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OZET

Gebelik Siiresince ve Dogum Sonrasinda Akrilamid Uygulanan Rat Yavrularinda,
Akrilamid’in Miyelin Sentez ve Gelisimi Uzerindeki Toksik Etkilerinin

Incelenmesi ve E Vitamininin Koruyucu Roliiniin Arastirllmasi

Amag: Akrilamid (AKR) suda ¢6ziinen, renksiz ve kokusuz kristal bir maddedir.
AKR, 6nemli bir endiistriyel materyal olmasinin yam sira kizartilmis ve firinlanmis
karbonhidrat agisindan zengin gidalarda bulunmaktadir. AKR, noropatiye neden olan
klasik bir aksonal toksik madde olarak bilinmektedir. E-vitamini ise, beyni oksidatif
hasardan koruyan, yagda c¢oziinen en Onemli antioksidan vitamin olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢alismada, AKR'nin beyindeki miyelin gelisimine etkisinin molekiiler
diizeyde ortaya cikarilmasi ve bu toksik etkiye E vitamininin nasil etki ettiginin

incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismaya 40 gebe rat 4 gruba ayrilarak baslandi ve laktasyon
sonrast her gruptan alinan 10 yavru rat ile aragtirmaya devam edildi. 40 yavru sican,
Kontrol, E vitamini, AKR, AKR + E vitamini gruplarina ayrildi. AKR uygulamasini
takiben, biligsel fonksiyonu degerlendirmek icin Water Maze testi uygulandi.
Demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon seviyesini degerlendirmek i¢cin MBP, MAG,
MOG ve BDNF, pro-BDNF proteinlerinin Western blot analizleri yapildi. MBP, MAG,
MOG ve BDNF'nin mRNA seviyeleri RT-PCR yoluyla belirlendi. Ayrica MBP, MOG
ve BDNF'nin immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik analizleri yapilarak miyelin

ve glia hiicrelerinin dejenerasyonu incelendi.

Bulgular: Analiz sonuglari, AKR uygulamasi miyelinle iligkili olan MBP, MAG,
MOG, BDNF ve pro-BDNF protein ve gen ekspresyonlarini azaltmistir. Elde edilen
bulgular histopatolojik, immiinohistokimyasal ve mikroskobik incelemelerle

dogrulanmistir. E vitamini uygulamasi ise, AKR'nin bu olumsuz etkisini iyilestirmistir.

Sonu¢: AKR’nin, gestasyon, laktasyon ve laktasyon sonrasi donemde
demiyelinizasyona sebep olarak miyelinle iligkili noérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol oynayabilecegi goriilmiistiir. Ayrica, E vitaminin ise AKR kaynakli bu
toksisiteye karsi giiclii noroprotektif bir vitamin olarak miyelinizasyonu destekledigi

anlasilmstir.

Anahtar kelimeler: Akrilamid, beyin, nérodejenerasyon, miyelin, E vitamini.
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ABSTRACT

Investigation of the Toxic Effects of Acrylamide on Myelination During Pregnancy

and Postpartum Period in Rats and The Protective Role of Vitamin E

Aim: Acrylamide (ACR) is a water-soluble, colorless, and odorless crystalline
substance. In addition to being an important industrial material, AKR is found in fried
and baked carbohydrate-rich foods. ACR is known as a classic axonal toxicant that causes
neuropathy. Vitamin E is considered the most important fat-soluble antioxidant vitamin
that protects the brain from oxidative damage. In this study, it was aimed to reveal the
effect of ACR on the development of myelin in the brain at the molecular level and to
examine how vitamin E affects this toxic effect.

Material and Method: The study was started by dividing 40 pregnant rats into 4
groups and after lactation, the study was continued with 10 offspring rat from each group.
40 offspring rats were equally divided into Control, Vitamin E, ACR, ACR + Vitamin E
groups. Following the ACR administration, Water Maze test was applied to evaluate
cognitive function. To evaluate the level of demyelination and remyelination, Western
blot analyzes of MBP, MAG, MOG and BDNF, pro-BDNF proteins were performed. The
MRNA levels of MBP, MAG, MOG and BDNF were determined by RT-PCR. In
addition, the degeneration of myelin and glial cells was examined by

immunohistochemistry and electron microscopic analysis.

Results: Analysis results showed that ACR administration decreased protein and
gene expressions of myelin-related proteins MBP, MAG, MOG, BDNF, and pro-BDNF.
The findings were confirmed by histopathological, immunohistochemical, and
microscopic examinations. The application of vitamin E improved this negative effect of
ACR.

Conclusion: It has been observed that ACR may play a role in the pathogenesis
of myelin-related neurodegenerative diseases by causing demyelination during gestation,
lactation, and post-lactation. In addition, it has been understood that vitamin E supports

myelination as a strong neuroprotective vitamin against this toxicity caused by ACR.

Key words: Acrylamide, brain, neurodegeneration, myelin, vitamin E.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Akrilamid

: Myelin basic protein

: Miyelin iligkili glikoprotein

: Miyelin oligodendrosit glikoprotein

: Beyin kokenli norotrofik faktor

. pro-Beyin kokenli norotrofik faktor

: Deoksiribo niikleik asit

: Glisidamid

: N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-L-sistein
: N-asetil-S-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-L-sistein
: Hemoglobin

: Glial fibril asidik protein

: Merkezi sinir sistemi

: Periferik sinir sistemi

: Multiple skleroz

: E vitamini

- Rediikte Glutatyon

: Oligodendrosit progenitor hiicre

: Proteolipid protein

: Deneysel otoimmiin ensefalomiyeli

: Tepe Oturma Noktast Olgiimii

: Radyoimmiinopresipitasyon assay tamponu
: Etilendiamintetraasetik asit

> S1gir serum albiimini



SDS : Sodyum dodesil siilfat

SDS-PAGE : Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi
TEMED : N,N,N',N'-Tetrametil etilendiamin

APS : Amonyum per siilfat

TBS : Tris-buffered saline

TBST : Tris-buffered saline with Tween-20

RT-PCR : Real-time reverse transcription—polymerase chain reaction
MRNA : Mesajc1 RNA

PDGF : Platelet kokenli bliylime faktorii

PDGFR : Platelet kokenli bliylime faktorii reseptorii
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1. GIRIS

Akrilamid (AKR) suda ¢6ziinen, renksiz ve kokusuz kristal bir maddedir. AKR ve
yiiksek polimeri poliakrilamid, dnemli bir endiistriyel materyal olarak 1950'lerden beri
cesitli ticari uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida ambalajlarinda, toprak
giibrelerinde, tiitiin ve plastik endistrisinde, atik su aritiminda ve igme suyu
topaklastiricilarinda  olmak iizere birgok alanda kullanilmaktadir (1). Isvegli
aragtirmacilar ilk kez 2002'de, AKR'nin kizartilmis ve firinlanmig karbonhidrat agisindan
zengin gidalarda varligini rapor ettiler ve AKR'nin, yiiksek sicaklikta pisirme islemi
sirasinda indirgeyici sekerler ve bazi amino asitler arasinda Maillard reaksiyonu ile
tiretildigini belirttiler (2). AKR, kizarmis patates, patates cipsi, ¢ikolata, misir gevregi,
ekmek, biskiivi ve kahve iiriinleri dahil olmak tizere bir¢ok gidada bulunmaktadir (2).
Bat1 iilkelerindeki insanlarin toplam giinliik enerji aliminin {i¢te birinden fazlasinin AKR
acisindan zengin gidalardan saglandigi rapor edilmistir (3). Ayrica, 2015 yilinda, Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), giinliik ortalama diyetle AKR maruziyetini 0.4 ila 1.9
ug/kg vicut agirhigr arasinda tahmin etmistir. Bu maruz kalma sinirlarinin hayvan
kanitlarina dayali olarak neoplastik etkiler agisindan endise verici oldugu belirtilmistir.
Arastirmaya gore AKR, kat1 kahve, patates kizartmas: {irlinlerinde en yliksek seviyelerde
ve tahil bazli gidalarda ise diisiik seviyelerde bulunmustur. Calismaya gore, diyetle AKR

aliminda en biiyiik kaynagi genellikle patates kizartmasi tiriinleri olusturmaktadir (4).

Onceki hayvan arastirmalari, AKR'nin toksik etkilerinin ndrotoksisite,
hepatotoksisite, iireme toksisitesi, genotoksisite ve karsinojenisiteyi i¢erdigini
gostermistir (5-7). Oral olarak uygulanan AKR hizla ve genis 6l¢iide emilir. Beyin,
viicutta AKR dagiliminin en yiiksek oldugu organlardan birisidir. Intraperitoneal
enjeksiyon veya oral uygulama ile AKR'nin ¢ogu, karacigerde sitokrom P450-2E1
tarafindan glisidamide metabolize edilir (8). Kanatlar, glisidamit’in genel olarak AKR i¢in
bildirilenlere benzer miktarda norotoksisite sergileyebilecegini gostermistir (9). AKR,
deney hayvanlarinda periferik ndropatiye neden olan klasik bir aksonal toksik madde
olarak bilinmektedir. Uzun yillardir ¢ok sayida arastirmada, yiiksek doz ve kisa siireli
AKR maruziyeti kaynakli periferik motor sinir hasarmin mekanizmalarina

odaklanilmistir (10,11).



Miyelin, sinir liflerinin iletim hizin1 artiran ve hizli saltator iletimi (uyarinin bir
Ranvier diigiimiinden digerine atlamasi) i¢in temel olan elektriksel bir yalitkandir (12).
Myelin Basic Protein (MBP), miyelin kilifinin, negatif yiiklii lipitler igeren kompleksler
olusturarak stabilize edilmesine yardimci olur. Miyelinle iliskili proteinler, miyelin
membranlarinda bulunan hidrofilik proteinlerdir (13). Oligodendroglia ve beyaz
maddenin enflamatuar hasara ugramas: Multipl Skleroz gibi demiyelinizan hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir (12). AKR, demiyelinizasyon ile sonuglanan aksonal
membrana zarar verebilmektedir (14). Farkli ¢alismalardan elde edilen veriler, AKR'nin

MBP igeriginde azalmaya yol agtigin1 gostermistir (15,16).

E-vitamini, beyni oksidatif hasardan koruyan en Onemli yagda ¢Oziinen
antioksidan vitamin olarak kabul edilir. Bir¢ok arastirmada E vitamininin néroprotektif
etkisi gosterilmistir (17,18). E vitamini hiicre membranina etki eder ve membran
stabilitesini bozabilecek bilesikleri etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir (19). E
vitamini, otofaji ve ndronal 6liimii azaltmaktadir (20), sitokrom oksidaz fonksiyon
bozuklugunu engellemektedir, ndronal hasar siddetinin azalmasini saglayan antiapoptotik
Bcl-2 geninin ekspresyon diizeyini artirmaktadir ve bunlarin yami sira yiiksek enerjili

fosfat bilesiklerini ve beynin farkli bolgelerinde bulunan NO diizeyini azaltmaktadir (21).

AKR, deney hayvanlarinda periferik néropatiye yol agan aksonal toksik bir madde
olarak bilindiginden, arastirmalarin ¢ogu periferik motor sinir hasarina yogunlassada,
merkezi sinir sistemi lizerine de c¢alismalar yapilamaktadir. Son zamanlarda birgok
arastirma AKR kaynakli biligsel azalmay1 gostermistir, ancak iliskili mekanizmalar hala
belirsizligini korumaktadir. AKR kaynakli norolojik kusurlar kiimiilatiftir ve ndronal
patofizyolojik hasarlar asamali olarak gelismektedir. Bu ¢alismada, gebelik boyunca ve
dogum sonrasinda AKR’ye subkronik maruz kalan anne ratlarla birlikte, ayni anne ratlara
ait yavrularin laktasyon sirasinda ve laktasyon sonrasinda da AKR’ye maruziyetinin
miyelin sentezini ve gelisimini nasil etkiledigi, miyelinle ilgili protein ve BDNF
diizeylerinde nasil degisikliklere sebep oldugu incelenmistir. Ayrica, bu galisma ile
birlikte AKR’ye maruz kalan fetus ve yavru beyinlerinde olusabilecek demiyelinizasyona

kars1 E vitamininin noroprotektif etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Akrilamid’in Yapisi ve Ozellikleri

Akrilamid (AKR) (CH2=CH-CO-NH2), 71.08 g/mol molekiiler agirliga sahip,
karbon (%50.69), hidrojen (%7.09), nitrojen (%19.71) ve oksijenden (%22.51) olusan
diisiik molekiiler organik bir bilesiktir. Bu bilesik polardir ve suda, metanolde ve etanolde
iyi ¢Oziiniir. 1950'den beri endiistriyel dlgekte sentezlenmektedir. Poliakrilamid gesitli
endiistrilerde ve tarimda kullanilmaktadir (22). Onceki yillarda yapilan epidemiyolojik
caligmalarda toksisitesi dogrulanarak kanitlanmistir. Hayvan caligmalarinda (fareler ve
sicanlar) AKR’nin kanser hiicrelerinin olusumunu indiikledigi gozlenmistir (23,24).
AKR'nin yalnizca monomer formu toksik etki gostermektedir; polimerize formda insan
veya hayvan organizmalar1 {izerinde higbir zararli etkiSi goézlenmemistir. AKR
yutulduktan sonra hizla emilir ve hayvanlarda ve insanlarda tiim viicuda dagilir. Timus,
karaciger, kalp, beyin, bobrekler gibi bir¢ok organda ve hatta insan plasentasinda ve anne
stitiinde bulunabilir, bu nedenle fetusa veya yeni dogan bebeklere kolayca aktarilabilir.
AKR, DNA ile diisiik reaktivite gosterir ancak, genetik mutasyonlara neden olabilen ve
kromozomlara zarar verebilen DNA'ya stabil eklentilere yol acan reaktif bir epoksit
metaboliti olan glisidamide metabolize edilir (22,23,25). 1994 yilinda Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajanst AKR’yi “potansiyel kanserojen” bir bilesik olarak
smiflandirmistir (Grup 2A). Avrupa Birligi siniflandirma sisteminde AKR kanserojen ve
mutajen olarak ikinci kategoride yer almaktadir. 2010 yilinda, Avrupa Kimyasallar Ajansi

AKR’yi ¢ok yiiksek endise arz eden maddeler listesine ekledi (26).

Daha 6nce AKR’nin sadece kimyasal sentez sonucunda olustugu diisiiniiliiyordu.
2002'de, Isve¢ Devlet Gida Ajanst ve Stockholm Universitesinden arastirmacilar,
ozellikle yiiksek 1s1l igleme tabi tutulan gidalardaki (30 pg/kg'dan 2300 pg/kg'a kadar)
AKR igerigi hakkinda sasirtici veriler yayinladilar (26). Ayni yil, gidalarda bulunan
toksik maddeler listesine AKR de eklendi. Gidalardaki AKR seviyeleri ve alimlari ile
ilgili mevcut calismalara dayanarak, Diinya Saglik Orgiitii giinliik ortalama AKR alimini
0.3-2.0 pg/kg viicut agirligr (27), ¢ocuklar igin ise bu degerden birkag kat daha yiiksek
tahmin etmistir (28). Bu sasirtici verilerin anlasilmasindan sonra, birgok bilimsel
arastirmada, cips, patates cipsi, ekmek, biskiivi, kraker, kurabiye, kahvaltilik tahillar gibi
yiiksek sicaklikta islenmis nisastali gidalarda daha ytliksek AKR igerigi (yaklasik 12.000
pg/kg'a kadar) rapor edilmistir. AKR ayrica yiiksek 1sil igleme tabi tutulmus et ve
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baliklarda oldugu kadar ¢esitli fast food tiirlerinde ve sekerlemelerde, ¢ikolatada ve tatl
atistirmaliklarda, kakao ve bebek yulaf lapalarinda da tespit edilmistir. Kahvede de
onemli miktarda AKR igerigi belirlenmistir (23,29-31).

Gidalarda AKR olusumunun ana yolunun Maillard reaksiyonu (32) oldugu kabul
edilmektedir (Sekil 1). AKR, 1sitilmis gidalarda, bir amino asidin (asparajin) amino grubu
ile sekerin karbonil grubunun kondenzasyonuyla olusur. Bu reaksiyonun etkisi dogrudan
doniisiimle AKR’ye doniistiiriilebilen Schiff bazi olan bir ara iiriin olabilir veya AKR
olusturabilen bir dizi reaksiyonu i¢eren agamalarin bir sonucu olabilir (33). Simdiye kadar
yapilan ¢aligsmalarin sonuglart AKR olusum mekanizmasinda asparajinin anahtar roliinii
dogrulamistir. AKR’nin karbon iskeletinin asparajinden tiiretildigini, isaretli karbon ve
nitrojen atomlar1 kullanilarak kiitle spektrometrisi ile teyit edilmistir (34). Ayrica a-
hidroksikarbonil bilesiklerinin, 6zellikle fruktoz ve glukozun, a-karbonil bilesiklerinden
daha reaktif ve asparajini AKR’ye doniistiirmede ¢ok daha etkili oldugu gosterilmistir. o-
Hidroksil grubu, toplam Maillard reaksiyon aktivasyon enerjisinin azalmasinin bir
sonucu olarak asparajinin parcalanmasinda kilit bir rol oynar. Indirgen seker
molekiillerinden tiiretilen karbon atomlari, AKR olusturmak i¢in degil, sadece asparajinin

AKR’ye doniistimiinii desteklemek igin kullanilir (35).

Gidalarda AKR olusumunun ana belirleyicileri asparajin ve indirgen sekerler veya
reaktif karbonillerdir. Icerikleri 6ncelikle gida iiriinlerinin tiir ve cesitlilik 6zelliklerine,
yetistirme, hasat etme ve depolama ydntemlerine baghdir (36,37). Ornegin, bugday
ununda AKR olusumu, kiikiirt Syoksunluguna ve yiiksek miktardaki asparajin seviyesi ile
belirlenir. Seker konsantrasyonunun ¢ok daha diisiik oldugu patateslerde AKR ile
onciilleri arasindaki iliskiler daha karmagiktir. Bununla birlikte, toplam asparajin
seviyesinin, Maillard reaksiyonuna katilim i¢in diger amino asitler ile karsilastirildiginda
AKR olusumunu belirleyen énemli bir etmen oldugu gosterilmistir (28,36-38). Ayrica
tirtindeki AKR seviyesini etkileyen onemli bir faktdr de yiiksek sicakliktir (6zellikle
120°C'nin tizerinde) (38). En yiiksek AKR miktar1 160-180°C'nin {izerinde 1sitilan
gidalarda bulunmustur (29,33). Ote yandan, gida maddelerinin daha yiiksek sicakliklarda,
Ozellikle 200 °C'nin flizerinde wuzun sireli 1sitilmasi, AKR’nin bozunmasini
saglayabilecegi belirtilmistir (23). Termal olarak islenmis gidalardaki AKR igerigini
azaltmak i¢in isleme yonteminin dikkatli se¢imi, AKR toksisitesinde etkili bir strateji
olarak kullanilabilir (33). Ayrica patates (%10-20) ve tahil triinlerinin (%210'dan az)

diisiik neme sahip olmast, bu bilesigin olusumunu yogunlastirdigi da rapor edilmistir (39).
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Gidalarda bulunan toplam su miktari, gidalardaki AKR igerigini biiytlik dlgiide etkiler.
AKR’nin su aktivitesi (aw) 0.4 ile 0.8 arasinda olan gidalarda olustugu bilinmektedir. Su
aktivitesi <0.4 oldugunda, AKR olusumu azalmaktadir. Su aktivitesi ve nem igerigi
birbirine bagli iki parametredir, bu nedenle nem igerigi <%35 olan gidalarin Maillard
reaksiyonunu takip etmesi ve AKR olusturmasi daha olasidir (40). Ayrica, gidalarda en
¢ok pH 6-8 araliginda AKR olusumu miimkiindiir (36), bu nedenle islenmis gidalarin
pH'indaki bir degisiklik AKR’nin igeriginde azalmaya veya artmaya yol agabilir. Farkli
gida iiriinlerinin besinlere eklenmeside AKR igeriginde azalmaya yol acabilir. Ornegin,
karabugday tohumlarindan ve filizlerinden elde edilen ekstraktlarin, ekstrakt tiiriine bagl
olarak AKR igerigini %16.7-27.3 oraninda azalttigi belirtilmistir (41). Gidalarda AKR
olusum mekanizmas1 ve bunu etkileyen faktorler hakkinda ¢ok sayida calisma ve

kapsamli bilgi bulunmasina ragmen birgok belirsizlik bulunmaktadir (22,23,30,31,37,42).
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Sekil 1. Akrilamid olusumunun mekanizmasi (32)

Cok sayida aragtirma, gidalardaki AKR igeriginin biiylik Olclide farklilik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Gidalarda AKR’nin genel olarak ortalama 100
pug/kg'dan daha az bulundugunu ve asir1 yiiksek proteinli {irtinlerde 10 pg/kg'in altinda,
yiiksek seker igerigine sahip tiriinlerde ise 100-4000 g/kg'a kadar degisiklik gosterdigi
bildirilmistir. AKR’nin en yiiksek igerigi patates kizartmasi ve kavurmasinda, kavrulmus
kakao ve kahve iiriinlerinde, ekmek ve hamur islerinde, tahillarin 1sil isleme tabi
tutuldugu gidalarda belirlenmistir (23,29-31,39,43) (Tablo 1).



Tablo 1. Cesitli gida tiriinlerindeki akrilamid icerigi (ug/kg) (29)

Gida Uriinii (ug/kg)
Bebek mamalari Kahve ve kahve bilesenleri (kuru)
Tahil bazli (hazir) 13 Kavrulmus kahve (kuru) 249
Hizli tahil bazli 345 Hazir kahve (kuru) 710
Seker ¢ubuklart 54 Tahil bazli kahve bilesenleri (kuru) 510
Biskiivi 87 Hindiba bazli kahve bilesenleri (kuru) 2942
Kavanozlu bebek mamast 32-47 Patates iiriinleri
Tahil bazli yemeye hazir besin 13 Patates kizartmasi 326-328
Yulaf lapasi 29 Patates cipsi 689-693
Yedidogan karigimlari 14 Derin yagda kizartilmis ev yapimi 234-241
patates tiriinleri
Meyve piiresi 22 Firinda pismis ev yapimi patates 317
riinleri
Meyve suyu 12 Diger iiriinler
Ekmek Kavrulmus findik ve ¢ekirdekler 93
Gevrek ekmek 443 Salamura siyah zeytin 454
Yumusak bugday ekmegi 38 Kuru erik ve hurma 89
Diger yumusak ekmekler 57 Toz kirmizi biber 379
Tahil iiriinleri Balik ve deniz iiriinleri 25
Bugday ve ¢avdar bazli iiriinler 170 Siit ve siit tirtinleri 6
Kepekli ve tam tahilli tiriinler 211 Pizza 33
Kraker 231 Yesil cay, kavrulmus 306
Biskiivi ve gofret 201 Seker ve bal 24
Zencefilli ¢orek 407 Sebzeler 17
Makarna 13 Sebze cipsleri 1846
Bira 14 Kurutulmus ve islenmis meyveler 131
Kakao Kuru yiyecekler 121
Kakao (% 100 kakao tozu) 347
Kakao (kakao igeren igecek tozu: 248

seker ve % 20 kakao tozu)



2.2.  Akrilamid’in Metabolizmasi

AKR, konjuge bir vinil bilesiktir ve bu nedenle biyolojik materyallere karsi
oldukga reaktiftir. AKR’deki ¢ift bag, sisteindeki —SH gruplarina ve proteinlerde/amino
asitlerdeki —NHz gruplarina kars1 giiclii bir ilgiye sahiptir. AKR’nin oksidatif bir
metaboliti olan Glisidamid (GLS), DNA'daki amino gruplar1 ve bazlarla daha yiiksek

oranda olmakla birlikte, epoksit halkasi1 araciligiyla reaksiyona girer (44).

2.2.1. Emilim ve Biyoyararlamim

Oral biyoyararlanim, oral yoldan verilen dozun sistemik dolagima ulasan kismi
olarak tanimlanabilir. AKR oldukca hidrofilik oldugundan tamamen emilmesi beklenir.
Oral olarak uygulanan AKR’nin hem kemirgenlerde hem de insanlarda hizla emildigi
bilinmektedir.

Gavaj ile Fisher-344 ratlara uygulanan 10 mg/kg 2,3-'*C isaretli AKR’nin,
yaklasik %90'min dokulardan, viicut sivilarindan, idrardan ve digkidan geri kazanildigi
gosterilmistir (45). Baska bir arastirmada, 50 mg/kg 1-1*C isaretli AKR nin oral yoldan
verilmesinden sonra siganlarda (Sprague-Dawley) AKR’nin farmakokinetigi
arastirilmistir (46). 5 dakika sonra kanda radyoaktivite tespit edilmis ve uygulamadan 38
dakika sonra plazma pik konsantrasyonuna ulagmistir. Fisher-344 siganlarda, AKR’nin
gida ve sulu gavajdaki biyoyararlanimi sirasiyla %32-%44 ve %60-98 olarak tespit
edilmistir (47). B6C3F1 farelerde, AKR biyoyararlanimi diyet ile verildiginde %23, sulu
gavaj ile verildiginde ise %32-52 olarak bulunmustur (48). Gida bilesenlerinde bulunan
niikleofilik gruplarla etkilesimi nedeniyle gidalardan AKR alimi1 beklendigi gibi daha
diisiik bulunmustur. Ek olarak, biyoyararlanimin tiirler arasinda oldukga farkli oldugu
belirtilmistir. Bunun aksine, Bjellaas ve ark. gevrek biskiivi ile beslenen farelerde
(C57BL/6JBomTac) AKR biyoyararlanimimnin yaklagik olarak tam oldugu bildirmistir
(49). Bu farklilik sadece plazmadaki ana bilesigin 6l¢iilmesinden ve AKR’nin GLS’ye

metabolizmasinin hesaba katilmadigindan kaynaklandigi 6ne stiriilmiistiir (49).

