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OZET

Gebelik Siiresince Uygulanan Akrilamidin Fetal Beyin Gelisimine ve postnatal
biligsel fonksiyonlara etkisinin incelenmesi ve E Vitamininin Koruyucu
Roliiniin Arastirilmasi
Giris ve Amac¢:Gidalarin yiiksek sicakliklarda kizartilmasi ve firinlanmasi sonucu
bol miktarda akrilamid olusmakta ve bu gidalart tiikketeninsanlar her gin belli
miktarlarda akrilamide maruz kalmaktadirlar. Gebe kadinlarda gebelik boyunca gida
kaynakli akrilamide maruz kalmakta ve bebekleri muhtemelen bundan
etkilenmektedir. Bu arastirmada, gebelik siiresince ratlara uygulanan akrilamidin,
fetal beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF) diizeyleri ve beyin gelisimi {izerindeki
etkilerinin mekanizmasinin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmistir. Fetal BDNF geninin
MRNA duzeyleri ve protein seviyeleri analiz edilerek akrilamidin, BDNF sentezi
tizerinde meydana getirdigi inhibitor etki/etkilerin transkripsiyonel, translasyonel
yada posttranslasyonel asamalarin hangisi/hangilerinde gerceklestigi arastirildi ve
akrilamidin ndrotoksik etki mekanizmas1 agiga cikartilmaya calisildi. Bu norotoksik
etkinin E vitamini ile engellenebilirligi test edildi. Ayrica fetal hayatta akrilamide
maruz kalan yavrularin, beyin gelisiminin biiyiik oranda tamamlandig: 8. haftadaki

biligsel fonksiyonlarinin bundan etkilenip etkilennmedigi arastirildi.

Materyal ve Metot: Calismamizda, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde iiretilen 250 gr agirhiginda 70 adet
yetiskin disi Spraque Dawley tur(i rat kullamldi. Bu arastirma icin, Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan etik onay alinmistir
(Onay no: 2016/ A-24). Ratlarda gebelik olusturuldu. Gebe ratlar; Kontrol, Misir
yagi, E vitamini, Akrilamid, E vitamini+Akrilamid olmak iizere her bir grupta 12
gebe disi olmak iizere 5 farkli gruba ayrildi. Gebelikleri vajinal smear testi ile
dogrulandi. Akrilamid ¢o6zeltisi saf suda, E vitamini ¢ozeltisi ise musir yaginda
hazirlanmistir. Gebeligin 1-20. giinleri arasinda: akrilamid ve E vitaminit+akrilamid
grubu ratlara 10 mg/giin/kg canli agirlik olacak sekilde akrilamid, E vitamini ve E
vitamini+akrilamid grubu ratlara 100 mg/giin/’kg canli agirlik olacak sekilde E
vitamini ve misir yagi grubu ratlara misir yagi oral gavaj ile verildi. Ratlar deney

stresi boyunca ad-libitum beslendiler. Gebeligin 20. giiniinde her gruptaki gebe

Vi



ratlarin yarisindan fetuslar sezeryan ile alindi. TUm gruplardan sezeryanla elde edilen
fetuslarin morfolojik gelisim parametreleri Ol¢iildii. Fetal beyin dokularinda lipid
peroksidasyonun son driini olan malondialdehid, rediikte glutatyon, total antioksidan
kapasite, total oksidan kapasite, Beyin-kaynakli norotrofik faktor mRNA ve protein
sentez diizeyleri Olciildii. Ayrica parafinize edilen fetal beyin dokularinda

histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: Kontrol grubu verileri ile deney grubu verileri karsilastirildiginda;
akrilamid uygulanan grubun fetuslarinin morfolojik gelisim parametrelerinin ciddi
derecede bozuldugu, fetuslarin beyin dokularinda malondialdehid, total oksidan
kapasite seviyelerinin 6nemli derecede arttigi, beyin-kaynakli norotrofik faktor,
rediikte glutatyon ve total antioksidan Kkapasite seviyelerini ise azaldigi,
histopatolojik bulgu olarak néronlarda énemli derecede dejenerasyon ve hemorajik
hasarlarin meydana geldigi tespit edilmistir. Fetal beyin BDNF mRNA dizeyleri,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grupta 6nemli derecede
azalmis ve E vitamini uygulamasi, akrilamidin BDNF mRNA diizeyleri iizerinde
meydana getirdigi diisiisii engelleyememistir. Akrilamid uygulamasi hem fetal beyin
dokusu ve hemde postnatal 8. hafta yavrularinin serum BDNF diizeylerinde istatistiki
olarak anlamli olmayan bir diisiise neden olmustur. Gebe ratlara E vitaminin
akrilamidle beraber uygulanmasinin, akrilamidkaynakli fetal morfolojik gelisim
parametrelerindeki bozulmayi onemli derecede diizelttigi, fetal beyin dokusunda
malondialdehid, total oksidan kapasite diizeylerini onemli derecede disiirdiigi;
BDNF, redukte glutatyon ve total antioksidan kapasite seviyelerini ise dnemli
derecede artirdig1 ve tim bunlarin sonucu olarak fetus beyin dokusunda meydana
gelen histopatolojik doku hasarlarini  6nemli derecede gerilettigi ortaya
konulmustur.Fetal hayatta akrilamide maruz kalan yavrularin dogum sonrasi 8.
haftada 6l¢iilen bilissel fonksiyon parametrelerinin akrilamid uygulanan gruplarda
O6nemli derecede bozuldugu, E vitamini uygulamasmin biligsel fonksiyon

parametrelerinde ciddi iyilesmeler sagladigi goriilmiistiir.

Sonug: Akrilamid uygulamasinin, fetal beyin BDNF mRNA diizeylerini anlaml
derecede diislirmiis olmasi, akrilamidin BDNF geni {izerindeki baskilayict etkisinin

transkripsiyonel asamada gerceklesebilecegini isaret etmektedir. Akrilamid
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uygulamasinin postnatal 8. hafta yavrularinda BDNF mRNA diizeylerinde bir diisiise
yol agcmamustir. Akrilamid uygulamasi, hem fetal beyin ve postnatal 8. hafta
yavrularinin serum BDNF diizeylerinde istatistiki olarak anlamli olmayan bir diisiise
neden olmustur. Akrilamidin, BDNF mRNA’sinin proteine doniisiim (translasyon)

asamasindaki baskilayici etkisinin ¢ok belirgin olmadig1 goriilmiistiir.

E vitamini uygulamasinin, fetal beyin ve postnatal 8. hafta yavrularinin
serum BDNF duzeylerinde ve dogum sonrasi yavrularin 8. hafta biligsel fonksiyon
parametrelerinde ciddi derecede iyilesme saglamasi nedeni ile, gida kaynakli
akrilamidin fetus gelisimi {izerinde meydana getirecegi toksik etkileri en aza
indirmek i¢in gebe kadinlarin koruyucu olarak E vitamini igeren gidalar1 giinliik

olarak yeterince tuketmesini tavsiye ediyoruz.

Anahtar kelimeler:Sican, Gebelik,Akrilamid, E vitamini,Fetus, Beyin-Kaynakli
Norotrofik Faktor, Oksidan ve Antioksidan Parametreler, Histopatoloji
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Acrylamide on Fetal Brain Development and
Postnatal Cognitive Functions and Protective Role of Vitamin E

Introduction and Purpose: A liberal amount of acrylamide is produced as a result
of frying or baking foods in high temperatures and individuals take certain amounts
of acrylamide everyday by consuming these food items. Pregnant women are also
exposed to acrylamide originating from food during pregnancy and their babies are
probably affected. In this study we attempted to determine the effects of acrylamide
applied to rats during pregnancy on fetal brain development and brain-
derivedneurotrophicfactor synthesis.By analyzing the mRNA levels and protein
levels of the fetal BDNF gene, it was found that BDNF synthesis and brain
development damage caused by the inhibitor effect on theBDNF gene synthesis steps
of the acrylamide andthe mechanism of neurotoxic action of acrylamide was tried to
be clarified. This neurotoxic effect was tested for inhibition by E Vitamin. We also
investigated the effects of acrylamide, which is exposed in fetal life, on cognitive
functions at 8 weeks when brain development is largely completed.

Materials and Methodology: 40 young female Wistar albino rats weighing 250
grams each that were bred in Indnii University, Faculty of Medicine, Experimental
Animals Breeding and Research Center were used in the study. For this research,
ethical approval was obtained from the experimental animals ethics committee of
Inénii University Faculty of Medicine, Malatya, TURKEY (Approval no: 2016/ A-
24). The rats were made pregnant. And than the rats were divided into five different
groups of control, corn oil, vitamin E, acrylamide, and vitamin E + acrylamide with
12 pregnant rats in each group. 100 mg/kg/day body weight vitamin E dissolved in
corn oil with oral gavage; 10 mg/kg/day body weight acrylamide dissolved in
drinking water with oral gavage were administered to the 40 pregnant rats, which
were determined as pregnant (+) by vaginal smear test, during the 1-20" days of the
pregnancy. Rats were fed ad libitum during the experiment. On the 20" day of
pregnancy, fetuses were removed using Caesar sectionin half of pregnant rats in each
group. Morphological development parameters of the fetus obtained by Caesar
section from all groups were measured. The levels of malondialdehyde (end-product

of lipid peroxidation), reduced glutathione, total antioxidant capacity, total oxidant



capacity, and brain-derived neurotrophic factor and Brain-derived neurotrophic
factor mRNA and protein synthesis levels were analyzed and histopathological
examinations were performed in brain tissue of the fetus obtained by Caesar section
from all groups.

Findings: Comparison of control group and study group data indicated that
acrylamide application damaged fetal development by suppressing fetal development
parameters; caused degeneration in neuron structures in fetal brain tissue and caused
hemorrhagic damages; dramatically decreased BNDF levels; increased
malondialdehyde, total oxidant capacity levels and decreased reduced glutathione,
total antioxidant capacity levels. Fetal brain BDNF mRNA levels were significantly
reduced in the acrylamide-treated group compared to that in the control group, and
administration of vitamin E did not prevent the decrease of acrylamide on BDNF
MRNA levels.Acrylamide administration resulted in a statistically insignificant
decrease in both fetal brain tissue BDNF levels and serum BDNF levels of postnatal
8"week fetuses. The administration of vitamin E together with acrylamide to
pregnant rats significantly improved the deterioration of the fetal morphological
development parameters of acrylamide, lowered the levels of malondialdehyde and
total oxidant capacity in fetal brain tissue significantly; BDNF, reduced glutathione,
and total antioxidant capacity levels were significantly increased , and all of them
resulted in a significant decrease in histopathological tissue damage that occurred in
fetal brain tissue.It was observed that the cognitive function parameters measured at
the 8Mweek after birth of the infants exposed to acrylamide in fetal life significantly
deteriorated in the acrylamide-treated groups and that the application of vitamin E
significantly improved the cognitive function parameters.

Result:The fact that acrylamide administration has severely reduced fetal brain
BDNF mRNA levels has shown that the inhibitory effect of acrylamide on the BDNF
gene was achieved in the transcriptional stage.Acrylamide administration did not
cause a decrease in BDNF mRNA levels in postnatal week 8"pups. Acrylamide
administration resulted in a statistically insignificant decrease in both fetal brain
tissue BDNF levels and serum BDNF levels of postnatal 8" week fetuses.The
suppressive effect of acrylamide on the protein translation stage of the BDNF mRNA

was not found to be significant. E vitamini administration was associated with a



significant improvement in both fetal BDNF levels and postnatal 8th week cognitive
function parameters, we suggest that pregnant women consume enough vitamins
containing vitamin E on a daily basis to reduce the most toxic effects of food-borne

acrylamide on the development of the fetus.

Key words: Rat, Pregnancy, Acrylamide, Vitamin E, Fetus, Brain-Derived

Neurotrophic Factor, Oxidant and Antioxidant Parameters, Histopatology
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ATP
BAD
Bcl-2
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DNA
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: Amino asit

. Akrilamid

: Adenozin Trifosfat

: Bcl-2 Associated Death Promotor Protein
: Apoptosis ile iliskili Protein

: Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor

: CAMP response element binding protein
: Tepe Oturma Noktas1 Olgiimii

: Deoksiribonukleik Asit

: Erkek/Disi

: Epigallokatesin-3-gallat

: Gida ve Ilac Dairesi

: Redukte glutatyon

: Hidrojen Radikali

: Hidrojen peroksit

: Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

: Malondialdehit

: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (okside)
: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte)
- Sinir BlyUme faktori

: Sinir buylme faktor reseptori

- Nitrik oksid

: Norotrofin 3

: Norotrofin 4

- Sliperoksit Radikali

: Riboniikleik Asit

- Lipid Peroksil Radikali

: Reaktif Oksijen Turleri

: Sentral Sinir Sistemi

: Total Antioksidan Kapasite

: Tiyobarbitiirik asit reaktif yapilar
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TOK

Trk
TUBITAK
WHO

MWM

: Total Oksidan Kapasite

: Bir ndrotrofin resept6ru olan tirozin kinaz

: Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurulu
: Diinya Saglik Orgiitli

: Morris’in Su Tanki

Xiii



SEKILLER DiZiNI

Sekil No Sayfa No

Sekil 2.1. Notokord Uzantisinin gelisimini gosteren ¢izimler.........c.occceeviveenieennnnen. 23
Sekil 2.2. Notokord uzantisinin ileri gelisimi ile notokorda doniisiimii.................... 24
Sekil 2.3. Noral tlip ve noral kristanin olUSUMU ..........cooviiiiiieieieieee e 25
SeKil 2.4, BDNF ZENININ YAPIST ...vveivreveiierieeiesieseesieseesseessessaesseesssssesssaessessesessses 27

++

Sekil 2.5. BDNF gen transkripsyonunu dizenleyen Ca™’un aktive ettigi sinyal yolu... 29
Sekil 2.6. Insan ve rat beyin yapismin sematik gSterimi ...........cccevvevevrveveriirererennns 33
Sekil 2.7. Hipokampusun intraoperatif (A) ve hipokampektomi sonrasi (B)
JOTUNUMIUL ettt e e b e b e e e nnneean 34
Sekil 2.8.Diseke edilen ve deniz atina benzetilen hipokampus .............cccccveeeveennne 35

Sekil 2.9. Hipokampusun ambiensistern ve temporal horn ile iligkisi goriilmektedir.

................................................................................................................... 35
Sekil 2.10. Hipokampusun ventrikiil ylizeyine dogru en dis tabakasi.................. 36
Sekil 2.11. Akrilamidin Kimyasal yap1Si.......ccccvieiiiiiiiiiriiiieniiee e 39
Sekil 2.12. Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olugumu............cccccvivveiiiiiiiinicnnne 40
Sekil 2.13. Farkli molekiillerden akrilamid olusum yollart.........cccccocoviiiiiiiinincnnne 41
Sekil 2.14. E vitaminin Kimyasal YapIST .......ccccviiiiiiiniiiiiiiiesniee i 49

Sekil 3.1. Arastirmada her bir gruba ait beyin doku 6rneklerinden saflastirilan
RINAIAE. .o 60
Sekil 3.2. “Hydrolysis Probe” kullanilarak f—aktin ve BDNF mRNA’larindan

sentezlenen cDNA’larin ger¢cek zamanli PCR ile ¢ogaltim egrisi............. 62
Sekil 3.3. B—aktin ve BDNF cDNA’larinin PCR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%]1,5)
elektroforezi gortNTUSU. ......c.ecveveerie e 62

Sekil 4.1. Tiim gruplardan 6rneklenen 20 giinliik fetuslarin genel goriiniisii. Kontrol
grubu (Resim 1) ve Misir yag1 grubu (Resim 2) fetuslarin goriiniimii
normal, akrilamid grubu (Resim 3) fetuslarin viicudlarinda yaygin

hemarojik alanlar mevcut, E vitamini grubu (Resim 4) ve Akrilamid + E

vitamini grubu (Resim 5) fetuslarin goriiniimii normal..............cccoooeeees 63
Sekil 4.2. Fetus agirliklarinin gruplara gore dagilimi.........cooooevviiiiiiiiiincieene 65
Sekil 4.3. CRL mesafesinin gruplara gore dagilimi.........cccceevviveiiieniiieniiieeniieninen 65
Sekil 4.4. Plasenta agirliginin gruplara gore dagilimi .......ccccocevevvieniiieniiienniiennn, 66

Xiv



Sekil 4.5. Fetal Beyin agirliginin gruplara gore dagilimi ........ccocovevviiiiiiiiiciiennne 67

Sekil4.6. Fetal beyin dokusu MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi.................. 69
Sekil 4.7. Fetal beyin dokusu GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi................... 70
Sekil 4.8. Fetal beyin dokusu TOK diizeylerinin gruplara gore dagilimi.................. 71
Sekil 4.9. Fetal beyin dokusu TAK diizeylerinin gruplara gore dagilimi.................. 72
Sekil 4.10. Fetal beyin dokusu BDNF diizeylerinin gruplara gore dagilima ............. 73

Sekil 4.11. Postnatal Erkek Yavru serum BDNF diizeylerinin gruplara gére dagilima.

Sekil 4.12.Fetis beyin dokusunde 6lgiilen BDNF mRNA seviyelerinin gruplara gore
AZIIMIL oo 75
Sekil 4.13. Postanatal Erkek yavru beyin dokusu gruplarinda 6l¢iillen BDNFMRNA
oY Y= [ o SRS 76
Sekil 4.14a. Kontrol grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde noronlar ve glial
hiicreler (y1ldiz). H-E, X10.......cooiiiiiiiiieiieeee e 83
Sekil 4.14b. Kontrol grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yi1ldiz). H-
GEP0)..... A R R W W 83
Sekil 4.14c. Kontrol grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40 ......... 84
Sekil 4.15a. Misir yagi grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (y1ldiz). H-E, X10......ccoouiiiiiiiiieeeee e 84
Sekil 4.15b. Misir yagi grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz).

Sekil 4.15¢. Misir yagi grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40..... 85
Sekil 4.16a. E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde noronlar ve glial

hiicreler (y1ldiz). H-E, X10.....cccviiiiiiiiiiiiiie e 86
Sekil 4.16b. E Vitamini grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (y1ldiz).
H-E, X20 .o iteiieieee et 86

Sekil 4.16c¢. E Vitamini grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40.... 87

Sekil 4.17a. Akrilamid grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial

hiicreler (y1ldiz), hemorajik odak (ok basi). H-E, X10.........ccccccevviiiiinnnnnns 87
Sekil 4.17b. Akrilamid grubu; Beyin korteksinde noronlar ve glial hiicreler (yildiz),
hemorajik odak (ok bas1). H-E, X20 ........cccooiiiiiiiiiiiieeecee 88

XV



Sekil 4.17c. Akrilamid grubu; piknotik gériiniimlii néron nukleuslar1 (ok), hemorajik
odak (ok bast), hidropik dejenerasyon ( ok basi) H-E, X40..............coc...... 88
Sekil 4.18a. Akrilamid+E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde

noronlar ve glial hiicreler (y1ldiz). H-E, X10 ... 89
Sekil 4.18b. Akrilamid+E Vitamini grubu; Beyin korteksinde ndronlar ve glial

hiicreler (y1ldiz). H-E, X20.......cccooiiiiiiieee e 89
Sekil 4.18¢. Akrilamid+E Vitamini grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-

By XAD s 90

Sekil 4.19a. Kontrol grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yildiz). H-E, x10 ......... 90
Sekil 4.19b. Kontrol grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz). H-E, x20

Sekil 4.19¢. Kontrol grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, X40 .........c.coeevvieinennnne 91
Sekil 4.20a. Misir yagi grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yildiz). H-E, x10..... 92
Sekil 4.20b. Misir yag1 grubu; beyin korteksinde ndronlar ve glial hiicreler (yildiz).

Sekil 4.20c. Misir yagi grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, X40..........ccccoovveennnn. 93
Sekil 4.21a. E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yildiz). H-E, x10.... 93
Sekil 4.21b. E Vitamini grubu; Beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (y1ldiz).

Sekil 4.21¢. E Vitamini grubu; Piramidal néronlar (0k). H-E, X40 ........c.cccceevvvvennene 94
Sekil 4.22a. Akrilamid grubu; Pia mater (kalin ok), beyin korteksi (yildiz), korteks
icinde glial hiicre infiltrasyonu (ince 0k). H-E, X10.........ccoocevviiieiinennne. 95
Sekil 4.22b. Akrilamid grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (siyah yildiz), stratum molekiilare tabakasinda hidropik
dejenerasyon (beyaz yildiz) H-E, X20 ..........ccooveveiiieniieii e 95
Sekil 4.22¢. Akrilamid grubu; Piknotik goriiniimlii néron nukleuslar1 (kalin ok), glial

hiicre infiltrasyonu (ince ok), hidropik dejenerasyon ve néron yogunlugu

azalmis korteks alan1 (y1ldiz). H-E, X40.........cccoviiiiiiiiie 96
Sekil 4.23a. Akrilamid + E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (y1ldiz).

H-E, XLO oottt 96
Sekil 4.23b. Akrilamid + E Vitamini grubu; Beyin korteksinde néronlar ve glial

hiicreler (y1ldiz). H-E, X20.......ccoooiiiiiiiiiiii e 97

XVi



Sekil 4.23c. Akrilamid + E Vitamini grubu; Piramidal ndronlar (ok). H-E, x40 ...... 97

Sekil 4.24. Gruplarin kadranda kalma sikliklarinin karsilastirilmast ... 98
Sekil 4.25. Gruplarin kadranda kalis siirelerinin karsilastirilmasi............cccoovvvenneen. 99
Sekil 4.26. Gruplarin kadranda kalis siirelerinin ylizdelerinin karsilastirilmasi........ 99

XVii



TABLOLAR DiZINi

Tablo No Sayfa No

Tablo 2.1. Amerikada siklikla tiiketilen bazi besinlerin akrilamid igerigi ................ 43
Tablo 2.2. Tirkiyede siklikla tiiketilen bazi besinlerin akrilamid igerigi.................. 45
Tablo 2.3. Cesitli gidalarin E vitamini 1GeIIZ1 .....ecuervrrrurrerreniesiesiesie e sieseesieenieas 51
Tablo 3.1. Primer dizilimIeri ... 61
Tablo 4.1. Gruplarin gelisim parametrelerine ait tiim bulgular..............cccceevveveennnne 64

Tablo 4.2. C/S ile aliman Yavrularda Gruplarin Biyokimyasal parametrelere ait bulgular

................................................................................................................... 68
Tablo 4.3. Fetiis Beyin Dokusu PCR analiz Sonuglart ..........c.ccooevevvevesieiesinesnennnns 74
Tablo 4.4. Postnatal Erkek Yavru Beyin Dokusu PCR analiz verileri..................... 75
Tablo 4.5. Fetiis Beyin Dokusu histolopatolojik verilerin skorlanmasi..................... 79

Tablo 4.6. Postnatal 8. Hafta Erkek Yavru Beyin dokusu histolopatolojik verilerin
SKOTIANIMAST .....eeieiiiii e 81

Tablo 4.7. Water Maze TeSti VEIII......ooo et 100

XViii



1. GIRIS

Uluslararas1 Kanser Aragtirma Merkezi’nin (IARC 1994) akrilamidi (AA)
2A Grubu (Insanlar icin olas1 kanserojen) olarak smiflandirmis olmasi diinyada
akrilamidle ilgili calismalarm artmasini saglamustir. Isve¢ Ulusal Gida idaresi
(SNFA) ve Stockholm Universitesinin 2002 yilinda karbonhidrattan zengin
gidalarin gesitli kizarmis ve firinlanmis gidalarda kanser olusturma potansiyeline
sahip bir kimyasal madde olan Akrilamidin yiiksek miktarlarda olustugunu
duyurmasindan sonra bu konuyla ilgili arastirmalar olduk¢a yogunlasmistir. Cesitli
kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilan akrilamidin hayvanlar i¢in ndrotoksik,
karsinojenik ve iireme sistemi i¢in zararli oldugu bilinmektedir. Gidalarin yiiksek
sicakliklarda kizartilmast ve firinlanmasi sonucu bol miktarda akrilamid olusmakta
ve insanlar bu gidalan tiiketerek her giin belli miktarlarda akrilamid almaktadirlar.
Akrilamid plasentayr dogrudan gegip pre ve postnatal gelisim sirasinda kemiriciler
Uzerinde hasarlara da yol acabilmektedir. Gebe kadinlarda gebelik boyunca gida
kaynakli akrilamide maruz kalmakta ve bebekleri muhtemelen bundan
etkilenmektedir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar sonucunda akrilamidin olusum
mekanizmasi, insan saghgi lizerindeki olumsuz etkileri, gida kaynakli akrilamid
olusumunu azaltma yollar1 hakkinda cesitli bulgular elde edilmistir. Ancak hala

akrilamidin insan saglig1 iizerindeki muhtemel etkileri tam olarak bilinmemektedir.

