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Digi Sicanlarda Streptozotosin lle Olusturulmus
Diyabetin Kalp Kasi Uzerine Etkisinin Ultrastrikttrel
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OZET
Calismada streptozotosin ile kronik diyabet olusturulmus disi sicanlarda ventrikiler kalp kasinin ultrastrukturel diizeyde incelenmesi
amagclanmustir.

Calismada 18 adet disi eriskin sicanlardan 3 grup olusturulmustur. 1. grup: kontrol (n=6), 2. grup: sham kontrol (n=6), 3. grup: diyabet
(45mg/kg streptozotosin) (n=6). 8 hafta sonra diyabet ve kontrol gruplarindan sol ventrikiil bélgeleri alinarak, LEO 906E transmission
elektron mikroskopta incelenmistir.

Diyabetik grubun kas hiicrelerinde belirgin dejeneratif degisiklikler saptanmistir. Mitokondrionlarda belirgin siskinlik ve kristolizis,
sitoplazmada yaygin lipid birikimi, miyoflamanlarda yaygin silinme dikkati ¢ekmistir. Z bantlarinda diizensiz seyir ile silinme izlenmistir.
Ayrica interkalat disklerde dilatasyon ilgiyi cekmistir.

Bulgularimiz 1s1ginda yapilan degerlendirmede, kadinlarin diyabetten erken dénemde etkilendigi sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Kalp. Deneysel diyabet. Disi sican. ince Yapi.

Ultrastructural Demonstration Of The Effects Of Streptozotocin-Induced Diyabetes On Heart Muscle In Female Rats

ABSTRACT
The aim of this study was to analyze the ultrastructural alterations in ventricular cardiac muscle cells in female rats in which chronic
diabetes was induced with streptozotocin.

Mature female rats (n=18) were assigned into 3 groups: Group 1: the controls (n=6), Group 2: the sham controls (n=6), and Group 3: the
diabetic (n=6). Eight weeks after injection, left ventricle muscles were extracted and examined with a LEO 906E transmission electron
microscope.

The electron microscopic analyses of the left ventricle wall revieled prominent degenerative alterations in the myocardial cells of diabetic
rats. Swelling and crystolysis in the mitochondria, lipid deposition in the cytoplasm, and widespread effecement of myofilaments were
detected. The Z bands were irregular and effacement was noted. In edition, the intercalated discs were dilated.

As a result, it can be suggest that females are affected at the early stages of diabetes mellitus.
Key Words: Heart. Experimental diabetes mellitus. Female rat. Ultrastructure.

Diyabetes mellitus kronik metabolik bir hastaliktir.
Pankreas B hicrelerinden salgilanan insulin eksikli-
gine bagli olarak gelisen hastaligin literatlrde bir cok
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yan etkisi bildirilmistir. Bunlarin icerisinde noropati,
retinopati, nefropati ve vaskdler patolojilerin hizlan-
mas! sayilabilir'.

Yapilan Klinik ve deneysel calismalar sonucunda
diyabetin cesitli kardiyak bozukluklara da neden
oldugu gésterilmistir®®. Diyabetik bireylerde koroner
atheroskleroz siklikla gézlenmektedir®. Dolayisiyla,
bu bireylerde kardiyak éllimlerin nedeni esas olarak
koroner atheroskleroza baglanmaktadir®. Ancak lite-
ratirde diyabetik bireylerde vaskiler patogenezin
disginda  kalp  kasi  hucrelerinde  kontraktil
disfonksiyonun da siklikla gézlendigi bildirilmistir®.

Diyabetik bireyler izerinde gliniimize degin yapilan
arastirmalarda, diyabetin neden oldugu kontraktil
disfonksiyon insidansinin koroner arter patolojilerine
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gore ¢ok daha yiksek oldugu bildirilmistir. Bu oranin
kadinlarda erkeklerden daha belirgin oranda yiiksek
oldugu vurgulanmaktadir’. Yapilan istatistiksel bir
calismada genel populasyona gore diyabetik erkek-
lerde (g, kadinlarda ise bes kat daha fazla kalp kasi
hiicrelerinde kontraktilite patolojilerinin oldugu bildi-
rilmistir®.

