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Bu ¢alisma “Kronik Serebral Hipoperfiizyon olusturulan Overektomize disi Sicanlarda Mineralokortikoid Reseptor Antagonistinin Hipokampal Fonksiyonlar
Uzerine Etkileri” baslikli doktora tez calismasindan tiiretilmistir.

Sorumlu Yazar Oz

Meryem Ergeng Amag: Kronik serebral hipoperflizyon (KSH), ilerleyici hipokampal hasar ve bilissel bozukluklarla
E-posta birlikte vaskller demansa yol acar. KSH retinadaki kan akiminda da azalmaya neden olmaktadir. Bu
meryemergenc@gmail.com calismanin amaci KSH olusturulmus overektomize siganlarda spironolaktonun géz ve prefrontal korteks

(PFC) dokularindaki oksidatif stres ve glikojen seviyelerine etkilerini arastirmaktir.

Gerec ve Yontemler: Wistar Albino cinsi 32 adet disi sican, her grupta 8 adet olacak sekilde rastgele
4 gruba ayrildi: 1)Kontrol, 2)KSH, 3)KSH+Spironolakton 25mg/kg 4)KSH+Spironolakton 50mg/kg.
Sicanlara deneyin baslangicinda bilateral ovariektomi (OVX) uygulandi, OVX'ten 5 hafta sonra ortak
bilateral ortak karotid arter okllizyonu (2VO) ile KSH modeli olusturuldu. Spironolakton 2VO’dan ¢ giin
once ve 2VO’dan sonra 3 hafta boyunca giinde 1 kez oral gavaj yoluyla uygulandi. Deney sonunda
doku glikojen, indirgenmis glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA) ve AA diizeyleri élgiildi. istatistiksel

Gelis Tarihi analiz ANOVA ve Bonferroni testleri kullanilarak yapildi.
16.03.2022 Bulgular: KSH, PFC’de oksidatif stres belirteclerinde artisa ve glikojen diizeyinde bir azalmaya neden
oldu. Benzer sekilde KSH g6z dokusunda hem glikojen hem de AA diizeyinde azalmaya neden oldu.

Revizyon Tarihi
07.07.2022 Spironolaktonun 25 mg/kg dozu ile tedavi edilen grupta KSH grubuna kiyasla géz AA ve PFC glikojen

duizeyleri azalirken PFC’deki MDA diizeyi artmis olarak bulundu (p<0.05). 50mg/kg spironolakton uy-
gulanan grupta ise KSH grubuna kiyasla PFC glikojen dizeyleri ve tim gruplara kiyasla goz glikojen
dizeyi 6nemli dlclde arttigr saptandi (p<0.05).

Kabul Tarihi
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Sonug: Sonuclarimiz spironolakton uygulamasinin KSH olusturulmus overektomize sicanlarda PFC ve
g6z dokularinda oksidatif stresi azaltarak ve glikojen diizeylerini artirarak KSH’un neden oldugu retinal
ve serebral hasari azaltmada etkili olabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

Aim: Chronic cerebral hypoperfusion (CCH) leads to vascular dementia with progressive hippocampal damage and cognitive impairments.
CCH also causes a decrease in blood flow in the retina.The aim of this study was to investigate the effects of spironolactone on oxidative
stress and glycogen levels in the eye and prefrontal cortex (PFC) tissues in ovariectomized rats with CCH.

Material and Methods: 32 female Wistar Albino rats were randomly divided into four groups, 8 in each group: 1)Control, 2)KSH, 3)
KSH+Spironolactone 25mg/kg 4)KSH+Spironolactone 50mg/kg. The rats underwent bilateral ovariectomy (OVX) at the start of the
experiment, a CCH model was created with permanent occlusion of the common carotid arteries (2VO) 5 weeks after OVX. Spironolactone
was administered by oral gavage three days before 2VO and once daily for three weeks after 2VO. At the end of the experiment, tissue
glycogen, reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and ascorbic acid (AA) levels were measured. Statistical analysis was
performed using ANOVA and Bonferroni tests.

Results: CCH caused an increase in oxidative stress markers and a decrease in glycogen level in PFC. Similarly, CCH caused a decrease
in both glycogen and AA levels in the eye tissue. In the group treated with 25mg/kg spironolactone, the AA and PFC glycogen levels of the
eyes decreased, while the MDA levels in the PFC were increased compared to the CCH group(p<0.05). In the group administered 50mg/kg
spironolactone, PFC glycogen levels and eye glycogen levels were significantly increased compared to the CCH group(p<0.05).

Conclusion: Our results show that spironolactone administration can be effective in reducing retinal and cerebral damage caused by CCH

by reducing oxidative stress and increasing glycogen levels in PFC and eye tissues in ovariectomized rats with CCH.

