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MAKALE -

BiLGISI 0z

Gonderilme Tarihi: Amac: Cevresel zenginlestirmenin iskemiye veya travmaya bagh
22.11.2019 gelisen patolojilerde hasar1 azalttigl cesitli calismalar tarafindan
Revizyon: gosterilmistir. Bilateral karotid arter okliizyonu (2VO) kapiller
16.12.2019 damar hasarina, 6zellikle optik sinir ve retinada dejenerasyona neden
Kabul: olmaktadir. Bu g¢alismanin amaci ¢evresel zenginlestirmenin 2VO
21.12.2019 yapilan si¢anlarda retinal oksidatif stres ve C vitamini {izerine
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Anahtar Kelimeler:

Cevresel zenginlestirme, Karotid
arter okliizyonu, Oksidatif stres,
Retina

etkisini incelemektir.

Gerec ve Yontemler: Caligmada 24 adet Wistar albino erkek sigan
(250-300 g) kullanildi. Denekler rasgele olmak iizere kontrol,
2VO+standart ¢evre (N), ve 2VO+zenginlestirilmis ¢evre (EE)
olarak 3 gruba ayrildi. 2VO kalici1 bilateral karotid arter okliizyonu
ile gergeklestirildi ve EE 4 hafta boyunca uygulandi. Deney sonunda
g6z dokularinda malondialdehid (MDA), indirgenmis glutatyon
(GSH) ve askorbik asit diizeyleri ol¢tildii.

Bulgular: Cevresel zenginlestirme standart g¢evre grubu ile
karsilastirildiginda retinal MDA seviyelerini azaltti. 2VO g6z
dokusunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeylerini ve
C vitamini miktarin diigiirdi. (p<0.05). EE standart ¢evre grubuna
kiyasla GSH seviyelerini diizeltti. Fakat EE’nin retinal askorbik asit
diizeylerini etkilemedigi gozlendi (p>0.05).

Sonug¢: Bu calismanin sonuglari ¢gevresel zenginlestirmenin 2VO ile
retinada olusan oksidatif stresi azaltmada etkili olabilecegini
gostermektedir.

© 2019 Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Her hakki saklidir.
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ARTICLE

INFORMATION ABSTRACT
Date of Submission Aim: Various studies have shown that environmental enrichment
22.11.2019 reduces the tissue damage in ischemia or trauma-related pathologies.
Revision: Bilateral carotid artery occlusion (2VO) leads to capillary vessel
16.12.2019 damage, especially degeneration of the optic nerve and retina. The
Accepted: aim of this study was to investigate the effect of environmental
21.12.2019 enrichment on retinal oxidative stress and vitamin C in 2VO rats.
Material and Methods: 24 Wistar Albino male rats (250-300 g)
Correspondence Author: were used in the study. The rats were randomly separated into 3
Inci Turan groups as the control, 2VO+ standart environment (SE), 2VO+
dr.incituran@gmail.com environmental enrichment (EE). 2VO was induced by permanent
Key Words: bilateral carotid artery occlusion and EE was performed for 4 weeks.

Environmental enrichment,
Carotid artery occlusion,
Oxidative stress, Retina

At the end of this period malondialdehyde (MDA), reduced
glutathione (GSH) and ascorbic acid levels were measured in eye
tissues.

Results: Environmental enrichment reduced retinal MDA levels
compared with the standard environmental group. 2VO decreased
GSH levels and vitamin C compared with control group in eye
tissues. EE ameliorated GSH levels compared to standard
environmental group. However, EE did not affect retinal ascorbic
acid levels.

Conclusion: The results of this study show that environmental
enrichment may be effective in reducing 2VO induced oxidative
stress in the retina.

© 2019 Zonguldak Bulent Ecevit University All rights reserved.
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Giris

Vaskiiler demans (VD), hemorajik veya iskemik
serebrovaskiiler hastaliga bagli kognitif bozukluk ile
karakterize klinik bir durumdur. Demans tiirleri
arasinda en sik gozlenen ikinci tiirdiir. VD’1n kesin
nedeni tam olarak anlagilamamasina ragmen,
calismalar VD  gelisiminin  kronik serebral
hipoperfiizyon (CCH) ile yakindan iliskili oldugunu
gostermigtir (1). Karotid arterlerin kalict bilateral
okliizyonu (2VO), hipokampal néronlarin ilerleyici
kaybina, kolinerjik islev bozukluguna ve bilissel
bozukluga yol agan CCH modelidir. 2VO, g6z kan
akiminda orta dereceli bir azalmaya yol agcar,
boylece retinayr ve optik siniri etkiler (2,3).
Dolayistyla 2VO, vaskiiler defektlerle iligkili retina
dejenerasyonunun mekanizmalarint ve tedavisini
arastirmak icin yararlt bir model saglar (2). Ayrica
karotis arter stenozu, okiiler iskemik sendroma
neden olabilir (4).

