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ÖZET 

Gebelik Süresince ve Doğum Sonrasında Akrilamid Uygulanan Rat Yavrularında, 

Akrilamid’in Miyelin Sentez ve Gelişimi Üzerindeki Toksik Etkilerinin 

İncelenmesi ve E Vitamininin Koruyucu Rolünün Araştırılması 

 

Amaç: Akrilamid (AKR) suda çözünen, renksiz ve kokusuz kristal bir maddedir. 

AKR, önemli bir endüstriyel materyal olmasının yanı sıra kızartılmış ve fırınlanmış 

karbonhidrat açısından zengin gıdalarda bulunmaktadır. AKR, nöropatiye neden olan 

klasik bir aksonal toksik madde olarak bilinmektedir. E-vitamini ise, beyni oksidatif 

hasardan koruyan, yağda çözünen en önemli antioksidan vitamin olarak kabul 

edilmektedir. Bu çalışmada, AKR'nin beyindeki miyelin gelişimine etkisinin moleküler 

düzeyde ortaya çıkarılması ve bu toksik etkiye E vitamininin nasıl etki ettiğinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: Çalışmaya 40 gebe rat 4 gruba ayrılarak başlandı ve laktasyon 

sonrası her gruptan alınan 10 yavru rat ile araştırmaya devam edildi. 40 yavru sıçan, 

Kontrol, E vitamini, AKR, AKR + E vitamini gruplarına ayrıldı. AKR uygulamasını 

takiben, bilişsel fonksiyonu değerlendirmek için Water Maze testi uygulandı. 

Demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon seviyesini değerlendirmek için MBP, MAG, 

MOG ve BDNF, pro-BDNF proteinlerinin Western blot analizleri yapıldı. MBP, MAG, 

MOG ve BDNF'nin mRNA seviyeleri RT-PCR yoluyla belirlendi. Ayrıca MBP, MOG 

ve BDNF'nin immünohistokimyasal ve elektron mikroskobik analizleri yapılarak miyelin 

ve glia hücrelerinin dejenerasyonu incelendi. 

Bulgular: Analiz sonuçları, AKR uygulaması miyelinle ilişkili olan MBP, MAG, 

MOG, BDNF ve pro-BDNF protein ve gen ekspresyonlarını azaltmıştır. Elde edilen 

bulgular histopatolojik, immünohistokimyasal ve mikroskobik incelemelerle 

doğrulanmıştır. E vitamini uygulaması ise, AKR'nin bu olumsuz etkisini iyileştirmiştir.  

Sonuç: AKR’nin, gestasyon, laktasyon ve laktasyon sonrası dönemde 

demiyelinizasyona sebep olarak miyelinle ilişkili nörodejeneratif hastalıkların 

patogenezinde rol oynayabileceği görülmüştür. Ayrıca, E vitaminin ise AKR kaynaklı bu 

toksisiteye karşı güçlü nöroprotektif bir vitamin olarak miyelinizasyonu desteklediği 

anlaşılmıştır.    

Anahtar kelimeler: Akrilamid, beyin, nörodejenerasyon, 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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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

AKR, ACR  : Akrilamid 

MBP   : Myelin basic protein 

MAG   : Miyelin ilişkili glikoprotein 

MOG   : Miyelin oligodendrosit glikoprotein 

BDNF   : Beyin kökenli nörotrofik faktör 

pro-BDNF  : pro-Beyin kökenli nörotrofik faktör 

DNA   : Deoksiribo nükleik asit 

GLS   : Glisidamid 

AAMA  : N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-L-sistein 

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

Hb   : Hemoglobin 

GFAP   : Glial fibril asidik protein 

MSS   : Merkezi sinir sistemi 

PSS   : Periferik sinir sistemi 

MS   : Multiple skleroz 

Vit E   : E vitamini 

GSH   : Redükte Glutatyon 

OPC   : Oligodendrosit progenitör hücre 

PLP   : Proteolipid protein 

EAE   : Deneysel otoimmün ensefalomiyeli 

CRL   : Tepe Oturma Noktası Ölçümü 

RIPA   : Radyoimmünopresipitasyon assay tamponu 

EDTA   : Etilendiamintetraasetik asit 

BSA   : Sığır serum albümini 



x 

 

SDS   : Sodyum dodesil sülfat 

SDS-PAGE  : Sodyum dodesil sülfat-Poliakrilamid jel elektroforezi 

TEMED  : N,N,N',N'-Tetrametil etilendiamin 

APS   : Amonyum per sülfat 

TBS   : Tris-buffered saline 

TBST   : Tris-buffered saline with Tween-20 

RT-PCR  : Real-time reverse transcription–polymerase chain reaction 

mRNA  : Mesajcı RNA 

PDGF   : Platelet kökenli büyüme faktörü 

PDGFR  : Platelet kökenli büyüme faktörü reseptörü 
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1. GİRİŞ 

 

Akrilamid (AKR) suda çözünen, renksiz ve kokusuz kristal bir maddedir. AKR ve 

yüksek polimeri poliakrilamid, önemli bir endüstriyel materyal olarak 1950'lerden beri 

çeşitli ticari uygulamalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Gıda ambalajlarında, toprak 

gübrelerinde, tütün ve plastik endüstrisinde, atık su arıtımında ve içme suyu 

topaklaştırıcılarında olmak üzere birçok alanda kullanılmaktadır (1). İsveçli 

araştırmacılar ilk kez 2002'de, AKR'nin kızartılmış ve fırınlanmış karbonhidrat açısından 

zengin gıdalarda varlığını rapor ettiler ve AKR'nin, yüksek sıcaklıkta pişirme işlemi 

sırasında indirgeyici şekerler ve bazı amino asitler arasında Maillard reaksiyonu ile 

üretildiğini belirttiler (2). AKR, kızarmış patates, patates cipsi, çikolata, mısır gevreği, 

ekmek, bisküvi ve kahve ürünleri dahil olmak üzere birçok gıdada bulunmaktadır  (2). 

