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Ratlarda Sigara Dumaninin Retinal Toksisitesi
(Yasa Bagh Makiila Dejeneresansi Icin Elektron
Mikroskopik Model Calisma)
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OZET

Sigara igme aligkanhiginin yaga bagli makiila dejeneresansi (YBMD) riskini belirgin olarak art-
trdif bildirilmigtir. Bu ¢aligmanin amaci, sigara dumanmin rat retinasinda yapmis oldugu ult-
rastriiktiirel degigikliklerin saptanmasi ve YBMD igin hayvan modeli gelistirilmesidir. 7 rat, sigara
dumanina maruz birakildi. Ratlarin sigara dumanini solumalar: i¢in, Walton'un modifiye edilmis si-
gara igme makinasi kullanildi. Kontrol grubundaki ratlar (n:7) normal oda havasi soludu. Her ratin
bir goziine ait retinadan kesitler alinarak elektron mikroskobu ile incelendi. Sigara grubundaki rat-
larin kan tiosiyonat diizeyi kontrol grubundan anlamh olarak yiiksekti (p<0.05). Yapilan elektron
mikroskobu incelemesinde sigara grubunda; ganglion tabakasindaki hiicrelerin sitoplazma or-
ganellerinde dejenerasyon, aksanlarda dejenerasyon biiziigme ve bunun sonucunda da endondryumu
tam olarak dolduramamasi, fotoreseptdr hiicrelerinin uzantilarinin dis segmentlerindeki disklerin
dejenerasyonu ve diskler arasindaki mesafelerin agilmast saptandi. Retina pigment epiteli ta-
bakasinda pigment dagliminda diizensizlik, depigmente ve pigment artiginin izlendigi alanlar go-
riildii. Sonug olarak; bu c¢aligma ile sigara dumaninin retina iizerindeki toksik etkisi ince yapi dii-
zeyinde ortaya kondu. Baglantili olarak, ¢alismada ortaya konan modelin YBMD icin bir model
olabilecegi fakat gelistirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

ANAHTAR KELIMELER : elektron mikroskobu, rat, sigara dumant, yasa baglh makiila dejeneresansi

SUMMARY

RETINAL TOXICITY OF CIGARETTE SMOKE IN BATS
(AN ELECTRON MICROSCOPIC MODEL STUDY FOR AGE-RELATED
MACULAR DEGENERATION)

Cigarette smoking increaases the risk of age related macular degeneration (AMD). The aim of this
study was to investigate the toxicity of cigarette smoke to rat retina and to davelop an animal model
for AMD. Seven rats were exposed to cigarette smoke by using Walton's modified cigarette smo-
king machine. In control group, rats (n:7) inhaled the room air. Sections were taken from 1 eye of
each rat for electron microscopy. Blood tiocyonate levels of the cigarette group were higher than
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control (p<0.05). In electron microscopy, the cigarette group revealed degeneration of cytoplasmic
organelles in cells of the ganglion cell layer, axonal degeneration and shrinkage leading to not full-
filling of the endoneurium, degeneration of discs at outer segment of photoreceptor cells' outer pro-
cesses, depigmented and pigmented areas of the retina pigment epithelium layer, ununiform pig-
ment distribution. In conclusion; this study showed the retinal toxicity of cigarette smoke at ultra
structural level. In conjunction with it, this study can be an animal model for AMD but it should be

improved further. Ret-vit 1999; 7: 188-195.

KEY WORDS : electron microscopy, rat, cigarette, smoke, age-related macular degeneration .

Sigara icimine bagh olarak gelisen artmug
oksidatif stresin bir ¢ok okiiler hastaligin pa-
togenizinde rol aldig1 ortaya konmU§tur.1'5.
Sigara i¢me aligkanliginin yasa bagh ne-
ovaskiiler makiila dejeneresansi (YBMD) ris-

*kini belirgin olarak arttirdig1 bildirilmig.tir.z'5 .