Iskemi, diyabetik retinopati, glokom ve yasla
iligkili makiiler dejenerasyon gibi birgok retinal
hastaligin  patofizyolojisini  belirleyen baslica
faktorlerden biridir. Retinal hipoksi ve iskemi, hiicre
Olimii ile sonuglanan bir dizi tetikleyici reaksiyon
bagslatarak ndronal enerji metabolizmasini etkiler (5).
Enerji metabolizmalarinin bozulmasi serbest oksijen
radikallerinin iretiminde artisa neden olarak
oksidatif stresi tetikler. Bdylece retinal iskemi
oksidatif stresi igeren kompleks mekanizmalarla
retinanin biitlin tabakalarinda dejenerasyona yol acar
ve retinal hiicre sayilarinda azalmaya neden olur.
Ancak 2VO srasinda gelisen retinal hasarin
patofizyolojisi hala tam olarak anlasilamamistir.
Cevresel zenginlestirmenin (EE) sinir sisteminin
gelisimini etkiledigi gibi gorsel sistemi de etkiledigi
bildirilmistir. EE’nin iskemik ve travmatik hasarlara
bagli lezyonlar1 azalttif cesitli galigmalar tarafindan
kanitlanmistir (6,7). Sicanlarda erken postnatal ve
hatta prenatal zenginlestirmenin retinal gelisimi
hizlandirdig1 gosterilmistir. Son zamanlarda ¢evresel
zenginlestirmenin retinanin neonatal lezyonunda
koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir (8). Bu
¢alismanin amact g¢evresel zenginlestirmenin 2VO
ile olusturulan iskemik okiiler hasarda oksidatif stres
iizerine ve askorbik asit diizeylerine olan etkisini
incelemektir.

Gerec¢ ve Yontemler

Deneylerde ~ Zonguldak  Biilent  Ecevit
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezinden (etik kurul no:2015-13-
01/07) elde edilen 250-300 gr agirlhigindaki 10

haftalik erkek Wistar Albino siganlar kullanildi. 24
adet sican tartildi ve rastgele ii¢ gruba ayrildi:

(1) Kontrol standart ¢cevre ( N ), n = 8; Standart
kafeslerde yasatilan grup,

(2) 2VO cerrahi + standart gevre (2VO + N), n =§;
Cerrahi prosediir uygulanip, standart kafeslerde
yasatilan grup,

(3) 2VO cerrahi + gevresel zenginlestirme (2VO +
EE), n = 8. Cerrahi prosedir uygulanip
zenginlestirilmis ¢evrede yasatilan grup.

2VO Hayvan Modeli

Cerrahi islem uygulanacak gruplarin 1 (bir) giin
oncesinden gida ve su tiiketimi kisitlandi. Sicanlara
70 mg/kg ketamin HCI ve 10 mg/kg Ksilazin HCL
intraperitonal enjeksiyonu ile genel anestezi
uygulandi. Aseptik hazirliktan sonra boynun sag
tarafina 2 cm’lik bir insizyon yapild1 ve kas ile fasya
tabakalar1 disseke edilerek internal karotid arterlere
ulasildi. Internal karotid arterlere komsu dokular
ozellikle vagus siniri dikkatlice disseke edildi ve
internal karotid arter steril 3.0 ipek iplikle kalici
olarak baglandi. Operasyon alani kapatilarak gerekli
pansumanlar yapildi. Hayvanlarin oliim riskini
azaltmak i¢in Once sag taraf karotid arter, 1 (bir)
hafta sonra ise sol taraf karotid arter kalici olarak
okliize edildi (9).

Cevresel Zenginlestirme

Zenginlestirilmis ¢evre icin sigan, oyuncaklar,
farkli renk ve sekillerde tiineller, kosu bantlar1 ve
ahsap veya metal merdivenler ve platformlar gibi
nesneleri iceren 0zel olarak tasarlanmis kafes (90 cm
x 75 cm x 45 cm yiiksek) i¢inde 4 (dort) hafta
boyunca tutuldu (10). Nesneler giinliik olarak
degistirildi. (N) gruplart standart laboratuar
kafesinde ek herhangi bir nesne igermeden tutuldu
(Resim 1).

