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OZET

Alloksan, pankreas endokrin adaciklarindaki in-
sulin salgilayan B hiicrelerine toksik etkisinden do-
lay1 diyabetik hayvan modeli olusturmada kul-
lanilan kimyasal ajandir. Bu calismada alloksanin,
sican plazma glukoz diizeyine ve dzellikle pankreas
endokrin  adaciklarinda neden  oldugu  de-
disikliklerin incelenmesi amaglandi.

Yetigkin Wistar norvegicus sicanlara intraveniz
olarak 70 mg | kg alloksan enjeksiyonu yapild:. 8.
hafta sonunda plazma glukoz diizeylerindeki ve
pankreas endokrin adaciklarindaki degigiklikler
ince yap: diizeyinde aragtirildi. Serum glikoz diizeyi
kontrol grubunda 125+18.9 mgldl alloksan gru-
bunda ise 1924355 mgldl olarakbulundu
(P<0.001). Pankreasin dig salgt yapan boliimiinde
herhangi bir histopatolojik degisiklik izlenmedi.
Pankreas endokrin adaciklarinin ince yap: dii-
zeyinde incelenmesinde, adaciklarin kontrol gru-
bundan daha kiigiik oldugu gozlendi. Adaciklar ge-
nelde A ve D hiicrelerinden olugtugu ve bu
hiicrelerde dikkati ¢ekecek bir patoloji olmadig

gozlendi. B hiicrelerinin ise sayilarinin azaldigi, en-"

doplazma retikulumu sisternalarinin  genigledigi,
mitokondriyonlarda vakuollesme oldugu ve gra-
niillerde belirgin bir azalma oldugu saptandi.

Bu  ¢alisma, alloksanmin  pankreas ada-
ciklarindaki A ve D hiicreleri iizerine herhangi bir
toksik etkisi olmadigi, B hiicrelerinin ise secici
olarak etkilendigini gostermigtir.

Anahtar Kelimeler : Alloksan, diyabet, pank-
reas, B hiicresi, ince yapi i

SUMMARY

The Effect of Median Dose Alloxan on Rat En-
docrine Pancreas and Plasma Glucose Levels

Alloxan is a chemical agent used to produce di-
abetic animal model with its toxic effect on panc-
reatic islet B cells. This study was planned to in-
vestigate the changes in pancreatic islets and
plasma glucose levels after the administration of al-
loxan. Alloxan (70 mglkg) were injected ini-

_ ravenously to adult Wistar norvegicus raits. Al the

end of the eighth week, plasma glucose levels were
determined and pancreatic islets were investigated
at the ultrastructural levels.

Plasma glucose level was 125.1+18.9 in control
group while 1924355 in experimental group
(P<0.001). Pathologic evidence of toxicity was not
present in exocrin pancreas. Pancreatic islets were
smaller in experimental group than in the control. A
and D cells at the islets of Langerhans remained
unaltered, while B cells decreased in number, ha-
ving dilated individual profiles of endoplasmic re-
ticulum, decreased secretory granules, and va-
cuolated mitocondrions. This study shows that
alloxan has no toxic effect on A and D cells while
selectively toxic on B cells of the pancreatic islets.

Key Words : Alloxan, diabetes, pancreas, B cell,
ultrastructure

GIRIS

Insiilin, 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli B zin-
cirlerinin siilfidril (-SH) gruplariin ortaklaga yaptigi
disiilfir kopriileri ile baglanmig polipeptid yapisinda

bir hormon olup, Langerhans adaci@i B hiicreleri ta-
rafindan sentezlenip sagilanmaktadir. B hiicreleri
tarafindan  salgilanan insiilin hormonunun mutlak
ya da goreceli yetersizligi sonucu olusan tablo in-
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siiline baglt diyabet (tip I diyabet)tir (1). insiilin sal-
gilamgindaki  yetersizlik karbonhidrat me-
tabolizmasinda bozukluklara yolagarak, kanda asin
glikoz birikmesine (hiperglisemi) ve idrarda agmn
seker atilmasina (glikoziiri) neden olur.

