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1. GIRIS

Pankreas Embryolojisine Kisa Bir Bakis

Pankreas primitif duodenumun i¢ yiizeyini déseyen endodermden iki tomurcuk halinde
geligir (1). Dorsal pankreas tomurcugu dorsal mezenter i¢cinde yer alirken, ventral pankreas
tomurcugu koledoga ¢ok yakin bir yerlesim gosterir. Duodenum saga rotasyon yapip, C seklini
alirken, ventral pankreas tomurcugu ise tipki koledogun duodenuma giris deligi gibi arkaya
goceder (Sekil 1). Sonugta ventral tomurcuk dorsal tomurcugun hemen altinda ve arkasinda yer
alir. Daha sonra, dorsal ve ventral pankreas tomurcuklarinin parankim ve kanal sistemleri
birbiriyle birlesir. Ventral tomurcuk unsinat uzantiyr ve pankreas basinin inferior parcasini
olusturur. Bezin geri kalan kisimlar1 dorsal tomurcuktan gelisir. Ana pankreas kanali (Wirsung)
dorsal pankreas kanalinin distali ve ventral pankreas kanalinin tiimiiniin birlesmesiyle meydana
gelir. Dorsal pankreas kanalinin proksimal kismi ya tiimiiyle oblitere olur veya aksesuar pankreas
kanal1 (Santorini) adi1 verilen kiigiik bir kanal halinde kalir. Ana pankreas kanali, koledokla
birlikte duodenuma major papilla yoluyla acilir. Olgularin %10’unda Santorini minér papilladan
duodenuma agilir (2).

Pankreas adaciklar1 (Langerhans adaciklari) fetal yasamin 3. ayinda pankreasin
parankimatdz dokusundan geliserek tiim pankreas icine dagilir. Insiilin salgis1 fetal yasamn 5.
ayinda baglar (3). Heterotopik pankreas dokusu, 6zefagus alt ucundan, primer barsagin alt ucuna
kadar herhangi bir lokalizasyonda yer alabilir. En sik mide mukozasi ve Meckel divertikiilii
icinde bulunur(4). Heterotopik pankreas dokusu pankreasa 6zgii tiim histolojik Ozellikleri
gosterebilir.

Pankreasin molekiiler embriyolojisi organizmanin tiim diger dokularinda oldugu gibi
karmagik ancak sagmaz bir kontrol altindadir. Pankreasi1 olusturacak hiicrelerde farklilasmay1
belirleyen ilk hormon Pancreatic/duodenal homeobox-1 (PDX-1)’dir. PDX-1 etkisiyle
endodermden farklilagan hiicre yiginlari, endokrin veya ekzokrin hiicrelere farklilagsmay1
belirleyen faktorlerin etkisi altina girer. Bu agsamada Notch sistemi ve Neurogenin-3 (ngn-3)
etkilesimi belirleyici olur. Endokrin farklilagsmaya yonelen hiicrelerden ngn-3 etkisiyle delta ve
serrate adi verilen proteinler salgilanir. Bu iki aktif protein komsu hiicrelerdeki spesifik
reseptorlere baglanarak Notch sistemini aktive ederler. Notch sisteminin etkin molekiilii olan
HES-1, ngn-3’iin effektor molekiili olan NeuroD’yi bloke eder ve hiicrenin endokrin

diferansiasyonu engellenerek egzokrin fonksiyon goéren hiicre olmasi saglanir (5) (Sekil 2).
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Sekil 1: Pankreasin embriyonel gelisimi.

Sekil 3: Kok hiicrenin 6zellikleri.
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Sekil 2: Pankreasi olusturacak hiicrelerde farklilasmay1 belirleyen hormonal faktorler.



Pankreasin Rejenerasyon Kapasitesi Uzerine Mevcut Bulgular

Yetigkin pankreasi, gebelik ya da obezite gibi insiiline gereksinimin arttig1 fizyolojik
durumlarda insiilin ihtiyacin1 B hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesini ve/veya sayisini artirarak
karsilar. Pankreatik B hiicrelerinin rejenerasyon kabiliyeti deneysel diyabette ve pankreas hasari
olusturulan hayvan modellerinde gosterilmistir (5, 6). Pankreas dokusunun rejenerasyonundan
sorumlu hiicrelerin tipi ve orijini hakkinda goriis birligi yoktur ve bu konuyla ilgili ¢calismalar
devam etmektedir. Aydinlatilmay1 bekleyen 6nemli bir konu rejenerasyonu baglatan ve yoneten
sinyallerin ne oldugu, kisaca rejenerasyonun mekanizmasidir (7, 8).

Pankreas rejenerasyonunun incelendigi cesitli ¢alismalarda pankreas hasari kimyasal
ajanlar ya da cerrahi yontemler kullanilarak saglanmistir. Kullanilan kimyasal ajanlar seriilein
(9), alloksan (10) ve streptozosindir (11). Cerrahi girisimler %90 pankreatektomi, pankreatik
duktus ligasyonu ve selofan “wrapping” yontemidir (12, 13, 14, 15). Bu modellerin her birinde
de progenitor hiicrelerde artis gdzlenmistir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, endokrin ve ekzokrin hiicrelerin duktal hiicrelerden gelistigi
gosterilmistir (16, 17). Rejenerasyonu olusturan bu transisyonel hiicrelerde duktal belirteglerle
birlikte endokrin ve ekzokrin belirteclerin bulunmasi bu goriisii desteklemistir (18, 19). Ayrica
pankreatit ve diger pankreatik rejenerasyon modelleriyle olusturulan asiner ve duktuler hiicre
rejenerasyonlarinda asiner hiicrelerin dedifferansiye olduklart gosterilmistir (8, 20, 21, 22). Bu
diferansiasyon potansiyeli olan asiner hiicrelerin se¢iminde apopitozisin 6nemli rol oyanadigi
saptanmistir.