Resim 1. Zenginlestirilmis ¢evre kafesi
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Hayvanlar 1 ay boyunca standart kafes veya ¢evresel
zenginlestirme kafeslerinde tutuldular. Deney
sonunda hayvanlar yiiksek doz anestezi ile sakrifiye
edilerek g6z dokulari ¢ikarildi ve analizlerin
yapilacag giine kadar -80 C de bekletildi.

MDA Tayini

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan ve bir
indikator olarak kullanilan MDA seviyesi Casini ve
arkadaglarinin metodu esas alinarak calisildi (11).
Analizler i¢in -80 derecede saklanan goz doku
orneklerinin  buz iginde ¢oziinmesi beklendi.
Ardindan dokular tartildi. Tartilan dokunun 1
gramma 9 ml olacak sekilde soguk %10’luk
triklorasetik asit eklendi ve mekanik
homojenizatorde homojenizasyon saglandi.
Homojenat 15 dakika santrifiij edilip (18-20 °C’de
3000g’de) elde edilen 1,5 ml siipernatan
mikrosantrifiij tliplerinde 8 dakika daha santrifijj
edildi (18-20 °C’de 3000g’de). Ortaya ¢ikan 750 pl
stipernatan iizerine %1’lik butilhidroksi toluenden
(BHT, Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) 10
ul eklendi. Uzerine 750 pl %0,67’lik tiyobarbitiirik
asit (TBA, Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO,
USA) eklendi. Karisim 15 dakika kaynatildi. Elde
edilen 6rnekler 535 nm’de spektrofotometrik olarak
okundu.

GSH Tayini

Major endojen antioksidan olan GSH seviyeleri
Aykac ve arkadaslarinin metoduna gore calisildi
(12). MDA o6lgiimiinde kullanilan yontemle elde
edilen 250 pl Ornek siipernatana 1 ml 0,3M
Na2HPO4 (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO,
USA) eklendi. Uzerine 125 pl ditiobisnitrobenzoat
(Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) eklendi.
Ornekler  vorteksleme sonrast 412 nm’de
spektrofotometrede okundu.

Tablo 1. Cevresel Zenginlestirmenin Retinal Oksidatif Strese Etkisi

Askorbik Asit (AA) Tayini

Askorbik asit seviyesi Roe ve Keuther’in metodu
esas almarak calisild1 (13). -80 derecede saklanan
gdz doku orneklerinin buz icinde c¢oziinmesi
beklendi ve dokular tartildi. Tartilan dokunun 1
gramina 9 ml olacak sekilde soguk perklorik asit ve
0.1 mg etilendiamintetraasetik (PCA / EDTA)
eklendi ve mekanik homojenizatorde
homojenizasyon saglandi. Homojenat 3 dakika
santrifiij edildi (4 °C’de 15000g’de) ve siipernatan
elde edildi. Bir santrifiij tiipiine ortaya ¢ikan 200 pl
siipernatan, 200 pl standart ve 50 pl renk reaktifi
(% 0.6 bakir siilfat,% 5 tiyolire ve 2,4-
dinitrofenilhidrazin, 1: 1: 20) eklendi. Ornekler 37
°C’de 3 saat su banyosunda tutulduktan sonra 0
°C’ye sogutuldu ve 300 pl % 65’lik siilfirik asid
eklendi. Elde edilen Ornekler 515 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL,USA) programi kullanilarak yapildi.
Degerler medyan (min-max) olarak ifade edildi.
Gruplar arasindaki farklillk ve alt gruplarin
kargilagtirilmasi i¢in Kruskal-Wallis post hoc Dunn
testi kullanildi. Tiim degerlendirmeler igin p<0.05
degeri anlamli kabul edildi.

Bulgular

MDA sonuclar

GOz dokularinda 2VO  sonrasinda lipid
peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeyleri
artmus ancak istatistiksel olarak anlamsiz bulundu.
Cevresel zenginlestirme (EE) yapilan grup standart
gevre  kosullariyla  kiyaslandiginda ~ MDA
diizeylerinin azaldig: tespit edildi (Tablo 1)(Sekil
1)(p<0.05).

MDA 45 (43-49) 52 (47-57) 36 (27-41) & 0.001
GSH 7.5 (6-10) 4.5(3-5)" 8(6-11) & 0.001
AA 2.27 (1.21-3.41) 1.31(1.21-1.36) * 1.38 (0.98-1.41) * 0.006

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir. * N’e gore, & 2VO+N gore (p<0,05). MDA: Malondihaldehid
(nmol/gr). GSH: Indirgenmis glutatyon (umol/gr). AA: Askorbik asit (nmol/gr).
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GSH sonuglart

GSH diizeyleri olgiildiigiinde karotid arter
okliizyonu GSH diizeyini kontrol grubuna gore
onemli dl¢lide azaltti. Cevresel zenginlestirmenin bu
azalmayr anlamli olarak diizelttigi ve kontrol
seviyelerine yiikselttigi goriildii (Tablo 1)(Sekil 2).