Alloksan monohydrate (Alloksan), insulin sal-
gilayan B hiicrelerine toksik etkisiyle diyabetik hay-
van modeli olusturmada siklikla kullanilan kimyasal
ajandur. Alloksanim bu etkisi, pankreas endokrin ada-
cik hiicrelerinden insulin salgilamaktan sorumlu B
hiicresi iizerine segici olduBu gesitli aragtincilar ta-
rafindan rapor edilmistir (1-22) Evan ve arkadaglan
(8) intravenoz olarak 40 mg/kg alloksanin tek doz
olarak uygulanmasma ragmen 80 hayvanin 13 inde
hiperglisemi gozlenmemesi ve 100 mg/kg dozun bir
cok arastnct tarafindan  diabetik olarak bil-
dirilmesinen dolayi, bu ¢alismada, insiiline bagiml
diyabetes mellitiis geligtirme modeli. olarak kul-
lamlan alloksanm 70 mg/kg tek dozda uy-
gulanmasini takiben 8. hafta sonunda plasma glukoz
diizeyine etkileri ve endokrin pankreas hiicrelerinde
neden oldugu degisikliklerin ince yapi diizeyinde in-
celenmesi amaglanmagtir.

MATERYAL VE METOD

GATA deneysel aragtma merkezinden alman,
ergin disi Wistar norvegicus sicanlara (n=10) (ck
doz intravendz (i.v) yolla alloksan monohydrate
(Sigma) 70 mg/kg verildi. Kontrol grubu hayvanlara
(n=5) esit hacimde serum fizyolojik (%0.9°luk
NaCl) i.v. yolla uygulandi. Kontrol ve deney grubu
aym sartlar alunda beslendi. Sckiz haftalik sire so-
nunda, bir gece ag birakilan deney hayvanlanindan
intrakardiyak kan omekleri alindi. Bu  omckler
yarim saat bekletildikten sonra 2000 devir/dakika
hizla 5 dakika santrifiij edildi. Serum glukoz di-
zeyleri Technicon RA 1000 otoanalizoriinde glukoz
oksidaz yontemi ile enzimatik olarak ol¢uildi. Elekt-
ron mikroskopik ¢aligmalar igin, 8 nci hafta sonunda
hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile 06l
diiriilerek pankreaslart gikartildi. Doku orncklerti,
once M/15 fosfat tamponlu % 2’lik glutaraldchit
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icinde + 4 C de bir gece tespit edildiler. Daha sonra,
M/15 fosfat tamponuyla yikamp, ayni tampon iginde
hazirlanmis % 1°lik osmium tetroksit i¢inde 60 da-
kika birakilarak ikinci kez tespit edildiler. Bu tam-
ponla tekrar yikandiktan sonra oda 1sisinda yiikselen
etil alkol dizilerinden gegirilerek sudan kurtarildilar
ve esit oranda araldit CY212 ve DDSA karigimina
gomiildiiler. Hazirlanan araldit bloklardan once 1-2
mikrometre kalmliginda yan ince kesitler alindi.
Yan ince kesitler toluidin mavisi boyast boyanip
Olympus BHS/BHT tipi fotomikroskobu ile mik-
rofotograflart  ¢ekildi. Daha sonra, LKB mik-
rotomuyla alian 500-600 A®’luk ince kesitler Gnee
%1’lik uranil asetat ile daha sonra da kurgun nitrat,
kursun asetat, kursun sitrat karisgimiyla (Sato) bo-
yanarak Carl Zeiss Em 952 clektron mikroskobunda
incelenip clekronmikrofotoggaflar: gekildi.

BULGULAR

Serum Glukoz Diizeyleri : Ortalama glukoz di-
zeyi  ve standart  sapma; kontrol  grubunda
129.1+18.9, diyabet grubunda 192+35.5 bulundu.
Iki grup ortalamasi arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlamli goriildii (P<0.001).

Histolojik Bulgular : Kontrol grubu olarak ali-
nan ve tek doz i.v. serum fizyolojik verilen hay-
vanlardan elde edilen kesitlerin 11k ve elektron mik-
roskopik incelenmesinde normal histolojik  ve
sitolojik yapilar izlendi (Resim-1.4).

Deney  grubunun ik mikroskopik  in-
celenmelerinde, ckzokrin  pankreas ve endokrin
pankreasin A, D hiicre populasyonlari, dency gru-
buyla aym histolojik goriinimde oldugu gozlendi.
Deney grubunda adacik hacmi ve B huicre sayisida
azalma gozlenmigdi (Resim-2.3). B hiicrelerinin
elekiron mikroskopik incelemelerde ise kontrol gru-
buna gore; hiicre graniillerinde belirgin bir azalma
oldudu, graniilli endoplazma retikulumu sis-
ternalarinda  kontrol  grubunda  gozlenmeyen  ge-
niglemeler ve mitondrilerde vakuollesmeler baglica
gozlenen yapisal degisikliklerdi (Resim-5,06).
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Resim 1. Kontrol grubu hayvanlara ait pankreasin normal yapi gosteren goriiniimii. LA;
Langerhans adacigi, EP; Ekzokrin pankreas, Toluidin mavisi, X 480.

