Kocatepe Tip Dergisi

The Medical Journal of Kocatepe
7: 63-67/ Eyliil 2006

Afyon Kocatepe Universitesi

MK-801 Verilen Ratlarin Cerebellumun’da Makromolekiiler
Oksidasyon ve Cape’nin Koruyucu Etkisi

The Macromoleculer Oxidation in Cerebellum of Rat Exposed To MK-801
and The Protective Effect of Cape

Birsen OZYURT!, Hiiseyin OZYURT?, Fatih EKICT’,
Hasan ERDOGAN®, Mustafa SARSILMAZ*

[Gaziosmanpa,sa Universitesi T 1p Fakiiltesi, Anatomi AD. Tokat,
? Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD. Tokat,
? Gaziosmanpagsa Universitesi Tip Fakiiltesi Psikoloji AD. Tokat,
* Furat Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi AD., Elazig.

OZET: Bu calismanin amact MK-801 ile olusan
norotoksisitede oksidatif stresin etkisini incelemek,
oksidatif stresin 6nlenmesi ile prognozun diizelebilecegi-
nin gosterilmesidir. MK-801 en norotoksik NMDA resep-
tor antagonistlerinden biridir. Wistar Albino ratlar 3 gruba
ayrildi: 1.grup: Kontrol, 2. grup: MK-80:1, 3. grup: MK-
801+CAPE. MK-801 bes giin intraperitoneal verildi. Te-
davi grubuna MK-801’e maruzken CAPE verildi. Kontrol
grubuna aym siirede serum fizyolojik intraperitoneal ve-
rildi. 7 gin sonra ratlar dekapitasyonla 6ldiiriildii.
Serebellumlar1 biyokimyasal analizler igin ¢ikarildi.
Oksidatif stres parametresi olan Nitrik oksit (NO) yan1 sira
Malondialdehit (MDA) ve Protein karbonil (PC) seviyeleri
kontrol  ile  karsilastirildiginda ~ MK-801  grubu
serebellumunda anlamli artmisti. CAPE ile tedavi edilen
grupta NO, MDA ve PC seviyesi MK-801 grubu ile karsi-
lastirlldiginda ise anlamli azaldi. Bu ¢aligmanin sonuglari
serebellumda MK-801 ile olusan norotoksisitenin
patogenesizinde oksidatif stresin dnemli rolii oldugunu or-
taya koydu. Bu deneysel ¢alisma aym zamanda MK-801
ile olusan norotoksisite tizerine CAPE’nin koruyucu etkisi
olabilecegi yoniinde bazi deliller saglar.
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ABSTRACT: The aims of this study were to investigate
the contribution effect of oxidative stress in MK-801 in-
duced neurotoxicity, and to show that prevention of oxida-
tive stress may improve prognosis. MK-801 was shown to
be one of the most neurotoxic NMDA receptor antago-
nists. Wistar Albino rats were divided into three groups: 1.
group: control group, 2. group: MK-801, 3. group: MK-
801+CAPE group. MK-801 was given intraperitoneally
for five days. CAPE was given to the treatment group
while exposed MK-801. In control group, saline was given
intraperitoneally at the same time. After 7 days, rats were
killed by decapitation. Cerebellums were removed for bio-
chemical analyses. Malondialdehyde, protein carbonyl, as
well as nitric oxide levels as oxidative parameters, levels
was found to be increased significantly in cerebellum of
MK-801 group compared to control group. In CAPE
treated rats, cerebellum tissue malondialdehyde, protein
carbonyl, nitric oxide levels were significantly decreased
when compared to MK-801 groups. The results of this
study revealed that oxidative stress in cerebellum may
play an important role in the pathogenesis of MK-801-
induced neuronal toxicity. This experimental study also
provides some evidences for the protective effects of
CAPE on MK-801-induced changes in cerebellum.
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GIRiS