Sorgel ve ark., kraker ve patates iiriinleri yiyen insanlarda AKR’nin sindirim
sisteminden emildigini ilk kez gostermistir (50). Denekler arasinda AKR’nin iiriner
atilimindaki degiskenligin c¢ok yiliksek oldugunu, bunun da oral biyoyararlanimdaki
ve/veya hepatik metabolizmadaki farkliliklardan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
Boettcher ve ark. erkek bir goniilliiye su icinde 1 mg AKR (13 pg/kg) uygulamislardir ve
iki glinde toplam %57 geri kazanim saglandigini bildirmislerdir (51). Fennel ve ark. erkek



goniilliilere su i¢inde 0.5, 1 ve 3 mg/kg dozlarinda AKR uygulamasi gergeklestirmislerdir
(52). Geri kazanilan iiriner metabolitler, 24 saatte 0.5, 1 ve 3 mg/kg dozlarinin sirasiyla
yaklasik %46, %50 ve %40'1n1 olusturmustur. Kopp ve ark. ii¢ erkek ve ti¢ kadin denege
suda 0.5 ve 20 pg/kg BCs-AKR uygulamislardir (53). Calismaya gore, cinsiyete gore
anlamli bir farklilik gézlenmememistir ve 96 saatte her iki dozda da idrar metabolitleri
%70'e yakin geri kazanilmistir. Her iki denek i¢in de serum AKR konsantrasyonunda hizli

bir artis gdzlenmistir.

2.2.2. Biyotransformasyon

AKR’nin emilimi, dagilimi, metabolizmas1 ve atiliminin sematik bir diyagrami
Sekil 2'de verilmistir. AKR, tiiketildikten sonra hizla emilir ve sistemik dolasim yoluyla
insanlarda tim dokulara dagilir. insan anne siitiinde de bulunabilir ve ayrica insan
plasentasina niifuz eder (50). AKR genis Olglide idrarla atilan bir dizi metabolite
dontistiriiliir. Ayrica proteinler ve DNA ile etkilesime girerek kovalent eklentili forma

doniistir.

Bagirsak Dolasim

—P. plasenta — fetUs]

Karaciger

AKR

metabolitler

Bobrek

Hemoglobin
eklentileri

Sekil 2. Akrilamidin emilimi ve atiliminin sematik bir diyagrami (44)

AKR biyotransformasyonunun ana yollar1 Sekil 3’te verilmistir. AKR, kendisini
elektrofilik bir bilesik yapan bir amid grubu ile o,p-doymamis bir yapiya sahiptir.
Hiicresel niikleofiller, AKR’nin ¢ift bagi ile Michael katilma reaksiyonu verir. Bu
niikleofiller, sistein, homosistein ve glutatyonun —SH'n1; serbest amino asitlerin a-NH2
gruplar1 ve proteinlerin N-terminal amino asit rezidiilerini, lizinin e-NHz'si ve histidinin
halka NH grubunu igermektedir (1). Glutatyon ve proteinlerdeki siilfidril gruplart AKR
icin ana hedeflerdir ve proteinlerde bulunan amino gruplar1 da daha az 6lglide de olsa
hedeftirler (28).



AKR, faz | reaksiyonunda sitokrom P450 2E1 tarafindan in vivo oksidasyon
yoluyla, ayn1 zamanda bir elektrofil olan bir epoksit GLS’ye doniistiiriilir (54,55). Bu
nedenle, AKR gibi, GLS de siilfhidril ve amino gruplar1 igeren hiicresel bilesenlere
kovalent olarak baglanir. Siilthidril ve amino gruplar1 veya su tarafindan saldir1, epoksitin
halka acilmasina neden olur. GLS ayrica bir epoksit hidrolaz tarafindan gliseramide (2,3-
dihidroksipropionamid) (56,57) hidrolize edilebilir. DNA'daki niikleofilik nitrojenler de
Ozellikle genotoksisiteden sorumlu oldugu diisiintilen GLS ile ek {iriinler olusturmaya

yatkindir (58,59).
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AKRMA Siilfoksid AKRMA 1 GLSMA iso-GLSMA
N-acetyl-S-(2-carbamoyl- N-acetyl-S-(2-carbamoyl- . N-acetyl-S-(2-carbamoyl- N-acetyl-S-(1-carbamoyl-
ethyl)-L-cystein-sulfoxid ethyl)-L-cystein : 2-hydroxyethyl)-L-cystein 2-hydroxyethyl)-L-cystein

Sekil 3. Akrilamid’in biyotransformasyonu (60)

Kemirgenlerde ve insanlarda agizdan alinan AKR, faz Il reaksiyonunda biiyiik
olgtide glutatyon ile konjuge olur. Konjugenin bozunmasi ve asetilasyonundan sonra, elde
edilen merkapturik asit N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-L-sistein (AKRMA) idrarla atilir.
Glutatyon konjugasyonu, hiicresel bilesenlere karsi AKR reaktivitesini azaltmak igin
oldukga &nemlidir. Insanlarda AKRMA, ona karsilik gelen siilfoksite oksitlenebilir
(52,53). AKRMA-siilfoksit’in, akroleinden tiiretilmis merkaptiirik asitler i¢in 6nerildigi
gibi nefrotoksisite veya mesane toksisitesini indiikleyebilecegi tahmin edilmektedir
(53,61).
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GLS de glutatyon ile konjuge edilebilir ve merkapturik asitler, N-asetil-S-(2-
karbamoil-2-hidroksietil)-L-sistein (GLSMA) ve N-asetil-S-(1-karbamoil-2-
hidroksietil)-L-sistein (izo-GLSMA)’ya metabolik doniisiimden sonra idrarla atilir (57).
GLS, DNA ve proteinlere karsi AKR’den daha reaktiftir. Ancak AKR’nin GLS’ye
doniistimiiniin insanlarda kemirgenlere gore daha az 6nemli oldugu gosterilmistir (62,63).
Idrarla atilan GLSMA miktar1, kemirgenlerde oral dozun yaklasik %9-29'u kadarni,
insanlarda ise %0.7 ile %6 kadarini olusturdugu belirlenmistir (Tablo 2). GLS’nin

hidrolizi, glutatyon konjugasyonunun yani sira daha az Onemli bir detoksifikasyon

yoludur.
Tablo 2. Insanlarda 24 saatte atilan idrar metabolitleri (44)
idrarla atilan metabolitler, %
Arastirma AKR Doz AKR AAMA AAMA-SO GLS GAMA GAMA Total %
(markg) IAAM
A
Fennel (62,64) BC3-AKR 3 TE 22.0£5.30 42+1.10 0.79 + TE - 34.0£5.70
0.24
Boettcher (51) d-AKR 0.013 TE 45.1 TE TE 2.8 0.06 47.7
Fennel (52) 1BC3-AKR 0.5 47+134 31.2+6.5 8.3+2.39 0.4+0.20 0.8+0.16 0.03 45.6 +8.50
13C3-AKR 1 5.0+ 1.65 34.4+521 8.7+ 1.21 0.6+0.33 0.8+0.11 0.03 499 +6.30
BCs-AKR 3 32049 27.8+7.99 73+24 0.7+0.33 0.7+022 0.03 39.9+9.90
Fuhr (63) Patates 0.0124 44+1.5 50.0+9.4 TE TE 59+1.2 0.12 60.3+11.2
cipsi
Kopp (53) BCs-AKR 0.0005 TE 41.4+3.47 7.2+ 1.40 TE 3.840.78 0.09 52.4+3.59
BCs-AKR 0.02 TE 37.4+2.92 63+1.77 TE 3.240.69 0.09 46.9 +3.70
Doroshyenko Patates 0.014 29 58 TE TE 14 0.024 63

(65) cipsi

TE: Tespit edilmedi

Proteinlerdeki birkag niikleofilik bolge, yukarida bahsedildigi gibi AKR ve GLS
ile eklentiler olusturur. Albiimin ve hemoglobin kandaki en baskin proteinler oldugundan,
AKR ve GLS bu proteinlerin reaktif amino asitleri ile kolayca kovalent eklentiler
olusturabilir. Valin, dort globin alt biriminin timiinde hemoglobinin N-terminal amino
asit kalintisidir. Hemoglobin i¢indeki N-terminali, 6zellikle insanlarda birg¢ok elektrofil
icin ana reaktif niikleofilik bolge olarak dnerilmistir. Sigan hemoglobininin aksine, insan
hemoglobininde yiiksek reaktiviteye sahip sistein yoktur (28). N-(2-karbamoiletil)-valin
(AKR-Hb) ve N-(2-karbamoil-hidroksietil)-valin (GLS-Hb), hemoglobindeki N-terminal
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valin rezidiisiine sirasiyla AKR ve GLS eklenmesiyle olusturulur (56). AKR ve GLS’nin
hemoglobin eklentileri, serbest formlarindan ve merkapturik asit tiirevlerine gore viicutta
daha uzun siire kalir. Eritrositlerin ortalama yasam siiresi insanlarda 4 ay iken si¢anlarda
sadece 2 aydir. Uzun Omiirli hemoglobin eklentilerinin &lgtimleri, zaman agirlikli

ortalama AKR maruziyetinin bir gostergesidir.

2.3.  Akrilamid’in Maternal ve Yavrular Uzerindeki Etkileri

Dogum oncesi gelisim, hiicresel diizeyden dokularin, organ sisteminin ve
morfolojik yapilarin olusumuna kadar ilerleyen, dikkatle zamanlanmis bir dizi olayla
gerceklesir. Toksik maddelerin erken gelisim déneminde neden oldugu bozukluklar,
normal gelisim siireglerini tamamen degistirerek fetal organogenezin bozulmasina neden

olabilir (66).

Gelisimsel toksikoloji, ¢evresel toksik maddelerin gelisen organizma {izerinde
olumsuz etkiler gosterme yetenegi olarak tanimlanir. Gelisimsel toksisitenin baglica
belirtileri arasinda gelisen organizmanin 6limi, malformasyon, biiylime geriligi ve
fonksiyonel eksiklik yer almaktadir. Bu olumsuz etkiler, gebe kalmadan Once
ebeveynlerden birinin veya her ikisinin, hem dogum oncesi donemde hem de dogum
sonrast siit ile beslenen yavrularin olgunlagsma dénemine kadar cesitli zararli faktorlere

maruziyetinden kaynaklanabilir (66).

Embriyonik gelisimin ilk doneminin, déllenmeden erken postimplantasyon
asamasina kadar, ¢cevresel ajanlarin neden oldugu 6liimciil etkilere kars1 en duyarli donem
oldugu iyi bilinmektedir. Organogenez donemi, yogun hiicre ¢ogalmasini ve doku
farklilagsmasini igerir; bu nedenle embriyo, gelisimsel toksik maddelerden kaynaklanan
dismorfojeneze ¢ok duyarlidir ve konjenital malformasyonlarin ¢ogu bu donemde
indiiklenebilir. Fetal donemde, ¢esitli karmasik yapisal anormallikler gelisebilir. Bu
asamada indiiklenen degisiklikler, biiylime geriligi, gelisimsel gecikme veya islevsel
bozukluklari, 6zellikle beynin nispeten ge¢ olgunlastigi ndérodavranigsal sorunlari
kapsayabilir. Gelisimsel bir toksik maddeye maruziyetin dozu veya biyiikliigi, takip
eden patogenezi biiyiik dlclide etkileyebilir ve c¢esitli fetal tepkiler liretmesine sebep

olabilir (67).

Maternal hayvan i¢in toksik olmayan bir dozda gelisimsel toksisiteye sebep olan
ajanlar o6zel bir endise kaynagi olmustur. Ciinkii anne bu dozdan etkilenmezken,

gelismekte olan organizma bu dozdan etkilenmektedir. Ancak, olumsuz gelisimsel
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etkilerin yalnizca minimum maternal toksisiteye neden olan dozlarda olusmasi daha
yaygindir. Bu durumlarda, gelisimsel toksisitenin gelisimsel etkilere sahip oldugu
distinilir (68).

Maternal toksisite, hamile anneler iizerindeki bazi etkilerden dolayi ikincil olarak
gelisen organizma lizerinde olumsuz, dolayl bir etki olarak tanimlanir. Gelismekte olan
bireylerin maruziyeti genellikle plasental transfer veya anne siitii yoluyla ikincildir. Bu
nedenle, fetusun veya c¢ocugun maruziyeti hamile veya emziren bir anne ile ayni
olmayabilir ve toksik maddenin anne veya kordon kanindaki ve anne siitiindeki diizeyleri,

gelisimsel maruziyetin boyutu hakkinda iyi bir tahmin saglayabilir (68).

Fetal malformasyonlarin, fonksiyonel degisikliklerin ve hatta Olimiin, fetus
tizerindeki dogrudan etkilerden, dolayli (maternal aracili) etkilerden veya ikisinin
kombinasyonundan kaynaklanmasi muhtemeldir. Ayrica, anne toksisitesi ikincil olsun ya
da olmasin, gelisimsel etkiler yavru lizerinde kalic1 olabilirken, annenin bu etkileri tersine

¢evirmesi miimkiindiir.

Gebelik oOncesi ve utero toksisitesi dogum sonrasi yasamda artabilir. Anne
stittinden, yiyeceklerden ve genel gevreden maruziyet, dogum sonrasi gelisimsel etkilerle

(6rnegin, davranigsal ve bilissel islevlerdeki degisiklikler veya biiyiime) iligkili olabilir.

AKR, 1s1l islem gormiis gidalarda olugsmasi ve yaygin olarak tiiketilen gidalarda
yiiksek diizeylerinin saptanmasi nedeniyle son yillarda medyada ve bilimsel yayinlarda
biiytik ilgi gérmektedir (2,69). Ayrica, insanlarda ve kemirgenlerde AKR’nin lireme ve
gelisimsel toksisitesi rapor edildiginden, AKR’ye dogum 6ncesi maruziyet 6zel bir endise

kaynagidir (70-72).

AKR’nin nérotoksik, mutajenik ve kanserojen etkilerine iliskin aragtirma cok
olmasina ragmen, embriyolojik ve erken dogum sonras1 gelisim sirasindaki biyokimyasal
ve morfolojik etkilerine iligkin veriler azdir. Hamile kadinlarda diyetle alinan AKR’nin
%10-50'sinin kandan plasenta yoluyla fetusa gectigini ve 18.8 pg/L'ye kadarinin anne
stitiinde bulundugu tespit edilmistir (50). Suda ¢6ziiniir AKR ve metaboliti GLS anne siitii
yanm sira plasentadan da gectiginden, gebelik ve emzirme doneminde annenin AKR
maruziyetinin organogenezi ve yavrularda dogum sonrasi gelisimi bozduguna dair artan

sayida kanit vardir (66).
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2.4. Akrilamid ve Norotoksisite

Deney hayvanlarinda yapilan ¢ok sayida ¢alisma ve insanlarda yapilan gozlemler,
hem periferik hem de merkezi sinir sisteminin AKR toksisitesi i¢in temel hedefler

oldugunu gostermektedir.

2.4.1. insan Nérotoksisitesi Uzerine Kohort Arastirmalar

AKR maruziyeti, soluma, yutma (diyet) ve cilt emilimi yoluyla gerceklestikten
sonra ¢esitli norolojik semptomlara neden olabilir. Bildirilen ndrotoksisite belirtilerinin
cesitliligi, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS)’nin yani sira
otonom sinir sistemini kapsamaktadir (73). AKR'nin norotoksik etkileri hem MSS hem
de PSS'de ilerleyicidir ve bu durum hasarin birikim gosterdigine isaret etmektedir. Bu
nedenle, AKR’ye tekrar tekrar maruz kalma, hafif semptomlarla baglayabilir ve geri
donlisii olmayan hasarlarla birlikte ciddi sakatliga dogru ilerleyebilir (74). Genel
poplilasyonun aksine, baslica maruziyet kaynagi diyet iken, is¢iler agirlikli olarak

inhalasyon ve/veya deri yoluyla maruz kalmaktadir.

Literatiirde mesleki maruz kalmay: takiben birgok AKR zehirlenme vakasi
bildirilmis olmasina ragmen (75), diyetle AKR alimi ve nérolojik semptomlar arasindaki
olasi iliski hakkinda ¢ok az insan popiilasyonu ¢aligmasi tanimlanmistir (76). Bu iki
calismada bildirilen etkiler, isitme kaybi ve hafif bilissel gerileme ve olumsuz bilis

riskinin artmasini icermektedir.

2.4.2. Aksonal Dejenerasyon

Arastirmalar, AKR kaynakli ndorotoksisitenin, periferik ve merkezi sinir
sistemlerinde sinir ucu hasari ile iligkili olabilecegini diisindiirmektedir (77). Calismalar,
AKR'nin B-aktin, B-tubulin ve diger hiicre iskeleti proteinlerini degistirebildigini, néron
yapilarin1 tahrip ederek norotoksisiteye neden oldugunu goéstermistir. Morfolojik,
elektrofizyolojik ve elektrokimyasal arastirmalar, sinir uglarinin AKR toksisitesinin
birincil hedefinde yer aldigin1 gostermektedir (78). Maruz kalma siiresi sonrasinda, hasar
giderek siddetlenir ve sonunda aksonal dejenerasyona yol acar. Kronik AKR
zehirlenmesi, baglangicta uzun ve biiylik sinir liflerinin uglarinda meydana gelen,
ardindan ilerleyici, stirekli proksimal akson dejenerasyonu olan segici periferik ve
merkezi sinir lifi dejenerasyonuna neden olabilir (79). Daha ileri ¢aligmalar, AKR'nin
aktin, motor proteinler ve diger noronal proteinlerin seviyelerini etkileyerek yetersiz ATP

temini ile sonuglanarak aksonal tasima islevselligini bozdugunu gostermektedir (80).
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Kiitle spektrometrisi ve niikleer manyetik rezonans teknolojisinin gelismesiyle
birlikte arastirmacilar, elektrofilik bir reaktif olarak AKR'nin proteinler iizerindeki
stilfidril grubuna hizla saldirabildigini ve molekiiler DNA ile reaksiyona girebildigini, ek
irtin olusumunun ise norotoksisitesinin bir nedeni olabilecegini bulmuslardir (81). Ek
olarak, AKR tiyol igeren protein bolgelerine saldirabilir, presinaptik nitrik oksit (NO)
sinyal yolunu bozabilir, presinaptik sinir uglarina zarar verebilir, sinir sinyal iletimini
bozabilir ve noérotoksisite Uretebilir (82). Ayrica fosforile Tau aglomerasyonu, hiicre
iskeleti kararsizligina ve noronal islev bozukluguna ve hatta 6liime neden olur (83).
Aragtirmalara gore, AKR, sican hipokampiisiinde Tau tiibiilin hiperfosforilasyonunu ve
beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) iiretimini inhibe ederek sinaptik hasara ve
uzamsal bilissel bozulmaya neden olmaktadir (84). Ayrica, kronik AKR maruziyeti,
dopaminerjik ve asetil kolinerjik noronlarini 6nemli Sl¢iide dejenere ederek motor
fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir (85). Kopanska ve ark. kolinerjik anti-inflamatuar
yolagin AKR kaynakli norotoksisite ile yakindan iliskili oldugunu bildirmislerdir (86).
AKR, kolinerjik iletimi ve asetilkolin salgisini azaltarak, kolinerjik anti-inflamatuar yolu
inhibe ederek potansiyel bir sistemik inflamatuar reaksiyona neden olmaktadir (86).
Ayrica, ndron dejenerasyonunun neden oldugu kognitif bozuklugun Alzheimer
hastaliginin onciisii oldugu (87), beyindeki dopaminerjik néronlarin kaybi ise Parkinson
hastaligr ile iliskili iken, AKR'nin nérodejeneratif hastaliklarin patolojik gelisimi igin bir

risk faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir (88).

2.4.3. Norotoksisitede Oksidatif Stresin Rolii

AKR norotoksisitesinin temel mekanizmas: bilinmemektedir, ancak bazi
caligmalar bunu antioksidan kapasitedeki azalma ve inflamatuar yanitlarla
iliskilendirmistir (89). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve antioksidanlarin iiretimi ve
uzaklagtirllmas1 arasindaki dengesizlik nedeniyle olusan oksidatif stres, Parkinson
hastalig1, Huntington hastaligi, Alzheimer hastalig1, ataksi, periferik ndropati, amyotrofik
lateral skleroz ve multipl skleroz gibi nérolojik bozukluklarda belirgindir (90). Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz
(CAT) gibi antioksidan enzimler serbest radikallerin etkilerini nétralize eder ancak
AKR'nin pro-oksidan etkisi nedeniyle, ROS gibi oksidatif stres belirteglerini yiikselterek
ve boylece lipid peroksidasyonunu (LPO) indiikleyerek serbest radikallerin {iretimi ve
uzaklastirilmasi arasinda bir dengesizlige neden olacak sekilde bu enzimlerin seviyeleri

azalir (91-93) (Sekil 4). Diger birgok ksenobiyotik bilesik gibi, AKR de spesifik kalintilar
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igeren niikleofillerle etkilesime girebilen bir elektrofildir (93). Bisiilfit (SH), azanid (NHz2)
veya hidroksit (OH) igeren molekiillerle reaksiyona girer. Rediikte Glutatyon (GSH),
serbest radikal ve ROS siipiiriicii 6zelligi ile iyi bilinen bir tiyoldiir (89,91,94). Onceki
arastirmalar, AKR uygulanan si¢anlarin beyin dokusunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli
bir GSH diisiisiine sahip oldugunu ortaya koymustur (91,94). GSH seviyelerindeki
azalma, biriken ve oksidatif stresi indiikleyen ROS seviyelerinde bir artisa neden olur.
GSH, peroksit dekompozisyon enzimi GSH-Px igin bir koenzim goérevi goren enzimatik
olmayan bir antioksidandir (89). Calismalar ayrica LPO'da diisiik GSH diizeylerinin
onemli bir etkisinin oldugunu ileri siirmektedir (95). AKR uygulanan siganlarda SOD,
CAT ve GSH-Px gibi birinci basamak savunma enzimatik antioksidanlari azalmigtir
(91,95). GST, serbest radikal dengesini korumak i¢in kullanilan bir antioksidan enzimdir.
AKR'nin GST aktivitesini arttirdi@i gosterilmistir, bu da ACR ve GSH arasindaki S-
konjugatlarinin sentezinde bir artis oldugunu diistindiirmistiir (93). Buna karsilik, bir
calismada, AKR uygulanan sigan beyinlerinde GST aktivitesinde bir azalma oldugunu
bildirmistir (95). Cesitli antioksidan enzim ve molekiillerin diizeylerinde ve
aktivitelerinde meydana gelen degisikliklerin bir sonucu olarak, toplam oksidanlarin ve
antioksidanlarin konsantrasyonu sirasiyla artar ve azalir (90). LPO, protein hasari ve
DNA hasari, nérodejeneratif hastaliklarda oksidatif stres igin biyobelirteglerdir (96).
LPO, lipitlerin serbest radikaller tarafindan bozunmasidir ve onun belirteci olan
malondialdehit (MDA) seviyelerinin olgiilmesiyle degerlendirilir. Tiyobarbitiirik asit
reaktif madde (TBARS) testi, TBA ile reaksiyona girdigi ve pembe renkli bir kompleks
tirettigi MDA'y1 6lgmek i¢in kullanilir (97). MDA, LPO'dan iiretilen serbest radikaller
tarafindan olusturulur ve protein oksidasyonuna neden olur. Bazi deneysel sonuglar,
farelerin AKR'ye maruz birakilmasinin, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda beyinde

yiiksek MDA igerigine sahip oldugunu gostermektedir (91,98).
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Sekil 4. Akrilamid kaynakli nérotoksisitede oksidatif stresin roli (90)

2.5. E Vitamini

E vitamini ilk olarak Amerikali endokrinolog ve anatomist Herbert M. Evans ve
yardimeis1 Katherine S. Bishop tarafindan kesfedilmistir (99). E vitamini genellikle
antioksidan, antienflamatuar ve kolesterol diisiiriici gibi saglik igin yararlari etkilerle
iliskilendirilmektedir. Bu 6zellikler, uygun bir takviye seklinde Alzheimer ve Parkinson

hastalig1 gibi norodejeneratif bozukluklarda terapétik yaklagim haline gelmektedir.

2.5.1. E Vitamininin Yapisi

E vitamini ana terimi, bitki kaynakli, yagda ¢oziinen sekiz bilesiklik (a-, B-, y-, 6-
Tokoferol ve a-, B-, y-, 6-tokotrienoller) bir aileyi tanimlamak i¢in kullanilir (Sekil 5).
Ancak yalnizca a-Tokoferol, eksiklik semptomlarini tersine ¢evirdigi ve viicut tarafindan
tercihen tutulan bir form oldugu esasina dayanir ve insanlar igin E vitamini
gereksinimlerini karsilamaktadir (100,101). Bununla birlikte, her bir E vitamin formu,
kromanol halkasi iizerinde 6 pozisyonunda hidrojen atomunu dondrii olan bir hidroksil
grubuna sahiptir ve boylece yagda c¢oOziinen bir antioksidan olarak islev gormesi
saglanmig olur. E vitamini formlar1 dogada sadece fotosentez yapan organizmalar
tarafindan sentezlenir; bu nedenle dogal, diyetsel E vitamini kaynaklar1 agirlikli olarak
bitki bazlidir. insan diyetindeki a-Tokoferol’iin birincil besin kaynaklari, bitkisel yaglar
(0zellikle kanola ve zeytinyagi), sert kabuklu yemisler (6zellikle badem ve findik),
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tohumlar ve yesil yaprakli sebzeler ile kahvalti tahillar1 gibi a-Tokoferol ile
giiclendirilmis besinlerdir (102).