Keywords: Chronic cerebral hypoperfusion, Ovariectomy, Spironolactone, Glycogen, Oxidative stress

Kronik serebral hipoperfiizyon (KSH) vaskuler demans ve
Alzheimer hastaligi (AD) gibi ¢esitli nérodejeneratif hastalik-
larda yaygin bir patolojik mekanizmadir. Yapilan calismalar
KSH’un glial aktivasyonu, reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
olusumunu, mitokondrial disfonksiyonu, néroinflamasyonu,
kan beyin bariyeri (KBB) hasarini, beyaz cevher lezyonunu,
tau hiperfosforilasyonunu, amiloid beta (AB) birikimini arti-
rarak nérodejenerasyona ve sonugta da néronal hasara yol
acabilecegini gdstermektedir (1,2). Ayrica bu degisiklikler
6grenme ve hafizayla iligkili hipokampds ve prefrontal kor-
teks (PFC)’de anormal beyin yapisi ve iglevine yol acarak
bilissel bozulmaya neden olmaktadir (3,4). KSH si¢canlarda
bilateral ortak karotid arterlerin kalici oklizyonu (2VO) ile
indUklenebilmektedir ve serebrovaskiiler bozukluklarin pa-
tofizyolojisini arastirmak icin deneysel ¢alismalarda siklikla
kullaniimaktadir (5). Oftalmik arter internal karotid arterin
ilk ana dalidir ve karoid arter tikanikligi okiler hemodinami
Uzerinde dogrudan etkisi vardir. Bu durum, okiler damarlar-
da yavas hatta tersine akisa neden olur (6). Karotis stenozu
olan hastalarda santral retinal arter perfuzyon basincinin
dramatik olarak normal degerlerin %50’sinin altina digebi-
lecegini ve bunun da retinal iskemiye neden olabilecegini
bildirilmektedir (7). Dolayisiyla 2VO, vaskiler defektlerle
iligkili retina dejenerasyonunun mekanizmalarini ve tedavi-
sini arastirmak igin de kullanilan bir modeldir (5,8).

Hipoksik-iskemik beyin ve retina hasarinin gelisiminde ve
ilerlemesinde enerji metabolizmasinin bozulmasi ve oksida-
tif stres olusumu 6nemli rol oynar (1). Normal beyin aktivite-
si esas olarak astrositlerin metabolik plastisitesine baghdir
ve sadece kandan glukoz tedarikini degil, ayni zamanda be-
yindeki spesifik aktiviteyi besleyen astrositlerde depolanan
glikojeni de gerektirir (9). Astrositlerdeki glikojen, aksonlarin
hayatta kalmasi icin esastir ve tikenmesi beyin fonksiyon

bozukluklari ve nérodejenerasyon ile ilgilidir. Benzer sekilde
retina ndronlar da yliksek bir enerji talebine sahiptir, ancak
enerji depolama kapasitesi zayiftir. Mdller hicreleri, retinal
glikojenin ana depolaridir (10).

Aslinda sadece demans turlerinde degil santral sinir sistemi
ile iligkili bircok nérodejeneratif hastaligin patofizyolojisinde
ROS 6nemli rol oynar (2). Clnkl beyinde hem antioksidan
enzim aktiviteleri diistktir hem de oksidatif metabolik akti-
vite ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin igerigi nispeten yik-
sektir ve bu durum néronlari iskemiye kargi oldukca duyarl
kilar (11). Bu nedenle iskemik durumlarda beyin dokusunun
antioksidan savunma mekanizmalari, dokuyu oksidatif ha-
sara karsi koruyamayabilir (12). KSH mitokondriyal disfonk-
siyona ve protein sentezinin inhibisyonuna neden olabilir, bu
da antioksidanlar ve ROS dengesini oksidatif hasar treten
ROS birikimine dogru degistirebilir (5). ROS birikimini énle-
mede endojen antioksidanlarin yani sira eksojen antioksi-
danlar da 6nemli rol oynar. Suda ¢6zunur bir antioksidan ve
cesitli enzimler icin bir kofaktér olan askorbik asit (AA), ROS
olusumunu inhibe etmede ve normal hlicresel metabolizma
sirasinda Uretilen oksijen ve nitrojen bazli radikal tirlerini
dogrudan temizlemede etkilidir (12). Vicutta en yiksek AA
konsantrasyonlari beyin ve néroendokrin dokularda bulunur
ve ndronlarda milimolar AA konsantrasyonlari, ROS Uretimi
ile karakterize nérolojik hastaliklarda apoptotik nérodejene-
rasyonun cesitli nedenlerine ve oksidatif strese karsi etkili
bir sekilde koruma saglar (12,13).

