bonferroni testleri kullanıldı. Anlamlılık
seviyesi p<0.05 olarak alındı.

BULGULAR

Adacık boyutu: Morfometri kullanarak elde edilen adacık
alan ölçümlerine göre adacıklar 3 boyuta ayrılarak sınıf-
landırıldı. STZ uygulanan tüm gruplar (STZ3, STZ5, STZ7
ve STZ10) sağlıklı kontrol grupları ile kıyaslandığında ada-
cıkların boyutlarının küçüldüğü gözlendi (Tablo 1).

İn situ hibridizasyon (ISH) yöntemine ait bulgular: Sağ-
lıklı kontrol gruplarına ait adacıklarda merkezi olarak yer-
leşmiş insülin mRNA sinyalleri içeren β hücreleri saptandı
(Tablo 2). Yd2-STZ uygulanan 3 günlük grupta ise adacıkla-
rın kontrol grubundaki gibi büyük boyutta fakat daha az
sayıda insülin mRNA sinyali veren hücreler içerdikleri
görüldü (p<0.001) (Tablo 2) (Şekil 1A-1B). Yd2-STZ uygu-
lanan 5 günlük grupta adacıkların kontrole göre hem kü-
çük boyutta oldukları hem de çok az sayıda insülin mRNA
sinyali pozitif hücreler içerdikleri ( p<0.001) görüldü (Şekil
1C-1D) (Tablo 2). STZ uygulanan 7 günlük grupta ise
pankreas kanallarının çevresinde çok sayıda küçük adacık-
ların yerleştiği görüldü. Bu gruba ait bazı adacıklarda
şiddetli insülin mRNA sinyalleri içeren β hücrelerinin da-
ha az alan kapladığı görülürken bazı adacıkların ise kont-
role göre küçük fakat insülin mRNA sinyallerine sahip
hücrelerle dolu olduğu görüldü (Tablo 2) (Şekil 1F-1H).
STZ uygulanan 10 günlük grupta adacıkların kontrole
göre küçük boyutta oldukları görüldü. Bu gruptaki bazı

adacıkların az sayıda insülin mRNA sinyali pozitif beta
hücreleri içerdiği bazı adacıkların ise kontrol grubundaki
adacıklar gibi insülin mRNA’sı pozitif hücreler ile dolu
olduğu görüldü (p<0.01) (Tablo 2) (Şekil 1I-1L). Ayrıca
STZ uygulanan gruplarda kanal çevresinde ve ekzokrin
doku içerisinde pozitif insülin mRNA sinyalleri veren hüc-
reler görüldü (Şekil 1E, 1H).

İmmünohistokimyasal bulgular
İnsülin: İnsülin üreten β hücreleri normal koşullarda

adacık merkezine yerleşmiş olarak gözlenir. İnsülin antikoru
ile yapılan immunohistokimya sonuçlarına bakıldığında
in situ hibridizasyon sonuçları ile paralelik gösterdiği gö-
rüldü. STZ uygulanan tüm gruplarda sağlıklı kontrolleri
ile kıyaslandığında adacık içerisinde immün pozitif beta
hücrelerinin kapladığı alanın azalmış olduğu, 7 ve 10
günlük gruplarda bazı adacıkların kontrol gruplarına ait
adacıklara benzer biçimde insülin pozitif hücreler ile dolu
olduğu gözlendi (Tablo 2) (Şekil 2E-2H). STZ uygulanan
gruplarda ekzokrin doku içerisinde ve pankreas kanalları
çevresine yerleşmiş insülin immün pozitif hücreler ve kü-
çük adacıklar gözlendi (Şekil 2H).