E vitamini serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidadif strese karsi
hicreleri koruyan gucli bir antioksidanolup bunu serbest radikalleri daha az reaktif
bilesiklere doniistiirerek sagladigi ifade edilmektedir. Antikarsinojenik ve
noroprotektif etkileri de olan E vitaminin hicresel inflamasyonu ve adezyonlari
azaltic1 yonde etki gosterdigi de ortaya konulmustur. E vitamini plasentay1 kolaylikla
gecebilmekte ve yagda kolay ¢oziinen (lipofilik) yapisindan dolay: fetusun kan-beyin
bariyerini de gecip fetal beyin dokusuna ulasabilmektedir. Ozellikle beyin;
antioksidan kapasitesinin diisilk olmasi nedeni ile oksidatif strese karsi oldukca
hassastir ve E vitamini gibi giiclii antioksidanlarin koruyucu etkisine ihtiyag

duymaktadir.

Bu aragtirmada; gebelik boyunca akrilamide maruz kalan ratlarin
fetuslarinin beyinlerinde meydana gelen akrilamid kaynakli gelisimsel hasarlarin, bu

hasarlarin mekanizma/makanizmalarinin, prenatalakrilamid maruziyetinin postnatal
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bilissel fonksiyonlara etkilerinin ve akrilamid kaynakli nérotoksisiteye karsi E

vitamini’nin koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. FETUSTA MORFOLOJIK GELISIM

Insanda embriyogenez ve organogenez, erkek gamet hiicresi spermatozon ile
disi gamet hiicresi oositin birlesip zigot denen yeni bir organizma olusturmasi
anlamina gelen fertilizasyon olay ile baslar. Zigot bolunerek, hiicre bollinmesi, goga,
bliylimesi ve farklanmasi ile ¢ok hiicreli insana dontisiir (1).

Bedenin hizla biiyiimesi; doku ve organlarin olgunlagsmasi ve gelisimini
tamamlamas: ile karakterize olan siireci kapsayan gebeligin 3. aymin basindan
doguma kadar suren intrauterin doneme fetal donem denir. Fetal donem suresince
gelisim, birincil olarak viicudun gelisimini kapsamakla beraber doku, organ ve
sistemlerin farklanmasi ile de ilgilidir (2).

Fetus gelisimi 3 evrede degerlendirilebilir; birinci evre; yaklasik olarak
gebeligin ilk 18-20 haftasimi igerir, hiicrelerin hizli mitoz boéliinmeleri sonucu
cogalmasiyla karakterize olup hiicreler sayica artar. Ikinci fazda (20-28 gebelik
haftas1 aras1) hiperplazi ve hipertrofi bir arada goriiliir. Ugiincii evrede ise; (28
gebelik haftas1 sonrasi) hiicre biiyiikliiklerinde artis, kas ve konnektif doku birikimi
vardir (3).

Fetus gelisimi, genetik ve c¢evresel faktorlerden etkilenmektedir ve bu
faktorler fetal gelisimin yoniinii belirleyici olabilmektedir. Fetal gelisimin saglikli bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in Oncelikle gebelik haftasinin dogru olarak tespit
edilmis olmas1 gerekmektedir. Gebelik haftasinin tayininde ise en etkili yontem;
trimestirdeki ultrasonografik degerlendirmeler, tepe-oturma noktasi1 (CRL) dlgiimii,
fetal biyometrik élctimlerdir (3).

Fetal donemde fetusun yas tayini i¢in kullanilan en 6nemli 6l¢iit fetal boydur.
Fetusun boyu, CRL ya da ayakta durma yiiksekligini veren tepe-topuk mesafeleri
Olgiilerek hesaplanir. Bu Olglimler, daha sonra hafta ve lunar ay olarak verilen
fetusun yasi ile karsilastirilir (2).

Fetus biliylime ve enerji liretimi ig¢inihtiyag¢ duydugu maddelerin ¢ogunu
plasental zarlar yoluyla alir. Biiylime ve fetal metabolizma i¢in gerekli temel enerji
kaynag1 glukoz olmasina ragmen fetal gelisimin devami i¢in aminoasitlere de ihtiyag
duyulur. Glukoz metabolizmasi i¢in gerek duyulan insiilin, fetal pankreas tarafindan
salgilanir. Insiilin, insan bilyiime hormonu ve bazi kiiciik polipeptidlerin fetal

biiylimeyi uyardiklar1 bilinmektedir (1).
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2.2. FETAL BEYIN GELISIMi

2.2.1. Sinir Sisteminin Kodkeni

Sinir sistemi noral plaktan koken alir. Notokord ve paraksiyal
mezoderm,iizerindeki ektoderm tabakasin1 noral plaga farklilasmak tizere uyarir.
Noral plaktan gelisen yapilar; noral katlantilar, noral tiip ve noral kristadir. Noral tip
Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ne farklilagir. NOral krista; periferik sinir sistemi ve
otonom sinir sistemi’nin blyuk bolimini yapan hiicreleri olusturur (4).

Noral plak ve noral tiip olusumunu kapsayan norulasyon siireci 4. haftanin
basinda (22-23. glnler) baglar. Noral katlantilarin birlesmesi kranial ve kaudal yonde
her iki ugta da sadece kiiciik bir aciklik kalincaya kadar devam eder. Kranial agiklik
(rostral/anterior noropor) 25. gilinde kapanirken kaudal/ posterior noéroporun
kapanmas1 2 giin sonra olur. Noral tiipiin duvarlar1 beyin ve medulla spinalisi
olusturmak tizere kalinlagirken ndral kanaldan; beynin ventrikiiler sistemi ve medulla
spinalis’in kanalis sentralis’i olusur (4).

Mezengimal hiicrelerin bir kismi1 primitif diigiim ve ¢ukurdan kraniale dogru
g6¢ edip orta ¢izgide notokord uzantis1 denen hiicresel bir kordon meydana getirirler
(Sekil 2.1. A-B). Bu uzantida kisa zamanda bir liimen, notokord kanali olusturur
(Sekil 2. 1. B-C). Notokord uzantis1 ektoderm ve endoderm arasinda kraniale dogru,
silindirik endodermal hiicrelerin olusturdugu kii¢iik yuvarlak bir alan olan prekordal
plaga ulasana kadar ilerler. Prekordal plak iistiindeki ekdoderme sikica yapisik
oldugundan dolay1 notokord uzantis1 daha fazla ilerleyemez. Bu kaynasmis tabakalar
ileride agiz boslugunun gelisecegi orofarengial membrani olusturur (Sekil 2.2. B).
Primitif ¢izgideki bazi hiicreler notokord uzantisinin her iki tarafinda kraniale dogru
ve prekordal plak cevresine go¢ eder. Burada kardiyojenik alanda, {i¢ilincii haftanin
sonunda gelismeye baslayan kalp; primordiyumunu olusturacak olan kardiyojenik
mezodermi yapmak {lizere birlesirler. Primitif ¢izginin kaudalinde ileride aniisiin
gelisecegi dairesel bir alan olan kloaka membrani bulunur (Sekil 2.1.) (2).

Notokord;

* Hiicresel bir cubuktur.

* Embriyonun primordiyal eksenini belirler.

slleride omur cisimlerinin olusturacag yeri belirler.

* Embriyoya diklik verir.
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* Aksiyal iskeletin (kafa ve omurga kemikleri) gelisimi i¢in baz teskil eden

yonlendirici rol oynar.

Hotokord A Primitif B

Embriyonik uzantis! primitif gukur . gukur Primitif
ektoderm s Baglantisapr | o o Horal plak g::ﬁ

- M/ uzantis:

mezoderm

Embriyonik
endoderm Prekordal Plak

Kardiyojenik alan Allantois

Hotokord kanah

Primitif Cizgi C
Primitif gukur Kloaka membram

Allantois

Hotokord Kanal Embriyonik
endoderm

Sekil 2.1. Notokord Uzantisinin gelisimini gosteren ¢izimler (5).

Notokord etrafinda, orofarengial membrandan primitif diiglime kadar uzanan
omurga olusur. Omur cisimleri olustuk¢ca notokord dejenere olur ve kaybolur,
yalnizca her bir intervertebral diskin nukleus pulposusu i¢inde varligini siirdiiriir.
Ustiinde uzanan embriyonik ektodermin kalinlasmasin1 ve MSS’nin primordiumu

olan noral plagin (Sekil 2.2. A-C) olusumunu uyarir (2).

2.2.1.1. Norulasyon (Néral tipin olusumu)

Notokord gelisince iizerindeki ektodermi indiikleyerek kalinlasmasina ve
uzun, kalinlasmig noroepitelyal hiicrelerden olugsan noéral plak denen yapinin
olusumuna neden olur. Noral plagin ektoderminden; merkezi sinir sistemi gelisir.
Notokord uzadik¢a noral plak genisler ve kraniale dogru orofarengial membrana
kadar ilerler (Sekil 2.2.B). Yaklasik 18. giinde noral plak, merkez ekseni boyunca
invajine olarak her iki yaninda ndral kivrimlarin bulundugu orta ¢izgide longitudinal
olarak uzanan néral olugu olusturur (Sekil 2.2.D-E). Noral kivrimlar embriyonun

Kranial ucunda daha kabarik goriinimdedir, bu da beyin gelisiminin ilk belirtisidir.
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Ucgiincii haftanin sonunda néral kivrimlar birbirine dogru yakalasip bitrlesmeye baslar

ve noral plak, noral tiipe doniisiir.Norulasyonun doérdiincii haftasinda tamamlanir (6).

Amniyon boglugu Dizlem kesiti  Noroenterik
Bagilenti sapi Noral Plak kanal

Amniyonun
kesik kenan

Primitif gizgi

Notokord Uzantis
B
A Kloaka
Vitellus kesesi membrani
Orofaringeal N
membran Emnriyonik
Hotoword Endoderm
Emnriyonik Noral oluk Noral oluk
Ektoderm Evnevrivoniic
Mezoderm
ice dogru kivrilan
notokord plag

endoderm iginde
notokord plad:

Horal oluk Horal Kivrnim

Lateral
mezoderm

Paraksiyel
mezoderm

E

mezoderm

Ara Embriyonik

endoderm

Sekil 2.2. Notokord uzantisinin ileri gelisimi ile notokorda doniisiimii (5).

Noral kivrimlar néral tlipli olusturmak iizere birlestikce her bir kivrimin
kenar1 boyunca uzanan bazi néroektodermal hiicreler epitelyum ile olan ilgilerini ve
komsu hiicrelerle olan baglantilarin1 kaybederler. Noral tiip yilizey ektoderminden
ayrilinca noral krista hiicreleri noral tiipiin her iki yanina dorsolateral yonde go¢ eder.

Bu htcreler daha sonra noral tip ile Gzerinde uzanan yizey ektodermi
arasinda, yassilasmis diizensiz bir kitle bigiminde olan noéral kristay1 olustururlar

(Sekil 2.3). Bu hiicrelerin birgogu c¢esitli yonlerde gd¢ ederek mezensim iginde
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dagilir. Noral krista hiicreleri spinal gangliyonlar ve otonomik sinir sistemi
gangliyonlar1 gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklilagir. V, VII, IX ve X. kranial sinirlerin
gangliyonlar1 da kismen noral krista hiicrelerinden kdken alir. Noral krista hiicreleri
ayni zamanda periferik sinirlerin kilifin1 ve beyin ile medulla spinalisin ortilerini

olusturur (7).

néral plate naral
SInIr plate  apidermis

g

noral katlantilann __~—" 2=

yakinlagmasi
ndral katlant

l Epidenmi=

ndral krista ——

ndral thp
Sekil 2.3.Noral tiip ve noral kristanin olusumu(8)

2.2.1.2. Beyin gelisimi

Beyin, 4. somit ¢iftinin kranialindeki ndral tiipten gelisir. Noral katlantilarin
tamamen birlesmesindende Once; gelisen noral tiipiin rostral ucunda ii¢ farkl kesecik
gorallr. Rostralden caudale, 3 primer beyin kesecigi on beyin (prosensefalon-
forebrain), orta beyin (mesensefalon- midbrain) ve arka beyindir (rhombensefalon-
hindbrain). 4. haftanin baslamasiyla 6n beyin telensefalon ve diensefalon olmak
uzere; iki sekonder beyin kesecikleri-vezikiillerine ayrilir. Arka beyin de 5. haftada

metensefalon ve miyelensefalona ayrilir (6, 9, 10).
2.2.2. Beyin Kaynaklh Norotrofik Faktor (BDNF)

2.2.2.1. Noronal plastisite

Insanlarda néronal migrasyon gebeligin ilk haftalarinda baslar ve ikinci
trimesterin sonunda noéronlarin biiyiik kismi olusur. Dogum sonrasi dénemde

yaklasik olarak alt1 yasinakadar sinaptikgelisim oldukg¢a hizli sekilde olusmaktadir.
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On dort yasindan sonra ise sinaps olusumu, ndronal yenilenme ve onarim hizinda
azalma baslar (11).

Plastisite terimi Yunanca da “plaistikos” kelimesinden koken alir;
bicimlendirmek anlamina gelir (12). Noroplastisite ise g¢esitli i¢ ve dis uyaranlara
bagli olarak beyindeki néronlarin ve bu néronlarin olusturdugu sinapslarin 6zellikleri
ve islevlerindeki degisiklikler olarak tanimlanabilir. Eger ortaya ¢ikan degisiklikler
sadece bir noron diizeyinde olmayip sinaptikbaglantilari da kapsiyorsa uyaranlara
kars1 olusmus buduruma ‘sinaptik plastisite’ denir. Esas olarak néroplastisite merkezi
sinir sisteminin degisimlere uyum saglayabilme yetisidir (13, 14). Norotrofinler
noronal plastisite (sinir dokunun gelismesi ve farlilagmasi) agisindan 6nem tasiyan
hiicre i¢i faktorlerdir. Birgok norotrofin bildirilmistir: Beyin kaynakli norotrofik
faktor (BDNF), sinir buyume faktorii (NGF), nérotrofin-3 (NT-3), norotrofin-4 (NT-
4) gibi. Norotrofinlerin merkezi sinir sisteminde hicre 6limdndn (apopitozis)
programlanmasinda ve ylriitilmesinde Onemli rolleri vardir. Cesitli i¢ ve dis
nedenlere bagli olarak azalma gosterdiklerinde beyinde etkiledikleri néronlarin

6lumu ile sonuglanacak biyolojik olaylar zinciri tetiklenir (11, 15).

2.2.2.2. Beyin kaynakh norotrofik faktor (BDNF) nedir?

Norotrofin ailesinin prototipi olarak kabul edilen “sinir btyume faktori”nlin
(nerve growth factor) 1950°li yillarda saptanmasiyla birlikte bu alandaki ¢aligmalar
yogunlagsmistir (16). Iclerinde BDNF, NT-3 ve NT-4/5’in de yer aldigi n6rotrofinler
30-35kDA prekiirsor proteinlerden ya da pronédrotrofinlerden sentezlenir (17, 18).
Tum norotrofinler temel ortak yapiya sahip olup, promotor bdlgenin icerdigi farkli
domainlerin sayesinde spesifikreseptorlerine baglanirlar ve biyolojik yanitlar
olustururlar (17, 19). Bu baglamda hepsip75SNGFR reseptoriine baglanirlar ama her
birinin ayrica yiiksek ilgi ile baglandiklar1 “trk”(tropomiyosine-related kinase)
ailesinden spesifik reseptorleri vardir (20, 21). Ornegin BDNF icin bu TrkB
reseptorudur (21).

BDNF sinirlerin blytmesinden sorumlu kigik dimerik bir protein olup
noronlarin gelisimi, 6grenme ve hafizada anahtar molekiildiir (15). Beynin gelisimi
sirasinda immatiir noéronlarin  biiylimeve farklilagsmasini indukler. Noronlarin
yagamlarint  strdirmesinde gorev alir (22). Serotoninerjik ve noradrenerjik
noronlarin gelisimlerini destekleyip, bu néronlarin toksik hasarlardan etkilenmeye

kars1 korunmasinda rol alir. Dendritlerin biiylime ve gelisimi Uzerine olumlu etkisiyle
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noronal devamlilik ve plastisiteyi regiile eder (23-25). N6éronlarda sentezlenen BDNF
baslica hipokampus ve korteks serebri olmak iizere beyinde ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir (13).

Fare beyin korteksinden izole edilmis noronlardan olusan hiicre kiiltiiriine
BDNF uygulanarak néronlarin incelendigi bir arastirmada, BDNF uygulamasinin
dendrit ve sinapslarda gelismeyiiniiklendigi tespit edilmistir (26). BDNF geninin fare
sitriatumundaki hdcrelerin bir grubuna implante edilip ardindan tim hicrelere
norotoksin uygulanarak hiicrelerdeki degisikliklerin incelendigi baska bir
calismada,BDNF implantasyonu yapilan hiicrelerde diger hiicrelerin aksine serotonin
ve dopamin kaybi gelismedigi tespit edilmistir (27). Elde edilen bu sonuglar
BDNF’nin néronlar iizerinde koruyucu etkisi oldugu ve noroplastisite ile iliskisi

oldugu goriisiinii desteklemektedir (14).

2.2.2.2.1. BDNF geni ve duzenlenmesi

BDNF geninin farkli promoterler igeren dort kisa 5° eksonu (non-coding exon
I-1V), olgun (mature) BDNF proteinini kodlayan bir 3’ eksonu (exon V) ve pek ¢ok
duzenleyici elementi ile kompleks bir yapisi vardir. Promotorlarin alternatif
kullanimlar1 ve farkli baglantilar 8 farkli BDNF mRNA olusmasina neden olur (28)
(Sekil 2.4).

Baslama Poliadenilasyon
kodonu sinyalleri

v v v

ekson ekson ekson ekson ekson

I IT III v v

v/

Iv v =l

1
21
BDNF
Sekil 2.4. BDNF geninin yapisi (28). BDNF geninden kaynaklanan sekiz olasi

transkript ve alternatif ekleme (splicing) bolgeleri.
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Sonugta ayn1t BDNF proteinini kodlayan bu farkli BDNF mRNA’larin var
olus sebepleritartisilmakla birlikte dokuya/bdlgeye spesifik bazal BDNF
ekspresyonunu ve stimulusunu uyararak regiilasyonu sagladiklart diistinilmektedir.
Bu baglamda mRNA igeren I, II ve III eksonlar agirlikli olarak beyinde, promoter 1V
ise periferik dokularda aktiftir. Beyinde cesitli BDNF mRNA’lar1 diurnal ritim,
iskemi, egzersiz, aktivite, antidepresan tedavi, stres gibi fizyolojik ve patolojik
uyaranlara yanit olarak farkli bicimde regiile edilirler (29).BDNF geninin aktivite-
bagimli kalsiyum ilintili diizenlenmesinde bir dizi islemde ilk adim sitoplazmaya
kalsiyum girisidir (30). Boylece BDNF ekson Il ekspresyonun indiksiyonu segici
olarak aktiflenir. Ancak bu aktivasyon icin CREB (cCAMP/Ca++- response element
binding protein) gerekli olmakla birlikte yeterli degildir (31). Aktivasyon igin
CREB’in Serin-133 bdlgesinin cAMP bagimli protein kinaz, kalsiyum/kalmodulin
bagimli protein kinaz IV ya da mitojence aktive edilen protein kinaz tarafindan
fosforilasyonu gerekmektedir (Sekil 2.5) (30, 31).

Santral sinir sisteminde (SSS) aktivite bagimli BDNF regiilasyonu klasik
norotransmiterlerden etkilenmekte, BDNF mRNA glutamat, asetilkolin ve serotonin
ile “up-regule”, GABA ile “down-regiile” olmaktadir (28). Diger yandan, BDNF’nin
Il ve IV transkriptlerinin noronal aktivasyona ya da elektriksel stimulasyona yanit
olarak “early gene” olarak yeni protein sentezine gereksinim olmadan hizla

indiiklenebildikleri de gosterilmistir (28, 30).
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Sekil 2.5. BDNF gen transkripsyonunu diizenleyen Ca™’un aktive ettigi sinyal yolu
(30). Noronlarda norotransmiter alimi ve membran depolarizasyonu ile ligand ve
voltaj kapili kalsiyum kanallarinin agilmasi, plazma zarindan kalsiyum akist,
kalsiyuma duyarli adenilat siklaz, kalsiyum / kalmodulin ile aktive edilmis kinazlar
ve Ras proteinlerinin aktivasyonu ve g¢ekirdege translokasyonu sonucunda BDNF

geninin transkripsiyonu gerceklesir.

2.2.2.2.2. Santral sinir sisteminde BDNF’nindagilim

Erigkin sigan beyninde BDNF mRNA’s1 hipokampus, septum, hipotalamus,
korteks veadrenerjik beyin sap1 ¢ekirdeklerinde yaygin olarak bulunur (28). BDNF
immunoreaktivite isesoma, dendrit ve liflerde lokalize olarak serebral korteks,
hipokampus, bazal 6n beyin,striatum, hipotalamus, beyin sap1 ve serebellumda
saptanmistir. Ayrica, bu immiinoreaktivitenin bazi kortikal, hipokampal bolgelerde
ve amigdalada soma ¢ekirdeklerinde saptanmast BDNF’nin noron ¢ekirdegine
girerek dogrudan transkripsiyonu etkilediginin isareti olabilecegi 6ne surtilmektedir
BDNF reseptorii TrkB’nin de BDNF ile benzer dagilim gosterdigi, noron
govdesinde,aksonlarda ve dendtritlerde lokalize oldugu gosterilmistir.ilging olarak
BDNF ve reseptérinin hipokampal ve kortikal néronlarda birlikteekspresyonu
BDNF’nin  SSS’deki etkilerini  otokrin ya da parakrin mekanizmalarla

gerceklestirebilecegini diisiindiirmektedir (28).
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2.2.2.2.3. BDNF’nin etki mekanizmasi

BDNF yasamin erken doneminde SSS’de néronal gelisimin hemen hemen
tim sathalarinmi etkiler. Bunlar arasinda; noronal proliferasyon, migrasyon, noronal
canlilik ve korunma, noérogenez, morfogenetik ve kemotrofik etkiler, aksonal
dallanma, dendritik blytme ve dallanma, sinaps formasyonu, sinaptik ileti, ndronal
uyarilma, plastisite, eksitator ve inhibitor sinapslarin modiilasyonu, NMDA
reseptOrlerinin modiilasyonu, ndrotransmiter ve noropeptid sentezinin uyarilmasi,
saliverilmesi  sayilabilir. BDNF’nin baslica fonksiyonu; noéroprotektif etki
gostermekve ndron hayatta kalimini saglamaktir (32). BDNF kendi tirozin kinaz
reseptoriine baglanir ve Ras/ MAPK ve fosfotidilinozitol-3P kinaz/Akt yolak
reaksiyonlarin1 kapsayan bir dizi biiylime ve hayatta kalimi tetikleyen hiicre i¢i sinyal
yolaklarini uyarabilir (11).

Trk bir norotrofin reseptoridiir. Trk’nin ekstrasellliler bélgesinde norotrofin
icin ligand-baglayic1 bolge, sitoplazmik bolgesinde ise bir protein tirozin kinaz
bulunur. BDNF, Trk reseptoriine baglandiginda protein kinaz aktivasyon meydana
gelir.Bu reseptor etkilesimi sonucu Grb, Sos gibi proteinlerbu bdlgede birikirken,
kiicik G proteini olan Ras proteininde aktivasyon gozlenir. Aktive olmus Ras
proteini,protein fosforilasyon zincirinin baglamasina yol agar. Ras aktivasyonu, Raf
proteininde aktivasyonu saglar. Aktive olmusRaf ise MAP (MitojenAktivator
Protein) kinaz kinaziaktive eder. MAP kinaz da baska bir protein kinazi aktive eder.
Bu ardisik proteinlerin fosforilasyon zinciri reaksiyonlari sonucunda; énemli bir
proapoptotik protein olan Bcl-2 ile iligkili 6liim destekleyici protein (BAD: Bcl-2
associateddeath promotor protein) Uretiminin baskilanmasi ve temel antiapoptotik
protein olan Bcl-2ekspresyonunun artmasi yoluyla apopitozda inhibisyon olusur. Bu
etkilerin ortaya ¢ikmasinda cAMP yanit elemani baglayan protein (CREB-CAMP
responseelement binding protein) énemli role sahiptir. Bu reseptorlerin uyarilmast,
yetiskinlerde noral sistemlerin yeniden regiilasyonunu saglayan sinaptik plastisitede
rol alirlar (11, 33).