Menopoz, dolasimdaki Ostrojenlerdeki carpici azalma ile
ilgilidir. Endokrin sistemdeki bu énemli degisiklik ve KSH
Ozellikle demans ve biligsel bozulma ile iligkili beyin fonk-
siyonlari Uzerinde buyUk bir etki yapma potansiyeline sahip
risk faktorleridir (14). Hayvanlarda menopoz; endojen estra-
diol ve progesteron Uretimini ortadan kaldirmak icin bilateral
overektomi (OVX) yapilarak taklit edilmektedir (15,16).
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Mineralokortikoid reseptdr (MR) aktivasyonunun cesitli has-
taliklarin patofizyolojisinde rol oynadigi gésterilmistir. MR’in
fizyolojik aktivatori olan ylUksek aldosteron duzeylerinin hi-
pertansiyonu indikledigi, inflamasyonu ve fibrozu artirdigi
ve kardiyovaskuler hastaliklari siddetlendirdigi bilinmektedir
(17). Dahasi hipertansiyon ve mineralokortikoid reseptor
aktivasyonu, serebral parankimal arteriyoller Gzerine etki
ederek, serebral perflizyonu sinirlayabilir ve bu da biligsel
islev bozukluguna katkida bulunabilir (18). MR’ler klasik ola-
rak, su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde rol aldik-
lari bébregin distal toplama kanalinda yapilmaktadirlar (19).
MR’i beyinin nikleus tractus solitarii, hipokampus, PFC ve
amigdala gibi cesitli bélimlerinde de bulunurken (20) reti-
nada, retinal ve koroidal damarlarda ve néral ve glial orijinli
hicrelerde eksprese edilir (21). MR’lerin bu bdlgelerdeki
etkileri sodyum ve potasyum homeostazinin korunmasinin
Otesine uzanir. Bazi ¢alismalarda aldosteron seviyesinde-
ki artisin ve MR aktivasyonunun farelerde serebrovaskdler
hasara neden oldugunu bildirilmistir (22,23). Ayrica ylksek
plazma aldosteron konsantrasyonunun vaskuler demansla
iliskili beyaz cevher lezyonu arasinda korelasyon oldugunu
gbsteren hem klinik hem de hayvan calismalari mevcuttur
(24,25). Ayrica retinal iskemi modelinde aldosteron uygu-
lamasinin retinal ganglion hlcre hasarini indikledigi ve
spironolaktonun koruyucu etkiler goésterdigi saptanmigtir
(26). Spironolakton bir MR antagonistidir ve mineralokor-
tikoid-MR aktivasyonunun neden oldugu cesitli hicresel
hasar inhibe eder. Literatirde ¢ok sayida calisma, cesitli
dokularda spironolaktonun MR araciligiyla indtklenen ok-
sidatif hasari ve néroinflamasyonu iyilestirdigi (21,27,28),
O6grenme ve hafiza fonksiyonlarini artirdigi rapor edilmistir
(19). Cesitli hayvan modellerinde spironolaktonun retina
(26) ve beyin (29) de dahil olmak Uzere cesitli dokularda
hipoksik-iskemik hasara karsi koruyucu oldugu bildirilmistir
(17,27). Ayrica spironolakton uygulamasinin glikojen enerji
metabolizmasini iyilestirdigi, insulin direncini, glukoz ve lipid
metabolizmasini iyilestirdigi de bildirilmistir (15,16).

Bu galismanin amaci KSH olusturulmus overektomize disi
sicanlarda bir mineralokortikoid reseptér antagonisti olan
spironolaktonun géz ve PFC dokularindaki oksidatif stres
ve glikojen seviyeleri Uzerindeki etkilerini aragtirmaktir.

GEREC ve YONTEMLER

Calismada Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hay-
vanlari Arastirma ve Uygulama Merkezinden (Etik kurul no:
2020-28-01/10) temin edilen 2 aylik 150-200 gr agirhginda
disi Wistar Albino cinsi sicanlar kullanildi. Tim si¢anlar giin-
Ik degistirilen taze musluk suyu ve standart pelet yem ile
beslendi. Ayrica sicanlar kafeslerde, 12 saat isik-karanlik
sirkadiyen ritimde, 21°C sicaklikta ayni ortamda tutuldular.

Bu calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan destek-
lenmistir (BAP No: 2020-2625-9946-02).

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda 32 adet denek her grupta 8 hayvan olacak
sekilde rastgele dort gruba ayrildi. Hayvanlara énce OVX
yapildi, OVX’ten bes hafta sonra ise 2VO ile KSH olusturul-
du. Spironolakton(Spylacton, World Medicine, Tirkiye) KS-
H’dan U¢ gln 6nce ve KSH’dan sonra ug¢ hafta boyunca 25
ve 50 mg/kg dozlarinda giinde bir kez distile suda eritilerek
oral gavaj yoluyla uygulandi. Kontrol gruplarina ise sade-
ce distile su uygulandi. Deney sonunda hayvanlar yuksek
doz anestezi uygulanarak feda edildi. G6z ve PFC dokulari
hizlica ¢ikarildi ve biyokimyasal analizlerin yapilacagi giine
kadar -80°C’de saklandi (Sekil 1).

