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GIRTIS

Pankreas adacik sistemi hiicre tiplerine bagli olarak
morfolojik agidan iki ana grupta toplanirken, fizyolojik
Szellikleri ile esasta ikili i¢ salgi yapimiyla da dikkati

ceker.

Pankreasta ic salgi diriinleri "insiilin ve glukagon'un"
yapimi ile salinimi olaylari {izerinde siirekli calismalar. ya-
pilmaktadir. Bunlar arasinda insiilin yapimini ve salinim me-
kanizmasini incelemege ydnelik olanlari konuya Snemli katkida

bulunmaktadir.

Bbylece, 1869'da Langerhans tarafindan ilk defa tanim-
lanmis olan adacik hiicreleri bircok aragtiricinin c¢egitli
yénlerden inceleme konusu olma giincelligini sirdiirmektedir.

" . e s ﬂfﬁp‘”ﬂ
Aragtiricilar 8zellikle insiilin sé¢kresyon ve salinimi-
‘_—_—-_—-;_—\

n1 uyarici maddeler kullanarak bir taraftan fizyolojik ve bi-
yokimyasal bulgulari degerlendirirken(8,40,41,43,60) diger
taraftan da pankreasta Langerhans adaciklarinda insiilin sal-
gilayici B hiicreleri (B-hiicreleri) ile Glukagon sekresyonunu
listlenmis A hiicrelerinin (o-hiicreleri) histolojik yapilarina
ait degisiklikleri iizerinde durmuslardir(7,16,24,25,45,57,80,
81).

Pankreasta adacik sistemini uyaran maddeler arasinda;



glukoz, cesitli amino asitler-Leucine, sulfonylurea bilegik-

leri ve glukagon Snemli yer tntaTs,

L.Leucine'nin hipoglisemik etkisi Cochrane ve ark.(13)
tarafindan idiopatik hypoglycemia vakalarinda; Schwartz ve
ark.(79) tarafindan da fonksiyone adacik ti#imdrlii hastalarda

g8sterilmistir.
Deneysel galismalarda L.Leucine'nin dogrudan dogruya

nin olugsmadifi, ancak bazi etkenlerle L-Leucine'in insiilin

o A R

kontrol hayvanlarina verilmesi ile belirgin bir hipoglisemi- ?
§hég

sekresyonunu uyaricil roliintin belirtil&igi gbsterilmistir (13,
29,31).

Literatlirde pankreas adacik sistemi iizerinde cegitli
etkenleri degerlendirmeye,yﬁnelik in vivo.caligmalar kadar(28,
29,30,47) in vitro.calismalara da rastlamaktayiz(1,2,3,14,21,
23,27,34,38,39,46,47,58,62,64,74,76,78,87,88,89).

In vitro calismalardan bir kismi eksokrin parenkimi
ile birlikte adacirklari iceren pankreas parcaciklarini kulla-
nirken(3,14,17,32,42,64,66,76,78,80) bir kismi da izole pank-
reas adaciklarini incelemistir(1,2,8,9,22,38,41,44,52,53,62,82,
83,86,88).

A.Sener ve ark.(77) L.Leucine kombinasyonunu l-gluta-
min ile sigan pankreas adaciklarinda, Proinsiilin biyosentezi-
ni veya insitilin salinimini arttiricit etkisini de izole pank-

reas adaciklarinda incelemiglerdir.

Ayrica, izole sican pankreas adaciklarinda perifiizyon
teknigi ile insiilin yapimi ve sekresyonunu arastiran Hoshi ve
ark.(44) immunoreaktif insiilin Slc¢lilmesi ile insiilin yapimi
ve salinimi mekanizmasi {izerindeki ¢aligmalara katkida bulun-

muglardir.



Bu tez calismasi planlanirken, bir perifiizyon seti ha-
zirlanip, pankreas parenkimasinda adacik sisteminin glukoz,
L.Leucine ve glukagon éibi uyarici maddelerin etkisinde g&s-
terdigi degisikliklerin, 151k mikroskopu ve ultrastriiktiir dii-
zeyinde incelenmesi ile Ynceki caligmalara yeni katki getirme

amacina yonelik bir yol izlenmisgtir.

Ayrica, pankreas adaciklarinda hiicrede 8zel graniilas-
yonlar ile insiilin biyosentezi ve salinimini yansitan bulgu-
larin, perifiizyon siirecinde belirli zaman araliklari ile ya-

pilan insiilin 8lgiimleri degerlendirilerek, insiilin salinmasi-

nin  kountroliinfin saglanmasi amaglanmigtir



MATERYAL VE METOD

Bu caligsmada Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama Merke-
zinden alinan 21 adet Wistar albino eriskin (250-330 g) erkek
siganlar kullanildi. Sigcanlar ayni kosullara sahip bir odada.
181 ve G6zellikle 1s1k sabit tutularak, hazir fare yemi ve su

ile beslendiler. Deneyler glinlin ayni1 saatlerinde yapildi.

Pankreas parcaciklari perifiizyonlari Malaisge ve arka-
dagslarindan(64) degistirilerek japlldl. Perifiizyon icin pas-
lanmaz celik ve kirilmaz camdan yapirlmig 6zel perifiizyon tiibi
kullanildi. Uzunlugu 14 cm, capir ise 1,5 em olan tiip iki par-
cadan ibaret olup ortasina paslanmaz c¢elikten bir elek ilizeri-
ne 5C tipi 8.0 um capinda milipor filtre (Lot No + 3A141160)
kondu. Elegin alt kisminda bulunan vé tiblin II.bdllimiinlin hac-
mini kiicliltmek ve sivinin debisini éyarlamak amaciyla cam

boncuklar kondu.

Perifiizyon sivisi olarak Krebs Ringer ¢&zeltisi
(NaC1=5.56 g/1,KC1=0,373 g/1, CaCl,=0,1387 g/1, MgC1,=0,04765
g/l, NaHCO3=1,68 g/1l, NaH2P04=0,16O g/1l) kullanildi. Krebs
Ringer'e Z 1 si1gir (Bovine) albumin, deney maddeleri ve 1000
inite Trasylol-Bayer-(9,78,88) eklendikten sonra pH=7.40'a
ayarlandi. Rezervuara Krebs Ringer ¢8zeltisi konuldu ve pompa,
benmari, perifiizyon tiibii irtibati yapildi (Perifiizyon seti).
Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama Merkezfnde kurulmus olan
ve Hushi metovdundan yararlanarak gergeklegtirilmig bulunan pe-

riflizyon seti ile caligaldy.



PERIFUZYON SETI

Sicanlar eter anestezisi ile uyutulduktan sonra
ksifoid'den pubis'e kadar yapilan bir insizyon ile periton
bosluguna girildi. Dalak prepare edilerek, mide ve duodenum’
yardimiyla pankreas ortaya kondu. Hizli bir sekilde dalaktan
baglayarak damarlar.ligatﬁre‘edilmeden pankreasin baglantila-
r1 kesilmeye baslandi. Daha sonra mide ve ince barsaktan pank-
reas baglantilari kesildi. En son olarak fazla kanamayi gecik-
tirmek icin duodenumla olan baglantilari kesildi. Gikartilan
pankreas hemen petri igindeki Kfebs Ringer eriyigine kondu ve
keskin bir makasla yag dokusu temiziendi,'Daha sonra ¢ok hiz-
11 bir gekilde pankreas 8nce keskin kalin makasla, sonra kii-
cliik keskin bir makasla ufak parcalara ayrildi. Bu islemden
sonra elde edilen parcalar milipor filtre iizerine kondu. Bu

arada s1fir noktasi (kontrol) icin 151k ve elektron mikrosko-



buna parcalar alindi. Perifiizyon tiibii kapati1ldi ve Krebs
Ringer c¢dzeltisine 7 95 02, Z 5 CO2 karisimi gaz verilerek
pompa acgildi ve perifiizyona bagslandi. Pankreas parcalarini
yikayan sivi perifiizyon tiibiniin altina takilan kaniilden numa-
ralanmis godelere birer dakika ara ile alindi, k&plirmeye ne-
den olmayacak gekilde hafifge calkalanip 8nce godeler buz

icinde sogutuldu sonra -18°C de donduruldu.
Deney 3 grupta siirdlirtildid:

I.Grup: Kontrol grubu (Z 200 mg glukoz verilen sican-

lardan olusuyordu).