Bir néronun yasamini siirdiirebilmesi i¢in néronal uyaran alinmasi ve sinaptik
islevselligin devamliligi sarttir. Noranal uyaran almayan ve sinaptik islevselligi
inaktive olmus noronlar apopitoza gitmektedir. Noronal islevsellikle dogru orantili
olarak BDNF sentez ve saliniminda artig goriilmektedir. Alinan uyaranlarla beraber

BDNF hem yeni sinaptik olusumlara yol agmakta hem de pro-apopitotik protein olan
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BAD yapimmini inhibe etmektedir. BDNF transkripsiyonunda gorev yapan CREB
proteini ayni zamanda antiapopitotik olan Bcl-2 seviyesini de arttirmaktadir. CREB
fosforilasyonun engellenmesiyle apopitoz tetiklenir (11, 33-36)

Noronal aktivite, BDNF gen transkripsiyonunu, BDNF mMRNA’sinin
dendritlere transportunu ve sinaptik araliga BDNF proteininin salintmini stimule
etmektedir. BDNF, hipokampal ve kortikal ndronlarin yani sira bazal 6n beyindeki

kolinerjik néronlarin hayatta kaliminda da etkili olmaktadir (37).

2.2.2.2.4. Oksidatif stresin BDNF ve beyin tzerine olan etkileri

Yasamin erken donemlerindeki c¢evre kosullarimin, eriskin donemdeki
davraniglar1 ve fizyolojik fonksiyonlar: etkiledigi, bu anlamda sosyal ve biyolojik
acidan biliylikk Onem tasidigi Dbilinmektedir (38). Davranis ve fizyolojik
fonksiyonlarda ortaya ¢ikan degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar bilinmemekle
birlikte, sosyal ¢evrenin hipokampal BDNF ve nérogenezi modiile ettigi kabul goren
bir goristiir (39).

Tek veya tekrarlanan immobilizasyon stresinin ya da eksojen kortikosteron
uygulamasinin hipokampusta BDNF mRNA ve protein miktarin1 diisiiriirken (40),
adrenalektominin ise hipokampusta BDNF mRNA ve protein miktarmi artirdigi
gosterilmistir (41). Noronal yasamda, gelisim siirecinde ve hasar sonrasinda
norotrofik faktorler ¢cok oOnemli rol oynamaktadir. Norotrofik destegin yeterli
olmamasi apoptotik noronal oliimii indiiklemektedir. Hayvan modelleri (zerinde
yiriitillenaragtirmalarda, noronal destegin azalmasinin dopaminerjik hiicrelerde
dejenerasyona sebep oldugu ortaya konulmustur (42, 43).

BDNF geninin yapist olduk¢a karmagiktir. BDNF geninin aktivite-bagimli
kalsiyum ilintili diizenlenmesinde bir dizi islemde ilk adim sitoplazmaya kalsiyum
girisidir. Boylece BDNF ekson III ekspresyonun indiiksiyonu segici olarak aktiflenir.
Ancak bu aktivasyon icin CREB (CAMP/Ca++ response element binding protein)
gerekli olmakla birlikte yeterli degildir. Aktivasyon i¢cin CREB’in Serin-133
bolgesinden cAMP bagimhi protein kinaz, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein
kinaz IV ya da mitojene aktive edilen protein kinaz tarafindan fosforilasyonu
gerekmektedir (41). Yapilan bilimsel ¢alismalarda artan oksidatif hasarin CREB’in
seviyesini azalttigi, NF-kB gen ekspresyonunu arttirdigi, BDNF diizeyini azalttig1 ve

kognitif fonksiyonlara hasar verdigi belirlenmis ve bu hasarin; BDNF’nin sinaptik
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plastisitedeki fonksiyonunun azalmasinin synapsin I ve CREB molekiillerinin
modiilasyonu araciligiyla gerceklestigi belirtilmistir (44, 45).

Néronal membranlar arasinda kalsiyum (Ca*?) trafiginin hizli olmasi, oksijen
tikketiminin yiiksek olmasi, eksitotoksik aminoasitler; glutamat ve aspartatin varligi,
bazi norotransmiterlerin  kolay otookside olmalari, ndéron zarlarinda bulunan
antioksidanenzimlerinin disiik seviyede olmasi, sitokrom P450 enziminin bazi beyin
bolgelerinde bulunmasi, beyin metabolizmasinin H20, olusturmasi, yliksek oranda
kolayca okside olabilen ¢coklu doymamis yag asiti igermesinden dolay1 beyin ve sinir

dokusu oksidatif strese oldukga hassastir (46).

2.3. RATLARDA SiNiR SISTEMINIiN KOKENi VE ANATOMIiK YAPISI

Galenin ilk denemelerinden bugiine deneysel galigmalar klinik hekimlige yol
gosterici olmustur. Tiim laboratuar hayvanlar1 arasinda ise rodentler (kemirgenler)
biyomedikal arastirmalar i¢in en ¢ok tercih edilen hayvanlardir (47,48). Ratin ve
insanin embriyonik gelisimi arasindaki en onemli fark gebelik stresidir. Bu stre
ratlarda 21-22 giin, insanlarda ise yaklagik 267 gilindiir. Fertilizasyon ve blastula
sathas1 benzerlik gosterir (49). Ratlarda intrauterin hayatin 8-14. giinleri organogenez
donemi olarak bildirilmistir (50).

Ratlarlarda somit olusumu 9. giiniin sonunda ve 10. giinde baslar ve her giin
yeni somitlerin ilave olmasiyla artarak 16. giinde tamamlanir. Yaklasik 65 somitin,
4’1 oksipital, 8’1 servikal, 13’1 torakal, 6’s1 lumbal, 4’1 sakral, 30’u kaudal bélgede
bulunur (51). Ratlarda karakteristik olarak spinal cord, dorsal yarigin alt kisimlarinda
pyramidal sekilli kortikospinal iplikler igerir. Ote yandan, rat omuriliginin
organizasyonu diger memeli tiirleri ile benzerdir ve 8 servikal, 13 torakal, 6 lumbal
ve 4 sakral segmentten olusur. Eriskin bir erkek ratta omurilik 113-125 mm
uzunlugunda yaklasik 0,7 gr agirhigindadir (52,53). Rat embriyosunun 12,5 gunlik
iken biitiin organlarinin belirgin oldugu belirtilmistir (51).

Ratlarda da insanlarda oldugu gibi beyin; 6n beyin (prosensefalon-forebrain),
orta beyin (mesensefalon- midbrain) ve arka beyin (rhombensefalon-hindbrain)
olusturacak sekilde boliimlere ayrilir. Beynin en biiylik kismi olan 6n beyin,
diensefalon ve telensefalon olarak iki alt boliimde incelenir. iki biiyiik serebral
hemisferden olusan telensefalon beynin en biiyiik kismini olusturur ve erigkin bir
ratta 278 mm? kadar yiizey alanina sahiptir. En dikkat ceken iki &zelligi;

lisencephalos (gyrus ve sulkuslar bulunmaz), yani kivrimlart olmayan diiz yapida
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olmast ve bulbus olfactoriuslarin olduk¢a biiylik olmasidir. Kortikal gri madde
miktar1 ise ¢ok azdir. Ratlarda optik chiasma beyin tabaninda bulbus olfaktoriuslarin
hemen kaudalinde bulunur (53, 54).

Serebellum bol kivrimli bir goriiniistedir. Orta, ortanin iki yaninda birer yan
lob ve bunlarin dis yanlarinda kafatasinin periotik kapsiiliin i¢inde yer alan
paraflokiiler loblar olarak 5 ayri boliimden olusur. Paraflokiiler loblar kemirgenlere
has bir yapidir ve i¢ine yerlestigi periotik kapsiil petros kemigin uzantisidir (Sekil
2.6.), (53). Beyin ventrikilleri insandakine benzer Ozelliktedir. insanlarda oldugu

gibi 12 ¢ift kranial sinirleri vardir (53).

Sekil 2.6. insan ve rat beyin yapisininsematik gosterimi A) gyrus ve sulkuslar
belirgin, B) Rat beyni icin tipik olan lisensefaloz ve beynin 6n bolumunde belirgin

halde olan bulbus olfaktoriuslar gérilmekte (55).

2.4. HIPOKAMPUS

Hipokampus temporal lobun medialindeyer alan lateral ventrikilin temporal
hornu ile yakin komsulugu bulunan bir beyin bdlgesidir (56, 57). Hafiza,duygulanim,
konumlama ve yon bulmadatnemli fonksiyona sahiptir(58). Gri cevher tabakasindan
olusan hipokampus,Arsikorteks olarak da adlandirilmaktadir ve lateral ventrikilin
temporal hornu boyunca uzanim gostermektedir (59). Yaklagik 5-8 cm
uzunlugundadir (Sekil 2.7A, 2.7B).Filogenetik olarak en eski beyin boltimlerindendir
(59).  Hipokampustaki  noral  plastisite  yasam  boyunca  devamlilik

gostermektedir.Hipokampus, “Limbik sistem”in 6nemli bir bilesenidir.
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Sekil 2.7. Hipokampusun intraoperatif (A) ve hipokampektomi sonrasi (B)
gorinimu. Hipokampus mavi cizgi ile goOsterilmistir. (Prof. Dr. Erdogan’in

olgusundan alinmistir).

Icinde 200 milyon kadar néron bulunduran rat beyni yaklasik bir {iziim tanesi
bityiikliigiindedir (60). insan hipokampusu rat hipokampusundan 100 kat, maymun
hipokampusundan ise 10 kat daha biyuktir (60). Eriskin bir insan beyninde
hipokampusun hacmi yaklastk 3-3,5 c¢cm® olup, hipokampusun tim insan
neokorteksine orani yaklasik 0,009°dur(61). Kemirgenlerde ise bu oran daha
yuksektir (61).

Koronal beyin kesitlerinde C harfi seklinde izlenen hipokampusa,denizatina
benzerliginden dolayr “hipokampus” ismi verilmistir (Yunanca: inmog, hippos = at,
kapmoc, kampos = deniz) (56).Dis yiizii kog boynuzuna benzediginden dolay1 “Cornu
Amnionis” olarak da anilmistir (Sekil 2.7.). Ammon kog¢ basli bir Misir Tanrisina
verilen isimdir. Bundan dolay1 hipokampusun boéliimleri CA1, CA2, CA3 ve CA4
olarak kisaltilarak adlandirilmistir (56).

Hipokampusinsanlarda koroid fissur kavsinin dig pargasindan gelisir (59).
Oncunoronlari(ndralprogenitdrhiicreler) proliferasyonu ve proliferasyonu takip
eden hiicresel gbo¢ olayr ile hipokampusun embriyonel gelisim siireci
baslar(62,1).Gestasyonelhayatin 13-14. haftalarinda temporal lobun medial
ylzeyinde hipokampal fissur ile cevrili katlanmamig bir hipokampus yapisi
vardir. 15 ve 16. haftalarda ise dentat girus ve kornu ammonis ige dogru
katlanmaya baslar, ancak hipokampal sulkus halen agiktir. (59). Dentat girus dar
ve U seklinde bir anatomik yapidir. 18 ile 20. haftalarda ise fetal hipokampus
giderek eriskin  hipokampusuna benzemeye baslar (1). Embriyonel

hayattahemisferduvaribiryandankalinlagirken,digeryandan
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daventrikiiliinmedialkenarinadogrubir¢ikintiyapar(Sekil2.8. ve Sekil

2.9.).Istebucikintthipokampusumeydanagetirir(62,59).

Sekil 2.9. Hipokampusun ambiensistern ve temporal horn ile iliskisi goriilmektedir

Cornu Amnionis’in ingilizce bas harflerini temsilen “CA” olarak da ifade
edilebilen hipokampus, histolojik olarak yapisal farkliliklarindan kaynakli CA1,
CA2, CA3 ve CA4 olmak uzereddrt bolgeye ayrilmistir (56-58). Subikuluma en
yakin alan1 CA1 alani iken, dentat girusa ise en yakin olan alaniCA4 alanidir (Sekil
2.10.).Spasyal (uzaysal) 6grenme ve bellek olusumunun saglanabilmesi i¢cinCAl
bolgesi noronlarinin yapisal ve islevsel biitiinliigi esastir. CA1 bdlge néronlarinda,

entorinal korteksten veya CA3 bélgesinden alinan impulslar islenir. Referans
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hafizanin olusmasi i¢in CA3 ve CAl- CA3 baglantisinin biitiinliik ve devamlilig
sarttir. AdOlesan donem Oncesinde CA1 ve CA3’deki hiicre sayilar1 az miktarda iken
adOlesan donemi sonrasindasayilari giderek artmaktadir (61). Hiicre sayisinda
gbzlenen bu artis durumu adélesan dénemde uzaysal 6grenme ve bellegin gelistigine
dikkat cekmektedir (59,61,63).

Hipokampus kisa siireli hafiza ile ¢ok yakindan iligkilidir.Yeni 6grenilen
bilgilerin depolanmasini saglar.Anilarin kisa stireli hafizadan uzun siireli hafizaya
aktarilmasinda gorev alan hipokampus, Ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinin
saglanabilmesi i¢in ¢ok onemli role sahiptir. Hipokampusta olusacak bir lezyon/
hasar, belirtilen fonksiyonlarda islev kaybina yol agabilir. Sag ve sol hipokampus
olmadan verbal veya sembolik uzun siireli anilarin kalici olmasi miimkiin degildir
(64). Ayrica, sag hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sézel hafiza ile ilgili
fonksiyonlarda daha fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda da

ilgili hafizalarda kayiplar gelismektedir (65).

— Koroid pléks‘ys

Anterior
komissie

|  Entorinal, o - . o
o horteks 2 < . /et
l : : -

Parahipokampal

.‘15,5& girus
T L
o TN Y

¥ 4 .‘1.. -

:";f:
— u’n m S,

R R
Sekil 2.10. H1pokampusun ventrikiil ylizeyine dogru en dis tabakas1 Alveus’dur.

Sonra sirastyla CA1, CA2 ve CA3 tabakalar1 gelir. En icteki tabaka CA4’tlr.

Entorinal korteks ile arasinda hipokampal sulkus vardir. TH: Temporal horn.

CA: Cornu Ammonis

Biligsel fonksiyonlar, kisinin analiz yetenegi ve gelen bilgiyi davranisi ile

koordine bir sekilde kullanabilme kapasitesidir. Kisinin ¢evreden gelen bilgiyi alarak
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Ozlimleme ve yine ¢evreye karsi etkili olarak kullanabilme yetenegidir. Oryantasyon
ve bellek fonksiyonlar1 da dahil olmak iizere algilama, dikkat, yargilama, soyutlama,
hesaplama, zeka ve gercegi degerlendirme yetilerini kapsar (66). Bellek
fonksiyonlarinda hipokampus, parahipokampus, entorinal korteks gibi yapilarin
onemli rolleri vardir.Duyusal uyarilar (gérme, isitme, koku, dokunma Vs.),
hipokampusta aktivasyona yol agar. Hipokampus da ventral talamus, hipotalamus ve
limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir. Boylece, hareketlerin davranig
bicimine doniigmesinden Once, limbik sistemi etkileyen hipokampus, davranislarin
sekillenmesine katkida bulunmus olur (65).

Metabolik veya mekanik nedenlerden 6tirt, hipokampusun cift tarafli
lezyonu sonucu yeni anilarin kaydedilememesiniigceren bir amnezi durumu ortaya
cikar. Korsakoff Sendromu (Disamnezik Sendrom) olarak adlandirilan bu durumu
yasayayan Kkisiler hipokampal hasar ©Oncesi o6grendiklericok karmasik isleri
basarabilmelerine ragmen;Gok daha basit olan yeni dgrenilmis becerileri yapamazlar.
Ayrica gecmisi ile ilgili anilarinda hatirlayamadiklart durumlari; gercek disi
deneyimler anlatarak doldurduklar1 ve buna kendilerinin de inandig1 konfabulasyon
denen durum ortaya ¢ikar (67).

Yakin zamana kadar yaslanma silirecinde, hipokampustaki hiicre
sayisinindnemli derecede azaldigi, olusan bu hiicresel azalmanin da yaslilikta olusan
bunamaya yol agabilecegi disiiniiliyordu. Ancak, yapilan son c¢alismalarda,
yaslanma ilehipokampustaki hiicre kaybi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyonbulunmadigi anlagilmigtir (68). Alzheimer hastaligi, kronik ve genellikle
progresif olarakbellek ve entelektiiel yetilerin azalmas: ile karekterize bir tablodur.
Yapilangaligmalarla kognitif fonksiyonlarin objektif oOl¢iitii olarak kullanilan
P300aktivitesi incelenerek intrakraniyal isitsel olaya iligkin  potansiyel
parametrelerinhipokampal kaynakli oldugu ileri siiriilmiis ve P300 latansinda
uzamaninpotansiyel epileptojenik odak olan hipokampusun hasarlanmasi ile iligkili
oldugudiisiiniilmiistiir (69). Bilissel fonksiyon bozuklugu ve epilepsi arasindaki
iliskiuzun yillardir arastirilmaktadir. Epileptik hastalarda hem biligsel hem
dedavranmigsal ~ problemler stk olarak  goriilmektedir. Epidemiyolojik
caligmalarepilepsili  ¢ocuklarin  yaklasitk  %350’sinde  6grenme  gligligli  ve

davranigsalproblemlerin gelistigini gostermektedir (70).
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2.5. AKRILAMIDIN KiIMYASAL YAPISI ve ILGILI ARASTIRMALARIN
TARIHCESI

Akrilamid; ilk defa 1893 yilinda Almanya’da Christian Moureau tarafindan
bulunan kimyasal bir bilesiktir. Almanya’da 1952-1954 yillar1 arasinda ticari ve
kimyasal amagli olarak kullanilmaya baglanmis bir vinil polimeridir. Tekstil, kagit,
kozmetik {iretimi ve igme sularinin iyilestirilmesi gibi pek ¢ok degisik endiistriyel
alanlarda yaygin olarak kullanilan akrilamid, kimyasal olarak sentezlenebilen yiksek
toksisiteye sahip, doymamus ¢ift bag iceren bir amidtir (71).

Yiiksek molekiiler agirlikli ve polimerik 6zellikli poliakrilamid, akrilamid ve
bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu sonucu olusmaktadir. Poliakrilamid,
cesitli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Bunlarin baslicalari; matbaacilik
alaninda kagidin saglamhiligimi artirmada, atik sularin aritilmast isleminin
yogunlastirma asamalarinda, deodorant, parfim gibi ¢esitli kozmetik malzemelerin
hazirlanma asamalarinda yagli ve yumusatict bir 6zellik kazandirmak icin katki
maddesi olarak kullanilmasidir. Ayrica poliakrilamid, elektroforez ve kromatografi
gibi molekiiler biyoloji c¢alismalarinda, proteinlerin ayirimi ve saflastirilmasi
basamaklarinda yogun olarak kullanilmaktadir(72). Son yapilan arastirmalarda,
yiiksek sicaklik derecelerine maruz birakarak hazirlanan besinlerde de akrilamidin
spontan olarakolustugu bulunmustur. Yapilan arastirmalar, gidalarin 120 °C’nin
tizerindeki sicaklik derecelerinde pisirilmesi (6zellikle kizartma, gril, ya da firinlama)
sirasinda bol miktarda akrilamidin olustugunu ve bu pisirilme islemi sirasinda olusan
akrilamid miktarinin gidalarin maruz birakildiklar1 sicaklik derecesi ve pisirilme
stiresi ile dogru orantil1 olarak artig gosterdigini ortaya koymaktadir(73).

Diger isimleri etilen karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil
amid olan akrilamid doymamuis ¢ift bag iceren bir amidtir (73). Oda sicakliginda
kokusuz, tatsiz, kat1 halde bulunan akrilamid; sivi halde iken beyaz bir kristal gibi
goriiniir ve suda yiiksek ¢oziniirliige sahiptir. Erime sicakligi 84.5°C, kaynama
sicakligr 125.6°C’dir. Mol agirligr 71.08 g/mol olan akrilamid suda ve diger polar
coziiciilerde (aseton, metanol, etanol vb) kolaylikla ¢oziiniirken; polar olmayan
cozlcllerde c¢ozlinmemektedir(74).Akrilamid; Gre CO(NH2)2 ve formaldehit
(HCHO) veya glioksal (CHO), aldehitler (RCHO), aminler (R2NH), tiyoller (RSH)
gibi kugik reaktif molekillerle reaksiyona girebilmektedir (75).Akrilamidin
kimyasal yapis1 Sekil 2.11.’de verilmistir.
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2.5.1. Akrilamidin kimyasal olarak olusumu

Gida kaynakli akrilamid 120 °C’nin iistiindeki sicaklilarda glukoz ya da
fruktoz gibi monosakkaritlerle asparajin gibi amino asitler arasinda olusan Maillard
reaksiyonu sonucunda spontan olarak olusmaktadir (76). Maillard reaksiyonu ve
akrilamid olusumu Sekil 2.12.”de verilmistir.

Yapilan arastirmalarda, akrilamid olusumunda monosakkaritlerden glukozun,
fruktoz ve galaktozdan daha etkili role sahip oldugu bulunmustur. Ayrica proteinlerin
yapisina katilan standart 20 aminoasitten en yiiksek akrilamid olusturma kapasitesine
sahip olan aa’in asparajin oldugu gosterilmistir (77).

Asparajin aa kadar etkili olmasa da gida kaynakli akrilamid olusumunda
glutamin, sistin, arginin, metiyonin ve aspartik asit gibi aa’lerin de rol aldig

bulunmustur (78).
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Sekil 2.12. Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olusumu

Yapilan aragtirmalarda, akrilamid olusumunun asparajin yoluna ek farkli
maddeler iizerinden de akrilamid olusum yollarinin mevcut oldugunu ortaya
koymustur. Asparajin yolu kadar etkili olmasa da akrilik asit, akrolein gibi farkli
maddeler iizerinden de akrilamid olusabilmektedir (75). Farkli molekiillerden

akrilamid olusum yollar1 Sekil 2.13.’te verilmistir.
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Sekil 2.13. Farkli molekiillerden akrilamid olusum yollar1

2.5.2. Gida kaynakhakrilamidin olusumu

Gida kaynakli akrilamid olusumu ile besinlerin pisirilme siiresi ve sicaklik
derecesi arasinda pozitif korelasyon oldugu bulunmustur. Ayn1 gida tiplerinin farklh
iriinleri arasinda ya da ayni {irlinlerin farkli tarihlerde iretilmis olanlarinin bile
akrilamid icerigi yoninden degiskenlik gosterdikleri tespit edilmistir (79). Akrilamid
olusumunda pisirme seklinin de etkili oldugu bilinmektedir ki, yapilan bazi
caligmalarda haslanarak pisirilen gidalarda akrilamid olusmadigi tespit edilmistir
(79).Biskiivilerin ve muhallebilerin hazirlanmasi esnasinda siit, yag ve sekerin
yiiksek sicaklikta pisirilmesi sonucu maillard reaksiyonu ile olusan akrilamidin bu
triinlerle berbaber alinmasi sagligi olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ayrica
Maillard reaksiyonu sonucu siitteki proteinlerin yapilarinin bozuldugu, bazi zararl
maddelerin aciga ciktig1 ve sonugta bu durumun hepatotoksik etkilere yol acabilecegi
bildirilmistir (80).

Gida kaynakli olusan akrilamid miktari, gidalarin asparajin aa ve indirgen
sekerler (baslica glukoz ve fruktoz) yoniinden bilesimi, tiirli, saklama kosullar1 ve

mevsim degisikliklerinden etkilenmektedir.
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Bir arastirmada, su iceriginin ve pH degerinin de akrilamid olusumunu
etkiledigi ve ortamda Maillard reaksiyonuna girmeye, asparajin aa disindaki diger
aminoasitlerin varligi akrilamid olusum miktarini azalttigi gosterilmistir (80).

Diinya genelindeki resmi kuruluslarin ¢ogu, gidalarin 1sil islemi sirasinda
akrilamid olustugunun kanitlanmasi sonrasinda, insan saglhigimi etkileyebilecek bu
durumu dikkate almig ve gidalarin islenmesi sirasinda akrilamid olusumunu
azaltmaya yonelik c¢esitli ¢aligmalar baslatmislardir. Yayinlanan raporlarda, gidalarin
tiretim basamaklarinda yapilan iyilestirme Onlemleri ile patates cipslerindeki
akrilamid miktarlarinda % 30-40 oraninda azalma saglanabilecegi belirtilmistir (81).
Fakat bu iyilestirici Onlemlerin patates cipsi Ureticileri tarafindan hangi siklikta
uygulandigr belirsizligini korumaktadir. Yaygin olarak kullanilan kahvaltilik
gevrekler ve kahve icin de benzer oOnerilerle, olusan akrilamid miktarinda azaltma
saglanabilmesi s6z konusudur.