Bonner-Weir ve arkadaslari pankreatik duktus hiicrelerini stromasindan izole ederek
primer kiiltiirler yaptiklarinda, bu hiicrelerin kisa siirede prolifere olduklarin1 gdsterdiler (23). Bu
bulgular, in vivo ortamda duktal gelismeyi engelleyen lokal etkili matriks komponentleri ve
TGF-p gibi soluble faktorlerin etkin oldugunu diisiindlirmektedir (24). Parsiyel pankreatektomi
sonrasinda da pankreatik duktuslarda hizli bir gelisme gozlenir. Bu fazda gecici bir siireligine
duktus hiicrelerinden transkripsiyon proteini olan PDX-1/IDX-1 salinim1 gézlenir (14, 17, 24).

Fetal hayatta adacik hiicreleri pankreasin %20-30’unu olustururken, yetiskin cagda bu
oran %2-3’e geriler. Bunun nedeni asiner yapilarin geliserek pankreasin biiyiik ¢ogunluguna
egemen olmasidir. Ancak yasam siiresince adacik hiicrelerinin sayis1 3-4 kat artmaktadir ve P

hiicreleri mevcut kitlesinin %3’ kadar tekrar tretilmektedir.



Kok Hiicre Kavrami ve Pankreatik Kok Hiicreler

Kok hiicreler farklilasmamis durumda olan, pluripotent 6zellikli hiicrelerdir. Bu hiicreler
0zellesmis hiicrelere diferansiye olma potansiyeli gosterirler. Kok hiicreler embriyonik kok hiicre
(EK) ve yetiskin kok hiicreler olarak ikiye ayrilir. Yetiskin Kok hiicreler (néronal, hematopoitik
sistem, epidermoid, hepatik, mezenkimal ve gastrointestinal sistem gibi) bir ¢ok matiir dokudan
elde edilebilir (8, 25). Doku kok hiicrelerinin siirl diferansiasyon potansiyeli vardir. Izole
edilen kok hiicrelerden, invivo veya invitro kosullarda 6zellesmis hiicre tiplerine diferansasyon
indiiklenebilir (26). Kok hiicrenin iki 6zelligi tariflenmistir. Bunlar; basit hiicre diizeyinde
kendine yenilenme ve spesifik hiicre nesline diferansiasyondur (sekil 3). Kok hiicrenin bu
ozellikleri embriyojenik  gelisim slirecinde, homeostazda ve 0Ozellesmis dokularin
rejenerasyonunda ve onariminda da gozlenmektedir.

Pankreas dokusunda B-hiicre neogenezisi post-natal donemde de devam etmektedir (27).
Deneysel olarak pankreas hasari olusturulan modellerde B hiicre neogenezisi gdsterilmistir (14,
28, 29). Bu ¢alismalar sonucunda yetigkin pankreas dokusunun kok hiicre veya progenitor hiicre
karakterinde hiicreler igerdigi bildirilmistir (8, 30). Adacik rejenerasyonunun, embryonik gelisim
sirasinda salinan transkripsiyon faktorlerinin uyarisiyla duktal epitelden, endokrin hiicre
diferansiasyonu ve proliferasyonu yoluyla gergeklestigi gosterilmistir (31). Bir ¢ok caligmada
prolifeasyon stimulasyonu i¢in diisiik glukoz igeren kiiltiir progenitér olarak kullanilirken,
diferansiasyon icin yiiksek glukoz igeren kiiltiir progenitor olarak kullanilmaktadir (32, 33).

Deneysel calismalarda, parsiyel pankreatektomi yapilan ratlarin fokal rejenerasyon
alanlarinda dedifferansiye hiicreler gozlenmistir. Bu dediferansiye hiicrelerin, embriyonal
donemdeki pankreas hiicrelerinin 6zelliklerini gosterdigi ve bazi eksternal uyaranlarla fenotipik
hiicrelere diferansiye olabildikleri ileri stiriilmiustiir (14, 34).

Pankreatik kok hiicrenin bulunmasindaki zorlugun nedeni giivenilir kok hiicre
belirteclerinin heniiz saptanamamasidir (8, 35). Genel kok hiicre belirteclerinin bulunmasi bir
stire sonra bu belirteclerin pankreatik kok hiicreleri de gosterecebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
belirteglerle yiiriitiilen ¢alismalarda pankreatik duktus sisteminin kok hiicre acisindan 6nemli
oldugunu gostermistir. Cesitli deneysel g¢alismalarda kok hiicre belirteci olarak su ajanlar
kullanilmigtir; cytokeratin, [B-galactoside, PDX-1, tyrosine hydroxylose (TH) ve glucose
transporter (GUT-2) (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42).

Genel olarak kabul edilen goriis; pankreatik kanal ve duktuslarin kok hiicre igerdigidir
(13, 43). Bazi calismalarda ana duktal yapmin ve genis duktuslarinda kok hiicre icerdigi
gosterilmistir. Pour ve arkadaglar1 yaptiklar bir ¢caligmada, sentroasiner yapilarin da kok hiicre

icerdigini gostermiglerdir (44). Ayrica postnatal donemde adacik hiicre olusumunun ekzokrin



lobiil igerisindeki kiigiik lobiillerde de gerceklestigi gosterilmistir. Bouwens ve Kloppel’e gore
postnatal donemde, pankreas rejenerasyonu sirasinda duktal yapilarda goriilen kok hiicreler, fetal
pankreastaki duktal olusum sirasinda gelmektedir (45). Ozetleyecek olursak, pankreatik kok
hiicre embriyonik hiicreye benzer ve protodiferansiasyona sahiptir. Heniiz fonksiyonel asiner,

duktal ve adacik hiicrelere diferansiye olmamistir (46).



Kok Hiicre Belirtegleri

Pankreatik kok hiicrenin fenotipi heniliz tanimlanmamistir. Ancak c¢esitli deneysel
calismalar sonucunda bir¢ok protein bulunmus ve kok hiicre belirteci olduklar ileri siiriilmiistiir.
Bu proteinler; ‘tyrosine hydroxilase (TH)” (41), ‘glucose transporter (GLUT-2)’ (42),
‘cytoceratin 20 (CK-20)" (37), ‘high-affinity nevre growth faktor (Trk A)’ (47) ve ‘PDX-1’dir
(48).