II.Grup: L.Leucine verilmis sican grubu (Z 100 mg glu-
2 . A
koz +16.6 m.Mol L.Leucine (Merck).
) IIL.Grup: Glukagon verilmis sigcan grubu (Z 100 mg glu-
koz +1 mg/100 ml glukagon (Novo). AN

Perifiizyonlar 45 dakika siirdiiriildi. Toplanan~6rnek1ér—
de insiilin tayinleri radyoimmunoassay y®ntemiyle si¢can insii-
linine Z00{gpesifik antikorlari iceren INSIK 5 instilin kiti

ile yaprldax.

Perifiizyon boyunca 0,15,27,40 1inci dakikalarda peri-

T,

- . >
fizyon tiibi agilarak hizla 11k ve elektronmikroskopu ince-

lemeleri icin pensle pankreas parcalari alindi. Isik mikros-
kopu igcin Bouin tesbit, elektronmikroskopu ig¢in fosfat tam-
ponlu % 3'lik glutaraldehit ve takibin ikinci tesbiti olarak

Z 1"1ik Osmik asit kullanildzi.

Parcalar gerektigi sekilde takip edildikten sonra,
1s1k mikroskopu icin parafin bloklara, elektron mikroskopu
icinde Vestopal W'ye gomiildii. Isik mikroskopu kesitleri

Aldehyd-fuchsin gomori ve Hematoxylin Eosin ile boyanarak in-



celendi. Elektron mikroskopu incelemeleri icin kalin kesitler
LKB Ultratom-3 mikrotomu ile kesildi. Z 1 1lik Toluidin Blue
boyasiyla boyandi. Adacik bulundufu saptanan bloklardan ince
kesitler alindi. Uranil asetat Reynol's teknigiyle kontrast-
lanan kesitler Jeol-100 C elektron mikroskopu ile degerlendi~

rildi.\



BULGULAR

Perifiizyon seti ile ilk yapilan caligmalarda baslan-
gicta belirli araliklarla alinan perifiizyon sivisinda radyo-
immunoassay yontemiyle insiilin tayinleri yapilmis ve tepe

noktalari bulunmustur.

Daha sonraki calismalarda ise bu tepe noktalarina uy-
gun diisen zamanlarda, 1sik mikroskopu ve elektromnmikroskopu
incelemeleri i¢in pankreas Ormekleri alinarak uygun ydntemle-

re gdre parca takipleri ile bloklamalar: yapllmistlr.

Kontrollii olarak siirdiiriilen insiilin miktarlari
Slclimleri ile morfolojik bulgular, sadece glukozla birlikte
verilen L-Leucine ve glukagon'un perifiizyonundan sonra hem
sekresyon yapimi ve hem de salinimi dgisindan degerlendirilip.

{ic grup halinde toplu olarak agsagida verilmigtir:

A. Fonksiyonel Bulgular:

Perifiizyon siirecinde dakikada 2,5 ml hizla yapilan
pankreas pargaciklari perifiizyonlarinda radyoimmunoassay y&n-

temiyle elde edilen insiilin miktarlars  Blclilmistir.

Grup I, Grup II ve Grup IIIL'e ait bulunan degerler

Grafik I, II ve III' wve Tablo i'de yer almaktadir.



B. Pankreas parcgaciklari perifiizyonlarinda elde edilen 1s1k

mikroskopu bulgularzi:

Grup I

a) 7 200 mg Glukoz'la perifiizyona tabi tutulan pankre-

as parcaciklarinin 1si1k mikroskopunda yapilan incelemelerin-
de, Langerhans adaciklarindaki hiicreler normalden asiri fark-

11 bulunmad:r (Resim 1 ve 2).

b) Kontrol: Aldehyde-fuchsin (Gomori) ile boyanan pre-
paratlarda B-hiicreleri, Langerhans adaciklarinin daha c¢ok
merkezinde ve adacigin biyilik bdliimiini kaplayip viyolet renkte
graniilleri ile dikkati gekmektedir. Viyolet renkli B-hiicre
graniilleri kapilerlere komsu bdlgelerde yer almistir (Resim 3
ve 4). ' '

A-hiicreleri ise adacigin periferinde Aldehyde~fuchsin

ile kirmizi renkte boyanmis olarak gdzlenmekte idi (Resim 3).

Elektronmikroskopu bloklarindan hazirlanan kalin ke-
sitlerde A ve B hiicreleri koyu boyanmis (B hiicresi) ve acik

boyanmis (A hiicresi) olarak g8zlendi (Resim 4).

Bu adaciklara ait elektronmikrograflarda ise, A ve B-
hiicreleri tipik graniilleri ve ince yapilari ile izlendi (Re-

sim 5 ve 6).

ince kesitlerden hazirlanan Elektronmikrograflarda ise

tipik graniilleri ile biiylik A~-hiicreleri gdriildi (Resim 5).

A hiicrelerinde genellikle salgi graniilleri az yogun
bir matriks icine gdmiilii ve graniilleri sinirlayan membran dar

bir bogsluk birakacak sekilde graniili kusatiyordu.
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Nukleus oval olup, sitoplasmada organeller gdzlendi.
Uzun, ince ¢ubuk geklindeki mitokondriler ve jukstanuklear
Golgi kompleksi belirgin ve endoplazmik retikulum ise daha az

yaygin olarak goriildi.

Elektronmikrograflarda adaciklardaki B hiicreleri tipik
"zellikleriyle izlendi. A hiicrelerine oranla sayilari daha

fazla idi.

Salgi graniilleri yogun, polimorf, c¢ok cegsitli sekil-
lerde ve bunu saran membran arasinda biiylik bosluklar biraka-
cak sekildeydi (Resim 6). Bunlarin yaninda biiyik ve daha az

yogun yuvarlak graniilleri olan B hiicrelerine de rastlandi.

B hiicresindeki mitokondriler A hiicresindekilerden cok
daha fazla sayida ve polimorf sekillerde gbzlendi. Golgi
kompleksi ise A hiicrelerindekilere gdre oldukca aktif ve yay-

gin bir dagilim gdstermekte idi (Resim 6).

Grup II: Z 100 mg glukoz + 16.6 m.Mol L-Leucine (Merck)

L.Leucine perffﬁzyonu yapilmis sicanlarda:

Langerhans adaciklari 1gik mikroskopu dﬁzeyinde ve ka-
lin kesitlerde ihceleﬁdiginde granlil azalmasi varmis izlenimi-

ni vermektedir (Resim 7 ve 8).

Langerhans adaciklari 1si1k mikroskopu diizeyinde ince-
lendiginde her ne kadar beta graniilasyonu aldehyde-fuchsin ile
boyanmis preparatlarda azalmis gibi ise de, aslinda kapiler-
lere bosaltilan graﬁﬁllerin artmasi sonucu, aldehyde-fuchsin
ile boyanma, hiicrenin kapiler koﬁsuluguna yénelmis olarak

gbzlenmektedir (Resim 8).

