ARASTIRMA (Research Report)

SICANLARDA SIGARA INHALASYONU SONUCU PREFRONTAL
KORTEKSTE OLUSAN YAPISAL DEGIiSIKLIKLER UZERINE KAFEIK
ASIT FENETIL ESTER (CAPE)’IN ETKISI
The Effects of Caffeic Acid Phenetyl Ester (CAPE) on Structural Changes in the
Prefrontal Cortex Induced by Cigarette Inhalation in Rats
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Ozet : Bu calismada, sigaramin prefrontal korteks
tizerine olan norotoksik etkileri ve bu toksik etkilere
karst kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in koruyucu
etkisi 151tk mikroskobik diizeyde aragtirildi. Bu
amagla 21 adet Wistar cinsi erkek si¢an ii¢ gruba
ayrildi. Grup I'deki hayvanlar kontrol grubu olarak
kullamildi. Grup Il'deki siganlar sigara dumanina
maruz birakildr. Grup III'deki siganlara ise sigaraya
maruziyeti ile birlikte giinliik olarak CAPE enjekte
edildi. 60 giinliik deney siiresi sonunda tiim sicanlar
dekapitasyonla oldiiriildii. Daha sonra si¢canlarin
beyinleri ¢ikarildi. % 10’luk formaldehit ile tespit
edilen prefrontal korteks doku érnekleri rutin
histolojik prosediirleri takiben isik mikroskobunda
incelendi. Sigara dumanina maruz bwrakilan
sicanlara ait  prefrontal korteks drneklerinde,
molekiiler tabakada vakuolizasyon, néroglial hiicre
infiltrasyonu ve piknotik hiicreler tespit edildi. Buna
karsin, sigara maruziyeti ile birlikte CAPE enjekte
edilen sicanlarda ise, sigara maruziyetinin neden
oldugu yapisal degisikliklerin  biiyiik oranda
azaldigi, ancak sigara maruziyetine benzer sekilde
piknotik  hiicrelerin  varligini  devam  ettirdigi
belirlendi. Sonucgta, sigcanlarda sigara dumani
maruziyetinin prefrontal kortekste hasara neden
oldugu ve bu hasarin CAPE uygulamas: ile
onlendigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Prefrontal korteks, sigara,
kafeik asit fenetil ester

Summary : In this study, neurotoxic effects of
cigarette on prefrontal cortex and protective effects
of caffeic acid phenetyl ester (CAPE) against these
toxic effects were investigated at light microscopic
level. For this purpose, 21 male Wistar rats were
divided into three groups. Animals in Group I were
used as control. Rats in Group I were exposed to
cigarette smoke. The rats in Group III were
exposed to cigarette smoke and injected daily with
CAPE. At the end of the 60-days experimental
period, all rats were killed by decapitation. Then
the brains of rats were removed. Following routine
histological procedures, the prefrontal cortex
tissue specimens fixed in 10% formaldehyde were
examined under a light microscope. Light
microscopic examination of prefrontal cortex
specimens from rats exposed to cigarette smoke
revealed that vacuolization, neuroglial cell
infiltration and pycnotic cells in the molecular
layer. Whereas, exposure of cigarette smoke-
induced structural changes were decreased in rats
exposed to cigarette smoke and injected with
CAPE, but only pycnotic cells were seen similar to
the cigarette smoke group. In conclusion, It was
determined that exposure to cigarette smoke
caused damage in prefrontal cortex of rats and this
damage was prevented by administration of CAPE.

Key words: Prefrontal cortex, cigarette, caffeic
acid phenetyl ester
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Prefrontal korteks gyrus frontalis superior, gyrus
frontalis medius ve gyrus frontalis inferior’un bii-
yiik bir kismi ile gyri orbitales ve gyrus cinguli’nin
on yarisini kapsar. Brodmann’m 9, 10, 11 ve 12.
alanlarin1 igine alacak sekilde premotor alanin
oniinde bulunur (1, 2). Prefrontal alanlar 6grenme,
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hafiza, bilgilerin analizi, motor yanitin planlanmasi
ve diisiincelerin olgunlastirllmast gibi fonksiyon-
lardan sorumludur. Ayrica kisilik ve davranislarin
diizenlenmesi, yazilan sozciiklerin taninmasi, dik-
katin siirdiiriilmesi, kavrami igslemeye hazirlama ve
kontrol etme gibi ¢ok degisik kognitif islevleri de
vardir. Prefrontal korteks’te meydana gelebilecek
bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda bozukluklarin
olusmasina yol agabilir (3-5).