Resim 2. Intravenoz alloksan uygulandiktan sonra 8.nci haftadaki hayvanin pankreas
dokusunun histolojik goriiniimii. LA; Langerhans adacigi, EP; Ekzokrin pank-
reas, Toluidin mavisi, X 240.
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Resim 3 Resim 2 deki adacigin ileri biiyiitmedeki goriiniimii. LA; Langerhans adacigt,
EP; Ekzokrin pankreas, ZG; Zimogen gruniiller, K; Kapiller, B; B hiicreleri,
Toluidin mavisi, X 1200.

Resim 4. Kontrol grubuna ait Langerhans adacik B hiicresinin elektron mikroskopik go-
riiniimii. C; Cekirdek, Oklar; salgi graniili, M, Mitokondriyon X 8300.
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Resim 5. Alloksan grubuna ait Langerhans adacik B hiicrelerinin elekiron mikroskoptaki
Loriindimui. Salgy graniilleri belirgin gekilde azalmuy B hiicreleri C; Cekirdek,
Ok, Salgt graniilii, X 6600.

Resim 6. Ayni kesitin daha biiyiik biiyiiltmedeki goriniimi. Endoplazma retikulumu sis-
ternalarinda geniglemeler izlenmekte. ER; Endoplazma retikulumu, C; Ce-
kirdek, Sg; Salgt graniilleri, X 16500.
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TARTISMA

Son yillarda, yapilan birgok deneysel hayvan ga-
ligmasinda, alloksanin Langerhans adaciklannda se-
cici olarak B hiicrelerini ctkileyerek, diyabet olus-
turduBu bildirilmigtir (1-22). Evan ve arkadaglan (8)
‘ntravenoz olarak 40 mg/kg alloksani tek doz olarak
80 hayvana uyguladiklarinda bu hayvanlarin 13
iinde hiperglisemi bulgulan gozlememeleri ve 100
mg/kg alloksanin ntraperitoneal veya intravenoz
olarak tek doz uygulanmasi ile (6) hayvanlarin di-
yabetik olduBu bildirilmistir. Caligmamizda tek doz
alloksan (70 mg/kg) intravendz (kuyruk veninden)
uygulandiktan 8 hafta sonra, hayvanlarin pankreas
endokrin adacik hiicrelerinde gozlenen baslica ya-
pisal degisikler; adacik hacminde, B hiicre sayisinda
ve B hiicre graniillerinde azalma, graniilli en-
doplazma retikulum sisternalarinda genigleme ve mi-
tokondrial vakuollesmeyi iceriyordu. Bu de-
gisiklikler, hayvanlardan almnan kan oOrncklerinde
serum glukoz diizeylerindeki degisiklikler ile uyum-
lu idi. Ekzokrin pankreas dokusu ve A, D adacik
hiicrelerinde ise herhangi bir degisiklik goz-
lenmemesi alloksanin etkisinin segici olarak B hiic-
relerine oldugunu gosterdi.

Yakin zamanda yapilan birgok ¢aligma, “nastl
oluyorda alloksan sadece B hiicreleri iizerine toksik
etki yapiyor?” sorusuna yanit alamamistur. Al-
loksamin kolgisinin bilinen etkisine benzeyen an-
timitotik aktivite gosterdigi saptanmigtir. Bu sekilde,
B hiicrelerinde salgi graniillerinin tagmmu ile ilgili
mikrotubuller etkilenmekte ve hiperglisemi olustugu
disiiniilmektedir (16). Ancak, bu tur bir etki al-
loksanin segici olarak B hiicreleri tizerinde olus-
turdugu degisiklikleri aciklayamamaktadir. Diger bir
calismada (20), alloksanin, proteinlerinin stlfidril
gruplariyla birleserek, onlar glutatyona indirgeyip
oksitleyerck disiilfit sekline doniistiirdigu  bil-
dirilmektedir. Bu arada pek ¢ok enzimin biyolojik
aktivitesinin de serbest siilfidril gruplarinin varligina
bagh oldugu bilindiginden, bu olaym B hiic-
relerindeki dejenerasyonu baslattif1 dii-
siiniilmektedir. Ozellikle, B hiicrelerinin gerck mi-
tokondriyal, gerckse ekstramitokondriyal olarak
ATP-az’a bagimli -SH (siilfidril) gruplarin diger
pankreas hiicrelerine oranla en fazla bulundurdugu
dikkate almacak olursa, bu etkilemenin segici olarak
B hiicresine yonelik olmasmn nedeni agiklik ka-
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zanabilir. Ayrica, B hiicrelerindeki mitokondriyal
lezyonlarin olasi agiklamasi da bu olabilir.