Ancak yayinlanan istatistiksel ¢alismalarin yaninda,
diyabetik kadinlarda hastahgin  neden oldugu
kontraktil disfonksiyonun incelendigi deneysel bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada
miyokardiyal anomalilerin, disi sicanlarda olusturu-
lan diyabet modellerinde elektron mikroskop diize-
yinde incelenmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Diyabet olusturulmasi ve deney gruplari

Calismada 18 adet Spraque Dawley cinsi disi eriskin
sicanlardan 3 grup olusturulmustur. 1. grup: kontrol
(n=6) (hichir islem yapilmayan yas uyumlu grup), 2.
grup: sham kontrol (n=6) (tek doz i.v sodyum sitrat
enjeksiyonu yapilan grup), 3. grup: diyabet (n=6) (tek
doz i.v 45mg/kg, sodyum sitrat tamponu icerisinde
¢cozunmis Streptozotosin (STZ) enjeksiyonu yapilan
grup).

Kan sekerlerinin élgilmesi

Uygulamayi izleyen (clinct ginde, deneklerin kuy-
ruk venlerinden kan alinarak glukometre (Aquo-
Check, Roche) ile kan seker 6l¢imi yapilmistir.
Diyabet grubunu olusturan sicanlarin kan seker di-
zeyi ortalama olarak 396 — 415mg/dl, sham kontrol
grubunda 96-101mg/dl, kontrol grubunda ise 95-
98mg/dl olarak olctlmustir. Sicanlar sekiz hafta
stresince her giun kafesleri temizlenerek, serbest

diyet ve su ile beslenmeleri saglanarak bakilmiglardir.

Deneklerin haftada iki kez kan sekerler duzeyleri
glukometre ile kontrol edilmistir.

Dokularin eldesi

Sekiz haftanin sonunda istatistiksel degerlendirme
icin tim gruplara ait deneklerin kan seker dizeyleri,
vicut agirhiklari él¢ilmistlr. Sonrasinda tim sican-
lar pentotal sodyum (50mg/kg) anestezisi altinda
actlmis, istatistiksel degerlendirme icin agirliklari
olciilen kalp dokularinin sol ventrikiil duvarlarindan
doku drnekleri ahinmustir.

Elektron mikroskobik yéntem

1mm®liik parcalara bolinen doku ornekleri 0.1M
fosfat tamponlu %2.5’lik gluteraldehitte (pH 7.4) 2
saat tespit edilmiglerdir. Tespit siiresi bitiminde tam-
pon ile 3 kez yikanan dokular 1 saat %1’lik osmiyum
tetraoksite etkin birakilarak post fiksasyonlari yapil-
mistir. Sure bitiminde dereceli alkol serilerinden
gecirilen dokularin dehidrate olmalari saglanmistir.
Son olarak propilen oksite etkin birakilan dokular
Araldit CY212 kit ile hazirlanan gémme materyali ile

200

G. Take, ark.

blok haline getirilmislerdir. 56° C’lik etiivde 48 saat
polimerize edilen bloklardan yari-ince kesitler alina-
rak toluidin blue ile boyanmis ve 1sik mikroskopta
incelenmistir. Isaretlenen bolgelerden alinan ince
kesitler uranil asetat — kursun sitrat ile boyanarak
LEO 906E transmission elektron mikroskopta (TEM)
degerlendirimistir ve bulgulari yansitan uygun bu-
yultmelerde resimlendirilmistir.

istatistiksel yéntem

Veri seti Kolmogorow-Smirnow testi, Kruskall
Wallis Tek Yonlu Varyans Analizi ve Bonferroni —
Dunn testi (CDyw) yontemleri ile analiz edilmistir.
Istatistik analizler MINITAB 13.0 ve SPSS 11.5
Istatistik Paket Programlari ile yaptimistir.

Bulgular

istatistiksel bulgular

Vicut agirhg, kalp agirligl, kalp agirhgr / vicut
agirhigl orani ve kan sekeri degiskenlerinin normal
dagihma uygunlugu Kolmogorow-Smirnow testi ile
incelenmis ve gozlem degerlerinin normal dagihim
gostermedigi belirlenmistir (p<0.05). S6z konusu
degiskenler bakimindan kontrol, sham kontrol ve
diyabet gruplarinin ortalamalari arasindaki farklarin
istatistiksel olarak 6nemli olup olmadigi, wveriler
normal dagilim gdstermediginden ve kan sekeri du-
zeyi degiskeni bakimindan gruplar arasi varyanslar
da homojen olmadigindan parametrik olmayan ista-
tistiksel analiz yontemlerinden Kruskall Wallis Tek
Yonli Varyans Analizi ve Bonferroni—-Dunn testi
(CDkw) yontemleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar,

Ortalama + Standart Hata (X -I_—si) ve p degeri ola-

rak Tablo I.de verilmistir. Anlamhlik diizeyi p < 0.05
olarak dikkate alinmistir.