R1
i CH,3 CH, CH,
R, 0 CH,3

S, CHs

Tokoferoller
Kromanol CHs CHs CHs
Ba§ = = = CH3
Tokotrienoller

Sekil 5. E Vitamininin yapilari

a-, B-, y- ve d-Tokoferoller veya -tokotrienoller, kromanol halkasi {izerinde farkli
metilasyon modellerine sahiptir. Bu yapilar insanlar veya diger hayvanlar tarafindan
birbirine doniistiiriilemez (103). Tokoferoller ve tokotrienoller, alifatik yan zincirlerinin
4', 8 wve 12' karbon pozisyonlarindaki doygunluk derecesi ile ayirt edilebilirler;
tokotrienollerin tiimii doymamustir. Boylece, Tokoferoller hidrofobik kuyrukta 2, 4' ve 8'
konumlarinda 3 kiral merkez igerir. a-Tokoferoller kimyasal olarak sentezlendiginde,
kabaca esmolar konsantrasyonlarda sekiz stereoizomer (RRR, RSR, RSS, RRS, SRR, SSR,
SRS ve SSS) olusur (104). Dogal olarak meydana gelen Tokoferoller tamamen RRR-
konformasyonundadir. Onemli olarak, sadece 2 pozisyonundaki R-konformasyonundaki
(2R-a-Tokoferol, 6rnegin RRR, RSR, RSS, RRS) a-tokoferoller insan viicudu tarafindan
tercihen tutulur (102).

2.5.2. E Vitamininin Antioksidan Aktivitesi

Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu, karbon merkezli bir radikal (Le),
molekiiler oksijen ile reaksiyona girdiginde bir peroksil radikali (LOO¢®) olusturur. Ayni1
zamanda baska bir karbon merkezli radikal tretilir (L, Sekil 6). Olusan bu peroksil
radikali, membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) bir hidrojen (H) ¢ikarir
ve bir lipit hidroperoksit (LOOH) olusturur (105). E Vitamini, lipid hidroperoksit
(LOOH) ve E Vitamini radikalini (EVite) olusturmak i¢in hidrojenini LOO-*'ye aktararak
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lipidde ¢6ziiniir, “zincir kiric1” bir antioksidan gorevi goriir (106). Boylece E vitamini, Le
olusumunu engelleyerek zincir reaksiyonunun yayilmasini engeller (ancak baglamay1
degil), ¢iinkii E Vitamini, LOO« ile PUFA’nin birbirleriyle reaksiyona girmesinden 1000
kat daha hizli LOO- ile reaksiyona girer (106,107). EVite, askorbik asit (C Vitamini)
tarafindan indirgenebilir ve askorbik asit serbest radikalini (As—) olusturabilir (108). Ae,
NADPH'ye bagl bir reaksiyon olan GSH rediiktaz tarafindan indirgenebilen GSSG
olusturan glutatyon (GSH) ile indirgenebilir. Ek olarak, glutatyon peroksidaz 4 (GPx4)
enzimi, daha kararli bir lipid alkolii (LOH) olusturmak i¢in LOOH'yi indirgemek igin
GSH kullanir (109). E Vitamininin etkilesimleri Sekil 6’da 6zetlenmistir (110).

LOOH o-Toc-O° AHZ GSSG NADPH

C Vitamini
Déngusu

Lipid E Vitamini
Radikalleri \ Dongusu

Glutatyon
Déngusu

NADPH
Déngusu

LOO a-Toc-OH A~ GSH NADP*
NADPH + LOO* —= NADP+ + LOOH

Sekil 6. E Vitamininin antioksidan etki ag1 (110)

2.5.3. Norodejeneratif Hastaliklarda E Vitamininin Etkileri

Yapisal farkliliklar, E vitamini tiirevleri arasinda biyolojik etkinlik agisindan
degiskenlige yol agar (Tablo 3). Bu farkliliklar, takviyenin hastaliklar1 iyilestirici ve

onleyici etkileri diistiniildiigiinde oldukga 6nemli hale gelmektedir.

a-Tokoferoller, yiiksek biyoyararlanimi1 nedeniyle uzun zamandir bilimsel odakta
yer almaktadir (111). Tokoferol'lerin, antioksidan enzimlerin aktivitesini ve serbest
radikal siipiiriictiliigiinii artirarak antioksidan etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle serbest radikal zincir reaksiyonlarini kesebilirler. Aromatik halka {izerindeki
serbest hidroksil grubu, bu antioksidan o6zelliklerden sorumludur, ¢iinkii serbest
radikalleri temizleme yetenegine sahiptir ve bu da nispeten stabil bir E vitamini radikali
ile sonuclanir. Bu radikal, daha sonra glutatyon tarafindan rejenere edilen askorbik asit

tarafindan indirgenebilir (112).

Antioksidan 6zellikleri goz oniine alindiginda, E vitamini, oksidatif stresin dnemli

bir patofizyolojik yonlendirici oldugu Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi
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norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in dikkat ¢ekici bir terapdtik ajan
olarak kabul edilmistir (113,114). Yapisal farkliliklar nedeniyle, Tokotrienler, lipid
membranda daha homojen bir sekilde dagildiklar1 ve kromanoksil radikallerinden geri
doniisiim daha verimli oldugu i¢in karsilastirilabilir veya daha belirgin antioksidatif
etkiler gosterirler. Boylece membran lipidlerinin daha giiclii diizensizligi nedeniyle daha

Iyi reaksiyon kosullart saglarlar (115).

Simdiye kadar tartisilan E vitamini bilesiklerinin tiim 6zellikleri, enflamasyonun
(116) ve oksidatif stresin (117) norotoksik potansiyeli nedeniyle dolayli olarak
noroprotektif olsa da, dogrudan néroprotektif etkiler de rapor edilmistir. HT4 hipokampal
hiicrelerde, glutamat ile indiikklenen pp 60 (c-Src) kinaz aktivasyonunu ve dolayisiyla
hiicre 6liimiinii a-Tokoferol inhibe edemezken, a-Tokotrien inhibe etmistir (118).
Ayrica, glutamat ile indiiklenen ndrodejenerasyona aracilik eden 12-lipoksijenazin -
Tokotrien yoluyla modiilasyonu tarif edilmistir ve a-Tokotrien aracili ndroproteksiyon

icin bagka bir yol onerilmistir (119).

65 yas ve lzeri hastalarda yapilan epidemiyolojik calismalar, diyetle yiiksek
miktarda E vitamini aliminin Alzheimer insidansi ile ters orantili oldugunu bildirmistir.
Ilging bir sekilde, bu etki, tek basina a-Tokoferol'den ziyade E vitamini bilesiklerinin bir
kombinasyonu ile daha belirgin oldugu goriilmiistiir (120). Bununla birlikte, hafif biligsel
bozukluk (MCI) veya Alzheimer olan hastalarda, a-Tokoferol takviyesi ne demansin
ilerlemesini azaltmadi ne de biligsel islevi iyilestirmedigi tespit edilmistir (121).
Parkinson hastaliginda, diyetle yiiksek miktarda E Vitamini alimi, yas veya cinsiyetten
bagimsiz olarak Parkinson hastaligi olusumu ile ters orantili oldugu gorilmiistiir (122).
60 Parkinson hastasiyla yapilan ¢ift kor, plasebo kontrollii bir galismada, diyetle 1000 mg
omega-3-yag asidi ve 400 IU E Vitamini alimi, Parkinson hastaligi derecelendirmesinde,
toplam antioksidan kapasitesinde ve glutatyon konsantrasyonunda bir iyilesmeye yol
acmistir (123). Huntington hastaligi veya amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi diger
norodejeneratif bozukluklar i¢in E Vitamininin arastirildigi az sayida calisma vardir.
Glutamat kapili iyon kanallarinin asir1 aktivasyonunun ardindan oksidatif stres yoluyla
hiicre 6liimiiniin Huntington hastalig1 patogenezinin nedeni olduguna dair kanitlar vardir
(124). Bu nedenle, a-Tokoferoller’in antioksidan o6zellikleri Huntington hastalar: i¢in

faydali olabilir.
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Tablo 3. E Vitamini tiirevlerinin bazi biyolojik 6zellikleri (125)

E Vitamini Biyolojik Ozelligi

Tokoferoller Antioksidasyon
Kolesterol diisiiriicii
a-Tokoferol Anti-enflamasyon
v- Tokoferol Anti-enflamasyon
Anti-neoplastik

3- Tokoferol Anti-neoplastik

Tokotrienoller Antioksidasyon
Kolesterol diisiiriicii
Anti-enflamasyon

Anti-neoplastik

a-Tokotrienol Immiinostimiilan
Nérokoruyucu
B-Tokotrienol Norokoruyucu
y-Tokotrienol Norokoruyucu
3-Tokotrienol Immiinostimiilan

2.6.  Miyelin, Miyelinizasyon, Demiyelinizasyon ve Multiple Skleroz

2.6.1. Miyelinin bilesimi ve yapisi

Miyelin, Merkezi Sinir Sisteminde (MSS) oligodendrositler tarafindan iiretilen bir
membran kiliftir. Aksonu gevreler ve impulslarin iletilmesine saglar (126). Ayrica
miyelin kilifi aksonu korur ve i¢ ortam dengesini korumaya yardimet olur (127). Miyelini
yalitan sinir liflerinin kaybi1 olarak ifade edilen demiyelinizasyon, iletimi bozar ve
aksonun hayatta kalmasini tehlikeye atar (128). Multipl skleroz (MS) ve néromiyelitis
optika tipik demiyelinizan hastaliklardir. Remiyelinizasyonda, yeni miyelin kiliflart
olusturmak i¢in, oligodendrosit onci hiicrelerin (OPC'ler) ¢ogalmasi, lezyonlara
tasinmas1 ve oligodendrositlere farklilasmasi gerekir (129). Ancak bu hastaliklar
ilerledik¢e remiyelinizasyon siireci genellikle basarisiz olur. Bu nedenle, miyelin

rejenerasyonunu kolaylastirmak i¢in yeni yontemlerin bulunmasi gerekmektedir.
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Miyelinizasyon, lipid ve protein’lerin bilesiminden olusan oligodendrosit
hiicreleri ile miyelin kilifinin olusturuldugu temel bir MSS gelisim siirecidir. Aksonlar1
cevreleyen ¢ok katmanlt MSS miyelin membran kiliflari, yiik, lipid igerigi, hidrofiliklige
ve bagil molekiiler agirliga gore dagilim gosteren lipidler ve proteinlerden olusur (130).
Miyelini diger biyolojik membranlardan ayiran biyokimyasal 6zelliklerden biri, yiiksek
lipid/protein oranidir. Lipidler, miyeline 6zgli membran proteinleri ile bir araya gelir.
Bunlardan en c¢ok olanlar1 intrinsik (integral) membran proteinleri olan miyelin
proteolipid protein (PLP) ve ekstrinsik (periferal) olan miyelin basic proteindir (MBP).
En az olanlar1 ise miyelin-iligkili glikoprotein (MAG), miyelin oligodendrosit
glikoprotein (MOG) ve 2'3'-siklik-niikleotit 3'-fosfodiesterazdir (CNP). MSS miyelini, ii¢
ana lipid sinifi olan kolesterol, glikosfingolipidler (galaktosilseramidlerin (GalCer) ve
glukozilseramidlerin (GlcCer) tiirevleri) ve fosfolipidlerden (PL) olusur. Bu miyelin lipid

smiflarmin 2:1:2'lik sabit molar orana sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir (131).

Ana miyelin lipidleri kolesterol ve fosfatidiletanolamindir. Fosfatidiletanolaminin
cogu, bir alifatik uzun zincirli alkenileter ile degistirilen gliserol 2'-OH yag asidi iceren
plazmalojenlerdir. Fosfatidilkolin (lesitin) ©Onemli bir miyelin bilesenidir ve
sfingomiyelin daha az bulunmaktadir. Sfingomiyelin ve kolesterol, sinyal iletimi gibi
onemli islevlerin bolgeleri olan “lipid raftlari” (132) olarak adlandirilan zar alanlarini
olusturur. MSS lipid bilesimi, MS’de birincil lipid defektini anlayabilmek i¢in yogun bir
sekilde incelenmistir (133). Bununla birlikte, MS'de anti-lipid antikorlarinin tespiti odak
noktast olmustur (134).

2.6.2. Oligodendrosit Progenitor Hiicreleri (OPC) ve Gelismekte Olan
Oligodendrositler

OPC ve Embriyonik Gelisim sirasinda Oligodendrositler

Oligodendrositler, mikroglia ve astroglia disinda merkezi sinir sistemindeki
baglica glial hiicre tiirlerinden biridir. Oligodendrositler ilk olarak 19. ylizyilda
tanimlanmistir. Noronlar o donemde iyi karakterize edilmisken, “néroglia” adi verilen
cok sayida bilinmeyen hiicre tiirii ilgi odag1 haline gelmisti. Beynin ince yapisini analiz
eden Virchow, hiicreler sinirler arasinda goriindiigii icin "Nervenkitt" (Almanca: sinir
tutkal1) terimini kullanima soktu. Noronlardan farkli olarak, bu hiicreler aksonlari
biiyiitemediler ve dogum sonras1 bile ¢ogalabildiler. Baglangigta bag dokusu disinda bir
role sahip olduklar1 diisiiniilmiiyordu. Pio del Rio-Hortega, giimiis karbonat da dahil
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olmak iizere daha gelismis boyama tekniklerini kullanarak noérogliayr mikroglia ve dort

tip oligodendroglia seklinde farklilagtirmigtir (135).

Glial popiilasyonlar arasinda, bipolar hiicrelerin yiiksek oranda proliferatif ve go¢
etme egilimli oldugu goriiliirken, filamentdz miyelin iireten glia esas olarak beyaz
maddede bulunmustur ve daha sonra oligodendrosit progenitér hiicre (OPC) olarak
adlandirilan ve miistakil, farklilasmis hiicre tipi olan bipolar oncii hiicre tipi olan

oligodendrositi diisiindiirmistiir (136).

MSS’de néronlarin kokeni iyi karakterize edilmistir, ancak oligodendrositlerin ve
mikroglialarin kokeni hakkinda bilgiler olduk¢a sinirlidir (137,138). Mikroglia, yolk
kesesinden olusurken (139), oligodendrositler, anterior omurilikte radyal glial hiicreler,
ventral ventrikiiler bolge ve dorsal omurilikten olmak iizere beyinin gesitli kokenlerinden
gelismektedir (140-143). Embriyonik gelisim sirasinda noral tiipte ortaya ¢ikan noral
progenitor hiicreler (NPC), oligodendrositler, astrositler ve noronlar i¢in ortak onciilerdir

(144,145).

Sigan OPC'si ilk olarak E14 civarinda (141), insan OPC'si E45'te ortaya ¢ikmustir
ve buda 6.5 gebelik haftasina denk gelmektedir (146). Tiirler arasinda, birkag OPC
olusum dalgas1 tanimlanmistir. On beyindeki OPC olusumu ilk dalgayi, ardindan dorsal
ventrikiiler bolgede daha kiigiik bir ikinci dalga ve bunu tigiincii olarak korteksten temel
alan postnatal dalga izler (147). Omurilikte ventral kaynakli OPC'yi, toplam OPC'nin
%20'sini olusturan (143,148) dorsal kokenli OPC dalgasi izler (148,149).

Bu dalgalar daha sonra astrositler ve aksonlar tarafindan saglanan bazi faktorler
icin rekabet eden progenitdr hiicrelerin asiri {iretimine yol agar (147,150-152). Ilk
kortikal dalgadaki ¢ogu OPC'nin 61diigii tespit edilmistir (147,150). Ancak Orduz ve ark.,
birinci dalga kortikal OPC'nin bir alt popiilasyonunun hayatta kaldig1 ve g¢esitli
fonksiyonlara sahip oldugunu gostermistir (153).

Normal yetiskin MSS'de, ¢ogalan hiicrelerin cogu oligodendroglial soy kdkenlidir
ve olgun oligodendrositler iiretmektedirler fakat, noéronlarin eriskinlik donemide

cogalabildigine dair ¢ok az kanit bulunmaktadir (154,155).

Son zamanlarda, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi siki bir sekilde

diizenlenmis epigenetik mekanizmalar, farkli gelisim asamalarinda ve miyelin
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rejenerasyonunda belirgin olan OPC farklilasmasinin diizenlenmesinde kesfedilmistir
(156).

Yakin zamanlarda, aktive edilmis noronlarin OPC'nin olusumu, ¢ogalmasi ve

oligodendrositlerin miyeline déniismesinde rol oynadigi gosterilmistir (157—159).
MSS’de OPC ve Oligodendrositlerin Dagilimi

Toplam glial hiicrelerin yalnizca %5-8't OPC'dir ve bu hiicreler gri maddede
nispeten daha az bulunmakla birlikte (160) beyaz ve gri maddede esit olarak dagilmustir.
OPC konumlar1 beyaz madde ve gri madde arasinda davranigsal farkliliklara sebep
olmaktadir. Organotipik beyin dilimlerindeki beyaz madde NG2+ OPC’ler, PDGF-A'ya
daha fazla proliferatif yanit verirken, gri madde OPC’ler, PDGF-A'ya daha az duyarlidir.
Ayrica morfolojik ve genetik olarak gri madde OPC’ler, beyaz madde OPC'den daha az
olgunlagmist1 (161,162). Beyaz madde OPC’ler, GM OPC'den daha fazla miyelinlestirici
oligodendrositlere farklilagir. Dimou ve ark. tarafindan gosterildigi gibi kalan hiicrelerin
birgogu NG2+ oOnciileridir ve bu da yetiskinlik doneminde potansiyel bir OPC yedek
havuzu oldugunu disindirmektedir (163,164). Yetiskin MSS'de, OPC'den
oligodendrosit olusumu yavaslar ve beyaz madde OPC, korteksteki %5'e karsi murin
korpus kallozumdaki toplam farklilasmis ve miyelin yapan oligodendrositlerin yaklasik
%20'sini olusturur (165). Bununla birlikte, kortikal gri madde oligodendroglial kdken
hiicrelerinin %20'si farklilasmig CNP+ NG2- oligodendrositlerdir, ancak bu hiicreler
miyelinlesmezler (165). Son zamanlarda, Hughes ve ark. kortikal NG2 + hiicrelerinin
oldukga dinamik oldugunu, popiilasyonlarini proliferasyon, farklilagsma ve kendi kendini

itme (self repulsiyon) ile dengeleyerek homeostazi korudugunu gostermislerdir (166).

Aksonal miyelinlesmenin meydana gelmesi i¢in, OPC’lerin kendi koken
konumlarindan, MSS'nin gelismekte olan beyaz madde yollarina go¢ etmesi
gerekmektedir (167). Bu uzamsal mesafenin istesinden gelmek i¢in OPC’ler, WNT
sinyal yolagina bagli olan MSS i¢indeki kan dolasimi boyunca sigrama veya siiriinme
modunda go¢ etmektedir (168,169). Sonraki yogun proliferasyon ozellikle beyaz
maddede gerceklesir ve buda beyin ve omurilikte bol miktarda progenitér havuzu

olugsmasina sebep olmaktadir (170).
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OPC ve Oligodendrositlerin Gelisimsel Belirtecleri

Yeni dogmus OPC’ler, en bol miyelin proteini olan proteolipid proteininin (PLP)
bir izoformu olan DM-20 mRNA'nin ekspresyonu ile karakterizedir (140).
Oligodendroglial hiicre kokenini belirleyen ve gelisim asamasini yansitan ¢ok sayida
belirteg bulunmaktadir ve en belirgin olanlar1 Sekil 7'de 6zetlenmistir. Oligodendroglial
kokene baglandiktan sonra, hiicre yiizey antijenleri A2B5 gibi spesifik antikorlar
tarafindan taninabilir (171). In vitro, A2B5 pozitif hiicreler hem oligodendrositlere hem
de astrositlere farklilasabilir ve bu nedenle oligodendrosit-tip-2 astrosit (O-2A)
progenitdr hiicreler olarak adlandirilir (172). O-2A progenitor hiicreleri, spesifik ¢cevresel
isaretler astrositlere farklilasmay1 yonlendirmedikge, temel olarak oligodendrositlere
farklilagir (173).

A2B5
PDGFR-a
NG2
PLP
04
01
CNPase
GalC
MBP
MAG
MOG

Sekil 7. NPC’den, miyelinlestirici OL’ye kadar farkli gelisim asamalarina 6zgii
oligodendroglial belirteglerinin sematik gosterimi (174)

NPC: Noronal progenitor hiicre, OL: Oligodendrosit, OPC: Oligodendrosit progenitor

hiicre

OPC’ler igin en iyi karakterize edilen belirte¢ hem astrositler hem de noéronlar
tarafindan tiretilen en giiclii OPC mitojeni ve sagkalim faktorii ve PDGF-A reseptor olan
PDGFR-o'dir (175-178). Sonug olarak, 6rnegin gelisim sirasinda bu biiyiime faktoriiniin
asir1 ifadesi, OPC sayilarinda artisa yol agmaktadir (178).
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Pre-oligodendrositler, bir hedef aksonla etkilesime girer, boylece cift
kutuplulugunu kaybeder ve lifsi miyelin gelisimi baglar. Bu farklilagsma agsamasinda pre-
oligodendrositler, miyelinle iliskili ii¢ ana belirteg ile karakterizedir. Bunlar; 2°, 3’-siklik-
niikleotid 3’-fosfodiesteraz (CNPaz) ve hiicre yiizeyi belirtegleri O4 ve O1 (179,180).
CNPaz'in, farkli sekilde eksprese olan iki farkli izoformu vardir: oligodendrosit onciilleri
yalnizca daha biiyiik izoformu ekspres ediyorken, miyelinlestirici oligodendrositlerin her
iki izoformu da eksprese ettigi gosterilmistir (181). O4 zaten eski progenitorlerde
eksprese edilirken, O1 miyelinasyon oncesi oligodendrositler i¢in ayiricidir (182) (Sekil

7).

Olgun, farklilagsmis oligodendrositler, miyelin ve miyelin proteinlerinin yapimu ile
karakterize edilir ve bu olgunlasma agsamasini tanimlamak igin Olig2 gibi spesifik belirteg
ile kombinasyon halindedir (Sekil 7). Miyelin proteinleri, plazma membraninin
sitoplazmik yiizeyinde (183) eksprese edilen myelin basic protein’ini (MBP) (184,185),
transmembran proteini PLP'yi (140,186), myelin associated glycoprotein’i (MAG) (187),
membran belirteg galactocerebroside (GalC) (188) ve yiizey belirteg myelin-
oligodendrocyte glycoprotein’i (MOG) (184) kapsar. MBP ve MAG ilk olarak postnatal
5 ve 7. giinler arasinda murin MSS'den tiiretilmis oligodendrositlerde ortaya cikarken,
MOG bir ila iki giin sonra ortaya ¢ikar (189). ilging bir sekilde, PLP'nin son zamanlarda
murin Olig2+PDGFR-a+ hiicrelerinde eksprese edildigi tanimlanmistir, bu da onu OPC
i¢in erken bir belirte¢ haline getirmektedir (190).

Oligodendroglial koken boyunca genetik olarak iligkili, ancak fonksiyonel olarak
farkl iki transkripsiyon faktorii Oligl ve Olig2 mevcuttur (191,192). Olig2, NPC'nin
OPC'ye (193) doniismesi i¢in temeldir ve OPC'de remiyelinizasyonu destekleyebilecek
fonksiyon kazandirir (194). Oligl'in rolii daha az bilinmektedir. Oligl, murin beyin
gelisiminde OPC farklilasmas1 ve miyelinasyonda bir role sahiptir; ancak omurilik
OPC’leri, farklilagma ve miyelinasyon ic¢in Oligl'e daha az bagimlidir (195,196).
Bununla birlikte onarimda, Oligl eksikligi olan fareler, gecikmis oligodendrosit
farklilagsmasi ve demiyelinize MSS lezyonlarida bozulmus remiyelinasyonu gostermistir
(197). Tim oligodendroglial koken ile karakterize olan ve oligodendrosit gelisimine dahil
olan bir bagka transkripsiyon faktorii SOX10'dur (198). SOX10, erken gelisim sirasinda
NPC'den kaynakli oligodendroglial koken tanimlamasi ve OPC farklilasmasi igin
elzemdir (199-201). Transkripsiyon faktorii Nkx2.2 ise oligodendrosit farklilasmasinin

zamanlamasini destekler ve diizenler (202,203). Erken oligodendroglial koken hiicreleri
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i¢in bir belirteg, proteoglikan NG2'dir, ancak NG2" hiicreleri hem oligodendrositlere hem
de astrositlere farklilagabilir (204).

Diger Miyelin Ureten Hiicreler

Schwann hiicreleri, ndral krestten tiiretilen periferik sinir sistemindeki (PNS)
oligodendrosit dengi hiicrelerdir (205). Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri, aksonlar
icin destek ve yalitim saglamada ana islevleri paylasirlar. Bununla birlikte, Schwann
hiicreleri, oligodendrositlerin tersine ¢oklu aksonlar yerine tek aksonu miyelinleme
yapabilmektedir (206,207). Bu 6zellik, bir E3 ligaz bilesenine baglidir ve eksikligi, in
vivo olarak murin Schwann hiicrelerinde miyelinlesme potansiyelinin artmasina yol

acmaktadir (208).