Son zamanlarda, diyabette ozellikle vaskiler
komplikasyonlu hastalarda lipit metabolizma ve ya-
pisinda onemli degisiklikler oldugu bildirilmektedir.
Bu olgularda, yapisal degisiklikler oksidatif bzel-
liktedir ve plazma lipoproteinleri ve hiicre memb-
ranlarindaki lipitlerin oksidasyonu, diyabelie vas-
kiiler hastaliklarin geligimi ile birliktedir (6). Bir¢ok
aragtrma, deneysel diyabet modelinde ¢esitli do-
kularda (karaciger, bobrek) dalak, kalp, testis, pank-
reas, iskelet kast ve intestinal mukoza) lipitlerin art-
mig peroksidasyonunun ve intraselliiller savunma
enzimlerinin * (siiperoksit dismutaz, glutatyon pe-
roksidaz, katalaz) azaldiZin bildirmektedir (7, 17,
19, 23-29). Boylece, oksidatif baskinin diyabetik
vaskiiler hastaliklarin gelisiminde bagmmsiz risk fak-
torii olabilecedi diisiinilmektedir. Pankreatik ada-
ciklarda alloksanin neden oldudu serbesct radikal
(hidrojen peroksit, siipegoksit anyon, hidroksil ra-
dikaliy iretimindeki artig ile B hiicrelerine segici ola-
rak toksik etkisi arasinda iligki oldugunu bildiren ¢a-
Lismalar vardir. Alloksan uygulanmasinda
adaciklarda serbest radikal iiretiminin artigi, ancak
antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz, ka-
talaz) varhZinda azaldiZi gozlenmistir (2). Bu so-
nuglar ile serbest radikal firetimindeki artiga bagh
olarak B hiicre mambranlarinda  gelisecek fonk-
siyonel bozulmalar ve sonraki hiicresel geligmeler
(endoplazmik retikulumda. mitokondriyonlardaki ve
salgt  graniillerindeki histopatolojik degisiklikler )
arasinda iliski kurulabilir. Ayrica, dencysel diyabel
modelinde antioksidan enzimlerin ve diger an-
tioksidanlarin varhinda diyabetik ctkinin azal-
digini bildiren raporlar da bildirilmigtir (2.6.17).

Tiim bu ¢aligmalara ragmen, alloksanin pankreas
endokrin adcik hiicrelerine segici  olarak toksin el-
kisi tam bir agiklik kazanmamigtir. Yakin donemde,
genel olarak adhezyon molekiilleri ve/veya re-
septorleri olarak  tanimlanan” ve hiicreleri 13-
levlerini . metobolik aktivitelerini, gog etmelerini.
gogalmalarini  kontrol eden yapilarm varhgi or-
taya konmugtur (30-33). Acaba, yapilacak 1m-
munohistokimyasal ¢aligmalarla, Bhiicrelerine ozgl
reseptorlerin klasifikasyonu saptanabilir mi? Bu
sorunun yaniti, alloksanin B hiicrelerine olan segici
etkisini agiklayabilir kanisindayiz.
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Sonug olarak, bu ¢aligmada, 70 mg/kg alloksan

uygulanmig siganlarin  pankreas endokrin ada-
ciklarindaki B hiicrelerinde yapisal degisikliklere
neden oldugu, bu degisiklikler daha yiiksek doz uy-
gulanan ©Onceki bilgilere uygunluk gostermislir.
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azma glikoz diizeyi ile karsilagtinldigida bu dozun

deneysel diyabet olugturmak igin emin bir doz ol-
madid1 ancak alloksanin toksik etki mekanizmasimn
aragtinlmas icin yeterli oldugu fikrindeyiz.
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