L.Leucine'den sonra adaciklardaki kapiler dafilisinin
oldukca genigledigi g&zlenmektedir (Resim 8). Degraniilasyona

ugramis hiicrelerin sayisinda bir artma tesbit edilmistir.
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Aldehyde-fuchsin ile boyanmis preparatlarda hiicreler, koyu ve

acik renkli boyanmis olarak gruplasmislardir (Resim 8).

Ultrastriiktiirel diizeyde ise, Langerhans adac1k1ar1ndaé7fﬁg

hiperaktivite hali g8riilmektedir (Resim 9).

B hiicrelerinin elektronmikrograflarda yer yer 1sik
mikroskobuna paralel olarak aydinlik "Clear" ve koyu "Dark"
hiicreler halinde g8zlenmesi ilgi g¢ekici idi. Aydinlik B hiicre-
si daha az salgi graniilii tasimakta, genigslemis vezikiil ve va-—

kuollii olup, GER'den fakir hiicre yapisini yansitmakta (Resim 15),

Koyu A hiicresi ise salgi graniillerinden zengin GER
membranlari, yogun bdlgeler olusturan ve aktif Golgi Komplek-
si olan hiicre yapisinda dikkati gekiyofdu—(Resim 10).

' - Resim 11'de de bir koyu B hiicresi graniille dolu olarak

izlenmektedir;

A hiicresi ise, membranla sarili tipik yuvarlak granil-
leri ile gdriilmektedir. A-hiicrelerinde GER membranlari artmis

ve graniilden zengin bir yapi dikkati gekmektedir.

Isik mikroskopu kesitlerinde Aldehyde-fuchsin boyamas:
uygulanmis preparatlarda, A hiicreleri, adacik periferinde B

hiicrelerini kusatmis olarak gdzlendi (Resim 8).

Gerek bu preparatlarda, gerekse elektronmikroskobu in-
célemeleri ig¢in hazirlanan bloklardan yapilan ve toluidin ma-
visi ile boyanmis kalin kesitlerde ice A hicrelerit -
g8zlendi (Resim 7). Grup III: Z 100 mg glukoz + 1 m§7i00 ml
Glukagon ilave edilmig bufferli ortamda perifiizyon yapilmig
sican pankreasinda gdriilen degisiklikler asagidaki sekilde

bzetlenebilir,



Isik mikroskopu ic¢cin hazirlanan parafin kesitlerinde,
aldehyde-fuchsin boyasi uygulandiginda, pankreas adaciklarin-

da B-hiicrelerinin diffiiz boyandigini g8rmekteyiz (Resim 18).

A hiicreleri ise soluk kirmizi renkleri ile adacik peri-
ferinde yer almaktadir. A hiicrelerinden bir kismi kii¢lilmiis
nukleuslari ile dikkati c¢ekmekte olup, bunlar literatiirde
glukagon salgiladigi bildirilen A, hiicrelerini olusturmakta-
dir.

; 2 e 7
Genelde glukagon perifiizyonunda, adaciklarda A-hiicre-

lerinde bir inhibisyon etkisi izlenmektedir.

Elektronmikroskobu bulgulari 1si1k mikroskobu gdzlemle-
rine aciklik getirmektedir.
Resim 19 da gérﬁldﬁgﬁ.gibi A hiicrelerinde nukleus

membraninin yiizeyinde diizensizlik oldugu dikkati cekiyor.

4 Resim 19 ve 20 de graniilden zengin A-~hiicreleri, aktif
Golgi kompleksleri ile gdriilmektedir.
Bulgulards bahsedilmeyen resimler, "resimler ve agiklama~ E

lari" b¥5limiinde alt aciklamalari ile anlatilmigtir.
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TARTISMA

Pankreas adacik sistemi gerek morfoloji, gerek karma-
sik fizyolojisi ve 8zellikle insiilin yapimi ve salinim meka-
nizmas1 acisindan arastiricilarin ilgisini cekmeye devam et-
mektedir(6,7,10,11,25,33,44,66,68,80). Bu arada, hormon yapi-
‘m1in1 ve insiilin salinimini etkileyen maddeler de &nemlerini
siirdirmektedirler.

)

Adacik sistemﬂ@étkileyenbasllca'maddelerin: Glukoz,
‘Alloxan, Glukagon, L—Leuciﬁe, Kébalt klorﬁr, ¢inko, Tolbuta-
mide, Adrenal korteks steroidleri, prostaglandinler ve anti-
insiilin serum oldugu bilinmektedir(2,3,7,21,24,28,55,64,66,
74,82,85,89). | ‘

Yiiriitiilen bu tez galigsmasinda ise adacik sistemini
uyaran bu maddelerden Glukoz, L-Leucine ve Glukagon ile *
i adacik hiicteleri. uyarilmaya ve olusan yapisal degigsiklikler

»degérlendirilmeye caligilda.

Bilindigi gibi, uzun zamandan beri 1g1k mikroskobu ile
calisanlar, insan ve omurgalilarda pankreas adacik sisteminin
A ve B hiicreleri olmak fizere iki esas hiicre tipinden olustu-
gunu ag¢ikliga kavusturdular(5,22,56). Bu hiicrelerin organiz-
mada insiilin ve glukagon kaynagi oldugu da morfolojik bakim-

dan kanitlanmisgstir.
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Isik mikroskobu diizeyinde hiicre tiplerinin ayirim:
i¢in secici boyama teknigi olarak aldehyde-fuchsin Gomori bo-
ya ybntemi lizerinde durulmustur(35). Ozellikle elektronmik-
roskobu seviyesindeki galigsmalarla adacik hiicrelerinden A ve
B hiicrelerinin 8zel graniil yapilar:i, organelleri, ultrastrik-
tiir diizeyinde anlatilmis ve fonksiyonlari ile iligki kurulmaya
calisilmigt1r(18,25,33,49,50,51,58,61,75,84).

Ultrastriiktiir bulgulari, bu morfolojik gdzlemleri hiic-
relerdeki salg:i graniilleri diizeyinde o graniil ve B graniil
seklinde degerlendirmeyi saBlamistir. Bilindigi gibi bu gra-
niiller, ilgili hormonlarin depolanmis sekli olarak kabul edi-
lebilir. Diger bir deyisle B hiicresindeki graniiller insiilin
ile, A hiicresindeki graniiller de Glukagon'un depo formu ile
identiktir.

q Pankreas adacik sisteminde bu iki hiicre tipine daha
sonraki gbzlemlerle diger hiicre tipleri de eklenmis olup,
Like ve Orci (1971) A, B hiicrelerine ek olarak D hiicresini de

ayri bir hiicre tipi olarak belirtmiglerdir(ll).

Ayrica, insanda, kiiclik graniilli hiicreler diye d&rdiinci

bir hiicre tipinden bahseden arastiricilar(10,11,71,72) elek-

tronmikroskopik gbzlemlerine gdre bir ayirim yapmigslardir.

Burada bir gercegi vurgulamak konuya 1sik tutacaktir.
Cavallero ve ark.nin da(ll) belirttigi gibi, pankreatik D
hiicresi ile gastrointestinal mukozadaki endokrin hiicrelerden
D hiicreleri arasinda ultrastriiktiir yapirlari acisindan yakin
bir benzerlik vardir. Gastro-intestinal D hiicrelerinin fonk-
siyonlari tartismal:i isebde,,pankreastaki D hiicrelerinin pank-
reas doku ekstraktlarinda radyoimmunoassay ile 8lglimlerinde,
gastrin veya gastrine benzer bir madde olusu(11,36,37) ve
151k mikroskobu bulgulari, pankreastaki D hiicrelerinin pank-

reatik gastrin'in kaynagi oldugunu acikliga kavusturmustur.
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Ayrica, Gastrik ve intestinal mukozadan ve pankreasta
somotostatin benzeri bir peptidin izole edilmis olmasi, D
hiicrelerinin- Somatostatin-benzeri peptid yapici oldufunu gdster-

mélltediia 5l

Pankreas ‘adacik sisteminde bulundugu 8ne siirilen kiiciik
graniillii hiicrelere gelince; yine Gastro-intestinal mukozadaki
D; hiicreleri ile yakinligi {izerinde durulmaktadir. Bunlarin
pankreastaki fonksiyonlari agiklik kazanmamis olmakla bera-
ber, ikisinin de glimiisleme metodlari ile pozitif

olmasi benzerliklerini yansitir niteliktedir(19,90).