Yapilan calismalarda, akrilamid olusum miktarinin azaltilabilmesi i¢in ¢esitli
secenelerin  bulundugu bildirilmistir(81). Pisirme Oncesinde gidaya asparajinaz
katarak asparajinin aspartata dontstiirilmesi sonucu akrilamid olusumunun
baskilanmasi en verimli yontemdir; ¢iinkii akrilamid olusumunda asparajin major rol
almaktadir. Gidalarin asparajin igeriklerinin azaltilmasina yonelik alternatif
yontemler de bulunmaktadir. Maillard reaksiyonuna asparajinle kompetitif olarak
giren aminoasitlerin katilmasi gibi temel gida bilesenlerinin degistirilmesi ve pisirme
sartlariin  (sicakhigin  derecesinin  diisliriilmesi ve/veya uygulama siiresinin
kisaltilmas1 gibi) degistirilmesi gibi akrilamid olusum miktarinin azaltilmasi i¢in

Onerilen diger yontemlerdir (81).

2.5.3. Akrilamidin gidalarda bulunusu

Akrilamid, insanlar {izerinde toksik etkilerinin gézlenebilece§i dozlarin tam
olarak bilinemedigi kimyasallar grubunda degerlendirilmektedir. Akrilamidi de
kapsayan bu grup kimyasal maddeler, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bir risk
tagtyabilmektedir ve bunlar i¢cin tamamen zararsiz denmesi miimkiin degildir.

120°C’nin iizerindeki sicaklik derecelerine maruz birakilarak pisirilen
gidalarda yogun miktarlarda akrilamid olustugunun rapor edildigi 2002 yilindan
sonra bir¢ok kurulus kendi iilkelerindeki gidalarda bulunan akrilamid diizeylerini ve

siir degerlerini belirlemek i¢in cesitli ¢aligmalar yapmaya baslamistir.

42



2002 yilindan itibaren her y1l periyodik olarak Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(U.S. FDA) piyasadan aldig1 gida numunelerinin akrilamid diizeylerinin 6lguimlerini
yapmaktadir. Ayrica elde edilen sonuglar1 kendi web sitesinden kamuoyuna
duyurmaktadir (82). Amerika’da siklikla tiiketilen baz1 besinlerin akrilamid

icerikleri Tablo 2.1.’de verilmistir:

Tablo 2.1. Amerikada siklikla tiiketilen bazi besinlerin akrilamidigerigi

Akrilamid duzeyi (ug/kg)
Besin/ Besin Griinleri Ortalama | Ortanca | Alt-iist Ornek sayisi
Patates cipsi 1312 1342 170-2287 38
Patates kizartmasi 537 330 <50-3500 39
Hamur Grunleri 36 36 <30-42 2
Firinlanmis triinler 112 <50 <50-450 19
Biskiivi, kraker, tost 423 147 <30-3200 58
Kahvaltilik tahillar 298 150 <30-1346 29
Masir cipsi 218 167 34-416 7
Sutli ekmek 50 30 <30-162 41
Balik ve deniz tirlinleri 35 35 30-39 4
Kiimes hayvanlar1 52 52 39-64 2
Instant malt icecekleri 50 50 <50-70 3
Cikolata tozu 75 75 <50-100 2
Kahve tozu 200 200 170-230 3

Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirmalar Kurumu Marmara Arastirma
Merkezi (TUBITAK-MAM) tarafindan yiiriitiilmiis olan bir calismada, 9 ay boyunca
piyasadan rastgele yontemle ev yemekleri, kavrulmus ¢erezler, ekmek ve firincilik
mamulleri, cipsler, kahve, biskiivi, kraker, c¢ikolata, bebek mamalari, patates
kizartmalari, geleneksel Tirk tathilari, pekmez, 1zgara, kebap, doner ve kofte gibi
cesitli gidalardan Ornekler alinarak bu gidalarin akrilamid diizeyleri analiz
edilmistir.Bu arastirmanin sonuglar1 Tablo 2.2.’de verilmistir(83). TUBITAK-MAM
tarafindan yapilan bu analiz sonuglari, fast-food {iriinii olarak dogranip dondurulmus
patateste evde taze patatesin soyularak kizartilmasina oranla ¢ok daha yiiksek

miktarda akrilamid olustugunu ortaya koymustur.
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Tulumba tatlis1 ve beyaz ekmegin kabugunda da onemli denilebilecek
diizeyde akrilamid bulundugu ortaya konulmasina ragmen; ekmegin i¢ kisminda,
1zgara, doner, tahin helvasi, cavdar ekmegi, baklava ve pilavda ise akrilamid
diizeyleri Olgiilebilir degerlerin altinda bulunmustur. Cips, kraker, kahvaltilik
gevrekler, bisklvi/bebe biskiivileri, patates ve ekmek kizartmalarinda 6nemli
miktarlarda akrilamid olustugu tespit edilmistir. Besinlerin haslanmasi sirasinda ise
akrilamid olusumunun s6z konusu olmadig ifade edilmistir (84).

Elde edilen bu sonuglarin dogrultusunda bilim insanlari, ¢ok yiiksek
diizeylerde akrilamid i¢eren gidalarin insan sagligin1 6nemli derecede tehdit eden bir
durum olmasimi géz Oniine alarak, bu gidalarin iiretiminin yasaklanmasi ya da bu
gidalarin ambalajlarinda “insan sagligina zararli akrilamid maddesi igerir” uyari

yazisinin bulundurulmasi gerektigi yoniinde ortak karara varmiglardir (85).
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Tablo 2.2. Tiirkiyede siklikla tiiketilen bazi besinlerin akrilamid igerigi(83).

Gida maddesi Akrilamid(pg/kg)

Piring pilavi Olgiilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olgiilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olgiilebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160

Kizarmis ekmek (hazir) 200

Hazir ¢orbalar 40-60

Tulumbea tatlis1 40-45

Bebe biskuvisi 400-600

Biskdivi 70-130

Kraker 70-200

Kahvaltilik gevrekler 80-350

2.5.4. Besinlerin islenmesi sirasinda olusan akrilamidi azaltma yollar:

Ticari olarak donmus patateslerin kullanimindan vazgecilmesi ve
miimkiinse diisiik seker icerikli patateslerin tercih edilmesi,

Patateslerin pisirme / kizartma islemi yapmadan once 1lik / sicak suda ya
da oda sicakliginda bekletilmesi,

Kizartma isleminden 6nce suda bekletilmis olan patateslerin suyunun iyice
kurutulmasi,

pH’y1 diisiirme,akrilamid olusumunu % 20-30 oraninda
azaltmaktadir,Ornegin; patateslerin % 0.5-1.0 sitrik asit ¢ozeltisinde < 20
dakika bekletmek veya suda bekletmek akrilamid olusumunu 6nemli
Olcilide azaltmaktadir,

Patateslerin 8 °C’nin altindaki sicaklikta depolanmasimnin patatesteki
indirgen seker miktarini azalttigi gosterilmistir (Bazi kaynaklara gore 6 °C),
Hazir gidalarda altin sarisi1 renginin olusmasi i¢in yapilan glukoz/dekstroz
soliisyonuna daldirma isleminden vazgegilmesi,

Gidalarin galetaya bulanarak pisirilmesi olusan akrilamid diizeyini 6nemli

oranda artirmaktadir. Bu islemden vazgecilmesi,
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® Derece/pisirme kurallari: baslangi¢ kizartma sicakliginin 175 °C olmasi
(tedrici olarak artig gostermemesi),

® Geleneksel firinlarda pisirme sicakliginin 200 °C’yi, fanh firinlarda 190
°C’yi gecmemesi,

® Pisirme siiresi/isisinin  diisUriilmesi, ancak tum besinlerin; patojenleri
oldiirecek sicaklik derecesinde ve yeterli siire pisirilmesi,

e Asparajin dizeyinin kontrol edilmesi: Ancak patatesin 6nemli bir bileseni
olarak yer alan aa seviyesinin kontrol edilmesinin pratik oldugu ile ilgili
fikirler net degildir,

® Asparajinaz  enziminin  kullanimi,  asparajin-glukoz  etkilesimini
durdurmaktadir ancak net bilgi verilebilmesi igin ileri c¢alismalar
gerekmektedir,

® Tahil {irtinlerinde amonyum bikarbonat yerine sodyum hidrojen karbonatin
yiikseltgenme ajan1 olarak kullanilmasi akrilamid diizeyini azaltmaktadir.

¢ Kizartma islemi dncesinde uygulanan haslama islemi patateste glukoz ve

asparajin igerigini azaltmistir (85, 86).

2.5.5. Akrilamidin toksik etkileri

Yapilan galigmalar, akrilamidininsan ve hayvan sinir sisteminde norotoksik
etkilereneden oldugu ve belli dozlarin iizerine ¢ikildiginda isehayvanlarda cesitli
kanserlerin olusumunu indiikledigini ortaya koymustur. Kemirgenler {izerinde
yapilan ¢alismalarin sonuglari, akrilamidin gidalarin pisirilmesi sirasinda olusan
diger kanserojen ajanlarla benzer etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bununla
beraber gida kaynakli kanserojen ajanlarin insanlar tizerindeki meydana getirecegi
etkiler tamami olarak bilinmemektedir. Diyettebulunan akrilamid diizeyinin, diger
gida kaynakli kanserojenlere oranladaha yiiksek diizeylerde olmasi nedeni
ile,akrilamidin kanserojen olabilecegi yoniindeki siipheleri onemli 6lgiide artmig ve
akrilamid iizerine yapilan arastirmalar bu noktada yogunluk kazanmistir (87).

Monomerik yapida olan akrilamidin sinir sistemindeki néronal hiicrelerde ve
reprodiiktif sistemdeki iireme hiicrelerinde hiicresel hasara yol actifi ve Ozellikle
hormonal duyarlilig1 olan dokularda tiimor gelisimini indiikledigi deney hayvanlari
lizerinde yapilan cesitli calismalarda tespit edilmistir (88). Insanlar {izerinde
yiriitiilmiis epidemiyolojik c¢aligmalarda, gida kaynakli akrilamide yogun olarak

maruz kalan toplumlarda norotoksik etkilerinin belirgin derecede yaygin olmasina
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ragmen kanser riski i¢in boyle bir yayginliktan bahsetmenin miimkiin olmadig ileri

striilmistir (89,90).

2.5.6. Akrilamidin fetal hayat tzerindeki etkileri

Son yapilan arastrimalarda, akrilamidin fetusta yol acgtig1 hasarlari; mofolojik,
biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmis ve akrilamidin doza bagimli olarak
uygulanmasinin fetusta ciddi morfolojik, biyokimyasal ve histolojik anormalliklere
yol a¢tigini ortaya konulmustur (91-93).

Allam ve ark. gebe ratlara gebeligin 7. gilinlinden doguma kadar ve
postpartum laktasyon siiresi boyunca oral yolla giinliik 10 mg/kg viicud agirlig
dozunda akrilamid uygulayarak yaptiklar1 arastirmada, akrilamidin yavru ratlarda
meydana getirdigi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri incelemislerdir. Bu
arastirmada akrilamidin, fetal beyin dokusunda granuler tabaka proliferasyonunda ve
ndronal hiicresel farklilasmada baskilanmaya, Purkinje hicrelerinde dejenerasyon ve
kayiplara neden oldugu g0zlemlenmistir. Prenatal ve perinatal donemde akrilamid
maruziyetinin oksidatif strese yol acarak biyokimyasal antioksidan mekanizmalarda
bozulmalarave ratlarin serebellum gelisiminde 6nemli 6lgiide baskilanmaya neden
oldugunu vurgulamislardir (91).

El-Sayad ve ark. ratlara gebelik sirasinda bir grubu % 33’1 kizartilmis patates
cipsinden oluganakrilamidten zengin yemle besleyerek ve diger bir grubada igme
suyu ile 25 pg/kg dozda akrilamid uygulayarak yiiriittiigii calismada, gebeligin 14.,
16. ve 17. gin ve postpartum fetuslar morfolojik ve histopatolojik agidan
degerlendirilmistir. Akrilamid ve kizartilmig patates cipsi uygulamasinin fetal viicud
agirh@inda ve boyutunda, tepe-oturma mesafesinde azalmalara (intrauterin gelisme
geriligine), kemiklerin gelisiminde gerilige, spontan abortlara ve 6lii dogumlara yol
actig1 tespit edilmistir. Hem prenatal hem de postnatal kizartilmis patates cipsi
uygulanan grupta longitudinal viicud kemiklerinin olugmadigin1 ancak igme suyu ile
akrilamid uygulanan grupta boyle bir etkinin gdzlemlenmedigini bildirmigler. Bu
caligmanin sonuglari, gebelik doneminde patates kizartmasindan zengin diyetle
beslenilmesinin  gelismekte olan fetusun saglhigimi 6nemli Ol¢lide olumsuz
etkileyebilecegini gostermistir (92).

Ogawa ve ark.ratlara gebeligin 10. giiniinden 21. giine kadar 0, 4, 20 ve 100
ppm dozlarda akrilamidi i¢me suyu ile uyguladiklari c¢alismada,annenin farkli

dozlarda akrilamid maruziyetinin fetuslar Gzerindeki etkilerini incelemislerdir. 20 ve
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100 ppm akrilamid uygulanan gruplarda yeni dogan ratlarin beyin dokusunun
hipokampal bdlge noéronlarinda dejenerasyon, hiicre kaybi gibi olumsuz etkilerin
meydana geldigini ve olusan norotoksisite ve gelisim bozuklugu ile maruz kalinan
akrilamidin dozuna bagimlin olarak pozitif korelasyon gosterebilecegirapor
edilmistir (93).

2.6. E VITAMINININ KIMYASAL YAPISI

1922 yilinda Bishop ve Evans ratlar1 eksimis yag katilmis yemle besledikleri
bir ¢aligmada, ratlarda fetal reabsorbsiyon gozlemlemis ve bu olumsuz etkinin
sebzelerde bulunan bir madde tarafindan 6nlenebildigini tespit etmisler. Sebzelerde
bulunan bu bilinmeyen madde 1924 yilinda Sure tarafindan E vitamini olarak
adlandirilmigtir. Evans ise ratlara bu bilesigi diyetsel olarak uyguladiginda ratlarin
tireme performanslarinda belirgin 6l¢iide artis meydana gelmesi sebebi ile bu bilesigi
(tokos = dogurmak, phero = tasimak ve bilesigin bir alkol olmasi nedeniyle ‘ol’)
‘tokoferol’ olarak isimlendirmistir (94). Bu bilesikle ilgili yapilan sonraki
arastirmalarda iki grup daha bulunmus, bunlara gama ve delta tokoferol adi
verilmistir (95).1937 ve 1938 wyillarinda alfa tokoferoliin yapis1 Erhand Fernholz
tarafindan kesfedilmis; a-tokoferolun kimyasal olarak sentezlemesi ise 1938’de
Karrer ve ark. tarafindan basarilmistir (96). E vitaminin biyolojik aktif sekline
tokoferol denir. Dogal E vitamini olan D-alfa- tokoferoliin molekiil agirligi 430.69,
kaba formill ise CaoHs002’dir. Dogal olan 8 tokoferol tirli bulunmakta olup,
bunlardan en aktif olan1 a-tokoferoldur. Plazmadaki E vitamininin %80-90 kismini
a-tokoferol olusturur ve dokudaki esas E vitamini sekli budur. Bunun nedeni y-
tokoferoliin karacigerde hizlica yikima ugramasidir. Bu sebeple arastirmalar a-
tokoferol (zerinde yogunlasmustir. a-tokoferol diyette bulunan temel E vitamini
faktoridiir. a-tokoferol kanda y-tokoferolden 4-10 kat fazladir.

Tokoferoller lipitlerde ve organik c¢oziiciilerin ¢ogunda kolaylikla
¢ozlinebilen, suda ¢oziinmeyen, yapiskan kivamli ve acik sari renkte gorinume
sahiptir. E vitamini 1s1ya, alkalilere, asitlere ve goriiniir 1518a kars1 dayanikli olmasina
ragmen ultraviyole 1sikta kolaylikla bozulmaktadir (95). E vitamini aktivitesine sahip
bilesiklerin 6-hidroksi kroman aromatik halkasi igeren tokol veya tokotrienol
nukleuslart vardir. Tokol ve tokotrienolun birbirinden ayirimini saglayan yapi 13
karbonlu yan zincirindeki ¢ift baglarin varligidir (94, 97). Kroman halkasindaki

metil gruplarmin pozisyon ve sayismin farkli olmasidir tokoferollerin birbirinden
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ayrimini saglar (98). E vitaminin kimyasal yapist Sekil 2.14.’te verilmistir.

CH
HO

(CH,)—CH(CH,) ;7—CH(CH,) 5—CH—CH,
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CH CH

CH CH

3 3 3

3

Sekil 2.14. E vitamininin kimyasal yapisi

2.6.1. E vitamininin metabolizmasi

Agiz yoluyla alinan tokoferol gastrointestinal sistemden genelde iyi absorbe
edilir (95). Yagda ¢o6ziinen vitaminler grubunda yer alan E vitaminin absorbsiyonu
safra tuzlar1 ve lipitlerin varliginda kolaylasir (95). Oral yoldan alinan tokoferoller,
intestinal sistemde ince bagirsakta safra ile emiilsifiye edildikten sonra reabsorbe
edilir. Oral alimdan sonraki ilk birkag saat absorbsiyon maksimum duizeydedir
(98).0Ortamda bozulmus yaglarin bulunmasi durumunda E vitamini okside olur,
mineral yaglarin bulunmasi durumunda ise E vitaminin absorbsiyonu inhibisyona
ugrar (95).

Plazmada E vitamininin taginmasi B-lipoproteinlere baglanarak gerceklesir.
Tokoferolun safra ile atilim orani ¢ok diisiik diizeydedir. Oral yoldan ytiksek dozda
tokoferol verildikten sonra insan idrarinda; [(2-3-hidroksi-3-metil -5-karboksi pentil)
-3,5,6-trimetil hidrokinon ve tokoferolliin gamma laktonu] tespit edilmistir (99). E
vitamini cinsiyet ve yasa gore degisen oranlarda karaciger ve yag dokularinda depo
edilmektedir. Disi hayvanlarin dokularinda tespit edilen E vitamini diizeyi erkek
hayvanlara kiyasla daha yiiksektir. E vitamini hipofiz bezi, adrenal bezlerde, uterusta
ve plasentada da yuksek diizeyde depo edilmektedir (100). Tokoferol hicre icinde ise

mitokondri, mikrozom ve lizozomlarda yogun olarak bulunmaktadir (95).

2.6.2. E vitamininin antioksidan etki mekanizmasi

Tokoferoller kolayca oksitlenebilmektedir ve oksitlenmeye en duyarl olan1 a-
tokoferoldur. E vitaminininantioksidan aktivitesi, yapisinda yer alan a-tokoferolden
kaynaklanir. a-tokoferol serbet radikaller ile reaksiyona girerek oksidasyona duyarlt
molekdllerin  oksidasyondan korunmasini ya da oksidasyonun azaltilmasini
saglayarak antioksidan aktivite gosterir. Hiicresel hasarin olusumunda Onemli

etkenlerin basinda hiicresel antioksidan diizeylerinin azalmasi sonucu olusan
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oksidatif strestir (101). Antioksidan maddeler genel olarak; olusan serbest radikalleri
stipiiriicii ve giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale getirerek (95),zincir
kirict etki ile serbest radikal olusumuna yol acan kimyasal reaksiyonlari inhibe
ederek (102), supresif etki ile reaksiyon hizini azaltarak (103), onarici etki ile lipid,
protein ve DNA gibi yapilarda olusan hasar1 rejenere ederek (104), hiicresel kinaz
kayiplarin1 Onleyip oksidasyon reaksiyonlarini durdurarak (102), organizmadaki
SOD gibi antioksidanlarin sentezini indiikleyerek etkilerini gosterirler (105).

E vitamini serbest radikallerin bulundugu biyolojik ortamlarda; serbest
radikalleri stipiiriicii etkiile toplayarak membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin peroksidasyonunu erken dénemde baskilayarak oksidatif strese karsi
ilk savunma hattin1 olusturmaktadir (105, 102).

Ayrica E vitamininin lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunusonlandirarak
ve singlet oksijen, superoksit ve hidroksil radikallerini indirgeyerek antioksidan etki
gosterdigi bildirilmistir (103).E vitamininin, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu
sonlandirarak antioksidan etki gosterdigi bilinmekteydi ancak son yapilan ¢aligmalar
E vitamininin; radikal slipiirme, baskilama, onarma ve endojen savunmayi artirma
mekanizmalarinin hepsini kullanabilen son derece gicli antioksidan oldugunu ortaya

koymustur (105).

2.6.3. E vitamininin noroprotektif etkisi

Ozellikle beyin dokusunun antioksidan kapasitesinin diisiik olmas1 nedeni ile,
beyin dokusu oksidatif strese karsi olduk¢a hassastir ve E vitamini gibi gucli
antioksidanlarin koruyucu etkisine gereksinim duyar (106). Olduk¢a yiksek
antioksidan kapasiteye sahip olan E vitamini yagda ¢0ziiniir 6zelliginden dolay1 kan—
beyin bariyerini rahatlikla gegerek santral sinir sisteminde gii¢lii ndroprotektif etki
gosterir (107, 108). E vitamini plasentayr da rahatlikla gegip fetal dokularda
antioksidan etki gdstermektedir. Intrauterin donemde plasentayr kolaylikla gecen E
vitamininin ¢ok biylk kismi fetal beyin dokusu tarafindan alinir (109).

Rota ve ark., E vitamininden yoksun diyetle beslenen ratlarin hipokampal
noronlarinda  gen  transkripsiyonunun,  norotransmisyon, beta  amiloid
metabolizmasinin, apopitosiz ve hormon metabolizmasinin o6nemli Olgiide
bozuldugunu rapor etmisledir (110). Deney hayvanlari {izerinde yapilan bir
caligmada, diisiik E vitamini seviyelerinin; glial hiicre fonksiyonlarini, ndrogenezi,

miyelinizasyonu ve sinaptogenezi bozdugu tespit edilmistir (111). Betti ve
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ark.epilepsi modeli olusturduklart ratlara E vitamininden =zengin bir diyet
uygulayarak yaptiklar1 ¢alismada, ratlarin beyin dokusunda oksidatif stresin ve
noronal hiicre hasar1 ve kayiplarinin olduk¢a azaldigini rapor etmislerdir(112).

Galal ve ark. deltamethrin indiiklii nérotoksisite olusturulan ratlara E vitamini
uygulanmasiin, beyin dokusunun antioksidan kapasitesini artirdigin1  ve
antiapoptotik etki meydana getirdigini tespit etmislerdir (113). Kosta ve ark.
fosfamidon indiiklii norotoksisite olusturulan ratlara E vitamini verilmesinin, beyin
dokusunda oksidatif stresi azalttigini, 6grenme ve hafiza lizerinde olumlu yonde etki
gosterdigini tespit etmisler ve E vitamininin 6nemli bir noroprotektan oldugu

yonunde gortis bildirmislerdir (114).

2.6.4. E vitamini iceren gidalar

Basta tahillar olmak iizere 1spanak, kabak, lahana, marul gibi yesil sebzelerde,
zeytinyagi, balik yagi, findik, ceviz, ton baligi, sardalye, yumurta sarisi, domates ve
patateste bol miktarda E vitamini bulunur. Ozelikle bir avug findik giinliik E vitamini
ihtiyacinin bilyiik kismini karsilayabilecek oranda E vitamini icermektedir. Glnluk E
vitamini ihtiyact: bebeklerde 5-6 mg, 4-11 yas arasindaki ¢ocuklarda 7 mg ve 12
yasindan biiyiiklerde ise 8-10 mg kadardir (115). Cesitli gidalarin E vitamini igerigi
Tablo 2.3.’te verilmistir.

Tablo 2.3.Cesitli gidalarin E vitamini igerigi (116).

Gidalar a-tokoferol miktar:
(mg/ 100 gr gida)

Sebzelerde 90

Siv1 yaglarda 50
Tahillar 45
Margarin 10.2
Fasulye 9

Koyun ve sigir eti 1.7
Tereyaginda 1.6
Tavukta 1.6
Yumurta 10.7
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. HIPOTEZ

Ratlarda Gebelik Siresince Uygulanan Akrilamidin Fetal Beyin Gelisimine
ve postnatal biligsel fonksiyonlara olumsuz etkisine karsi E Vitamininin Koruyucu

Roll nedir?

3.2. ARASTIRMANIN TURU

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 2016/ A-

24 nolu karar ile onaylanmis deneysel hayvan ¢aligmasidir.

