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Ozet

Amag: Diyabet, B hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun
yetersiz miktarda ya da hi¢ salgilanmamasi sonucu meydana
gelen metabolik bir hastaliktir.

Bu c¢alismada; deneysel tip 1 diyabet olusturulan ve tip 2
diyabet fizyopatolojisinin  taklit edildigi  sicanlarda
Langerhans adaciklarinda olusan morfolojik degisikliklerin,
151k mikroskopik seviyede arastirilmas: ve degerlendirilmesi
amaclanmustir.

Materyal ve metod: Calismada kullanilan 15 adet eriskin
Sprague- Dawley cinsi erkek sig¢an, kontrol, streptozotosin
(STZ) ve fruktoz gruplarina ayrildi. STZ grubuna tek doz
intraperitoneal 45mg/kg STZ uygulanarak deneysel tip 1
diyabet olusturuldu. Fruktoz grubuna 8 hafta boyunca % 10
D-fruktoz igeren igcme suyu verilerek, tip 2 diyabet
fizyopatolojisi taklit edildi. 8 haftanin sonunda her 3 grup
sakrifiye edilerek, pankreaslar1 alindi. Rutin tesbit ve doku
takibi sonrasi 151k mikroskopik olarak incelendi.

Bulgular: Serum-glikoz diizeyi, fruktoz grubunda 158.4 + 28.8
mg/dl, STZ grubunda ise 445.8 £ 73.8 mg/dl olarak bulundu
(p<0.05). Fruktoz ve STZ gruplariin her ikisinde de
pankreasin ekzokrin boliimiinde herhangi bir patoloji
izlenmedi. Fruktoz ve kontrol grubuna gore, STZ grubunda
adaciklar kiiciilmiis ve yapisi bozulmustu. Aldehit- fuksin
(A-F) ile boyanan preparatlarda, B hiicre graniilleri STZ ve
fruktoz gruplarinin her ikisi de azalmusti.

Sonu¢: Bu calisma; STZ grubunda pankreas adaciklarinin
sinirlarinin -~ ve  seklinin  bozuldugunu, ancak fruktoz
grubunda adacik yapisinin kontrole yakin oldugunu gosterdi.
Buna ragmen her iki grupta da (STZ ve fruktoz) B hiicre
graniilleri belirgin derecede azaldi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel diyabet, Pankreas, Sican
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Summary

Purpose: Diabetes mellitus is a metabolical disease which
developes when the insulin hormone released from [ cell is
insufficent or non-existent.

The purpose of this study was to examine and evaluate the
light microscopic changes in the morphology of the islets of
Langerhans in the rat following streptozotocin (STZ) and
fructose- induced experimental diabetes.

Material and metods: Fifteen male Sprague- Dawley adult rats
were divided into three groups. One has fed by nornal diet
and tap water (control group, n=5), second has given one
dose of 45 mg/kg STZ intraperitoneally and fed by normal
rat diet (STZ group, n=5) and tap water, third has fed by
normal rat diet and tap water containing 10 % D-Fructose
(fructose group, n=5) for 8§ weeks. At the end 8 weeks, their
pancreas was examined by light microscope.

Results: Plasma- glucose level was 445.8 + 73.8 mg/dl in STZ
group while 158.4 £ 28.8 mg/dl in fructose groups (p<0.05).
In both STZ and fructose groups pathologic evidence were
not present in exocrine pancreas. Islets structure was
distrupted in STZ group. Pancreatic islets were smaller in
STZ group when compared with the fructose and control
groups. Secretory granules of B cells were found decreased
both STZ and fructose groups with Aldehyde -fuchsin (A-F).

Conclusion: This study showed that the shape and border of the
pancreatic islets were disrupted in STZ group. Whereas islet
structure in fructose group was closer to the control .
However B cell granules remarkably decreased in both STZ
and fructose groups.