Askorbik asit sonuglar

Bilateral karotid arter okliizyonu géz dokusunda
askorbik asit diizeylerini anlamli olarak azaltt1.
Cevresel zenginlestirmenin ise askorbik asit
diizeylerine herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit
edildi (Tablo 1)(Sekil 3).

60

N
(e}
]

MDA nmol/gr doku
[\®}
(e}

N 2VO+N 2VO+EE

Sekil 1: Goz dokusu MDA diizeyleri, degerler
ortanca seklinde verilmistir. & 2VO+N grubuna gore
(p<0.05).

(]

ee}

GSH pmol/gr doku
B N

[\

N 2VO+N 2VO+EE

Sekil 2: Go6z dokusu GSH diizeyleri, degerler
ortanca seklinde verilmistir. * N’e gore. & 2VO+N
grubuna gore (p<0.05).

—_ [\ (9%}

Askorbik Asit nmol/gr doku

(]

N 2VO+N 2VO+EE

Sekil 3: G6z dokusu askorbik asit diizeyleri, degerler
ortanca seklinde verilmistir. * N’e gore (p<0.05).

Tartisma

Caligmadan elde edilen sonuglar, c¢evresel
zenginlestirmenin karotid arter okliizyonu ile olusan
okiiler hasari, oksidatif stresi azaltarak ve
antioksidan molekiilleri arttirarak hafifletebilecegini
gostermektedir. EE karotid arter okliizyonu ile
azalan askorbik asit diizeylerinde ise herhangi bir
degisiklik yaratmamistir. Dolayisiyla ¢evresel
degisikliklerin ~ retinal  hasarlarda  belirleyici
faktorlerden biri oldugu 6nerilebilir.

Cevresel zenginlestirme, noronal yaralanmalarin
etkilerini azaltma potansiyeline sahip popiiler bir
stratejidir.  Zenginlestirilmis ortamlarin  toksik,
iskemik ve travmatik hasarlarda koruyucu oldugu
gosterilmistir ve retina iizerinde de koruyucu etkileri
oldugu ¢esitli calismalarda kanitlanmistir (8,14,15).
Bu nedenle, ¢evresel zenginlestirme retinal iskemik
lezyonlara kars1 iyi bir koruyucu uygulama olarak
goriiliir (8).

Cevresel zenginlestirme, sosyal etkilesim,
fiziksel egzersiz ve siirekli 6grenme gorevlerinin
kombinasyonunu igeren bir uyari artisidir. Cevresel
zenginlestirmenin koruyucu etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar birgok yolaga baglanmistir. Ozellikle
ndronlarda dendrit sayilarini, dallanma ve spinleri
arttirdigi, glial hiicre sayilarinda artiga neden oldugu,
inflamasyonu azalttig1, mikrogliyal fagositozu
arttirdigt  ve  hipokampiiste  anjiogenez  ve
norogenezde etkili oldugu gosterilmistir (16,17).
Dogumdan itibaren EE'ye maruz birakilan farelerin,
standart cevre kosullarina sahip kontrollerle
kargilagtirildiginda gérme keskinliginin arttigt ve
gorsel sistemin performansinin, gorsel ortamin
zenginliginden biiylik Olciide etkilendigi
gosterilmistir (18). Ayrica EE oksitleyici siiregleri
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zayiflatir ve Alzheimer hastaliginda antioksidan
savunma mekanizmalarini tetikler (16).