Vicut agirhg, kalp agirligl, kalp agirhgr / vicut
agirhig orani ve kan sekeri dizeyi bakimindan kont-
rol ve sham kontrol grubu ortalamalari arasindaki
farkhhklar istatistiksel olarak anlamli degildir ancak
diyabet grubu ortalamasi her iki gruptan da anlamli
dizeyde farklidir (p < 0.01).

Elektron mikroskobik bulgular

Kontrol ve sham kontrol gruplarinda kalp kasi hicre-
leri normal morfolojileriyle izlenmistir. Kontrol gru-
buna ait kalp kasi hiicrelerinde mitokondriyonlarin
normal boyutlarda oldugu ve normal yapida
kristalara sahip oldugu belirlenmistir. Hcrelerde
lipid ve glikojen birikimi izlenmemis olup
sarkoplazmik retikulumlar da normal yapida goézlen-
mistir.  Miyofibrilleri olusturan miyoflamanlarin
diizenli seyir gosterdigi interkalat disklerin de yapisal
olarak normal oldugu saptanmistir (Sekil 1-2). Sham
kontrol grubunda da genel yapi kontrol grubuna
esdes olarak bulunmustur.



Diyabetin Kalp Kasi Uzerine Etkisi

Kontrol grubu. Kalp kasi hiicrelerine ait
mitokondriyonlar (M), Z bantlari (77) ve
Sarkoplazmik retikulum sisternalari ( 7)
normal yapilarl ile izeniyor
(Uranil asetat — kursun sitrat X16700)
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Sekil 2:
Kontrol grubu. /nterkalat diskler () normal
yapilari ile gézeniyor
(Uranil asetat — kursun sitrat X27800).

8 haftalik diyabet grubunda kalp kasi hiicreleri
ultrastruktlrel dlzeyde incelendiginde kontrol gru-
buna goére belirgin diizeyde dejenere oldugu dikkati
cekmistir. Ozellikle hiicrelerin biyik ¢ogunlugunda
mitokondriyonlarda sisme ve kristolizis son derece
belirgin  olarak go6zlenmistir  (Sekil 3). Baazl
mitokondriyonlarda ise krista fragmantasyonu ve
matrikste elektron yogun amorf madde birikimi sap-
tanmistir.  Sarkoplazmik retikulum sisternalarinda
dilatasyon ve vakuoler olusum gdzlenmistir. Yine bu
alanlarda yogun lipid depositleri dikkati cekmistir
(Sekil 4). Hicre icerisindeki miyoflamanlar incelen-
diginde ¢ogunda yaygin silinme ve buna bagli olarak
miyofibril kaybi son derece belirgindir (Sekil 5).
Buyuk biyultmelerde Z bantlari incelendiginde genel
seyrinde diizensizlik yer yer de silinme gdzlenmistir.
(Sekil 6). interkalat disklerin de diyabetten belirgin
olarak etkilendigi saptanmistir. Tum deneklerde
interkalat disklerde yapisal bozulma ile birlikte
miyoflamanlardan ayriima ilgiyi ¢cekmistir (Sekil 7).

Sekil 3:

Diyabetik grup. Kalp kasi hiicrelerine ait
mitokondrionlarda (M) siskinlik ve kristolizis belirgin
(Uranil asetat — kursun sitrat X10000).
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Sekil 4
Diyabetik grup. Kalp kas hicrderindeki yogun lipid
birikimi (L), mitokondriyonlarda (M) fragmantasyon
ve yogun amorf madde birikimi ile sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda ( 7) vakuoler degisim
gbézeniyor (Uranil asetat — kursun sitrat X16700).
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Sekil 5:
Diyabetik grup. Kalp kasi hiicrelerindeki
miyoflamanlarda yaygin silinme (>>) ideniyor
(Uranil asetat — kursun sitrat X10000).
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Diyabetik grup. Kalp kasi hiicrelerinde, Z bantlarin-
da (77) diizensiz seyir ve silinme belirgin (Uranil
asetat — kursun sitrat X21560).
R 23 4
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Diyabetik grup. Dejenere gorinimde interkal at
diskler gbzeniyor
(Uranil asetat — kursun sitrat X16700).