Key Words: Experimental diabet, Pancreas, Rat
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Insiilin 21 amino asitli A ve 30 amino asitli B
zincirlerinin siilfidril gruplarinin (-SH) ortaklasa yaptigi
disiilfiir kopriileri ile birbirine baglanmis polipeptid
yapisinda bir  hormondur. Langerhans
sentezlenip

Pankreasin

adaciklarindaki [ hiicreleri  tarafindan
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salgilanmaktadir.  hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin
hormonunun mutlak ya da goreceli yetersizli§i sonucu,
hiperglisemi ile seyreden diabetes mellitus olusur (1,2).
Devam eden hiperglisemi, bazal membran bilesenlerinin
(kollajen gibi), diger proteinlerin ve hemoglobinin
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glikozilasyonuna neden olur. Bu sekilde ortaya cikan
glikozilasyon fiiriinleri bazal membran kalinlasmasina,
kapillerlerin ~ ve periferal yapisinin ~ ve
fonksiyonunun degismesine neden olur (3).

sinirlerin

Diyabetes mellitus tip 1 (insiiline bagimli) ve tip 2
(insiiline bagimli olmayan) olmak {iizere iki gruba ayrilir.
Tip 1 diyabette en 6nemli 6zellik B hiicre yikimidir. Bunun
sonucunda insiilin azligi veya yoklugu olusur. Ancak
insiilin reseptorlerinde insuliine karsi normal cevap goze
carpar (4). Tip 2 diyabet ise insiilin aktivasyonuna karsi
direng ve beta hiicre fonksiyonunda degisiklikler ile
karakterizedir (5).

Streptozotosin (STZ) diyabetojenik 6zelligi olan dar
spektrumlu bir antibiyotiktir. Antibiyotik olmasina ragmen,
antineoplastik ve immunostiipresant olarak da kullanilir (2).
STZ insulin salgilayan P hiicrelerine toksik etkisi nedeniyle
tip 1 diyabet i¢in hayvan modeli olusturmada siklikla
kullanilan kimyasal bir ajandir (6,7,8).

Tip 2 diyabet ise deney hayvanlarinda ancak
fizyopatolojisi taklit edilerek olusturulabilmektedir. Bu
amacla deney hayvanlarina yiiksek doz sukroz ya da
fruktoz iceren diyetler verilerek, tip 2 diyabette izlenen
insiilin direnci olusturulmaktadir (9).

Bu calismada, deneysel olarak tip 1 ve tip 2 diyabet
olusturulmus sicanlarin pankreas Langerhans adaciklarinda
olusan morfolojik degisikliklerin karsilastirilmali olarak,
151k mikroskopik diizeyde incelenmesi amaglanmustir.

Materyal Metod
Diyabet Olusturulmast

Calismada, baslangi¢c agirliklar1 230-280 gr arasinda,
15 eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi.
Sicanlar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden saglandi.
Deney boyunca barinma ve beslenmeleri, ayn1 merkezde
yapildi. Sicanlar 3 gruba ayrildi. Bu 3 grup sirasiyla
kontrol (n=5), deneysel tip 1 diyabet (streptozotosin STZ
grubu, n=5) ve fizyopatolojisi taklit edilen tip 2 diyabet
(fruktoz grubu, n=5) olarak belirlendi. Deneysel tip 1
diyabet olusturulmadan 6nce, sicanlar 12 saat a¢ birakildi.
Daha sonra tek doz 45 mg/kg STZ serum fizyolojik
icerisinde intraperitoneal olarak verildi (6). Uygulamadan 4
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saat sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verildi. Ug giin
sonra, 6 saatlik aclik sonrasi kuyruk ucundan alinan
kapiller kanda el glukometresi (Glucometer Elite-Bayer)
ile kan-glikoz degerleri ol¢iildii. 270 mg/dl ve iizerinde
olanlar calismaya dahil edildiler. Uygun kan- glikoz
seviyesine ulagan sicanlar 8 hafta boyunca standart sican
yemi ve igme suyu ile beslendiler. Fruktoz grubundaki
sicanlarin  igme %10 D-Fruktoz katilarak
beslendiler. Sekiz haftanin sonunda kan-glikozu 150 mg/dl
ve lizerinde olanlar caligmaya dahil edildiler.