Son yillarda, NMDA (N-metil D-aspartat)
glutamat reseptor sisteminin sizofrenide potansiyel
rolii olduguna yonelik artan ¢aligsmalar mevcuttur.
1950°li yillarda disosiyatif anestezik olarak kullani-
lan fensiklidin’in (PCP) insanlarda sizofreni benzeri
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psikotik semptomlara neden oldugu goriilmiistiir.
Klinikte PCP ve diger non-kompetitif reseptor anta-
gonistlerinin saglikli gonillillerde denenmesi, akut
sizofreniden ayrilamayan, negatif semptomlarla, dii-
siince bozuklugu ve hallusinasyonlarin oldugu psi-
koz tablosunu olusturmustur. Bu gozlemler sizofreni
caligmalari i¢in ilging bir ilag modeli olarak PCP de-
neysel psikoz modelinin gelistirilmesine yol agmistir
(1). NMDA blokajt yapan diger ilaglarla ardisik ya-
pilan ¢aligmalar akut psikotik reaksiyonlar tetikler
ve bu nedenle NMDA glutamat reseptér fonksiyo-
nundaki bozuklugun sizofreni patofizyolojisinde
model olabilecegi goriildi. NMDA reseptor blokaji-
nin  sonucu  serebral  kortekste  eksitator
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norotransmitterlerin fazla salinimi ve postsinaptik
noronlarin ardisik stimuliisyonu NMDA reseptor
hipofonksiyon (NMDARHipo) durumunu olustura-
cagi ve goriilen davranis degisikliklerini agiklayabi-
lecegi belirtildi (2).

NMDA antagonistlerinin uzun bir listesinin
PCP psikozuna benzer sekilde insanda kusursuz
psikotik reaksiyonu tetikledigi test edilmistir (1).
Uzamis NMDARHipo durumu irreversibil dejene-
rasyona ve ¢ogu kortikolimbik beyin néronlarinin
6liimiine sebep olur (3). Tahminen néronlardaki bu
hiperstimiilasyon psikotik semptom olugsmasina yar-
dimct  olur.  Béylelikle hayvan  modelleri,
NMDARHipo hiperstimiilasyonu ve néron zedelen-
mesini 6nlemede farmakolojik yaklagimlar i¢in firsat
vermektedir (1).

NMDA  reseptorleri, PCP ve MK-801
(dizocilpine)  [(5R,10S)-(+)-5-methyl-10,11-dihydro-
5H-dibenzo (a,d)-cyclohepten-5, 10-imine hydrogen
maleate)] tarafindan inhibe edilmektedir (4,5). PCP ya
da MK-801’in sistemik ya da lokal verilmesi,
mezokortikal ve mezolimbik dopamin noronlarinda
ciddi bozukluga sebep olmus, davranis degerlendirme-
lerinde ise kaginma cevaplari, lokomotor aktivasyon,
ataksi ve stereotipik davranislarda anlamli degisiklikler
tespit edilmistir (6,7). Andine ve arkadaslarinin yaptik-
lar1 ¢aligmada, psikoz modeli olarak ratlarda MK-801
ile olusan davranis degisiklikleri, 1100 Sprague
Dawley cinsi rat {izerinde doz, yas, cinsiyet farkliliklar
ile gaz kromatografik metoduyla MK-801’in plazma ve
beyin analizleri yapilarak tespit edilmistir. Yine MK-
801 ile psikoz olusturulan gruplara verilen
noroleptiklerin insandaki antipsikotik etkilerine korele
olarak olusan davranislan bloke ettigi goriilmistiir (7).
Boylelikle yeni ve daha iyi antipsikotik ajanlarin de-
nenmesi amaciyla psikoz modeli olabilecegine karar
verilmigtir. Davranig ¢aligmalarinda koordineli veya
koordineli olmayan lokomotor aktivite artisi, iki ayak
tizerine kalkma, havay1 koklama, bas sallama, kaginma,
bir alandan 6biir alana gegis, kendi etrafinda donme,
diisme, yuvarlanma, hayvanlarin kendine ¢eki diizen
vermelerinde eksiklik, ataksik davranislar tespit edilmis
ve sizofreni modeli olarak kullanilmistir (8,9,10). Sigan
serebellum ve beyin sapinda, PCP ve MK-801 ile olu-
san Fos immiinoreaktivitesine bakilan bir ¢alismada bu
ilaglarin serebellar eksitasyon meydana getirdigi go-
rilmiistiir (11).

Biz yaptigimiz bu ¢alismada, MK-801 verilen
ratlarda goriillen ataksik davranisin  temelinde
oksidatif hasari tespit etmeyi ve antioksidan bir
madde olan Kaffeik asit fenetil ester (CAPE) nin
oksidatif parametreler lizerine diizeltici rolii olup
olmadigini saptamay1 planladik.
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada yerel etik kurul onay1 alinarak, 21
Wistar Albino rat, rastgele secilen 3 gruba ayrildi.

1.  grup:  %0,9’luk  serum  fizyolojik
intraperitoneal (IP) yolla giinde bir kez (1x1) 5 giin
uygulandi.

2. grup: 0.5 mg/kg/giin dozunda MK-801 1x1
kez IP olarak 5 giin uygulandu.