Pankreas adacik sistemindeki hiicrelerin yapi ve islev-
leri arasinda iligki kurulurken, bazan fizyolojik sapmalér(l7,
48), bazen de patolojik hallerdeki doku &Szellikleri degerlen—
dirilir(6,15,24,80). Nitekim bu acidan konuya yaklasan Berker
ve ark.(6), Sasmaz ve ark.(80), Erbengi ve ark.da(25) soliter
ve fonksiyone bir adenoma vakasini incelemislerdir. Klinik ve
biyokimyasal olarak insulinoma tanisi konmug olan bu vakanin
Tolbutamid ve L-Leucine'e ceﬁaﬁ testleri uygulamasi sonunda
Langerhans adaciklarinda 1si1k mikroskobu ve ultrastriiktiir dii—
zeyinde B-graniillerinde azalma gdsterilmistir. Arastiricilar
fonksiyonel bulgulariyla da bu morfolojik gdzlemlerin insiilin
salinimi hizlanmasi ile uygun diigsmekte oldugunu vurgulamislar-

dair.

Yine ayni grup arastiricilar tarafindan(80) Insiilinoma
her ne kadar patolojik anatomi bakimindan aragtirilan bir ko-
nu ise de, bir taraftan insiilin yapimi ve sekresyonu, diger
taraftan da sekresyonu yapilan insiilin'in Beta hiicre graniilas-
yonu ile ¢ok yakin iligkisiyle, Langerhans adaciklarindan olu-
san tiimdrlerin gerek klinik gerek histolojik ydnlerden Snemi

olduguna isaret edilmektedir.

Gériilivor ki, gerek deneysel ve uyarici maddelerle
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pankreas adacik sisteminde insiilin yapim ve salinimina ait
calismalar, gerekse normal ve tiimdre bagli gelisme gdsteren
adacik sisteminin bazi wuyarilara verdifi cevaplar, -ayni ama-

ca yénelik bir ag¢iklama getirmektedir,

Konuya bir baska agidan yaklasma amacina ydnelik bu
tez calismasinda da pankreas dokusunun ortama bagli olarak
uyarici etkenlere cevabinda 8zellikle pankreasta insiilin ya-

plim1i ve salinimi 6n plana alinmigtir.

Devrim'in(20) insiilin biyosentezi ve sekfesyonuna ait
bir yayininda belirttigi gibi, Molekiiler biyoléjinin arastiri-
c1 hekimlik alanina sagladigi faydalarin biri, insiilin biyo-
sentezi ve sekresyonu konusunda olmustur. Bu calismalar bir
yandan insiilin yapimina ve salinimina ait veriler getirirken,
diger taraftan da sekerli diabet patogenezine katkida bulun~

%
mustur.

Bu arada, deneysel pankreas perfiizyonlarinda da insii-
lin salinimi konusunun 8n planda olusu gazdeh kagmamalidir(26).
Eser ve Kaptanoflu, kdpeklerde yaptiklari bu deneylerde per-
flizyon ortamina glukoz ilave etmisler ve amino asitli ve ami-
no asitsiz deney sartlarinda pankreaé metabolizmasini defer-

lendirmislerdir(26).

Bilindigi gibi, pankreas enerji gereksinimleri ig¢in
¢ok miktarda glukoz ve amino asit kullanmaktadir. Ayrica,
perflizyon olayinda, organin gram basina ayni miktar glukoz
kullanmas:i halinde, yavag perfiizyonlarda, hizlilara nazaran
glukoz yogunluunun diglisi, perfiizyon hizi ile ters orantili-
dir(26).

Insilin salinimi {izerine etkili ana faktdriin pankreas
damarlari ig¢indeki glukoz yogunlugu oldugu da bilinmektedir.
Bu arada, periferik kandaki glukoz yogunlugu, indirekt olarak
intrapankreatik glisemi'degeflerini aksettirir.

’
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Adacik sistemini uyaran maddelerden amino asitlerin
etkisine ait literatiir kaynaklari g&zden gecirildikte insiilin
salgilanmasini hizlandirdigina dair in vivo(28,29,30) ve in
vitro(4,12,23,32,43,70,73,80,82,87,91) deneyler dikkati ce-
ker. Bunlardan, Malaisse ve arkadaslarinin amino asitle uya-
rilmis insiilin salinmasini, beyaz sicanlarda izole pankreas
adaciklarinda deneysel olarak inceledikleri ve L-Glutamine ve
L-Leucine'in etkisini arastirdiklari calismalari Srnek olarak
gésterebiliriz(63,64,65,66,67,68). |

<

Bu aragtiricrlara gdre, ortamda glukoz bulundugu takdﬁ?/?

‘de L-Glutamine ile inkiibe edilmig adaciklardan insitilin salini- ‘-

m1 uyarilmamaktadir. Ancak, L-Glutamine, L-Leucine ile olduguJ
takdirde insiilin salinimini 8nemli derecede arttirmaktadir.
Ayrica, L-Glutamine, L-Leucine uyarisl ile saglanan proinsiilin
biyosentezini de arttirmaktadir,
X .
L-Glutamine ye L-Leucine kombinasyonuna verilen sali-

'f/'/; . . .
nim cevabui, hemfggj)allmlnln, hem de Cyclic AMP sentezinin
T .

> St . o . .
‘uyarilmasi ile cakigmaktadir. Bu durum, besin uyarisi ile in-

siilin salinimi olayindaki Ca alimi, cyclic AMP sentezi ve in-
siilin salinimi arasindaki iliskilere ait gdriismelerle uygun-

luk gdstermektedir.

Ayni arastiricilar, L-Leucine'nin nonmetabolize analo-
gu (2 aminobicyclo 2,2,1 heptane-=2 Carboxyclic acid '"BCH")
ile izole pankreas adaciklarindaki yaptiklari bir diger ince-
lemede, amino asit ile uyarilmis insiilin saliniminin hizlan-

di1gini gdstermektedir(68).

Literatiirde pankreas perfiizyonlari yolu ile L-Leucine N
ve L.phenylalanine ile uyarilmis insiilin salinimi kinetiginin)g

incelenmesine dair caligmalara da rastlamaktayiz.

Pankreas perfiizyonunda glukozsuz ortamda, L-Leucine,
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inslilin salinimini uyarmaktadir. L-Phenylalanine ise glukozlu
veya glukozsuz ortamda, belirgin bir etki yapmamaktadir. Bu
iki amino asitin farkli kinetigi instilin saliniminda &zel re-
septérlerle ve glukoz ile iliskili gdriilmektedir. Bu calisma-
lar amino asitle uyarilan insiilin saliniminda reseptdrlerin

6nemine dikkatleri cekmektedir.

Her ne kadar, glukozun L-Leucine ile uyarilan insiilin
salinimindaki iliskisi tartisma konusu olarak 8nemini siirdii-
riiyorsa da, biylik bir olasi1likla, glukoz, B-hiicrelerinde hiic-
re membranlarinda degisikliklere neden olarak, B hiicresi re-
septdrlerinin Leucine affinitesini saglar. Bu etki de, ancak
Glukoz ve Leucine reseptdrlerinin B hiicresi membranlarinda 5

birbirlerine oldukga yakin olmasi ile miimkiin olabilir.