3.3 ARASTIRMANIN EVRENI ve ORNEKLEM BUYUKLUGU

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinde (INUTF-DEHUM) iiretilen 250 + 20 gr agirliginda 70 adet geng disi
Spraque Dawley turu rat kullanildi. Her 2 disiye bir erkek seklinde aksam saat 17°de
ratlar 6zel kafeslere alindilar. Ertesi giin saat 08’e kadar ayni kafeste tutulan ratlardan
bu siirenin bitiminde erkek olan ratlar disilerin yanindan alindi. Erkek ratlarla ayni
kafeste belli siire birakilan disi ratlardan vajinal smear alindi. Vajinal smear i¢in
puara sabitlenmis pipete 0,5 mL serum fizyolojik ¢ekilip rata karni iistte bas1 asagida
olacak sekilde pozisyonda vajinal yolla serum fizyolojik verilerek pipetin ucu
vajinaya yerlestirilerek puar iki iic kez yavasga sikilarak vajinal sekresyon ve
hiicrelerin pipete alinmasi saglandi. Pipetteki sividan birkag damla lam {izerine
damlatilip boyanmadan 151k mikroskobunda incelendi. Vajinal Smearinda sperm
tespit edilen disiler yarim giinliilk gebe olarak kabul edildi. Gebelikleri smear ile
dogrulananmayan disiler arastirmaya dahil edilmedi. Gebe ratlar, INUTEF-
DEHUM’de, 20 giin (gebelik dénemi) siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamin saglandig1 ve aspiratorlerle siirekli havalandirilan 21+ 2°C’lik odalarda
tutuldular. Deney suresi boyunca ad-libitum beslendiler. Gebeligin 20. giiniinde her
gruptaki gebe ratlarin yarisindan fetuslar sezeryan ile alindi. Elde edilen 253adet
fetusta, morfolojik gelisim parametreleri olarak fetus agirligi, fetus CRL mesafesi,
plasenta ve fetal beyin agirlik 6l¢iimleri yapildiktan sonra dekapite edilen fetuslardan
alinan beyin dokularinda histolojik, biyokimyasal ve genetik analizler yapildi. Her
bir gruptaki geri kalan gebe ratlar normal vajinal yolla fetuslarin1 dogurdu ve dogan

bu yavrular 21. giine kadar beslenmeleri i¢in annelerinin yaninda birakildi. Postnatal
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laktasyon siresi bitiminde (3. haftanin sonu) erkek (E) / disi (D) cinsiyet ayrimi
yapilarak ayri ayr1 kafeslere alindi ve postanal 8. haftaya kadar ad-libitum
beslendiler. Postnatal 8. haftada her grubun erkek ve disi yavrulari bilissel
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla 5 giin siireyle Morris’in su tanki testine
tabi tutuldu ve testin bitiminde bu postnatal yavrularin total beyin dokular1 ve

hipokampus dokular1 alinarak histolojik,biyokimyasal ve genetik analizler yapild:.

3.4. DENEY GRUPLARI

Grup 1: Kontrol grubu: Deney gruplar ile es zamanli olarak giftlestirilmis 14 adet
gebe ratin vajinal smearda gebelik pozitif olan 12 adet rat deney suresince gebeligin
0- 20. giinleri aras1 ad-libutum beslendi. Gestasyonun 20. giiniinde 6 adet gebe rattan
sezeryan ile alman 55adet fetusun morfolojik yapilart ve gelisim parametreleri
Olciildii ve beyin dokular1 alindi. Bir kisim beyin dokular1 malondialdehid (MDA),
redikte glutatyon (GSH), total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite
(TOK) beyin kokenli ndrotrofik faktdér (BDNF) oSlgiimler i¢in kullanildi. Bir kisim
beyin dokularinda ise histolojik incelemeler yapildi. Bir kismi da genetik analizler
(PCR) icin kullanildi. Geri kalan gebe ratlarin normal dogum sonrasi yavrulari
laktasyon siresi bitiminde (postnatal 21. giin) Erkek/Disi olmak tizere cinsiyet ayrimi
yapilarak 8 adet Erkek yavru rat, postanatal analizler igin herbir kafeste 4 adet rat
olacak sekilde 2 ayr1 kafese alindi ve ad-libitum beslendiler. Postnatal 8. haftada
ratlara Morris’in su tanki testiuygulandiktan sonra ratlar dekapite edilip hipokampus
bolgesi izole edilerek alindi. Aliman bu dokular beyin kokenli norotrofik faktor
(BDNF), histolojik incelemeler ve genetik analizler (PCR analizi) i¢in kullanildu.

Grup 2: Misir yagi grubu: Deneye baslamadan Once ¢iflestirilmis 14 adet rattan
gebelikleri vajinal smear ile pozitif olarak tanimlanan 12 adet gebe rataarastirmaya
alindiklar1 glinden baslayarakgebelikleri siiresince her giin 1 ml misir yagi oral olarak
verildi (20 gun). Gestasyonun 20. giiniinde 6 adet gebe rattan sezeryan ile alinan 53
adet fetusun morfolojik yapilari ve gelisim parametreleri ol¢iildii. 53 adet fetusun
beyin dokular1 alinarak histolojik, biyokimyasal ve genetik analizler yapildi. Geri
kalan gebe ratlarin normal dogum sonrasi yavrulari laktasyon siresi bitiminde
(postnatal 21. giin) E/D olmak {izere cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet E yavru rat
postanatal analizler i¢in herbir kafeste 4 adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alindi ve
ad-libitum  beslendiler. Postnatal 8. hafta’da ratlara Morris’in  su  tanki

testiuygulandiktan sonra ratlar dekapite edilip hipokampus bélgesi izole edilerek
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alindi. Alinan bu dokular beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF), histolojik
incelemeler ve genetik analizler i¢in kullanildi.

Grup 3: Akrilamid Grubu: Deneye baslamadan once ¢iflestirilmis 14 adet rattan
gebelikleri vajinal smear ile pozitif olarak tanimlanan 12 adet gebe rataarastirmaya
alindiklar1 giinden baglayarakgebelikleri stresince (20 giin) oral gavaj ile gunde bir
defa 10 mg/kgviicud agirligr olacak sekilde akrilamid uygulandi. Gebeligin 20.
giiniinde sezeryan ile almman 41 adet fetusun morfolojik yapilar1 ve gelisim
parametreleri  6lgildi. 41 adet fetusun beyin dokular1i alinarak histolojik,
biyokimyasal ve genetik analizler yapildi. Geri kalan gebe ratlarin normal dogum
sonrast yavrular laktasyon suresi bitiminde (postnatal 21. gun) E/D olmak uzere
cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet E yavru rat postanatal analizler igin herbir kafeste 4
adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alindi ve ad-libitum beslendiler. Postnatal 8.
hafta’da ratlara Morris’in su tanki testiuygulandiktan sonra ratlar dekapite edilip
hipokampus bdolgesi izole edilerek alindi. Alinan bu dokular beyin kékenli norotrofik
faktor (BDNF), histolojik incelemeler ve genetik analizler (PCR) i¢in kullanildu.
Grup 4: E vitamini grubu: Deneye baslamadan 6nce giflestirilmis 14 adet rattan
gebelikleri vajinal smear ile pozitif olarak tanimlanan 12 adet gebe rataarastirmaya
alindiklar1 giinden baslayarakgebelikleri stresince (20 giin) oral gavaj ile gunde bir
defa 100 mg/kgviicud agirligi olacak sekilde E vitamini uygulandi. Gebeligin 20.
giinlinde sezeryan ile alman 52 adet fetusun morfolojik yapilari ve gelisim
parametreleri  Olgilildii. 52 adet fetusun beyin dokulart alinarak histolojik,
biyokimyasal ve genetik analizler yapildi. Geri kalan gebe ratlarin normal dogum
sonrast yavrular laktasyon suresi bitiminde (postnatal 21. gun) E/D olmak uzere
cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet E yavru rat postanatal analizler i¢in herbir kafeste 4
adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alind1 ve ad-libitum beslendiler. Postnatal 8.
hafta’da ratlara Morris’in su tanki testiuygulandiktan sonra ratlar dekapite edilip
hipokampus bolgesi izole edilerek alindi. Alinan bu dokular beyin kdkenli norotrofik
faktor (BDNF), histolojik incelemeler ve genetik analizler (PCR) i¢in kullanildi.
Grup 5: Akrilamid + E vitamini grubu: Deneye baslamadan once ¢iflestirilmis 14
adet rattan gebelikleri vajinal smear ile + olarak tanimlanan 12 adet gebe rata
aragtirmaya alindiklar1 giinden baslayarakgebelikleri suresince (20 gtin) her gin oral
gavaj ile 10 mg/kgviicud agirlig1r olacak sekilde akrilamid ve oral gavaj ile 100
mg/kg vicud agirhig olacak sekilde E vitamini uygulandi. Gebeligin 20. giiniinde

sezeryan ile alinan 52 adet fetusun morfolojik yapilar1 ve gelisim parametreleri
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oOlgiildii. 52 adet fetusun beyin dokular1 alinarak histolojik, biyokimyasal ve genetik
analizler yapildi. Geri kalan gebe ratlarin normal dogum sonras1 yavrulari laktasyon
stiresi bitiminde (postnatal 21. giin) E/D olmak iizere cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet
E yavru rat postanatal analizler i¢in herbir kafeste 4 adet rat olacak sekilde 2 ayri
kafese alind1 ve ad-libitum beslendiler. Postnatal 8. hafta’da ratlara Morris’in su
tank1 testiuygulandiktan sonra ratlar dekapite edilip hipokampus bolgesi izole
edilerek alindi. Alinan bu dokular, beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF),
histolojik incelemeler ve genetik analizler i¢in kullanildi.

Akrilamid uygulama yontemi

Gebeligin 1-20. giinleri arasi giinde bir defa oral gavaj ile 10 mg/kg vicud
agirh@ olacak sekilde akrilamid (Acrylamide;Sigma A8887) igcmesuyu igerisinde
cozllerekuygulandi (117).

E vitamini uygulama yontemi

Gebeligin 1-20. glinleri aras1 oral gavaj ile her giin 100 mg/kg viicud agirhigi
olacak sekilde E vitamini(a-Tocopherol; Sigma T3251) misir yagi igerisinde

cozllerekuygulandi (118).
3.5. DEGERLENDIRME YONTEMIi

3.5.1. Morfolojik Yap1 ve Gelisim Parametreleri Degerlendirme YOntemi

Calisma sonunda fetal gelisim parametreleri olarak; fetus sayisi, fetus agirhigi,
fetus CRL mesafesi (Tepe-Oturma Noktast Uzunlugu), plasenta ve fetal beyin

agirhig olgiildi.

3.5.2. Histolojik inceleme Yontemi

Deneysel asama sona erdiginde, ratlarin total beyin dokulari ve beynin
hipokampus bolgesi alinarak %10’luk formaldehit i¢iren numune kaplarina birakildi.
Dokular, tespit i¢in3 glin bu soliisyonda bekletildi. Tespit sonrast doku i¢indeki tespit
soliisyonunun uzaklastirilmas1 amaciyla dokular ¢cesme suyunda yikandi. Daha sonra
rutin histolojik doku takibi prosediriine uygun olarak dehidrasyon ve parlatma
islemleri yapildi. Son olarak takibi tamamlanan dokular parafin blok haline getirildi.
Parafin bloklardan histolojik inceleme yapilabilmesi i¢in 8 um kalinlikta kesitler
alindi. Elde edilen kesitler deparafinize edilerek hematoksilen—eozin (H-E) ile
boyandi. Boyanan kesitler Nikon Eclipse Ni-U 1sik mikroskobu, Nikon DS Fi2

55



kamera ve Nikon Nis-Elements goérintli analiz sisteminde (Nikon Corporation,
Tokyo Japan) incelenerek fotograflar cekildi. Incelenen kesitlerde néroglial
infiltrasyon, konjesyon ve hemoraji bulgular1 skorlandi (0 = yok, 1 = nadir/minimal
diizeyde, 2 = siddet/yayginlik orta derecede, 3 = yaygin/siddetli) ve beyin korteks
kalinliklar 6l¢tildii.

3.5.3. Biyokimyasal Analizler

Calisma sonunda sivi azot tankina aliman ve daha sonra -80 °C derin
dondurucuda bekletilen fetal beyin dokularinda MDA, GSH, TAK, TOK ve BDNF

duzeyleri 6lculdu.

3.5.3.1. Dokularin biyokimyasal analizlere hazirlanmasi

Derin dondurucuda muhafaza edilen fetal beyin dokular1 calisma giinii
cikarilarak tartildi. %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu ilave
edilerek buz icinde 1-2 dakika stireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi (IKA,
Germany). Doku homojenatlar1 5000 rpm’de, 4 °C derecede, 30 dakika santrifij
edilerek stipernatant elde edildi.

3.5.3.2. Redukte glutatyon (GSH) diizeyinin 6l¢imu

GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi yonteme gore yapildi (119). Analiz
tiiptinde bulunan GSH’in 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek
sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunarak GSH konsantrasyonun tayin edilmesi seklinde yapildi.

3.5.3.3. Malondialdehid (MDA) diuzeyinin délcimi

MDA analizi Uchiyama ve ark. (120) yontemine gore yapildi. MDA duzeyi,
stipernatandaki MDA’ nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu
olusan pembe renkli {riinliin n-butanol fazindan ekstrakte edilen siipernatanin

spektrofotometre ile 535 ve 520 nm de 6l¢tlmesiyle belirlendi.

3.5.3.4. Total oksidan kapasitenin (TOK) dlcimu

Total oksidan kapasitenin Olciminde, ticari TOK 0Olcim kiti (RelAssay
Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yontemin prensipi, ornekteki oksidanlarin ferroz

iyon-selatér kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarin
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asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir (121). TOK
olclimii igin, Kitin prosediriinde belirtildigi sekilde, ELISA 25 °C’ye ayarlanarak,
500 pL reaktif 1 (6lcim tamponu) ve 75 pL serum karistirtlip 530 nm’de absorbansi
Olgiildii. Karisima 25 pL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) eklenerek 10 dk.
inkiibasyondan sonra tekrar 530 nm’de absorbans Olcilmesiyle TOK dizeyleri

belirlendi.

3.5.3.5. Total antioksidan kapasitenin (TAK) 6lcimu

Ticari TAK o6l¢im Kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yontemin
prensipi, ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz
ABTS formuna indirgemesine dayanir (122). TAK 6l¢lmi igin, kitin prosediriinde
belirtildigi sekilde, ELIZA cihaz1 25 ° C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1 (6lgtim
tamponu) ve 30 UL serum karistirilip 660 nm’de absorbansi dlgiildii. Karigima 75 pL
reaktif 2 (renkli ABTS solusyonu) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar 660
nm’de absorbans 6lctilmesiyle TAK duzeyleri belirlendi.

3.5.3.6. BDNF duzeylerinin 6lgimu

Taze beyin dokular seri olarak tartilarak sivi azot tankina alindi. Daha sonra
calisma giintine kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Calisilacagi zaman Boster
Rat BDNF Sandwich ELIZA Kit protokoline uyularak PBS (pH 7,4) tamponu
hazirlandi. Numuneler ¢oziildiikten sonra beyin dokular1 PBS tamponuyla 5 kat
sulandirilarak 12000 rpm’de buz icinde homojenize edildi (IKA, Germany) ve
10.000xg’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatanlar alindi. Kit prosediiriine uygun
olacak sekilde ¢alisma sonunda numuneler, 450 nm’de (Basic Radim Immunoassay
Operator (BRIO; Pomezia, Italy) ELIZA cihazinda otomatik olarak &lgiilerek BDNF

duzeyleri belirlendi.

3.5.4. Morris Water Maze testi (Morris’in su tanki testi)

Bilissel fonksiyonlarin arastirilmasinda Morris’in su tanki testi (Morris Water
Maze Testi)uygulandi. Morris’in su tanki testi; sigan ve farelerde en yaygin olarak
kullanilan bir 6grenme ve bellek testidir (123). Kullanilan su tanki sirkiiler bir tank
olup 120 cm c¢apinda galvanizli ve 50 cm yiiksekligindedir. Su tanki1 25 cm kadar su
ile dolduruldu ve siit tozu ile boyanarak su yiizeyinden 2 cm alta birakilan 10 cm

capindaki platformun goriinmesi engellendi. Suyun 1s1s1 24+2 °C de sabit tutuldu.
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Tankin yerlestirildigi konum ve platform yeri deney slresince sabit tutuldu.
Deneklerin bulundugu yerin uzaysal konumunu algilayabilmeleri i¢in gorsel bir
isaret tank disina konuldu (visual cues). Platform sanal olarak 4 esit parcaya ayrilan
tankin bir quadratinin ortasina birakildi. Sican diger "4 oranindaki alanlardan birine
birakilarak yilizerek platformu bulmasi i¢in 90 saniye (sn) zaman verildi. Platformu
bulunca 30 sn platform iizerinde dinlenmesine izin verildi. Sonra alinip kurutularak
ayr bir kafeste 30 sn bekletildi. Tekrar su tankina birakilarak ayni islem her hayvan
icin 4 kez tekrarlanip platformu bulma siireleri kaydedildi. 90 sn i¢inde platformu
bulamayan sican alinip platforma birakildi ve 30 sn platform iizerinde kalmasi
saglandi. Her hayvan i¢in 5 giin siireyle ayn1 denemeler yapilip deneklerin 6grenme
yetenegi zaman olarak (sn) kaydedildi. Bellegin pekistirilme islemini test etmek igin
5 glinliik testten 24 saat sonra probe testi yapildi. Bu testte platform tanktan alindi ve
denekler yiizdiiriildii. Denekler dogal olarak platformun 6nceden bulunduklar1 tankin
dortte birlik kisminda daha ¢ok arama yaparlar. Bu siire bellegin pekistirilmesini
Olger. Deneklerin eski platformun bulundugu dortte birlik alanda yiizdiikleri siire
kaydedildi. Ogrenme testleri tamamlandiktan sonra bu sicanlar da dekapite edildi.
Tum gruplardan kan, beyin dokulari ve hipokampus bolgesi alindi1 ve -80 °C’de
saklandi. Beyin dokularinda histolojik incelemeler, hipokampus dokularinda BDNF
gen transkripsiyon seviyeleri ve serum BDNF duzeyleri analiz edildi.

3.5.5. istatiksel Analizler

Istatiksel analizler SPSS 21.0 Windows paket programi kullanilarak yapildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Veriler
normal dagilim gostermedigi icin nonparametrik istatistik yapilmis vesonuglar
ortanca (min—-maks) olarak verilmistir. Gruplarin karsilastirilmasi igin Kruskal—
Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testi sonrasi ikili karsilastirmalar Conover
yontemiyle yapilmistir. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edilmistir

(p <0.05).
3.5.6. Genetik Analizler

3.5.6.1. Kullamilan kimyasal malzemeler,alet ve gerecler

PCR icin primerler, RNA saflastirma kiti, gercek zamanli PCReaksiyonu icin

master miks, ¢cDNA sentez kiti Roche firmasindan, temin edildi.Arastirmada;
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millipore marka saf su Unitesi, Biorad-MyCycler marka PCR cihazi, Roche marka
LC96 model gercek zamanli PCR cihazi, Denver Instrument marka terazi, Ohaus
marka hassas terazi, Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi, Retsch marka MM400
model bilyeli parcalama sistemi, MettlerToledo marka EL20 model pH metre,
Hettich-zetrifugen marka 200 model masatistii santrifiij cihazi, Hermle marka
Z216MK model mikro santrifiij, EpochBiotek marka spektrofotometre cihazi,
Heidolph marka vorteks, Heidolph marka manyetik karistiric1 kullanildi.

RNA saklama ¢ozeltisi

70 gr amonyum siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda ¢6zuldu.
Uzerine 10 mM EDTA (pH 8) ve 25 mM sodyum sitrat (pH 5,2) eklenip DEPC’li saf
su ile 150 mI’ye tamamlandi ve pH 5,2’ye ayarlandi.

10X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponunun hazirlanisi

1 litre 10X TBE tamponu hazirlarken; 6ncelikle 108 gr TRIS baz, 55 gr borik
asit ve 40 ml 0,5 M EDTA ¢ozeltisi 900 ml saf su icerisinde manyetik karistiricida
¢oziildii. Cozeltinin pH degeri 8,0 oluncaya kadar HCI eklendi. Daha sonra ¢6zeltinin
toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ de 20 dakika otoklavlandi.

Lizis soliisyonu hazirlanisi

4 M Guanidinizotiyosiyanat, 25 mM sodyum sitrat (pH 7) ve % 0,5 sarkosil
(N-Lauroylsarcosine) eklenerek lizis karisimi hazirlandive ¢alisma esnasinda
kullanilacak ¢ozeltideki oran1 % 1 olacak sekilde PB-merkaptoetanol eklenerek

homojenizasyonda kullanildi.
3.5.6.2. Molekuler analizler

3.5.6.2.1. Dokudan RNA saflastirilmasi

B-Aktin, Brain DerivedNeurotrophicFactor (BDNF)MRNA seviyelerinin
tespiti i¢in gruplardan alinan beyin doku oOrnekleri RNA saklama cozeltisi icine
konuldu ve bu dokulardan Roche firmasinin “High Pure RNA Tissue Kit” (Lot no:
16529600 ve referans no:12033674001) saflastirma kiti kullanilarak total RNA
saflagtiritlmasi yapildi. 30 mg doku tartild1 ve tizerine 600 pl “LysisBuffer” eklendi.
Daha sonra bilyeli doku parcalayicida 30 Hz titresim hiziyla yaklasik 1 dakika
siiresince homojenize edildi. Homojenatin iizerine hacminin yaris1 kadar etanol
eklendi bu karisim vortekslendikten sonra 13.000xg’de 10 dakika oda sicakliginda

santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasinda kolona 100 ul DNaz enzimi eklendi ve 15
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dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 500 pl Wash buffer-I
eklenerek ve 8.000xg’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi, iizerine 500 pl
Washbuffer-11 eklendi ve tekrar 8.000xg’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Daha sonra tzerine 300ul Washbuffer-11 eklendi ve 13.000xg’de 2 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolona 100 pl elisyon tamponu eklendi
ve 8.000xg’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi tiipte toplanan sivi total
RNA olarak elde edildi. “High Pure RNA Kit Protokol(” kiti ile beyin dokusu
orneklerinden saflastirilan total RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla 6rnekler, % 1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100
mV’deelektroforez iglemine tabi tutuldu. Saflastirilan RNA’larda 28S ve 18S

ribozomal bantlarinin varligi ve herhangi bir yikilim olmadig: goriildi (Sekil 3.1.)

Fetiis Grubu  Erkek Sigan Grubu Disi Sigan Grubu

285S
185S

Sekil3.1. Arastirmada her bir gruba ait beyin doku oOrneklerinden saflagtirilan
RNA’lar.

Ayrica dokulardan saflastirilan RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri
yapildi, 6rneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve
saflik tayini i¢in “Biotek” marka spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlari
kullanilarak 260 ve 280 nm’de UV spektrumda olgiildi. RNA miktar1 ng/uL
cinsinden hesapland1 ve 260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA 6rnekleri cDNA

sentezinde kullanildi.

3.5.6.2.2.cDNA sentez protokolu

cDNA  sentezindeRoche  firmasinin  drettigi ~ “Transcriptor ~ First
strandcDNASynthesis” kiti (Lot no: 11260125, Refno: 04 896 866 001)” kullanildi.
100 ul’lik PCR tiipiine fetus grubu i¢in 4000, erkek sican grubu icin 1000, disi sican
grubu icin 1500 ng/ul toplam RNA, 1 pl OligodT18 (50 pmol/ul), 1
plRandomHexamerPrimer (600 pmol/ul) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde
bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10 dakika PCRcihazinda
1s1t1ld1.Bu karigimin tizerine 4 pl “TranscriptorReverseTranscriptaseReactionBuffer”,

0,5 ul “ProtectorRNaselnhibitor”, 2 pulDeoxynucleotideMix (her niikleotid i¢in 10
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mMkonsantrasyonda), 0,5 pl “TranscriptorReverseTranscriptase” enzimi eklendi ve
bdylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan numuneler PCRcihazinda 25 °C’de 10
dakika, 55 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika 1sitild1 daha sonra -20 °C’de analize
kadar saklandi.

3.5.6.2.3.Ger¢ek zamanh PCR protokoli

Ger¢cek zamanli PCR analizi; RocheLightCycler 96 gercek zamanh
PCRcihazi, Roche firmasmin irettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit
(Lot no: 11806100, Refno: 06 402 682 001)” ve “Real Time Ready Assay (BDNF
Config No: 100129595, Assayld: 502486, LOT: 0000054844; B-ActinConfig
No:100081783, Assayld: 500152, LOT:0000010971)”(8 pmol/ul) hidroliz
probluprimerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi.
Bunun i¢in 5 plmaster mix, 0,5 plreal time ready mix, 2 ul PCR kalitesinde su ve 2,5
ulcDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek i¢in 3 tekrar yapildi. PCR
sartlar1 firmanin 6nerdigi sekilde yapilds; ilk denaturasyon 95 °C’de 10 dakika, ikinci
denaturasyon 95 °C‘de 10 saniye, baglanma 60 °C’de 30 saniye ve polimerizasyon
72°C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongi tekrarlandi. Tablo (3.1.)’de

dizilimleri ve buyuklukleri verilen primerler gen ifadelerinin analizinde kullanildi.