Sigara ¢ok yaygin olarak kullanilan ve igermis ol-
dugu ¢ok sayidaki oksidan ajanlar araciligiyla or-
ganizmadaki tiim sistemleri olumsuz yonde etkile-
yen bir maddedir (6). Sigara i¢enler nikotin, kadmi-
yum, kursun ve civa gibi bir ¢ok kimyasal bilesige
maruz kalirlar (7-10). Sigaranin, santral ve
periferik sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve
endokrin sistem tizerine toksik etkileri bilinir. Ayri-
ca, sigara kullaniminin akciger, larinks, orofarinks,
bobrek, mesane, meme kanserine neden oldugu
yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir (11-15).

Nikotin dogrudan ve dolayli olarak merkezi sinir
sisteminde (MSS) fizyolojik, biyokimyasal ve dav-
rani§g fonksiyonlarimi etkiler. Beyinde diisiik dozlar-
da uyarici, yliksek dozlarda inhibe edici etkiler
olusturur (6). Disiik dozda wverilen nikotinin
prefrontal korteks, ventral striatum ve thalamus
aktivitelerinde artisa neden oldugu belirtilmektedir
(16). Ayrica canlandirma, kompulsif davranislarin
tekrarlanmasi, duyusal entegrasyon ve epizodik
hafiza ile ilgili beyin bdlgelerinin sigara i¢imi ile
aktive oldugu bildirilmistir (17). Madde bagimlili-
ginda beyindeki 6diil alanlarinin etkilenmesi s6z
konusu oldugundan, mezolimbik dopaminerjik
sistemin bu alanlar igerisinde Snemli oldugu ve
nikotinin etkilerinin biiyiikk bir rol oynadigindan
soz edilmektedir (18).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), arilarin bitkiler-
den topladig1 6ziitiin igerisinde bulunan keskin ve
giizel kokulu propolis maddesinin aktif bilesenle-
rinden birisidir (19, 20). Propolis’in antimikrobik,
antienflamatuar, immunmodiilatdr, antimutajenik,
antioksidan etkileri ¢esitli ¢alismalarla ortaya kon-

mus, bu etkilerin ¢ogunun propolis’in etkin madde-
lerinden biri olan CAPE’ye bagl oldugu gosteril-
mistir (21-30).

Bu c¢alismada, sigara dumani soluyan sican
prefrontal korteks’inde meydana gelen degisiklikler
ve bu degisiklikler tizerine CAPE nin etkisi arastiril-
migtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda 200-250 gr agirliginda toplam 21 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanildi. Hayvan-
lar ii¢ gruba ayrildi. Grup I (n=7): temiz hava solu-
yan kontrol siganlar, grup II (n=7): sigara dumani
soluyan siganlar, grup III (n=7): sigara dumani solu-
yan ve kafeik asit fenetil ester (CAPE, 10 pmol/kg/
giin, intraperitoneal) uygulanan sicanlar olarak belir-
lendi. Ebatlar1 100x50x20 cm olan cam kabin hazir-
lanarak silikon ile izole edildi. Sigaranin cam kabin
icerisine dogru verilmesi i¢in akvaryum motoru kul-
lanild1. Bir ucu akvaryum motoruna monte edilen
plastik bir borunun diger ucuna sigara yerlestirilip,
kabin i¢ine konuldu. Calismamiz, her uygulamada
iki sigara olmak lizere giinde dort periyot (her peri-
yotta 30 dakika maruz birakilarak) yapildi. Arastir-
mada filtresiz sigara kullanildi. 60 giinlik deney
stiresi sonunda sicanlar dekapitasyon ydntemiyle
o6ldiiriildii. Hayvanlardan alman prefrontal korteks
doku ornekleri %10°luk formaldehit ile tespit edildi.
Rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafine
gomiildii. Parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda ke-
sitler alinarak Hematoksilen-eosin ile boyandi ve
preparatlar Olympus BH-2 arastirma mikroskobunda
incelendi. inceleme sonucunda gruplar arasi yapisal
degisikliklerin farki semiquantitative olarak gosteril-
di.