Tyrosine hydroxilase (TH) bir noronal belirtectir ve rat pankreasinin gelisimi sirasindaki
hiicresel farklilagmay1 gosterir (41). TH embriyonel hayatin 16. giinii pankreatik duktiiler
hiicrelerde gozlenirken, endokrin hiicrelerde bulunmaz. Yapilan immunohistokimyasal
caligmalarda geg fetal ve erken postnatal donemde TH nin adacik hiicrelerinde ve bazi duktiiler
hiicrelerde bulundugu gdsterilmistir. Yetiskin rat pankreasinda TH ekspresyonu B-hiicreleriyle
siirlidir. TH 1n ekspresyon 6zelligi endokrin prekursor hiicreler igin tipiktir.

Glucose transporter 2 (GLUT-2), rat embriyosunun gelisimi sirasinda, dorsal ve ventral
pankreatik tomurcuklanmadaki hiicrelerde bulunmustur (42). GLUT-2 ekspresyonu dorsal ve
ventral pankreas tomurcuklanmasi ve biiylimesi siiresince devam eder. Daha sonraki gilinlerde
(embriyonel 17. giinde) GLUT-2 ekspresyonu insiilin salinimiyla birlikte gozlenir ki, bu (-
hiicrelerinin bir araya geldigini gosterir. Asiner hiicreler GLUT-2 eksprese etmezler.

Cyokeratin 20 (CK-20)’nin rat pankreatik duktuslarinda ve endokrin hiicrelerinde
bulunmasi ekspresyonundaki farkliligi gosterir. Eriskin hayvanlarda CK-20 sadece duktuslarda
gozlenir. Bununla birlikte CK-20 ekspresyonu fetal donemde, neonatal donemde ve pankreatik
duktus ligasyonuyla B-hiicre neogenesisinin indiiklendigi durumlarda endokrin hiicrelerde de
gozlenir. Bu ekspresyon paterni, duktal hiicrelerden endokrin hiicrelere olan gegis formunu
gosterir. Bu gegis formu protodiferansiye hiicre kompartmanindan saglanir ve bunlardan terminal
diferansiasyonla endokrin hiicreler olusur (42,45).

Nestin proteini bir ndronal kok hiicre belirtecidir. Adacik hiicrelerinde ve nadiren duktus
hiicrelerinde eksprese edilir. In vitro pankreatik endokrin, ekzokrin ve hepatik fenotiplerdeki

differansiye hiicrelerde nestin pozitif olarak tespit edilir (49, 50).

Endokrin Hiicre Diferansiasyonunda Transkripsiyon Faktorleri

PDX-1 geninin {iriinii olan protein, memelide insiilin ve somatostatin salinimininin
regulasyonunu saglayan en onemli transkriptér faktoriidiir. Ayrica insulin promoter factor-1
(IPF-1), somotostatin transactivating factor 1 (STF-1) (51) ve islet duodenal homeodomain
protein (IDX-1) bilinen diger faktorlerdir (52). Farede PDX-1 ekspresyonu, insiilin ve glukagon

ekspresyonundan once dorsal gut endoderminden 8,5. giinde baslar. Bir giin sonra PDX-1 tiim



dorsal ve ventral pankreatik tomurcukta ve buna komsu duodenum duvarinda goézlenir (40, 53,
54). Baslica PDX-1 iiretimi B-hiicresinden olmaktadir.

Somotostatin transactivating factor 1 (ISL-1), yetiskin adacik hiicrelerinin tiimii tarafindan
eksprese edilir (55). ISL-1 adacik hiicre diferansiasyonu ve dorsal pankreatik mesengimin

gelisimi i¢in gereklidir.

Embriyonel Endokrin Hiicre Diferansiasyonunda Rol Oynayan Biiylime Faktorleri

Soluble faktdrlerin hiicre biiyiimesi ve diferansiasyonu iizerine olan etkisi gosterilmistir.
Bunlar arasinda en ¢ok bilinen biiylime faktorleridir. Biiyiime faktorleri iki yonde etki ederler.
Birincil etki hiicre mitogenezisi, hiicre biiyiimesi, hiicre diferansiasyonu ve hiicre boliinmesi
{izerinedir. Ikincil etki hiicrenin fonksiyonu iizerine olan etkidir. Endokrin pankreas iizerine etkili
biiytime faktorleri ; insuline-like growth factor-1 ve -2 (IGF-1ve -2), transforming growth factor
a ve B (TGFa ve B), hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/c-met), nerve growth factor
(NGF), B-cellulin (BTC), vascular endothelial growth factor (VEGF) ve gastrindir.

Insuline-like growth factor-1 ve -2 (IGF-1 ve -2) embriyonel hiicre iizerine etkisi mitojenik
aktivasyon, insulin-like growth faktér aktivasyonu, kemotaksis stimulasyonu ve hiicre
diferansiasyonunun indiiklenmesidir. IGF-1 ve IGF-2 embriyonel rat pankreasinda 20. giinde
eksprese edilir. Fetal hayatta ve fetal gelisimde predominantdir.

TGFa erigkin memelide hiicre gelisiminin regulasyonunda ve diferansiasyonunda etkilidir.
Pankreatik duktus ligasyonu sonrasinda olusan tubuler komplekslerde duktus hiicrelerinde TGFa
ekspresyonunda artis gézlenir. Bu artisin nedeni pankreastaki remodelingtir. TGFa diizeyindeki
artis, yeni B-hiicre formasyonu ve gastrin diizeyindeki artigla beraberdir.

TGFP duktuslarin ve duktiiler hiicrelerin biiylimesini inhibe eder. TGFP pankreas
gelisiminde asiner kompartmanin gerilemesini indiikler ve endokrin dokunun diferansiasyonunu
artirir.

