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Diabetik Sicanlarda Iskemi-Reperfiizyon
Hasarmin Retinaya EtkKisinin
Histomorfometrik Analizi

Nazmi ZENGIN!, Selcuk DUMANZ, Mehmet OKKA3, Emin KURT?,
Murat AKTAN4, Sultan MERMER?

OZET

Diabetes mellitus'un komplikasyonlarinin patogenezinde iskemik olaylar biiyiik rol
oynamaktadir. Bu galigmada streptozotosinle diabet olusturulmusg ratlarin retinasina
iskemi-reperfiizyon hasarinin etkileri histolojik ve histomorfometrik analizlerle aras-
tirilmugtir. Sonuglarimiz diabetin normal tolerans siiresinden daha kisa iskemide bile
retinay1 iskemi-reperfazyon hasarina daha yatkin hale getirdigini diistindtirmektedir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, iskemi-reperfiizyon hasari, retina
SUMMARY

HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS OF ISCHEMIA-REPERPUSION
INJURY ON THE RETINA OF DIABETIC RATS

Ischemia plays an important role in the pathogenesis of complications of diabetes
mellitus. In the present study, we investigated the effects of ischemia-reperfusion in-
jury on streptozotocin-diabetic rat retina by histologic and histomorphometric analy-
sis. Our results suggested that diiabetic state made the retina more suspectible to is-
chemia-reperfusion injury even in ischemic periods shorter than the toolerance time

of normal retina.Ret-vit 1995; 3:165-9
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Retinanin vazookliisif ve vazoproliferatif
hastaliklarinda énemli rol oynayan iskemi hi-
poksi, besin yoksunlugu, metabolit birikimi ve
toksik kimyasal maddelerin salimm gibi bir
cok faktoriin rol aldigi karmagik bir olaydir.
Retinanin iskemiye tolerans siiresi insanlar ve
hayvanlarda (tiire gére degisebilmekle birlik-
te) 90 dakika kadardir.! Bu siire agilirsa
odem, hiicre 6liimii ve apoptozis benzeri nek-
roz gelisir.2:3 Irreverzibl hasar olusmadan re-
perfiizyon saglanirsa retina fonksiyonlari agi-
sindan son derece olumsuz olan bu olaylar
engellenir. Son yillarda reperfiizyonun bazen
sadece reverzibl diizeyde hasarlanan ve kurta-
rilmas1 miimkiin olan retina hiicrelerinde letal

harabiyete yol agtig1 anlagilmigtir. 26
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Literatiirde iskemi-reperfiizyon hasan ile il-
gili cok sayida galigma mevcuttur.5-12 Bu ¢a-
ligmalarda genellikle normal deneklerin kulla-
mldig:i dikkat cekmektedir. Caligmamizda
patogenezinde iskemik olaylarin biiyiik rol al-
mas1 nedeniyle diabet olusturdugumuz sican-
larin gozlerinde iskemi-reperfiizyon hasarinin
retina tizerindeki etkileri histolojik ve morfo-
metrik analizlerle degerlendirilmigtir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢aligmada her iki cinsten, 170-230 gr
agirhginda 20 adet Wistar albino sicanin 40
gozii kullanildi. Rastgele secimle 2 kontrol
(nk1=10, saglikli gbz), (nk2= 10, diabetli goz),
ve 2 deney grubu (nl= 10, 30/10 iskemi-
reperfiizyon uygulanan goz), (n2= 10, 30/45 is-
kemi reperfiizyon uygulanan goz) olusturuldu.
Deney gruplarindaki (nl,n2) siganlara eter
anestesizi. altinda kuyruk veninden 75 mg/kg
streptozotosin verilerek diabet olusturuldu. 45
giin sonra glukoz oksidaz metodu ile kan ge-
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Tablo
Kontrol ve deney gruplarinda histomorfometrik 6l¢iim sonuglar: (milip+standart sapma)
Normal Diabetik 30/10 isk/rep 30/45 isk/rep

Total 144.6+12.9 241.448.35 347.1£19.2 381x10.9
Dis graniiler 31.3445.16 59.54+6.05 73.8110.1 112.6+36.8
Dis pleksiform 6.75+1.35 13.68+1.76 12.85+0.72 25.6%13.7
I¢ graniiler 14.92+1.97 26.8612.08 42.3£15.1 112£13.7
I¢ pleksiform 43.28+1.36 47.254+3.93

kerleri 400 mg/ml ve iizerinde tespit edilen di-
abetli sicanlarda (170-230 gr) intraperitoneal
ketamin hidrokloriir (40-80 mg/kg) ile anestezi
" saglandi. Pupiller %1 atropinle dilate edildik-
ten sonra Stefanson ve ark.” nin tanrmladig
‘sekilde santral retina arteri, silier arterler ve
retrobulber bag dokusu 3/0 ipek siitur kullani-
larak 30 dakika siire ile ligatiire edildi. Daha
sonra ligatiir ¢oziilerek nl grubunda 10 dk, n2
grubunda ise 45 dk siireyle reperfiizyon sag-
landi. Sicanlar dekapite edildikten hemen
sonra her iki goze eniikleasyon uygulandi.