3. grup: 10 pmol/kg dozunda CAPE 1x1 kez IP
olarak 6 giin uygulandi. MK-801’de uygulanan bu
ratlara CAPE tedavisi 1 giin 6nce uygulanmaya bas-
landi. Deneyin 7. giiniinde tiim ratlar dekapite edile-
rek beyin dokulari ¢ikartildi ve serebellumlari ayrila-
rak biyokimyasal islemler i¢in donduruldu.
Serebellum dokusunda NO, MDA ve PC diizeyleri
spektrofotometrik yontemle ol¢tildil.

Nitrik oksit miktarmin tayini: Viicutta iireti-
len NO saniyeler iginde okside olarak 6nce azot
diokside (NO,) sonra NO,  ve NO;™ doniisiir. Doku
homojenatindaki spesifik olmayan reaksiyonlar
meydana gelmesini 6nlemek i¢in homojenatlart dnce
deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat konsant-
rasyonlar1 Griess reaksiyonu ile belirlendi (12). To-
tal nitrit (nitrit+nitrat) konsantrasyonu modifiye
kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirildi.
pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmi-
yum graniilleri deproteinize 6rnek siipernatanti ile
90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu
saglandi.  Sulfanilamid ve buna bagh N-
naphthylethylene diamin (NNDA) diazotizasyonuyla
reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okunmasi ile indirek
NO ol¢timii yapildi. Sonuglar pmol/g yas doku ola-
rak ifade edildi.

Tiyobarbitiirik  asit reaktif maddeleri
(TBARS) miktarmin tayini: Esterbauer ve
Cheeseman’nin metodu ile ¢alisild1 (13). Asidik or-
tamdaki tiyobarbitiirik asit ile 90-95°C’de reaksiyo-
na giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS,
pembe renkli kromojen meydana getirir. Onbes da-
kika sonra hizla sogutulan 6rneklerin absorbanslari
532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Sonug-
lar nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Protein karbonil (PC) miktar1 tayini: Metod;
karbonil grubunun 2,4-dinitrofenil hidrazin ile reak-
siyona girerek 2,4-dinitrofenilhidrazon olusturmasi
prensibine dayanir (14,15). 2,4-dinitrofenilhidrazin
oksidasyona maruz kalmis proteinlerde agiga ¢ikan

karbonil gruplarinin  gosterilmesinde kullanilan
ajandir. 2M  HCl igerisinde hazirlanan 2,4-
dinitrofenilhidrazin  soliisyonunun homojenattaki
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karbonil igerigi ile reaksiyona girmesi saglandi, eta-
nol/etil asetat karigimu ile yikanan ¢6kelti bir sonraki
asamada 100 mM NaOH ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziil-
mesinden sonra 360 nm’de spektrofotometrik olarak
6l¢tim yapildi. Sonuglar; nmol/mg protein olarak
ifade edildi.

Istatistik: Sonuglar Windows uyumlu SPSS
programi ile degerlendirildi. Gruplarin normal dagi-
Iim gosterip gostermedigi Kolmogorov Smirnov tes-
ti ile incelendi. Tiim parametrelerde normal dagilim
gostermesinden dolay1 parametrik testler kullanildi.
Parametrik testlerden One-Way ANOVA testi ve
Post Hoc testlerden LSD uygulandi. Sonuglar orta-
lama + standart hata olarak verildi. p degeri 0.05 den
kiigiik olanlar anlamli olarak kabul edildi.

SONUCLAR

MK-801 verilmesinden sonra biyokimyasal ola-
rak incelenen serebellumda, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA (p<0.001),
protein oksidasyonunun géstergesi olan PC (0.045)
ve NO (p< 0.0001) diizeyinin kontrol grubu ile kar-
silastirildiginda anlaml olarak arttig1 tespit edilmis-
tir. Calisgmamizda CAPE’nin bu parametreler iize-
rinde diizeltici etkisi oldugu (p< 0.004 MDA ig¢in,
p< 0.0001 PC igin, p< 0.008 NO i¢in MK-801 grubu
ile karsilagtirildiginda) ve kontrol grubu ile arasinda
anlaml farklilik olmadigi tespit edilmistir. CAPE
verilen grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda
CAPE’li grupta PC seviyesinin anlamli olarak diis-
tigu goriilmustiir (p< 0.003).