Diabetli olgularda, sigara kullaniminin di-
abetik retineopati ve makiilopati riskini yiik-
selttigi bulunmusgtur®®. Sigara icenlerde ka-
ranlik adaptasyon siiresinin uzadigi ve karan-
Iikda 15181 algilama duyarliliginin azaldig: be-
lirlenrni§tir9. Sigara icenlerde HbCO'nun
%20'nin istiine ¢ikmasi ile wyarilmig gorsel
potansiyellerin latansinda ve amplitiitiinde pa-
tolojik bulgularin ortaya ¢iktigi saptanrmgtirm.
Sigara kullaniminin katarakt ile yakin ilgisi de

belirlenmistir! 112,

YBMD, ileri yag doneminde en énemli kor-

lik nedenlerinden biridir!>, YBMD'nin pato-

14-17 ye etkin

14,13,

genezi tam olarak bilinmemekte
bir tibbi tedavisi de bulunmamaktadir
18-20 " gjgara kullaniminin yasa bagh makiila
dejenerasansi icin Onemli bir risk faktorii oldu-
gu yapilan c¢alismalarla ortaya konmug,turz's’
2L, Tekrarlayan subretinal neovaskiilarizas-
yonlarda da sigaranin 6nemli bir risk faktorii

oldugu bildirilmistir??.

Bu calismanin amact sigara dumaninin rat
retinasinda yapmig oldugu ultrastriiktiirel de-
gisikliklerin saptanmasi ve YBMD ig¢in hay-
van modeli geligtirilmesidir.

GEREC-YONTEM

Yedi adet erkek, albino rati (250-300 g) si-
gara grubu olarak alindi ve giinde 2 saat, 60
giin siire ile sigara dumanina maruz birakild:.
Ratlarin sigara dumanimi solumalari i¢in Gzel
olarak iiretilen, Chen tarafindan tanumlanan
Walton'un modifiye edilmis sigara igme ma-
kinas1 kullamldi?*. Bu makinada, i¢ ice gecmis
3 ayri cam bdlme ve her bir bélmede havayi
iceri dogru ceken pervaneler vardir. Birinci
bolme sigara dumaninin olusturuldugu iiretim
boliimii, ikinci bolme sigara dumaninin sey-
reltildigi seyreltme boliimii; ticlincii bolme ise
ratlarin sigara durmanina maruz barakildig: in-
halasyon boliimii olarak adlandirilir. Yanan si-
garadan gecirilen hava ilk once sigara dumanin
olugturuldugu birinci bdlmede toplanir, bu-
radan ikinci bolmeyi gecirilirken sigara dur-
mani 1/9 oraninda oda havasi ile seyreltilerek
%10'Tuk sigara dumani elde edilir. Ratlar, in-
halasyon boliimiinde %10'luk sigara dumani-
min tenefiis ederler. Inhalasyon boliimiindeki
%10'luk sigara dumani 5.2 litre/dakika hizinda
oda disina boru ile atilir.

Bu calismada yurdumuzda iiretilen tii-
tiinlerden yapilan "Maltepe" sigarasi kul-
lanildi. Her bir sigara yaklagik 10-12 dakikada
bitti.

Yedi adet erkek, albino rat (250-300 g)
kontrol grubu olarak alindi. Kontrol gru-
bundaki ratlar sigara dumanina maruz bi-
rakilmadan ayni makine igerisinde giinde 2
saat 60 giin siire ile normal oda havasina
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maruz barikildi. Spektrofotometrik metod ile
gaz analizleri yaplld125 . Her iki grubun olug-
turulan deney ortamindan nasil etkilendigni
bulmak i¢in, deney ©ncesi ve sonrasinda he-
motolojik degerlendirme yapildi.

Her iki grup celik kafesler icerisinde stan-
dart rat yemi ve sehir suyu ile beslenerek, stan-
dart kosullarda tutuldu.