Oligodendrositlerin yani sira Schwann hiicreleri, MSS ve PNS’de bolgeye
Ozgiidir ve motor ¢ikis noktalarinda bir glial bariyerin, oligodendrositlerin MSS'den
¢ikmasint engelledigi bulunmustur. Bu bariyeri olusturan hiicreler, miyelin iiretebilen
tiglincii hiicre tipi olarak tanimlanan motor ¢ikis noktasi (MEP) glia'dir (209,210). MEP
glia, hem oligodendrositler hem de Schwann hiicreleri ile ortak 6zellikleri paylasir;
OPC’ler de oldugu gibi, ventral noral tiipten tiiretilirler ve oligodendroglial kok hiicreleri
gibi Olig2'y1 eksprese ederler. MEP glia ayrica SOX10 ve WIF1 ekspresyonu ile
karakterizedir ve Olig2, Foxd3 ekspresyonu ile birlestirildiginde, bu popiilasyonu
tanimlar (210). Schwann hiicrelerine benzer sekilde, MEP glia, Foxd3'i eksprese eder ve
bu siirecin altinda yatan molekiiler mekanizma farkli olmasina ragmen, sadece bir aksonu
miyelinleme yapabilir. MEP glia, Schwann hiicreleri i¢in 6nemli bir miyelinasyon
baglaticist olan krox20'den yoksundur ve Schwann hiicrelerinin aksine gprl26
eksikliginden de etkilenmez. Dahasi, MEP glia secici olarak spinal motor kok aksonlarini

miyeline eder (209-211) ve OPC'nin perifere gogiinii 6nlemede rol oynadigi agiklanmistir
(211).

2.6.3. Aksonlarin Miyelinasyonu

Miyelin kilifi, Sekil 8’de gosterildigi gibi, sinir aksonlarinin etrafin1 esmerkezli
bir sekilde saran oligodendrosit ve Schwann hiicre plazma membraninin bir uzantisidir.
1717'de Leeuwenhoek, "sinircik" ve "yagl kisimlar" olarak muhtemelen miyelinin ilk

tanimini yapmigstir (212).
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Miyelinasyon Demiyelinasyon Remiyelinasyon
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Oligodendrosit Oligodendrosit
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Oligodendrosit

Sekil 8. Miyelinizasyondan remiyelinizasyona oligodendrositler (174)

O zamandan beri, histoloji ve optik tekniklerdeki teknik gelismeler, miyelin
kilifinin hem yapisinin hem de fonksiyonunun ayrintili olarak arastirilmasina olanak
saglamigtir (213). Ornegin, in vivo miyelinasyon ve remiyelinasyonun dinamik
stireglerinin yiiksek ¢oziintirlikli gortntiileme teknikleri, elektron mikroskobu ve
manyetik rezonans ile goriintiilenmesi, saglik ve hastalik durumlarinda oligodendrosit

biyolojisi anlayisimizin ilerlemesinde biiyiik 6l¢iide faydalar saglamistir (213).

Miyelinasyon, karmasik ve siki diizenlenmis bir siiregtir (214). Transgenik zebra
baliklarinda in vivo hizlandirilmig goriintiilleme, oligodendrositlerin son konumlarina
yerlesmeden once hareketlerini siirekli olarak aksonlara dogru uzattigini ve geri ¢ektigini
ortaya c¢ikarmistir (215). Oligodendrosit hareketleri ayni zamanda, miyelin
segmentlerinin esit aralikli diigiimlerle esit aralikli olmasini saglamak icin komsu
hiicreleri de algilamay1 saglar (216). Olgun bir oligodendrosit bir aksonla birlestiginde,
oligodendrosit plazma membran yapist hizla degisir. Oligodendrositin aksonlar1 sarip
kompakt bir miyelin kilifi olusturmak i¢in plazma membraniyla nasil etkilesimde
oldugunu ag¢iklamak i¢in ¢ok sayida hipotez one siiriilmiistiir (212). Bunlar; miyelinin ya
bir i¢ uzantisini akson etrafinda tekrar tekrar genislettigini (217) ya da alternatif olarak,
miyelin kilifinin "kruvasan benzeri" katmanlarmin onceden var olanlarin iizerinde
olustugunu 6ne siirmektedir (218). Yiiksek ¢Oziintirliiklii in vivo goriintiileme ve yiiksek
basinglt dondurma ile sabitlenmis optik sinir liflerinin 3D rekonstriiksiyonlarimi
birlestiren gelismis calismalar, dinamik miyelinasyon siirecinin gelismis diizeyde
gorsellestirilmesini kolaylastirdi (219). Bu ¢alismalar, miyelinasyonun, Geren ve Schmitt
(217) tarafindan 6nerilen orijinal mekanizma ile tutarl bir kesif olan, paranodal halkalari
olusturmak i¢in aksondan agag1 dogru plazma membrani uzamasi yoluyla ger¢eklestigini

ortaya ¢ikarmistir (219).
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Miyelinizasyon, ¢esitli molekiiler isaretler tarafindan yonetilerek diizenlenmis bir
stirectir. Sadece biiyiik ¢apli aksonlar miyelinlidir (220). Miyelinasyon, akson ¢apini
sadece akson etrafindaki ekstra miyelin kiliflar1 ile degil, aynm1 zamanda lokalize

norofilament birikimi ve fosforilasyon araciligiyla da arttirilir (221).

Miyelin kilifi  olusumu, Schwann hiicrelerinde noéregulin 1 (222) ve
oligodendrositlerde Ca?* aktivitesi (223) ve miyelinasyon i¢in aksonlar1 tanimlayabilen
noronal aktivite (158) gibi ¢esitli faktorler araciligiyla diizenlenir. Sasirtici bir sekilde,
noronal aktivite ayn1 zamanda OPC proliferasyonunu, farklilasmasini ve sag kalimi da

diizenler (159).

2.6.4. Miyelin Yikim

MS'de demiyelinizasyon, paranodal ve juxtaparanodal alanlarin diizensizligi ile
iligkilidir. Demiyelinli lezyonlarda, paranodal (paranodin ve contactin ile iligkili protein,
Caspr) ve juxtaparanodal (Kv kanallar1 ve Caspr2) proteinleri asindirilmis aksonlar
boyunca daginik sekilde yayilir ve agregatlar kaybolur (224,225). Erken baskalagsmalar,
Neurofascin (Nf)-155-pozitif paranodal yapilarin, juxtanodal Kv1.2 kanallar1 ile
ortlismesini igerir (226). Sonug olarak, nodal sodyum kanallari, juxtaparanodal potasyum
kanallarina dogrudan bitisik olur ve bu da aksiyon potansiyellerinin saltatory iletiminin
bozulmasimna yol agar (Sekil 9). Bu veriler paranodal baglanti noktalarinin,

demiyelinizasyonun ilk bdlgesi olabilecegini diisiindiirmektedir.

o000/
o000 A
Normal kogullar Aksonkaybi
)
Miyelin
yikimi
i~ b
e il i < — iletimin
e - = bozulmasi
. g Akson hasan
Na+ kanallarinin t
lateral gogu
v
p— Nav1 Nav1.2
. L ° o0
~oC oo 9o v o
PN hiicre iskeletinde degigiklikler
Bozulmus sinir lifi Nodal bilegenlerin difizyonu
Caz2+ girigi w

Sekil 9. Demiyelinizasyon siirecinin 6zellikleri (227)
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Aksonlar ve oligodendrositler arasindaki karsilikli iletisimin  Gnemi,
oligodendrosit kayb1 ve demiyelinizasyonun 6énemli bir akson dejenerasyonu ile iligkili
oldugu norolojik hastaliklarda belirgindir. Aksonal hasar ve baglant1 kaybi, problemin
ilerlemesinin agik¢a kritik Dbelirleyicileridir (228). Lenfositlerden veya ¢06ziiniir
inflamatuar mediatorlerden miyelinli aksonlara dogrudan immiinolojik saldiri, 'akut'

inflamatuar demiyelinizasyon ve akson kaybini a¢iklamaktadir.

2.6.5. Remiyelinizasyon Siireci

MS ve EAE (deneysel otoimmiin ensefalomiyelit)'de demiyelinizasyon ve
dejenerasyonun ardindan karsit etki olan remiyelinizasyon ve norojenez uyarilir ve
progenitor hiicreler hasar bolgelerine go¢ eder (229). Remiyelinizasyon, demiyeline
aksonlarin yeni miyelin kiliflart ile kaplandigi varsayilan bir sirectir (230).
Remiyelinizasyon sadece inaktif lezyonlarda bulunmaz, ayn1 zamanda devam eden
demiyelinizan aktiviteye sahip lezyonlarda da goézlenmektedir (231,232). Bununla
birlikte, onarim siireci 6zellikle erken hastalik evresine karakterizedir (233). Belirgin
remiyelinizasyon, MS'nin erken evrelerinde sik¢a rapor edilmemesine ragmen (234) bazi
arastirmacilar  tarafindan  gosterilmistir  (232). Hatta remiyelinizasyon, aktif
demiyelinizasyondan sonra bir veya iki ay i¢inde baslayabilir (232). Bunun aksine, geg
evre MS'de remiyelinizasyon seyrek goriiniir ve inaktif lezyonlarin sinirlariyla kisithidir
(234). MS'nin ge¢ evresinde, remiyelinizasyon siirecinde oligodendrosit yogunlugu
sinirlidir. Bu durum oligodendrositlerin bozulmus sagkalim, proliferasyon ve/veya
go¢iiniin bir tirlinii olarak gériinmektedir. Bu nedenle, miyelin onarimi olarak adlandirilan
remiyelinizasyon, MS'deki akut inflamatuar lezyonlarda meydana gelir. Yeni miyelin
kilifi, hem hasar veren inflamatuar molekiillere karsi koruyucu bir fiziksel bariyer gérevi
gorebilir (235) hem de aksona trofik destegi geri kazandirabilir (236).

2.6.6. Multiple Sclerosis

Multipl skleroz (MS), tiim yas gruplarinda ortaya ¢ikan, ancak ¢ogunlukla geng
erigkinlikte ortaya ¢ikan, etiyolojisi bilinmeyen kronik inflamatuar bir hastaliktir (237).
Insan MSS miyelinini etkileyen en sik goriilen hastaliktir. Hastalar baslangigta optik
norite bagli gérme bozukluklar1 veya duyusal ve motor semptomlarla bagvurabilirler
(238). Beyin manyetik rezonans goriintiilemesinde (MRI), mekan ve zamanda yayilan,
siklikla ventrikiillere bitisik veya jukstakortikal olarak yerlestirilmis sinirl hiperintens
lezyonlar hastaligin karakteristigidir. Gadolinyum kontrast artis1, siklikla aktif bagisiklik

hiicresi alimiyla iligkilendirilen kan-beyin bariyerinin bozulmasina igaret eder (239).
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Semptomlar baglangigta oldukea iyi diizelir (tekrarlayan-diizelen MS), ancak hastalarin
~%70'inde, 10-15 yillik hastalik siiresinden sonra niikslerden bagimsiz olarak engellilik
artma egilimindedir (ikincil ilerleyici MS). Primer ilerleyici MS hastalari tipik olarak,
hastaligin baslangicindan itibaren ve niikslerden bagimsiz olarak, c¢ogunlukla alt

ekstremite fonksiyonu olmak {izere klinik engellilikte sinsi bir kotiilesme yasarlar (240).

MS kadinlarda 2,3 kat daha siktir ve kuzey enlem bolgesinde ve Kuzey Avrupa
kokenli poptilasyonlarda daha yiiksek bir insidansa sahiptir (241). Hastalik duyarliligi,
HLA lokusu ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir vee HLA-DRB1*15 gen lokusundaki
homozigotluk, hastaligin gelismesi i¢in 7'lik bir olasilik orani (odds ratio) verir. Ek
olarak, ¢ok sayida yaygin varyant hastaliga yatkinliga katkida bulunur ve son yillarda
yapilan ¢ok sayida genom capinda iligkilendirme ¢aligmasi 200'den fazla risk lokusu
tanimlamistir (242). Daha yiiksek hastalik riski, hem adaptif hem de dogal bagisiklik,
sitotoksik ve diizenleyici T hiicresi ve ozellikle IL2RA, IL7RA ve TNFRSFI1A gibi
mikroglia fonksiyonunu diizenleyen genlerdeki polimorfizmlerle iligkilidir (243).
Bununla birlikte, monozigotik ikizlerin uyum orani sadece %20-30'dur ve bu, ¢evresel
faktorlerin MS duyarliligmma 6nemli bir katkisini gosterir. Epstein-Barr virlisii ile
enfeksiyon ve ozellikle enfeksiydz monontikleoz dykiisii, diisiik D vitamini seviyeleri,
cocukluk cag1 obezitesi ve sigara kullanimi, hastaliga yakalanma olasiliginin artmasiyla
iliskilendirilmistir (244). Bati iilkelerinde bilinmeyen nedenlerle 6zellikle kadinlarda

hastalik insidansi artmaktadir (245).

2.6.7. MS’de Miyelin Patolojisi

MS lezyonunun gelisimi siklikla aylar ve yillara dayanir ve tipik bir hiicresel

olaylar dizisinden olusur (Sekil 10).

Otopside, kronik MS hastalarindan alinan beyin dokusu en belirgin sekilde lateral
ventrikiillerin ¢evresinde ve derin hemisferik beyaz maddede, serebellar pedinkiillerde,
beyin sap1 veya omurilikte ¢iplak gézle goriilebilen grimsi, belirgin sinirli lezyonlarla
karakterizedir. Miyelin i¢in Luxol fast blue (LFB) gibi boyalarla boyanmis histolojik
kesitler, demiyelinizan lezyonlari, kalinti miyelin kiliflar1 varsa ¢ok az tanimlar. Bu
kronik inaktif demiyelinize MS lezyonlarinin i¢inde ve kenarinda miyelin fagositozuna
dair higbir kanit saptanmamistir. Olgun oligodendrositlerde, mikrogliada ve siklikla
oligodendrosit 6ncii hiicrelerinde énemli bir azalma niteligi tasimaktadir (243). Adaptif

veya dogustan gelen immiin aktivasyon belirtileri seyrektir veya yoktur (246). Aksonal
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azalma degiskendir ancak %80'e kadar 6nemli seviyelere ulagabilir (247). Daha az yogun
miyelin boyali alanlar siklikla kronik demiyelinizan lezyonlarin siniria eslik eder ve
elektron mikroskopisi ile kanitlanan remiyelinli lezyon alanlarin1 gosterir (248). Kronik
inaktif demiyelinli lezyonlar, miyelin yikimi ve inflamasyon olmaksizin lezyon

olusumunun son agsamasini temsil eder.

Pre-fagositik lezyon Aktif demiyeline Kronik aktif lezyon Siddetli lezyon inaktif lezyon

E Oligodendrosit Aktive mikroglia Makrofajlar . e Miyelin (debriz) Demiyeline alan

Sekil 10. Multipl skleroz fokal lezyon patolojisi (243)

2.6.8. MS Biyokimyasi

MS'de demiyelinizasyonun biyokimyas: ayrintili olarak gdézden gegirilmistir
(249). Etkilenen MS beyaz madde alanlari, miyelin bilesenlerinde beklenen azalmay1 ve
kolesterol esterlerinin gogalmasini sergiler. Ornegin, makroskopik olarak normal goriinen
beyaz madde, dis periplak, i¢ periplak ve plak homojenatlarinin poliakrilamid jel
elektroforezi, hem kronik hem de akut durumda MBP ve PLP'nin beklenen diisiisiinii
gosterir (Sekil 11). Kronik plagin merkezinde bu miyelin proteinlerinin fiilen yoklugu ve
astrogliosisin gostergesi olan bir glial fibril asidik protein (GFAP) birikimi vardir (Sekil
11B). Daha akut bir lezyondan gelen bir plak, bir miktar MBP ve PLP'nin varliginin
gosterdigi gibi tamamen demiyelinize degildir ve GFAP birikimi yoktur (Sekil 11C).
Daha akut plak, kan-beyin bariyerinin yikilmasinin bir sonucu olarak albiimin igerir. Bir
dizi biyokimyasal ¢alisma, MS beyninin makroskopik olarak normal goriinen beyaz
maddesinin bazi bolgelerinde bile, miyelin bilesenlerinin, saglikli beyaz maddeye kiyasla
onemli dl¢iide azaldigin1 gostermistir ve bu, biiylik olasilikla, etkilenen beyindeki mikro

lezyonlarin varhigi ile agiklanmaktadir (250).
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Sekil 11. Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii (250)

Total proteinler SDS (sodyum dodesil siilfat) ile ¢6ziindiiriildii ve boyutlarina gore poliakrilamid
jel sistemi tizerinde yiiriitiildii. Elektroforezden sonra proteinler Coomassie Brillant Blue boya ile boyandi.
(A) Molekiiler kiitlelerine (kDa) gore etiketlenmis standartlar. S=standards, WM= White matter. (B) Kronik
MS plak bolgesinden 6rnekler. (C) Akut MS plak bolgesinden drnekler. ALB, serum albiimini; GFAP, glial
fibril asidik protein; IPP, i¢ periplak; MBP, miyelin basic proteini; NAWM, plak yakininda makroskopik
olarak normal gériinen beyaz madde; OPP, dis periplak; P, plak merkezi; PLP, proteolipid proteini.

MS biyokimyasini igeren son arastirmalar, akut lezyonlardaki ve kronik olarak
demiyelinizan aksondaki hasarin molekiiler mekanizmalarina odaklanmigtir (251). Akut
lezyonlardaki inflamatuar mikrogevre, proteolitik enzimler, sitokinler, oksidatif iirlinler
ve serbest radikaller gibi hiicrelere dogrudan zarar verebilen gesitli maddeler igerir.
Inflamatuar mikrogevrede bulunan diger maddeler, sonugta yaralanmaya neden olan veya
hasar veya onarimla ilgili hiicrelerin gocilinii etkileyen sinyal iletim olaylarin
indiikleyebilir. Kronik lezyonlarda ndrodejenerasyon mekanizmasinin, aksonal enerji
talebi ile sinirl enerji arz1 arasindaki bir dengesizligi temsil ettigi one stirlilmistiir (252).
Miyelinsiz aksonlarda sinir iletimi, miyelinli aksonlardan daha fazla ATP gerektirir. MS
beyinlerindeki bir analiz, niikleer kodlanmis mitokondriyal genlerin ekspresyonunun
lezyon olmayan kortekste azaldigini, bu da MS beyninde bozulmus mitokondriyal enerji
iiretimi anlamina geldigini gosterdi. Aksonlarda bozulmus ATP iiretimi, aksonlara zarar
verebilen aksoplazmik Ca?* birikimi ve Ca?* bagimli proteolitik enzimlerin aktivasyonu

dahil olmak iizere degisen iyonik gradyanlara neden olabilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvani Temini

Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden
agirhig: ortalama 200-250 g olan 12 haftalik 40 adet gebe disi Sprague Dawley rat, indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 2019/A-33 protokol no’lu

izni ile temin edilmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Calisma Protokolii

Gruplar arasi (Kontrol, Akrilamid, E-vitamini, Akrilamid + E-vitamini) farklilik
icin %95 giiven diizeyinde (0=0.05) ve %80’lik giic ile (f=0.20) karsilastirilmasi i¢in etki
biiytikligi 0.52 olarak degerlendirildiginde her bir grup i¢in minimum dahil edilmesi
gereken rat sayisinin Orneklem biiyikliigli 8 olarak belirlenmistir. AKR’nin toksik
ozelliginden dolay1 AKR uygulanan gruplarda kayip yasanma ihtimali bulunmaktadir. Bu
gruplarda grup basina olmasi gereken 6rneklem biiyiikliigliniin altina diismemesi i¢in rat

sayist 12 olarak belirlenmistir. Calismaya ait gruplar Sekil 12°de 6zetlenmistir.

GEBE RAT
|_n=40 |

I I 1 1

Akrilamid + E

Kontrol Akrilamid E Vitamini . . .
Vitamini

n=8 n=12 n=8 n=12

LFetﬁs | LDoéum | LFetus I LDoéum | L Fetlis | LDoéum I LFetﬁs | LDogum |
= Sl | n=4_ | n=4 | n=4 | n=4 | n=4i | n=4 | n=4 |

Laktasyon . Laktasyon Laktasyon Laktasyon
Kontrol Igme Suyunda s Akrilamid + E
ontre Akrilamid E Vitamini Vitamini

Yavru Ratlar .Yavru Rtdur Yavru Ratlar Yars Retiar
Igme Suyunda Akrilamid + E
Kontrol Akrilamid E Vitamini Vitamini

42 sl —[—..

Sekil 12. Deney hayvani aragtirma gruplari
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Arastirmaya dahil edilen disi ratlar, her 2 disiye bir tane erkek olacak sekilde tekli
kafeslere alindi. Ertesi giin’e kadar ayni kafeste bulunan ratlardan erkek ratlar kafeslerden
uzaklastirildi. Bir siire i¢in erkek siganlarla birlikte barindirilan disi sicanlardan vajinal
smearlar alindi. Vajinal smear i¢in ratin karn1 yukar1 ve bas asagi olacak sekilde 0,5 ml
salin soliisyonu vajinaya yavasca enjekte edildi. Vajinal salgilarin ve spermlerin pipete
alinmasi saglandi. Pipet i¢indeki birka¢ damla sivi bir lam {izerine yerlestirildi ve
mikroskop altinda incelendi. Mikroskobik incelemede sperm tespit edilmesi durumunda
ratlar yarim giinlik gebe olarak kabul edildi. Gebe ratlar deney hayvani iiretim
merkezinde uygun kosullarda (12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta, stirekli havalandirmali
odalarda) muhafaza edildi. Ratlar ¢aligma boyunca ad libitum beslendiler.

Arastirmaya dahil edilen gebe ratlar ve normal dogum sonrasi siitten kesilme

sonrasi erkek ve disi yavrulari rastgele segilerek asagidaki sekilde gruplara ayrildilar.

Kontrol grubu: Bu gruptaki gebe ratlar gebelik ve laktasyon siiresince normal
yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Gebe ratlar normal yolla dogum yaptiktan sonra
laktasyon siiresi sonunda (postnatal 21. giin) disi ve erkek olacak sekilde ayrilarak her bir
kafeste 4-5 rat bulunacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve arastirma siiresince normal

yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeye devam edildi.

Akrilamid grubu: Bu gruptaki gebe ratlara gebeligin 0-20.giinlerinde 100 ppm
konsantrasyonda i¢gme suyu ile AKR uygulandi. Gebe ratlara normal dogum sonrasi
laktasyon siiresince igme suyunda 100 ppm konsantrasyonda AKR uygulanmaya devam
edildi. Laktasyon siiresi sonunda (postnatal 21. giin) disi ve erkek olacak sekilde ayrilarak
her bir kafeste 4-5 rat bulunacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve postnatal 9. haftaya

kadar igme suyunda 100 ppm AKR verilmeye devam edildi.

E Vitamini grubu: Bu gruptaki gebe ratlara gebeligin 0-20. giinlerinde 300 ppm
konsantrasyonda igme suyu i¢inde E vitamini uygulandi. Gebe ratlara normal dogum
sonrasi laktasyon siiresince 300 ppm su i¢inde E Vitamini uygulanmaya devam edildi.
Yavrular laktasyon siiresi sonunda (postnatal 21. giin) disi ve erkek olacak sekilde
ayrilarak her bir kafeste 4-5 rat bulunacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve postnatal

9. haftaya kadar 300 ppm E vitamini igme suyu ile uygulanmaya devam edildi.

Akrilamid + E vitamini grubu: Bu gruptaki gebe ratlara, gebeligin 0-20.
giinlerinde 100 ppm konsantrasyonda AKR ve 300 ppm E vitamini igme suyu ile

uygulandi. Gebe ratlara normal dogum sonrasi laktasyon siiresince 100 ppm AKR ve 300
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ppm E Vitamini igme suyu ile uygulanmaya devam edildi. Laktasyon siiresi sonunda
(postnatal 21. giin) disi ve erkek olacak sekilde ayrilarak her bir kafeste 4-5 rat bulunacak
sekilde ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve postnatal 9. haftaya kadar 100 ppm AKR ve 300 ppm

E Vitamini igme suyu ile verilmeye devam edildi.

Her bir gruptaki gebe ratlarin yarisi normal yol ile fetuslarin1 dogurdu ve dogan
yavrular siitten kesilme siiresi sonuna kadar (21. giine kadar) annelerinin yaninda
birakildi. Gebe ratlarin diger yarisi ise, dogum yapmalar1 beklenen giinden 1 giin 6nce
yiiksek doz anestezi altinda sezeryan ile fetuslar1 alindi. Normal dogum yapan anne ratlar,
postnatal laktasyon siiresi sonunda (21. giin sonu) disi ve erkek olacak sekilde ayrilarak
ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve postanal 9. haftaya kadar ad libitum beslendiler. Tiim

arastirma boyunca ratlara yapilacak uygulamalarin 6zeti Sekil 13’te verilmistir.

Uygulama: Akrilamid ve/veya a-Tocopherol

Sezeryan ile fetiis’iin
alinmasi

Gebe rat

Gestasyonel maruz birakma Laktasyonel maruz birakma

Siitten kesme

20 giin ! 21 giin

Siitten kesme sonrasi

| maruz birakma |

9 hafta

Sekil 13. Calisma dizayni

3.3.  Akrilamid ve E Vitamini Uygulama Y 6ntemi

Gebelik ve laktasyon siiresince annelere ve laktasyondan dogum sonrast 9.
haftanin sonuna kadar yavrulara giinde 100 ppm konsantrasyonda AKR (Acrylamide;
Sigma) ve 300 ppm konsantrasyonda E vitamini (DL-a-Tocopherol acetate, MP
Biomedicals) i¢me suyu icerisinde coziilerek uygulandi. Once AKR daha sonrada E
Vitamini igme suyunda ¢oziildii ve AKR+E vitamini ¢dzeltisi hazirlandi. Bu iki maddenin
coOzelti i¢inde birbiriyle etkilesime ugrayip ugramadigi, ¢ézeltide meydana gelebilecek
bulaniklik, ¢cokelti, renk degisimi gibi faktorler gozlemlenerek kontrol edilmistir. 24 saat
stireyle aralikli olarak yapilan kontrollerde ¢6zeltide herhangi bir degisiklik meydan

gelmemistir.
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3.4. CRL Mesafesi, Fetus ve Beyin Agirliklarinin Ol¢iimii

Sezeryan ile alinan fetuslar igin fetal gelisimi belirleyebilmek igin, gebe ratlardan
sezeryan ile alinan fetuslarin agirligi ve fetuslara ait CRL mesafesi (tepe-oturma noktasi
uzunlugu) Ol¢lilmiistiir. Normal dogum sonrasi disi ve erkek olarak ayrilan yavru

ratlardan alinan total beyinlerin agirliklarinin 6l¢iimii yapilmaistir.

