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OZET

Sizofreni, madde bagimliligi, anksiyete, depresyon gibi pek ¢ok hastaligin adélesans déneminde ortaya ¢iktigi bilinmek-
tedir. Addlesan beyni nérotransmitter sistem, dopaminerjik sistem, yapi ve fonksiyonu bakimindan adélesandan énceki
ve sonraki dénemden farklidir. Adélesans déneminde prefrontal korteks ve hipokampusta dopamin metabolizmasi artar-
ken striatumda azalir. Dopamin metabolizmasindaki artig reaktif oksijen tirlerinde artisa neden olarak oksidatif stresi
tetikleyebilir.

Bu calismanin amaci adédlesan 6ncesi, adblesan ve erigkin sican prefrontal korteks, striatum ve hipokampusunda
sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleriyle lipit peroksidasyon gdstergesi olan tiyobarbitiirik asitle
reaksiyona giren maddelerin dlizeylerinin arastiriimasidir. Calismada 21 glinliik (adélesan éncesi), 38 glinliik (addlesan)
ve 6 aylik (adblesan sonrasi) siganlar kullaniimistir.

Bu calismada adblesan sigcanlarin prefrontal korteks ve hipokampusunda slperoksit dismutaz enzim aktivitesi ve
tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddelerin dizeyleri artarken glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu
gordldi. Adblesan striatumunda ise sdperoksit dismutaz enzim aktivitelerinin ve tiyobarbitirik asitle reaksiyona giren
maddelerin diizeylerinin distik oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, adblesan sigan beyninde prefrontal korteks ve
hipokampus bélgelerinin diger dénemlere gbre oksidan strese kars! daha savunmasiz oldugunu dlgtndiirmektedir.

ABSTRACT

It is known that adolescence is a period in which symptomos mood disorders such as anxiety and depression or
psychoses such as schizoprenia or behavioral abnormalities such as drug abuse mostly emerge in the individual.
Adolescent brain differ from pre and post adolescence in regard to neurotransmitter systems such as the dopaminergic
system, as well as in organization and function. In adolescence, dopamine metabolism increases in prefrontal corteks
and hippocampus, while it decreases in striatum. Increased metabolism of dopamine may evoke an oxidative stress
derived from increased production of reactive oxygen species.

The present study was designed to determine the superoxide dismutase and glutathione peroxidase enzyme activities
and thiobarbituric acid reactive substances levels, an indicator of lipid peroxidation, in prefrontal cortex, hippocampus
and striatum of 21 days old (pre-adolescents), 38 day old (adolescent) and 6 months old (post-adolescents) rats.

We demonstrated that superoxide dismutase activity and thiobarbituric acid reactive substances levels increased in, but
glutathione peroxidase activity decreased in prefrontal cortex and hippocampus of adolescent rats compared with other
ages. In striatum, superoxide dismutase activity and thiobarbituric acid reactive substances levels decreased in
adolescents compared with pre and post-adolescents. These results suggest that prefrontal cortex and hippocampus of
adolescent rats may be more defenseless to oxidative stress, compared to other ages.
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GiRiS

Beyin gelisimi intrauterin dénemde baglar ve adélesan
dénemin sonuna kadar devam eder. Beyin, gelisimi sira-
sinda cevresel etkenlere daha duyarlidir (1). Insanlarda
gbrulen pek g¢ok hastalik siklikla adblesans déneminde
baslar (2). Preklinik c¢alismalarda pek ¢ok faktérin
adblesans dénemde beynin yapi ve fonksiyonunda uzun
sureli degisikliklere yol acabilecegi; bu degisikliklerin si-
¢an, fare ve primatlarda sizofreni, madde bagimliligi,
anksiyete ve depresyonun etiolojisiyle iliskili olabilecegini
gostermistir (2, 3, 4). insanlarda gériilen addlesana &zel
pek ¢ok ndro-davranissal degisiklikler ayni yagslardaki
sicanlarda da gérildiginden adblesans dénemi ¢alisma-
lari rahatlikla siganlar (izerinde yapilabilmektedir. Spear ve
Brake addlesan dénemini seksiiel matiirasyonun oldugu
dénem olarak tanimlamiglar ve bu déneme 6zgu davra-
nigsal ve psikofarmakolojik degisiklikler gérildigini be-
lirtmiglerdir. Bu kriter dogrultusunda siganlarda addlesan
dénemi dogumdan sonra yaklasik 30 ile 42. glinler arasina
uymaktadir (5). insanlarda ve diger hayvanlarda
addlesans dénemi boyunca fiziksel buyime genelde pek
cok kognitif yetenegi de iceren zihinsel kabiliyetlerde ge-
lismeyle birlikte gider (2, 3). YUksek kognitif fonksiyonlarla
iliskili bir beyin boélgesi olan prefrontal korteks (PFC)
addlesans dénemi boyunca énemli élciide degisime ugrar
(6). Kemirgenlerde addlesans dénemi  boyunca
hipokampus ve striatum gibi diger beyin bdlgelerinde de
degisiklikler olur (7, 8).