Arastirma siiresi olan 60 giinlin sonunda;
ratlarin eter anestezisi altinda kardiak 'pankgir'
ile kanlar1 heparinize tiiplere alind1 ve ratlar
servikal dislokasyon ile feda edildi. Ratlarin
gozleri eniikliie edilerek, saat 9 hizasindaki pe-
rilimbal konjonktiva pensetle sikigtirlhip or-
yantasyon i¢in iz olusturuldu. Morfolojik de-
gerlendirme i¢in goz kiiresi jilet ile ekvatoryal
olarak kesildikten sonra her ratin bir goziine
ait retinadan, kesitler alindi. Kesitler papilla
temporalinden retinanin tiim katmanlarini ige-
recek bicimde orta hatta paralel ve en az 2 pa-
pilla cap1 uzunlugunda, yaklagik 1 papilla cap:
geniglifinde, alinmaya ¢aligildi.

Kesitler pH'si, 7.2 olan, fosfatla tam-
ponlanmig, %2'lik gluteraldehit igerisine 4 saat
siire ile +4 derecede tespit edildi. Tespit edilen
doku pargalar: ¢aligilarak kiigiiltiildiikten sonra
0.1 M fosfat tamponunda yikandi ve %1'lik os-
mium tetroksit i¢ine 90 dakika oda 1sisinda 2.
tespit yapildi. Daha sonra alkol ile dehidrate
edildi ve Araldite CY 212 i¢ine gomiilerek
bloklandiZ®. Ultratom (LKB) ile alinan ince
kesitler, liranil-asetat ve kursun-sitrat ile bo-
yanarak elektron mikroskopu (Jeol 100) ile in-
celendiZ®.

BULGULAR

Plazma tiosiyonat seviyesi, icilen sigara
miktarinin iyl bir gostergesi oldugu icin epi-
demiyolojik calismalarda sikca kullaniimak-
tadir?’ 28, Bu caligmada kontrol ve sigara gru-
bu ratlarin uygulama oncesi plazma tiosiyonat

degerleri - sirastyla  3.0+£0.4 pmol/I'ye ve
3.7+0.5 pmol/l olarak hesapland: (p<0.05,
Mann-Whitney U test). Kontrol grubu ratlarin
plazma tiosiyonat diizeyleri 60 giiniin sonunda
3.9+0.4 pmol/T'ye yiikseldi bu fark istatistikscl
olarak anlamli bulundu (p<0.05, Mann-Whit-
ney U test). Tiosiyonat diizeyindeki degisiklik-
ler, ratlarin sigara dumanindan OSnemli de-
recede etkilendiklerini gostermektedir.

Sigara grubundan alinan ince kesitlerin ya-
pulan elektron mikroskobu incelenmesinde:

ganglion tabakasindaki hiicrelerin sitoplazma
organellerinde dejenerasyon (Sekil-1). ak-
sonlarda dejenerasyon, biiziisme ve bunun so-
nucunda da endondryumu tam olarak dol-
duramamasi (Sekil-2), fotoreseptor hiicrelerinin

(X 1900)*: Sigara grubu, ganglion tabakasindaki
hiicrelerin sitoplazma organellerinde dejenerasyon.

Sekil-2

(X 7200)*: Sigara grubu, aksonlarda dejenerasyon.
biiziisme ve bunun sonucunda da endonoryumu tam
olarak dolduramamas.
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uzantilarinin  dig  segmentlerindeki disklerin
dejenerasyonu ve diskler arasindaki mesafe-
lerin agilmas: saptandr ($ekil-3). Retina pig-
ment epiteli (RPE) tabakasinda pigment dag-
liminda diizensizlik, depigmente ve pigment
artiginin izlendigi alanlar goriildii (Sekil-4).

Kontrol grubunda alinan ince kesitlerin ya-
pilan elektron mikroskobu incelenmesinde;
Ganglion  hiicreleri ve sitoplazma ele-
manlarinin belirgin v diizenli bi¢imde normal
goriinimde oldugu, retina ve RPE'nin de nor-
mal yapida oldugu goriildi (Sekil-5). Ko-
riokapiller yapilarin ve kapiller endotelinin
normal goriiniimde oldugu belirlendi (Sekil-6).