(1) KONTROL: OVX’ten bes hafta sonra sahte KSH cerra-
hisi yapilan ve gunlik distile su (p.o) uygulanan grup

(2) KSH: OVX’ten bes hafta sonra 2VO ile KSH olusturulan
ve gunluk distile su (p.o) uygulanan grup

(8) KSH+25 SPi: OVX'ten bes hafta sonra 2VO ile KSH
olusturulan ve gunlik 25 mg/kg spironolakton (p.o) uy-
gulanan grup

Grup 1: Kontrol

Grup 2: KSH Spironolakton
Grup 3: KSH+25 SPI Uygulamas:
Grup 4: KSH+50 SPI

T A
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Sag Ortak Karotid Arter
Karotid Arter Oklizyonu
Okliazyonu
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Biyokimyasal Analiz
MDA, GSH. AA ve
Glikojen Tayini

Sekil 1: Deney Prosedrd.
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(4) KSH+50 SPi: OVX'ten bes hafta sonra 2VO ile KSH
olusturulan ve gunlik 50 mg/kg spironolakton (p.o) uy-
gulanan grup

Cerrahi iglemler
Overektomi

Endojen estradiol ve progesteron Uretimini ortadan kaldir-
mak i¢in daha dénce tarif edildigi gibi tim hayvanlarda cerra-
hi menopoz modeli olusturuldu. Kisaca hayvanlar, ketamin
(90 mg / kg, i.p.) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezi altinda
dorsal bélgeden olusturulan kesilerle overler dikkatlice ¢i-
karildi ve disseke edildi. Kas tabakasi ve cilt cerrahi ipek ile
dikilerek yara kapatildi. OVX sonrasi ovaryan hormonlarin
dolagimdan tamamen uzaklagmasi ve modelin yerlesmesi
icin 5 hafta beklenildi (16).

KSH (2VO) Hayvan Modeli

Sicanlara OVX’ten 5 hafta sonra KSH mortalite riskini azalt-
mak i¢in modifiye edilmis bir model ile; dnce sag taraf 1 haf-
ta sonra ise sol taraf ortak karotid arterin kalici ligasyonu ile
indiklendi. Hayvanlar ketamin (90 mg / kg) ve ksilazin (10
mg / kg) i.p. ile anestezi uygulandi. Kisaca, bir orta hat ser-
vikal kesi atildi, komgu dokular dikkatlice disseke edilerek
ortak karotid arter aciga ¢ikaridi. Karotid arter vagus sinirin-
den nazikge izole edildi ve her bir arter 5/0 ipek sutur ile kali-
ci olarak baglandi. Sahte ameliyat edilen kontrol hayvanlari-
na ise ligasyon yapiimadan ayni operasyon uygulandi (11).

Biyokimyasal Analizler

Calisma yapilacagi giin PFC ve gz dokulari -80°C’den c¢i-
karildi buz Ustiinde ¢ézinmesi beklendi. G6z dokusu total
olarak calisiimis olup bir tanesinden AA tayini yapilirken
digerinden glikojen tayini yapildi. PFC dokusundan ise ma-
londialdehid (MDA), indirgenmis glutatyon (GSH), AA ve
glikojen tayinleri yapildi.

PFC ve g6z dokulari glikojen seviyeleri daha 6nce tarif edil-
digi gibi Lo metoduna gore calisildi (30). Kisaca, érneklerin
Gzerine Na,SO, ile doyurulmus %30’luk KOH cozeltisi ek-
lendi ve 30 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Sonra
ornekler buzda sogutuldu ve %95’lik etanol eklenerek buz-
da 30 dk bekletildi. Daha sonra santrifij edilerek stuperna-
tanlar atildi ve 3 ml distile su eklendi. Cam bagetlerle esit
surelerde karigtirilarak hazirlanan yeni érneklerin izerine
%5’lik fenol ve %98’lik H,SO, soltsyonlari (1:1:5) eklendi.
Numuneler 30C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 490nm’de
spektrofotometrede (UVmini-1240 spectrophotometer, Shi-
madzu Co., Kyoto, Japan) okundu.