Glukagon: Normal koşullarda glukagon hücreleri ada-
cıkların periferinde yerleşik olarak bulunurlar. 3, 5, 7 ve
10 günlük sağlıklı kontrol gruplarında glukagon hücreleri-
ninin adacık periferine yerleştikleri görüldü (Şekil 3A, 3C,
3E, 3G). Doğumun 2. günü STZ uygulanan 3, 5 ve 7 gün-
lük gruplarda ise bu düzenin değiştiği, glukagon hücreleri-
nin adacık periferinden adacığın merkezine doğru dağılım
gösterdiği ve adacık içerisinde kapladıkları alanın arttığı
gözlendi (p<0.001) (Tablo 2) (Şekil 3B, 3D, 3F). Yine bu
gruplarda ekzokrin doku içerisinde, kanal epitelinde ve
kanal çevresinde glukagon pozitif hücre ve hücre kümeleri
gözlendi. STZ uygulanan 10 günlük grupta, kontrole göre
daha küçük boyutlu fakat glukagon pozitif hücre yerleşimi
açısında kontrol grubuna benzer görünüme sahip çok sa-
yıda adacıklara rastlandı. Bazı adacıklarda ise diğer STZ’li
gruplarda olduğu gibi glukagon pozitif hücrelerin sayısının
arttığı ve adacık merkezine doğru yerleşim gösterdiği tespit
edildi (p<0.01) (Tablo 2) (Şekil 3H). Adacıklarda β hücre-
lerinin kapladığı alan yd2-STZ ve sağlıklı kontrol grupları
kendi aralarında kıyaslandığında 3 günlük kontrol grubuna
göre 7 ve 10 günlük gruplar, 3 günlük yd2-STZ grubuna
göre ise 5 ve 7 günlük gruplarda istatistiksel olarak anlamlı
bir artış saptandı (Tablo 2).

Somatostatin: Somatostatin hücreleri adacıkların perife-

Tablo 1. Adacıkların boyutlarına göre deney gruplardaki dağılımları.

Büyük

Orta

Küçük

K3 %

58

26

16

STZ10 %

12

41

47

STZ3 %

46

31

23

K5 %

29

52

19

STZ5 %

0

6

94

K7 %

31

31

38

STZ7 %

4

28

68

K10 %

15

55

30

STZ; Streptozotosin uygulanan, K; Sağlıklı kontrol



rinde yerleşik olarak bulunurlar. 3, 5, 7 ve 10.gün sağlıklı
kontrol gruplarında ince bir sitoplazmaya sahip somatosta-
tin hücrelerinin adacık periferine yerleştikleri görüldü (Şe-
kil 4A-4D). STZ uygulanan gruplarda adacık boyutlarının
küçüldüğü ve somatostatin immün pozitif hücrelerinin
hipertrofik oldukları görüldü (Şekil 4E-4H). Ayrıca ekzokrin
dokuda ve kanal epitelinde (Şekil 4G) somatostatin immün
pozitif hücrelere rastlandı. STZ uygulanmış 5 ve 10 günlük
gruplarda sağlıklı kontrol gruplarına göre adacık içerisinde
somatostatin immün pozitif hücre sayısında istatistiksel
olarak anlamlı bir azalma saptandı (Şekil 7).

Pdx-1: Pankreas doku kesitlerinin immünohistokimyasal
boyanması sonucu, nukleusları boyanan hücreler pdx-1
pozitif hücreler olarak değerlendirildi. Doğumun 2.günü
100mg/kg STZ uygulanmış 3, 5 ve 7 günlük yavru sıçanların
oluşturduğu deney gruplarına ait pankreas doku örnekleri
kontrol grupları (Şekil 5A-5C) ile kıyaslandığında adacıklar-
daki pdx-1 immün pozitif hücre sayıları bakımında araların-
da çok ileri derecede anlamlı olarak azalmış olduğu görül-
dü (p<0.001) (Tablo 2) (Şekil 5D-5F) Bu azalma özellikle
5 günlük grupta çok belirgin olarak gözlendi (Şekil 5F).
STZ uygulanmış 10 günlük grupta bazı adacıklardaki hüc-
re nukleuslarının kontrol grubunki gibi büyük kısmının
pdx-1 immün pozitif olduğu görülürken bazı adacıklarında
daha az sayıda pdx-1 immün pozitif hücre içerdiği gözlendi
(p<0.01) (Tablo 2) (Şekil 5H). Yd2-STZ 5, 7 ve 10 günlük

gruplarda ekzokrin doku içerisinde dağılmış tek tek veya
2-3 hücreden oluşan pdx-1 immün pozitif hücre kümeleri
ve 5 ile 15 adet hücreden oluşmuş çoğu pdx-1 pozitif
hücrelerin oluşturduğu küçük adacıklar saptandı. Ekzokrin
doku içerisindeki pdx-1 immün pozitif hücre sayısı bakı-
mından kontrol gruplarından istatistiksel olarak anlamlı
bir artış olduğu tespit edildi (Tablo 2).

Sinaptofisin: Tüm kontrol pankreas doku kesitlerinde,
adacıkların tamamı sinaptofisin immün pozitif reaksiyon
verirken ekzokrin doku içerisinde az sayıda sinaptofisin
pozitif küçük adacık ve hücre kümelerine rastlandı (Şekil
6A, 6C, 6E, 6G).