Phenylalanine ise, glukoz olsun veya olmasin, insiilin
sgllnlmlnda belirgin bir artisa neden olmamaktadir. Bu sonuc
s8yle aciklanabilir; Bu amino asit her ne kadar B hiicresine
tasinip insiilin molekiiliine baglaniyorsa da bu, insiilin sali-
niminin stimiilasyonu icin yeterli degildir. Nitekim, Helman
ve ark.(42) fare adaciklarinda insiilin sekresyonu olmaksizin,
D-Leucine ve Alanine'in tutuldugunu gdstermisler ve bu gdriigil

desteklemiglerdir.

Perfiizyonda Leucine konsantrasyonu ile ilgili galisma-
lara gelince: tavsan pankreas parcalarini kullanan Milner(69),
Leucine konsantrasyonu ile insiilin salinmasi arasinda linear
bir iliskinin varligini gbstermigtir. Landgraf ve ark.da(55)
benzer sekilde glukozsuz ortamda Leucine ile doza bagli bir
linear etkiyi bildirmektedirler. Lenmark(59) da sisman hiper-
glisemik farelerden alinan izole pankreas adaciklarinda benze-

ri sonuclari almistir.

Literatiirde perfiizyon calismalarindan(1,3,17,26,32,46,
62,81) baska pankreas adaciklarinda yliriitiilen perifiizyon ¢a-

ligmalari da yer almaktadir(44,73,76,78). Bu caligmalar cok.
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az sayida olmakla beraber yine insiilin yapimi ve salinimi
olaylarina aciklik getirmeyi amaclamaktadir., Bunlardan Hoshi
ve ark.(44) kollagenaz'la sindirme ydntemi ile izole ettikleri
sican -pankreas adaciklarini silirekli tamponlu akici bir ortamda
perifiizyona tabi tutmuslaf ve glukozla inkiibasyon sonuglarini
incelemiglerdir. 24 saat perifiizyon siirecinde insiilin salini-
min1 degerlendirmisler ve stimiilasyonda ayri fazlar ﬁzerinde
durmuglardir. Bu arastiricilarin faz I olarak niteledikiefi

"evre ise - Mevecul (preforme) olan insiilinio release'idir, |

Ayni uyarici maddeler kullanilarak yapilan izole pank-
reas perfiizyonu calismasindaki sonug¢lar perifiizyonla yaptigi-
“m1z bu calismaya uygun digsmektedir(Altug,T. Yayinlanmamis bul-
gular).

)

Bu calismada adacik igin gerekli solunum sartlari sag-
lanmistir. Deneylerinde solunum sartlariyla da ilgilenip fare
" pankreas adaciklarinda insiilin salinmasi ve solunum olaylari-—
ni inceleyen Welsh ve ark.(91), insiilin saliniminin stimilas-
yonunda B hiicreleri metabolizmasinin ®nemini aydinlatmaya ca-

ligmislardir.

iste topluca degindigimiz bu literatiir kaynaklarinin
1s1ginda planlanan bu tezde elde edilen bulgular tezin hazir-

lanis amacina yeni katkilar getirmistir.

Yukarida belirttigfimiz gibi, literatiir bilgimiz gdzden
gegirildikte, insiilin yapimi ve salinimi tizerinde yapllmlé
arastirmalar, genellikle fonksiyonel ve biyokimyasal acidan
konuyla ilgilidir. Bu konuda morfolojik ve Szellikle ultra-
striiktlir diizeyindeki calismalar ise g¢ok sinirlidir. Bunlar
i¢cinde, Berker ve arkadaslarinin(7) kdpeklerde yaptiklari de-

neysel bir inceleme, Glukoz, L-Leucine, Tolbutamid ve protei-
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nin insiilin salinimina etkisini, fonksiyonel ve 1sik mikros-
kobu diizeyinde adacik yapisindaki degisiklikleribildirmekle
konuya en yakin olanidir. Bu arastiricilar, intravendz glukoz
verilmesi ile olusan hiperglisemik uyari ile B hiicrelerinde
insiilin sekresyonunun artisina isaret etmislerdir. Oral yol-
dan L-Leucine verilmesi, k8pek pankreas adaciklarinda insiilin
salinimin: arttirmaktadir. Tolbutamide ile hazirlanmis veya
et ile beslenmeye tabi tutulmus kdpeklerde ise, bu etki daha

da artmaktadir.

R . y
Floyd ve ark.(29,31) da ggzggf;;;;;;f;:::;;e ile bes-

e . . cei 4T T o
lenen normal kisilerde, plazma instilinde dftis gdstermisler-
dir. Bu da, Leucine'in amino asitlerle insiilin salgilanmasin-

da uyari etkisinin arttigini bir kere daha vurgulamaktadir.

Berker ve ark.nin(7) calismasinda bir diger Snemli nok-
ta da adacik sistemindeki A2 hiicrelerine ydnelik bulgulardir.
L-Leucine ile A, hiicrelerinin de uyarildigi ve glukagon sali-
nimi ile dolayl:i insiilin salinimi olduju gdriisliniin destek

bulmasidir.

insanda pankreas adacik sisteminin uyarilmasina ait
bir ¢aligsmalarinda ultrastriiktiir bulgularini degerlendiren
Erbengi ve ark.(25) ise kontrolli verilen iv. Tolbutamid ve
oral L—Léucine ile sadece B hiicrelerini fonksiyon acisindan
degerlendirmekle kalmamis, L-Leucine'in 8nce A9 hiicrelerini
uyarip, Glukagon salgilamasini kolaylastirdigi ve dolayli
olarak da glukagonun.insiilin salgilanmasinda etkisi olabile-
cegini tartigsmiglardir. Nitekim, bu spekiilatif g&riisiin deney-
sel calismadaki biyokimyasal bulgularla destek buldufunu ile-

ri stirmiislerdir.

iste, yapilan bu tez calismasinda da, bu literatiir bil-
gisinin 1siginda perifiizyon siirecinde belli zamanlarda alinan

pankreas pargalarinda adaciklar incelenirken, sadece B hiicre*
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leri degil insiilin ile ilgili A, hiicreleri de dikkate alinmisg-

tir,.

Bu amacla, pankreas pargalari perifiizyona tabi tutul-
mus ve bir taraftan adacik sisteminin glukoz ve L-Leucine ile
uyarilmasi sonuglari, fonksiyonel agidan incelenmis ve para-
lel olarak B hiicrelerinde 151k mikroskobu ve elektronmikros®)
kobu diizeyinde degerlendirilmig, diger taraftan da Glukagon
perifiizyon ortamina konmug ve adaciklarda A ve B hiicresin=~ _

deki yapisal Szellikler {izerinde durulmustur.

Perifiizyon boyunca zamana gdre aralikli insiilin 31lcilim—~
leri yapilirken, alinan doku Srneklerinde de graniil acisindan
B hiicrelerindeki degisikliklerin fonksiyonel verilerle uyum

gosterdigi izlenmistir (Resim 11 ve 18).

Deney gruplarimiza gdre, glukozun sigcan adacik sistemine
etkisinin fonksiyonel agidan degerlendirmesi, insiilinin yapi-
mi ve salinimi olarak bulunmustur. L-Leucine ilave edilmis

ortamda perifiizyonun 27 inci dakikadaki insiilin degeri 16.081

VN

iken 45 inci dakikadaki insiilin miktari %2,845 olarak bulun-
Sy,
mustur. Bu fonksiyonel deBerler L-Leucine'nin zamana g&re 1li-

near etkisini kanitlar niteliktedir.