Caligmalar 2VO sirasinda, retinadaki kan
akisinin, beyin kan akisma gore daha ciddi sekilde
azaldigini  gostermislerdir ve bu  durumun
hipoperfiizyon swrasinda goz i¢i basincinin
artmasindan kaynaklandigini ileri stirmiislerdir (3).
Bilateral karotid arter okliizyonu sirasinda alinan
elektroretinogram kayitlarinda fotoreseptor, bipolar
ve Miiller hiicre diizeylerinin etkilendigi ve b
dalgalarmin azaldig1 tespit edilmistir. Bilateral
karotid arter okliizyonu sonrasinda retinal gangliyon
hiicrelerinin ve fotoreseptorlerin  hasarlandig1
bildirilmistir  (3). Ayrica  kronik  serebral
hipoperfiizyonun yol actig1 retinal iskemi, hiicre
olimii ile sonuglanabilen bir dizi tetikleyici
reaksiyonu baslatir. 1lk olarak noronal enerji
metabolizmasi bozulur (5). Mitokondriyal enerji
metabolizmasinin ~ bozulmasi  serbest  oksijen
radikallerinin olusumu ve oksidatif stresin meydana
gelmesinde temel mekanizmadir (19). Serbest
oksijen radikallerinin birikmesi DNA ve lipid
peroksidasyonuna neden olarak hiicrelerin apoptozis
veya Oliimiine neden olmaktadir. MDA lipid
peroksidasyonunun son iriliniidiir ve bir belirteg
olarak kullanilmaktadir (19). Bu c¢alismada 2VO
yapilan siganlarin géz dokularinda oksidatif stresin
bir gostergesi olan MDA diizeyleri c¢evresel
zenginlestirme ile azalmistir. Benzer sekilde 2VO
uygulanan ratlarda ¢evresel zenginlestirmenin beyin
dokusunda lipid peroksidasyon seviyesinde azalma
ve antioksidan enzim miktarlarinda artmaya neden
oldugu bagka c¢alismalarda gosterilmistir (16).
Calismamiz bu yoniiyle literatiirii desteklemektedir.
Sun ve arkadaglar1 (2016) posttravmatik beyin
dokusunda ¢evresel zenginlestirmenin  beyin
dokusunda oksidatif stresi ve NADPH enzim
diizeylerini azalttigini géstermislerdir (20). Dorfman
ve arkadaslart ¢evresel zenginlestirmenin retinal
iskemide glutamat toksisitesinde azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir (5) .

Iskemi ile tetiklenen oksidatif stresin yaratacag1
hasar  antioksidan = mekanizmalarin  devreye
girmesiyle onlenmeye c¢alisilir. En 6nemli endojen
antioksidan enzimlerden biri olan GSH’1n iskemi ile
azaldigi bircok caligmada gosterilmistir (21,22).
Yapilan yeni bir c¢alisma toluene maruz kalan
farelerde hipokampiis ve prefrontal korteks
bolgelerinde azalan GSH seviyelerinin ¢evresel
zenginlestirme ile normal seviyelere yiikseldigini
gostermigtir  (23). EE’nin  yalnizca GSH
seviyelerinde degil siiperoksit dismutaz ve glutatyon
S-transferaz  gibi  diger antioksidan enzim
diizeylerini arttirdigida gosterilmistir (23,24). Bizde

calismamizda 2VO ile retinada azalan GSH
seviyelerinin zenginlestirilmis c¢evre ile kontrol
diizeylerine yiikseldigini gozlemledik. Bu ydniiyle
EE antioksidan sisteme katki1 sagliyor ve olas1 yararl
etkilerini antioksidan etkisi ile ortaya c¢ikariyor
olabilir.

Askorbik asit beyin dokusunda ve noéronlarda
bulunan ve suda ¢Oziinen Onemli antioksidan
molekiillerdendir.  Fizyolojik kosullar altinda
askorbik asit serbest oksijen radikallerine kars
savunmada diger hiicresel antioksidan molekiiller ile
birlikte ¢alisir (25). Askorbik asit merkezi sinir
sisteminin  sinyal yolaklarinda ©nemli roller
iistlenmektedir. Ozellikle retinada askorbik asit icin
yiiksek afiniteli bir tagima sistemi tanimlanmigtir
(26). Inme gibi beyin iskemisi yasanan durumlarda
askorbik asit seviyesinin azaldigi bildirilmektedir
(27). Calismamizda 2VO uygulamasi ile retinal
askorbik asit diizeyleri dnemli miktarda azalmustir.
Azalan askorbik asidin antioksidan dengeyi negatif
etkiledigini disiiniirsek bu durum 2VO sirasinda
olusan retinal hasar1 arttirtyor olabilir. Cevresel
zenginlestirmenin  ise  azalan  askorbik  asit
diizeylerinde iyilestirici herhangi bir etkisi
saptanmamustir.

Bu calisma sonucunda cevresel
zenginlestirmenin g0z dokusunda lipid
peroksidasyon seviyesinde azalma ve indirgenmis
glutatyon enzim seviyelerinde artma saglayarak
2VO ile olusturulan retinal kronik iskemik hasari
azaltan yararli etkisi goriilmigstiir. Bu sonuglar
retinal dejenerasyon yaratan patolojilerde gevresel
zenginlestirmenin  yeni bir tedavi yaklasim

olabilecegini gostermektedir. Altta yatan
patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi igin
yapilacak ayrintili calismalara ihtiyag
bulunmaktadir.
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