Trk-A, nerve growth factor (NGF)’e yiiksek afinite gosteren reseptordiir. Trk-A
ekspresyonu [ hiicrelerinde, normal rat adacik hiicrelerinde, fetal rat in-vivo kiiltliriinde ve ayrica
yetiskin pankreas primer kiiltiiriinde gozlenir (55). Trk-A ekspresyonu embriyonel hayatin 16.
giinlinde pankreatik duktuler hiicrelerde varken endokrin hiicrelerde yoktur. Geg fetal ve erken
postnatal donemde adacik hiicrelerinden ve komsu duktiiler hiicrelerden eksprese edilir. Bu

ekspresyon paterni, endokrin prekiirsor hiicreler i¢in belirtec olarak kullanilir.
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Betacellulin (BTC) fibroblastlarin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin biiylimesini stimiile
ederken, pankreatik hiicrelerin endokrin hiicrelere doniisiimiinii indiikler (56). BTC ekspresyonu
insan pankreatik adaciklarindan ve differansiye B-hiicrelerinden olmaktadir (57).

VEGF bir anjiojenik faktdr olup, rat pankreasinda normal adacik hiicrelerinde bulunur.
Gastrin ekspresyonu insan ve Ozellikle rat pankreasinda mRNA ve protein diizeyinde artisa
neden olur. Bu bulgular, gastrinin trofik etkiyle endokrin pankreasin biiylimesi ve gelismesi
tizerine etkisi oldugunu gosterir (58, 59).

Bu calismanin amaci, ratlarda %90 pankreatektomi sonrasi 4 ve 7. giinlerde, pankreasin
gastrik ve splenik loblarinin, ana kanallarda okliizyon yaratmaksizin baglanmasindan (pankreatik
duktus ligasyonu) sonra, 4, 7 ve 11. glinlerde gozlenen rejenerasyon odaklarindaki asinoduktiiler
metaplazi gosteren hiicrelerde, ndronal kok hiicre belirteci oldugu bilinen nestin ekspresyonunun
immiinohistokimyasal yontem kullanilarak arastirilmasidir. Nestin ekspresyonu yani sira, iyi

bilinen bir néroendokrin belirte¢ olan kromogranin A’nin ekspresyonu da ¢alisilmigtir.
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2. MATERYAL METOD

Bu calisma Gazi Universitesi Etik Kurul’u tarafindan 81-10635 proje numarasiyla
onaylanmis ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel/T1bbi
Cerrahi Arastirma Unitesi’nde gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Tibbi/ Cerrahi Arastirma Unitesi’nden temin edilen toplam 8 adet ortalama agirhg 125-128 g
agirhiginda 3-5 haftalik saglikli erkek Wistar ratlar kullanildi. Ratlar +25 °C’de, 12 saat giindiiz
ve 12 saat gece periyotlariyla istedikleri kadar standart rat yemi ve normal i¢gme suyuyla
beslendiler. Bu ratlar rasgele, her birinde 4’er adet rat olacak sekilde iki gruba ayrilarak farkli
kafeslerde tutulmuslardir. Anestezi i¢in 50 mg/kg dozunda intramuskiiler ketamin hidroklorid
(Ketalar-Parke Davis) uygulanmis ve cerrahi girisimler tamamen steril kosullar altinda
gerceklestirilmistir.

Her birinde 4 rat olacak sekilde ratlar 2 gruba ayrilmis ve yapilan cerrahi isleme gore %90
pankreatektomi (PDx) grubu ve pankreatik dukt ligasyon (PDL) grubu olarak kodlanmistir. PDx

grubundaki ratlar 4. veya 7. giinde sakrifiye edilerek doku 6rnekleri alindi.

CERRAHI GIRISIMLER
Parsiyel Pankreatektomi (PDx)

Ratlar tartildiktan sonra intramuskiiler 50 mg/kg ketamin hidroklorid ile anestezi uygulandi
ve karin tliyleri traslandiktan sonra cilt %10’luk povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek
tamamen steril kosullar altinda orta hat kesisi ile karina girildi. Pankreas eksplorasyonu, ratin
mide ve dalagi karin disina alindiktan sonra kiint uglu forceps ile mide nazikce ekarte edilerek
saglandi. Parsiyel pankreatektomi daha 6nce Bonner-Weir’in tarifledigi teknikle yapildi (43).
Pankreasin kuyruk ve govde kesiminin timii pamuk aplikator (steril edilmis pamuklu kulak
¢copll) kullanilarak ¢ok nazik siirtme hareketleriyle dalak segmentinden baslanarak rezeke edildi
(Resim.1). Rezeksiyon materyali rat pankreasinin dalak, mide ve duodenal segmentinden
olusuyordu (bu yaklasik pankreas dokusunun %90’nin1 olusturur). Redundan pankreas dokusu
ise ana safra yollart ile duodenumun 1. kitast arasindaki 1-2 mm’lik dokuyu igeriyordu.
Operasyonlarda ciddi kanama olmadi ve diger organlara ait anatomik yapilar ile ana vaskiiler
yapilar korundu. Karin, intraperitoneal 1 cc %0,9’luk NaCl (Eczacibasi) enjeksiyonunu takiben
3/0 prolen (Ethicon) siitiir ile kapatildi. Postoperatif donemde ratlar istedikleri kadar standart rat

yemi ve normal icme suyuyla beslendi. Parsiyel pankreatektomiyi takiben 4. ve 7. giinlerde
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sakrifikasyon ve doku 6rneklemesi planlandi. Dordiincii giin parsiyel pankreatektomi yapilan 2
rata intramuskiiler 50 mg/kg ketamin hidroklorid ile anestezi uygulandi, kan sekerleri 6l¢iildii ve
karm tiiyleri traglandiktan sonra cilt %10’luk povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek tamamen
steril kosullar altinda eski orta hat kesisinden karina girildi. Pankreas lojunun eksplorasyonunu
takiben kalan pankreas dokusu duodenumuda igine alacak sekilde eksize edildi. Spesmenin
alinmasmin ardindan ratlar intrakardiyak kan alma yontemiyle sakrifiye edildi. Alian
spesmenler %10’luk formaldehid i¢inde 4°C’de 6 saat fikse edildikten sonra parafinize edilerek
bloklandi. Bu bloklardan 3 upm’lik seriler seklinde kesitler alindi. Ayni islemler 7. giin
sakrifikasyon yapilan 2 rat i¢cin de uygulanda.