Tablo 3.1.Primer dizilimleri (EK. ).

Gen Primer dizisi (Forward ve Reverse) Ref. Seq. Uriin
Number biliyiikligii

p-Aktin - F: 5 CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3° NM_031144 79 bp

R: 5" GCCTGGATGGCTACGTACA 3’

BDNF  F:5 GTGGAGGCTAAGTGGAGCTG 3” NM_012513 69 bp

R: 5" GTCCTACCGGTGAGTCTTTA 3’

Her bir 6rnekten saflagtiritlan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B-Aktin,ve
BDNF genlerine 6zgu primerler kullanilarak ger¢ek zamanli PCR ile ¢ogaltildi ve
gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranlanarak belirlendi.

Molekiiler analizlerde “HydrolysisProbe” kullanilarak f —aktin ve BDNF
mRNAlarindan sentezlenen cDNA’larin gercek zamanli PCR ile gogaltimi1 yapild
(Sekil 3.2.).

61



4.200

3.900

Actb

3.600

3.300

3.000

2.700

2:400

2.100

Fluorescence

1.800

1.500

1.200

0.900

0.600

0.300 Negatif Kontrol

0.000 -~y

3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cydle

Sekil 3.2. “Hydrolysis Probe” kullanilarak p-aktin ve BDNF mRNA’larindan

sentezlenen cDNA’larin gergek zamanli PCR ile ¢ogaltim egrisi.

B —aktin ve BDNFcDNA ’lar1 kullanilarak yapilan ger¢ek zamanli PCRsonrasi
agarozjelinde ornekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgiilliigli kontrol edildi.
Analiz sonucunda her iki gen igin de tek ve istenilen boyda bir DNA band1 olustugu
gorildi (Sekil 3.3.).

Mz;rker Actb(+) Actb(:) BDNF(+) BDNF(-) Marker Boya

% 1.5 agaroz jeli, Bioron 50 b¢ marker
Acth: 79 b¢, BDNF: 69 be

Sekil 3.3.p—aktin ve BDNFcDNA’larinin PCR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%]1,5)
elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Markeri’dir (Bioron,
50 bp, catalog no: 304007).
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4. BULGULAR

4.1. MORFOLOJIK YAPI VE GELiSIM PARAMETRELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Tim gruplardaki gebe ratlardan sezeryan ile alinan toplam 253 adet fetusda
agirlik, CRL mesafesi, plasenta ve beyin agirliklar1 6lgiildii. Calismada kullanilan
fetuslarin viicud agirligi, CRL mesafesi, plasenta ve beyin agirliklarina ait toplu
sonuglarEk 2’de verilmistir. Tim gruplardan 6rneklenen 20 giinliik fetuslarin genel
goriintisii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1.TUm gruplardan érneklenen 20 glinliik fetuslarin genel goriiniisii. Kontrol
grubu (Resim 1) ve Misir yagi grubu (Resim 2) fetuslarin goriinlimii normal,
akrilamid grubu (Resim 3) fetuslarin viicudlarinda yaygin hemarojik alanlar mevcut,
E vitamini grubu (Resim 4) ve Akrilamid + E vitamini grubu (Resim 5) fetuslarin

gorinimi normal.
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4.1.1. Gruplarin Gelisim Parametrelerine Ait Bulgular

Calisma sonunda tiim gruplardan gebeligin 20. giinlinde sezeryan ile alinan
fetuslar incelendiginde akrilamid grubu da dahil olmak iizere tiim gruplarda herhangi
bir ekstremite anomalisine rastlanmadi. Gruplarin gelisim parametrelerine ait tiim

bulgular Tablo 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin gelisim parametrelerine ait tiim bulgular

Morfolojik Gruplar N | Median | Minimum | Maksimum |Anlamhhk
parametre
Kontrol® 55 5,0 4.6 5,4
Misir yagi® 53 5,0 4.1 53
_o Akrilamid® 41 4,6 4,1 49 p<0.001
Fetus agirligi (gr) .
E vitamini? 52 5 45 52
Akrilamid + 52 4,9 4,6 52
E vitamini?
Kontrol? 55 40 37 42
Misir yagi® 53 39 36 42
) Akrilamid® 41 37 31 39
CRL mesafesi (mm) —
E vitamini@ 52 40 38 41
— p<0.001
Akrilamid + 52 40 38 41
E vitamini?
Kontrolab 55 0,70 0,62 0,80
Misir yagi® 53 0,68 0,60 0,79
Akrilamid® 41 0,57 0,51 0,64
Plasenta agirhig1 (gr) .
E vitamini? 52 0,67 0,60 0,73
— p<0.001
Akrilamid + 52 0,66 0,63 0,72
E vitamini?
Kontrol? 55 0,20 0,18 0,21
Misir yagi® | 53 0,19 0,18 0,21
) Akrilamid® 41 0,18 0,17 0,19
Beyin agirhig: (gr) ; .
E vitamini? 52 0,20 0,21 0,21
] ; p<0.001
Akrilamid+ | 52 0,20 0,19 0,21
E vitamini?

a: Akrilamide gore farkliligi, b: AA+E Vitaminine gore farkliligr ifade etmektedir
(p<0.001).

4.1.2. Gruplarin Fetus Agirhklarinin Karsilastirilmasi

Yapilan Ol¢timler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 20 giinliik fetuslarda
gelisim parametresi olarak incelenen fetus agirliklari, akrilamid uygulanmas: ile ciddi

derecede azalirken (p<0.001), E vitamini uygulanmasiyla fetus agirligi anlamh
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derecede artmistir (p<<0.001). Fetus agirliklarinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.2.°de

verilmigtir.
Simple Boxplot of FETUS AGIRLIGI(gr) by Grup
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Sekil 4.2.Fetus agirliklarinin gruplara gore dagilimi

a: Akrilamide gore farkliligi, b: AA+E Vitamini’ne gore farkliligi ifade etmektedir
(p<0.001).

4.1.3. Gruplarin CRL mesafelerinin karsilastirilmasi

Yapilan ol¢iimler istatiksel olarak degerlendirildiginde 20 giinliik fetuslarda
gelisim parametresi olarak incelenen CRL mesafesi, akrilamid uygulanan grupta belirgin
oOlglide azalirken (p<0.001), E vitamini uygulanan grupta ise anlamli 6lgiide artmigtir

(p<0.001) . CRL mesafesinin gruplara gére dagilimi Sekil 4.3.’te verilmistir.

Simple Boxplot of CRL{mm) by Grup
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Sekil 4.3. CRL mesafesinin gruplara gore dagilimi

a: Akrilamide gore farkliligi, b: AA+E Vitamini’ne gore farkliligi ifade etmektedir
(p<0.001).
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4.1.4. Gruplarin plasenta agirhklarinin karsilastirilmasi

Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, plasenta agirligi,
akrilamid uygulanan grupta belirgin élcide azalirken (p<0.001), E vitamini uygulanan
grupta ise ciddi derecede artmistir (p<0.001). Plasenta agirhiginin gruplara gore

dagilimi Sekil 4.4’te verilmistir.

Simple Boxplot of Plasenta agirhgi(gr) by Grup
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Sekil 4.4. Plasenta agirliginin gruplara gére dagilimi

a: Akrilamide gore farkliligi, b: AA+E Vitamini’ne gore farklilig1 ifade etmektedir
(p<0.001).

4.1.5. Gruplarin fetal beyin agirhiklarinin karsilastirilmasi

Gruplarin fetal beyin agirliklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, fetal
beyin agirligr akrilamid uygulanan grupta anlamli 6l¢iide azalirken (p<0.001), E
vitamini uygulanmasiyla O6nemli derecede artmistir (p<0.001).Beyin agirliginin

gruplara gore dagilimi Sekil 4.5.°te verilmistir.
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Simple Boxplot of Beyin agirigi(gr) by Grup
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Sekil 4.5. Fetal Beyin agirliginin gruplara gére dagilimi

a: Akrilamide gore farkliligi, b: AA+E Vitamini’ne gore farkliligi ifade etmektedir
(p<0.001).

4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Gruplarin biyokimyasal parametrelere ait bulgular Tablo 4.2.’de verilmistir
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Tablo 4.2. Sezaryen ile
bulgular

alinan yavrularda gruplarin biyokimyasal parametrelere ait

Gruplar Mean Std. Deviasyon p
MDA (nmol/g yas doku) Kontrol® 188,25 31,16
Misir yaglb 253,87 56,62
E vit® 62,63 9,43 <0,001
Akrilamidd 341,38 39,51
E vit + Akr® 61,75 10,36
GSH (nmol/g yas doku) Kontr0|a 745,75 36,49
Misir yagi® 677,13 66,17
E vit ? 1214,75 79,29 <0,001
Akrilamid® 644,50 9517
E vit + Akr® 942,50 87,85
TAS (mmoliL) Kontrol® 115 0,10
Misir yagla‘c 1,07 0,21
E vit? 1,96 0,28 <0,001
Akrilamid® 0,79 0,14
E vit + Ak’ 1,71 0,13
TOS (umol/L) Kontrol® 7,00 1,38
Misir yaga 9,55 0,89
E vit® 4,88 0,52 <0,001
Akrilamidb 11,17 2,21
E vit + Akr® 5,06 0,70
0sl Kontrol? 6,08 1,04
Misir yaglb 9,22 2,13
Evit® 2,53 0,46 <0,001
Akrilamidd 14,43 3,44
E vit + Akr® 2,98 0,51
Beyin BDNF (pg/ml) Kontrola‘b 135,14 6,65
Misir yagl"JI 146,37 18,67
E vit? 146,10 13,09 0,007
Akrilamidb 129,07 7,92
E vit + Akr® 148,27 747
Postnatal 8. Hafta Erkek Yavru | Kontrol # 148,13 18,41
Serum BDNF (pg/ml) Misir yagi & 140,20 8,47
Evit © 183,18 20,35 0,002
Akrilamid b 133,47 11,42
E vit + Ak*° 160,25 27,39

Farkl1 harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder
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4.2.1. Gruplarin MDA diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid grubu fetal beyin dokusu
MDA diizeyleri istatistiki olarak anlamli sekilde artis gosterirken (p<0.001), E
vitamini uygulanmasi MDA diizeylerini istatistiki olarak 6nemli derecede diistirmiis
(p<0.001) ve kontrol grubu degerlerine getirmistir. Fetal beyin dokusu MDA

duizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.6.’da verilmistir.

400,07 d

300,04

200,09

100,0 C .

K2 4

Mean +-1 SD MDA (nmolig yag doku)

T T T T T
Kontrol Misir yadu E wit Akrilamicl E wit + Akr

Group

Sekil4.6. Fetal beyin dokusu MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi

4.2.2.Gruplarin GSH diizeylerinin karsilagtirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid grubu fetal beyin dokusu
GSH duzeyleri istatistiki olarak anlamli olmayan bir diisiis gozlenirken, E vitamini
uygulanmasiyla GSH diizeyleri istatistiki olarak dnemli derecede artmis (p<0.001) ve
kontrol grubu degerlerine yaklagmistir. Fetal beyin dokusu GSH diizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Fetal beyin dokusu GSH diizeylerinin gruplara gére dagilimi

4.2.3. Gruplarin TOK diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin
dokusu TOK diizeyleri istatistiki olarak anlamli derecede artig gosterirken (p<<0.001),
E vitamini uygulanan grupta TOK diizeyleri istatistiki olarak dnemli dercede azalmis
(p<0.001) ve kontrol grubu degerlerine getirmistir. Fetal beyin dokusu TOK

duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.8.”de verilmistir.
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Sekil 4.8. Fetal beyin dokusu TOK duzeylerinin gruplara gore dagilimi

Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade eder (p<0.001).

4.2.4. Gruplarin TAK diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin
dokusu TAK duzeyleri istatistiki olarak anlamli derecede azalis gosterirken
(p<0.001), E vitamini uygulanan grupta ise TAK dizeyleri istatistiki olarak 6nemli
derecede artig gostermis (p<0.001) ve kontrol grubu degerlerine yaklagmistir. Fetal
beyin dokusu TAK duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.9.”da verilmistir.
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Sekil 4.9. Fetal beyin dokusu TAK diizeylerinin gruplara gére dagilimi

Farkli harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade eder (p<0.001).

4.2.5. Gruplarin BDNF diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin
dokusu BDNF duzeyleri istatistiki olarak anlamli olmayan bir diisiis
gozlenmistir.Erkek postnatal yavrularda kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
akrilamid uygulanan grupta postnatal beyin dokusu BDNF diizeyleri istatistiki olarak
anlamli olmayan bir disiis gosteririrken,E vitamini uygulanmasiyla BDNF
diizeylerinin istatistiki olarak anlamli derecede yiikseldigi ve kontrol grubuna yakin
seviyelere ¢iktigr gézlemlenmistir (p=0.02). Fetal beyin dokusu BDNF dizeylerinin
gruplara gore dagilimi Sekil 4.10°da ve Postnatal erkek yavru BDNF dizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. Fetal beyin dokusu BDNF diizeylerinin gruplara gére dagilimi
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Sekil 4.11. Postnatal erkek yavru serum BDNF diizeylerinin gruplara gére dagilimu.

4.3. GRUPLARIN BDNF GEN EKSPRESYONU DUZEYLERININ
KARSILASTIRILMASI

4.3.1. Fetiis Beyin Dokusu Tammlayia1 Istatistik Verileri

Tablo 4.3. Fetls beyin dokusu PCR analiz sonuglari

GRUPLAR
KONTROL MISIR YAGI E VIT. AKRILAMID AKRILAMID + E VIT.
Ort. | %(25-75) | Ort. | % (25-75) | Ort. | % (25-75) | Ort. % (25-75) | Ort. % (25 - 75)

BDNF | 0.0998 : 0.0811-0.285 :0.105: 0.0786-0.213 : 0.0998: 0.0491-0.150 : 0.0350: 0.0265-0.0439 : 0.0409 : 0.0141-0.0534
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Sekil 4.12.Fetus beyin dokusundadlciilen BDNF mRNA seviyelerinin gruplara gore
dagilimi. Farkli harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade eder (p<0,05).

4.3.2. Postnatal Erkek Yavru Beyin Dokusu Tanmimlayici istatistik Verileri

Tablo 4.4. Postnatal erkek yavru Beyin hipokampus dokusu PCR analiz sonuglari

Gruplar
KONTROL MISIR YAGI E VITAMINI AKRILAMID AKRILAMID+ E
VITAMINI
Ortanca %(25 - 75) Ortanca %(25 - 75) Ortanca %(25 - 75) Ortanca %(25 - 75) Ortanca | %(25 - 75)

BDNF 0,161 0,129-0,241 0,281 0,0979-0,340 0,359 0,261-0,488 0,169 0,134-0,231 0,146 0,123-0,192
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Sekil 4.13. Postanatal erkek yavru bewyin hipokampus dokusunda Olgulen BDNF
mRNA seviyelerinin gruplara gore dagilimi.Farkli harfler istatistiki olarak

anlamlilig: ifade eder (p<0,05).

4.4 HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol grubu (Sekil 4.14a, b, c¢), Misir yagin grubu (Sekil 4.15a, b, c) ve E
Vitaminigrubu (Sekil 4.16a, b, ¢) gruplarina ait fetal beyin dokusu kesitlerinde
benzer sekilde beyin sitoarkitektiir tabakalar1 ayirt edilebiliyordu. Pia mater altinda
stratum molekiilare tabakasi igerdigi ndron ve glia hiicre nukleuslarinin sayisal
yogunlugun az olmasi nedeniyle agik renkli ve diizgiin seyirli izlendi. Stratum
graniilaris ve piramidalis eksterna ve interna tabakalarmmin sinirlart net olarak
ayrilmamakla birlikte yogun néron ve glia hiicre icerigine sahipti. Ozellikle iri ve
Okromatik goriiniimlii néron nukleuslar1 ile piramadial noronlarin dagilimi ve
histolojik  0zellikleri normal olarak degerlendirildi. Kiiclik, heterokromatik
nukleuslarin agirlikli olarak glial hiicrelere ait oldugu ve néron/glia hiicre oraninin bu
Uc grupta benzer sekilde oldugu goriildii.

Akrilamid grubundaki fetal beyin dokularma ait kesitlerde beyin
sitoarkitektlir tabakalar1 ayirt edilebiliyordu. Ancak tiim korteks tabakalarinda

heterokromatik ve piknotik nukleuslarin kontrol, misir yagi ve vitamin E
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gruplarindakine gore belirgin sekilde artmis oldugu dikkati ¢ekti. Noronlarin biiyiik
kisminda nukleus kromatin yogunlagmasi, nukleus ve hiicre boyutlarinda kii¢tilme
saptandi. Heterokromatik ve piknotik nukleus yogunlugundaki artis glial hiicre
infiltrasyonu yoniinde degerlendirildi. Glial hicre infiltrasyonu diffuz ve yer yer
odaklar seklinde izlendi. Korteks dokusunun bazi bolgelerinde néron yogunlugunda
azalma ve hidropik dejenerasyon bulgularina benzer sekilde ags1 goriiniimde oldugu
izlendi. Korteks igerisinde hemorajik odaklar ve vaskiler konjesyon dikkati cekti
(Sekil 4.17a, b, )

Akrilamid+Vitamin E grubundaki fetuslarin beyin kesitlerinde korteks
sitoarkitektiir tabakalanmasi diger gruplardaki ile benzer olup stratum molekiilare
tabakas1 sinirlar1 disindaki tabakalarin sinirlart ayrilamiyordu. Degisik biiyiikliikteki
noron nukleuslarmin c¢ogunlugu Okromatik goriiniimde izlendi. Ancak yer yer
heterokromatik ve kromatolitik nukleus yapilarina rastlandi. Piramidal noronlarin
dagilimi ve histolojik goriiniimleri normal yapida degerlendirildi. Kesitlerin ¢ogunda
minimal dlizeyde glial hiicre infiltrasyonu mevcuttu (Sekil 4.18a, b, c).

Kontrol grubu (Sekil 4.19a, b, ¢) ve Misir yag1 (Sekil 4.20a, b, c) ve E
vitamini (Sekil4.21a, b, ¢) gruplarinda beyin dokularinin hematoksilen-eosin ile
boyanmis olan kesitlerinin 151tk mikroskobik incelenmesinde distan pia mater bag
dokusu ile ortalt olan beyin korteks sitoarkitekturii normal histolojik goérinumde
izlendi. Tim korteks alanlarinda noronal soma yogunlugu ve glial hiicre
yogunlugunun normal oldugu degerlendirildi. Korteks igerisinde farkli sekillerde
noronlar izlemekle birlikte genel olarak piramidal noéronlar disindaki néron
nukleuslar1 6kromatik ve nukleus konturlart diizglin goriiniimliiydii. Piramidal
noronlar diger noronlara gére daha bazofilik nukleus ve daha eosinofilik sitoplazma
boyanma 6zelliginde olmakla birlikte normal histolojik yapida degerlendirildi. Beyin
korteks kesitlerinde izlenen kapillar ve diger vaskiiler yapilari normal histolojik
yapida izlendi.

Akrilamid grubu yetiskin siganlarin beyin dokusu kesitlerinde distan pia
mater ile ortiilii beyin dokusu sitoarkitektlir tabakalanmasi ¢ogu alanda normal
goriiniimde izlendi. Ancak bazi korteks alanlarinda stratum molekiilare tabakasinda
vakuolizasyon dikkati ¢ekti. Korteks igerisinde farkli dercelerde glial hicre
infiltrasyonu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyon odaklar1 saptandi. Tiim korteks
tabakalarindaki néronlarin nukleuslarinda heterokromatik goriiniim hakim olup yer

yer piknotik néron nukleuslar1 izlendi. Korteks icerisinde néron/glia hiicresi oraninin
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glial hiicre yoniinde degistigi alanlar tespit edildi. Kesitlerde izlenen kapillar ve diger
vaskiiler yapilar normal histolojik gdriiniimde olup yer yer kapillar konjesyon dikkati
cekti (Sekil 4.22a, b, c).

Akrilamid+Vitamin E grubundaki yetiskin sicanlarin  beyin dokusu
kesitlerinin mikroskobik incelenmesinde distan pia mater ile ortiilii olan korteks
sitoarkitektiir tabakalarinin normal histolojik goriinlimde ve diizende izlendi. Nadir
olarak kiiciik fokal alanlar seklinde glial hiicre infiltrasyon odaklarina rastlandi.
Noron nukleuslar1 genel olarak ©Okromatik goériinlimlii olup normal histolojik
gorliniimde i1zlendi ancak yer yer heterokromatik nukleuslu ve diizensiz sekilli, koyu
eosinofilik boyanmig nukleuslar goriildii. Kesitlerde izlenen kapillar ve diger
vaskiler yapilar normal histolojik yapida izlendi ve minimal diizeyde kapillar
konjesyon dikkati saptandi (Sekil 4.23a, b, c).

Incelenen kesitlerde noroglial infiltrasyon, konjesyon ve hemoraji bulgulari
skorland1 (0 = yok, 1 = nadir/minimal diizeyde, 2 = siddet/yayginlik orta derecede, 3
= yaygim/siddetli) ve beyin korteks kalinliklari Slgiildii. Tablo 4.6. Fetls Beyin
Dokusu histolopatolojik skor analiz verileri ve Tablo 4.7. Postnatal Erkek Yavru

Beyin dokusu histolopatolojik skor analiz verileri
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Tablo 4.5. Fetls beyin dokusu histolopatolojik verilerin skorlanmasi

Gruplar Glial hucre Konjesyon | Hemoraji Korteks kalinligi (um)
infiltrasyonu
Kontrol 0 0 0 817.91
2 0 0 0 817.47
3 0 0 0 821.90
4 0 0 0 799.72
5 0 0 0 649.10
6 0 0 0 790.98
7 1 0 0 625.98
8 0 1 0 634.96
Misir yagi 0 0 0 692.60
2 0 0 0 661.10
3 1 0 0 712.46
4 0 0 0 609.47
5 0 0 0 727.66
6 0 0 0 665.54
7 1 0 0 639.38
8 0 1 0 723.68
E Vitamini 0 1 0 666.67
2 1 0 0 741.37
3 1 2 0 724.31
4 0 0 0 709.89
5 0 0 0 670.02
6 0 0 0 821.32
7 1 0 0 715.47
8 0 1 0 660.70
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Akrilamid

548.04

544.78

449.38

417.59

510.65

472.16

668.21
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AKr+E Vitamini

514.24
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671.07

3

717.21

490.75
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609.71

517.39

487.57
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Tablo 4.6. Postnatal 8. hafta erkek yavru beyin dokusu histolopatolojik verilerin
skorlanmasi

Grup Noroglial infiltrasyon | Konjesyon | Hemoraji | Korteks kalinligi (um)
Kontrol 0 0 0 2173.83
2 0 0 0 1533.72
3 0 0 0 1710.56
4 0 0 0 1624.22
5 0 0 0 2012.61
6 0 0 0 2015.07
7 0 0 0 1997.38
8 0 0 0 1815.24
Misir yagi 0 0 0 1084.82
2 0 0 0 1384.89
3 1 0 0 1744.50
4 0 0 0 1792.29
5 0 0 0 1723.43
6 0 0 0 1406.93
7 0 0 0 1667.67
8 0 1 0 1745.03
Vitamin E 0 0 0 1624.03
2 0 0 0 1984.39
3 0 0 0 1827.69
4 0 0 0 1400.62
5 0 0 0 1520.06
6 0 0 0 1631.17
7 1 0 0 2026.16
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1483.52

Akrilamid

1616.82

1166.16

1614.72

1764.66

1133.43

1148.18

1905.84

1517.72

Akr+ E Vitamini

1635.08

2

1210.83

3

1680.25

1586.03

1651.00

1655.23

1410.48

1606.20

4.4.1. Kontrol Grubu Fetus Beyinlerine Ait Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu fetus beyinlerinin histopatolojik bulgular1 Sekil 4.14a-c’de

verilmistir.
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Sekild.14a.Kontrol grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde ndéronlar ve glial
hiicreler (yildiz). H-E, x10

* o iy a

Sekil4.14b.Kontrol grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz). H-E,
x20
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Sekil4.14c.Kontrol grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40

4.4.2. Misir Yag1 Grubu Fetus Beyinlerine Ait Histopatolojik Bulgular

Misir yagi grubu fetus beyinlerinin histopatolojik bulgulart Sekil 4.15a-c’de
verilmistir.