Doğumun 2. günü STZ uygulanmış gruplarda da adacık-
ların tamamı sinaptofisin pozitif olarak gözlenirken, 3 gün-
lük grupta diğer gruplarla kıyaslandığında ekzokrin doku
içerisinde daha az sayıda 3-4 hücreden oluşan endokrin
hücre kümeleri ve ayrıca pankreatik sinir uzantıları gözlendi
(Şekil 6B). STZ 5 ve 7 günlük gruplarda adacıkların kontrol-
lere göre daha küçük olduğu, ekzokrin doku içerisinde,
kanalların çevresinde 3-4 hücreden oluşan endokrin hücre
kümeleri ve küçük adacıklar görüldü. Ayrıca kanal epiteli
çevresinde sinaptofisin pozitif hücrelere rastlandı (Şekil
6D, 6F). STZ 10. gün grubununda diğer STZ uygulanmış
gruplarla benzer bulgulara sahip olduğu, farklı olarak kü-
çük adacıkların daha fazla sayıda olduğu gözlendi (Şekil 6H).
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Tablo 2. Sağlıklı kontrol ve yd-STZ gruplarına ait verilerin istatistiksel değerlendirilmesi.

İnsülin ISH (+) hücre alanı

(%)

İnsülin IHK (+) hücre alanı

(%)

Küçük adacık içi insülin

IHK (+) hücre

Ekzokrin pankreas İnsülin

IHK (+) hücre sayısı

Glukagon IHK (+) hücre alanı

(%)

Adacık içi Pdx-1

IHK (+) hücre sayısı

Küçük adacık içi Pdx-1

IHK (+) hücre sayısı

Ekzokrin pankreas Pdx-1

IHK (+) hücre sayısı

10 günlük

71 ± 72

48 ± 20b,c

69 ± 11

63 ± 11e

4 (n:15)

3.5 (n:36)

13

20 b

30 ± 9g

42 ± 15b

27

15.5a

4 (n:23)

5l,n (n:28)

7

13a

Grup (n*:7)

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

3 günlük

67 ± 60

24 ± 80a

71 ± 5

50 ± 12a

3 (n:12)

5 (n:21)

8

12b

23 ± 8

39 ± 12

41

23a

3 (n:23)

5i,k,m (n:11)

7

9

5 günlük

69 ± 5

10 ± 4a

70 ± 5

19 ± 8a,d

3,5 (n:15)

3 (n:21)

10

16 b

24 ± 7

57 ± 0.19c,e

24h

6a,d,j

4 (n:23)

2b (n:29)

8

15c,b

7 günlük

70 ± 80

34 ± 18a

68 ± 8

39 ± 14a,e

4 (n:16)

3 (n:29)

11

16 b

32 ± 8 f

51 ± 15e,a

25h

7 a,d,j

4 (n:25)

3İ (n:24)

9

14b,k

n: Bir kesit üzerinde sayılan küçük adacık sayısı , n*:Sayılan kesit sayısı.IHK; İmmünohistokimya, ISH; İn situ hibridizasyon.

ap<0.001, bp<0.01, ip<0.05; sağlıklı kontrol gruplarına kıyasla, cp<0.01, dp<0.001, ep<0.05 yd2-STZ 3 günlük gruba kıyasla, fp<0.01,
gp<0.05, hp<0.001 kontrol 3 günlük gruba kıyasla, jp<0.01; 10 günlük STZ uygulanmış gruba kıyasla kp<0.001, lp<0.01; yd2- STZ 5
günlük gruba kıyasla. mp<0.01,np<0.05; yd2- STZ 7 günlük gruba kıyasla.
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fiekil 1. Pankreas doku kesitlerinde in situ hibridizasyon yöntemi ile insülin mRNA sinyallerinin gösterilmesi. 3, (1A), 5 (1C), 7 (1F) ve 10
(1I) günlük kontrol gruplarının adacıklarında insülin mRNA sinyalleri içeren hücreler ile dolu olduğu görülürken, 3 (1B), 5 (1D-1E), 7 (1H)
ve 10 (1K) günlük yd2-STZ gruplarında adacıklarda daha az sayıda insülin mRNA sinyalleri içeren hücreler görülmekte. 7 (1G) ve 10 (1L)
günlük yd2-STZ gruplarına ait bazı adacıklar kontrolerine benzer olduğu görülmekte. Kanal epiteli (↑) ve ekzokrin doku ( ) içerisinde
insülin mRNA sinyali taşıyan hücreler görülmekte. Bar: 20μm.

