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Alloksan ile Olusturulan Deneysel Diyabetin Kardiyo-Vaskiiler Sistem
Uzerindeki Akut Etkilerinin Isik Mikroskobik Diizeyde incelenmesi

Selen Bahgeci*, Naime Canoruc**, Yusuf Nergiz*, Sevda Soker*, Deniz Gokalp***, Mehmet
Erdem Akbalik**** Yekbun Tutsi*

OZET

Diyabetik kardiyomiyopati diyabetin en onemli komplikasyonlarindan biridir.
Diyabetin kalp ve aorta iizerindeki akut donem etkileri yeteri kadar bilinmemektedir. Biz
bu calismamizda diyabetin kardiyo-vaskiiler sistem iizerindeki akut etkilerini 151k
mikroskobik diizeyde incelenmesini amacladik.

Calismamizda 20 adet Spraque-Dawley rat kullandik ve diyabet olusturmak icin 150
mg/kg alloksan intraperitoneal, kontrol grubuna ise Iml SF, IP uyguladik. Yirmidort
saat sonra sicanlarin kuyruk veninden kan glikoz diizeyleri él¢iildii. Kan glikoz diizeyleri
250 mg/dl’den fazla olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi ve 4 IU/d human insiilinle
tedavi edildiler. Yedi giin sonra ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildiler. Kalp ve aort
dokusu % 10°luk nétral formalinde tesbit edildi. Kesitler parafine gomiildii, 5 um
kalinliginda seri kesitler alindi, Hematoksilen-Eozin ve Heidenhein’in Azan
modifikasyonu ile boyandi.

Kontrol grubunun kalp kast hiicrelerinde herhangi bir patolojiye rastlanmadi.
Diabetik grupta; kalp kasi hiicrelerinde yer yer heterojen bir gériiniim, bazi kalp kast
hiicrelerinde hidropik degisiklikler, perivaskiiler ve interstisiyel alanda minimal diizeyde
fibrozis izlendi. Kontrol grubunda aort normal histolojik yapida izlendi.

Diyabetik grupta aortun tunika media tabakasinda diiz kas hiicrelerinde belirgin
anizostosiz, diiz kas hiicre cekirdeklerinde bir azalma giozlendi. Diabetes Mellitus’un erken
donemlerinde kalp kast ve aort kas hiicrelerinde minimal diizeyde de olsa degeneratif
degisiklige ve fibrozise neden oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Diyabet, Alloksan, Kardiyo-Vaskiiler Sistem
Light Microscopic Evaluation of Cardio-vasculare System in Alloksan-induced
Diabetic Rats in Acute Period

SUMMARY

Diabetic cardiomyopathy is one of the chronic complication of diabetes and acute
effects of diabetes on heart and aorta is not clear. We aimed to determine acute effects of
diabetes on cardio-vasculare system with light microscopy.

We used 20 Spraque-Dawley rats and applied 150 mg/kg alloxan, intraperitoneally for
inducing diabetes and 1 ml SF in control group. After 24 hours, venous blood samples
were measured. Blood glucose levels higher than 250 mg/dl were accepted as DM and
treated with 4 IU/d human insiilin. After 7 days rats were sacrified under ketamin
anaesthesia. Heart and aorta were fixed in 10 % buffered formalin. The sectiones were
embedded in paraffin and were serially sectioned at 5 um thickness, then stained with
Hematoxyline-Eosine (H&E) and Heidenhein’s Azan modification.

There was no histopathological changes in cardiac muscle cells in control group. But
there was a heterogen appearance in cardiac muscle cells and we determined some
hydropic degenerations in some of the cardiac muscle cells and a minimal fibrosis in
perivasculare and interstitial area in diabetic group. All histological stratums of aorta were
seen normally in control group. In diabetic group, there was a clear anisostosis in smooth
muscle cells and decreased in nucleus of smooth muscle cells in tunica media.

We concluted that DM is caused degeneration and fibrosis in cardiac muscle cells and
effective on smooth muscle cells in aorta in acute period.
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GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormon
sekresyonun ve/veya insiilin etkisinin mutlak
veya goreceli azligi sonucu karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara
yolagan kronik hiperglisemik bir grup meta-
bolizma hastaligidir (1). DM uzun doénemde
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon-
larla seyreden bir hastaliktir. Yapilan klinik ve
deneysel caligmalardan elde edilen veriler,
DM’un, aterosklerotik hastaliklar ve o6zellikle
Koroner Kalp Hastaligi (KKH) agisindan
yatkinlik olusturan 6nemli bir faktér oldugunu
gostermektedir. DM’da, her iki cinsiyette ve
tiim yaglarda kardiyo-vaskiiler hastalik insidansi
daha yiiksektir; bu risk erkeklerde ortalama iki
kat, kadinlarda ise dort kat daha fazladir.
Koroner arter hastaligi, periferik damar
hastaligit ve serebro-vaskiiler hastalik gibi
aterosklerotik  komplikasyonlar, diyabetik
hastalarda en sik morbidite ve mortaliteye yol
acan nedenlerdir (2). Etkin bir insiilin tedavisi
ile bu tip komplikasyonlarin Onlenebilecegi
veya geciktirilebilecegi lizerine yapilmis c¢esitli
arastirmalar bulunmaktadir (3). Klinik ve
deneysel ¢aligmalar DM un kronik doénemde
kardiyak disfonksiyonlara neden oldugunu da
gostermistir (4-7). Bununla birlikte DM’un
erken donemde kalp ve aort dokusu iizerine
yaptig1 etkiler ¢ok agik degildir. Biz bu
calismamizda; DM un akut donemde kardiyo-
vaskiiler sistem iizerindeki etkilerinin 1s1k
mikroskobik diizeyde incelenmesini amagladik.