Sekild.15a.Misir yagi grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde noéronlar ve glial
hiicreler (yildiz). H-E, x10
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H-E, x20

Sekil4d.15¢c.Misir yagi grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40
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4.4.3. E Vitamini Grubu Fetus Beyinlerine Ait Histopatolojik Bulgular

E vitamini grubu fetus beyinlerinin histopatolojik bulgular1 Sekil 4.16a-c’de
verilmigtir.

Sekil4.16a.E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (y1ldiz). H-E, x10

Sekil4.16b. E Vitamini grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz).
H-E, x20
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Sekil4.16¢.E Vitamini grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-E, x40

4.4.4. Akrilamid Grubu Fetus Beyinlerine Ait Histopatolojik Bulgular

Akrilamid grubu fetus beyinlerinin histopatolojik bulgular1 Sekil 4.17a-c’de
verilmistir.

Sekil 4.17a.Akrilamid grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (y1ldiz), hemorajik odak (ok bas1). H-E, x10
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Sekil 4.17b.Akrilamid grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz),
hemorajik odak (ok bas1). H-E, x20

Sekil 4.17c.Akrilamid grubu; piknotik gériiniimlii néron nukleuslar1 (0k), hemorajik
odak (ok basi), hidropik dejenerasyon (ok basi) H-E, x40
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4.4.5. Akrilamid + E vitamini Grubu Fetus Beyinlerine Ait Histopatolojik
Bulgular

Akrilamid + E vitamini grubu fetus beyinlerinin histopatolojik bulgular1 Sekil
4.18a-c’de verilmistir.

Sekil4.18a.Akrilamid+E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar
ve glial hiicreler (y1ldiz). H-E, x10

Sekil4.18b.Akrilamid+E Vitamini grubu; Beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (yi1ldiz). H-E, x20
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Sekil4.18c.Akrilamid+E Vitamini grubu; Noronlar (kalin ok), kapillar (ince ok). H-
E, x40

4.4.6.Kontrol Grubu 8 Haftahk Postanatal Yavru Beyinlerine Ait Histopatolojik
Bulgular

Sekil4.19a.Kontrol grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yi1ldiz). H-E, x10

90



Sekil4.19c.Kontrol grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, x40
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4.4.7. Misir Yag1 Grubu 8 Haftalik Postanatal Yavru Beyinlerine Ait Histopatolojik

Bulgular

Sekil4.20b.Misir yagi grubu; beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz). H-
E, x20

92



Sekil 4.20c.Misir yag1 grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, x40

4.4.8. E Vitamini Grubu 8 Haftalik Postanatal Yavru Beyinlerine Ait Histopatolojik

Bulgular

Sekil 4.21a. E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yildiz). H-E, x10
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Sekil4.21b.E Vitamini grubu; Beyin korteksinde néronlar ve glial hiicreler (yildiz).
H-E, x20

Sekil4.21c.E Vitamini grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, x40
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4.4.9. Akrilamid Grubu 8 Haftahk Postanatal Yavru Beyinlerine Ait Histopatolojik
Bulgular

Sekild.22a.Akrilamid grubu; Pia mater (kalin ok), beyin korteksi (yildiz), korteks

icinde glial hiicre infiltrasyonu (ince ok). H-E, x10

Sekil4d.22b.Akrilamid grubu; Pia mater (ok), beyin korteksinde néronlar ve glial
hiicreler (siyah yildiz), stratum molekiilare tabakasinda hidropik dejenerasyon (beyaz
yildiz) H-E, x20
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Sekil4d.22c.Akrilamid grubu; Piknotik goriiniimlii néron nukleuslar1 (kalin ok), glial
hiicre infiltrasyonu (ince ok), hidropik dejenerasyon ve noéron yogunlugu azalmis

korteks alan1 (y1ldiz). H-E, x40

4.4.10. Akrilamid + E Vitamini Grubu 8 Haftalik Postanatal Yavru Beyinlerine
Ait Histopatolojik Bulgular

Sekil4.23a.Akrilamid+ E Vitamini grubu; Pia mater (ok), beyin korteksi (yildiz). H-
E, x10
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Sekil 4.23b.Akrilamid+ E Vitamini grubu; Beyin korteksinde ndronlar ve glial
hiicreler (y1ldiz). H-E, x20

Sekil 4.23c.Akrilamid+ E Vitamini grubu; Piramidal néronlar (ok). H-E, x40
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4.5. WATER MAZE TESTI ANALIZ BULGULARI

Hafizanin pekistirilmesi i¢in uygulanan probe testinde siganlarin eski
platform yerinden ge¢me frekanslar1 karsilastirildiginda; kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. E Vitamini ile Akrilamid grubu
kiyaslandiginda kadrandan ge¢me frekanst E vitamini grubunda anlamli Olglide
artmis bulunurken (p<0,05), E vit+Akr grubunda uygulanan E vitamini kadrandan
geeme frekansini kontrol grubu diizeylerine yaklagtirmis olarak tespit edildi (Sekil

4.24).

Simple Boxplot of In quadrants
northwest | Center-point
Frequency by Grup

Fi“

Kontrol Misiryagi E vitamini Akrilamid Akr+E vit

o

In quadrants
northwest / Center-point
Frequency

Grup

Sekil 4.24.Gruplarin kadranda kalma sikliklarinin karsilastirilmasic: Akrilamid’e
gore farklidir (p <0,05).

Hafizanin pekistirilmesi i¢in uygulanan probe testinde sicanlarin eski
platform yerinde arama yapma siireleri sn olarak karsilastirildiginda; kontrol grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. E Vitamini ile Akrilamid grubu
kiyaslandiginda eski platform yerinde arama yapma siireleri E vitamini grubunda
istatistiki olarak anlamli 6l¢lide artmis bulunurken (p<0,05), E vit+Akr grubunda
uygulanan E vitamini kadrandan ge¢me frekansini kontrol grubu diizeylerine

yaklagtirmis olarak tespit edildi (Sekil 4.25).
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c: Akrilamid’e gore farklidir (p <0,05).

Sekil 4.25. Gruplarin kadranda kalis siirelerinin karsilastirilmasi

Hafizanin pekistirilmesi i¢in uygulanan probe testinde sicanlarin eski

platform yerinde arama yapma siireleri yiizde olarak karsilastirildiginda; kontrol

grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. E Vitamini ile Akrilamid

grubu kiyaslandiginda eski platform yerinde arama yapma sireleri yizdesi

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide akrilamid grubunda azalmist1 (p<0,05). E vit+Akr

grubunda uygulanan E vitamini eski platform yerinde arama yapma sireleri

yiizdesini kontrol grubu degerlerine yakin degerlere artirmisti (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26.Gruplarin kadranda kalis stirelerinin yiizdelerinin karsilagtirilmasi
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Tablo 4.7.\Water Maze Testi verileri

Degiskenler Kontrol Misir yag E vitamini Akrilamid Akr+E vit P
In quadrants northwest/

Center-point Frequency 7(0-10) 6 (2-8) 7.5¢(5-13) 1 (0-8) 4(1-6) 0.008
(Ortanca (Min-maks))

In quadrants northwest/
Center-point Cumulative
Duration
(Ortanca (Min-maks))
In quadrants northwest/
Center-point Cumulative
Duration (%)
(Ortanca (Min-maks))

a: Misir Yagi'na gore farklidir, b: E Vitamini'me gére farklidr, c; Aknilanud’e gére farklidir, d:Akr+E Vitamin ne gore farkhdur.

26.2(0-53.12) 26.88(18.88-34.64) 48.36°(25.44-76.08) 8.12(0-36.64)  37.4(5.52-74)  0.007

28.45(0-57.65) 29.19(20.5-37.62) 55.69°(34.67-82.62) 23.39(0-36.58) 35.79(5.99-64.12) 0.007
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5. TARTISMA

Calismamizda akrilamid uygulamasinin; fetal agirlik, plasenta agirligi, beyin
agirh@ ve CRL mesafesi gibi fetal gelisimi gosteren parametreleri istatistiki olarak
anlamli Olgiide azalttig1, glcli bir antioksidan olan E vitamini takviyesi ilebozulan
bu morfolojik parametrelerin kontrol grubu diizeyine dondiigii tespit edilmistir.

Gebelik siresince akrilamid uygulanan annelerin fetuslarinin beyin dokusu
oksidan ve antioksidan diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, akrilamid
uygulan grubun malondialdehid (MDA: Lipid peroksidasyonunun son (rlin{) ve total
oksidan kapasite (TOS) seviyelerinin istatistiki olarak anlamli sekilde artig
gosterdigi, total antioksidan kapaside (TAS) diizeylerinin ise anlamli derecede
distiigii tespit edilmistir. Bu sonuglar, akrilamid uygulanan grubun fetuslarinin
beyinlerinde akrilamid kaynakli oksidatif stresin meydana geldigini gostermektedir.
Ancak akrilamidle beraber E vitamini uygulamasi, MDA ve TOS diizeylerini kontrol
grubu degerlerinin altina indirerek, TAS seviyelerini ise kontrol grubun degerlerinin
istiine ¢ikartarak akrilamid kaynakli oksidatif stresi onlemistir.

Bizim sonuglarimiza gore akrilamid uygulanan grupta; fetal beyin dokularina
ait kesitlerde tiim korteks tabakalarinda heterokromatik ve piknotik nukleuslarin
kontrol, misir yagi ve E vitamini gruplarindakine gore belirgin sekilde artmis oldugu,
noronlarin biiylik kisminda nukleusta kromatin yogunlasmasi, nukleus ve hiicre
boyutlarinda kiiciilme, heterokromatik ve piknotik nukleus yogunlugundaki artis ve
glial hicre infiltrasyonu gozlendi. Glial hiicre infiltrasyonu diffiiz ve yer yer odaklar
seklindeydi. Korteks dokusunun bazi bolgelerinde ndéron yogunlugunda azalma ve
hidropik dejenerasyona ait bulgulartespit edildi. Korteks icerisinde hemorajik odaklar
ve vaskiler konjesyon dikkati cekiciydi.Akrilamid + E vitamini grubunda ise
akrilamid grubunun tersine, néron kaybi olan alanlarda ve dejenere ndronlarda
azalma, saglikli ndron sayisinda artis olduguortaya konulmustur.

Tim gruplarin  oksidan-antioksidan parametrelerinin ve histopatolojik
analizlerin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, akrilamidin fetal beyin dokusunda
oksidatif strese ve sonrasinda da oksidatif doku hasarina yol agtigi sonucuna
varabiliriz.

Fetal beyin BDNF mRNA sonuglari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
akrilamid uygulanan grupta BDNF mRNA diizeylerinin ciddi derecede diistiigiinii,

akrilamidle E vitamininin birlikte uygulandigi grupta, E vitamini uygulamasinin,
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akrilamidin BDNF mRNA olusumu iizerinde meydana getirdigi baskilayici etkiyi
engelleyemedigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, akrilamidin BDNF geni
tizerindeki baskilayict etkisinin transkripsiyonel agsamada gergeklesebilecegini isaret
etmektedir. Ancak akrilamidin fetal beyin BDNF protein diizeylerine etkisi sinirl
kalmis, E vitamini uygulamasi ile fetal beyin BDNF diizeylerini anlamli derecede
artmistir. Akrilamid uygulamasi postnatal yavrulardka BDNF mRNA dizeylerini
etkilememis ve serum BDNF diizeylerinde istatistiki olmayan bir diisiise yol
acmistir. Akrilamidlebirlikte E vitamini uygulamasimin, akrilamid kaynakli serbest
radikalleri siipiirerek ortadan kaldirdigi, bunun sonucunda da oksidatif stresi
baskilayarak ve oksidatif doku hasarmiazaltarak BDNF diizeylerini normal hale
getirdigini diislinliyoruz.Akrilamid+E vitamini uygulanan grubun fetal beyin ve
postnatal yavru serum BDNF diizeylerinin 6nemli derecede artisinin, E vitamininin
akrilamid kaynakl1 oksidatif stresi baskilamasi, transkripsiyon faktorlerinin ve BDNF
mRNA’sinin oksidatif yikimini engellemesi ve bunlarin sonucunda da BDNF
mRNA’sinin proteine doniisme (translasyon) oranini artirmasindan kaynaklanmig
olabilecegi kanaatindeyiz.

Insan ve hayvanlarda beynin hipokampus kismnin, bilissel fonksiyonlarmn
gelisimi ve siirdiiriilmesinde ¢ok énemli rollerinin bulundugu rapor edilmistir (124).
Hipokampus, BDNF sentezinin en yiiksek oldugu beyin kisimlarindan biridir (125).
Beyinde sentezlenen BDNF kan-beyin beriyerini kolaylikla gegerek kan dolagimina
dahil olur (126). Bu nedenle, serum BDNF dizeylerinin beyin BDNF seviyeleri ile
pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (127). Yapilan ¢ok sayida arastirmanin
sonuglari, serum BDNF diizeyleri ile bilissel fonksiyonlar arasinda korelasyon
oldugunu gostermektedir (128-132). Nitekim yetiskin ratlarda hipokampusa BDNF
enjeksiyonunun, Morrisin su tanki testinde biligsel fonksiyonlar1 pozitif yonde
etkiledigini ortaya koymustur (133).

Dogan yavrularin postnatal 8. haftasinda hipokampusii izole edilerek yapilan
BDNF mRNA ve serum BDNF ELISA analizi sonuglari, akrilamid uygulanan
grubun BDNF mRNA ve serum BDNF sonuglariin kontrol grubu degerlerine ¢ok
yakin oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, akrilamidin fetal beyin dokusunda
BDNF gen ekspresyonu iizerinde meydana getirdigi transkripsiyonel ve tranlasyonel
baskinin sinirhi  diizeyde kaldigini gostermektedir. Ancak, gebelik siirecince
akrilamid uygulanan grubun yavrularinin histopatolojik verileri, akrilamid kaynakli

doku hasarinin hala devam ettigini gostermektedir.
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Postnatal yavrularda biligsel fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in uyguladigimiz
Morris’in su tanki testi sonuglarinda da akrilamid uygulanan grupta biligsel
fonksiyonlarda istatistiki olarak anlamli olgiide gerileme tespit edilmis ve bu
durumun E vitamini takviyesi ile anlamli olc¢lide diizeldigi goézlenmistir. Elde
ettigimiz bulgular, BDNF’nin 6grenmede etkili oldugunu, bu etkinin BDNF mikari
ile pozitif korelasyon gosterdigini ve gebelik siiresince akrilamid uygulamasinin
ratlarda postnatal biligsel fonksiyonlar1 olumsuz etkiledigini gostermektedir.
Insanlarda diyetsel olarak giinliik alinan akrilamid miktar1 diyetin sekline, besinlerin
igerigine, sosyo-kiiltiirel aligkanliklara bagli degiskenlik gosterse de gebelik
doneminde fetal beyin gelisiminin akrilamidin olumsuz etkilerinden korunmasi ve bu
etkinin miimkiin oldugunca azaltilmasi i¢in gebe kadinlarin diyetsel akrilamid
igerigine dikkat etmesi gerektigi siddetle tavsiye edilmektedir.

Akrilamid, plasentay1 gegebilen, yaygin diyetsel maruziyeti olan, insanlar igin
‘olas1 kanserojen’ olarak smiflandirilmistir. Kemirgenlerde gelisimsel toksisitelere
yol agan bir kimyasaldir. Pederson ve ark., gebe kadinlarin yavrularinda dogum
agirh@l ve bas ¢evresi degerlerini arastirdiklar1 prospektif anne-gcocuk ¢alismasinda,
2006-2010 yillar1 arasinda Danimarka, Ingiltere, Yunanistan, Norveg ve Ispanya’da
ise alinan 1101 tekil gebe kadinda giinliik diyetlerle ilgili anket yapilmis ve dogum
aninda umbilikal kordtan kan alinarak akrilamid ve glisidamid-Hb adkt seviyelerine
bakmiglardir. Calismanin sonuglarinda hem akrilamid hem glisidamid-Hb
adiiktlerinin; dogum agirligr ve bas ¢evresi degerleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir diisiise yol agtigini bulmuslar. En diisiik glisidamid-Hb adikt seviyeli
bebeklerin dortte biriyle; en yiiksek glisidamid-Hb adlkt seviyeli bebeklerin dortte
biri kiyaslandiginda dogum agirligindaki fark -132 g (95% CI: -207, -56) ve bas
cevresindeki fark ise -0,33 cm (95% CI: -0,61, 0,06) bulunmus. Bu bulgular,
akrilamidden zengin diyetle beslenen kadinlarda diisik dogum agirhigi ve bas
cevresinin degerlerinin, diyetin akrilamid diizeyleri ile anlamli 6lgiide korelasyon
gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Gebelik sirasinda tiiketilen bazi1 gidalarin,
prenatal ylksek akrilamid maruziyeti ile iliskili bulunmus ve bu bulgular
cergevesinde, bilim insanlar1 gebe kadinlara diyetsel akrilamid alimi ve fetusun
sagligr konusunda ciddi uyarilarda bulunmuslar ve gebelik siiresince bu gidalarin
tiiketiminin azaltilmasi gerektigini vurgulamislar (134).

Yapilan arastirmalarin sonuglari, gelismekte olan beynin ¢esitli kimyasallara

kars1 daha hassas oldugunu gostermistir. Son yapilan arastirmalarda, enterik

103



mikrobiya ve beyin fonksiyonu arasinda baglant1 oldugu anlasilmaktadir. Gebelik
esnasinda non-digestible oligosakkaritlerin  takviyesi, faydali mikrobiyata
stimulasyonu yoluyla insan sagligimi olumlu etkiledigi gosterilmistir (135). 2015
yilinda Krishna ve ark. ratlarda gebelik sirasinda iniilin uygulayarak akrilamid
kaynaklt maternal ve fetal oksidatif stres ve norotoksisite {izerinde olusturacagi
muhtemel etkileri arastirdiklart bir calismada, gebe ratlara GDO0-GD19 gunleri
arasinda igme suyu ile 200 ppm dozunda akr vermis ve total 2g/kg/giin dozda iniilini
2 esit doza bolerek oral gavajla uygulamiglardir. Sonugta GD14’te akr’nin 'A¢ik Alan
Arastirmasi' testindeki arastirma aktivite degerlerini uyardigi, bu uyarinin inilin
takviyesi ile ortadan kaldirildigini gézlemlemisler. iniilinin, akrilamide maruz kalmus
ratlarda gozlenen plasental agirlik azalmasini eski haline dondiirdiigii, akrilamide
bagli olusan maternal ve fetal beyindeki oksidatif hasar1 azalttigi ve maternal
beyindeki protein karbonil diizeylerini diisiirerek normale dondiirdiigii saptanmuistir.
Iniilin takviyesi, maternal korteks ve fetal beyinde dopamin diizeylerini normale
getirerek nororestoratif etki gostermistir. Ayrica ndrorestoratif etki ile iyi korele olan
enterik Bifidobakteri sayisindaki belirgin artis1 gdzlemlemisler. Iniilin uygulamasinin
hem enterik ortamda hem de ndronal sistemde akrilamidin indiikledigi mitokondrial
disfonksiyona karsi onemli koruma sagladigini tespit edilmistir. Gebelikte iniilin
uygulamasinin akrilamid kaynakli ndrotoksik etkiyi azaltict mekanizmasi heniiz tam
acikliga kavusturulmus olmasa da, bu calismada enterik mikrobiyatayr artirarak
oksidatif stresin ortadan kaldirilmasina aracilik edebilece§i yoOniinde wvurgu
yapilmistir. Ayrica fetal gelisimi bozucu ndrotoksik maddelerin olumsuz etkilerini
azaltmada gebelik sirasinda probiyotik oligosakkaritlerin takviyesinin ndroprotektif
roliine dikkat ¢ekilmistir (136).

Aydin, argon yaginin akrilamid uygulanan ratlarin beyin dokularinda radikal
ureten NADP(H) oksidaz enzim sistemine, mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif
sisteme etkilerini arastirmak amach yliriittigii ¢alismada, eriskin ratlara 50 mg/kg
dozda i.p olarak haftada 3 kez olacak sekilde 30 giin siireyle akrilamid uygulamus,
koruyucu olarak da 30 giin siireyle oral yolla 6 ml/kg/glin p.o. argon yagi
uygulamiglardir. Argon yagi takviyesinin akrilamid kaynakli sitozolik ve
mitokondrial oksidatif stresin her ikisini de NADP(H) oksidaz aktivitesini normalize
ederek eski haline dondiirdiigiinii, mitokondrial fonksiyonlar1 diizelttigini,
mitokondrial ATP sentezini artirdigini tespit edilmistir. Bu arastirmanin sonuglari,

argon yagl uygulamasinin, akrilamidin beyin dokusunda meydana getirdigi
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mitokondrial disfonksiyonlari ve antioksidan sistem bozukluklarini ciddi derecede
iyilestirmistir (137).

Shi ve ark. Tardif Diskinezili (TD) rat modelinde, haloperidoliin neden
oldugu anlamsiz ¢igneme hareketleri ve BDNF ekspresyonundaki azalma Uzerine
ginko biloba (E6b761) ve E vitamininin koruyucu roliinii arastirmayi amagladiklari
calismada, 40 eriskin rata 5 hafta sureyle 2 mg/kg/giin dozunda haloperidoli i.p, 50
mg/kg/glin Ginko Biloba ve 20 mg/kg/giin E vitaminini oral gavajla uygulamislardir.
Ginko Biloba ve E vitaminin; haloperidol kaynakli anlamsiz ¢igneme hareketleri
(VCMs) ve beynin prefrontal korteks (PFC), striatum (ST), Substantia Nigra (SN) ve
Globus Pallidus (GP) bolgelerindeki BDNF ekspresyonu uUzerindeki etkilerini
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. E vitamini/Ginko Biloba uygulamasinin,
haloperidolden kaynaklanan ve ilerleyici bir seyir gosteren anlamsiz c¢igneme
hareketlerini 6nemli oranda azalttig1 ve haloperidoliin beynin doért bolgesinde (PFC,
SN, ST, GP) BDNF gen ekspresyonundameydana getirdigi baskiy1r 6nemli 6lgiide
normalize ettigi tespit edilmistir. E vitamininin ve Ginko Bilobanin beyindeki etki
mekanizmalarinin; beyin dokusunda BDNF ekspresyonunu uyararak artirdigi
ve/veya serbest radikalleri siiptiriicii etkileri ile TD semptomlariniiyilestirdikleri
seklinde yorumlanmistir (138).

Wu ve ark. ratlarda travmatik beyin hasari (TBI) olusturarak meydana gelen
O0grenme giigligli ve oksidatif hasara karst E vitaminin koruyucu etkilerini
aragstirmiglardir. Bu arastiricilar, diyetle verilen E vitaminin, TBI’nin hipokampustaki
kognitif fonksiyonlar ve sinaptik plastisitede rol alan molekiller (zerindeki
muhtemel negatif etkilerinionleyebilecegi ve bu etkileri tersine dondiirebilecegi
hipotezinden yola ¢ikmislardir. Bu amagla, TBI yapilmadan énce ratlar 500 1U/kg E
vitamini iceren bir diyetle 4 hafta streyle beslenmistir. TBI grubunda, antioksidan
enzimlerden SOD ve Sir2 (Silent information regulator2) seviyelerinde diisiisler ve
protein karbonil seviyelerinde artislarin gortilmesi, TBI’nin oksidatif stresi artirarak
protein oksidasyonunu indiikledigini ortaya koymustur. TBI, BDNF dizeylerinde
azalmayayol agmistir. Bu durum, BDNF’nin sinaptik plastisite, sinapsin I, CREB ve
CaMKIl Gzerindeki etkilerini azaltarak ogrenmeyi olumsuz etkilemistir. TBI
grubunda Morris’in su tanki testindebiligsel fonksiyonlar agisindan diisiik performans
gozlenmis, ancak diyete E vitamini takviyesi ilebilissel fonsiyonlardaanlamli
derecededlizelmeler tespit edilsmistir. Arastiricilar bu sonuclari, E vitaminin diyetsel

takviyesinin, BDNF ve Sir2 gibi molekuler sistemleri kullanarak uzun-dénem
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plastisitenin korunmasiyla iligkili proteinleri etkileyip TBI’nin sinaptik plastisite ve
kognitif fonksiyonlar {izerindeki olumsuz etkilerine karsi beyni koruyabilecegi
seklinde yorumlamiglardir (139).