Merkezi sinir sisteminin ¢alismasi sirasinda ve fizyolojik
metabolik reaksiyonlarda slperoksit radikali, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tirleri (ROS)
olusur. Siperoksit radikali silperoksit dismutaz (SOD)
enzimi tarafindan hidrojen peroksite déntstaralir. Hidrojen
peroksit ise glutatyon peroksidaz (GPx) veya katalaz en-
zimi tarafindan suya dénUGstarGlir (9). Beyinde katalaz
peroksizomlarda bulunur ve aktivitesi ¢ok disUktir (10).
Bu nedenle sinir sisteminde olusan hidrojen peroksitin
zararsiz hale getirilmesinden temel olarak GPx sorumludur
(11). Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit, demir ve
bakir gibi metallerle tepkimeye girerek hidroksil radikaline
dénusur; bu tepkime Fe iceridi zengin olan sinir sistemi
hiicrelerinde oksidan stres olusumu agisindan énemlidir.
Hidrojen peroksit tim zarlar kolaylikla gegctiginden kay-
naklandigi bdlgeden daha uzaklarda da hidroksil radikali
olusumuna neden olabilir. Hidroksil radikali bilinen en
zararli serbest radikal olup hiicredeki tim molekillerle
tepkimeye girerek, hiicre 6limine dek gidebilen zararlar
verebilir. Hidroksil radikalinin lipitlerle tepkimeye girmesi
sonucu lipid peroksidasyonu olusur. Lipid peroksidasyonu
zarin ve hacrenin islevini bozar. Beyin antioksidan enzim
aktivitesinin diisik olmasi ve kolaylikla perokside olabilen
poliansatiire yag asitlerinin fazla olmasi nedeniyle diger
dokulara gb6re oksidatif strese daha duyarlidir (9).
Dopaminerjik sistem adbdlesan dénemi siresince yeniden
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organize olur. PFC ve striatal veya diger mezolimbik ter-
minal bdlgeler arasinda olusan gelisimsel degisikliklerle
dopaminerjik aktivitenin dengesinde goreli olarak degisiklik
meydana gelebilir. insan disi primatlarda ve siganlarda
PFC’ ye dopamin girdisi addlesans siliresince artarak daha
Onceki ve daha sonraki déneme goére pik yapar (7, 9).
Dopaminin otooksidasyonu ve monoamino oksidaz enzimi
tarafindan metabolizmasi sirasinda ROS olusur (13).
Kuramsal olarak adolesans dénemindeki dopamin meta-
bolizmasindaki artis, ROS Uretimini ¢ogaltarak oksidan
strese neden olabilir.

Bu calismanin amaci adélesan dncesi, addlesan ve eriskin
si¢an beyninin hipokampus, prefrontal korteks ve striatum
bolgelerinde SOD ve GPx enzim aktiviteleriyle lipit
peroksidasyon gdstergesi olan tiyobarbitiirik asitle reaksi-
yona giren maddeleri TBARS dlizeylerinin arastiriimasidir.

GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdiltesi Etik Kurulu tarafin-
dan onaylanmis olan bu ¢alismada 21 adet erkek Wistar
Albino sigan kullanildi. Calismada ¢ deney grubu olustu-
ruldu: 1) 21 ginlik (adélesan éncesi dénem) (n=7), 2) 38
gunlik (addlesan) (n=7), 3) 6 aylik (addlesan sonrasi
dénem) (n=7).

Siganlar eter anestezisinin ardindan servikal dislokasyonla
oldarllerek hizla beyinleri c¢ikanldi. Buzla sogutulmus
zeminde hipokampus, striatum ve prefrontal korteks doku-
lari aynldi. Dokular soguk homojenat sivisiyla yikanarak
kanla bulagmalari en aza indirildi. Doku homojenatlari ve
stpernatanlar hazirlandi (14). Homojenat ve slipernatanlar
TBARS duzeyleri, SOD ve GPx enzim aktiviteleri élgllene
dek — 85 °C’ de saklandi. Tim 6lgliimler 10 gln iginde
yapildi.