3.5. Rat Canh Agirliklari, Su ve Yem Tiiketimlerinin Takibi

Deney hayvani calismasi siiresince belirtilen yontem ve dozlarda uygulama

yapilirken,

1- Ratlarin haftalik olarak agirlik takibi yapilmistir.

2- AKR ve Kontrol gruplarina ait kafes sular1 haftalik olarak degistirilmis olup
takibi yapilmistir.

3- E Vitamini ve AKR + E Vitamini gruplarina ait kafes sulari ise haftada 3 kez
(Pazartesi, Carsamba ve Cuma) olacak sekilde yenilenmis ve takibi
yapilmustir.

4- Ratlarin yem tiiketimleri ise her kafes i¢in haftalik olarak takip edilmistir.

3.6. Water Maze testi

Biligsel fonksiyonlarin arastirilmasi i¢in Morris Water Maze Testi uygulandi. Test,
Inonii Universitesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik arastirma laboratuvarinda Water Maze testi
icin ayrilmis 6zel alanda gerceklestirilmistir. Morris’in bu testi; sicanlarda ve farelerde
en yaygin olarak kullanilan 6grenme ve hafiza testidir. Testte kullanilan tank 120 cm
capinda, galvanizli ve 50 cm yiiksekliginde yuvarlak bir tanktir. Deneyde 25 cm'ye kadar
tank su ile dolduruldu, cap1 10 cm olan platform, su yiizeyinin 2 cm altina konuldu ve
gorlisli engellemek i¢in suya boya atilmistir. Su sicakligr sabit tutulmustur (24 + 2 °C).
Sicanlarin bulunduklar1 yerin uzamsal konumunu algilayabilmeleri i¢in tankin digina
gorsel isaretler yerlestirildi. Platform, tankin dortte birlik bir kisminin ortasina
birakilmigtir. Siganlar her seferinde ¢eyreklik bolgelerden birinden birakilir ve yiizerken
platformu bulmasi i¢in 90 saniye siire ile suda tutulur. Bu her ¢eyreklikten yilizdiirme
islemi 4 giin boyunca her rat i¢in uygulandi ve ratlarin 6grenme kapasitesi kaydedildi.
Bellek pekistirmeyi test etmek i¢in, 4 gilinliik 6grenme testlerinden sonra probe testi
uygulandi. Bu testte platform tanktan ¢ikarilir ve ratlarin yiizmesi saglanir. Ratlar, daha
once platformu bulduklar1 ¢eyreklik boliimde daha fazla zaman gegirirler. Boylece

platformu bulma yetenekleri bilissel olarak kaydedilmis olur.
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3.7 Numunelerin Alinmasi, Tartilmasi ve Analizlere Hazirhk Islemleri

Postnatal 9. haftanin bitiminde erkek ve disi yavru ratlara yiiksek dozda ksilazin-
ketamin (15 mg ksilazin - 120 mg ketamin) enjeksiyonu sonrasi tiim yavru ratlar dekapite
edilerek beyin dokulari diseke edildi. Tiim gruplardaki ratlardan alinan beyin dokularinin
agirliklar tartildi. RT-PCR analizleri igin, aseptik sartlara dikkat ederek beyin 6rnekleri
alind1 ve RNA saklama (RNA later) ¢6zeltisinde muhafaza edildi. Western blot analizleri
i¢cin beyin dokusundan ayr1 6rnekler alinarak saklandi. Ayrica histopatolojik ve elektron
mikroskop analizleri i¢in de ayr1 ayr1 Ornekler alinarak ilgili ¢ozeltileri igerisinde
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalina teslim edildi. Elde edilen serum ve doku

ornekleri, analizleri daha sonra yapilmak iizere -80 °C’de saklandi.

3.8. mRNA Diizeylerinin qRT-PCR ile Analizi

RT-PCR analizleri, Inénii Universitesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik arastirma

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.8.1. Beyin Dokularindan RNA Saflastirilmasi

Dokulardan total RNA saflagtirnlmasinda QIAGEN firmasindan temin edilen
“RNeasy Mini Kit” (Lot no: 136261038 ve cat no: 74104) saflastirma kiti kullanildi. Total
RNA saflagtirllmasinin her asamasi, ilgili firmanin test protokiiline uygun sekilde
gerceklestirildi. Beyin dokularindan saflastirilan  total RNA’larin  safligt  ve
yikimlanmanin olup olmadigi, RNA numunelerinin agaroz elektroforezinde yiiriitiilmesi

ile kontrol edilmistir.

Ayrica beyin dokularindan saflastirilan total RNA’larin saflik ve miktar tayinleri
spektrofotometrik olarak kontrol edildi. Spektrofotometrik analiz sonuglart ile, 6rneklerin
saf RNA igerdigi ortaya konuldu. Orneklerin RNA miktarlarinin tayini i¢in, “Biotek”
marka mikroplate okuyucuda, “Gen5” programi kullanilarak 6rneklerin 260 ve 280 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii ve absorbanslarin 260/280 oranlari hesaplandi. RNA miktarlar
ng/uL olarak ifade edildi. Orneklerin 260/280 orani1 yaklasik 2 olanlar1 CDNA sentezinde
kullanildi.

3.8.2. cDNA Sentez Protokolii
Ratlarin beyin dokularindan saflastirilan total RNA’lardan MBP, MAG, MOG,

BDNF ve pB-Aktin c¢cDNA’larinin sentezinde, Roche firmasindan temin edilen
“Transcriptor First strand cDNA Synthesis” analiz kiti (Ref No: 04 896 866 001)”

kullanildi. cDNA sentez ortamina ilave edilen RNA, deoksitriniikleotid, primerler,
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RNAaz inhibitdrii, rivors transkriptaz miktarlarinin se¢cimi ve cDNA sentezinin her
asamasinin sartlari, ilgili firmanin protokoliine uyularak gerceklestirilmistir. Sentezlenen
MBP, MAG, MOG, BDNF ve B-Aktin cDNA’lar1 ¢ogaltilma isleminde kullanilmak

tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.8.3. ¢DNA’larin Cogaltilma Protokolii

MBP, MAG, MOG, BDNF ve B-Aktin cDNA’larinin ¢ogaltilmasi islemi, Roche
Light Cycler 96 RT-PCR cihazinda, Roche ve Tib Molbiol firmalarindan temin edilen
“Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Ref No: 06 402 682 001)”, MBP (TIB
reference no: 021112818, Product Description No: 2111349), MAG (TIB reference no:
021112818, Product Description No: 2111353), MOG (TIB reference no: 021112818,
Product Description No: 2111357), BDNF (Config No: 100129595, Assayld: 502486,
LOT: 0000054844) ve p-Actin (Config N0:100081783, Assayld: 500152,
LOT:0000010971) genlerine spesifik hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi. RT-
PCR isleminin her asamasi ilgili firmalarin direktiflerine uyularak gergeklestirildi. MBP,
MAG, MOG, BDNF ve B-Aktin genlerine spesifik hidroliz problu primerlerinin

dizilimleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. MBP, MAG, MOG, BDNF ve B-Aktin Primerlerinin Dizilimleri

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

) F: 5 CTGGCTCCTAGCACCATGA ¥
p-Aktin NM_031144
R: STAGAGCCACCAATCCACACA ¥

F: 5 TTCTTCAAGAACATTGTGACACCT
MBP NM_002385
R: 5> TCCCTTGTGAGCCGATTTATAG

F: 5 GGGAGTACTGGTGTGTAGCTGAG
MAG NM_080600
R: 5> GGATTTTACCACACACAGGCA

F: 5" GAACGTGAGGTTCTCGGATG
MOG NM_206814
R: 5> CATAGGCACAAGGGCAATG

F: 5> GTGGAGGCTAAGTGGAGCTG 3’
BDNF NM_012513
R: 5> GTCCTACCGGTGAGTCTTTA 3’

Gruplardan elde edilen beyin doku oOrneklerinden izole edilen RNA’lardan
sentezlenen cDNA’lar, MBP, MAG, MOG, BDNF ve B-Aktin genlerine spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltildi. MBP, MAG, MOG ve BDNF genlerinin

ifade edilme diizeyleri f—aktin genine oranlanarak hesaplandi.
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3.9.  Western Blot Analizi

Western Blot analizleri, Inonii Universitesi, Tibbi Biyokimya arastirma
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Western Blot; bir numunede bulunan proteinin
varligini, konsantrasyonunu ve farkli gruplar arasindaki proteinin konsantrasyon farkini
gostermek i¢in kullanilan bir metottur. Deneysel ¢alisma sonrasi fetus, yetiskin disi ve
erkek yavrularin beyin dokularinda MBP, MAG, MOG, BDNF ve pro-BDNF protein

diizeyleri Western Blot yontemi ile belirlendi.

3.9.1. Numunenin Hazirlamsi

Western blot yapilacak gruplarina ait beyin dokulari 1 mM PMSF ve proteaz
inhibitor koktail’i igeren RIPA tamponunda (50 mM tris HCI, 150 mM NaCl, % 1 NP-
40, % 0.5 Sodyum Deoksikolat, 1 mM EDTA, % 0.1 SDS; pH: 7.4) homojenize edildi.
Doku homojenat1 +4°C sicaklikta 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Bu islemin
ardindan siipernatan yeni bir santrifiij tiiptine alindi. Alinan siipernatanin bir kismi1 protein
tayini i¢in kullanildi, kalan kismi1 da Western blot analizinde kullanilmak {iizere

parsellenip -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.9.2. Protein Konsantrasyonun Hesaplanmasi

Homojenize edilen 6rnegin protein dl¢limii icin Lowry metodu kullanildi. Bu
amagla BIO-RAD marka (BIO-RAD DC Protein Assay, U.S) protein tayin kiti kullanildi.
Protein standarti olarak bidistile su igerisinde 0 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1mg/ml,
1.25 mg/ml, 2.5 mg/ml, 7.5 mg/ml, 10 mg/ml, konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini
(BSA, Sigma) standartlari hazirlandi. Protein 6l¢iimii i¢in 96 kuyucuklu plakaya 6rnekler
ve standartlar 5 uL olacak sekilde eklendi. Uzerlerine 25 uL. DC Protein Assay Reagent
A ve 200 uL. DC Protein Assay Reagent B ilave edildi. Kit rektifleriyle karigtirilan
ornekler 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 750

nm’de okutuldu ve mg/mL cinsinden protein konsantrasyonlar1 belirlendi.
3.9.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)
Jelin Hazirlanmasi

Calismada SDS-PAGE jelin hazirlanmasi ig¢in Bio-Rad marka vertikal
elektroforez sistemi, elektroforez tanki, jel dokme sistemi (Mini-PROTEAN Tetra
System, Bio-Rad) ve gii¢ kaynagi (Power Pac 3000, Bio-Rad) kullanildi. SDS-

Poliakrilamid jelin hazirlanmasi igin asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.
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. Jel dokmek i¢in kullanilan ince ve kalin camlar vertikal elektroforez sistemine

yerlestirildi.

Hazirlanan jel ¢ozeltisi pipet yardimiyla iki cam arasindaki bosluga dokiildii.
Jel Tablo 5’te belirtildigi gibi hazirlanmustir.

Jelin iist stniriin diizgilin olmasi i¢in iizerine izopropanol eklendi.

Ayirma jeli polimerize olduktan sonra iistteki izopropanol uzaklastirildi.
Stoklama jel ¢6zeltisi hazirlandi ve ayirma jelin tizerine dokildii.

10 kuyulu tarak 45° a¢1 ile iki cam arasina yerlestirildi ve polimerizasyon igin
bir siire beklendi.

Ormekler 20-30 pg protein olacak sekilde hesaplandi. 2X &rnek yiikleme

tamponu ve %10 oraninda B-merkaptoetanol ile 6rnekler karisimi hazirlandi.

. Protein karisimini igeren ependorf tiipler 95°C’de 5 dk inkiibe edilip

denetlirasyonun ardindan 6rnek gruplar jele yiiklendi.

Tablo 5. Ayirma ve Stoklama Jeli Karisim Kompozisyonu

%10 AYIRMA %5 STOKLAMA
BILESENLER JELI JELI
KARISIMI KARISIMI

DISTILE SU 4.02 mL 3mL
%30 AKRILAMID STOGU 3.33mL 660 pL
TRIiS TAMPONU 2.5mL 1.26 mL
%10 SDS 100 uL 50 uL
TEMED 5uL 5uL
%10 APS 50 uL 25 uL

3.9.4. Elektroforetik Yiriitme

Ornek yiiklendikten hemen sonra tank sisteminin iizeri kapatildi. Tank sisteminin
giic kaynagi ile baglantis1 kuruldu. Yiiklenen ornekler ayirma jeline girine kadar diisiik
akimda 100 Volt gerilim uyguland1. Ornekler ayirici jele gectikten sonra gerilim 120 volta
cikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna geldiginde akim kesildi ve jeller tank

sistemden alinda.

41



3.9.5. Proteinlerin Membrana Transferi

Proteinlerin membrana transferi i¢cin Semi-Dry transfer yontemi uygulandi.
Transfer igin 6nce jel tanktan ¢ikarildi ve tarak kisimlari kesilip atildi. Daha sonra transfer
cihazinin kasetine dnce filtre sonra membran, jel ve yine filtre olacak sekilde yerlestirildi.
BIO-RAD Semi-Dry transfer cihazi kullanilarak proteine uygun kDa’da program segildi.

25V sabit voltaj ile 5-10 dk siirede proteinlerin jelden membrana gogii saglandi.

3.9.6. Bloklama

Transfer sonrasi proteinlerin aktarildigi membran 1 saat %5°lik siit tozu ve 1X
TBST (10X TBS, Tween-20, ddH20) tamponunda c¢alkalamaya birakildi. Bu siire
sonunda membran 10 dakika araliklarla 3 kez 1X TBST ¢ozeltisi yikandi.

3.9.7. Primer Antikor ile inkiibasyon

Tavsanda iretilmis sigan spesifik monoklonal MBP 1:1000 (Cell Signaling
Technology, 78896), monoklonal MAG 1:1000 (Cell Signaling Technology, 9043),
monoklonal MOG 1:1000 (Cell Signaling Technology, 96457), monoklonal BDNF
1:1000 (Abcam, ab108319), monoklonal B-aktin (Cell Signaling Technology, 4970)
ferede tretilmis sican spesifik monoklonal pro-BDNF 1:100 (Santa Cruz, sc-65514),
antikoru, 1X TBST ¢ozeltisi ile belirtilen oranda diiliie edildi. Membran, ilgili primer
antikoru ile +4 °C'de bir gece diisiik ¢alkalama ile inkiibe edildi. Bir giin sonra membran

alinarak 3 kez 10’ar dakika TBST ile yikand1 ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.

3.9.8. Sekonder Antikor ile inkiibasyon

Primer antikor inkiibasyonundan alinan ve yikanan membran 1:2000 oraninda
Anti-rabbit (Cell Signaling Technology, 7074) veya Anti-mouse sekonder antikorlar
(Cell Signaling Technology, 7076) ile oda 1sisinda 1 saat cgalkalayicida inkiibe edildi.
Membran tekrar 3 kez 10’ar dakika TBST ile yikandi1 ve baglanmayan antikorlar
uzaklastirildi.

3.9.9. Goriintilleme ve Dansitometrik Analiz

Goriintiileme i¢in Thermo Scientific marka elektrokemiliiminisens (ECL Plus
Western Blotting Substrate, REF32132, USA) western blot goriintiileme kiti kullanildi.
Sekonder antikora bagli bulunan horse radish peroksidaz enzimi, ECL ¢6zeltisi i¢inde
bulunan substrati katalizler. Bu reaksiyon sonucu agia ¢ikan luminol 1s1maya yol

acmaktadir. Bu 1s1ma, Biochemi (DNR Bio-imaging system, Israil) goriintiileme cihazi
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ile gortntiilendi. Protein bant yogunluklari ImageJ Analysis Software (Version 1.53e,
USA) programinda degerlendirildi. Veriler B-aktin’e oranlanarak standardize edildi.

3.10. Histopatolojik inceleme Yontemi

Histopatolojik incelemeler, inénii Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji anabilim

dali arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.10.1. Histolojik Doku Takibi

Anestezi altinda fetuslardan, disi ve erkek yetiskin ratlardan cikarilan beyin
dokusu o6rnekleri histolojik incelemeler ve histomorfometrik analizler igin %10’luk
formaldehit igerisine alindi. Oda sicakliginda 24 saatlik tespit siiresi sonrasinda beyin
ornekleri trimlenerek Tissue-Tek VIP/SAKURA doku takip cihazi ile doku takip islemi
uygulandi (Tablo 6). Doku takip islemlerinin ardindan beyin doku 6rnekleri kati parafin

icerisine gomiildii.

Tablo 6. Histolojik doku takibi prosediirii

Doku takibi prosediirii
1. Musluk suyu 1 saat
2. Musluk suyu 1 saat
3. %80 alkol 1 saat
4. %96 alkol 1 saat
5. %96 alkol 1 saat
6. Absoli alkol 1 saat
7. Absolii alkol 1 saat
8. Ksilen 1 saat
9. Ksilen 1 saat
10. Ksilen 1 saat
11. Parafin | 1 saat
12. Parafin Il 1 saat
13. Parafin 11 1 saat

14. Parafin IV 1 saat

3.10.2. Histomorfometrik ve Histopatolojik Analizler

Histomorfolojik dl¢iimler ve histopatolojik degerlendirmeler ve uygulamalar i¢in
beyin parafin bloklarindan mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Kesit isleminin
ardindan histomorfolojik ol¢iimler ve histopatolojik skorlamalar i¢in kesitler
hematoksilen eozin (HE) boyama igin Leica Autostainer XL boyama cihazinda HE

boyama prosediiriine gére boyand: (Tablo 7).
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Tablo 7. Hematoksilen eozin (HE) boyama prosediirii

HE boyama prosediirii
1. Inkiibasyon (60°C) 1 saat

2. Ksilen 5dkx 3
3. %96 alkol 3dk

4. %96 alkol 3dkx2
5. Absolii alkol 3dkx2
6. Musluk suyu 5dk

7. Hematoksilen 10 dk
8.Musluk suyu 5dkx3
9. Eozin 2 dk
10. %96 alkol 3dkx2
11. Absolii alkol 3dkx2
12. Ksilen 5dkx 3
13. Kapama

HE ile boyanan doku kesitlerinde beyin korteks ¢ap 6l¢timii yapildi. Cap 6lgtimii
icin erkek ve disi gruplarinda 1. 2. ve 3. ventrikiiliin goriindiigii kesitlerde 4x objektifte,
beyin korteksinin farkli dort bolgesinde piameterden substansia albaya dik bir ¢izgi
cekilerek dlgiim yapilip ortalamalari alindi (Sekil 14). Fetuslarda korteks medulla ayirimi
yapilamadigindan korteks ¢ap1 agisindan bu grupta degerlendirme yapilmadi.

Sekil 14. Korteks cap1 6l¢imii

Beyin korteksinin farkli bolgelerinde piameterden substansia albaya dik bir ¢izgi

cekilerek olctim yapilmistir. H&E, 4X
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Niikleus heterokromazisi analizi i¢in, rastgele segilen 5 farkli alanda 20x
objektifte korteks noronlarinin niikleuslart heterokromazi siddetine gore, 0; normal-
Okromatik niikleus, 1; hafif heterokromatik niikleus, 2; orta siddetli hetorokromatik

niikleus, 3; ileri diizey heterokromatik-+piknotik niikleus olarak skorlandi.

3.10.3. Immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal analizler, Inénii Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji
anabilim dal1 arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Immiinohistokimyasal olarak
MBP, MOG ve BDNF immiinoreaktivitesi arastirildi. Kesitler rutin kromojenik
immiinohistokimyasal boyama protokoliine gore (Tablo 8) MBP (Cell Signaling
Technology, 78896), MOG (Cell Signaling Technology, 96457) ve BDNF (Abcam,
ab108319) primer antikoru ve HRP IHC kiti (Thermo Fisher) kullanilarak boyandi. Tim
antikorlar i¢in immiinoreaktivite degerlendirmesi 40x objektif kullanilarak, beyin
korteksinde rastgele secilen 10 farkli alanda boyanma siddeti degerlendirilerek H
skorlamas1 ile yapildi. Fetus beyinleri i¢in tiim gruplarda MOG ve MBP

immiinoreaktivitesi gozlenmedigi i¢in bu antikorlar i¢in skorlama yapilamadi.

Tablo 8. Immiinohistokimya boyama prosediirii

IHC boyama prosediirii
1. Deparafinizasyon
2. Antijen Retrival 15dk, 121°C
3. Distile Su 1dk
4. PBS 1dk
5. Hidrojen Peroksit 10 dk
6. PBS 1dk
7. Protein Blok 5 dk
8. Primer Antikor 40 dk
9. PBS 5 dk
10. Sekonder Antikor 20 dk
11. PBS 5 dk
12. Streptevadin Peroksidaz (HRP) 10 dk
13. PBS 1dk
14. Kromojen 10 dk
15. PBS 1dk
16. Distile Su 1dk
17. Hematoksilen 2 dk
18. Musluk Suyu 1dkx3
19. Distile Su 1dk
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Tiim analizler i¢in boyanan doku kesitleri, Nikon Eclipse Ni-U 151k mikroskobu,
DS-Fi3 camera (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements Documentation
5.02 Gorintii Analiz Sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) kullanilarak incelenip

fotograflar alindi.

3.10.4. Transmisyon Elektron Mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik incelemeler, inénii Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji
anabilim dali aragtirma laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Fetus, disi ve erkek yavru
sicanlarin beyin kortekslerinden elektron mikroskobik inceleme igin 2x2x2 mm
boyutlarinda doku 6rnekleri alindi. Doku 6rneklerine % 2,5 gluteraldehit iginde {i¢ saat
% 1 Osmiyum tetroksit (OsOs4) ile 2 saat tespit islemi uygulandi. Tespit islemi
tamamlanan doku ornekleri %30, %50, %70, %90 ve %100 aseton ile dehidrate edildi.
Dehidrasyon islemini takiben doku 6rneklerine araldit infiltrasyonu uygulandiktan sonra
araldit bloklar igine gomiilerek polimerize edildi. Araldit bloklardan ultramikrotom ile 70
nm kalinlhiginda kesitler bakir gridler iizerine alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile
kontrastlandi. Tim kesitler Zeiss Libra 120 Transmission elektron mikroskop (TEM)
(Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen Germany) ile incelenerek fotografland.

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA,
ABD) ile yapildi. Veri dagiliminin normalligi Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirildi.
Gruplarin istatistiksel karsilastirmalari i¢in, Dunnett's ¢oklu karsilagtirma testinin
ardindan one-way ANOVA varyans analizi uygulandi. Verilerin normal dagilim
gostermemesi durumunda Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunn's post hoc testi
kullanildi. Veriler, tekrarlar i¢in mean + SD olarak ifade edildi. p degerleri, 0.05'ten kiigiik
anlaml1 kabul edildi ve istatistiki anlamlilik * p<0.05, ** p<0.01 veya *** p<0.001 olarak
etiketlendi.
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4. BULGULAR

4.1. CRL Mesafesi, Fetus ve Beyin Agirhiklar

Tiim gruplardaki gebe ratlardan sezeryan ile alinan fetuslarin agirlik, CRL
mesafesi ol¢iildii. Organogenezin bir 6l¢iitii olabilecek tartim ve incelemeler istatistiksel
olarak ele alindiginda 21 giinliik fetuslarin agirliklari, AKR uygulamasi ile onemli
derecede azalirken (p<0.001), E vitamini uygulamasi, bu olumsuz etkiyi istatistiksel
olarak anlamli sekilde diizeltmistir (p<0.05). Fetus agirliklarinin gruplara gore grafiksel

gosterimi Sekil 15A’da verilmistir.
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Sekil 15. Fetus agirliklart ve CRL mesafesinin grafiksel gosterimi

A. Fetuslarm total viicut agirliklari. B. Fetuslarin CRL (tepe-oturma noktasi) dlgtimleri.
Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik *p<0.05 ve ***p<(0.001. AKR grubuna gore
istatistiksel anlamlilik ###p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil.