fiekil 2.  Gruplara ait pankreas adacık merkezine yerleşmiş immün pozitif hücreler gösterilmekte. 3 (2A), 5 (2C), 7 (2E) ve 10
(2G) günlük kontrol grupları, 3 (2B), 5 (2D), 7 (2F) ve 10 (2H) günlük yd2-STZ grupları. Kanal epitel hücresi (↑) ve ekzokrin
hücre ( ). Zıt boya: Hematoksilen. Bar: 20μm.
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fiekil 3.  (3A) 3günlük, (3C) 5 günlük, (3E) 7günlük ve (3G) 10 günlük sağlıklı kontrol gruplarına ait pankreas kesitlerinde
adacıkların periferine yerleşmiş glukagon immün pozitif hücreler görülmekte. STZ uygulanan gruplarda sırası ile (3B) 3 günlük,
(3D) 7 günlük, (3F) 7günlük ve (3H) 10 günlük gruplarda glukagon immün pozitif hücrelerin adacıkların merkezine doğru
yerleşim gösterdikleri görüldü. Kanal epitel hücresi (↑) ve ekzokrin hücre ( ).Zıt boya: Hematoksilen. Bar: 20μm.

fiekil 4. 3 (4A), 5 (4B), 7 (4C) ve 10 (4D) günlük sağlıklı kontrol gruplarında adacık periferinde somatostatin immün pozitif
hücreler görülmekte. Doğumun 2. günü STZ uygulanmış 3 (4E), 5 (4F), 7 (4G) ve 10 (4H) günlük gruplarda ise adacık içerisine
dağılmış hipertrofik somatostatin immün pozitif hücreler görülmekte. (4G) STZ uygulanan 7 günlük grupta kanal epitelinde
(↑) ve ekzokrin doku içerisinde ( ) immün pozitif hücreler görülmekte. Zıt boya: Hematoksilen. Bar: 20μm.
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fiekil 5. 3 (5A), 5 (5C), 7 (5E) ve 10 (5G) günlük sağlıklı kontrol gruplarına ait pankreas doku kesitlerinde, adacıklarda pdx-1
immün pozitif nukleus içeren hücreler görülmekte. Doğumun 2.günü STZ uygulanan 3 (5B), 5 (5D), 7 (5F) ve 10 (H) günlük
gruplarda adacıkların içerisinde kontrole göre daha az sayıda immün pozitif hücreler görülmekte. Kanal epitel hücresi (↑)
ve ekzokrin hücre ( ). Zıt boya: Hematoksilen. Bar: 20μm.

fiekil 6. 3 (6A), 5 (6B), 7 (6C) ve 10 (6D) günlük sağlıklı kontrol gruplarına ait pankreas doku kesitlerinde adacıkların
sinaptofisin immün pozitif hücreler ile dolu olduğu görülmekte. STZ uygulanan 3 (6E), 5 (6F), 7 (6G) ve 10 (6H)
günlük gruplarda adacıkların dışında kanal epiteli çevresinde (*), ekzokrin doku içinde immün pozitif endokrin
hücreler, hücre kümeleri (↑) ve sinir uzantıları ( ) görülmekte. Zıt boya: Hematoksilen. Bar: 20μm.
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fiekil 7. Tüm gruplara ait adacık, küçük adacık ve ekzokrin doku içerisindeki somatostatin immün pozitif hücre sayıları.

Ada
Küçük Ada
Ekzokrin

Gruplar

a b

8
7
6
5
4
3
2
1
0

Kont 3 STZ 3 STZ 5 STZ 7Kont 5 Kont 7 Kont 10 STZ 10

Somatostatin immün pozitif hücre say

TARTIŞMA

Diyabette hasarlanan β hücrelerinin yeniden kazanılması
üzerine çeşitli deneysel modeller ile çalışılmaktadır. Bu
uygulamalardan birisi de yeni doğan streptozotosin (yd-
STZ) diyabet modelidir. STZ ile uyarılan hasar sonrasında
beta hücre rejenerasyonu ya adacık içindeki mevcut beta
hücrelerinin replikasyonu ya da adacık dışı öncül hücreler
yolu ile olabilir [5, 13, 27, 28].