Slpernatanlarin SOD aktivitesi RANSOD kiti (Randox
Labs., Crumlin, UK) kullanilarak saptandi. Stpernatanlarin
GPx aktivitesi RANSEL kiti (Randox Labs., Crumlin, UK)
kullanilarak saptandi (15). SOD ve GPx enzim aktiviteleri
U/mg protein olarak gbsterildi. Homojenatlarin TBARS
dizeyleri Rechnrona ve ark.’ na gbére saptandi (16).
TBARS dizeyleri nmol/mg protein olarak g0sterildi.
Slpernatan ve homojenatlarin protein konsantrasyonlari
U/CSF protein kiti (Randox Labs., Crumlin, UK) kullanila-
rak saptandi.

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Verilerin
istatistik analizi tek yonli varyans analizi ile yapildi.
Varyans analizinden sonra gruplar arasindaki farkliliklar
Scheffe testi ile saptandi.

BULGULAR

Bu c¢alismada lipid peroksidasyonun gdstergesi olan
TBARS dizeyleri PFC ve hipokampusta adélesans done-
minde diger ddnemlere gbre daha yilksek bulunurken
striatumda daha disUk bulundu.
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Sekil 1. Gruplarin TBARS dlzeyleri. * p<0.001 dider gruplara
g0re ylUksek, ** p<0.001 diger gruplara gére diusUk.
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Sekil 2. Gruplarin SOD enzim aktivitesi. * p<0.001 diger gruplara
gore ylksek, ** p<0.001 diger gruplara gére disUk.
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Sekil 3. Gruplarin GPx enzim aktiviteleri. * p<0.001 adolesan
6ncesi déneme goére duslk.
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(Sekil 1). SOD aktiviteleri PFC ve hipokampusta
addlesans déneminde diger dénemlere gére daha yiksek
bulunurken striatumda daha disik bulundu (Sekil 2). GPx
aktiviteleri adblesans dbénemde her (¢ bdlgede de
addlesans dncesi déneme goére disik bulundu. GPx akti-
vitelerinde addlesans ddénemi ve sonrasi arasinda fark
saptanmadi (Sekil 3).

TARTISMA

Bu galismada PFC ve hipokampusta adélesans dénemin-
de SOD enzim aktivitesi diger dénemlere gére daha yUk-
sek dlzeylerde bulunmustur. SOD aktivitesindeki artis
sUperoksit radikallerinin konsantrasyonundaki artisi sa-
vunmaya yonelik olarak ortaya cikabilir. SOD siiperoksit
radikallerini hidrojen peroksite indirger. Hidrojen peroksit
GPx tarafindan indirgenmezse bakir ve demir gibi metal-
lerle reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur. SOD
aktivitesindeki artisin adaptif olarak GPx aktivitesinde de
artisa neden oldugu bilinmektedir (17, 18). Bununla birlikte
insan beyni (19) ve fare beyninde yapilan ¢alismalarda
SOD aktivitesindeki artigin GPx aktivitesinde artisa neden
olmadidi gdsterilmistir (20). GPx aktivitesinde artis olmak-
sizin SOD aktivitesindeki artisin lipit peroksidasyonuna
neden oldugu ayni ¢alismalarla gésterilmistir (19, 20). Bu
¢alismada elde edilen PFC ve hipokampusta SOD aktivi-
tesinde artis, GPx aktivitesinde azalma ve TBARS dlizey-
lerinde artis, belirtilen mekanizma ile uyum géstermekte-
dir. Adélesanlarin nérobiyolojik agidan erigkinlerden farkli
oldugu bilinmektedir. PFC adélesans dénemi boyunca
hacmi azalarak yeniden sekillenir. insan disindaki primat-
larda addlesan dénemi boyunca PFC’ ye dopamin girdisi
daha d6nceki ve daha sonraki déneme goére artarak pik
yapar (2). Bu calismada elde edilen sonuglar adélesan
siganlarda antioksidan savunma sisteminin adaptif yaniti-
nin yetersiz olabilecegini gbstermektedir, bu nedenle
addlesan PFC ve hipokampusu dis veya i¢ etkenlerden
kolaylikla etkilenebilir. Arastirmalar adélesan ddnemde
PFC, hipokampus veya diger limbik bdlgelerde gelisim
doénemindeki cesitli etkilerle sizofreni, alkol ve madde
bagimhhgi gibi hastaliklarin baglamasinin mimkin oldu-
dunu goéstermektedir (8, 21, 22).