(X 14000)*: Sigara grubu, lotoreseptor hiicrelerinin
uzantilarinin dig scgmentlerindeki disklerin
dejenerasyonu ve diskler arasindaki mesafelerin
acilmast.
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Sekil-5
(X 3600)*: Kontrol grubu, ganglion hiicreleri ve
sitoplazma elemanlan belirgin. diizenli bicimde ve ‘
normal goriiniimde. Retina (R) ve retina pigment epireli
(RPE) normal goriintimde.
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Sckil-4

(X 1900 . Sigara grubu. icuna pigment epitel) )
tabakasinda pigment dagiliminda diizensizlik,
depigmente (DP) ve pigment (P) artisinin izlendigi
alanlar,

Sekil-6
(X 3600)*: Kontrol grubu, koniokapiller yapilar v k-
piller endoteli normal goriiniimde.

TARTISMA

Sigara dumaninda pro-oksidanlarin varhi
gosterilmig olup?”30, by pro,oksidaniar hiic-
resel yapilara ve bilhassa lipid membranlara
kargt toksikdir?!. Pro-oksidanlar lipid  ok-
sidasyonunu in vivo?233 ve in vitro’! olarak
artirirlar.  Bu  etkileri; sigara dumani ige-
risindeki maddelerin direkt etkisine bugh ol-
dugu gibi, dokulardaki antioksidan savunma
mekanizmalarinin yipratilmasi ile ultra viole
131k gibi cevresel faktorlere kars: direncin azal-
masi ve dolayisi ile hasarin olusmast so-
nucunda da olur!. Sigara; kandaki. retinadaki
ve bilhassa makiiladaki lutein ve zeaksantin
gibi karotenoidlerin azalmasia ve biylece ne-
ovaskiiler tipde YBMD gelismesine neden ol-
maktadir 3.
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Sigara kullanan kisilerde azalan antioksidan
korumanin yol ag¢tigi fonksiyon bozukluklar
makrof; ajlarda35 ve eritrositlerde™? gosterilmis-
tir. Antioksidan savunma sisteminde rol alan
vitamin E ve C'nin sigara icilmesi ile arteriyal
kanda azaldigi belirlenrni§tir36. Antioksidan
sistemdeki bozukluk ve oksidatif hasarin sub-
retinal neovaskiilerizasyonun gelismesinde ve
anjiogenezde rol aldig1 ortaya konmu§tur8'37.
Karotenoidlerin veya antioksidan vitaminlerin
diyet ile alinmast YBMD da koruyucu etki
olugturabilir.

Sigara dumanindaki karbonmonoksit do-
kularda hipoksiye neden olur’®40 Kar-
bonmonoksit; oksijen ayrisma (disassocation)
egrisini sola kaydirir, bdylece kanin oksijen ta-
sima kapasitesini ve oksijenin dokulara ge-
cisini azalur®?4! Karbonmonoksit hiicre igin-
deki myoglobin ve sitokromlara baglanarak
oksidatif fosforilasyonu bozar, hiicrenin ok-
sijen kullanimini baskilar, hiicresel hipoksiye
neden olur*®- 4243 Hiicresel fonksiyonlarm
yavaslamasi toksik maddelerin hiicre i¢inde bi-
rikmesine ve hiicresel hasarin hizlanarak art-
masina neden olur. HbCO'nun artmasi ile mi-
tokondrium degisiklikleri, hiicre ic¢i oksijen
tasimasinda bozukluk, damar endotelinde
hasar ve vaskiiler gecirgenlikte artig olur; bun-
larin sonucundada perivaskiiler 6dem, lipid bi-
rikimi gibi patolojiler geli§i1'9'45.

YBMD patogenezinde; ileri yagin bu-
lunmasi*®47 drusen olusumu ve RPE de-
gisiklikleri temel bulgulardandir. Bunun yanin-
da, seroz RPE dekolmani, RPE ve korikapilla-
ris atrofisi, subretinal neovaksiilarizasyon gibi
bulgulara da rastlanabilir.