PFC ve g6z dokulari AA seviyeleri Roe ve Keuther’in me-
todu esas alinarak cahgsildi (31). Doku &6rnekleri soguk
perklorik asit ve etilendiamintetraasetik (PCA / EDTA) ile
homojenize edildi ve satrifljlendi. Elde edilen stpernatana
standart ve renk reaktifi (% 0.6 bakir silfat,% 5 tiyolre ve
2,4-dinitrofenilhidrazin, 1: 1: 20) eklendi. Ornekler 37°C’de 3

saat inkube edildikten sonra 0°C’ye sogutuldu ve Uzerine %
65’lik silfirik asid eklendi. Elde edilen numunelerin absor-
banslari 515 nm’de spektrofotometrede okundu.

PFC’de lipid peroksidasyon diizeyi, doku MDA iceriginin 6l-
culmesiyle belirlendi. Kisaca, PFC doku numuneleri soguk
trikloroasetik asit (%10 TCA) icinde homojenize edildi ve
santrifujlendi. Elde edilen stpernatana %1’lik butilhidroksi
tolienden (BHT) ve %0.67 tiyobarbiturik asit (TBA) eklen-
di ve 15 dakika 100°C’de kaynatildi. Daha sonra érneklerin
absorbansi 535 nm’de spektrofotometrede 6lguldi (32).

PFC’de GSH seviyeleri, daha 6nce anlatildigi gibi Aykac
yontemine gére 6lguldi (33). Kisaca MDA 6lgiminde kul-
lanilan yéntemle elde edilen stipernatanlara 0,3M Na,HPO,
ve ditiobisnitrobenzoat (DTNB, Sigma Chemical Co.,St.
Louis, MO, USA) eklendi. Ornekler vortekslendikten sonra
absorbansi 412 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,U-
SA) programi kullanilarak analiz edildi ve degerler ortalama
+ standart hata olarak verildi. Shapiro-wilk testi ile normallik
analizi yapildi.Gruplarin istatistiksel kargilastirmasinda tek
yonli ANOVA testi uygulandi. Gruplar arasindaki farklilik-
lari degerlendirmek icin Bonferroni post hoc testi kullanildi.
PCF ve gbz dokularinda élcilen MDA,GSH, AA ve glikojen
degerleri arasindaki korelasyon Spearman testi ile deger-
lendirilmistir.p<0.05 veya daha disik olasilik degerleri ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Glikojen Sonugclari

Sekil 2'de gosterildigi gibi, KSH grubu sigcanlarin hem goéz
hem de PFC dokularinda kontrol gruplarina ve spironolak-
ton ile tedavi edilen KSH siganlarina kiyasla glikojen seviye-
sinde bir azalma oldugu gézlendi. 25mg/kg ve 50mg/kg spi-
ronolakton uygulamasi, KSH grubuna kiyasla hem PFC’de
ve hem de g6z dokusunda dugen glikojen seviyesini anlamli
olarak artirdi (p<0.05) (Tablo 1) (Sekil 2A,B).

Askorbik Asit Sonuclari

KSH sonrasinda g6z dokusunda suda ¢dzlnebilen antioksi-
dan bir molekdl olan AA seviyesi dlstigu ancak bu disusin
istatistiksel olarak anlamh olmadigi bulundu. 25mg/kg spi-
ronolakton uygulamasi KSH grubuyla kiyaslandiginda AA
dlizeylerini anlamli olarak artirdigi tespit edildi (p<0.05). Ay-
rica KSH sonrasi PFC’de AA seviyeleri anlamli olarak du-
sus sergilerken spironolakton uygulamasinin AA seviyesini
kontrol grubu dlizeyinde korudugu bulundu (p<0.05) (Tablo
2) (Sekil 3A,B).

Prefrontal kortekste MDA ve GSH Sonuclari

2VO ile indlklenen KSH’un PFC’de MDA seviyesini kontrol
grubu hayvanlarina kiyasla artirdigi fakat istatistiksel ola-
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rak anlamli olmadigi bulundu. Buna karsilik spironolakton
tedavisi PFC’de KSH grubuna kiyasla MDA seviyelerini di-
sUrdugu tespit edildi. 25mg/kg spironolakton dozunun KSH
grubuna goére MDA seviyelerini istatistiksel olarak anlamli

sekilde dusitrdugu tespit edildi (p<0.05). Ayrica calisma-
mizda GSH seviyelerini de 6l¢tik fakat KSH'un ve spiro-
nolaktan uygulamasinin GSH duzeylerine etkisinin olmadigi
tespit edildi (Tablo 2) (Sekil 4A,B).

Tablo 1: Spironolakton uygulamasinin doku glikojen seviyelerine (mg/g yas doku) etkisi.

KONTROL KSH KSH+25 SPi KSH+50 SPi p degeri
Goz-Glikojen 3,32+0,30 2,75+0,37 3,04+0,33 5,38+0,43" + 0,001
PFC-Glikojen 7,2420,45 6,38+0,54 8,52+0,35* 8,39+0,52* 0,015

+ Kontrol grubuna gére, * KSH grubuna gére, * KSH+25 SPIi grubuna gére istatistiksel anlamii farkliigi géstermektedir (p<0.05).