Isik Mikroskobi

Sekiz haftanin sonunda iiretan  (1.2-1.4 gr/kg)
anestezisi altinda sicanlarin pankreaslar1 alinarak Bouin
solusyonu i¢inde tespit edildi. Rutin doku takibi sonrasinda
dokular parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan
alman 5 p'luk kesitler; hematoksilen eozin (H-E), aldehit
fuksin (A-F) ve periyodik-asit Schiff-hematoksilen (PAS-
H) ile boyand: (10). Boyanan kesitler Olympus BH2
arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekildi.

sularina

Bir pankreas kesitinde ortalama 8-10 adacik
incelenebilmektedir. Ortalama adacik caplarinin 30-35 p
oldugu gozoniinde tutularak her dokuzuncu kesit alinmis
ve bu islem her blok i¢in 3 defa tekrar edilmistir. Boylece
her pankreastan, birbirinden bagimsiz olmasi muhtemel,

25-30 adacik incelenmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Kan-glikoz degerleri ve viicut agirliklarinin normal
dagilim gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi ile
saptand1 (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmelerde parametrik olmayan testler kullanildi.
Gruplar aras1 farkliliklar1 test etmekte Kruskal-Wallis
Varyans Analizi, ikili karsilagtirmalarda Mann-Whitney U
Testi kullanildr (11).

Bulgular

Kan- glikoz degerleri ve Viicut agirhgi: STZ,
fruktoz ve kontrol grubundaki siganlarin kan-glikoz
degerleri ve vucut agirliklart Tablo 1'de verilmistir. Kan-
glikoz degerleri yoniinde gruplar arasindaki fark onemli
bulundu (p<0.05). Farki yaratan grup ya da gruplan
bulmak i¢in yapilan ikili karsilastirma sonucu: kontrol ile
STZ verilen grup, STZ ile fruktoz verilen gruplar arasinda

Tablo 1. STZ, fruktoz ve kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirliklan (gr) ve kan-glikoz (mg/dl) degerleri.

Viicut Agirhigr (gr)

Kan-glikoz seviyeleri (mg/dl)

Grup n Baslangi¢ (Ort £ ss) Bitig (Ort =+ ss) Ort * ss
STZ 5 297.6 £23.15 269.8 £ 18.79 4458 +73.8
Fruktoz 5 2742 £23.47 353.8+43.3 158.4 £28.8
Kontrol 5 270.8 +£36.27 323.0+30.7 104.4 £28.2
28 T Klin T1p Bilimleri 2003, 23
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Resim 1. Kontrol grubunda ekzokrin boliim ve Langerhans adaciklar
(L). H-E X 10.

Resim 3. STZ grubunda kiiglilmiis ve smurlart diizensizlesmis
Langerhans adaciklari. Eozinofilik materyal (ok), biraraya gelmis
hiicre ¢ekirdekleri (kalin ok). H-E X 20.

fark bulundu (p<0.05). Kontrol ve fruktoz gruplar
arasindaki fark onemli degildi (p>0.05).

Agirlik kazanimlar yoniinden gruplar arasindaki fark
onemli bulundu (p<0.05). Kontrol ve STZ verilen grup ile
fruktoz ve STZ verilen gruplar arasinda fark varken
(p<0.05), kontrol grubu ile fruktoz gruplari arasindaki fark
onemli bulunmad: (p>0.05). Fruktoz ve kontrol grubunda
deney siiresince agirlik kazanimi devam etti. STZ verilen
grupta ise deney boyunca agirlik kazanimi kaydedilmedigi
gibi deneyin sonunda ortalama 27.8 + 253 gr kilo
kaybettikleri tespit edildi.

Isik Mikroskobik Bulgular
Kontrol Grubu:

Rutin H-E ile boyanan kesitlerde pankreasin ekzokrin

T Klin J Med Sci 2003, 23
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Resim 2. Kontrol grubunda adacigin merkezinde mor graniilleri ile
tanmnan B hiicreleri (ok). A-F X20.

Resim 4. STZ grubunda B hiicre graniilleri boyanmayan Langerhans
adacig (oklar). A-F X 20.

bolimii ve Langerhans adaciklart normal goriiniimdeydi.
Langerhans adaciklar1 oval ya da yuvarlak ve sinirlar
belirgin olarak izlendiler (Resim 1). Aldehit-fuksin boyama
metodu ile B hiicreleri adacigin merkezinde mavi-mor
boyanan graniilleri ile tanindilar (Resim 2). PAS-H
boyama metodu ile yanlizca Langerhans adacigindaki
kapiller damarlarin bazal membranlar1 boyandi. Adacik
hiicrelerinin sitoplazmasi PAS(-) olarak izlendi.