YBMD'de santral gorme alani kaybi ile so-
nuglanan hastalik, ilk once RPE tabakas: se-

viyesinde baglamakta, korioretinal patolojilerle . -

devam etmekte, fotoreseptor hiicrelerdeki de-

gisikliklere ve hiicre Oliimiine kadar iler-
lemektedir. RPE'nin fonksiyonel bozuklugu
yaninda fotoreseptor hiicreleri dig segmentleri
ile olan iligkiside bozulur. Normalde bu diy
segmentteki degisiklife ugramig diskler. RPE
tarafindan fagositize edilir ve RPE hiicresi
icinde biyokimyasal olarak 'degrade’ edilerck
yikima ugratihir.

Calismamizin  sigara grubunda da. fo-
toreseptor hiicreleri dig segmentlerindeki de-
gisikliZe ugramis diskler saptand: (Sekil-3).

RPE hiicrelerindeki bozukluk, biyokimya-
sal yitkimin durmasina ve artik madde biriki-
mine yol acar. Bu biriken maddeler daha ¢ok
lipofusin yapisindadir. Bu maddeler geneliikie
Bruch membraninin c¢esith seviyelerinde bi-
rikerek drusenleri olugturur!#4831-33  RPE
icinde biriken toksik maddeler bu hiicrelerin
lipoidal dejenerasyonuna ve apoptozisine
neden olur. RPE tabakasinda hiicre dltimii ve
hiicre biitiinliigliniin bozulmasi ile ortaya ¢ikan
pigmenti, komsu hiicreler fagosite etmeye ¢a-
ligir, boylece hipopigmente ve hiperpigmente
alanlar ortaya ¢ikar. Normalde kiibik ve dii-
zenli bir yapida olan bu hiicreler diizensiz bir
hal alir.

Bizim calismamizin sigara grubunda., RPE
tabakasinda goriildiigii gibi  pigment da-
gilminda diizensizlik saptandi (Sekil-4).

Komsu hiicrelerin kompansasyon yetenegi
sinirhi oldugu i¢in belli bir noktadan sonra pa-
tolojiler belirgin hale gelir'®. Yaglanmayla be-
raber Bruch membranit tabakasinda debris bi-

ba§l.':1r57’58 ve bu

drusenleri olugturur>>-62

rikmeye birikintiler
. Birikinti igerisindeki

maddelerin ozellifine gore yumusak, sert, yay-

" gin, bazal, noduler, kalsifiye ve karsik tipde

drusenler olusur. Daha ¢ok yumugak drusenler
seroz RPE dekolmanina neden olurlar. Yu-
musgak drusenler RPE'nin yaygin hasarin gos-
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terir ki bu da neovaskiilarizasyona yatkinlik
olu;;turabilir63*64. Sert drusenler ise daha ¢ok
lokalize RPE hasarimi gosterir ve cografik at-
rofi ile iligkisi gésterilmi§tir65. Koriokapillaris
ve RPE cografik atrofisi; subretinal ne-
vaskiilarizasyonun gelismesi fotoreseptor hiic-
relerinde oliime yol acarak gorme kaybi ile so-

nuclanir.

Bizim caligmamizda, sigara grubunda, dru-
senlere rastanmadi. Bu sonug, deney siiremizin
60 giin gibi rolatif olarak kisa olmasina veya
dokularin elektron mikroskopisi ig¢in ha-
zirlanmasi esnasindaki islemlerden dolay: dru-
senlerin tam olarak goriilemedigine baglandi.
Calismamizin sigara grubunda yukarida be-
lirtilen patolojiler bulunurken, kontrol gru-
bunda bu patolojilere rastlanmadi. Ca-
hismamizda saptanan bulgular ile yukarida
belirtilen YBMD bulgular: arasidaki ben-
zerlikler, caliygma modelimizin YBMD icin bir
model olabilecegini gostermigtir.

Sonug¢ olarak; bu calisma ile sigara du-
maninin retina lizerindeki toksik etkisi ult-
rastriiktiir diizeyinde ortaya kondu. Baglantili
olarak, caligmada ortaya konan modelin
YBMD icin bir model olabilecegi fakat ge-
listirilmesi gerektigi sonucuna varildi.
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