Tablo |- istatistik Analiz Sonuglari

Kontrol Sham Kontrol Diyabet
(n=6) (n=6) (n=6) .
— — — p degeri
X*s, | X£s, | X*s,
X X X
Viicut Agirhgi 256.667+8.913 |244.667+4.807 |145.667+11.500" (p < 0.01
Kalp Agirhigi 1.167£0.011 | 1.152+0.005 | 0.970+0.010"  |p<0.01
Kan Seker Diizeyi | 95.833+0.477 | 99.167+0.750 |403.167+4.094" (p<0.01
Kalp Agirhgi/Viicut | 0.0046+0.0002 |0.0047+0.0008 |0.0068+0.0005" (p < 0.01
AgIrhg

™ Sbz konusu grup ortalamasi ayni satirda yer alan diger grup
ortalamalarindan farkhdir (p < 0.01).

Tartigma ve Sonug

Diyabetes mellitus’un cesitli kardiyak anomalilerle
sonuclandigl klinik ve deneysel calismalarla goste-
rilmistir®®. Diyabetik bireylerde kardiyak oliimlerin
asil nedeni koroner atheroskleroza baglanmaktadir®.
Ancak yapilan arastirmalar miyokard kontraktil
disfonksiyon insidansinin, koroner arter hastaliklari-
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na oranla fazla oldugunu gostermektedir. Ozellikle
kadin hastalarda bu tablonun daha belirgin oldugu
bildirilmistir’.

Son yillarda diyabetik bireylerde gézlenen kalp has-
taliklar1 oraninin artmasi ve miyokardiyal infraktls
sonrasinda artan 6lim oraninin nedeni diyabetik
kardiyomiyopati ile aciklanmaya calisilmaktadir®.
Kardiyomiyopati; miyokardiyal disfonksiyon ile
sonuclanan heterojen bir patolojidir®. Diyabetik
kardiyomiyopati sol ventrikil basincinin azalmasi
seklinde sonuclanan fonksiyonel bozukluklara neden
olmaktadir ve bu fonksiyon bozukluklarinin kalp kasi
hiicrelerinde olaylanan yapisal degisiklikler sonu-
cunda gergeklestigi disuntlmektedir. Kardiyomiyo-
patide miyokartda hipertrofi, fibrozis ve kalp kasl
hiicrelerinde lipid birikimi gézlenmektedir™.

Bu konuda 1980’li yillarda diyabet modelleri olus-
turmak amacli alloksan kullaniimis ve calismalarda
farkli tlrlerden erkek denekler kullaniimistir; tavsan-
lar ile yapilan bir arastirmada diyabet olusumunu
izleyen 10. haftada mitokondriyonlarda siskinlik ve
fragmantasyon, mitokondriyal matriks icerisinde
elektron yogun amorf maddelerin varhgr ve
kristolizisin varligi gozlenmistir. Ek olarak sitoplaz-
mada lipid ve glikojen birikimi oldugu, sarkoplazmik
retikulum dilatasyonu ve dilate sarkoplazmik
retikulum icerisinde degisik yogunluktaki madde
birikimi go6zlenmistir. Ayni arastiricilar miyofibril-
lerde de dejeneratif degisikliklerin olaylandigini
belirtmislerdir'. Thompson'?, sicanlarla yaptig! aras-
tirmasinda, 12 haftalik diyabette mitokondriyal deje-
nerasyonun ¢ok belirgin olmadigini vurgulamistir.
Aragtirict yaptigl incelemesinde, fokal miyofibril
kaybi, transfer tiibil ve sarkoplazmik retikulumlarda
kayip, interkalat disklerde ayrilmalar gézlemlemistir.
Bir diger calismaci ise kopeklerde alloksan ile diya-
bet olusturmus ve Z bantlarinda belirgin genisleme
oldugunu bildirmistir'.

Alloksandan sonra siklikla kullanilan bir diger ajan
ise STZ’dir. Arastiricilar erkek sicanlar kullanarak
STZ enjeksiyonu ile olusturulan diyabet modellerin-
de erken dénemden baslayarak genis bir zaman dili-
minde Kkalp kasi hiicrelerindeki yapisal degisimleri
inceleyen bir cok calisma yapmislardir**®,
Harackova ve Murphy*, STZ ile olusturulan
diyabetik sicanlarda 8-10 haftalik stirecte ventrikdiler
kalp kasi hucrelerinde minimal diizeyde degisiklik
oldugunu savunmuslardir.

Zhu ve ark.’®, erkek sicanlarda STZ ile olusturulan
diyabet sonrasi 4. haftada ventrikuler kalp kasi hiicre-
lerine ait mitokondriyonlarda siskinlik ve dejeneras-
yon oldugunu, 8. haftada interkalat disklerde
dilatasyon, ve hiicre icerisinde glikojen birikimi ol-
dugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢calismada da di-
yabeti izleyen 8. haftada interkalat disklerde dejene-
rasyon bildirilmistir'.