Pankreatik dukt ligasyonu (PDL )

Ratlar tartildiktan sonra intramuskiiler 50 mg/kg ketamin hidroklorid ile anestezi uygulandi
ve karm tlyleri traslandiktan sonra cilt %10’luk povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek
tamamen steril kosullar altinda orta hat kesisi ile karina girildi. Pankreas eksplorasyonu ratin
mide ve dalagi karin disina alindiktan sonra kiint uglu forceps ile mide nazikge ekarte edilerek
saglandi. Pankreatik band ligasyonu daha once Rosenberg tarafindan tanimalan ve Benedic’in
belirttigi teknikle yapildi (60). PDL grubunu olusturan 4 ratin pankreasinin gastrik lobu, gastrik
pankreatik kanali ligate edecek sekilde nonabsorbabl bir materyal olan steril edilmis seloteyp
kullanilarak ligate edildi (Resim-2). Operasyonlarda ciddi kanama olmadi ve diger organlara ait
anatomik yapilar ile ana vaskiiler yapilar korundu. Karin intraperitoneal 1 cc %0,9’luk NaCl
(Eczacibasi) enjeksiyonunu takiben 3/0 prolen (Ethicon) siitiir ile kapatildi. Postoperatif donemde
ratlar istedikleri kadar standart rat yemi ve normal i¢gme suyuyla beslendi. Dordiincii giin gastrik
pankreatik dukt ligasyonu yapilan 2 rata intramuskiiler 50 mg/kg ketamin hidroklorid ile anestezi
uygulandi, karin tiiyleri traglandiktan sonra cilt %10’luk povidon-iodin soliisyonu ile
temizlenerek tamamen steril kosullar altinda eski orta hat kesisinden karma girildi. Pankreas
lojuna ulasildiktan sonra gastrik lob eksize edildi. Ardindan pankreasin dalak segmentinin
kanalin1 ligate edecek sekilde seloteyp kullanilarak ligate edildi ve karin intraperitoneal 1 cc
%0,9’luk NaCl (Eczacibasi) enjeksiyonunu takiben 3/0 prolen (Ethicon) siitlir ile kapatildi.
Postoperatif donemde ratlar istedikleri kadar standart rat yemi ve normal igme suyuyla beslendi.
Bu grubun sakrifikasyonu 7. giinde gerceklestirildi. Alinan spesmenler %10’luk formaldehid
icinde 4°C’de 6 saat fikse edildikten sonra parafinize edildi. Bu bloklardan 3 pum’lik seriler
seklinde kesitler alindi.
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Yedinci giin gastrik pankreatik dukt ligasyonu yapilan 2 rata intramuskiiler 50 mg/kg
ketamin hidroklorid ile anestezi uygulandi, karin tiyleri traslandiktan sonra cilt %10’ luk
povidon-iodin soliisyonu ile temizlenerek tamamen steril kosullar altinda eski orta hat kesisinden
karna girildi. Pankreas lojuna ulasildiktan sonra gastrik lob eksize edildi. Ardindan pankreasin
dalak segmentinin kanalin1 okliide etmeyecek sekilde seloteyp kullanilarak ligasyon yapildi ve
karin intraperitoneal 1 cc %0,9’luk NaCl (Eczacibas1) enjeksiyonunu takiben 3/0 prolen
(Ethicon) siitiir ile kapatildi. Postoperatif donemde ratlar istedikleri kadar standart rat yemi ve
normal i¢cme suyuyla beslendi. Bu grubun sakrifikasyonu 4 giin sonra yapildi. Alinan spesmenler
ayni sekilde hazirlanarak 3 pm’lik seri kesitler alindi.

PDL grubunun splenik segment ligasyonu yapilan ratlarin ilk grubu 7. giinde ve ikinci
grubu 4. giinde sakrifiye edildi. Boylece PDL sonrasi 4. 7. ve 11. giinlere ait pankreas dokusu
elde edilmis oldu.

Her iki cerrahi yontemle elde edilen dokulardan hazirlanan kesitler Once standart
hemotoksilen-eozin ile boyandi. Rejenerasyon odaklari bulunan kesitlere komsu kesitler,

immiinhistokimyasal boyamalar i¢in segildi.

Immunhistokimyasal Yéntem
Nestin immiinhistokimyal boyamasi i¢in c¢aligmada monoklonal rat anti-nestin

(Chemicon, ABD) antikoru 1/50 diliisyonla kullanildi. Preparatlar 5 dakika siireyle %3 H202
icerikli metanol ile deparafinize ve rehidrate edildi. Ardindan fosfat tamponlu fizyolojik salin
cozeltisi (fosfat buffered saline= PBS) ile yikandi. Spesifik olmayan antijenler normal tavsan
serumu ile 20 dakika siireyle yikanmak suretiyle bloke edildi. Primer antikor preparatlara 1 saat
sireyle oda sicakliginda tatbik edildi. Preparatlarin PBS ile yikanmasindan sonra, 30 dakika
stireyle biotin isaretli anti-mouse IgG uygulandi. Ardindan 30 dakika siirele peroksidaz isaretli
streptoavidin uygulandi. Peroksidaz, 9%0,003 H202 i¢eren diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) ile gosterildi. Nukleuslar Mayer’in hemotoksileni ile boyandi.  Nestin
immunohistokimyasal boyamasi standartize edilmis ticari kitle yapildi.

Ayni yontem uygulanarak anti-human kromogranin-A (Zymed, ABD) antikoru ile dokular
boyanarak endokrin diferansiasyon varligi arastirildi.

Parsiyel pankreatektomi planlanan ratlarda preoperatif kan Olclimiinii takiben %90
pankreatektomi yapildi. Doku 6rneklemesi yapilacak parsiyel pankreatektomili ratlarda, parsiyel

pankreatektominin basarisini belirlemek i¢in kan seker dl¢iimii yapildi.
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Resim-1: Parsiyel pankreatektomi.