Diger bir arastirmada, etanolun apopitotik hiicre liimiiniin baslatilmasinda
anahtar rol alan proapopitotik Bax proteininin  mitokondrial membrandan
translokasyonuna, mitokondrial membran potansiyeline ve reaktif oksijen turlerinin
(ROT) uretimi Gzerine etkileri ve E vitamini ya da BDNF tarafindan bu ekilerin
engellenebilirligiincelenmistir. Bu amagla postnatal 6. gilinde beyinden graniler
hiicreler izole edilerek hiicre kiiltiirii yapilmistir.Hiicre kiiltiirii ortamina 400 mg/dL
etanol, 500 uME vitamini, 400 mg/dL etanol+500 uM E vitamini, 50 ng/dL BDNF,
50 ng/dL BDNF+400 mg/dL etanol ayr1 ayr1 ilave edilerek etkileri denenmistir.Kisa
streli atanol maruziyetinin granuler hiicrelerde Bax translokasyonunu hizlandirdigi
ancak hem E vitamini hem de BDNF’nin bu etkiyi kontrol dizeyine indirdigi
gOzlemlenmistir. Yine etanolun, Mitokondrial Membran Potansiyelinde(MMP)
bozulmaya yol actigi ama antioksidan E vitamini ve BDNF ile bu bozulmanin
onlendigi tespit edilmistir. Etanolun ROT iiretimini artirarak oksidatif strese neden
oldugu ve E vitamini uygulanmasinin oksidatif stresi engelledigi gézlemlemmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda arastiricilar, hem antioksidanlarin hem de norotrofik
faktorlerin, etanolun ndrotoksik ekilerini iyilestirme potansiyeli olduguna dikkat
cekmisler ve fetal alkol sendromundagoriilen etanol kaynaklibeyin gelisimindeki
anormallikleri Onemede antioksidanlar1 ve norotrofik faktorlerin  kullanimim
onermislerdir (140).

Ambrogini ve ark. 2011 yilinda yaptiklart bir ¢alismada, maternal diyetteki o-
tokoferolun yetiskin yavrulardaki spasyal 6grenme ve korku kosullanasina etkilerini
incelmisler. Bu amagcla ¢iftlesmeden 2 hafta 6nce baslayarak gebelik boyunca ve
laktasyon stresi de dahil olmak Uzere ratlara 15g/kg pellet dozundaE vitamini
uygulamiglar. Arastirmanin sonuglari, a-tokoferol takviyesinin gebeligin normal
seyrini, yeni doganlarda sag kalim oranini, yavrularin dogum agirhigini, sa¢ gelisimi,
g6z acilmasi ve hareket kontroliiniin baslamasi gibi olgunlasmaislevlerinin
zamanlamasini anlamli 6l¢iide etkilemedigini ortaya koymustur. Ayrica a-tokoferol
takviyesinin,  hipokampus bagimli 6grenme sekli olanigerige dayali korkuyu
sartlandirma (contextual fear conditioning) ve spasyal ogrenme Uzerine etkileri
incelenmis ve oa-tokoferol takviyesi, igerige dayali korkuyu sartlandirma

performanslarini anlamli diizeyde iyilestirirken,Morris’in su tanki(MWM) testindeki
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spasyal Ogrenme performansini ise azaltigi tespit edilmisti. MWM testindeki
performans bozuklugunun, artmis kesif hareketlerine bagl oldugu, korku tepkisinin
diizelmesi ise antioksidan diizeyindeki ya da spontan aktivitedeki farklilardan
bagimsiz olarak beyin gelisimi sirasinda o-tokoferol takviyesinin spesifik etkisi
oldugu yoniinde yorumlanmistir (141).

Yu ve ark. 2016 yilinda 1 yas ¢ocuklarin beyin gelisimini incelemek amaci
ile,diisiik doz prenatal manganez (Mn) maruziyeti ile 1 yas ¢ocuklarin beyin gelisim
parametreleri (motor fonksiyonu,uyarilabilirlik, dil ve sosyal alanlar)arasindaki
potansiyel iliskiyi ve diisiik doz Mn kaynakli kognitif bozukluklarda BDNF’nin
rolinu aragtirmiglardir. BDNF’nin roliinii agiklamak amaciyla Kuzey Cin’in kirsal
kesiminden prospektif olarak toplam 377 anne calismaya dahil edilmis, kord kani
serumunda Mn ve BDNF seviyeleri analiz edilmis ve ¢ocuklarin beyin gelisim
parametreleri degerlendirilmistir. BDNF diizeyinin, kisisel-sosyal skor ile pozitif
korele oldugu (p=0.7, 95% CI:0-14, p <0,05), Mn ve BDNF arasinda anlamli negatif
bir korelasyon bulundugu (r=0.13, 95% CI:-0,23 ile -0,03, p <0,01) ve kord serumu
Mn ve BDNF dizeyleri arasindaki etkilesimin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0,001). Arastiricilar bu sonuglar dogrultusunda, uzun sureli diisiik-doz
prenatal Mn maruziyetininbebeklerdebeyin gelisim strecini bozdugu ve azalmis
BDNF'nin ozellikle kisisel-sosyal yetenek olmak uzere biligsel fonksiyonlarin
bozulmasinda 6nemli rol aldigin1 vurgulamiglardir (142).

Gebelik silresinde probiyotik etkili oligosakkaridlerin alinmasinin genis
fizyolojik  yararlar  sagladigi  bilinmektedir.  Epidemiyolojik  arastirmalar,
prenatal/erken yasam sirasindaki ndrotoksik ajanlara maruziyetin norogelisimsel
fonksiyonlar1 derinden etkileyebilecegini ortaya koymustur. Bu baglamda Krishna ve
ark. 2015 yilinda probiyotik takviyesinin, maternal ve fetal rat beyninde akrilamid
kaynakl1 norotoksisite, mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif hasara karsi muhtemel
koruyu etkilerini arastirmiglardir. Bu amacgla gebe ratlara gebeligin 0-19.
gunleriarasinda probiyotik etkili oligosakkaritler3 g/kg/gun total doz 2 es doza
bolinerek yemle kombine edilerekuygulanmis. Gebeligin 6-19.gunlerinde ise 200
ppm dozunda akrilamid i¢me sularina katilarak akrilamid maruziyeti
olusturulmustur. Biligsel fonksiyonlarin analizi i¢in ‘Open Field Testi’ ugulamislar
veakrilamidemaruz kalmis annelere probiyotik etkili oligosakkarid takviyesinin bu
annelerin daha yiiksek arastirmaci davramglar sergiledikleri tespit edilmistir.

Probiyotik oligosakkaridtakviyesi ile, akrilamidinyol agtig1 fetal ve plasental agirlikta
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azalma, maternal ve fetal beyinde mitokondrial ve kolinerjik fonksiyon bozukluklart,
antioksidan enzim dlzeylerindeki azalma ve oksidatif stres belirteclerindeki
artignormal diizeylerine dondiiriilmistiir. Akrilamid ile es zamanli olarak uygulanan
probiyotiklerin, akrilamidin maternal kortekste meydana getirdigi C-aminobutirik
asit ve Dopamin dizeylerindeki diistislerionemli oaranda artirdigi gézlemlenmistir.
Akrilamidemaruz kalan annelerin sekumunda bifidobakteri sayisini anlamli 6lgiide
azaltarak floray1r bozdugu ve probiyotik takviyesi ile bu azalmanin anlaml diizeyde
normale dondiigii tespit edilmistir. Bu sonuclardan yola ¢ikarak arastiricilar,
norotoksik etkili maddelerin beyne etkisinin probiyotiklerce engellenme
mekanizmasinin, oksidatif stresin zayiflatilmasi ve bagirsak florasinin normal hale
getirilmesi yoluyla gerceklesebilecegi kanisina varmiglardir (143).

19501 yillardan beri akrilamidin insanda mesleki maruziyete baglh
norotoksik etkileri meydana getirdigi bilinmektedir. Bunun yani sira akrilamidin
kemirgenlerde gelisimsel ve Ureme sistemi Uzerindekitoksik etkiler gosterdiginin,
insanlarin yaygin olarak tiikettigi yiiksek sicakliklarda pisirilen yiyeceklerde bol
miktarda akrilamid bulundugunun ve akrilamidin insan plasentasini kolaylikla
gecebildiginin tespit edilmesi, insanda diyetsel akrilamidmaruziyetinin potansiyel
etkileri konusunda ciddi endiselere yol agmistir. Bu konuyla ilgili olarakDuarte-
Salles ve ark. Norveg’te anne-gocuk kohort ¢alismasinda, gebelikte akrilamid icerikli
diyet alim1 ve fetal biiyiimeye etkilerini arastirmislardir. Bu caligmaya 50.561 anne
dahil edilerek annelerin akrilamidmaruziyet miktar1 ve kanda Hb adukt dizeyi
Olglimleri yapilmis ve akrilamid igeren gidalarmmalim sikligi anket sonuglari ile
karsilagtirilmistir. Bu arastirmada, gebelikte akrilamid aliminin, fetal biiyiime ile
negatif korelasyon gosterdigi sonucuna varilmistir. Akrilamid alimmin en yiiksek
oldugu grubun c¢eyregindeki gebe kadinlar ile en alt c¢eyregindeki kadinlar
kiyaslanmis ve gebelikte akrilamid alimmi azaltmanin fetal biiylimeyi
lyilestirebilecegi vurgusu yapilmistir (144).

El-Sayyad ve ark. 2011 yilinda gebe ratlarda dogrudan akrilamid uygulamasi
ile kizarmis patates cipsi yedirilmesi seklindekiakrilamid maruziyetinin pre/postnatal
ve maternal etkilerini karsilastirmak amaciyla ¢alisma yapmislardir. Hem dogrudan
hem de kizarmis patates cipsi yoluyla akrilamid maruziyetinin dokularda benzer
histopatolojik etkilere agtigin1 gozlemlemislerdir. Her iki uygulamanin dadiisiik
oranini, neonatal mortaliteyi artirdigi; total fetus sayisi, viicut agirhigi, dogum boyu

uzunlugu ve bas-popo mesafesini (CRL) anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir.
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Ayrica konjenital malformasyon oranlarinin kizarmis patates cipsiverilen grupta daha
yiiksek oranda oldugunu rapor edilmistir. Fetal gelisme sirasinda bazi kemiklerde
eksiklik tespit edilmis ve eksik kemiklesme sikligininkizarmig patates cipsiverilen
neonatlarda, akrilamid uygulananlardan daha yiksek oranda bulunmustur. Bu
sonuglart goz Oniline alarak arastiricilar, kizarmis patates cipsinin saglik iizerine
tehlikeli etkilere yol agabilecegini ve genel populasyonda kizarmis patates cipsi ve
patates kizartmasini kontrollu olarak tiiketilmesi gerektigini vurgulamiglardir (92).

Allam ve ark. prenatal ve perinatal akrilamid maruziyetinin ratlardabeyin
gelisimi  tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, gebe ratlarin bir
grubunagebeligin 7. gliniinden doguma kadar(prenatal maruziyet) ve diger bir
grubuna da gebeligin 7. giiniinden postnatal 28. gline kadar (perinatal maruziyet) 10
mg/kg/giin  dozda akrilamid wuygulayip akrilamid kaynakli beyin gelisim
bozukluklarin1 arastirmiglardir.  Akrilamid uygulamasinin  yavrularin  dogum
agirliklarinda anlamli diizeyde azalmaya, beyin dokusundalipid peroksidasyon
urinlerinde (TBARS) ve oksidatif stres parametrelerinin dizeylerinde artisa yol
actig1 tespit edilmistir. Akrilamid uygulamasi yavru beyninde rediikte glutatyon
(GSH) ve stiperoksid dismutaz (SOD)seviyelerini anlamli oranda azaltmistir. Ayrica
histopatolojik incelemelerde beynin graniler tabakasinda proliferasyona, hticresel
g0¢ ve hiicre farklilagmasinin baskilanmasina, purkinje hiicrelerinde kayiplaraneden
oldugu rapor edilmistir.Bu arastirmada, prenatal ve postnatal akrilamidve onun
metabolitlerine  maruziyetin  gelismekte olan rat beyninde biyokimyasal
mekanizmalar1 bozarak oksidatif strese, oksidatif doku hasarlarina ve yapisal
degisikliklere yol ag¢tigi vurgulanmistir (91). Bizim arastirma sonuglarimiz, bu
arastirmada gebeligin 7. giiniinden doguma kadar 10 mg/kg/gilin akrilamid uygulanan
grubun morfolojik, histopatolojik ve antioksidan/oksidan verileri ile paralellik
gostermistir.

Annola ve ark. 2008 yilinda yaptiklari denysel aragtirmada, gidalarda yaygin
bulunan karsinojenik ve norotoksik bilesik olan akrilamid ve onun metaboliti
glisidamidin plasentadan gegis oranini belirlemeyi amaglamiglardir. Arastirma
sonuglari,akrilamid ve glisidamidin maternal dolasimdan plasenta araciligiyla fetal
dolagima gectigini tespit etmislerdir. Bu arastiricilar, eger anne akrilamidemaruz
kalirsa, akrilamidin plasentayr gegerek fetusa ulagacagmi ve fetusun akrilamid

kaynakli toksisiteye maruz kalacagini belirtmislerdir (145).
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Ogawa ve ark. 2012 yilinda gebeligin 10. giiniinden postnatal 21. gline kadar
gebe ratlarin igme sularma 0, 4, 20 ve 100 ppm dozlarinda akrilamidilave ederek
yuriittikleri  bir ¢alismada, yeni dogan yavrularin hipokampal dentat
girusundanéronlarin  dogru konumlanmasi ve migrasyonunu saglayan reelin
proteinini ireten internéronlarin sayisal artist ve ndrogenezi arastirmiglardir.
Akrilamidmaruziyeti, yeni dogan yavrularda reelin iiretimini ve bununla baglantili
olarak ndrogenezi baskiladigi gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, akrilamid
maruziyetinin ratlarda immatir granll hicrelerinde azalmayla sonuglanan type-3-
progenitor hicrelerin proliferasyonunu hedefleyerek hipokampal ndérogenezisi
reversibl etkiledigi kanisina varilmiglar (93).

Yiiksek sicaklikta pisirilmis gidalarin uzun siire tiiketilmesi ile
alinanakrilamidin, beyin gelisim i¢in toksik oldugunun ve 6grenme fonksiyonunun
gelismesinibozabileceginin rapor edilmesi, insanlar arasindaciddi bir endiseye neden
olmustur. Garey ve ark. yaptigi deneysel bir c¢aligmada, prenatal akrilamid
maruziyetinin Fischer 344 ratlarda 6grenme performansina etkilerini incelemiglerdir.
Ratlara gebeligin 6. gilinlindendoguma kadar oral gavajla 0, 0.1, 0.3,1 ve 5.0
mg/kg/giin dozunda akrilamidi uygulamislar ve dogan yavrulara dogumu takip eden
22. giinden itibaren ayni dozlarda akrilamidi igme suyu ile uygulamaya devam
etmislerdir.Her bir annenin bir erkek ve bir disi yavrusunun 6grenme yetenegini
degerlendirmek icin ‘artimli tekrarli edinim’testi uygulanmistir ve test sonuglari,
akrilamidemaruz kalmis ratlarin 4. aya kadar¢ok farkli 6grenme performansi
sergilediklerini gostermistir. 1 ile 8.aylararasinda yapilan yaklagik olarak 52’nin
Uzerindeki performans test seansi,akrilamiduygulanan ratlarda ‘tamamlanmig
gorevylizdesi’de anlamli azalma oldugunu gostermistir. Tukey’in post-hoc testinde, 5
mg/kg/giin dozda akrilamide maruz kalan grubun‘tamamlanmis gorevyiizdesi’nin
kontrole kiyasla anlamli oranda diistiigii tespit edilmistir(p<0,05). Arastiricilar, 5
mg/kg/gin dozda akrilamide maruz kalan ratlarda ‘tamamlanmig gorev
yuzdesi’indeki bu ciddi distsiin,incemotorik etkilerdenya da muhtemelen
psikomotor hizin diistirmesinden ve biyik ihtimalle de motivasyonel etkilerden
kaynaklanabilecegi seklinde yorumlamislardir (146).

BDNF'nin beyin gelisimi ve fonksiyonlari lizerinde hayati bir rol oynadigi,
ayni zamanda Ogrenme, hafiza ve davramigin gelisiminde decok ciddi pozitif
etkilerinin bulundugu bilinmektedir (147). Literaturde, gebelik siiresince uygulanan

akrilamidin fetal beyin dokusu BDNF dlzeylerine etkilerini inceleyen tek bir
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arastirma bulunmaktadir. Erdemli ve ark. 2016 yilinda gebelik siiresince ratlara 5
mg/kg/giin dozunda akrilamid uygulayarak yaptiklari arastirmada, akrilamid
uygulamasinin, gebeligin 20. gliniinde sezeryanla alinan fetuslarin beyin dokusunda
BDNF diizeylerini ciddi derecede diislirdligiinii ve buna bagli olarakta beyin
gelisimini bozdugunu rapor etmislerdir (148). Bizim arastirmamizda elde edilen fetal
beyin BDNF sonuglari, bu grubun yaptigi arastirmanin sonuglari ile paralellik
gostermistir. Ancak bizim arastirmamizin dizayni, amag¢ ve hedefleri agisindan ¢ok
farkli yonleri bulunmaktadir.Bizim arastirmamizda: (1) gebe ratlara 10 mg/kg/giin
dozunda akrilamid uygulanmis, (2) akrilamidin beyinde BDNF duzeylerini azaltma
mekanizmasinin ortaya c¢ikartilmas: amacglanmig, (3) gebelik suresince uygulanan
akrilamidin, dogan yavrularin beyin gelisiminin tamamlandig1 postnatal 8. haftadaki
biligsel fonksiyonlar1 {izerindeki —muhtemel etkilerini ortaya ¢ikartmak
hedeflenmistir.

Bununla birlikte, yetigkin ratlara akrilamid uygulanarak yapilan 2 farkh
aragtirmada, akrilamid uygulamasinin beyinde BDNF diizeylerini énemli oranda
diistirdiigii tespit edilmistir. Mansour ve ark. 5,7-dihidroksiflavonun (DHF) ratlarda
akrilamid ya da IR (v radyasyon) kaynakl1 norotoksisiteyi
siirlayip/sinirlayamadigini ve DHF'nin etki mekanizma/mekanizmalarin1 ortaya
cikartmak ve bilimsel degerlendirmeler yapmak amaci ile bir arastirma yapmuislardir.
Bu amacla, 2017 yilinda yaptiklar ¢alismada 21 giin siireyle 25 mg/kg/giin dozunda
akrilamid ya da tek doz 56y IR maruziyetinin beyindeki etkileri ve bu olumsuz
etkilere kars1 50 mg/kg/glin dozunda DHF verilmesinin koruyucu etkileri
incelenmiglerdir. Calismanin  sonucunda akrilamid/IR'nin  beyin  dokusunda
katekolaminlerin ve BDNF diizeylerini anlamli oranda azaltarak ciddi beyin hasarina
yol actigi ve es zamanli bakilan serum beyin tipi Kreatin Kinaz (CK-BB)
aktivitesinde de anlamli diizeyde diismeye neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica
beyin MDA, B-Amiloid duzeylerinde ve serum AchE ve kaspaz 3 duzeylerinde ise
anlaml diizeyde artiglar tespit edilmis. Bu noérotoksik etkilerin hepsinin DHF
uygulamasi ile anlamli derecede tersine dondiigiinii gézlemlenmis ve bu sonuglar
dogrultusunda akrilamid yada IR kaynakli noérotoksisiteye karst DHF’nin iyi bir
noroprotektif ajan olabilecegi sonucuna varilmistir (149).

He ve ark. 2017 yilinda yiiriittiigii bir ¢aligmada, yesil ¢ayda ¢ok yogun
olarak bulunan polifenollerden Epigallokatesin-3-gallatin (EGCG) akrilamid

kaynakli beyin hasarina karsi noroprotektif rolii arastirilmistir. Bu amacla ratlara,
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akrilamid uygulamasina baslamadan 4 giin 6nce 10 mg/kg/giin veya 40 mg/kg/giin
dozunda EGCG verilerek 6n kosullama yapilmis ve 5. giinden itibaren 14 giin
streyle 50 mg/kg/gun dozda akrilamid uygulayarak beyindeki muhtemel nérotoksik
etkileri incelemislerdir. EGCG uygulamasinin; AchE aktivitesini, Nisll-1 pozitif
hiicre oranim1 anlamli diizeyde artirdigt ve akrilamid kaynakli hiicresel hasari
azalttig1 gozlemlenmistir. EGCG'nin, 6nemli yang1 belirtecleri olan TNF-a, iNOS ve
COX-2 gen ekspresyonunu Onemli oranda azalttigt ve bu bunun sonucunda da
akrilamid kaynakli yangiy1 baskiladig1 rapor edilmistir. EGCG, akrilamid uygulanan
ratlarin beyin dokularinda BDNF ve Nestin diizeylerinde artisa yol a¢cmis ve
rejenerasyonu hizlandirmigtir. Tiim bu sonuglar, EGCG’nin, ratlarin serebral
korteksinde akrilamid kaynakli beyin hasarini azalttigi ve rejenerasyonu uyararak

noroprotektif etki gosterdigi seklinde yorumlanmistir (150).
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6. SONUC ve ONERILER

Gebelik stiresince ratlara 10 mg/kg/giin akrilamid uygulamasi:

Fetal agirlik, fetal beyin agirligi ve CRL mesafesi gibi fetal gelisimi gosteren
parametrelerin diizeylerini anlamli derecede bozmus, E vitamini uygulamasi
ise bu parametrelerinin diizeylerini 6nemli oranda normal hale getirmistir.
Gebeligin 20. giiniinde fetuslarinin beyin dokusunda oksidatif stres ve
oksidatif doku hasarina yol agmis, E vitamini uygulamasi oksidatif stresi
baskilamis ve oksidatif doku hasarini azaltmistir.

Gebeligin 20. giiniinde fetuslarinin beyin dokusunda BDNF mRNA
diizeylerini anlamli derecede diistliriitken, BDNF protein diizeylerinde
meydana getirdigi diisiis sinirli kalmistir. E vitamini verilmesi fetal beyin
BDNF diizeylerini kontrol grubu seviyelerine yiikseltmis, ancak akrilamidin
BDNF mRNA sentezi iizerinde meydana getirdigi baskiy1 engelleyememistir.
. Fetal beyin dokusunda transkripsiyonu baskilamig, ancak translasyonel
asamadaki baskilayici etkisi ¢cok sinirli kalmistir.

. Yavrularin postnatal 8. haftasinda BDNF mRNA (zerinde herhangi bir
baskilayict etki meydana getirmemis ve serum BDNF diizeyleri iizerindeki
etkiside sinirlt kalmistir.

. Yavrularin postnatal 8. haftasinda biligsel fonksiyonlari 6nemli derecede
bozmus, ancak E vitamini uygulamasi bilissel fonksiyonlar1 kontrol grubu
seviyelerine getirmistir.

. Postnatal 8. haftada serum BDNF diizeylerinde ciddi bir diisiis meydana
getirmezken, biligsel fonksiyonlarin Onemli derecede bozulmus olmasi,
muhtemelen hipokampusta inaktif olarak sentezlenen proBDNF proteininin
aktif BDNF’ye doniisiimiiniin azalmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Gebe kadimlarin gebelik siiresince akrilamidin fetus iizerinde meydana
getirebilecegi  toksik  etkilerden ve postnatal bilissel fonksiyon
bozukluklarindan yavrularim1 korumak i¢in, yogun akrilamid igeren
kizartilmis ve firmnlanmis yiyeceklerden miimkiin oldugunca uzak durmalarini
ve/veya plasentayr ve kan-beyin bariyerini kolaylikla gecebilen E vitamini

gibi antioksidanlar1 giinliik olarak yeterli diizeyde almalarini 6neriyoruz.
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EK 2: Caliymada kullanilan rat fetuslarina ait agirhik, CRL mesafesi, plasenta

ve beyin agirhik ol¢iimleri
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EK 3: Etik kurul onay sayfasi

INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplanti Tarihi :23-02-2016

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplant: Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su 1 2016/A-24

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiiril : Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Spraque Dawley

Deneyde Kullanilacak Hayvamin Cinsiyeti  : Xp [JFarketmez
Dencyde Kullanilacak Hayvanin Sayis: : 70 Adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yas1 ve Aguhig : 200-250 gr agirhginda geng eriskin

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Dog. Dr. M. Arif Aladag’mn yiiriitiicisii oldugu
“Gebelik Siiresince Uygulanan Akrilamidin, Fetal Beyin Geligimine ve Postnatal Biligsel
Fonksiyonlara Etkisinin Incelenmesi ve E Vitamininin Koruyucu Roliiniin Aragtirilmasi”
isimli 2016/A-24 Protokol no.lu ¢alismanin dosyasi incelendi.

Adi gegen arastirmanin; arastirma protokoliine tamamen uyulmak, inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlani Etik Kurul Yénergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk aragtiricilara ait olmak iizere caligmanin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadifina oy birligi ile karar verildi.

feata=} bs" g
Dog.Dr.M.Arif ALADAG Prof. Dr:'Nigar VARDI
Baskan

Salih AVCI Ahmet GON(_'ILLUOGLU
Sivil Uye Sivil Uye
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