GEREC VE YONTEM

Caligmamizda 250-300 gram agirliginda, 20
adet eriskin tipi Spraque-Dawley rat kullanildi.
Deney hayvanlar1 kontrol ve diyabet grubu
olmak tiizere 2 gruba ayrildi (n=10). Diyabet
grubuna 1 ml % 0.9’luk serum fizyolojik (SF)
icerisinde 150 mg/kg Alloxan, kontrol grubuna
ise 1 ml % 0.9’luk SF, intraperitoneal (iP)
olarak uygulandi. Alloxan uygulamasindan 24-
48 saat sonra ratlarin kuyruk veninden alinan
kan orneklerinde glukoz oksidaz yoOntemiyle
glukoz diizeylerine bakildi. Glukoz diizeyi 250
mg/dl’yi asan ratlar diyabetik olarak kabul
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edildi. Diyabetik ratlara giinde 2 kez 4 IU
insan NPH insiilini IP yoldan uygulandi.
Alloksan uygulamasimin 7. giinii ratlar ketamin
(50-200 mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye
edildiler. Derhal kalp ve torasik aorta dokusu
bulunarak c¢ikarildi, kiigiiltiildii ve histolojik
inceleme i¢in kalp ve aort doku oOrnekleri
%10’luk notral formalin sollisyonu icinde 24
saat siireyle tesbit edildi. Daha sonra akar suda
yikandi ve takiben % 70, %80, %90, % 96 ve
%100°liik etanol serilerinden gegirilerek dehid-
ratasyon islemine tutuldu. Kalp ve aort dokusu
her defasinda 15 dakika olmak iizere toplam 45
dakika ksilolde seffaflastirildi. Etiivde 58°C’de
1’er saat olmak fiizere iki ayr1 parafin
banyosundan gegirilerek taze parafinde blok
yapildi. Parafine gomiilen dokular mikrotomda
5 pm kalinlikta kesilerek  Hematoksilen-
Eozinle ve Heidenhein’in Azan modifikasyonu
ile boyandilar. Kesitler Olympus Cx 21 151k
mikroskobunda degerlendirildi.

BULGULAR

Kalp Kasi: Kontrol grubunun kalp kasi
hiicrelerinde herhangi bir patolojiye rastlanma-
di. Kalp kasi hiicreleri normal goriiniimli,
koyu boyanmis ¢ekirdek ve daha soluk

boyanan sitoplazmalari ile izlendi (Sekil 1,2).
arasinda perivaskiiler

Kalp kasi hiicreleri
infiltrasyon goriilmedi.

; /__.

Sekil 1. Kontrol grubu kalp kasi; Kalp kasi
hiicrelerinde perivaskiiler infitrasyon yok
(H&E — orijinal biiyiitme X 164).
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Sekil 2. Kontrol grubu kalp kasi: Kas liflerinin
longutidinal seyri. (Heidenhein’in Azan
modifikasyonu-orijinal biiyiitme X82).

Diabetes mellitus olusturulan grupta; kalp
kasi hiicrelerinde yer yer heterojen goriiniim,
baz1 kalp kas1 hiicrelerinde hidropik degisiklik-
ler, perivaskiiler ve interstisiyel alanda

minimal diizeyde fibrozis izlendi (Sekil 3-4).
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Sekil 3. Diyabet grubu kalp kasi. Kalp kasi
hiicrelerinde yer yer heterojen dagilim (H&E,
orijinal bilylitmeX82).
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Sekil 4. Diyabet grubu kalp kasi; Kalp kasi
hiicrelerinde perivaskiiler fibrozis (Heidenhein’in
Azan modifikasyonu- orijinal biiylitme X82).

Aort dokusu: Kontrol grubunda aortun
tunika intimasi, mediasi ve adventisyasi
normal histolojik yapida izlendi. Endotel ve
subendo teliyal tabakada herhangibir patoloji
goriilmedi. Kas hiicrelerinin  dizilimi ve
morfolojisi normal olarak izlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. Aort kontrol grubu, damarm histolojik
tabakalar1 normal izlenmektedir. Ok: Diiz kas
hiicresi, TI: Tunika intima, TM: Tunika media,
TA: Tunika adventisya, L:Liimen (H-E, orijinal
biiylitme X164).