Resim-2: Selofan pakreatik dukt ligasyonu.
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3. BULGULAR

Parsiyel pankreatektomi yapilan grupta ortalama kan sekeri 210+5 mg/dl olarak tespit
edildi. Ratlar %90 pankreatektomi sonrasinda diyabetik olmuslardi.

Isik mikroskopisi

PDx ve PDL gruplarindan alinan 6rnekler hemotoksilen-eozin ile boyanarak incelendi.
Kesitlerde pankreas lobuler ve interlobuler alanlarinda 6dem gozlendi. Asiner interstisyel
alanlarda ileri diizeyde noétrofil infiltrasyonu saptandi. Asinus yapisinda ileri derecede dilatasyon
ve asiner hiicrelerde graniil kaybi goézlendi. Fokal rejenerasyon alanlari fibrotik boliimlere
ayrilmisti ve dilate lumenli asiner hiicreler ile birlikte duktus benzeri hiicreler (tiibiiler
kompleksler) icermekteydi. Arada kan damarlarinin bulundugu normal asiner hiicrelerden olusan
pankreas dokusu komsulugunda asino-duktiiler proliferasyon alanlar1 gozlenmekteydi. Duktusu
olusturan hiicreler eozinofilik stoplazmali kuboidal hiicrelerdi (Resim.3). Yogun fibrotik dokuyla

ayrilmis odalar halinde asinoduktiiler metaplazi alanlari izlendi (Resim.4).

Immiinhistokimyal boyama

Nestinin normal pankreas alanlarinda adacik hiicreleri ile bag dokusundaki mezensimal
hiicrelerde eksprese oldugu goriildii. Normal pankreatik asiner hiicrelerde ve her captaki duktus
hiicrelerinde nestin ekspresyonu saptanmadi. Rejenerasyon odaklarinda gozlenen asinoduktiiler
metaplazi gosteren hiicrelerde (tubiiler kompleks hiicrelerinde) nestin belirgin sekilde eksprese
olmaktaydi. Bu en tipik sekilde PDL-7 preparatlarinda gozlemlendi (Resim-5) Ayrica bazi
duktuslar nestin ile hafif diizeyde stoplazmik boyanma gostermistir (Resim-6). Benzer sekilde
netsinin PDx-4 olarak kodlanan %90 pankreatektomi sonrasi 4. giinde gelismis rejenerasyon
odaklarinda da eksprese oldugu goriildii. (Resim-7).

Rejenerasyon odaklarinda, belirgin sekilde nestin pozitif olan bolgelerin devam eden diger
kesitlerinde, CGA ile periferde daha belirgin olmak iizere diffiiz kuvvetli sitoplazmik pozitiflik

saptanmigtir (Resim-8).
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Resim 4: Asinoduktiiler metaplazi alanlart.
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Resim 5: Nestinin asinoduktiiler metaplazi alanindaki duktus epitelinde (*) ve komsulugundaki

sinir dokusunda (#) kuvvetli stoplazmik pozitiflik saptanmstir.

Resim 6: Nestin ile hafif diizeyde stoplazmik boyanma gosteren duktuslar.
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Resim 8: Nestin pozitif bolgelerin devam eden diger kesitlerinde CGA ile periferalde daha

belirgin olmak {izere diffiiz kuvvetli sitoplazmik pozitiflik saptanmustir.
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4. TARTISMA

Transdiferansiasyon, doku rejenerasyonunda rol oynayan 1iyi tanimlanmis bir
mekanizmadir. Transdiferansiasyon hiicre diizeyindeki degisimi tanimlamak i¢in uygun bir
terimdir. Bir bagka terim olan transformasyon, yaygin olarak normal fenotipteki hiicrelerin
malign hiicrelere degisimini tariflemede kullanilir. Metaplazide ise hiicreler konvensiyonel
histolojik yapiya diferansiye olmazlar ve metaplazi matiir hiicrelerin (terminal differansiye
hiicreler) hiicre tipindeki degisimi icerir (61). Bu fenotipik degisim sirasinda hiicreler
dediferansiasyon, proliferasyon ve rediferansiasyon gibi g¢esitli siire¢lere giderler (62).
Dediferansiasyonun orta evresindeki hiicreler ne orijinal hiicrenin fenotipine, ne de differansiye
hiicrenin tipine benzerler. Bu tip hiicreler ¢esitli dokularda da gosterilmistir. Diger bir siire¢ olan
direkt transdiferansiasyonda ise hiicreler proliferasyona ugramadan transdiferansiasyona giderler
ve bu hiicreler orta evrede karisik fenotiptedirler (63).

Pankreas dokusunda p-hiicre neogenezisi, post-natal donemde de devam etmektedir.
Deneysel olarak pankreas hasar1 olusturulan modellerde B hiicre neogenezisi gdsterilmistir. Bu
caligmalar sonucunda yetiskin pankreas dokusunun kok hiicre veya progenitor hiicre karakterinde
hiicreler igcerdigi bildirilmistir. Adacik rejenerasyonunun embriyonik gelisim sirasinda salinan
transkripsiyon faktorlerinin uyarisiyla duktal epitelden, endokrin hiicre diferansiasyonu ve
proliferasyonu yoluyla oldugu gosterilmistir. Bir ¢ok ¢aligmada, proliferasyon stimulasyonu i¢in
diisiik gliikoz kiiltiiri progenitor olarak kullanilirken diferansiasyon i¢in yiiksek gliikoz kiiltiirti
progenitdr olarak kullanilmaktadir. Deneysel caligmalarda, parsiyel pankreatektomi yapilan
ratlarin fokal rejenerasyon alanlarinda dedifferansiye hiicreler gozlenmistir (13, 64, 65). Bu
dediferansiye hiicreler pankreatik kok hiicrelerdir ve bu hiicreler eksternal uyariyla veya
morfogenezle fenotipik hiicrelere diferansiye olabilirler (14, 66). Pankreatik kok hiicreyi
tanimlamadaki zorlugun nedeni, hiicre verifikasyonlar1 ve karakteristigi nedeniyle giivenilir kok
hiicre belirteglerinin olmamasidir. Genel kok hiicre belirteclerinin bulunmasi bir siire sonra bu
belirteclerin pankreatik kok hiicreleri de gosterecebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu belirteglerle
yliriitiilen caligmalarda pankreatik duktus sisteminin kok hiicre agisindan 6nemli oldugunu
gostermistir.