Bu galismada PFC ve hipokampusta addlesans dénemin-
de SOD enzim aktivitesi diger dénemlere gére daha yik-
sek dlzeylerde bulunurken, GPx dlizeyleri tam tersi olarak
dislk bulunmustur. Slperoksit radikallerinin asiri artisl
GPx aktivitesinde dismeye neden olabilir. Blum ve
Fridovich in vitro bir ¢alismada siperoksit radikallerinin
GPx i inaktive ettigini gdstermislerdir (23). Striatumun
ndral organizasyonu ve matlrasyonu addlesan dénemi
boyunca devam eder. Sigan striatumunda bazal dopamin
sentezi, dopamin metabolizmasi addlesanlarda eriskinlere
gbre daha duslktir (2). Bilindigi gibi memeli sinir siste-
minde bulunan uyarici aminoasitlerden olan glutamatin
reseptérlerinden biri N-methyl-D-aspartate (NMDA)’ dir.
Sicanlarda NMDA glutamat reseptérleri erken adélesanda
(dogumdan sonra 28. giinde) pik yapar, erigkinlerde bu
reseptorlerin yaklasik tgcte biri yok olur (24). NMDA resep-
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torlerinin uyarilmasi hicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
artirarak mitokondrial siperoksit radikali olusumunu artirir
(25, 26, 27). Ayrica glutamatin striatumda dopamin
salinimini engelleyici etkisi gosterilmistir (27). Stperoksit
radikallerinin artisi mitokondrial hasara neden olabilece-
ginden savunma olarak SOD aktivitesini uyarmis olabilir.
Bu galismadaki addlesan sigan striatumundaki SOD aktivi-
tesindeki azalma, dopamin metabolizmasindaki azalmaya
bagl olarak daha az serbest radikal Uretiimesinden kay-
naklanabilir.

Ozetle, bu galismada adélesan PFC ve hipokampusunda
SOD aktivitesi ve TBARS dUzeyleri artarken GPx aktivite-

sinin azalmis oldugu géruldi. Adélesan striatumunda ise
SOD ve GPx enzim aktivitelerinin diisik oldugu saptan-
mistir. Bu sonuglar addlesan sigan beyninde PFC ve
hipokampus bdlgelerinin diger dénemlere gdre oksidan
strese karsi daha savunmasiz oldugunu gdéstermektedir.
Bizim bilgilerimize gére bu ¢alisma addlesan si¢an beyni-
nin oksidan savunma durumunun addlesan Oncesi ve
sonrasi dénemle karsilastinldigi ilk calismadir. Antioksi-
dan enzimlerdeki yasa bagl olusan degisiklikler karisik bir
konu olup, igerdigi mekanizmalarin tam olarak anlagilabil-
mesi igin ileri ¢calismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica cinsiyete
bagl farkliliklarda arastiriimahdir.

KAYNAKLAR

1.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

78

D. Rice and B.J. Stan, Critical periods of vulnerability for the developing nervous system: Evidence from humans and animal
models. Environ. Health Perspect. 2000; 108: 511-533.

. Spear LP. The adolescent brain and age-related behavioral manifestations. Neurosci and Biobehav Rev 2000; 24: 417—-463.

. Graber JA, Petersen AC. Cognitive changes in adolescence: biological perspectives. In: Gibson KR, Petersen AC (eds), Brain

maturation and cognitive development: comparative and cross cultural perspectives, New York, 1991.

. James D. Belluzzi, Alex G. Lee, Heather S. Qliff, et al. Age-dependent effects of nicotine on locomotor activity and conditioned

place preference in rats. Psychopharmacology 2004; 174: 389 - 395

. Spear LP, Brake SC. Periadolescence: age-dependent behavior and psychopharmacological responsivity in rats. Dev Psychobiol

1983; 16: 83—-109.

. Diamond A. Evidence for the importance of dopamine for prefrontal cortex functions early in life. Philos Trans R Soc Lond B Biol

Sci 1996; 351: 1483-1493.

. Teicher MH, Andersen SL, Hostetter JCJr. Evidence for dopamine receptor pruning between adolescence and adulthood in

striatum but not nucleus accumbens. Dev Brain Res 1995; 89: 167-172.

. Wolfer DP, Lipp HP. Evidence for physiological growth of hippocampal mossy fiber collaterals in the guinea pig during puberty

and adulthood. Hippocampus 1995; 5: 329-40.