Organogenez ve gelisimin bir gdstergesi olmasi acisindan degerlendirilen CRL
mesafesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde 21 giinliik fetuslarda, AKR uygulanan
grupta belirgin dlgiide azalirken (p<0.001), AKR + E vitamini grubunda E vitamininin
ise CRL’yi onemli olglide artirdigi goriilmistiir (p<0.001). CRL mesafesinin gruplara

gore grafiksel gosterimi Sekil 15B°de verilmistir.
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Ayrica normal yolla dogum yapan ratlardan dogan yavrular disi ve erkek olarak
gruplandirilip total beyin dokulart alinip tartimlart yapilmistir. Beyin agirliklart
istatistiksel olarak degerlendirildiginde hem disi hem de erkek ratlarda AKR uygulanan
gruplarda onemli Ol¢iide azalma tespit edilmistir (p<0.001). Her iki cinsiyette de E
vitamini uygulamasi beyin argirliklarii artirmistir ancak bu artiy AKR grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Her iki cinsiyetteki ratlarin

Olclilen total beyin agirliklar1 Sekil 16°te verilmistir.
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Sekil 16. Ratlarin beyin agirliklarinin grafiksel gosterimi

A. Disi ratlarin total beyin agirliklari. B. Erkek ratlarin total beyin agirliklari. Kontrol grubuna

gore istatistiksel anlamlilik ***p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil

4.2. Ratlarin Canh Agirhiklari, Su ve Yem Tiiketimleri

Hem disi hem de erkek yavru ratlarin her grup i¢in haftalik olarak canli agirliklar
hassas terazi ile tartilarak kaydedilmistir. Hem disi hem de ratlarda en fazla canli agirlik
E vitamininin uygulandig1 gruplarda tespit edilmistir. Her iki cinsiyette kontrol grubu
canli agirligr E Vitaminini takip etmistir. Erkek ratlarda en az canli agirlik genel olarak
AKR grubunda goézlenmistir. Tiim gruplarda kaydedilen canli agirliklar Sekil 17°de

verilmistir.
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Sekil 17. Ratlarin canli agirliklarinin haftalik takip grafikleri

Tiim gruplarda her kafes i¢in haftalik tiiketilen yem miktar1 kaydedilmistir.
Ratlarin canli agirliklariyla paralel olarak hem disi hemde erkek ratlarda en ¢ok yem
tiketimi E Vitamini gruplarinda gézlenmistir. Her iki cinsiyette Kontrol grubu yem
tiiketimi acisindan E Vitaminini takip etmistir. Erkek ratlarda en az yem tiiketimi genel

olarak AKR grubunda gozlenmistir. Tiim gruplarda tiiketilen yemler Sekil 18’de

verilmistir.
Disi Rat Yem Tuketimleri Erkek Rat Yem Tiiketimleri
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Sekil 18. Ratlarin yem tiiketimlerinin haftalik takip grafikleri

Tiim gruplarda her kafes i¢in haftalik tiiketilen su miktar1 kaydedilmistir. AKR ve
kontrol gruplar1 haftada 1 kez dl¢lilmiistiir. E Vitamini ve AKR+E Vitamini gruplari ise
hafta 3 kez degistilerek takip kaydedilmistir. Ratlarin canli agirliklariyla paralel olarak

hem disi hemde erkek ratlarda en ¢ok su tiiketimi E Vitamini gruplarinda gézlenmistir.
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Erkek ratlarda en az su tiiketimi genel olarak AKR grubunda gozlenmistir. Tiim gruplarda

tilkketilen sular Sekil 19°da verilmistir.

Disi Rat Su Tuketimleri Erkek Rat Su Tiiketimleri
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Sekil 19. Ratlarin su tiiketimlerinin haftalik takip grafikleri

4.3.  Water Maze Bilissel Fonksiyon Testi

Hafizanin pekistirilmesi i¢in uygulanan probe testinde ratlarin platforma ulasma
stirelerinin takip edildigi 4 glinliik ylizdiirme siireleri karsilastirildiginda; disi ratlar igin
kontrol grubu ile AKR grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak o6nemli fark
bulunmamustir. Ancak erkek ratlarda 3. ve 4. giin AKR grubunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli fark gériilmiistiir (p<0.01). AKR+E vitamini
grubu ise platformu bulma siiresini nemli derecede azaltmistir. Disi ve erkek ratlarmn ilk

4 ¢giin i¢in platformu bulma siireleri Sekil 20°da verilmistir.
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Sekil 20. Water maze testinde ratlarin platformu bulma siireleri

Ayni giin i¢in kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik **p<0.01. ns: istatistiksel

olarak anlamli degil.
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Hafizanin pekistirilmesi igin uygulanan probe testinde ratlarin platformun
bulundugu kuadranda gecirdikleri siireler karsilastirildiginda; hem disi hem de erkek
ratlarda ilk 4 giin i¢erisinde azalan bir siire tespit edilmistir. Probe’un kaldirildig: 5. giinde
ise ratlarmn ilk 4 giinde ge¢irdigi siireden daha fazla siire gegirdigi goriismiistiir. 5. giin
degerlendirildiginde hedef kuadranda gegcirilen siire agisindan, kontrol grubuna gére AKR

grubundan anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Water maze testinde ratlarin hedef kuadrantta gegirdikleri siireler

Ayn1 giin igin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik **p<0.01. ns: istatistiksel

olarak anlamli degil.

Water maze testinde tiim ratlarin 5 giin boyunca yiizme hizlar karsilastirildiginda;
tiim giinlerde AKR grubunda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda yiizme hizlarinda 6nemli
azalma tespit edildi (p<0.001). AKR+E vitamini grubu, AKR grubu ile kiyaslandiginda
ise ylizme hizlarinda 1. giin haricinde tiim gilinlerde istatistiksel olarak énemli derecede
artig gortilmistiir (2. giin igin p<0.05, diger giinler i¢in p<0.001). Disi ve erkek ratlarin 5
giin i¢in yiizme hizlar1 Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 22. Water Maze testinde disi ve erkek ratlarin ortalama ylizme hizlar

@ Kontrol

4 E Vitamini

& Akrilamid

¥ Akrilamid + E Vit

Ayni giin i¢in AKR grubunun Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligi ***p<0.001.

Ayni giin i¢in AKR + E vitamini grubunun, AKR grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 #p<0.05

###p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil.

Disi ve erkek ratlarin tiim kuadrantlarda gecirdikleri siireler karsilastirildiginda;

hem disi hem de erkek ratlarda ilk 4 giin igerisinde azalan bir siire tespit edilmistir. Disi

ratlarin 1lk 4 giinde tim alanlarda gecirdikleri siirelerde gruplar arasinda fark

bulunmamistir (p>0.05). Erkek ratlarda ise tiim kuadrantlarda gegirilen

siire

degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore 3. ve 4. giinde AKR grubundan anlamli fark

tespit edilmistir (p<0.01). AKR+E vitamini grubu, AKR grubu ile kiyaslandiginda 3. ve

4. giinlerde istatistiksel anlaml1 azalma belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 23. Water Maze testinde ratlarin tiim kuadrantlarda yiizme siireleri

AKR grubunun Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligi **p<0.01. AKR + E
vitamini grubunun, AKR grubuna gére istatistiksel anlamlilig #p<0.05. ns: Istatistiksel olarak

anlamli degil.

Probe testinin yapildig1 5. giinde disi ve erkek ratlarin toplam katettikleri yollar
incelenmistir. Buna gore, disi ratlarda gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir
(p>0.5). Erkek ratlarda ise AKR grubunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda katedilen
yol agisindan 6nemli azalma tespit edilmistir (p<0.001). AKR+E vitamini grubu, AKR
grubu ile kiyaslandiginda ise E vitamini uygulamasinin azalmis olan katedilen yolu

onemli derecede artirdigi belirlenmistir (p<0.001).
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Sekil 24. Water Maze testinde ratlarin 5. giin toplam katettikleri yol

Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik ***p<0.001. AKR grubuna gore istatistiksel
anlamlilik ###p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil.
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4.4. gRT-PCR ile mRNA Diizeylerinin Analiz Sonuclari

Her bir grubun beyin dokularindan 28S ve 18S ribozomal RNA’lar saflastiriimus,
bantlarinin mevcudiyeti ve bantlarda herhangi bir yikilimin olup olmadigi agaroz
elektroforezi ile kontrol edildi. Sekil 25 ve Sekil 26’de verilen elektroforegramlar, 28S
ve 18S ribozomal RNA bantlarinin mevcut oldugu ve bantlarda herhangi bir yikilimin

meydana gelmedigini géstermektedir.

Kontrol Akr+E Vit

28S ¢

185 s w—e — 0 —

Sekil 25. Disi beyin dokularindan saflastirilan RNA’larin elektroforegrami

Disi beyin dokularindan izole edilen total RNA’larin safligi ve yikimlanmanin olup
olmadigi, RNA numunelerinin %0,5’lik agaroz jelde elektroforezde yiiriitiilerek 28S ve 18S
rRNA bandlari ile kontrol edilmistir.

Kontrol Akr Akr + E Vit
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Sekil 26. Erkek beyin dokularindan saflastirilan RNA’larin elektroforegrami

Erkek beyin dokularindan izole edilen total RNA’larin safligi ve yikimlanmanin olup
olmadigi, RNA numunelerinin %0,5’lik agaroz jelde elektroforezde yiiriitiilerek 28S ve 18S
rRNA bandlari ile kontrol edilmistir.

Gen analizleri “Hydrolysis Probe” kullanilarak yapilmistir. f—aktin ve MBP,
MAG, MOG, BDNF mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin qRT-PCR ile ¢ogaltimi
gerceklestirilmistir. MBP, MAG, MOG, BDNF ve —aktin mRNA’larindan sentezlenen
cDNA’larin qRT-PCR ile ¢cogaltim egrisi Sekil 27°de verilmistir.
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Sekil 27. B—aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA ’larindan sentezlenen
cDNA’larin qRT-PCR ile total cogalim egrisi

Total RNA'dan sentezlenen MBP, MAG, MOG, BDNF amplifikasyonlarinin RT-PCR
egrileri. Hesaplanan dongii esigi (Cycle threshold, Ct) ile her numune i¢in bir Ct degerinin
belirlenmesini saglar. MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin iliskili protein, MOG: Miyelin
oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kdkenli ndrotrofik faktor.

gRT-PCR ile MBP, MAG, MOG, BDNF ve p—aktin cDNA’larinin sentezi sonrasi,
primer baglanmasinin 6zgiilligiinii kontrol etmek igin agaroz jelinde Ornekler
yuriitiilmiistir. Elektroforezde MBP, MAG, MOG, BDNF ve p—aktin Aromataz genleri
icin tek ve istenilen boyda DNA bantlarinin olustugu goriildii. Agaroz jelde elde edilen

elektroforegramlar Sekil 28 ve Sekil 29’te verilmistir.
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Sekil 28. Disi beyin dokusunda —aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF
cDNA’larinin RT-PCR’daki ¢ogaliminin elektroforegram goriintiisii

Elektroforezde 50 bp’lik DNA belirteci kullanilmistir (Bioron, 50 bp, catalog no:
304007). MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin iliskili protein, MOG: Miyelin
oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kokenli norotrofik faktor.
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Sekil 29. Erkek beyin dokusunda p—aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF
cDNA’larmin RT-PCR’daki ¢ogaliminin elektroforegram goriintiisii

Elektroforezde 50 bp’lik DNA belirteci kullanilmustir (Bioron, 50 bp, catalog no: 304007), MBP:
Miyelin basic protein, MAG: Miyelin iliskili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein,
BDNF: Beyin kokenli nérotrofik faktor.

Disi rat yavrusunun beyin dokusunda qRT-PCR ile yapilan analizler sonucunda,
AKR uygulamasinin MBP (p<0.001), MAG (p<0.001), MOG (p<0.001) ve BDNF
(p<0.001) gen ekspresyonlarmi ciddi derecede azalttig1 gériilmiistiir. Bu sonuglar, AKR
uygulamasinin  disi beyinlerinde miyelinle iliskili genlerin ve BDNF geninin
transkripsiyonunu azalttigini ortaya koymaktadir. AKR+E vitamini grubunda ise E
vitamini uygulamasi gen ekspresyonlarini artirmigtir. Bu artislar, AKR grubuyla
kiyaslandiginda MAG (p<0.05) ve BDNF (p<0.001) mRNA diizeyleri i¢in istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Disi beyinlerinde hesaplanan gen ekspresyon diizeyleri Sekil

30A’da verilmistir.

Erkek rat yavrusunun beyin dokusunda qRT-PCR ile yapilan analizler sonucunda,
disi gruplarina benzer sekilde AKR uygulamasinin MBP (p<0.01), MAG (p<0.01), MOG
(p<0.01) ve BDNF (p<0.01) gen ekspresyonlarini ciddi derecede azalttigi goriilmistiir.
Bu sonuglar, AKR uygulamasinin erkek beyinlerinde miyelinle iligkili genlerin ve BDNF
geninin transkripsiyonunu azalttigini ortaya koymaktadir. AKR+E vitamini grubunda ise
E vitamini uygulamasi AKR grubuna kiyasla MBP (p<0.001), MAG (p<0.001), MOG
(p<0.001) ve BDNF (p<0.05) gen ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde artirmistir. Erkek beyinlerinde hesaplanan gen ekspresyon diizeyleri Sekil 30B’da

verilmistir.
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Sekil 30. Disi ve Erkek yavru rat gruplarinda hesaplanan mRNA diizeyleri

A. Disi rat beyinlerinde tim gruplar i¢in MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA gen
ekspresyonlarinin B-actin gen ekspresyonuna bagil hesaplanmastyla elde edilen histogram grafigi.
B. Erkek rat beyinlerinde tiim gruplar i¢in MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA gen
ekspresyonlarinin B-actin gen ekspresyonuna bagil hesaplanmastyla elde edilen histogram grafigi.
Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik **p<0.01 ve ***p<0.001. AKR grubuna gore
istatistiksel anlamlilik #p<0.05 ve ###p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil, MBP:
Miyelin basic protein, MAG: Miyelin iligkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein,
BDNF: Beyin kokenli nérotrofik faktor.

4.5.  Beyin Dokusu Western-Blot Analiz Sonuglari

Fetus, disi ve erkek yavru ratlarma ait tim gruplardan alinan total beyin
dokularindan RIPA ile ekstrake edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-BDNF ve B-aktin

proteinleri western-blot ile analiz edilmistir.
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4.5.1. Fetus Beyninde Olgiilen Protein Diizeyleri

Fetuslardan alinan total beyin dokularina ait proteinler %10 SDS-PAGE ile ayrilip
MBP antikoru ile immiinoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak iizere
MBP’ye spesifik 2 bandlik goriintiiler elde edilmistir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG
antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlariyla ise 14 kDa’luk bandlar
kaydedilmistir. Tiim bandlar i¢in sinyaller beklenen bolgelerde kaydedilmistir.

Analiz sonuglarina gore, AKR uygulamasinin beyin MBP (p<0.05) , MAG
(p<0.05), MOG (p<0.01), BDNF (p<0.05) ve pro-BDNF (p<0.05) diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi goriilmistiir. AKR + E vitamini grubunda ise,
E Vitamini uygulamasinin, AKR’nin bu olumsuz etkisini MBP (p<0.05), MOG (p<0.05),
BDNF (p<0.01) ve pro-BDNF (p<0.05) diizeylerini AKR grubuna gore anlamli derecede
artirdigi tespit edilmistir. E Vitamini uygulamasi, AKR’nin diistirdiigiic MAG protein
ekspresyon diizeyini artirmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05). Tiim antikorlarla elde edilen bandlar ve dansitometrik analizlere ait grafiksel

goriintliler Sekil 31’te verilmistir.

B

MOG

MBP

e
b9
o

Dansitometre
e
@
g

e
o
n

MOG

e
=
=]

& \a
¢ ¢ *
< &

BONF | o S o —

pro-BDNF
pro-BONF | L . — 150 . s .
1.25 i 1.50
2 £ 125 #
Bactin | GEEED S G £ 1.00 N g
E £ 1.00
L0715 2 *
i % 0.75
Eos & o5
0.25 0.25
0.00 0.00
& & & & & <
& & & & <
< ¢ x & @ x
P ég N &

Sekil 31. Fetus beyin dokusunda elde edilen Western Blot band goriintiileri

A. Fetus beyinlerinde tiim gruplar i¢in elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-BDNF
proteinlerinin western blot bantlari. B. Fetus beyin dokularinda MBP protein diizeylerinin
dansitometrik analizleri. C. Fetus beyin dokularinda MAG protein diizeylerinin dansitometrik

analizleri. D. Fetus beyin dokularinda MOG protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. E.
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Fetus beyin dokularinda BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. F. Fetus beyin
dokularmda pro-BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik *p<<0.05 ve **p<0.01. AKR grubuna gore istatistiksel anlamlilik #p<0.05
ve ##p<0.01. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil, MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin
iligkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kdkenli ndrotrofik faktor,
pro-BDNF: pro-Beyin kokenli norotrofik faktor.

4.5.2. Disi Rat Beyninde Olciilen Protein Diizeyleri

Disi ratlardan alinan total beyin dokularina ait proteinler %10 SDS-PAGE ile
ayrilip MBP antikoru ile immiinoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak iizere
MBP’ye spesifik 2 bandlik goriintiiler elde edilmistir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG
antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlariyla ise 14 kDa’luk bandlar
kaydedilmistir. Tiim bandlar i¢in sinyaller beklenen bolgelerde kaydedilmistir.

Analiz sonuglarina gore, AKR uygulamasimmin beyin MBP (p<0.05) , MAG
(p<0.05), MOG (p<0.01), BDNF (p<0.001) ve pro-BDNF (p<0.05) diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 goriilmiistiir. AKR + E vitamini grubunda ise,
E Vitamini uygulamasinin, MOG (p<0.05) ve BDNF (p<0.05) diizeylerini AKR grubuna
gore anlamli derecede artirdigi tespit edilmistir. E Vitamini uygulamasi, AKR’nin
disiirdiigii MBP, MAG ve pro-BDNF protein ekspresyon diizeylerini artirmistir ancak bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Tiim antikorlarla elde edilen bandlar

ve dansitometrik analizlere ait grafiksel goriintiiler Sekil 32’te verilmistir.
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Sekil 32. Disi rat beyin dokusunda elde edilen Western Blot band gériintiileri

A. Disi rat beyinlerinde tiim gruplar i¢in elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-
BDNF proteinlerinin western blot bantlari. B. Disi rat beyin dokularinda MBP protein
diizeylerinin dansitometrik analizleri. C. Disi rat beyin dokularinda MAG protein diizeylerinin
dansitometrik analizleri. D. Disi rat beyin dokularinda MOG protein diizeylerinin dansitometrik
analizleri. E. Disi rat beyin dokularinda BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. F.
Disi rat beyin dokularinda pro-BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.01. AKR grubuna gore
istatistiksel anlamlilik #p<0.05. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil, MBP: Miyelin basic protein,
MAG: Miyelin iliskili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kokenli
norotrofik faktor, pro-BDNF: pro-Beyin kokenli norotrofik faktor.

4.5.3. Erkek Rat Beyninde Olgiilen Protein Diizeyleri

Erkek ratlardan alinan total beyin dokularina ait proteinler %10 SDS-PAGE ile
ayrilip MBP antikoru ile immiinoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak {izere
MBP’ye spesifik 2 bandlik goriintiiler elde edilmistir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG
antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlariyla ise 14 kDa’luk bandlar
kaydedilmistir. Tiim bantlar i¢in sinyaller beklenen bolgelerde kaydedilmistir.

Analiz sonuglarina gore, AKR uygulamasinin beyin MBP (p<0.05) , MAG
(p<0.05), MOG (p<0.001), BDNF (p<0.05) ve pro-BDNF (p<0.05) diizeylerini
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istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 goriilmiistiir. AKR + E vitamini grubunda ise,
E Vitamini uygulamasinin, AKR nin bu olumsuz etkisini iyilestirdigi tespit edilmistir. Bu
tyilesme MBP ve MAG protein diizeyleri i¢in istatistiksel olarak anlaml1 degilken, MOG,
BDNF ve pro-BDNF i¢in istatistiksel anlamlilik belirlenmistir (p<0.05). Tiim antikorlarla
elde edilen bandlar ve dansitometrik analizlere ait grafiksel goriintiiler Sekil 33’te

verilmigtir.
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Sekil 33. Erkek rat beyin dokusunda elde edilen Western Blot band goriintiileri

A. Erkek rat beyinlerinde tiim gruplar i¢in elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-
BDNF proteinlerinin western blot bantlari. B. Erkek rat beyin dokularinda MBP protein
diizeylerinin dansitometrik analizleri. C. Erkek rat beyin dokularinda MAG protein diizeylerinin
dansitometrik analizleri. D. Erkek rat beyin dokularinda MOG protein diizeylerinin dansitometrik
analizleri. E. Erkek rat beyin dokularinda BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. F.
Erkek rat beyin dokularinda pro-BDNF protein diizeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik *p<0.05 ve ***p<0.01. AKR grubuna gore istatistiksel
anlamlilik #p<0.05. ns: Istatistiksel olarak anlamli degil, MBP: Miyelin basic protein, MAG:
Miyelin iligkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kdkenli nérotrofik
faktor, pro-BDNF: pro-Beyin kdkenli ndrotrofik faktor.
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4.6. Histomorfometrik, Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Bulgular
4.6.1. Beyin Korteks Hiicreleri Niikleus Heterokromazisi

Fetus beyinleri korteks hiicre niikleuslarinda heterokromazi verileri
karsilastirildiginda, AKR grubu kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.001)
bulunurken, heterokromazi degerleri AKR + Vit E grubunda, AKR’ye gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 34A, Sekil 35).

Erkek sicanlarin beyin korteks hiicreleri niikleus heterokromazisi agisindan E
vitamini grubu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Bununla birlikte, niikleus heterokromazisi AKR ve AKR + E vitamini
gruplarinda kontrole gore yiiksek gozlenirken, bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 34C, Sekil 36).

Disi ratlarin beyin korteksi hiicreleri niikkleus heterokromazisi karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir. Erkek gruplara benzer
sekilde disi yavrularin AKR ve AKR + E vitamini gruplarinda kontrole gore yiiksek
bulunmustur. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 34B,
Sekil 37).
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Sekil 34. Beyin niikleus heterokromazisi skorlama verileri

Rastgele segilen 5 farkli alanda korteks néronlarinin niikleuslar: heterokromazi siddetine
gbre skorlanmasi. Skorlama siddetleri: 0; normal-6kromatik niikleus, 1; hafif heterokromatik
niikleus, 2; orta siddetli hetorokromatik niikleus, 3; ileri diizey heterokromatik+piknotik niikleus.
Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik *p<0.05 ve ***p<0.01. AKR grubuna gore
istatistiksel anlamlilik ###p<0.001. ns: istatistiksel olarak anlamli degil.
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Sekil 35. Fetus beyin korteksi niikleus heterokromazisi

Korteks néronlariin niikleuslarinin heterokromazi degerlendirmesi. Oklar: Heterokromatik
niikleuslar, H&E, 40x

Sekil 36. Erkek beyin korteksi niikleus heterokromazisi

Korteks noronlarinin niikleuslarinin heterokromazi degerlendirmesi. Kontrol ve E Vitamini grubu
Okromatik niikleuslar, oklar: heterokromatik niikleuslar, H&E, 40x
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Sekil 37. Disi beyin korteksi niikleus heterokromazisi

Korteks néronlarinin niikleuslarimin heterokromazi degerlendirmesi. Oklar: Heterokromatik
niikleuslar, H&E, 40x

4.6.2. Korteks Cap1 Olgiimleri

Erkek siganlarin beyin korteks ¢aplari karsilastirildiginda (Sekil 38) AKR grubu
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.01). AKR+Vit E grubu ise,
AKR grubuna gore yiiksek bulunmakla beraber, bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0.05).

Benzer sekilde, disi Siganlarin beyin korteks caplari degerlendirildiginde (Sekil
38) AKR grubu kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiitk bulunurken (p<0.01),
AKR+Vit E grubu da AKR grubuna kiyasla artis géstermistir, fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05).
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Sekil 38. Beyin korteks ¢ap1 dl¢timleri

A. Disi beyin doku kesitlerinde tiim gruplarda yapilan korteks gap olgtimleri. B. Erkek
beyin doku kesitlerinde tiim gruplarda yapilan korteks ¢ap 6l¢iimleri. Kontrol grubuna gore

istatistiksel anlamlilik **p<0.01. ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil.

4.6.3. MBP immiinoreaktivitesi

Erkek beyin korteksi MBP immiinoreaktivitesi H-skorlar1 agisindan
degerlendirildiginde, AKR grubu kontrol grubuna gore anlamli derece azalmis (p<0.001)
bulundu. AKR + Vit E grubu ise AKR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
artig gostermistir (p<0.001) (Sekil 39, Sekil 40).

Disi beyin korteksi MBP ekspresyonu H-skorlar1 karsilastirildiginda, erkek grup
ile benzer sekilde AKR grubunda kontrol grubuna gére anlamli derece diistis (p<0.001)
tespit edilirken, AKR + Vit E grubu ise AKR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde artig gostermistir (p<0.001) (Sekil 39, Sekil 41).
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Sekil 39. MBP Immiinoreaktivite H-skoru

A. Disi beyin doku Kkesitlerinde tiim gruplarda yapilan MBP immiinoreaktivite
degerlendirmelerinin histogram grafigi. B. Erkek beyin doku Kkesitlerinde tiim gruplarda yapilan
MBP immiinoreaktivite degerlendirmelerinin histogram grafigi. Kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik ***p<0.001. AKR grubuna gore istatistiksel anlamlilik ###p<0.001. ns:

Istatistiksel olarak anlaml1 degil.

Sekil 40. Erkek rat beyin dokusu MBP immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif MBP immunoreaktivite gosteren néronlar (oklar). 20X
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Sekil 41. Disi rat beyin dokusu MBP immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif MBP immiinoreaktivite gosteren néronlar (oklar). 20X

4.6.4. MOG immiinoreaktivitesi

Erkek beyin korteksi MOG immiinoreaktivitesi H-skorlar1 degerlendirildiginde,
AKR grubu kontrol grubuna gore anlamli derece diisiik (p<0.001) bulundu. AKR + Vit E
grubunda ise AKR grubuna gére 6nemli derece artis (p<0.001) oldugu saptandi (Sekil 42,
Sekil 43).