Yd-STZ uygulamasında farklı yöntemler kullanılmaktadır.
STZ uygulamasının; deney hayvanının türüne ve STZ’nin
uygulama günlerine göre (doğdukları gün ile 5. günler
arasında), ayrıca STZ dozunun farklılığına göre modelin
diyabet oluşum şiddetini ve adacık rejenerasyonu üzerine
farklı sonuçlar ortaya çıkardığı çeşitli çalışmalar ile gös-
terilmiştir [9, 13, 29]. Wang ve ark. [29] Wistar sıçanlara
doğdukları gün (0.), 2. ve 5. gün 100 mg/kg dozunda STZ
uygulaması yapmışlar, yd0’da STZ uygulanan sıçanların
2. gün % 90 beta hücre kaybı ile hiperglisemik olduklarını,
6. haftada kontrole yakın şekilde normoglisemik olduklarını
belirlemişlerdir. Beta hücreleri doğumun ilk günü değilde
2. veya 5. günde harap edilirse beta hücre rejenerasyonu-
nun hızla düştüğünü ve sıçanlarda 3. haftada glukoz into-
leransı geliştiğini saptamışlardır. Doğumun ilk günü, 2.
veya 5. günlerde STZ uygulaması yapılan gruplarda beta
hücre hacminin (kapladıkları alan) aynı olmasına rağmen
hücre sayısına bakıldığında yd2. ve yd5. gün STZ uygu-
lanan grupların beta hücre sayıları yd0.gün diyabet yapı-
landan daha az olduğunu saptamışlardır. Bunun sebebinin
ise 2. ve 5. gün diyabet yapılan gruplarda beta hücrelerinin
hipertrofik olmalarına bağlamışlardır. Ayrıca bu iki grupta
bromodeoksiüridin işaretli beta hücre sayısının yd-0 gru-
bundan anlamlı olarak düşük olduğunu saptamışlardır.
Bu grupta 6. haftaya kadar beta hücre proliferasyonunun
artış gösterdiği, 6. haftadan sonra beta hücrelerinin boyutça
genişlediği fakat sayı artışının olmadığını gözlemişlerdir
[29].

Bir başka çalışmada sağlıklı ve doğumun 12. saatinde
STZ uygulanmış yenidoğan Wistar sıçanların, 20. güne
kadar beta hücre hacmi, sayısı ve proliferasyon aktivitelerini
ölçmüşler ve kontrol sıçanlarda ilk 5 güne kadar beta hüc-
re hacminin 3 kat arttığı fakat total beta hücre hacminin
5. günden itibaren 20. güne kadar değişmeden kaldığını
gözlemişlerdir. STZ uygulanan yeni doğanların beta hücre
sayısının 2. gününde kontrole göre % 90 oranında azaldı-
ğını, 20. günde ise normal beta hücre hacminin % 39’unu
geri kazanmış olduğunu saptamışlardır. Yd0-STZ grubunda,
proliferasyon indeksini, adacık içi beta hücrelerinde normal
sıçanlardan daha yüksek bulmuşlar (% 9), adacık dışı beta
hücre indeksinde değişiklik gözlememişlerdir. STZ’nin
adacık içi beta hücrelerinin replikasyonunu uyardığı sonu-
cuna varmışlardır [13].