Tablo 2: Spironolakton uygulamasinin doku oksidatif stres parametreleri Gizerine etkisi.

KONTROL KSH KSH+25 SPi KSH+50 SPi p degeri
Goz-AA 66,03+1,24 63,52+1,57 78,97+5,55* 67,06+3,26 0,019
PFC-AA 665,59:+18,41 579,56+35,11" 651,31+8,55 620,98+10,96 0,029
PFC-MDA 87,0423,41 96,76+11,53 56,10+8,51* 64,85+5,96 0,008
PFC-GSH 11,32+0,33 12,25+0,41 11,97+0,29 12,1920,07 0,499

- Kontrol grubuna gére, * KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi géstermektedir (p<0.05).MDA: Malondihaldehid (nmol/g yas doku).
GSH: indirgenmis glutatyon (umol/g yas doku). AA: Askorbik asit (mg/g yas doku).
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Sekil 2: Deney gruplarinin PFC ve g6z dokusundaki glikojen diizeyleri. *
SPi grubuna gére istatistiksel anlami farkligi géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 3: Deney gruplarinin PFC ve g6z dokularinda AA dlzeyleri. « Kontrol grubuna gére, + KSH grubuna gére istatistiksel anlamli

farklihgr géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 4: Deney gruplarinin PFC’de MDA ve GSH diizeyleri. + KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig1 gdstermektedir (p<0,05).

Spearman korelasyon testi ile PFC dokusu MDA ve glikojen
dlzeyleri arasinda orta diizeyde (r=-0,508) korelasyon tes-
pit edilmistir (p=0,022).

TARTISMA

Sonuglarimiz, spironolakton uygulamasinin KSH olustu-
rulmus overektomize sicanlarin PFC ve g6z dokularinda
oksidatif stresi azaltarak ve glikojen dizeylerini artirarak
KSH’un neden oldugu okdler ve serebral hasari azaltmada
etkili olabilecegini géstermektedir. Dolayisiyla KSH'un ne-
den oldug@u serebral ve retinal hasarin patofizyolojisinde mi-
neralokortikoid/MR etkilesiminin belirleyici faktdrlerden biri
oldugu 6nerilebilir.

Aldosteron, Anjiotensin Il dahil olmak UGzere cesitli uyaran-
lara yanit olarak salinan ve etkilerini MR’lerine baglanarak
ortaya ¢ikaran bir steroid hormondur. Aldosteronun MR’ye
baglanmasi vicuttaki elektrolit ve su dengesine katkida
bulunurken uygun olmayan MR aktivasyonunun kan basin-
cindan bagimsiz cesitli doku ve organlarda zararh etkiler
gbstererek patolojiyi tetikleyebilecegi bildiriimektedir (21).
Aldosteron seviyelerini duslirmede angiyotensin Il ve anji-
yotensin doénustiricu enzim (ACE) inhibitérleri ‘aldosteron
kacisi’ fenomeni nedeniyle etkisiz kalabilmekte aldostero-
nun hedef organlardaki olumsuz etkilerinin devam etmesine
yol agcmaktadir (34). Bir dizi klinik ve preklinik calismada MR
antagonizminin hedef organlardaki aldosteronun olumsuz
etkilerini azaltabilecegi rapor edilmistir (28,34,35). Ornegin
hipoksik retinopati modeli olusturan bir calismada gd6zln
MR’lerini eksprese ettigi ve bu reseptorlerin retinal vaskuler
patolojide yer aldigi gdsterilmistir. Ayrica yazarlar, MR blo-
kajinin bu sican modelinde inflamasyon ve oksidatif stres
ile iliskili patolojik anjiyogenezde bir azalmaya yol actigini
belirtmiglerdir (36).

Spironolakton non-selektif bir MR antagonistidir ve MR
aracili hicresel hasari inhibe eder. Daha énceki calisma-
larda 25 ve 50 mg/kg spironolakton uygulamasinin vicut
agirhgi, kan basinci, kalp hizi ve plazma elektrolit diizeyleri