Perifiizyonda glukoza bagli olarak, 27 inci dakikada B
hiicrelerindeki 1s1k mikroskobu ve ultrastriiktir bulgulari da
ins{ilin salinimindaki etkilenmeyi yansitir bir tablo gdster-
mektedir. Bu durum in vivo deneylere uymaktadir(7,25,80).

Z 100 mg Glukoz + 16.6 m.Mol L-Leucine ilave edilmis ortamda
perifﬁzyoﬁa tabi tutulmus pankreas parcalarinda 27 inci daki-
kada insiilin salinimi ve yeniden hiicre i¢i sentezine ait mor-

folojik bulgular konuya, yeni orijinal katkida bulunmaktadir.

Perifiizyonun 27 inci dakikasinda alinan Srmneklerde
L-Leucine'in Langerhans adaciklarina etkisi, histolojik aci-

dan aktivite seklinde belirmistir (Resim 8).
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4

UltrasEzEEEEE_zégglarl acisindan ise elektronmikrograf-

lar ile, adaciklarda aydinlik ve koyu olan hiicre tipleri sek-—"

linde bir ayirim yapilabilmesi ilgi ¢ekici bir sonuc olarak
kabul edilebilir (Resim 10 ve 13).

Bu perifiizyon deneyinde sicanda pankreas adaciklarinda
A hiicreleri acisindan yapilan deferlendirmeler ise konuya ye-

ni katkilarda bulunmaktadir.

L-Leucine etkisinde A hiicrelerinde hipertrofi ve gra-
niil yapim1i ile saliniminda etki belirgindir. Bu, Berker ve
ark.(7) ile Erbengi ve ark.(25) nin kdpeklerde ve insandaki

bulgularina uygun diismektedir.

Burada deney gsartlari ile ilgili bir hususun belirtil-
mesi yverinde olacaktir.

Bu tez caligmasinin gerek planlanmasi, gerek hazirlan-
mas1 siiresince perifiizyon sartlariyla in vitro kiiltir gartla-

rinin karsilastirmas: yapilmisgtir.

Bilindigi gibi, in vitro sartlarda pankreas parcala-
rinda insiilin salgilanmasinin Slciilmesinde gercek degerlerden
kayip s8z konusudur. CGiinkii inkilibasyon siirecinde pankreasin
eksokrin kismindan olusan proteolitik enzimler insiilinin bir
kismini tahrip etmektedir. Nitekim, bu sakincayi Onlemek lize-
re Malaisse ve ark.(66z metgd%%ﬁ&}rde2131kllk yvapmis ve in-
kiibasyon ortaminaanti-proteclitiksefymilave ederek ortama sal-

T ST o SR —

ey

gilanmis instilini korumaya gallsmislardlr.

¢ oot okt prodeolifi ke

Biz de ortamaantimpreteolitikekmfolarak Trasylol ilave
ar I LEIrCrien L rasylo.
ederek salgilanan insiilinin proteolitik enzimlere karsi ko-

runmasinl safladik,

Malaisse ve ark.(66) ayrica insiilin salgilanmasinda

N
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iki ayri faktdri de incelemiglerdir. Bunlardan biri inkiibas-—

yon zamani, diferi de parcalarin biiyiikliigiidiir.

_Bu caligmalarin 1siginda biz de ¢aligsmamizi planlarken,
perifiizyona tabi tutulan parcalarin biyilkliigii ile perifiizyon

siireclerini belli bazi denetlemelerden gecirerek sectik.

Ayrica, perifiizyon ortaminin respirasyon acgisindan
avantajlarini da gbz Onlinde bulundurup perifiizyon sartlarinin,
eksokrin parenkimden ayrilmamis adacik sistemi olarak uygun

olacagi kanisina vardik.

Bu arada, Lambert ve ark.(54) nin f&tal sican pankrea-
sindaki organ kiiltiiri ¢alismalari da dikkate alinmigstir. Bu
arastiricilar fétal pankreas eksplantlarini kullanip ortama
cesgitli uyarlpllar ilave etmigler ve insiilin salinmasini de-
gerlendirmislerdir. Bu calismadaki dnemli bir Szellik de aras-
tiricilarin ortamda uyarici olarak Glukagon da kullanmis ol-
‘malaridir. Galigmacilarin bildirdiklerine gdre 3.2 ug/ml Glu-

kagon insiilin salinmasinda belli bir etkendir.

Ayrica, bu arastiricilar(54) in vitro ‘pankreas dokula-
rinda insiilin salinmasi ile ilgili diger calismalardaki so-
nuclardan degisik bazi bulgular elde ettiklerini de bildirmek~-
tedirler. Bu bulgulara gdre digeér calismalarda ileri stiréildi-
giinlin aksine glukozun bir stimiilan etken olarak kullanilmasi
gerekmemektedir. Hatta glukoz yerine, Kaffein kullanilirsa,

insiilin salinmasinda daha da etkili olmaktadair.

Ayrica, bu calismada sadece glukoz degil, potassium'un
(K+) da yoklugunda kaffein'in etkili olmasina dayanarak, aras-
tiricilar, 3,5-cyclic AMP'nin insiilin salinmas:i olayinda etken

olabilecegi hipotezini savunmuslardir(54),

iste literatiir kaynaklarindan birbirini destekleyen
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veya zaman zaman aykiri diisen bilgilerin edinilmesi, bu ca-
ligmamiz1i yaparken c¢ofunlukla kullanilan glukoz ve L-Leucine
gibi uyarici ve stimiilan maddelere daha az kullanilan gluka-
gonu ilave etmemize neden oldu. Ayrica, deneylerimizde in vi-
vo ve in vitro sartlarin arasinda yer alan ve kontrolli bir
ortam olan perifiizyon sartlarinda calisma y8ntemini saglayan

modeli secmemize neden oldu.

Hoshi ve ark.nin(44) da belirttigi gibi, gesitli uya-
ranlar kullanilirken, normal sinirlari asan uyarmalara dikkat

edilmelidir.

Daha 8nce de belirtildigi gibi, pankreas adacik siste-
minin fizyolojik veya glukoz, amino asit, yag asitleri, cesit-
1i hormonlar ve ilaclarla uyarilmasi, insiilin yapimini ve sa-
linimi etkiler. Ancak konu, adacik sisteminin bu uyaricilara
karsi cevabi acisindan Snemlidir. Efer, adacik sisteminde in-
siilin yapim mekanizmasi apormai uyarilacak olursa veya bu
uyaricirlara cevap anormal ydnde gelisirse, Diabet veya diger

‘metabolizma bozukluklarina neden olur.

Tabii, bu olaylarin adacik sisteminin morfolojisine
yan31m351nda B-hiicreleri 8n planda gelmektedir. Bu nedenle,
bu tezde elde edilén bulgularin 8nemi vardir. Ayrica, insiilin
salinimini etkileyen maddelerin kullaniminda perifiizyon tek-
niginden yararlanilmasi da, pankreas dokusunun in vitro sart-
lardaki sakincalardan arindirilmasi ydniinde uygun deney gart-

larini saglamisgtir,

Perifiizyonda belirli bir akimin bulunusu, proteolitik
enzimlerin etkilerine karsi Trasylol kullanilmasi, parcalarin
biiyiikliigiiniin se¢imi, ortamdaki maddelerin doz ve etki siirec-—
leri, bu amaca en uygun sekilde secilmis olup, insiilin salin-
masinil yiikiimlenen B hiicrelerinin morfolojilerinin, gercek et-

ki diizeyini yansitmalarina Snem verilmistir.
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Nitekim, glukozu izleyen L-Leucine ile uyarilmada B
hiicrelerinde bazen farkli fizyolojik stimiilasyon sekillerini
yvansitan aydinlik ve koyu sitopiazmall hiicrelere rastlanilmisg
olmasi- (Resim 10 ve 13), bu hususta basarili oldufumuzun bir

kaniti gibi kabul edilebilir,

Yine perifiizyon gsartlarinda pankreas adacik sisteminin
uyarilmasi diger degisik sartlardaki uyarilmalardan ayri de-
gerlendirilmelidir. Nitekim, Hoshi ve arkadaslarinin da(44)
fizerinde durdugu gibi perifﬁfzgggi_fig_l olarak nitelendiri-
len ilk insidlin sallnlm;—cevabl,’glukoz yoklugunda bile elde
edilebildigine g8re, bu dogrudan dogruya B hiicrelerinin meta-
bolizmasinin etkilenmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Muhtemelen
bu etki de, siirekli akim ve iyonlarlh etkinliginde membran £<

_—_—

potansiyelindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir.