TARTISMA

Reaktif oksijen {iriinlerinin (ROS) artmasi
ve/veya antioksidan savunma sisteminin azalmasi ile
olusan oksidatif stres, membran fosfolipidleri 6zel-
likle esansiyel ¢oklu doymamis yag asitlerinin ester-
lesmesine, membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonuna, protein ve DNA hasarina sebep
olmaktadir (16). Sinir hiicreleri ve beyin dokusu
oksidatif hasara viicudun diger dokularindan daha
fazla yatkindir. Beyinde oksidatif stresin ROS atag-
nin sebep oldugu akut dénemdeki en 6nemli olay li-
pit peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu sonucu
ag1ga ¢ikan yikim iiriinleri olan MDA, tiyobarbitiirik
asit ile reaksiyona girebilen bilesikler aracilig: ile
ol¢iilmektedir. Bu bilesiklerin ortamda bulunmasi
oksidatif stres oldugu 6ngoriilmektedir (17).

Sizofrenide oksidatif stresin aragtirildig: klinik
caligmalarda, oksidatif hasar1 gostermede 6nemli bir
parametre olarak MDA diizeyinin artmis oldugu sap-
tanmustir (16,18,19). Bizim bu ¢alismamizda, MK-
801 verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildigin-
da istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi go-
riilmektedir. Yaptigimiz literatiir taramalarinda, de-
neysel hayvan psikoz modelinde oksidatif hasarin
arastirildigi az sayida makale vardir (20). Bu ¢alisma
ile sonugta lipit peroksidasyonunun énemli bir bul-
gusu olan MDA diizeylerinin deneysel sizofreni mo-
delinde artt131, CAPE verilen grupta ise azaldig1 ve
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu go-
rillmistiir. Yine son yillarda lipitlerin peroksidatif
son yikim Uriinii olan MDA disinda, proteinlerin
oksidatif hasar1 sonucu agiga ¢ikan protein karbonil
ile ilgili ¢alismalar yogunluk kazanmstir. Ancak
oksidatif hasar1 saptamak i¢in kullanilan bu
markirlar sizofreniye 6zgli olmay1p biitiin serbest ra-
dikal hasarinin incelendigi galigmalarda parametre
olarak kullanilmaktadir. Yapmig oldugumuz calig-
mada ise psikoz grubuna ait beyin dokusunda
oksidatif hasarin gostergesi olarak MDA diizeyinde-
ki anlamli degisiklikle beraber protein karbonil dii-
zeyi ve nitrik oksit seviyesinin de kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmis oldugu tespit edilmistir.
NO ise L-arginin’den NO sentaz enzimi araciligiyla
sentezlenir. NO biyolojik noral messenger molekiili
olarak bilinmesi yaninda santral sinir sisteminde
toksik reaktif serbest radikal olarak da bilinmektedir.
Peroksinitrit ve onun ileri trtinleri hiicre hasarina
sebep olmaktadir. Sizofreni hastalarinda yapilan ¢a-
lismalarda NO seviyesinin yilksek oldugu tespit
edilmistir (21).

CAPE flavonoid yapisinda propolisin aktif bir
komponentidir. CAPE’nin lipit peroksidasyonunu
baskiladigi, antioksidan aktivite gosterdigi ve
lipooksijenaz aktiviteyi inhibe ettigi rapor edilmistir
(22). CAPE ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
noroprotektif etkisinden bahsedilmektedir (23). Bu
caligmada da gorilmistir ki CAPE, MK-801 ile
olusan oksidatif hasar1 6nlemis ve oksidatif stres pa-
rametrelerini kontrol grubu seviyelerine ¢ekebilmis-
tir.

Bu c¢ahisma ile MK-801 ile olusturulan
serebellum hasarinda oksidatif stresin katkisi olabi-
lecegi ortaya konmustur. Bu konuda ileri baska ca-
lismalara ihtiyag vardir. Ayni zamanda bir antioksi-
dan olan CAPE’nin diizeltici rolii bu goriisii destek-
lemektedir.
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Grafik 1: Rat serebellumunda; Kontrol, MK-801 ve MK-
801+CAPE grubundaki NO seviyeleri. *P< 0.008 MK-
801 grubu MK-801+CAPE grubu ile karsilastirildiginda
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Grafik 2: Rat serebellumunda; Kontrol, MK-801 ve MK-
801+CAPE grubundaki TBARS seviyeleri. *p< 0.004
MK-801 grubu MK-801+CAPE grubu ile karsilastirildi-
ginda
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Grafik 3: Rat serebellumunda; Kontrol, MK-801 ve MK-
801+CAPE grubundaki PC seviyeleri. *p< 0.0001 MK-
801 grubu MK-801+CAPE grubu ile karsilastirildiginda
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