Bizim çalışmamızda, Wistar albino sıçanlara doğumun
2. günü 100mg/kg STZ uygulaması ile oluşturulan yd2-
STZ diyabet modeli kullanıldı [5, 9]. Yd2-STZ diabetik
sıçanların doğumun 3., 5., 7. ve 10. günlerindeki adacık
içinde immün reaksiyon veren beta hücrelerinin kapladığı
alan kontrol grupları ile kıyaslanarak değerlendirildi. 3,
5 ve 7. günlerde adacık içindeki beta hücrelerinin kapladığı
alan kontrollerine göre anlamlı olarak farklı bulundu. Yd2-
 STZ uygulanmış 10 günlük grupta ise kontrole göre an-
lamlı fark bulunmadı. STZ uygulamasının hemen ertesi
günü adacık içindeki beta hücrelerinin üzerinde etkili
olduğu (yd2-STZ 3 günlük; % 50, kontrol; % 71), en dra-
matik etkiyi ise doğumun 5. günü uygulamadan 3 gün
sonra (yd2-STZ 5 günlük; % 19, kontrol; % 70) gösterdiği
saptandı. 7. günden itibaren hızlı bir rejenerasyon sürecine
girildi (yd2-STZ 7 günlük; % 39, kontrol; % 68) ve 10.
günde beta hücrelerinin adacık içerisinde kapladıkları
alanın kontrol grubu ile benzer oldukları (yd2-STZ 10
günlük; % 63, kontrol; % 69) gözlendi. Bu gruplarda (3,
5, 7 ve 10 günlük yd2-STZ grupları), adacıklarda insülin
mRNA sinyali veren hücrelerin kapladığı alanlar değerlen-
dirildiğinde, mRNA pozitif sinyal veren hücrelerin kapladığı
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alanın, insülin proteini içeren hücrelerin kapladığı alandan
daha az olduğu tespit edildi. STZ’nin proinsülin sentezini
engelleyici etkisine [30, 31] bağlı olarak mRNA pozitif
sinyal veren hücrelerin kapladığı alanın daha az olabileceği
düşünüldü.
 Çeşitli yd-STZ modelleri ile yapılan çalışmalarda ada-
cıklardaki glukagon ve somatostatin hücrelerinin içeriği
ile ilgili farklı görüşler bildirilmiştir. Bonner Weir ve ark.’ları
[32] yd-2’de Sprague Dawley sıçanlara 90 mg/kg STZ uy-
gulayarak yaptıkları çalışmada, glukagon ve somatostatin
hücrelerinin STZ’den etkilenmediğini bildirmişlerdir. yd-
2 STZ uygulanan sıçanların 4 günlük veya 6 haftalık iken
pankreas dokuları incelendiğinde beta hücresi dışındaki
adacık hücrelerinin hacimlerinin değişmediği ve kontrol
grupları ile karşılaştırıldığında somatostatin ve glukagon
içeriğinin farklılık göstermediğini ileri sürmüşlerdir. Bir
başka çalışmada, yd-4 STZ (70mg/kg) uygulanan Wistar
sıçanların STZ uygulamasından 2, 4, 8 ve 12 gün sonra
pankreas dokuları incelendiğinde glukagon hücrelerinde
hiperplazi olduğunu, somatostatin hücrelerinin adacık
içerisinde kapladıkları alanın, STZ uygulamasından 8 ve
20 gün sonra kontrol gruplarına göre anlamlı farklılık gös-
terdiklerini bildirmişlerdir [26]. Li ve ark. [33], yd-1’de
85mg/kg STZ uygulanan sıçanlarda doğumun 4 ve 7. gü-
nünde yaptıkları incelemede somatostatin hücrelerinin
replikasyonunun arttığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada
adacık içerisindeki somatostatin ve glukagon hücrelerine
bakıldığında ise, yd-2 STZ uygulanan 3, 5, 7 ve 10 günlük
sıçanlarda glukagon hücrelerinin adacık içinde kapladığı
alanın Tryssen ve ark. [26] yaptığı çalışmadaki gibi sağlıklı
kontrollerine göre arttığı saptandı. STZ uygulanan 3, 5,
7 ve 10 günlük gruplarda somatostatin hücrelerinin sayı-
sındaki artıştan dolayı değil hipertrofik oldukları için ha-
cimlerinin arttığı gözlemlendi. Bunun da STZ etkisi ile
somatostatin ekspresyonundaki artıştan kaynaklanabileceği
düşünüldü. Yapılan literatür araştırmalarında, kullanılan

yd2-STZ diyabet modelinde doğumun 3, 5, 7 ve 10. gün-
lerinde in situ hibridizasyon ve immünohistokimya yön-
temleri kullanılarak insülin biyosentezini inceleyip rejene-
rasyon takibi yapan, glukagon ve somatostatin ekspres-
yonlarını inceleyip adacığın diğer hücreleri ile mevcut
beta hücrelerini kıyaslayan bir çalışmaya rastlanmadı.

Bizim çalışmamızda bu konudaki ilk çalışmadır. Ke-
mirgenlerde yapılan pankreas rejenerasyon modellerinde,
erişkin pankreasında β hücre neogenezinin kanal epite-
linden başladığı gösterilmiştir [12, 34, 35]. İn vitro koşullar-
da da pankreas adacık hücrelerin farklılaşmasında pankre-
asın kanal hücrelerinin rol oynadığı bildirilmiştir [15, 36].
Ayrıca pankreas asiner hücrelerinin kanal hücrelerine de-
ğiştiği birçok insan ve kemirgen çalışmalarıyla ispatlanmıştır
[1, 14]. Roman ve ark. [1], kültürde sıçan pankreas asiner
hücrelerinin kanal hücrelerine farklılaşarak sitokeratin-7,
sitokeratin-20 ve fetal karaciğer kinaz-1 eksprese ettiklerini
göstermişlerdir. Hücresel dönüşüm tamamlandığında yeni