Postportem gozler %10 formolinde tespit
edilerek rutin alkol serilerinden gegirildi. Iske-
mi-reperfiizyon hasari sirasinda olugan degi-
sikliklerin retinanin farkli yerlerinde farkli
sekilde olabilecegini 13 gz 6niine alarak tiim
gozlerde optik sinir fovea arasindaki bdlgeden
elde edilen parcalardan 5 mikron kalinliginda
parafin kesitler alindi ve hematoksilen eozin
ile boyandi. Isik mikroskobu ile klasik histo-
lojik degerlendirmelerin yani sira okiiler mik-
rometre ile total retina capi ve retinanin 4 ta-
bakasi (dis graniiler, dis pleksiform, ig
graniiler, i¢ pleksiform tabakalar) mikron sevi-
yesinde Olgiildi. Olympus PM-10AD foto
atagmanli mikroskop ile preparatlarin mikro-
fotograflar gekildi.

Ol¢iim sonuglar1 Mann Whitney-U testi ile
degerlendirildi.

BULGULAR
a) Rutin histolojik degerlendirme

Isik mikroskobik degerlendirmelerde 30 dk
iskemiyi takiben 10 dk' lik reperfiizyon (nl
grubu) sonrasinda retinanin dig graniiler ve ig
pleksiform tabakalarinda baglayan degisiklik-
lerin 45 dk' lik reperfiizyon (n2 grubu) sonra-
sinda daha da artti1 belirlendi (Res 1-4). Bu
degisiklikler nl grubunda tabakalarin kontii-

riinde bozulma ve 6dem olugmast seklindey-
di. n2 deney grubunda ise en énemli bozukluk
retinanin baz: boliimlerinde daha belirgin
olmak lizere i¢ pleksiform ve i¢ graniiler taba-
kanin diger tabakalardan kopacak sekilde bir
biitiinliik olusturmasi bigimindeydi. n2 gru-
bunda retinanin bazi béliimleri ise diabetik
kontrol grubundaki degisikliklere benzerlik
gosteriyordu.

b) Morfometrik degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarina ait histomorfo-
metrik dl¢lim sonuglari Tablo'da gésterilmis-
tir.

1. Total retina kalinlig:

Normal ve diabetik gizlerde total retina ka-
Iinhiklarr arasindaki fark istatistiksel olarak an-
laml1 bulundu (p<0.02). Aym sekilde diabetik
kontrol grubu ile nl ve n2 grubu arasindaki ve
nl ile n2 grubu arasinda da total retina kalinh-
g1 a¢isindan anlamli farklar saptand (sirasiyla
p<0.01, p<0.01 ve p<0.01).

2. Dusg graniiler tabaka kalinligi

Bu parametre acisindan yapilan degerlen-
dirmede normal ve diabetik kontrol gruplari ve
diabetiklerle nl1 grubu arasindaki farkin diize-
yinde anlamh oldugu tespit edildi (p<0.01 ve
p<0.03).

3. Dug pleksiform tabaka kalinlig:

Bu tabaka iizerinde yapilan morfometrik
analizler sonucu normal ve diabetli kontrol
gruplann arasindaki farkin anlamli oldugu
(p<0.02), diger gruplar arasinda ise anlaml: bir
fark bulunmadigi belirlendi.

4, I¢ graniiler tabaka kalinlig

I¢ graniiler tabaka ile ilgili degerlendirme-
lerde normal ve diabetik kontrol gruplan ara-
sinda (p<0.01), diabetik grupla nl deney grubu
arasinda (p<0.04), diabetik grupla n2 grubu
arasinda (p<0.02) ve nl ile n2 gruplar arasin-
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Kontrol grubunda retinznin - histolgjik  gGrunumi (HE.
FMBx100)

Resim 1:

Resimi 2 Digoetik  grubta  retinanin - histolgjik  gorinimi (HE.

FMBx100)

30 dar. iskemiy izleyen 10 dak. reperflzyondan sonra
retinanin histolajix gortnumu (HE, FMBx 100)

da (p<0.03) istetistiksel olarak farklarin an-
lamli diizeyde oldugu bulundu.

5. I¢ pleksiform kabaka kalinlig1

- Burada yapilan thorfometrik analizlerde ise
sadece diabetik kontrol grubu ile nl deney
grubu arasinda ve nl ile n2 deney gruplar ara-
sinda anlamli fark oldugu (p<0.01 ve p<0.05),
ancak diger gruplar arasinda istatistiksel yon-
den anlaml fark bulunmadigi belirlendi.