STZ grubu:

H-E boyama metodu ile Langerhans adaciklar
kiicilmiis ve konturlar1 diizensizlesmisti. Adacik igindeki
hiicrelerin bir kismi sitoplazmalarinda eozinofilik materyal
ve sitoplazmik bosluklar icermekteydi. Adacigin ozellikle
periferinde sitoplazmik sinirlart belirsiz, birbiri iizerine
kiimelenmis hiicre ¢ekirdekleri izlendi (Resim 3). Ekzokrin
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Resim 5. STZ grubunda PAS(+) izlenen sitoplazmik damlaciklar ve
bu damlaciklarla dolu bir hiicre (ok). PAS-H X 40.

Resim 7. Fruktoz grubunda zayif boyanan B hiicre graniilleri (ok). A-F
X 20.

kismin STZ'min etkisinden korunmus oldugu goriildii.
Aldehit-fuksin boyama metodu ile B hiicre graniilleri goze
carpan belirgin bir boyanma gostermedi (Resim 4).
Adacikta zayif ve belirsiz boyanan birkag¢ hiicre mevcuttu.
PAS-H boyama metodu ile adaciklarda yer alan hiicrelerin
sitoplazmalarinda PAS(+) damlaciklarina rastlandi. Baz1
hiicreler ise bu damlaciklarla ile dolu olarak izlendi (Resim
5).
Fruktoz Grubu:

H-E boyama metodu ile Langerhans adaciklari,
diizgiin konturlu ve kontrol grubuna yakin olarak gozlendi
(Resim 6). A-F boyama metodu ile adacik icindeki B
hiicrelerinde salgi materyallerinin sadece birkac hiicre
disinda ¢ok azaldifi dikkat cekti. Bu hiicrelerde de
boyanma yogunlugu hafifti (Resim 7). PAS-H boyama
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Resim 6. Fruktoz grubunda Langerhans adacig1 (L). H-E X 40.

Resim 8. Fruktoz grubunda PAS (-) olarak izlenen Langerhans adacik
hiicreleri. PAS-H X 40.

metodu ile intrasitoplazmik olarak PAS(+) bir bulguya
rastlanmadi (Resim 8).

Tartisma

STZ'nin yiiksek derecede spesifik diabetojenik etkisi
ilk kez Rakieten tarafindan rapor edilmistir (12). STZ'nin
Langerhans adaciklarinda secici olarak [ hiicrelerini
etkileyip diyabet olusturdugu anlagildiktan sonra yapilan
bir ¢ok deneysel hayvan c¢alismasinda @ STZ
kullanilmaktadir  (7,13). STZ'nin diyabetojenik etki
mekanizmasi i¢in en fazla benimsenen teori, reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) salintmiyla ilgilidir. Ortama salinan
ROS'lar DNA kirilimina neden olur. DNA'y1 tamir amaci
ile aktive olan poli (ADP-riboz) sentetaz enziminin
intraselliiler NAD' m molekiillerini kullandigi ve J
hiicrelerinde NAD diizeyinin patolojik sinirlara inmesinin

T Klin Tip Bilimleri 2003, 23
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hiicreyi nekroza gotiirdiigii bildirilmektedir (14). Nitekim
deneysel diyabet modelinde antioksidan enzimlerin ve
maddelerin verilmesi diyabet bulgularin1 hafifletmistir
(15).

Yilmazer ve ark. (16) Wistar tipi sicanlara 5 mg/kg
tek doz verilen STZ'nin pankreas adaciklarinda belirgin f3
hiicre kaybina neden oldugu, geriye kalan B hiicrelerinin
graniillerinin de kontrollere kiyasla azalmis oldugu
bildirmistir. Aughsteen (13), farelere 75 mg/kg tek doz
intravenoz enjekte edilen STZ'nin adaciklarin kiiciilmesine
neden oldugunu, ancak adacik icinde A ve D hiicrelerinin
STZ' nin toksititesinden etkilenmedigini gostermistir.

Bizim calismamizda da 45mg/kg tek doz STZ enjekte
edilen grupta Langerhans adaciklarinin c¢aplarinin
kiiciilmiis ve konturlarinin diizensizlesmis oldugu goriildii.
Kontrol grubundaki adacik icinde, A-F ile mor renkte
boyanmus olarak izlenen [ hiicre graniilleri bu grupta
izlenmediler.