oluşan hücrelerin nörendokrin bir belirteç kabul edilen
“protein gen ürünü 9.5” (PGP9.5)’u eksprese etmeye baş-
ladıklarını bildirmişlerdir. Asiner tümör hücre soyu AR42J’
nin de insülin üreten hücrelere farklılaşabildikleri göste-
rilmiştir [37]. Ayrıca kanal bağlanması yapılan sıçanlarda
ve interferon-γ transgenik farelerde insülin/amilaz ikili
boyama ile immün pozitiflik veren hücrelerin varlığı bil-
dirilmiştir [38]. Song ve ark. [14] erişkin Sprague-Dawley
sıçanların pankreasından izole edilerek hazırlanan asiner
hücre kültüründe bir hafta içinde çok sayıdaki asiner hüc-
renin amilaz ekspresyonunu kaybederek kanal hücre fe-
notipine dönüştükleri göstermişlerdir. Daha sonra kültürde
insülin pozitif hücreler gözlenmiş, mevcut bulunan az
sayıdaki insülin pozitif hücrenin sitokeratinleri de birlikte
eksprese ettiği gösterilmiştir. Bu sonuçlara dayanarak kanal
hücrelerine değişim gösteren asiner hücrelerin ilerleyen
dönemde insülin üreten hücrelere farklılaşabileceği sonu-
cuna varılmıştır. Duitrillaux ve ark. [28] doğumun hemen
sonrasında oluşturdukları Yd-STZ-diabet modelinde, doğu-
mu takip eden 4.günün sonrasında asiner parankima için-
de ve kanal epitellerinde çok sayıda insülin pozitif hücrenin
bulunuşu ile bir rejenerasyonun gerçekleştiğini ileri sür-
müşlerdir. Movasat ve ark’ları [39], yd0- STZ uygulanan
sıçanlara 5 gün insülin tedavisi yaptıklarında tedavili ve
tedavisiz yd0- STZ gruplarında yeni oluşan tek tek beta
hücrelerinin ya da hücre kümelerinin kanal epitelleri ile
ilişkili olduklarını gözlemişler ve bununda kanal epiteli
içinde bulunduğu varsayılan öncül hücrelerin beta hücrele-
rine faklılaşması ile ilişkili olduğu sonucuna varmışlardır.
Suzuki ve ark. [40], % 90 pankreatektomi uyguladıkları
sıçanlarda 7 gün sonra, ekzokrin doku içerisinde bulunan
sentroasiner hücreleri incelediklerinde, büyük sentroasiner
hücrelerde insülin immünpozitif ve küçük sentroasiner
hücrelerde glukagon immün pozitifliği veren tek tek hücre-
leri ya da hücre kümelerini saptamışlardır. Ayrıca büyük
sentroasiner hücrelerin bazılarında insülin ve glukagon
proteinlerinin birlikte eksprese edildiğini tespit etmişlerdir.
Sentroasiner hücrelerin beta hücrelerine dönüştüğünü
ileri sürmüşlerdir.

Bizim çalışmamızda, yd2-STZ uygulanan tüm gruplarda
ekzokrin doku içerisinde tek tek ya da birkaç hücreden
oluşan insülin ya da glukagon immün pozitif hücreler göz-
lendi. Ayrıca kanal epiteli içerisinde immün pozitif hücreler
gözlenirken, pankreas kanalları çevresinde küçük adacık-
lara rastlandı. Bu çalışmada, ekzokrin doku ve kanal epi-
telleri içerisinde insülin mRNA sinyali taşıyan hücrelerinde
tespit edilmesi, ekzokrin dokudaki asiner hücreleri ve ka-
nal epiteli içerisindeki olası öncül hücrelerin beta hücresi-
ne dönüştüğünün bir bulgusu olarak kabul edildi.