Pour 1978’de karsinojen bir madde olan N-nitrosobis(2-oxopropy) amini kullanarak yaptigi
calismasinda, duktular hiicrelerin hiperplazi ve hipertrofisi ile iligkili yeni adacik hiicrelerinin
gelisimini gosterdi (67). Bu calismada, yeni olusan B-hiicrelerinin sentroasiner hiicrelerin yogun
olarak bulundugu kisimlardan perifere dogru herniasyon gdosterdigini ve histolojik olarak yeni
gelisen adacik hiicrelerine benzedigini saptamustir. Ilerleyen evrelerde asinus yapisi, ya

hiperplastik duktiiler hiicrelerle ya da yeni olugsmus adacik hiicreleriyle replase edilmisti. Bu yeni
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bulgular, pankreasta rejenerasyonun eriskin ¢aglarda da olabilecegini gostermesinin yanisira,
adacik hiicrelerinin kdkeni konusunda énemli ipuglar1 vermesi agisindan da 6nemliydi.

Soria, nestinin insiilin salgilayan hiicrelerin diferansiasyonu sirasinda kok hiicrekerin
gosterilmesinde Onemli bir belirte¢ oldugunu bildirmistir (68). Nestin neuroepitelyal kok
hiicrenin bilinen bir belirtecidir. intermediate bir filaman proteini olan nestin gegici olarak cesitli
organlarin doku rejenerasyonunun erken donemlerinde eksprese olur. Lumelsky ve arkadaslari,
maymundan nestin pozitif embriyonik kok hiicreyi izole ettiler ve bu hiicrelerin yapisal ve
fonksiyonel olarak pankreas adacik hiicrelerine benzeyen insiilin salgilayan adacik hiicrelerini
olusturdugunu bildirdiler (69, 70). Zulewski ve arkadaslari, 2001 yilinda yetigkin pankreasindan
nestin pozitif kok hiicreyi izole etti ve bunun insiilin salgilayan hiicreler i¢in varsayilan kok hiicre
oldugunu rapor etti (50, 71). Bu calismalar, nestinin embriyonik dokularin disinda tam
differansiye pankreas dokusunda da insiilin salgilayan hiicrelerin differansiye oldugu pankreatik
kok hiicrenin belirlenmesinde bir kok hiicre belirteci olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(69, 72, 73, 74). Ancak halihazirda, nestin pozitif duktus hiicrelerinin varhigi tartigmali bir
konudur, ¢iinkii baz1 yayinlar nestin ekspresyonunun pankreatik epitel hiicrelerinden degil de
mezensimal doku hiicrelerinden oldugunu rapor etmektedir (75, 76, 77). Buna karsin nestini
neogenetik duktus hiicrelerinde giiclii sekilde pozitif olarak bulan giivenilir ¢alismalar da vardir
(78, 79).

Bizim calismamizda parsiyel pankreatektomi ve pankreatik dukt ligasyonu ile neogenetik
stimulasyon uyarilarak rejenerasyon odaklari olusturuldu. Bu rejenerasyon odaklarinda tubuler
kompleks tinitelerinde nestin pozitif hiicreler tespit edildi. Nestin pozitif hiicrelerin bulundugu
boliimiin bir sonraki kesitlerindeki hiicrelerin tipik duktuler ozellikler gosterdigi goriildi. Bu
hiicrelerin asinus ya da duktus sisteminden gelismis pankreatik kok hiicreler olabilecekleri
varsayildi. Calismamizda yetiskin ratlara uygulanan PDx ve PDL islemlerinin ardindan alinan
orneklerde yapilan immunohistokimyasal c¢alismada, nestin pozitif hiicrelerin bulundugu
boliimiin devam eden kesitlerinde bu hiicrelerin Chromagranin A ile de boyandig1 gozlendi.

Calismamiz gdstermistir ki, erigkin ratlarda PDx ve PDL gibi pankreatik neogenesisi artiran
islemler sonucunda tubiiler kompleksler iceren rejenerasyon odaklari olusmaktadir. Bu
rejenerasyon odaklar1 pankreatik kok hiicre gibi davranan asinoduktiiler metaplazi gosteren
hiicreler igermektedir. Bu hiicreler, kok hiicre belirteci oldugu ileri siiriilen nestin eksprese
etmelerinin yani sira yer yer endokrin diferansiasyon gostererek, CGA da eksprese etmekteydiler.

Pankreas kanalinin parsiyel obstrilksiyonu modeli ilizerinde calisan Rosenberg ve ekibi
kiiclik intralobuler duktus epitelinden gogeden bir takim hiicrelerin yeni adacik benzeri yapilar

olusturduklarini gozlemlediler. Bonner-Weir, %90 pankreatektomi uyguladig1 eriskin ratlarda
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duktal hiicrelerin duktal fenotiplerini kaybederek prolifere olduklarini ve multipotent hiicrelere
dontiserek uygun stimuluslar altinda adacik hiicrelerine farklilasma potansiyeli kazandiklarini
gostermistir.

Normal sartlarda, organizmada bu hiicreler transforming growth factor-f3 (TGF-P) gibi lokal
stromal faktorlerce baskilanmaktadirlar (80). Stromalarindan izole edildiklerinde, duktal hiicreler
primer kiiltiirde asir1 proliferasyon gostererek glukoza cevap veren adacik hiicrelerine
differansiye olmaktadirlar.