Faz 11 ise biycsentez-1 yenidep yaprlan insfilinin reles-
1P der ve he+ Do 5 ge ; '
s1'd¢r ve her g uyvaranin (Slukoz, L.Leucine ve Glukagon) bu
fazi da aktive ettigi bhu deneyde g8sterilpistir. Elektronmikros-

kopik bulgular da bunu kanitlamigtir.

Ayrica, deneyle€imizde perifiizyon ydntemini kullanmak~-
la cegitli dis etkenler yok edilmis ve ortam sartlari ile
adaciklar ve cevresindeki eksokrin parenkimin metabolik sart-
larinin (dogal siklik olaylar disinda) degismemesi saglanmig-

tir.

Bdylece, perifiizyon setinde deneye tabi tutulan pank«
reas parcaciklarindan elde edilen 1sik mikroskobu resimleri
ile elektronmikrograflardaki A ve B hiicrelerine ait bulgular,
instilin yapimi ile saliniminin etkilenmesi olaylarini morfo-

lojik diizeyde yansitir nitelikte bulunmusgtur.
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Nitekim (Resim 1 ve 2'de) glukozunstimiilasyonu; (Resim
8 ve 9) da glukoz + L-Leucine ve (Resim 18 ve 20) glukoz +
glukagon ile insiilin salinmasinda bir etkilenmenin olduguda

acikca-A ve B hiicreleri diizeyinde belirmektedir.

Perifiizyon siirecinde belli zaman araliklarinda elde
edilen fonksiyone bulgularin ve morfolojik bulgularin sayisal
verileri kanitlar nitelikte oldugu Tablo I, II ve III'den an-

lasilmaktadir.
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SONUC

Bu tez ¢alismasinda, perifiizyon sartlarinda sicgan
pankreas parcaciklarinin Glukoz, L-Leucine ve Glukagon ile
uyarilmasina ait fonksiyonel bulgular, insiilin saliniminin
etkilendigini ve arttigini gdstermistir. Buna paralel olarak,
perifiizyon sﬁrecinde belli zamanlarda alinan pankreas doku
6rneklerinin, 1s1k mikroskobu ve elektronmikroskobu inceleme-

]

leri, cesitli uyaranlara, pankreas adacik sisteminin cevabi

acisindan yeni katkilar getirmistir.

Bir taraftan Glukoz ve Glukoz + L-Leucine ile uyaril-
manin adacikta eiEE#E;Eggéégzﬁdﬁzeyinde oldugu bir kere daha
acikliga kavusurken, A—hﬁcreierinin de etkilendigi, nitekim
Glukagon'a bagli olarak A hiicreleri ile B hiicrelerinin etki~-
lendikleri anlasilmistir. Bu bulgular da bazi arastiricilarin
ileri sﬁrdﬁgﬁ gibi(25) Glukagon'un dolayli insiilin salinma-

sinda katkisini vurgulamistir.
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OZET

1- Sicanda pankreas adacik sisteminin ¢esitli etken
maddelerle uyarilmasinin fonksiyonel ve morfolojik olarak in-
celenmesini amaclayan bu tez calismasinda toplam 21 adet

Wistar tipi beyaz sican kullanildzi.

; 2- Siganlar ii¢ grupta toplandi. Grup I: Glukoz (% 200
mg) ilave edilmis perifiizyon ortaminda demneye tabi tutulan
siganlar. Bu grup ayni zamanda diger gruplar icin kontrol

grubu niteliginde idi.

Grup II. Perifiizyon ortamina Z 100 mg Glukoz + L-Leucine
(16.6 m.Mol (Merck) ilave edilmis deney sartlarinda incelenen
sigcanlar. Bu grup, L-Leucine etkisine glukozun stimiilasyonunu

da incelemek icin secilmigtir.

Grup III: % 100 mg Glukoz + 1 mg/100 ml Glukagon (Novo)
ilave mﬁlmi§<perifﬁzyon ortaminda incelenen sicanlar. Bu grup,
glukagon'un adacik sistemine direkt veya indirekt etkisini
fonksiyonel ve morfolojik agidan degerlendirmek icin secil-

mistir.

3- Tezde kullanilan inceleme ydntemleri, adacik siste-
minde insiilin salinimini, a) fonksiyonel ydnden degerlendir-
mek {izere Radyoimmunoassay ydntemi kullanilmig olup, b) mor-

folojik incelemeler icin de perifiizyon siirecinde belli zaman-
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larda alinan pankreas parcaciklari 1si1k mikroskobu ve elek-

tronmikroskobu diizeyinde yiirlitiilmiistiir.

~4- Fonksiyonel bulgular Adacik sistemindeki etkilenme-

de glukoz uyarisinda az bir etki oldugunu; Glukoz + L-Leucine

etkisinde insilin salinmasinin daha da arttigini gdstermig-
tir. Ayrica, Glukoz + Glukagon'la uyarilmada bulunan insiilin
degerlerindeki artig, adacik sisteminde bu uyaricrlarla insii-

lin salinmasinin etkilendigini kanitlamistir.

Perifiizyon tekniginin uygulamasina baglarken, setin

diizeni secilirken akim hizi1 incelenmistir. Ortamda salinan 1
o

insiilinin tahrip olmasini Ynlemek iizere bir anti-insiilin et-—|

ken olan Trasylol kullanilmistir. Bdylece adaciklardan salinan

insiilin degerlerinin kaybi ®nlenip gercek miktara yaklagim
saglanmisgtir.
]
5~ Morfolojik bulgular fonksiyonel verilerle uyum gds-

termistir.

a) Isik mikroskobu bulgularinda adacik sistemini uyari-
c1 etkenlerle A ve B hiicrelerindeki degigiklikler, secgici bo-
ya teknigi Gomori'nin Aldehyde fuchsin boyasi ile belirtil-
mistir. B hiicrelerinde aldehyde-fuchsin ile graniillerin viyo-
let boyanmasindaki azalma, insiilin salinimindaki artis;
Aldehyde-fuchsin'le boyanan graniillerdeki artis da B-hiicrele-
rindeki insiilin yapiminin hizlandifr gseklinde degerlendiril-

mistir.

b) Elektronmikroskobu g8zlemleri, perifiizyon siirecinde
insiilin salinmasindaki hizlanmaya uygun olarak gerek B hiicre-
lerinin gerekse A hiicrelerinin ultrastriiktiir yapilarindaki
degisiklikleri yansitir nitelikte bulunmustur. BBylece bu tez
galismasi "in vitro" .sartlarin en iyilestirilmis bir tibi

olan "perifiizyon" sartlarinda pankreas adacik sisteminin uya-

/i

it
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rilmasi, insiilin salinimina bagli olarak yapilan incelemeleri
hiicre diizeyinde degerlendirirken sadece B hiicrelerinin degil,
A hiicrelerinin de dikkate alinmasi gerektifini gdstermekle
konuya yeni bir yaklasim getirmistir. Bu gdzlemler insiilin
salinmasinda Glukagon'un dolayli uyarici etkisini savunan hi-

potezi destekler nitelikte bulunmustur.
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SUMMARY

1- The aim of this thesis was to investigate the
functional and the morphological aspects of the islet system
in rat pancreas following stimulation with various effective

agents and a total of 21 wistar albino rats were used.