. Halliwell B. Reactive oxygen species and the central nervous system. J Neurochem 1992; 59: 1609-1623.
10.
11.
12.

Gaunt GL, de Duve C. Subcellular distribution of D-amino acid oxidase and catalase in rat brain. J Neurochem 1976; 26: 749-59.
Sinet PM, Heikkila RE, Cohen G. Hydrogen peroxide production by rat brain in vivo. J Neurochem 1980; 34: 1421-1428.

Kalsbeek A, Voorn P, Buijs RM, et al. Development of the dopaminergic innervation in the prefrontal cortex of the rat. J Comp
Neurol 1988; 269: 58-72.

Graham, DG. Oxidative pathways for catecolamines in the genesis of neuromelanin and cytotoxic quinones. Mol Pharmacol
1978; 14: 633-643.

Carrillo MC, Kanai S, Nokubo M, Kitani K. (-) deprenyl induces activities of both superoxide dismutase and catalase but not of
glutathione peroxidase in the striatum of young male rats. Life Sci 1991; 48: 517-521.

Paglia, De, Valentine, WN. Studies on the quantitative and qualitative characterization of erythrocyte glutathione peroxidase. J
Lab Clin Med 1967; 70: 158-169,.

Rehncrona S, Smith DS, Akesson B, et al. Peroxidative changes in brain cortical fatty acids and phospholipids, as characterized
during Fe2+- and ascorbic acid-stimulated lipid peroxidation in vitro. J Neurochem 1980; 34: 1630-1638.

Ceballos |, Delabar JM, Nicole A, et al. Expression of transfected human CuZn superoxide dismutase gene in mouse L cells and
NS20Y neuroblastoma cells induces enhancement of glutathione peroxidase activity. Biochim Biophys Acta 1988; 949: 58-64

Kelner MJ, Bagnell R. Alteration of endogenous glutathione peroxidase, manganese superoxide dismutase, and glutathione
transferase activity in cells transfected with a copper-zinc superoxide dismutase expression vector. Explanation for variations in
paraquat resistance. J Biol Chem. 1990; 265: 10872-5.

Brooksbank BW, Balazs R. Superoxide dismutase, glutathione peroxidase and lipoperoxidation in Down's syndrome fetal brain.
Brain Res. 1984; 318:37-44.

de Haan JB, Newman JD, Kola I. Cu/Zn superoxide dismutase mRNA and enzyme activity, and susceptibility to lipid peroxidation,
increases with aging in murine brains. Brain Res Mol Brain Res. 1992; 13: 179-87.

Lipska BK, Weinberger DR. Cortikal regulation of the mesolimbic dopamine system: implications for schizophrenia. In: Kalivas
PW, Barnes CD, editors. Limbic motor circuits and neuropsychiatry, Boca Raton, FL: CRC Press, 1993.

Ege Tip Dergisi



22.

23.
24.

25.

26.

27.

White AM, Swartzwelder HS. Hippocampal function during adolescence: a unique target of ethanol effects. Ann N Y Acad Sci.
2004; 1021: 206-20.

Blum J, Fridovich I. Inactivation of glutathione peroxidase by superoxide radical. Arch Biochem Biophys. 1985; 240: 500-8.

T.R. Guilarte, The N-methyl-I2 -aspartate receptor: physiology and neurotoxicology in the developing brain. In: W. Slikker, Jr.
and L.W. Chang, Editors, Handbook of developmental neurotoxicology, Academic Press, San Diego, CA 1998; 285-304.

Shahraki A, Stone TW. Beta-amyloid-mediated inhibition of NMDA receptor-dependent long-term potentiation induction involves
activation of microglia and stimulation of inducible nitric oxide synthase and superoxide. J Neurosci. 2004; 24: 6049-56.

Urushitani M, Nakamizo T, Inoue R, Sawada H, Kihara T, Honda K, Akaike A, and Shimohama S. N-methyl-D-aspartate receptor-
mediated mitochondrial Ca2+ overload in acute excitotoxic motor neuron death: a mechanism distinct from chronic neurotoxicity
after Ca2+ influx. J Neurosci Res. 2001; 63: 377-387.

Vergun O, Sobolevsky Al, Yelshansky MV, Keelan J, Khodorov Bl, and Duchen MR. Exploration of the role of reactive oxygen
species in glutamate neurotoxicity in rat hippocampal neurones in culture. J Physiol (Lond) 2001; 531: 147-163.

Cilt 44, Sayi 2, Mayis — Adustos, 2005 79