Parsiyal pankreatektomi ve pankreatik dukt ligasyon modellerinde pankreas rejenerasyonu;
1) onceden replike olmus differansiye endokrin ve ekzokrin hiicreler ve 2) duktal epitelyumdan
diferansiye ve prolifere olmus yeni pankreatik lobiiller tarafindan gerceklestirilir. Diger hayvan
deneylerinde tespit edilen, duktuler proliferasyonlarin oldugu rejenerasyon odaklarina benzer
rejenerasyon odaklar1 bizim ¢alismamizda da gdzlendi. Bu bulgular pankreas rejenerasyonunda
tariflenen ikincil yolu, yani proliferasyonun ve diferansiasyonun asinoduktiiler hiicrelerden
oldugunu desteklemektedir. Ayrica kronik pankreatit, pankreatik adenokarsinom ve kistik
fibroziste duktus benzeri tubuler komplekler tanimlanmistir (81, 82). Tubuler komplekslerin
orijini konusunda goriis ayriliklar1 vardir. Kimi arastirmacilar, bu yapinin intralobiiler
duktuslardan differansiyasyonla gelistigini diislinlirken, bazilari da bu yapiin asiner doku
icerisindeki duktus benzeri yapinin Onciiliigiinde dediferansiasyonla olustugunu diisiinmektedir
(83, 84).

Tiim bu caligmalar pankreasta rejenerasyon siirecinin erigskin dokularda da devam ettigini
ve bu mekanizmada asiner/duktal transdiferansiyasyonun ve/veya dediferansiasyonun 6nemli bir
yeri oldugunu gostermektedir. Bu mekanizmanin anlagilmasi sadece kanser ve kronik pankreatit
gibi morbidite ve mortalitesi yiliksek hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi ve
tani/tedavilerinin gerceklestirilmesi agisindan oldugu kadar, ayni1 zamanda diabetes mellitusun
tedavisinde yeni bir donemi acabilecek otolog B hiicre naklinin gergeklesmesi agisindan da
onemlidir.

Bizim calismamizda %90 pankreatektomi ve pankreatik duktus ligasyonu yapilan geng
erkek ratlarda, endokrin ve ekzokrin hiicrelerde proliferasyon ve diferansiasyon oldugu
gozlemlenmistir. Bu proliferasyon ve diferansiasyonun duktal epitelyumdaki prekursor
hiicrelerden kaynaklanabilecegi ileri stiriilmektedir (33, 85).

Nestin proteini bir néronal kok hiicre belirtegidir. Adacik hiicrelerinden ve nadiren de
duktus hiicrelerinde eksprese edilir. In vitro pankreatik endokrin, ekzokrin ve hepatik
fenotiplerdeki diferansiye hiicrelerde nestin saptanmaktadir. Nestin ile yapilan pankreatik kok

hiicre aragtirmalarinda farkli sonuglar ortaya ¢ikmistir. Kimi arastirmacilar nestinin noronal
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hiicrelerde, fibroblastlarda ve mezensimal kdkenli diger hiicrelerde pozitif oldugunu bildirdiler.
Bazi arastirmacilarda nestinin pankreatik kok hiicre oldugunu diistindiikleri duktus hiicrelerinde
de pozitif oldugunu gostermislerdir. Bizim c¢alismamizda da nestin, neogenezin uyarildig
pankreas dokusunda 6zellikle de asinoduktiiler epitelde pozitif olarak tespit edildi. Bu sonuglar
nestinin pankreatik kok hiicrelerinin belirlenmesinde 6nemli olabilecegini ve daha ileri teknikler
kullanilarak  nestin  eksprese eden asinoduktiiler —metaplazi odaklarmin  pankreas

rejenerasyonundaki roliiniin arastirilmasi geregini ortaya koymaktadir.
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1.

5. SONUC

Ratlarda parsiyal pankreatektomi ve pankreatik dukt ligasyon modeliyle duktuler

proliferasyonlarin oldugu rejenerasyon odaklari elde edilmistir.

Parsiyel pankreatektomi ve pankreatik duktus ligasyonu yapilan geng erkek ratlarda,
endokrin ve ekzokrin hiicrelerde proliferasyon ve diferansiasyon oldugu gézlemlenmistir.
Bu proliferasyon ve diferansiasyonun duktal epitelyumdaki prekursér hiicrelerden

kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir.
Nestin, neogenezin uyarildig1 pankreas dokusunda ozellikle de asinoduktiiler epitelde

pozitif olarak tespit edildi ve bu sonuglar nestinin pankreatik kok hiicrelerinin

belirlenmesinde 6nemli bir belirte¢ odugunu gostermistir.
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6. OZET

Bu calismada rat pankreatik rejenerasyon modellerinde asinoduktiiler metaplazi gdsteren
rejenerasyon odaklarinda nestin ekspresyonu incelenmistir.

Bu amacla; her birinde 4 rat olacak sekilde ratlar 2 gruba ayrilmis ve yapilan cerrahi isleme
gore %90 pankreatektomi (PDx) grubu ve pankreatik dukt ligasyon (PDL) grubu olarak
kodlanmistir. PDx grubundaki ratlar 4. veya 7. glinde sakrifiye edilerek doku drnekleri alindi.
PDL grubunda doku drnekleri 4., 7. ve 11. giinlerde alind1. Her iki cerrahi yontemle elde edilen
dokulardan hazirlanan kesitler once standart hemotoksilen-eozin ile boyandi. Rejenerasyon
odaklar1 bulunan kesitlere komsu kesitler immiinhistokimyal boyama icin segildi.

Alinan orneklerde normal pankreatik asiner hiicrelerde ve her captaki duktus hiicrelerinde
nestin ekspresyonu saptanmadi. Rejenerasyon odaklarinda gozlenen asinoduktiiler metaplazi
gosteren hiicrelerde (tubiiler kompleks hiicrelerinde) nestin belirgin sekilde eksprese olmaktaydi.
Bu en tipik sekilde PDL-7 preparatlarinda gézlemlendi.

Bizim c¢alismamizda nestin, neogenezin uyarildigi pankreas dokusunda o6zellikle de
asinoduktiiler epitelde pozitif olarak tespit edildi. Bu sonucglar nestinin, pankreatik kok
hiicrelerinin belirlenmesinde Onemli olabilecegini gostermistir. Ayrica daha ileri teknikler
kullanilarak yapilacak calismalarda, nestin eksprese eden asinoduktiiler metaplazi odaklarinin

pankreas rejenerasyonundaki roliiniin arastirilmasi gerektigi fikrini ortaya koymaktadir.
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