BULGULAR

Isik mikroskobik incelemelerde, hematoksilen-eosin
ile boyanan kontrol grubuna ait prefrontal korteks
doku kesitleri normal goriiniimdeydi. Prefrontal kor-
teks tabakalari, néronlar, noroglial hiicreler ve
piameter normal yapida gozlendi (Sekil 1).

Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi (E.U.Journal of Health Sciences) 13(3) 18-25, 2004 19



Sicanlarda sigara inhalasyonu sonucu prefrontal kortekste olusan yapisal degisiklikler iizerine kafeik asit fenetil ester (CAPE) in etkisi

Iki ay siiresince sigara dumani soluyan siganlarin
prefrontal korteks dokular1 incelendiginde, mole-
kiiler tabakada vakuolizasyon, ndroglial hiicre
infiltrasyonu ve yer yer piknotik hiicre tespit edildi
(Sekil 2, 3).

Sigara maruziyeti ile birlikte kafeik asit fenetil
ester (CAPE) uygulanan sicanlarin prefrontal kor-
teks preparatlar1 incelendiginde ise, sigara

Sekil 1. Kontrol grubuna ait prefrontal korteks
dokusunun goriiniimii. Piameter (p), molekiiler
tabaka (m), graniiler hiicreler (ince ok), piramidal
hiicreler (kalin ok) normal yapida izlenmekte.
H.E. X10.

maruziyetinin neden oldugu yapisal degisikliklerin
biiyiik oranda azaldig1 ve doku goriintimiiniin kont-
rol grubuna benzedigi tespit edildi. Bu grupta sade-
ce sigara maruziyetine benzer sekilde yer yer
piknotik hiicrelere rastlandi (Sekil 4).

Gruplar arasi yapisal degisikliklerin yogunluk farki
Tablo I’de ifade edilmektedir.

Sekil 2. Sigara dumam soluyan siganlarda,
piamaterdeki damarlarin daha dolgun oldugu (p),
molekiiler tabakadaki (m) vakuolizasyon (kalin ok)
ve piknotik hiicreler (ince ok) gdzlenmekte.

H.E. X10.
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Sekil 3. Sigara dumanma maruz kalan gruba ait prefrontal korteks preparati

incelendiginde, molekiiler tabakadaki noroglial hiicre infiltrasyonu (ok) dikkati
¢cekmekte. H.E. X10.

Sel 4. Sigara maruziyeti ile birlikte CAPE
uygulanan sicanlara ait prefrontal korteks dokusu
incelendiginde, normal yapidaki ndron ve noéroglial

hiicreler arasinda yer yer piknotik hiicreler (ok) ayirt
edilmekte.H.E. X10
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Tablo 1. Prefrontal kortekste meydana gelen yapisal degisikliklerin semiquantitative analizi

Yapisal Degisiklikler Kontrol Sigara Sigara + CAPE
Noroglial hiicre infiltrasyonu - + -
Piknotik hiicre yogunlugu - ++ +
Molekiiler tabakada vakuolizasyon - ++ -

TARTISMA

Sigaranin beyin dokularinin histolojik yapisinda ve
fonksiyonlarinda degisikliklere neden oldugu bilin-
mektedir. Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarda,
nikotin verilmesinin prefrontal korteks, ventral
striatum, corpus amydaloideum ve thalamus aktivi-
telerinde artiga neden oldugu ifade edilmistir (16,
17).