Uzun siire devam eden hiperglisemi durumlarinda
adacik icinde ozellikle B hiicrelerinde, glikojen birikimi
oldugu bildirilmektedir. Onceleri yapilan cahigmalarda
farkedilen bu vakuollerin su icerebilecegi diisiiniilmiis ve
hidropik dejenerasyon olarak isimlendirilmistir. Ancak
ozel boyama yontemleri kullanilarak vakuollerin aslinda
glikojen icerdigi gosterilmistir. B hiicrelerinde goriilen
glikogenez diyabetik insanlarda oldugu gibi deney
hayvanlarinda da izlenmistir (2). Kessler (17), hiperglisemi
ve adacik bozukluklarinin siddeti ile ilgili olarak adacik
icindeki vakuolizasyon siddetinin de belirginlestigini
bildirmistir.

Calismamizda da PAS-H ile hiicre i¢inde yer alan ve
pembe renkte boyanan damlaciklar dikkat cekti. PAS(+)
boyanan bu damlaciklarin  glikojen  olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bize gore; pankreas adaciklarina glikozun
insulinden bagimsiz olarak girebilmesi ve hiicre i¢i glikoz
konsantrasyonunun  dogrudan  dogruya  kan-glikoz
konsantrasyonuna bagli olarak degismesi, uzun siire devam
eden hiperglisemide adacik iginde intrasitoplazmik
glikojen partikiillerinin olusumu aciklamaktadir.

Fruktoz diyetleri ile dokularda insiilin direnci
olusturularak tip 2 diyabetin fizyopatolojisi taklit
edilmektedir. Yiiksek doz sukroz diyetleri periferal ve
hepatik seviyelerde insiilin gecisine zarar vermektedir.
Absorbsiyonu boyunca sukroz esit miktarlarda fruktoz ve
glikoza hidrolize olur. Caligsmalar sukroz diyetlerinde
olusan insiilin direncinden aslinda fruktozun sorumlu
oldugunu gostermistir. Sonu¢ olarak yiiksek fruktoz
diyetleri sicanlarda tip 2 diyabetin fizyopatolojisinde yer
alan, insiilin direncine ve glikoz intdleransina neden
olmaktadir (9). Caliyjmamizda da, 8 hafta boyunca
sicanlar %10 fruktoz iceren diyet ile beslenerek Tip 2

T Klin J Med Sci 2003, 23

Nigar VARDI ve Ark.

diyabetin fizyopatolojisi taklit edilmistir. Sempoux (18),
tip 2 diyabette adaciklarin tamamen normal oldugunu
bildirirken, Clark (19), tip 2 diyabette B hiicrelerinin %30
azaldigini, Massimo (20) ve Koyama (21) ise %50
normal oldugunu ancak geriye kalan [ hiicrelerinin
insiilin sentezleme yeteneklerinin olmadigini bildirmistir.

Calismamizda, adaciklarin biiyiikliikleri ve sekilleri
kontrollere benzer olarak izlendi. Ancak A-F boyama
metodu ile adacik iginde P hiicre graniillerinin sayisi ve
boyanma yogunlugu azalmisti. Tip 2 diyabette glikoz
intleransinin  uzun siire mevcut olmasi B hiicrelerini
devamli  aktive salgilamay1
hizlandirmaktadir. Hiperglisemi ile basedebilmek ig¢in
pankreas [ hiicrelerinin gosterdigi asiri ¢aba sonucu doku
seviyesinde insiilin direnci olusmakta ve asir1 yliklenmeye

ederek  sentez  ve

bagli olarak [ hiicrelerinin fonksiyonlart bozulmaktadir
(22). Adaciklarda [ hiicre graniillerinin azalmasi,
muhtemelen hipergliseminin tetiklemesi ile Oncelikle
depolanmis insiilinin daha sonra da yeni sentez edilen
devamli  olarak kapillere  verilmesinden
kaynaklanmaktadir. Fruktoz grubunda A-F ile boyanan
graniil sayisinin azalma nedeninin, buna bagl olabilecegini
diisiinmekteyiz.

insiilinin

Sonu¢ olarak calismamizda; STZ verilerek tip 1
diyabet olusturulmus grupta Langerhans adaciklarinda
gozlenen morfolojik degisiklikler, fruktoz verilerek tip 2
diyabet olusturulmus gruba gore daha belirgin oldugu
saptandi. Ancak adaciktaki B hiicre graniilleri, yogunluk ve
boyanma 06zelligi yoniinden her iki grupta da birbirine
benzer olarak bulundu.
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