Benzer sekilde, disi beyin korteksi MOG ekspresyonu H-skoru acisindan, AKR
grubunda kontrol grubuna gore anlamli derece azalig (p<0.001) tespit edilirken, AKR +
Vit E grubunda ACR grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli (p<0.001) artis oldugu
tespit edildi (Sekil 42, Sekil 44).
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Sekil 42. MOG immiinoreaktivite H-skoru
A. Disi beyin doku Kesitlerinde tiim gruplarda yapilan MOG immiinoreaktivite
degerlendirmelerinin histogram grafigi. B. Erkek beyin doku Kesitlerinde tiim gruplarda yapilan

MOG immiinoreaktivite degerlendirmelerinin histogram grafigi. Kontrol grubuna gore

istatistiksel anlamlilik ***p<0.001. AKR grubuna gore istatistiksel anlamlilik ###p<0.001. ns:

Istatistiksel olarak anlaml1 degil.

o |

Akr + Vit E

Sekil 43. Erkek rat beyin dokusu MOG immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif MOG immaunoreaktivite gésteren néronlar (oklar). 20X
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Sekil 44. Disi rat beyin dokusu MOG immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif MOG immunoreaktivite goésteren néronlar (oklar). 20X

4.6.5. BDNF immiinoreaktivitesi

BDNF immiinoreaktivitesi H-skoru agisindan, fetus beyinlerinde AKR grubu
kontrol grubuna goére anlamli derecede diisiik (p<0.001) bulundu. AKR+Vit E grubu da
AKR grubuna gore yiiksek bulundu (p<0.05) (Sekil 45, Sekil 46).

Erkek beyin korteksi BDNF ekspresyonu H-skoru agisindan AKR grubu kontrol
grubuna gore anlamli derece azalis (p<0.001) gosterirken, AKR + Vit E grubunda AKR
grubuna gore artis oldugu (p<0.001) tespit edilmistir (Sekil 45, Sekil 47).

Disi beyin korteksi BDNF ekspresyonu H-skoru ag¢isindan ise, AKR grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derece azalis (p<0.01) tespit edilirken, AKR + Vit E
grubunda AKR grubuna goére anlamli derecede artis oldugu (p<0.001) goriildii (Sekil 45,
Sekil 48).
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Sekil 45. BDNF immiinoreaktivite H-skoru

A. Fetus beyin doku kesitlerinde tim gruplarda yapilan BDNF immiinoreaktivite
degerlendirmelerinin histogram grafigi. B. Disi beyin doku Kkesitlerinde tiim gruplarda yapilan
BDNF immiinoreaktivite degerlendirmelerinin histogram grafigi. C. Erkek beyin doku
kesitlerinde tim gruplarda yapilan BDNF immiinoreaktivite degerlendirmelerinin histogram
grafigi. Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik **p<0.01 ve ***p<0.001. AKR grubuna
gore istatistiksel anlamlilik #p<0.05 ve ###p<0.001. ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil.

Sekil 46. Fetus beyin dokusu BDNF immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz). 20X
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Sekil 47. Erkek rat beyin dokusu BDNF immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif BDNF immunoreaktivite gosteren néronlar (oklar). 20X

Sekil 48. Disi rat beyin dokusu BDNF immiinorekativitesi

Beyin korteksi (yildiz), pozitif BDNF immanoreaktivite gésteren néronlar (oklar). 20X
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4.7.  Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) inceleme Sonuclari
4.7.1. Fetus Beyin Dokusunun TEM Incelemesi
Kontrol grubu (Sekil 49) ve E Vitamini (Sekil 50) grubundaki si¢an fetuslarina

ait beyin dokusu kesitlerinin TEM incelenmesinde her iki grupta benzer sekilde noron ve
glia dokusuna ait hiicreler normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi. Noronlarin
niikleuslar1 okromatik goriinimde ve dilizgiin konturlu izlendi. Sitoplazma iginde
genellikle perinuklear alanda yerlerlesik Golgi aparatuslar1 dikati ¢ekti. Ayrica diger
organel ve intrasitoplazmik igerik perikaryon, akson ve dendritlerde normal goriintimde
izlendi. Noronlarin akson ve dentrit yapilari ile noron-glia dokusu baglantis1 ve
yogunlugu olagan yapida degerlendirildi. Kesitlerde izlenen kapillerler etrafinda astrosit
son ayakgiklari konum, diizenlenme ve sitoplazmik igerik agisindan kan beyin bariyerinin

olagan yapisi ile uyumlu goriiniiyordu.
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Sekil 49. Kontrol grubu fetus beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noron ve kapiller. Noron niikleusu (Nn),
kapiller endotel niikkleusu (Ne), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller duvari (ok). Uranil
asetat-kursun sitrat, TEM. Olg¢iim cetveli 2 pm.

b. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndron. Noron nikleusu (Nn), Golgi
aparatusu (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olg¢iim cetveli 2 um.

c. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndron. Noron nikleusu (Nn), Golgi
aparatusu (ok), glia hiicre niikleusu (Ng). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 pm.
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Sekil 50. E vitamini grubu fetus beyin dokusu TEM goriintiileri
a. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noron ve kapiller. Noron niikleusu (Nn),

kapiller endotel niikleusu (Ne), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller duvari (ok). Uranil
asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

b. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néron. Noron niikleusu (Nn), Golgi
aparatusu (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olg¢iim cetveli 2 um.

c. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noron. Néron niikleusu (Nn). Uranil
asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

Akrilamid grubundaki rat fetuslarina ait beyin dokusu kesitlerinin TEM
incelenmesinde ndron niikleuslarinda farkli derecelerde kromatolizis ve perinuklear
kromatin yogunlagmasi dikkati ¢ekti. Bazi néronlarda intrasitoplazmik 6dem ve organel
kayb1 ve yer yer nekrotik hiicreler tespit edildi. Ayrica bazi noronlarda intrasitoplazmik

alanda farkl biiyiikliiklerde elektron yogun, diizensiz sekilli otofagozomlar tespit edildi.
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Incelenen kesitlerde perivakiiler édem ve elektron yogun graniiler materyal iceren

vakuolller izlendi (Sekil 51).

- aadN L AN B

Sekil 51. AKR grubu fetus beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Fetus, AKR grubu: Perikapiller alanda yogun elektron yogun graniiler materyal iceren vakuol
(y1ld1z), kapiller duvari (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 pm.

b. Fetus, AKR grubu: Noron sitoplazmasinda 6dem ve organel kaybi (y1ldiz), néron niikleusunda
kromatolizis (Nn) ve perinuklear kromatin yogunlasmast (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM.
Olgiim cetveli 2 um.

c. Fetus, AKR grubu: Néron niikleusu (Nn), noron sitoplazmasinda dejenere mitokondriyonlar
iceren elektron yogun otofagozomlar (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olg¢tim cetveli 2 um.

AKR + E Vitamini grubundaki sigan fetuslarina ait beyin dokusu kesitlerinin TEM
incelenmesinde noron ve glia hiicreleri genel olarak normal ultrastriiktiirel yapida

degerlendirildi. Ancak bazi alanlarda minimal diizeyde perivaskiiler 6dem ve yer yer

O0demat6z vakuoller dikkati gekti (Sekil 52).
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Sekil 52. AKR + E vitamini grubu fetus beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noron ve kapiller. Noéron
niikleusu (Nn), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller duvart (ok), interseliiler alanda 6dem
(yildiz). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

b. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noron. Néron niikleusu (Nn).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

c. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndron. Noron niikleusu (Nn),
Golgi aparatusu (ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 um.

4.7.2. Disi ve Erkek Beyin Dokusunun TEM Incelemesi

Kontrol grubu disi (Sekil 53) ve erkek (Sekil 54) si¢anlar ile E Vitamini
grubundaki disi (Sekil 55) ve erkek (Sekil 56) si¢anlara ait beyin dokusu Kesitlerinin
TEM incelenmesinde néron perikaryon, niikleus, akson ve dendritleri olagan organel
igerigine sahip ve normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi. Noronlarin niikleuslar1
iri, oval-dairesel sekilli, sirlar1 diizgiin ve Okromatik goriinlimde olup normal

ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi. Kapiller diizeyinde izlenen vaskiiler yapilar ve
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perivaskiiler alanlar normal ultrastriiktiirel goriiniimde izlendi. Kapillar duvari ve astrosit
son ayakgciklar1 olagan kan-beyin yapisini yansitacak diizende goriildii. Kesit alanlarinda
izlenen degisik caplardaki miyelinli aksonlarda miyelin kilif diizenli, homojen elektron
yogunluga izlendi. Akson ¢api ile miyelin kilif kalinliginin dogru orantili oldugu goriildii.
Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarda aksoplazma icinde izlenen nérofilament, nérotubiil,
agraniiler endositoplazmik retikulum sisternalart ile mitokondriyonlar normal
ultrastriiktiirel yap1 ve yogunlukta degerlendirildi. Ayrica perikaryon ve dendrit kesitleri

normal ultrastriiktiirel yap1 ve igerikte izlendi.

‘ 1 1 3 ,A:’ ’:' A _. ‘. b i. l:,_‘.. - I ; >
Sekil 53. Kontrol grubu disi beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Disi, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néronal yapilar ve kapiller. Miyelinli akson
(kisa ok), mitokondriyon (ok bast), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller duvari (uzun ok).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 um.

b. Disi, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndron. Noron niikleusu (Nn), miyelinli akson
(ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢lim cetveli 2 um.

c. Disi, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif (ok). Uranil
asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 500 nm.
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Sekil 54. Kontrol grubu erkek beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noronal yapilar ve kapiller. Miyelinli akson
(kisa ok), mitokondriyon (ok bast), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller duvart (uzun ok).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

b. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néron. Noron niikleusu (Nn), miyelinli
akson (ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 pm.

c. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif (ok).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 500 nm.
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Sekil 55. E vitamini grubu disi beyin dokusu TEM goruntulerl

a. Disi, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida noronal yapilar ve kapiller. Miyelinli
akson (kisa ok), mitokondriyon (ok bast), kapiller limeninde eritrosit (Er), kapiller duvari (uzun
ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 pm.

b. Disi, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néron. Noron niikleusu (Nn), miyelinli
akson (ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 pm.

c. Disi, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif (0k).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 500 nm.
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Sekil 56. E vitamini grubu erkek beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néronal yapilar ve kapiller. Miyelinli
akson (kisa ok), mitokondriyon (ok basi), kapiller limeninde eritrosit (Er), kapiller duvari (uzun
ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 um.

b. Erkek, Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndron. Noron niikleusu (Nn),
miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2
um.

c. Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif (0k).
Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 500 nm.

Akrilamid grubundaki disi (Sekil 57) ve erkek (Sekil 58) siganlara ait beyin
dokusu kesitlerinin TEM incelenme bulgularinin benzer oldugu gériildii. Incelenen
kesitlerde bazi noronlarde intrasitoplazmik 6dem ve organel hasari ile perinuklear
kromatin yogunlasmasi tespit edildi. Perivaskiiler alanlarda genis 6dematdz alanlar ve
vakuoller ile astrosit son ayakg¢iklarinda dilatasyon ve organel hasar1 dikkati ¢ekti. Bazi

kesitlerde perivaskiiler alanlarda lenfositler saptandi. Ayrica miyelinli aksonlarin miyelin
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kilflar1 heterojen elektron yogunlukta izlendi. Miyelin kiliflarda diizensizlik ve kirilmalar

ile miyelin tabakalar1 arasinda bolgesel ayrilmalar mevcuttu.

a b

Sekil 57. AKR grubu disi beyin dokusu TEM goriintiileri
a. Disi, AKR grubu: Perivaskiiler 6dem (yildiz), astrosit sitoplazmasinda lizozomlar (¢ift bash

ok), kapiller duvar1 (uzun ok), kapiller limeninde eritrosit (Er), miyelinli akson (kisa ok),
mitokondriyon (ok bas1),. Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 um.

b. Disi, AKR grubu: Néron sitoplazmasinda ddem, vakuolizasyon ve organel hasari (yildiz),
miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2

um.

c. Disi, AKR grubu: Miyelinli aksonlarin miyelin kiliflarinda kirilma ve miyelin tabakalar
arasinda ayrilmalar. Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 500 nm.
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Sekil 58. AKR grubu erkek beyin dokusu TEM goriintiileri

a. Erkek, Akrilamid grubu: Perivaskiiler 6dem (yildiz), kapiller duvari (uzun ok), kapiller endotel
niikleusu (En), kapiller liimeninde eritrosit (Er), miyelinli akson (kisa ok), mitokondriyon (ok
bas1), perivaskiiler alanda lenfosit. Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 pm.

b. Erkek, Akrilamid grubu: Noron niikleusu (Nn), perinuklear kromatin yogunlagmasi (uzun ok),
noron sitoplazmasinda 6dem, vakuolizasyon ve organel hasari (y1ldiz), miyelinli akson (kisa ok),
mitokondriyon (ok basi). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 um.

c. Erkek, Akrilamid grubu: Miyelinli aksonlarin miyelin kilflarinda kirilma ve miyelin tabakalari
arasinda ayrilmalar. Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 500 nm.

AKR + E Vitamini grubundaki disi (Sekil 59) ve erkek (Sekil 60) si¢anlara ait

beyin dokusu kesitlerinin TEM incelenmesinde noron, glia hiicreleri ve vaskiiler yapilar

genel olarak normal ultrastriiktiirel yapida izlendi.
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Sekil 59. AKR + E vitamini grubu disi beyin dokusu TEM goriintiileri
a. Digi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida ndronal yapilar ve kapiller.

Miyelinli akson (kisa ok), mitokondriyon (ok basi), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller
duvari (uzun ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 2 pm

b. Disi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néron ve néronal yapilar. Noron
niikleusu (Nn), miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok bas1). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM.

Olgiim cetveli 2 um.

c. Disi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif
(ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 500 nm.
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Sekil 60. AKR + E vitamini grubu erkek beyin dokusu TEM goriintiileri

=

a. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néronal yapilar ve kapiller.
Miyelinli akson (kisa ok), mitokondriyon (ok basi), kapiller liimeninde eritrosit (Er), kapiller
duvar1 (uzun ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Ol¢iim cetveli 2 pm

b. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida néron ve néronal yapilar.
Noron niikleusu (Nn), miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok basi). Uranil asetat-kursun sitrat,
TEM. Olgiim cetveli 2 pm.

c. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastriiktiirel yapida miyelinli akson ve miyelin kilif
(ok). Uranil asetat-kursun sitrat, TEM. Olgiim cetveli 500 nm.
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5. TARTISMA

Arastirmamizda ratlara gebelik boyunca ve dogum sonrasinda subkronik olarak
AKR uygulamasmin, miyelin sentezini ve gelisimini nasil etkiledigi, miyelinle ilgili
protein ve BDNF diizeylerinde nasil degisikliklere sebep oldugu incelenmistir. Ayrica
ratlarin total viicut ve beyin agirliklarinin yani sira fetus CRL dlgtimleriyle gelisim siireci
incelenmis olup, bilissel fonksiyonun degerlendirilmesi igin Water Maze testi
uygulanmistir. Demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonun degerlendirilmesinde Western
Blot, RT-PCR, histopatolojik, immiinohistojimyasal ve elektron mikroskobik yontemler
kullanilmistir. Ayrica, bu calisma ile birlikte AKR’ye maruz kalan fetus ve yavru
beyinlerinde olusan demiyelinizasyona karsi E vitamini ailesinin iiyesi olan a-tokoferoliin

noroprotektif etkileri ortaya konmustur.

Akrilamid’in (AKR), onlarca yildir sadece sanayide yogun olarak kullanilan bir
sentetik kimyasal oldugu bilinmekteydi. Ancak giiniimiizde ise, 1sil islem gormiis
gidalarda da AKR'nin varhigi kesfedilmis ve AKR’nin toksik etkileriyle ilgili endise
artmistir. Patates kizartmasi, kahve, cips, biskiivi gibi on binlerce gidanin AKR icerdigi
bilinmektedir.  Yiiksek seviyelerde AKR, Kkanser ve norolojik hasar ile
iliskilendirilmektedir. AKR’nin gidalarda bulunan seviyelerinin gergek saglik etkileri
konusundaki belirsizliklere ragmen, bu bilesik hakkinda kamuoyunda farkindalik
artmistir. AKR’nin gida iiriinlerinde ve ¢evremizde bol miktarda bulunmasi nedeniyle

insan saglig1 iizerindeki riskine 6nemle dikkat ¢ekilmesi gerekmektedir.

AKR, norotoksisitesi insan ve hayvan deneyleri ile dogrulanmis olan gelisimsel
genotoksisite, norotoksisite ve potansiyel kanserojenezden sorumlu olabilecegi
belirtilmistir (253). Bu nedenle, AKR nérotoksisitesi insan sagligi ile yakindan iliskilidir.
Uzun yillardir yapilan aragtirmalarda, 0.5 ila 50 mg/kg/giin arasinda degisen AKR
seviyelerine tekrar tekrar maruz kalan kopekler, kediler, kobaylar, tavsanlar ve
kemirgenler dahil olmak {izere g¢esitli laboratuvar hayvanlarinda benzer fenotipte
norotoksisite gosterilmistir (254). Bu norolojik bozukluklara presinaptik noronun aktif
yerinde, niikleofilik sistein ve AKR arasindaki kovalent eklenti olusumu neden olabilir.
Bu siire¢ noronlart devre disi birakarak norotransmitter transferini etkileyerek
norotoksisiteye yol agar (255). Son yillarda AKR ile iligkili nérotoksisitenin altinda yatan
cesitli potansiyel molekiiler mekanizmalar ¢ok yonlii olmasina ragmen, AKR kaynakli

norotoksisitenin mekanizmasi tam olarak ortaya ¢ikartilamamistir. Ayrica oksidatif stres,
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biyokimyasal ve fizyolojik bir aktivasyon sinyali olarak hizmet eder ve AKR'nin neden

oldugu norotoksisite ile dogrudan ve dolayli olarak iliskilidir (256).

Ulusal Toksikoloji Programi1 (NTP) kapsaminda AKR ile ilgili ¢ok sayida deney
yapilmistir. I¢gme suyunda ve diyet ile farkli dozlarda AKR’nin uygulandig
aragtirmalarda hem erkek hem de disi ratlarda bulunan toksik etkiler incelenmistir. Bu
deneylerde, AKR uygulanan tiim siganlarda beyin agirliklarinin azaldigi gosterilmistir
(257). El Sayyad ve ark., gebe ratlara AKR uygulamasi yapmis ve dogan yavrularinda
gecikmis biiyiime ve azalmis viicut ve beyin agirligi gozlemlemislerdir (258). Gebelik
sirasinda maternal AKR maruziyetini takiben azalan yavru viicut agirligi, farelerde ve
sicanlarda tutarl bir sekilde gézlenmistir (259). Arastirmamizdan elde ettigimiz bulgular,
AKR’ye maruz birakilan gebe sicanlarin fetus ve dogan yavrularinin canli agirliklarini,
total beyin agirliklarini ve viicut agirliklarin1 olumsuz etkileyerek onemli derecede
azalttigin1  gostermistir.  Ancak AKR’nin bu olumsuz etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. AKR’nin, enzimler, reseptorler ve hiicre
iskeleti proteinleri dahil olmak iizere proteinlerdeki siilthidril ve amino kalintilar ile
kolayca reaksiyona girme yetenegi, cok sayida hiicresel islemi etkileyebilir. Ayrica viicud
agirligindaki azalma, leptin transport bozukluklarindan kaynaklanan istah kaybindan,
eslik eden AKR toksisitesinden ve gebe ratlarlarda ise prolaktin diizeyindeki azalmadan
kaynaklanabilir (260).

Water maze testi, hayvanlarin uzaysal 6grenme ve hafiza yeteneklerini arastirmak
icin kullanilan en yaygin nérodavranigsal testlerden biridir. Calismamizda disi ve erkek
yavrularda ayrt ayr1 yapilan water maze testinde platformu bulma siireleri
degerlendirilmistir. Disilerde platformu bulma siiresi agisindan gruplar arasinda fark
gozlenmezken, erkeklerde bu siire AKR grubunda diger gruplardan daha yiiksek
bulunmustur. Benzer sekilde platformun bulundugu quadrantta gecirilen siirede disiler
arasinda fark bulunmazken erkeklerde AKR grubunda bu siire daha yiiksekti. Bu bulgular
AKR’nin erkeklerde oOgrenme ve hafiza bozukluklarina sebep oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozellikle hipokampusta noronal hasar ve sinaptik iletim
disfonksiyonunun, bilissel bozulma ile dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir (261).
Zhang ve ark., AKR'ye maruz kalan siganlarin serebral kortekslerinde ve serebellalarinda
sinaps sayisinin ve sinapsin protein seviyelerinin azaldigini bildirmistir (262).
Calismamizda da analizi yapilan proteinlerin ekspresyonu dramatik bir sekilde azalmistir,

bu da sinaptik iletim hasarinin AKR kaynakli biligsel bozulma ile yakindan baglantil
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olabilecegini gostermektedir. AKR aracili bellek bozukluklari, dis uyarim veya 6grenme
ile yeniden sekillenebilen beyin plastisitesindeki degisikliklerle iliskili olabilir (263).
Ayrica, ¢alismamizda elde edilen histopatolojik ve elektron mikroskobik inceleme
sonuglari, AKR'ye maruz kalmanin 6grenme ve hafiza kaybina neden oldugunu dogrular

niteliktedir.

Miyelinizasyon, MSS’de elektriksel sinyal iletiminde etkili olan temel faktordiir.
Aksonlarin miyelinizasyonu, yiiksek diizeyde diizenlenen bir siirectir ve ¢esitli intrinsik
ve ekstrinsik faktorler tarafindan kontrol edilir. Bu ¢alismada, AKR’nin miyelinin bazi
gen ve proteinlerinin diizenlenmesindeki roliine odaklanilmigtir. Miyelin proteinlerinin
viicuttaki en uzun Omiirlii proteinler arasinda olmasi, bu proteinlerin miyelin stabilitesi
ve sinir sisteminin normal isleyisindeki 6nemini gostermektedir (264). Miyelin, MBP gibi
spesifik miyelin proteinleri ile bir arada tutulan, sikica paketlenmis tekrarlayan lipid ikili
tabakalardan olusur (265). MBP, miyelin kilifi iginde dagilan ve olgun miyelinin ¢ok
katmanli yapisini olusturan katmanlagma siirecinin ayrilmaz bir pargasidir (266). MBP,
toplam MSS miyelin proteinlerinin %30'unu olusturan ve miyelin i¢inde en bol bulunan
proteinlerden birisi olmasi sebebiyle miyelin kilifinin fonksiyon ve biitiinliigtindeki rolii
oldukga biiytiktiir (267). MBP, iyi tanimlanmus bir globiiler yapidan yoksun, ¢evresine ve
etkilesimlerine bagli olarak konformasyonunu degistirebilen, 6ziinde diizensiz bir
proteindir (268). Bu ozelliginden dolayir AKR gibi toksikantlarin MBP’nin yap1 ve
islevine kolayca etki etmesi muhtemeldir. Bunun aksine, diizensiz bir protein olmasi,
MBP’nin ¢ok islevli bir protein olabilecegini de diisiindiirebilir (267). MBP, membran
baglayici bir protein olarak karakterize edilmis olsa da (269), bir dizi protein-protein
etkilesimi igerisindedir (270,271). Bu farkli etkilesimler miyelinin dogru olusumu igin
onemlidir (272). MBP'nin, kalmodulin ve hiicre iskeleti proteinleri gibi diger bir¢ok
proteine baglandigi ve bunlarla etkilesime girdigi (273) ve sinyal yollarinda rol oynadigi
bilinmektedir (271).

Calismamizda, AKR uygulamasi, miyelinin en énemli yap1 bilesenlerinden olan
MBP’nin mRNA gen ekspresyonunu hem disi hemde erkek ratlarda onemli derecede
azaltmistir. Benzer sekilde fetus, disi ve erkek ratlarda MBP protein diizeyini onemli
derecede baskilamistir. Immiinohistokimyasal verilerde beyin korteksinde, pozitif MBP
immiinoreaktivite gosteren noéronlarda azalmalar tespit edilmistir. Elde ettigimiz
bulgular, miyelinin yap1 ve fonksiyonunda ciddi etkisi olan MBP ifadelenmesinin

azalmasmin dogrudan veya dolayli olarak norodejenerasyona ve hatta bagta MS gibi
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demiyelinizan hastaliklarin patogenezine katkisini gostermektedir. Bununla birlikte,
yagda c¢oziinen ve KBB’yi gecerek MSS’ye niifuz eden E vitamini, AKR nin sebep
oldugu demiyelinizasyonu durdurma kabiliyetini ve remiyelinizasyonu baglatma
potansiyelini gosteren MBP gen ve protein diizeylerini artirmistir. Aragtirmamizda, AKR
kaynakl1 toksisiteye karsi1 E vitamininin tercih edilme sebebi ise, giiglii néroprotektif bir
antioksidan ve antiapoptotik 6zellikte bir vitamin olmasidir (274,275).

Tim bunlara ek olarak MBP’nin, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon
stireclerini gostermek i¢in kullanilabilecek 6nemli belirte¢ oldugu rapor edilmektedir
(276). Miyelin hasari olusmasi durumunda, beyin dokusundaki bu proteinin miktart
azalmaktadir (277). Arastirmalarda anti-MBP antikorlarinin demiyelinizasyona neden
olup olmadigi incelenmistir. Anti-MBP antikorlarina ek olarak, MBP proteini incelenmis
ve hem serumda hem de BOS'ta beyin dokusu hasar1 ve norodejeneratif hastaliklar igin
olas1 bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (278,279). Kompakt miyelinin
ayrilmaz bir bileseni olan MBP'nin BOS’ta saptanmasi, miyelin yapisinin bozulmasinin
dogrudan bir igaretidir. Buna paralel olarak, ¢ogu MS hastasinin BOS'unda relaps
sirasinda MBP ve fragmanlar1 saptanabilmektedir (280,281). Miyelin kilif kaybi, MS'in
onemli bir 6zelligidir ve bu sebeple MS gibi demiyelinizan hastaliklarda miyelin kilifinin
tahribinin gozlenmesi, nérodejenerasyon ve elektriksel iletimin basarisizligini gosteren
onemli bir belirtegtir. MS patogenezinde MBP’nin ve kompakt miyelinin yapisinda

degisikliklerin meydana geldigi arastirmalarda belirlenmistir (282).