Diyabetin Kalp Kasi Uzerine Etkisi

Bir diger arastirmaci ise 60-65 mg/kg STZ enjeksi-
yonu ile erkek sicanlarda olusturdugu diyabet model-
lerinde 12 hafta sonunda yaptigl elektron mikrosko-
bik incelemede Zhu ve ark.’nin tim bulgularina ek
olarak miyofibrillerde dejeneratif degisiklikler, lipid
birikimi ve cekirdekte kromatin kondensasyonu goz-
lemlemislerdir'’. McGrath ve McNeill*® diyabeti
izleyen 12. haftada sarkoplazmik retikuluma komsu
alanlarda orta deceleli 6dem gozlemlemislerdir. Bas-
ka calismalarda diyabeti izleyen 16 ve 24 haftalik
erkek sicanlarda da benzer bulgular gézlemlenmis ek
olarak sitoplazmada vakuollerin sekillendigi ve
sarkoplazmik retikulumda azalma izlenmistir'®%.
McGrath ve McNeill*® ise 32 haftalik diyabette dahi
interkalat disklerde ¢ok belirgin degisiklik olmadigini
savunmustur.

Bizim calismamizda da, disi sicanlarda disik doz
(45mg/kg) STZ ile olusturulan diyabet modelinde 8
hafta sonunda sol ventrikil kas hiicreleri incelenmis-
tir. Tim arastirmacilarin bulgularina paralel olarak
bizim bulgularimizda da mitokondriyal dejenerasyon
belirgin olarak izlenmistir. Literatiirde erkek sican-
larda 10. haftada gozlenen mitokondriyal krista
fragmantasyonu ve amorf madde birikimi*!, bizim
calismamizda 8. haftada disi sicanlarda gdézlemlen-
mistir. Sitoplazmadaki lipid birikimi degerlendirildi-
ginde, yayinlarda erkek sicanlarda 12. haftada goz-
lemlenen bu birikimi'’, bizim calismamizda, 8. haf-
tada, cok belirgin olarak saptanmistir. Yine bizim
bulgularimizda Z bandinda diizensiz seyir de ek ola-
rak gozlemlenmistir. Diyabetin ayni déneminde er-
kek sicanlarda bildirilmeyen ve bizim saptadigimiz
bir diger degisiklik ise miyoflaman kaybi olmustur.
Ek olarak bu calismada arastiricilarin farkli yorum
yaptigl interkalat disklerde de belirgin dejeneratif
degisiklikler izlenmistir.

Literatirde diyabete bagl kalp hacminde de azalma
olduguna dair veriler bulunmaktadir. Cai'’, 60-65
mg/kg STZ enjeksiyonu ile erkek sicanlarda olustur-
dugu diyabet modellerinde 12 hafta sonunda
miyokard tabakasinda incelme gézlemlemistir'’. Zhu
ve ark.™ ise diyabetik sicanlar ile yaptigi calismasin-
da kalp agirihgini kontrol grubu ile karsilastirmis ve
sonucta diyabetik grubun kalp agirhginin konrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigini bildirmistir. Arastiricilarin bildirdigi bu
bulgular,bizim isitatistiksel arastirmamizda saptadi-
gimiz kalp agirliginin azalmasindaki bulgularimiz ile
paraleldir. Ayrica bulgularimizda, kontrol ve
diyabetik gruplarda viicut —kalp agirliklari arasindaki
oran da anlamli derecede farkli bulunmustur.

Literatlirde diyabetik kardiyomiyopatinin nedenini
arastiran cesitli calismalara rastlanmistir. Cai'’,
primer kardiyomiyopatiden vaskiler patolojinin
sorumlu olmadigini vurgulamistir. Afzal ve ark.” ise
yaptiklari farmakolojik calismalarinda, diyabete bagh
olarak kalp kasi hiicrelerinin sarkoplazmik retikulum-

larinda Ca™ATPase aktivitesinin belirgin olarak
azaldigini bildirmislerdir.

Bizim calismamizdaki bulgularimiz degerlendirildi-
ginde  sarkoplazmik  retikulumlarda  gozlenen
vakuoler degisimin nedeninin diyabete bagh kalsi-
yum sinyal yolunda olabilecek bozuklukla ilgili ola-
bilecegi dustnulmustar.

Sonug olarak disi sicanlarda olusturulan diyabet
modellerinde  ventrikiler kalp kasi  hicreleri
ultrastriktirel dizeyde incelendiginde, 8 haftalik
srecte belirgin organel ve miyoflaman dejenerasyo-
nu varligl saptanmistir.
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