Memelilerde glukoz homeostazı pankreasın beta hücre-
lerinden insülin salınımının doğru regülasyonu için gerek-
lidir. Salınma için birinci sinyal, depolardaki insülin salını-
mını uyaran kan glukoz konsantrasyonundaki yükseliştir.
Glukoz, ayrıca preproinsülin transkripsiyonunu ve trans-
lasyonunu ayrıca mRNA stabilitesini düzenler [41-43]. 
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İnsülin sentez ve salınımına katılan bir diğer önemli
noktada insülin gen ekspresyonunu kontrol eden trans-
kripsiyon faktörleridir [44, 45]. Preproinsülin geninin 5’
ucu üzerine birçok çalışma yapılmış ve bu bölgede önemli
düzenleyici elementler ayrımlanmıştır. Bunlardan biri de
homeodomain transkripsiyon faktörlerinden pankreatik
duodenal homeoboxgen-1 (pdx-1)’dir [44]. Pdx-1, endokrin
pankreas gelişiminde hücre soylarının ayrımlanmasında
önemli rol oynamaktadır. Doğum sonrası (postnatal) dö-
nemde sıçanlarda özellikle β hücrelerinde eksprese edilen
pdx-1’in olgun β hücrelerinin fonksiyonları için gereklidir
[45, 46]. Düşük protein diyetiyle beslenen sıçanlarda do-
laşımdaki glukozun seviyesinin düşmesine ve dolayısı ile
pdx-1 ekspresyonunda azalmaya neden olabileceği bildi-
rilmiştir [47]. Pdx-1, düşük glukoz koşullarında nukleus
periferinde bulunur. β hücreleri glukozla ya da insülin ile
uyarıldığında pdx-1 sitoplazmadan nukleusa geçer ve so-
matostatin, glukokinaz, glut-2 ve insülin genlerini aktifleyici
yönde düzenler [43, 48, 49].

Pdx-1 embriyonik dönemde, embriyonik pankreas ka-
nallarında eksprese edilir fakat doğumdan sonra ekspresyo-
nu baskılanır [50, 51]. Pdx-1 eksprese eden kanal hücre-
lerinin pluripotent özelliklerini geçici olarak tekrar kazan-
mış, erişkin pankreastaki gerçek öncü hücreler oldukları
ileri sürülmektedir [1, 52].

Bizim çalışmamızda, yd2-STZ uygulanan 10 günlük
grupta adacık içerisinde immün pozitif pdx-1 nukleusu
içeren hücre sayısında artış gözlendi. Ayrıca yd2-STZ 5,
7 ve 10 günlük gruplarda ekzokrin doku içerisinde pdx-
1 pozitif hücre sayısında kontrollerine kıyasla bir artış
gözlendi. Ekzokrin dokuda tek tek ya da hücre kümeleri
şeklinde gözlenen pdx-1 immün pozitif hücre nukleusları,
insülin immünohistokimya ve in situ hibridizasyon sonuç-
larını destekler nitelikte idi. Bu bulgular olası öncül hüc-
relerin endokrin hücrelere özellikle β hücrelerine dönü-
şümün başladığının göstergesi olarak kabul edildi. Bu
çalışma, yd2-STZ modelinde, pdx-1 ekspresyonunun beta
hücre rejenerasyonunda rolünü, insülinin biyosentezinin
in situ hibridizasyon ve immünohistokimya yöntemleri
kullanılarak karşılaştırmalı olarak inceleyen ilk çalışma
olma niteliğindedir.

Tüm gruplarda endokrin hücre belirteci olan sinaptofisi-
nin immün pozitifliği incelendiğinde, adacıkların tama-
mının sinaptofisin ile immün pozitif boyandığı gözlendi.
STZ uygulanan gruplarda ekzokrin doku ve kanal hücreleri
içerisinde sinaptofisin immün pozitif hücre ve hücre kü-
melerine rastlanması, ekzokrin doku içinde ya da kanal
epiteli içinde saptanan insülin, glukagon, somatostatin ve
pdx-1 immün pozitif hücre bulgularımızı destekler nitelik-
tedir. Asiner ya da kanal hücre fenotipine sahip hücrelerin
endokrin hücre karakterine dönüşebileceğini göstermek-
tedir.

Sonuç olarak yd2-STZ diyabet modelinde, STZ uygula-

nan gruplarda kontrollerine göre adacıkların küçüldüğü
tespit edildi. STZ’nin etkisi ile adacık hücre düzenin 3.
günden itibaren bozulduğu, STZ’nin adacıklar üzerine
toksik etkisinin en fazla doğumun 5. gününde ortaya çık-
tığı, 5. günden başlayarak, 10. güne kadar hızlı bir rejene-
rasyon sürecinin yaşandığı ve 10.günde kontrole yakın
bir görünümün ortaya çıktığı gözlendi. İnsülin, glukagon,
somatostatin, pdx-1 ve sinaptofisin antikorları kullanılarak
elde edilen immünohistokimya sonuçları birlikte değerlen-
dirildiğinde, ekzokrin dokuya ait asiner ve kanal epitel
hücrelerinin farklılaşarak pankreatik endokrin hücre özelliği
kazandıkları tespit edildi. Ayrıca pdx-1 ve sinaptofisin
antikorlarının birlikte kullanımının olası öncül hücrelerden
beta hücre farklılaşmasını tespit etmek açısında iyi birer
belirteç olacakları sonucuna varıldı.
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