Deneysel MS modellerinde, demiyelinizasyon ve ndrodejenerasyonu
degerlendirmek i¢in  histopatolojik  incelemelerin  yaninda MBP  diizeyleri
belirlenmektedir. Bu arastirmalarda, noronal piknoz, dejenerasyon, demiyelinizasyonun
yant sira (oligodendrosit yikimi, miyelin kayb1 ve aksonal hasarin bir sonucu olarak MS
plagt olusumu) hipokampus ve kortekste MBP seviyesinde Onemli bir azalma
belirlenmistir (283,284). Yine farkli bir arastirmada, histopatolojik degisikliklerle
birlikte MBP diizeyinde azalma ve demiyelinizasyon rapor edilmistir (285). Msd (myelin
synthesis-deficit) farelerde, olgun miyelin kilifin bir belirteci olan MBP
immiinoboyamasinin yapildig1 bir incelemede, beyaz madde, talamus ve kortekste nadir
ve zayif MBP boyamalar1 gozlemlenmistir (286). Yine shiverer farelerde benzer zayif ve
seyrek boyanmalar tespit edilmistir (287). Bu durum fare beyinlerinde oligodendrositlerin
kompakt miyelin kilifi olusturma kabiliyetinde basarisiz oldugunu ve hipomiyelinasyonu

ifade etmektedir.
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Miyelinle iliskili glikoprotein (MAG), MSS ve PSS miyelininde bulunan bir
glikoproteindir. MAG, ¢ok katmanli kompakt miyelin iginde degil, miyelin kiliflarinin
periaksonal glial membranlarinda bulunmaktadir. Aksonun yanindaki bu konumu, onun
miyelin olusturan hiicreler ve aksolemma arasinda adezyon ve sinyallesmede islev
gordiigiinti diisiindiirmektedir (288). MAG, miyelin aksonlarini koruyan, akson-miyelin
stabilitesini destekleyen ve eksikliginde ise aksonal fonksiyon bozuklugunun ortaya
cikmasiyla karakterize bir glikoproteindir (289). Anti-MAG antikorlarinin siyatik sinire
transferinin demiyelinizasyona neden oldugunu gosteren bir arastirmada, bu antikorlarin
noropatiye neden oldugu gosterilmistir (290). Fareler {izerinde yapilan bir arastirma,
MAG eksikliginde miyelinin akson-Schwann hiicre biriminin devam edemedigini
gostermistir. Bu nedenle, miyelin olusumu i¢in MAG oldukg¢a 6nemli bir proteindir (291).
Bu gozlemler, MAG'n MS gibi demiyelinizan hastaliklarda rol oynadigini
disiindiirmektedir. MAG  knockout farelerde yapilan arastirmalarda MSS
miyelinizasyonunda gecikme, periaksonal ve paranodal yapisal anormallikler, miyelin
kilifi olusumunda bozukluklar goériilmiistir. Bu in vivo bulgular, aksonlardan
oligodendrositlere MAG aracili sinyallesmenin verimli miyelinizasyon i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir (288). Arastirmamizda AKR’nin MAG gibi miyelinin énemli
bir bileseninin MRNA gen ekspresyonunu hem disi hem de erkek ratlarda diistirdiigi,
protein ekspresyon diizeylerini ise fetus, disi ve erkek ratlarda 6nemli derecede azalttig1,
buna karsilik E vitamininin, bu genin ekspresyon ve protein diizeylerini belirgin sekilde
uyardigr goriilmistir. Bu bulgular AKR’nin demiyelinizasyona sebep olan etkisinin

altinda yatan mekanizmalarinda MAG’1n 6nemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger bir miyelinle iliskili glikoprotein ise miyelin kilifinin dis ylizeyinde bulunan
miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)’dir. MOG, MSS'nin miyelin olusturan
hiicreleri olan oligodendrositler tarafindan {iretilen birka¢ proteinden biridir. MBP ve
MAG’1n yanisira MOG, oligodendrosit yiizey membranlarinin temel bir bilesenidir. Bu
glikoproteinler, miyelin kiliflarinin olusumunda, korunmasinda ve dagiliminda temel
rollere sahiptir (292). insanlarda ve kemirgenlerde, MOG geni majdr histo-uyumluluk
kompleksi lokusunda bulunur (293). Bu bolge tarafindan kodlanan molekiiller, hiicrelerin
yiizeylerinde bulunur ve antijen sunumunda, inflamasyonun diizenlenmesinde,
kompleman sisteminde ve dogustan gelen ve adaptif bagisiklik yanitlarda yer alir (293).

Hiicre iskeletinin olusumu ve mikrotiibiil stabilizasyonu MBP ile MOG etkilesimlerine
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baghdir (294). Deneysel c¢alismalar, secilen anti-MOG antikorlarinin, miyelin iginde
onemli bir proteaz-aracili MBP kaybini indiikledigini gostermistir (295). MOG’u
MSS’de boylesine 6zel kilan bazi o6zellikler bulunmaktadir. Miyelin kilifinin  dig
yiizeyinde lokalize olan MOG, MSS demiyelinizasyonunu ortaya ¢ikarmak i¢in bilinen
tim patojenik gereksinimleri karsilayan ilk miyelin antijeni oldugundan, MS'de
otoimmiin atak i¢in dikkat ¢ekici bir hedef antijendir (250,296). Yiizey konumu ayrica,
hiicre dis1 matriksten veya bitisik miyelin kiliflarindan oligodendrositlere bilgi ileterek
sinyal iletiminde islev gorebilecegini disiindiirmektedir (288). Periferik sinirde veya
diger dokularda protein veya mRNA diizeyinde MOG saptanmadigi icin MSS miyelininin
spesifik bir antijeni olarak goriilmektedir (297). Saflastirilmis anti-MOG antikoru,
dogrudan veya dolayli olarak MSS demiyelinizasyona neden olmaktadir (298). Akut
deneysel otoimmiin ensefalomiyelit olan hayvanlara anti-MOG antikoru intravendz
olarak verildikten sonra MSS'de demiyelinizasyon goriilmiis ve bu durum anti-MOG’un
bozulmus kan-beyin bariyeri yoluyla MSS'ye girebildigi ile iligskilendirilmistir (298,299).
Normal sicanlara anti-MOG antikorunun intratekal enjeksiyonu da MSS
demiyelinizasyonuna neden olmaktadir (300). MOG’un MSS miyelinizasyonundaki bu
dikkat cekici 6zellikleri birlikte degerlendirildiginde MS gibi demiyelinizan hastaliklarin
patogenezindeki etkisi arastirma konumuz olmustur. MOG'nin miyelin kiliflarinin dis
tabakasinda ve oligodendrosit zarinin yiizeyindeki lokalizasyonu, bu proteinin bagisiklik
sistemi ile etkilesime gegebilecegi ve demiyelinizan bozukluklarin patofizyolojisine dahil
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda AKR’nin MOG gen ekspresyonu ve
protein diizeylerini disi ve erkek rat beyinlerinde 6nemli derecede azalttig1 goriilmiistiir.
Bulgularimizdaki bu azalma, demiyelizasyonda MOG’un 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. E vitamini ise bu etkiyi geri dondiirmiistiir. MOG immiinoreaktivitesi de
western blot ile uyum igindedir. Disi ve erkek beyin korteksi incelendiginde MOG
immiinoreaktif olan néronlar AKR grubunda azalmistir. Buna karsilik E vitamininin,
MOG immiinoreaktivitesinde artisa neden oldugu belirlenmistir. En sik goriilen
demiyelinizan hastalik olan MS’te MOG'un yiiksek immiinojenik potansiyele sahip

olmasi, bu proteinin MS i¢in spesifik bir antijen olabilecegini diisiindiirmektedir (301).

Beyin kaynakli norotrofik faktorii (BDNF), baslangigta bir oncii protein olan pro-
BDNF olarak sentezlenir ve daha sonra biyolojik olarak aktif olan olgun BDNF'ye
serbestlesir (302). BDNF’nin, uzun zamandir noronal fonksiyondaki kritik rolleri

bilinmektedir (303). BDNF, norotransmitter salimmimini kolaylagtirarak ndronal
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plastisiteyi de etkiler (304). Ayrica, BDNF’nin 6nemli bir pro-miyelinizan molekiil
oldugunu gosteren 6nemli kanitlar bulunmaktadir (305). Calismalar, proBDNF’nin
miyelinizasyonu destekledigini ve miyelin yap1 proteini olan MAG’1n ekspresyonuna
aracilik ettigini gostermistir (306). MAG, uzun siireli akson-miyelin stabilitesi, Ranvier
diigtimlerinin yapisi ve akson hiicre iskeletinin devamliligi i¢in olduk¢a 6nemlidir (307).
BDNF knockout olan farelerde 6n beyin, korpus kallozum, omurilik ve optik sinirlerdeki
miyelin proteinlerinin (MBP, MAG ve MOG) ifadesinde 6nemli azalmalar gosterilmistir
(308,309). Daha da 6nemlisi, bu molekiiler degisiklikler, miyelin {lizerindeki yapisal
degisikliklere yansimistir. 2 haftalik BDNF knockout farelerin incelendigi bir ¢alismada,
optik sinirdeki miyelinli aksonlarin orani, wild tipte yavru farelere kiyasla %50 oraninda
azaldigr gorilmistir (310). Bu durum, BDNF'nin néronal gelisimden ziyade
miyelinizasyona 6zgii bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Miyelinizasyondaki bu
azalma, dogum sonrasi igilincii haftaya kadar devam etmis, bu duruma miyelinsiz
aksonlarin sayisinda artig ve akson ¢apinda onemli azalis eslik etmistir (310). Bu veriler,
endojen BDNF'nin in vivo gelisim sirasinda MSS miyelinasyonunu gii¢lendirdiginin
gostergesidir. BDNF'nin ndron-glia etkilesimlerindeki rolii, remiyelinizasyon ve/veya
miyelin onarim siirecinin diizenlenmesinde yer alan bir bagska 6nemli yoniinii temsil eder
(306). Ayrica, BDNF’nin, miyelinin yapisal biitiinliigiinii kontrol eden yapisal miyelin
proteinlerinin dagilimim diizenledigi bilinmektedir (311). Ornegin, deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (EAE) BDNF knockout fareler, miyelinin yapisal biitiinligii icin gerekli
olan miyelin proteinlerinin anormal dagilimindan kaynaklanan 6nemli miyelin yapisal
hasara sahiptir (311). Benzer sekilde, diger ¢aligmalar da miyelin yapisal proteinlerinin
dagilim modellerini diizenlemede BDNF'yi isaret etmislerdir (310,312). Ayrica,
BDNF'nin, remiyelinizasyon ve/veya miyelin onarim siirecinde temel adimlar olan
miyelin hasar1 bolgelerinde (313) oligodendrosit progenitoér hiicre proliferasyonunu,
gociinii ve farklilasmasini indiikledigi gosterilmistir (310). Ek olarak, MS hastalarinda
lezyon ¢evresinde BDNF'nin varlig1 gosterilmis (314) ve bunun miyelin onariminda roli
olabilecegi ifade edilmistir (313). Miyelinizasyonda BDNF’nin o6nemli bir rolii
olmasindan dolay1 arastirmamizda AKR toksisitesiyle olusan demiyelinizasyonun, pro-
BDNF ve BDNF diizeyleriyle iliskisi incelenmistir. Calismamizda, kronik olarak
uygulanan AKR’nin hem oOncii protein olan pro-BDNF hem de BDNF’nin protein
diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir. AKR grubundaki bu azalmaya BDNF gen
ekspresyon diizeyindeki azalma eslik etmis, immiinohistokimyasal olarakta hem fetusta

hemde disi ve erkek yavrularda bu durum desteklenmistir.
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Calismalar, MS'e yanit olarak miyelin onariminda BDNF'nin rolinii de
gostermektedir (315,316). Tekrarlayan ve diizelen MS (RRMS) hastalarinin periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde, saglikli bireylerle karsilastirildiginda, hastaligin  hem
remisyon hem de relaps fazinda daha diisiik seviyelerde BDNF salgiladig1 gosterilmistir
(315). Bu sonuglar, RRMS hastalariin saglikli kontrollere kiyasla genel olarak daha
diisiik BDNF seviyelerine sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum, daha diisiik BDNF
diizeylerinin MS'li bireylerin miyelin hasarina yatkin hale gelmesine ve remisyon
donemlerinde bile miyelin onarimini gergeklestirme yetenegini siirlamasina sebep
olabilir. Buna karsilik, MS atagi sirasinda hastalarda, hastaligin stabil fazindaki
seviyelere kiyasla daha yiiksek serum BDNF seviyeleri tespit edilmistir (317,318). Bu
sonuglar, bir MS atag1 sirasinda, miyelin onarmmint kolaylastirmak ve ndrolojik
iyilesmeyi  desteklemek i¢in BDNF  seviyelerinin  up-regiile diizenlendigini
gostermektedir. Bununla birlikte, BDNF seviyeleri, miyelin hasarini etkin bir sekilde
onarmak veya tam remiyelinizasyonu desteklemek icin yeterli seviyelere
ulagsamamaktadir. Benzer sekilde farkli ¢alismalarda, BDNF'nin MS kaynakli lezyonlarin
remiyelinizasyona katkida bulunduguna dair kanitlar sunulmaktadir (318,319).
BDNF'nin MSS miyelinasyonunu destekledigine dair bilgiler, felg, travmatik yaralanma
ve MS dahil olmak iizere demiyelinizan durumlar i¢in terapotik bir hedef olabilecegini
diistindiirmektedir. Felg ve omurilik yaralanmasinda rekombinant BDNF'yi agir1 eksprese
etmek icin dogrudan infiizyon veya hiicre bazli gen tedavisi uygulamasi, oligodendrosit
hiicre sayilari1 ve MBP, MOG ve PLP proteinlerinin ekspresyonunu 6nemli 6lgiide
artirmistir (320,321). BDNF’nin bu multifonksiyonlarinin, miyelin olusumu da dahil
olmak iizere MSS’nin biyolojik aktivitelerini se¢ici olarak etkileme potansiyeline sahip

oldugunu diisiindiirmektedir.

Ayrica arastirmalar, BDNF ekspresyonunun bilissel islevlerdeki, o6zellikle
O0grenme ve hafiza ile ilgili siireclerdeki Onemine dikkat cekmektedir. Yapilan
toksikolojik ¢aligsmalarda, diisiik AKR konsantrasyonlarinin BDNF ekspresyonunu
etkiledigi ifade edilmistir (322). 4 yil takip edilen prospektif kohort bir caligma, AKR'ye
maruz kalmanin, yash erkeklerde artan zayif bilis ve hafif bilissel gerileme riski ile iliskili
oldugunu gostermistir (76). Arastirmamizda, AKR ile muamele edilen ratlarda azalan
BDNF ve pro-BDNF gen ve protein ifadesi gosterilmistir. AKR’nin bu toksik 6zelligi,
genel olarak beyin gelisimini baskilamasindan ve dogum 6ncesi donemden kaynaklanan

muhtemel norogelisimsel bozukluklara sebep oldugundan kaynaklanmis olabilir.
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Histopatolojik degerlendirmeler incelendiginde disi ve erkek ratlarin beyinlerinde
korteks c¢aplar1 degerlendirilmis ve beyin korteks caplari karsilagtirildiginda AKR
gruplarinda 6nemli azalmalar tespit edilmistir. Ayrica fetus, disi ve erkek ratlarin beyin
korteks hiicre niikleuslarinda heterokromazi verileri degerlendirildiginde AKR, fetus
heterokromazisini 6nemli derecede artirirken, disi ve erkeklerde olusan heterokromazi
artigt istatistiksel anlamlilik gostermemistir. Heterokromatik goriintiiler sitoplazma ve
niikleusu i¢eren yogunlagsmayi ifade etmektedir. Bu yogunlasma ise hiicrelerde fonksiyon
ve metabolik olaylarin azalmasina ve hatta hiicrenin apoptoza gidebilecegine isaret
etmektedir. Ozellikle heterokromatik hiicrelerin fetus beyinlerinde daha fazla goriilmiis
olmas1 embriyonik gelisim sirasinda AKR’nin beyin gelisimindeki etkisini daha ¢arpici
sekilde ortaya koymaktadir. TEM incelemelerinde ise AKR grubunda hem disi hemde
erkek sicanlara ait beyin dokusu kesitlerinde benzer bulgular gériilmiistiir. incelenen
kesitlerde bazi noronlarda 6dem ve organel hasari tespit edilmistir. Ayrica 6dematdz
alanlar ve bazi kesitlerde perivaskiiler alanlarda lenfositler saptanmistir. Ozellikle
miyelinli aksonlarin miyelin kiliflar1 heterojen elektron yogunlukta izlenmistir. Miyelin
kiliflarda diizensizlik ve kirilmalar ile miyelin tabakalari arasinda bolgesel ayrilmalar
gozlenmistir. Elde edilen bulgular gosteriyorki; calismamizda elde edilen molekiiler
analizler, histopatolojik degisiklikler ve TEM sonuglarinda goriillen miyelin kilif
dejenerasyonlari birbirleri ile uyum igerisindedir. AKR + E Vitamini grubunda E vitamini
uygulamasi ise noron, glia hiicreleri ve vaskiiler yapilarin genel olarak normal

ultrastriiktiirel yapida olmasini saglamistir.

Diger dokularla karsilagtirildiginda beyin, yiiksek metabolizma hizina, yiiksek
lipid icerigine ve nispeten diisiik koruyucu antioksidan sistemlere sahip oldugu i¢in
oksidatif hasara daha duyarlidir (323). Arastirmalar, a-tokoferol uygulamasiin beynin
oksidatif hasarma karst koruyucu etki gosterdigini ve bu korumanin lipid
peroksidasyonunun azalmasiyla saglandigini gostermistir (324). 1997 yilinda Alzheimer
hastaliginda tedavi olarak E vitamininin etkinligini gosteren ¢ift kor, randomize gok
merkezli klinik bir ¢alisma yapilmistir. Arastirmada, orta derecede siddette bozuklugu
olan igyliz kirk Alzheimer hastasinda iki yil boyunca 2000 IU/giin vitamin E
uygulanmistir. Sonug olarak, E vitamininin Alzheimer hastali1 ilerlemesini yavaslattig
sonucuna varlmistir (325). E vitamini ailesinin dogada bulunan sekiz iiyesinin timii
biyolojik olarak aktif olmakla birlikte, memelilerde, a-tokoferol biyolojik olarak en aktif

olarak kabul edilir (326). a-Tokoferol, biiyiik 6l¢iide a-tokoferol transfer proteinine (a-
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TTP) yiiksek afinitesi nedeniyle biyolojik olarak en aktif form olarak kabul edilmektedir
(327). a-Tokoferol, yagda ¢oziinen bir molekiil olmasi nedeniyle, a-TTP araciligiyla
transferi gergeklestirilir. a-Tokoferol, KBB'yi olusturan endotelyal hiicrelerden
gectiginde, a-tokoferoliin dogrudan Bergmann glia hiicreleri ad1 verilen 6zel astrositlere
iletilmesi s6z konusudur. Rat Bergmann glia hiicrelerinde a-TTP’nin eksprese ediliyor
olmasi, o-tokoferol’iin MSS’ye kolayca ulasmasi anlamima gelebilir (328). TTP
ekspresyonunun Alzheimer hastasi olan bireylerde hipokampusun Purkinje hiicrelerinde
ve CA2 Piramidal hiicrelerinde lokalize oldugu, ancak saglikli bireylerde durumun boyle
olmadig1 dogrulanmistir (329). Hiicre i¢i TTP'nin beynin farkli bolgeleri boyunca
degisken bir sekilde ifade edilmesi ve ifadenin ndronal sagliga dayali olarak degisiklik
gosteriyor olmasi, a-tokoferol’{in nérodejeneratif hastaliklarda etkinligiyle ilgili bilgiler
sunmaktadir. Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stres aktivitesi goz
ontine alindiginda, ROS diizeylerinin artmasi, TTP ekspresyonunu up-regiile etmesiyle
iliskilendirilebilir. Bu durum MSS'de 6zellikle beynin ihtiya¢ duyulandan daha fazla
bolgesinde, a-tokoferol transportunu modiile eden feedback mekanizmasina sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir (326). Yapisal olarak, astrositler KBB boyunca uzanirlar
ve biitlinliikleri i¢in a-tokoferole bagimli néronlar olan Purkinje hiicreleri ile yakindan
iliski icerisindedirler (330). a-Tokoferol’iin néronlara ve hatta oligodendroglial siirece
transport ve etki mekanizmasi tam olarak bilinmesede bu gozlemler, esasen KBB’den a-
tokoferolii ve hiicrede dolagan diger vitaminleri alan astrositlere, ndronlara ve
oligodendrositlere yogunlasilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Béylece, E vitamininin
MSS’de taginmasinin ve bulunabilirliginin anlasilmasi, MS gibi n&rodejeneratif

hastaliklarin ilerleme ve 6nlenmesinde dnemli stratejik hedefler haline gelebilir.

Bu calismadan elde edilen veriler 1s18inda AKR’nin embriyonal gelisimden
yetiskinlige kadar olan siirecte, miyelinle iliskilendirilen major proteinlerin (MBP, MAG,
MOG, BDNF ve pro-BDNF) transkripsiyon ve translasyon diizeylerini baskiladigi
gosterilmistir. Ayrica, AKR’nin organogeneze ve bilissel fonksiyonlar {izerine negatif
etki gostererek miyelin sentez ve gelisimini anlamli derecede bozdugu tam olarak ortaya
konulmusgtur. Bunun yani sira sonuglarimiz, E vitamininin AKR kaynakli beyin
toksisitesine karsi organogenezde rol aldigini, histomorfolojik koruma etkisinin oldugunu
ve bu Ozelliklerinden dolayr E vitamininin AKR kaynakli norotoksisiteye karsi

noroprotektif bir ajan olarak hareket edebilecegini ortaya koymustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Gebelik, laktasyon ve laktasyon sonrasi 9. haftaya kadar disi ve erkek yavrulara

AKR ve AKR’nin E vitamini ile birlikte uygulandigi ¢alismamizdan elde edilen sonuglara

gore;

>

AKR uygulanan gebe ratlardan sezeryan ile alinan fetus agirliklar
degerlendirildiginde, AKR’nin total fetus agirligint 6nemli Olgiide azalttig
goriilmiistiir. CRL 6l¢iimleride benzer sekilde AKR ile azalmistir. E vitamini ise
her iki parametreyi de kayda deger 6l¢iide artirmistir. Ayrica AKR, disi ve erkek

ratlarin beyin agirliklarini da olumsuz etkilemistir.

Bilissel fonksiyonun 6l¢iilmesi i¢in uygulanan water maze testi sonuglari, AKR
uygulamasinin disi ratlarda platformu bulma siiresi iizerine etki etmedigini
gostermistir. AKR, erkek ratlarda ise platformu bulma siirelerinin artmasina sebep
olmustur. Bununla birlikte disi ratlarin hedef kuadranda gecirdikleri siirelerde de
onemli fark goriilmezken, erkek ratlarda bu siirenin uzadig: tespit edilmistir.
Erkek ratlarda AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasi biligsel
fonksiyon testi tizerinde pozitif etki géstermis, siireleri kontrol grubu degerlerine

getirmistir.

AKR uygulamasi hem erkek hem de disi ratlarda miyelinle iligkili MBP, MAG,
MOG ve BDNF gen ekspresyonlar lizerine olduk¢a 6nemli derecede negatif etki
gostermistir. Benzer sekilde fetus, disi ve erkek ratlarda MBP, MAG, MOG,
BDNF ve pro-BDNF protein diizeyleri iizerinde negatif etki gostermistir. AKR+E
vitamini grubunda, E vitamini uygulamasi AKR kaynakli bu gen ekspresyonlarini
ve protein diizeylerini 6nemli derecede artirmistir. Benzer sekilde MBP, MOG ve
BDNF ile yapilan immiinohistokimyasal incelemelerden elde edilen sonuglar RT-

PCR ve western blot analizlerini dogrulamustir.

Fetus, disi ve erkek ratlarda yapilan histopatolojik degerlendirmeler, AKR
uygulamasinin 6zellikle fetus beyin korteks niikleus heterokromazisine sebep
oldugunu gostermistir. Ayrica AKR’nin disi ve erkek ratlarin beyin korteks

caplarini da 6nemli derece azalttig1 belirlenmistir. AKR+E vitamini grubunda E
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vitamini uygulamasi ile 6kromatik hiicrelerin arttig1 ve beyin korteks ¢aplarinin
ise pozitif yonde etkilendigi goriilmiistiir.

TEM incelemeleri ise gostermistir ki; AKR uygulamasi, noéronlarda 6dem, organel
hasari1, perivaskiiler alanlarda lenfositlerin artis1 ve 6zellikle miyelinli aksonlarin
miyelin kiliflarinda diizensizlik, kirilmalar ve bolgesel ayrilmalarin olugsmasina
sebep olmustur. E vitamini uygulamasi ise noron ve glia hiicrelerinin normal

ultrastriiktiirel yapida olmasini ve miyelin biitiinliigiiniin korunmasini saglamstir.

Mevcut ¢alismada, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve molekiiler
incelemeler sonucunda, AKR’nin gestasyonel, laktasyonel ve siitten kesme
sonrasini igeren uzun bir siirede, miyelinle ilgili baz1 temel proteinler ve BDNF
tizerinde zararli etkilerinin oldugu gorilmiistiir. Bu zararh etkilerin, insanlarda
MS gibi demiyelinizan hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, yogun miktarda
AKR igeren kizartma ve fast-food gibi gidalarin daha az tiiketilmesiyle
norodejeneratif hastaliklarin gelisiminin azaltilabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica,
E vitamininin AKR toksisitesine karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu
goriilmiistir. Bu nedenle, giinliik diyetle alinan E vitamini miktarinin

artirilmasini, ndroprotektif dogal bir yontem olarak tavsiye ediyoruz.
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