2- Rats were divided into three groups:
' a) Group I: Rats exposed to the perifusion medium to
which glucose, in the dose of 200 mg 7Z, was added. This group

also served as the control group for the other groups.

b) Group II: Consisted of rats exposed to'the perifusion
‘medium to which 100 mg %Z of Glucose + L-Leucine (16-6 m.Mol
(Merck) were added. This group was chosen, also, for the
investigation of glucose stimulation under the effect of

L-Leucine.

¢) Group III: Rats examined in the perifusion medium to
which 100 mg % of Glucose + 1 mg/100 ml Glucagon (Novo) were
added. This group was chosen for the investigation of the
direct or the indirect effects of glucagon on the functional

and the morphological aspects of the islet system.

3- Investigation procedures applied in this study were
related to insulin secretion in the islet system: a) Radio-

immunoassay was used in order to examine the functional
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aspect; b) Pieces of pancreas tissue were taken at certain
time periods during the perifusion for morphological
investigation which was carried with light and electron

microscopes. ‘

4- Findings in relation with the functional activity
revealed that glucose stimulation in the islet system was
slightly effected and that the insulin secretion was more
increased under the effect of Glucose + L-~Leucine. Also, high
values were obtained with Glucose + Glucagon stimulation which
gave evidence that the insulin secretion was influenced with

these stimulators.

At the beginning of the application of the perifusion
technique, wheén the set arrangement was chosen, flow rate was
t?sted. In order to prevent the destruction of the insulin
"secreted in the medium an anti-insulin agent, Trasylol, was
used. In this way, loss in the amount of insulin which was
secreted from the islets was prevented and almost the real

value was obtained.

5- Morphological observations were found to be in

accordance with the functional findings:

a) Stimulation of the islet system was observed with
light microscopy and alterations in A and B cells were shown
with the selective staining technique, Gomori's Aldehyde
fuchsin method. In B cells, decrease in violet staining with
Aldehyde fuchsin in the granules indicated to the increase in
the secretion of insulin, whereas, increase in the Aldehyde
fuchsin positive granules was considered as the enhancement

of the insulin synthesis in B cells.

b) Electron microscopical findings revealed structural

alterations in B and as well as in A cells reflecting the
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enhancement in insulin secretion during the perifusion period.

So, in this study, using perifusion which was the best
"in vitro" condition, examination at the cellular level of
the stimulated pancreas islet system in connection with
insulin secretion has brought a new point of view by showing
that not only B cells, but also A cells should be taken into
consideration, These observations were found to give support
to the hypothesis which favors the indirect stimulatory.effect

of glucagon in insulin secretion.
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Resim 1- % 200 mg Glukozla yapilan perifiizyonlu sicana ait pankreastaki
J Langerhans adacigl izlemnmekte. Kapilerler (k) , kontrole oranla
daha genis liimenli olarak goriilmekte. Boyasi: Aldehyd-Fuchsin

Gomori, Mikrofotografi:X 380.

< i

Resim 2- % 200 mg Glukoz perifiizyonlu sicanin adacik hiicrelerinden B-hiic—
releri viyolet remkte ayirt edilmekte. Boyasi: Aldehyd-Fuchsin
Gomori, Mikrofotografi:X 240.



Resim 3- Kontrol grubuma ait perifiizyongncesi sican Langerhans adacigl

goriilmekte. Adacik igerisinde Kirmizi renkli A-hiicreleri (A)
{le viyolet renkli B-hiicreleri (B) secilmektedir. Boyasi: Al-
dehyde-Fuchsin Gomori. Mikrofotografi:X 125.

Resim 4- Perifiizyon ¢ncesi, sicandan alinan pankreas biyopsisinin elektron-

mikroskobu bloklarindan hazirlanan kalin kesitlerinde Langerhans
adacig1 (L) ve ekzokrin parenkimin (E) normal yapisi goriilmek—
te. Boyasi: Toluidin mavisi. Mikrofotografi:X 245.



Resim 5- Perifiizyondncesi sicandan alinan pankreas biyopsisinin elektron—
mikrografinda tipik graniilleri ile A ve B hiicreleri izlenmekte-
dir. N: Nukleus; M: Mitokondrion; G: Golgi kompleksi, GER: Gra-
niiler endoplazmik retikulum. Elektronmikrofotografi:X 11.000.



Resim 6- Perifiizyon oncesi kontrol sican pankreas adacifinda B hiicreleri-
nin sitoplazmik organelleri, dzellikle uzamig krista tipli mi-
tokondrion (M) ve aktif Golgi kompleksi (G) ile dikkati cekmek-
te. Elektronmikrofotografi:X 19.000.



Resim .7- L-Leucine ile yapilan perifiizyonun 27. dakikasinda pankreasin
elektronmikroskopik kalin kesitlerinden hazirlanmis preparatta
ekzokrin parenkim icinde yer almig Langerhans adacifi gdriilmek-—
te. Adacik hiicrelerinden aydinlik olarak secilen A hiicreleri
periferde, koyu olarak ayirtedilen B hiicreleri ise merkezi ola-
rak dikkati cekmekte. Boyasi: Toluidin mavisi. Mikrofotografi:
X225,

| Resim 8- L-Leucine ile yapilanperifiizyonun son asamasi olan 40. dakikada

\’ Langer-
hans adacigina ait viyolet boyanmis B-hiicreleri gdriilmekte. Ge-

l nis limenli kapilerler de (k) bu arada gdzlenmekte. Boyasi: Al-
dehyde-Fuchsin Gomori. Mikrofotografi:X 250.

l



A

Resim 9- L-Leucine ile perifiizyona tabi tutulmus sican pankreasinin ada-—
cik organindaki A, B ve D hiicrelerinin perifiizyonun27. dakika-
sindaki elektronmikroskopik gdriiniimii. Bu hiicrelerde hiperakti-
vite gdriilmektedir. N: Nukleus; M: Mitokondrion; GER: Granuler
endoplazmik retikulum. Elektronmikrofotografi:X 11.000.
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Resim 14— L-Leucine (27') tabi tutulmus adacik A hiicreleri ve B hiicresi
gdzlenmekte. B hiicresinin graniillerine ait membranlarda kaynas-—
ma dikkati cekmekte. N: Nukleusj; M: Mitokondrion. Elektronmik-

rofotografi:X 19.000.

Resim 15- L-Leucine perifiizyonu uygulanmis sican pankreasinda 40. dakikada
adacik hiicrelerinden A ve B hiicreleri gdriilmekte. B hiicrelerin-
de de graniillerde membran kaynasmasi tesbit edilmekte. (+) N: Nuk+

leus; GER: Graniiler endoplazmik retikulum; M: Mitokondrion.
Elektronmikrofotografi:X 19.000.
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Resim 17- L-Leucine perifiizyonu uygulanmis sican pankreasinda 40. dakikada
adacik hiicrelerinden B hiicresi kapilere (Kap) komsu olarak gdz-
lemmekte. G: Golgi kompleksi, M: Mitokondrion, GER: Graniiler
endoplazmik retikulum. Elektronmikrofotografi:X 19.000.

Resim 18- Glukqgon ile yapilan perifiizyonun 40. dakikasindan alinan pankre-
asin Ekzokrin parenkimasi (E) ve Endokrin parenkimasi (Langer-
hans adacifi-L) goriilmekte. Boyasi: Aldehyd Fuchsin Gomori.
Mikrofotografi:X 155.
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