TARTISMA

Iskemi-reperfiizyon hasarinin kalp, ince
barsak gibi dokulardaki zararh etkileri eskiden

beri bilinmekt dir.8:° Yakin zamanlarda bu

olayin retina iizerindeki etkileri de gesitli yon-
temlerle iskemi-reperfiizyon olusturularak in-
celenmeye baglanmigtir. Bu yontemler arasin-
da optik sinir ligasyonu, fototromboz,

Resim 4: 30 dakika iskemiden sonra 45 dak. reperfizyonu takiben

retinanin histolgjik gorintma (HE. FMBx100)

sentrifiigasyon, azotla asfiksasyon, fotokoagii-
lasyonla damarlarin tikanmasi, transvitreal di-
atermi ve gozici basincinin yiikseltilmesi sayi-
labilir.10.15 Bizim kullandigimiz yontem silier
arterleri ve retrobulber bag dokusunu da igine
alan, giivenilirligi gesitli caligmalarla kanit-
lanmus, nispeten basit ve kolay uygulanabilir
bir yontemdir.

Bulgularimiz diabetik siganlarda 30 dakika-
lik kisa siireli iskeminin retinada 151k mikros-
kobik diizeyde saptanabilen histolojik degisik-
liklere yol agtigini ortaya koymaktadir. Daha
once normal deneklerin kullanildig: ¢ok sayi-
da deneysel caligmada reperfiizyon siiresi ne
olursa olsun bu kadar kisa siireli iskeminin her
hangi bir olumsuz etki yapmadi§ bildirilmis-
tir.3-6.16,17  Calismamizda saglikli kontroller-
de iskemi-reperfiizyon olusturulmadigi igin
sonuglarin kontrollerle dogrudan kargilagtiril-
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mas1 imkan yoktur ancak literatiir verileriyle
karsilastirildifinda diabetik siganlarda ¢ok
kisa siirelerde bile iskemi-reperfiizyon hasari
olustugu goriilmektedir. Bu durum diabetin
retinay: iskemi-reperfiizyon hasarina daha du-
yarli hale getirdigini gostermektedir. Bununla
birlikte ¢aligmamizda kullandigimiz histopa-
toloji tekniklerinin sonuglarimizi etkileyebile-
cegini belirtmeliyiz. Iskemi-reperfiizyon konu-
sunda yapilan birgok ¢alismada3:6.18 parafin
kesitler kullanilmig olmakla birlikte histomor-
fik caligmalar icin en uygun gémme bigiminin
I mikronluk kesitlere dahi imkan verebilen
plastik oldugu hatirda tutulmalidir. 19

Diabetin retinaya etkisi konusunda gelenek-
sel olarak mikrovaskiiler degisikliklerin rolii
lizerinde durulmaktadir.20 Bugiin kontrast du-
yarlilik renkli gérme testleri ve ERG gibi yon-
temlerle damarsal degisikliklerin ortaya ¢ik-
masindan daha oOnce retina fonksiyonlarinin
bozuldugu anlagilmigtir. Calismamizda dia-
bet siiresi 45 giindiir. Primatlar i¢in oldukga
kisa olan bu siire ratlarda histopatolojik ince-
melerle ortaya konabilecek mikrovaskiiler de-
gisikliklerin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterli olmak-
tadir. Ancak nispeten kisa siireli diabette
degisikliklerin daha g¢ok periferik kisimda,
uzun siireli diabette ise hem periferde hem de
merkezde oldugu ortaya konmustur.2! Calig-
marmizda merkezi retinadan yapilan kesitler
degerlendirildi§i  i¢in  retinayt  iskemi-
reperfiizyon hasarina duyarh kilan temel olay
mikrovaskiiler bozukluklardan ziyade Zhang
ve ark.22nin belirtigi gibi hipergliseminin iske-
miyi crtirica etkisi olabilir. Son yillarda bu et-
kinin serbest radikaller yoluyla olabilecegi
tizerinde durulmaktadir. Ayn: aktif oksijen tii-
revlerinin iskemi-reperfiizyon hasarinda da rol
oynadigi bilinmektedir.5:6:15.17.18 Ortak bir
mekani manin etkili olabilecegi bu iki duru-
mun birlikte bulunmas: sonucu retinadaki ha-
sarin daha fazla olmasi ve daha kisa siirede or-
taya c¢ikmasi beklenir. Bulgularimiz bu
goriisii destekler niteliktedir, Ancak diabet
gibi kronik olaylarda iskemi-reperfiizyon hasa-
rinin Ozelliklerini kesin bir acikliza kavustu-
rabilmek i¢in daha biiyiik -‘enek gruplar iize-
rinde ¢aligmalar yapilmaliair.
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