Buna karsin diyabetik grupta aortun tunika
intima ve adventisya tabakalarinda herhangi bir
patoloji izlenmezken; tunika media tabakasinda
diiz kas hiicrelerinde belirgin anizostosiz, diiz kas
hiicre ¢ekirdeklerinde bir azalma gozlendi (Sekil
6).
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Sekil 6. Aort diyabet grubu, tunika mediadaki
diiz kas hiicre ¢ekirdeklerinde azalma. Ok: Diiz
kas hiicre ¢ekirdegi, TM:tunika media, L:
Liimen (H-E, orijinal biiylitme X164).
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TARTISMA

DM derhal tedavi edilmesi gereken bir
hastaliktir. Genellikle mikrovaskiiler ve makro-
vaskiiler komplikasyonlarla birlikte seyretmekte-
dir. Erken donemde dahi ¢ok énemli organlarda
dejenerasyonlar olusmaktadir. Diabetik
kardiyopatide DM un kronik komplikasyonlarin-
dan biridir. Kardiak etkilenme arasinda
vaskiiler degisiklikler (koroner ateroskleroz) ve
kontraktil disfonksiyonun sik  gozlendigi
literatiirde bildirilmistir. DM’lu hastalarda
kardiyak oOliimlerin asil nedeni koroner
atheroskleroza  baglanmakta  iken; son
zamanlarda olusan myokardial fibrozis ve kalp
kast hiicre hasarmnin kalp disfonksiyonuna
neden oldugu klinik ve deneysel calismalarla
gosterilmistir (5). Bununla birlikte DM’un
erken donemde kalp dokusu iizerine yaptigi
etkiler c¢ok acik degildir. Streptozotosin
kullanilarak olusturulan deneysel diyabetik rat
modellerinde 4. haftada ventrikiiler kalp kas1
hiicrelerine ait mitokondriyonlarda siskinlik ve
dejenerasyon oldugu, 8. haftada interkalat
disklerde dilatasyon ve dejenerasyon, hiicre
icerisinde glikojen birikimi, 12. haftada
myofibrillerde dejeneratif degisiklikler, lipid
birikimi ve ¢ekirdekte kromatin kondensasyo-
nu, oldugu bildirilmistir (8-10). Alloksan
uygulanarak diyabet olusturulan tavsanlarda
10.haftada mitokondriyonlarda siskinlik ve
fragmantasyon, mitokondriyal matriks icerisin-
de elektron yogun amorf maddelerin varligi
kristolizisin varligi gozlenmistir. Ek olarak
stoplazmada lipid ve glikojen birikimi oldugu,
sarkoplazmik retikulum dilatasyonu ve dilate
sarkoplazmik retikulum igerisinde degisik
yogunluktaki madde birikimi go6zlenmistir
(11). Calismamizda alloksan uygulanarak
diyabet olusturulan siganlarin 7. giinde alinan
kalp kasi orneklerinde minimal diizeyde de
olsa degeneratif degisiklige ve fibrozise
rastladik. DM olusturulan ratlarda ¢ok erken
donemde bile kalpte ¢esitli histopatolojik
degisikliklerin ortaya ¢iktigini gozledik.

Nishigaki ve arkadaslart STZ-diyabetik
mongolian gerbil’lerde aortadaki nitrik oksit
sentaz, glikasyon son {irlinlerinin ve NF-kB
lokalizasyonunu immunohistokimyasal, 11k
mikroskobik  ve  ultrastriiktiirel  olarak
caligmiglar (12). Calismalarinda 1. haftada
diyabetik grupta endotelde ve medial hiicreler-
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de anlamli bir degisiklige rastlamamuslar.
Caligmalarinin 1. aymda M.gerbil’lerde
endotelde sisme ve kas hiicrelerinde
anizostozis gozlemlemisler. Biz ise diyabet
gelisiminden 1 hafta sonra sakrifiye ettigimiz

ratlarin aort dokusunda tunika intima ve
adventisyalarinda  herhangibir  patolojiye
rastlamazken; tunika mediadaki diiz kas

hiicrelerinde belirgin anizostozis ve diiz kas
¢ekirdeklerinde azalma izledik.

Sonug olarak DM’un akut donemde kalp
kast hiicrelerinde minimal diizeyde de olsa
degeneratif degisiklige ve fibrozise neden
oldugu ve dolayisiyla kalp dokusunun hastaligin
erken doneminden itibaren etkilenmeye
basladig1 sonucuna vardik. Yine DM’nin aort
gibi oldukca 6nemli bir damar {izerinde ¢ok
erken donemde bile angiopatik degisikliklere
neden oldugunu gozlemledik. Bu yiizden DM
tanist alan hastalarin tani1 aldigi dénemden
itibaren diizenli kardiak takibinin yapilmasi,
ayrica makro-vaskiiler ve mikro-vaskiiler
komplikasyonlar agisindan bu hastalarin takip
edilmesi gerekliligi diistiniilmektedir.
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