Sigaranin, beyin bdlgelerinde direkt ve indirekt
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Brody ve ark. (17),
sigara dumanina maruz kalan sahislarda prefrontal
korteks aktivitesinde artiy meydana geldigini ifade
etmislerdir. Yine Brody ve ark. (16) baska bir ca-
lismalarinda, prefrontal kortekste sigara igen kisi-
lerde igmeyenlere nazaran kiigiik kortikal gri cev-
her volimii ve diisiikk gri cevher yogunlugunun
oldugunu gostermislerdir. Abreu-Villaca ve ark.
(31) ise, sigara i¢ciminin fotal gelisim esnasinda
hiicre hasarma neden oldugunu, sinaptik
maturasyonu ve hiicrelerarasi haberlesmeyi engel-
ledigini belirtmislerdir. Ayrica nikotinin gelisim
cagindaki beyinler i¢in nérotoksik etki gosterdigini
ifade etmislerdir. Slotkin ve ark. (32) ise, nikotin
verilmesinin adolesan rodentlerin cerebral kortek-
sinde neuron hasarina yol a¢tigimni bildirmiglerdir.
Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada da, sigara duma-
nina maruz kalan sicanlarin prefrontal korteksinde,
molekiiler tabakada vakuolizasyon, ndroglial hiicre
infiltrasyonu goriildii. Ayrica, yer yer piknotik hiic-
re tespit edildi. Sonug olarak, sigara maruziyetine
bagli olarak elde ettigimiz bulgular yukaridaki ca-
lismalarla (16, 31, 32) paralellik gostermektedir.

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya her-
hangi bir patolojik olay sonucunda olusan serbest
radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan

savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radi-
kaller lehine kaymasi oksidatif stresi gosterir. Canli-
lar oksidatif hasara kars1 enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre
seviyesinde etkili olan enzimatik antioksidan sistem-
ler igerisinde stiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) yer alir (33).
Malondialdehit MDA lipid peroksidasyonu sonucu
olusan {iriinlerden biridir ve oksidatif hasar1 goster-
mede yaygin olarak kullanilan bir parametredir (33,
34).

Sigara iciminin, degisik dokularda oksidan-
antioksidan dengesinin bozulmasma ve oksidatif
strese bagli olarak doku hasarina yol actig1 bildiril-
mistir. Daha Once yapilmis olan bu g¢alismalarda
sigara dumanina maruz birakilan siganlarmn akciger,
karaciger, testis dokularinda, lipid peroksidasyonun
bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) seviyele-
rinde bir artigin, antioksidan enzimlerden olan
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) degerlerinde bir azalmanin oldugu tespit
edilmistir. Bu bozukluklarin sigara maruziyetiyle
meydana gelen oksidatif hasardan dolay1 olabilecegi
belirtilmistir (35-40). Beyin, oksijen tiikketim hizi
yiiksek oldugundan oksidatif strese duyarlidir. Ayri-
ca beyinde antioksidan savunma sisteminin zayif
oldugu ve sigara i¢iminin bu dokularda da oksidatif
strese yol actig1 bildirilmistir (41, 42).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) propolis’in etkin
maddesidir (19, 20). CAPE’nin antimikrobik,
antienflamatuar, immunmodiilatér, antimutajenik
oldugu bildirilmistir (21-25). Kafeik asit fenetil es-
ter’in belirtilen bu 6zelliklerinin yan1 sira, giiclii bir
antioksidan madde oldugu ve oksidatif hasara kars1
koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (26-30).
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Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada da, sigara duma-
n1 soluyan sicanlara CAPE uygulandiginda,
prefrontal kortekste olusan yapisal bozukluklarin
biiyiik dlciide kayboldugu tespit edildi.

Sonug olarak, sigara dumanina maruz birakilan
siganlarin prefrontal korteks histolojik yapisinda
hasarin meydana geldigi ve bu hasarn koruyucu
amacla uygulanan CAPE’nin muhtemelen antioksi-
dan 6zelligine bagli olarak 6nlendigi tespit edilmis-
tir.
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