gibi fizyolojik parametreler Uzerine etkili olmadigr gdsteril-
mistir (23,37). Spironolaktonun antihipertansif ve dilretik
etkisinden bagimsiz olarak koruyucu ve tedavi edici etki-
lerinin altinda yatan mekanizmalar birgok yolaga baglan-
mistir. Ozellikle spironolakton uygulamasinin anti-oksidan,
anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-anjiogenik etkili ol-
dugunu gdsteren calismalarin sayisi oldukca fazladir (18-
21,27). Ornegdin Zhao ve ark.nin yaptigi bir calismada tip
2 diyabetli sicanlarda spironolakton uygulamasinin damar
gecirgenligini dizenleyen proteinlerin sentezini artirarak re-
tinal inflamasyonu, vaskuler gegirgenligi ve 6demi azalttigi-
ni sonucta da retinopatinin erken ve ge¢ patojenik etkilerini
iyilestirdigi bildirilmigtir (38). Bagka bir calismada ise aldos-
teron uygulamasi sigandaki intraokuler basinci ylkseltme-
den retina sinir lifi tabakasinin incelmesine ve glokomatdz
optik sinir dejenerasyonuna neden olurken spironolaktonun,
retinal gangliyon hiicre kaybini ve dejenerasyonu 6nledigi
bildirilmistir (39). Ayrica spironolaktonun cesitli hayvan mo-
dellerinde kalp (40), bobrek (41), bagirsak (17), retina (26)
ve beyin (29) gibi doku ve organlarda iskemik hasara karsi
yararl etkiler sagladigini gésteren ¢alismalar da mevcut-
tur. Oyamada ve ark. spironolakton tarafindan MR aracil
sinyallemenin baskilanmasi, beyin yeniden sekillenmesi
Uzerinde enfarktls boyutunu énemli dlgtde etkileyen ROS
Uretiminin azaltiimasi ve néronlarin apoptozunun énlenmesi
gibi ndrokoruyucu etkiyi indikledigini géstermislerdir (29).
Bu nedenle spironolakton uygulamasinin koruyucu ve te-
davi edici hiicresel mekanizmalar araciligiyla hipoksik-is-
kemik kosullarda retinal ve serebral hasari azaltmada etkili
olabilecegi dusiniulmektedir (29,30). Fakat KSH modelinde
spironolaktonun beyin dokusundaki etkilerini arastiran bir
calisma bulunmamaktadir.

KSH VaD’in basglica nedeni iken bilissel ve davranigsal
dususle karakterize cesitli nérodejeneratif hastaliklarin da
patogenezine katilan énemli bir faktdrdir. 2VO, KSH’un
hayvan modelidir (2). Ayni zamanda retina ve optik siniri
de etkiler, béylece vaskuler defektlerle iligkili retina dejene-
rasyonunun mekanizmalarini ve tedavisini arastirmak igin
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faydall bir model saglar (5,8). Okuler iskemik sendromun
serebral iskeminin erken bir belirtisi oldugu ve retinal ve
beyin iskemisi arasinda anlamh pozitif korelasyon oldugu
bildirilmistir (42). KSH hiicre 6luma ile sonuglanabilen bir
dizi biyokimyasal yolagi aktive eder ve ilk olarak néronal
enerji metabolizmasi bozulur. Enerji metabolizmalarinin
bozulmasi ROS Uretiminde artisa neden olarak oksidatif
stresi tetikler. Boylece iskemi oksidatif stresi iceren komp-
leks mekanizmalarla dejenerasyona yol acgar ve retinal ve
serebral hilicre sayilarinda azalmaya neden olur (43). Be-
yin ve retina glikojen rezervuarlari agirlkli olarak sirasiyla
astrosit ve Miuller hicrelerinde bulunur. Glikojen deposu
komsu néronlara ve aksonlara enerji saglayarak, hipogli-
semi, serebral iskemi, 6grenme gibi hem fizyolojik hem de
patolojik durumlarda énemli bir rol oynar (10). Artan kanit-
lar, hiicre enerji metabolizmasindaki bozukluklarin aldoste-
ron seviyelerinin artmasiyla iligkili oldugunu gostermektedir
(27). Dahasi cesitli hayvan modellerinde spironolakton uy-
gulamasinin glikojen metabolizmasini iyilestirdigi, 6zellikle
glikojen sentazi fosforile eden ve inaktive eden glikojen sen-
taz kinaz-3 (GSK-3) dlizeylerini azaltarak etkili oldugu bildi-
rilmigtir (15,16,27,31). Calismadan elde ettigimiz bulgulara
gbére PFC’de spironolaktonun her iki doz uygulamasinin da
glikojen dizeylerini KSH grubuna kiyasla artirdigi, géz do-
kusunda ise 50mg/kg spironolakton uygulamasinin glikojen
seviyelerinin artirimasinda daha etkili oldugu saptanmigtir.
Calismamiz bu yénuyle literaturdeki diger calismalari des-
teklemektedir. Ayrica elde ettigimiz sonuglara gére PFC do-
kusunda MDA ve glikojen duzeyleri arasinda bir korelasyon
tespit edilmistir. PFC dokusunda MDA artarken glikojenin
azaldig belirlenmistir.

Serbest radikaller ve antioksidan sistem arasindaki denge-
sizligin neden oldugu oksidatif stres cesitli hastaliklarin pa-
tolojik stirecinde yer aldigi kabul edilmektedir (1). Ozellikle
beyin ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindir,
blyuk miktarlarda oksijen tiketir ve homeostazi strdirmek
icin buyuk miktarlarda ATP gerektirir, bu nedenle oksida-
tif hasara karsl hassastir. ROS’un hiicrelere zarar verdigi
mekanizmalar, hucre zarlarindaki ¢oklu doymamig asitlerin
peroksidasyonunu, DNA mutasyonlarini ve proteinlerin ve
lipidlerin nitratlanmasi ve karbonilasyonunu igerir (11). MDA
lipid peroksidasyonunun ana Granidur oksidatif stresin bi-
yolojik belirteci olarak calismalarda siklikla kullaniimaktadir
(5). Calismamizda 25mg/kg spironolakton uygulamasinin
PFC’de KSH’un neden oldugu MDA duzeylerini azaltma-
da etkili oldugu goérilmustir. Benzer sekilde spironolakto-
nun beyin dokusunda lipid peroksidasyonunu baskiladigini
ve antioksidan kapasiteyi artirdigini gdsteren calismalar
mevcuttur (17,23,30,32). Mikroglial hlcre kilttrt calisma-
sindaspironolaktonun hipoksi ile artan nikotinamid adenin
dinUkleotit fosfat (NADPH) ve oksidaz katalitik birimi (NOX)
izoformlarinin duzeylerini azaltarak mikroglial aktivasyonu
azalttigr bildirilmigtir (27).

Hucreler, oksidan molekulleri nétralize eden veya ortadan
kaldiran sUperoksit dismutaz (SOD), katalaz, GSH ve AA
gibi 6nemli antioksidanlara sahiptir (11,42). Beyindeki aza-
lan AA dizeyleri Alzheimer hastaligi, depresyon, anksiyete
ve sizofreni dahil olmak Gzere nérodejeneratif ve psikiyatrik
bozukluklarla iligkilidir (13). Ayrica AA retina, ak6z himér ve
lens dahil olmak Gzere gézde de bulunur ve gérme kaybinin
6nemli nedenleri olan katarakt ve glokomlu hastalarda AA
konsantrasyonunun azaldig bildirilmistir (44).Spironolakton
tedavisinin antioksidan etki gésterdigini bildiren calisma-
larin sayis! oldukca fazladir. Ornegdin Chen ve arkadaslari
AH modelinde spironolaktonun GSH ve hiicresel antioksi-
dan seviyelerini artirmada énemli bir transkripsiyon faktérQ
olan nikleer faktor eritroid 2-iligkili faktdr (Nrf2) duzeylerini
artirdigini rapor etmislerdir (19). Baska bir ¢alismada ise
diyabetli hayvanlarda spironolakton SOD, GSH, total anti-
oksidan kapasitesini artirirken MDA seviyelerini azaltarak
oksidatif hasari iyilestirdigi rapor edilmigtir (33). Literattrle
uyumlu olarak bu ¢alismada KSH’nun PFC’de AA asit du-
zeylerini azaltirkan spironolakton ile tedavinin AA seviye-
lerini korudugunu tespit ettik. Ayrica gbzde 25mg/kg spiro-
nolakton uygulamasi AA seviyesini KSH grubu si¢anlarina
kiyasla artirdigi bulundu. Calismamizda KSH ve spirono-
lakton uygulamasinin GSH duzeylerine etki etmedigini tes-
pit ettik.

Yasam suresinin bayuk bir bélimiinde kadinlar serebrovas-
kiler hastaliklardan korunur; ancak menopozdan sonra risk
artar, bu da seks hormonlarinin bu korumada énemli bir rol
oynayabilecegini distndurir (45). Menopoz sonrasi kadin-
larda, 6strojen ve progesteronlarin énemli élclide azalma-
sinin, AD baslangicina egilimi artirdigi varsayilmaktadir.
Toplam yasamlarn boyunca Ozellikle &strojen maruziyeti
kisa olan kisilerde vaskiler demans goérilme riskinin arttigi
gbsterilmigtir (46).

Bu ¢alisma sonucunda cerrahi menopoz modelinde spiro-
nolaktonun g6z ve PFC dokularinda glikojen diizeylerini ve
AA seviyelerinde artis saglayarak ve KSH ile olusturulan
hipoksik-iskemik hasari azaltan yararl etkisi gértimastur.
Bu sonuclar retinal ve serebral dejenerasyon yaratan pa-
tolojilerde MR antagonizminin yeni bir tedavi yaklasimi ola-
bilecegini géstermektedir. Altta yatan patofizyolojik meka-
nizmalarin aydinlatilmasi i¢in yapilacak ayrintil ¢calismalara
ihtiyac bulunmaktadir.
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