Batı ülkelerindeki insanların toplam günlük enerji alımının üçte birinden fazlasının AKR 

açısından zengin gıdalardan sağlandığı rapor edilmiştir (3). Ayrıca, 2015 yılında, Avrupa 

Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA), günlük ortalama diyetle AKR maruziyetini 0.4 ila 1.9 

µg/kg vücut ağırlığı arasında tahmin etmiştir. Bu maruz kalma sınırlarının hayvan 

kanıtlarına dayalı olarak neoplastik etkiler açısından endişe verici olduğu belirtilmiştir.  

Araştırmaya göre AKR, katı kahve, patates kızartması ürünlerinde en yüksek seviyelerde 

ve tahıl bazlı gıdalarda ise düşük seviyelerde bulunmuştur. Çalışmaya göre, diyetle AKR 

alımında en büyük kaynağı genellikle patates kızartması ürünleri oluşturmaktadır (4).  

Önceki hayvan araştırmaları, AKR'nin toksik etkilerinin nörotoksisite, 

hepatotoksisite, üreme toksisitesi, genotoksisite ve karsinojenisiteyi içerdiğini 

göstermiştir (5–7). Oral olarak uygulanan AKR hızla ve geniş ölçüde emilir. Beyin, 

vücutta AKR dağılımının en yüksek olduğu organlardan birisidir. İntraperitoneal 

enjeksiyon veya oral uygulama ile AKR'nin çoğu, karaciğerde sitokrom P450-2E1 

tarafından glisidamide metabolize edilir (8). Kanıtlar, glisidamit’in genel olarak AKR için 

bildirilenlere benzer miktarda nörotoksisite sergileyebileceğini göstermiştir (9). AKR, 

deney hayvanlarında periferik nöropatiye neden olan klasik bir aksonal toksik madde 

olarak bilinmektedir. Uzun yıllardır çok sayıda araştırmada, yüksek doz ve kısa süreli 

AKR maruziyeti kaynaklı periferik motor sinir hasarının mekanizmalarına 

odaklanılmıştır (10,11).  
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Miyelin, sinir liflerinin iletim hızını artıran ve hızlı saltatör iletimi (uyarının bir 

Ranvier düğümünden diğerine atlaması) için temel olan elektriksel bir yalıtkandır (12). 

Myelin Basic Protein (MBP), miyelin kılıfının, negatif yüklü lipitler içeren kompleksler 

oluşturarak stabilize edilmesine yardımcı olur. Miyelinle ilişkili proteinler, miyelin 

membranlarında bulunan hidrofilik proteinlerdir (13). Oligodendroglia ve beyaz 

maddenin enflamatuar hasara uğraması Multipl Skleroz gibi demiyelinizan hastalıkların 

patogenezinde rol oynamaktadır (12). AKR, demiyelinizasyon ile sonuçlanan aksonal 

membrana zarar verebilmektedir (14). Farklı çalışmalardan elde edilen veriler, AKR'nin 

MBP içeriğinde azalmaya yol açtığını göstermiştir (15,16). 

E-vitamini, beyni oksidatif hasardan koruyan en önemli yağda çözünen 

antioksidan vitamin olarak kabul edilir. Birçok araştırmada E vitamininin nöroprotektif 

etkisi gösterilmiştir (17,18). E vitamini hücre membranına etki eder ve membran 

stabilitesini bozabilecek bileşikleri etkisiz hale getirme yeteneğine sahiptir (19). E 

vitamini, otofaji ve nöronal ölümü azaltmaktadır (20), sitokrom oksidaz fonksiyon 

bozukluğunu engellemektedir, nöronal hasar şiddetinin azalmasını sağlayan antiapoptotik 

Bcl-2 geninin ekspresyon düzeyini artırmaktadır ve bunların yanı sıra yüksek enerjili 

fosfat bileşiklerini ve beynin farklı bölgelerinde bulunan NO düzeyini azaltmaktadır (21). 

AKR, deney hayvanlarında periferik nöropatiye yol açan aksonal toksik bir madde 

olarak bilindiğinden, araştırmaların çoğu periferik motor sinir hasarına yoğunlaşsada, 

merkezi sinir sistemi üzerine de çalışmalar yapılamaktadır. Son zamanlarda birçok 

araştırma AKR kaynaklı bilişsel azalmayı göstermiştir, ancak ilişkili mekanizmalar hala 

belirsizliğini korumaktadır. AKR kaynaklı nörolojik kusurlar kümülatiftir ve nöronal 

patofizyolojik hasarlar aşamalı olarak gelişmektedir. Bu çalışmada, gebelik boyunca ve 

doğum sonrasında AKR’ye subkronik maruz kalan anne ratlarla birlikte, aynı anne ratlara 

ait yavruların laktasyon sırasında ve laktasyon sonrasında da AKR’ye maruziyetinin 

miyelin sentezini ve gelişimini nasıl etkilediği, miyelinle ilgili protein ve BDNF 

düzeylerinde nasıl değişikliklere sebep olduğu incelenmiştir. Ayrıca, bu çalışma ile 

birlikte AKR’ye maruz kalan fetus ve yavru beyinlerinde oluşabilecek demiyelinizasyona 

karşı E vitamininin nöroprotektif etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Akrilamid’in Yapısı ve Özellikleri 

Akrilamid (AKR) (CH2=CH-CO-NH2), 71.08 g/mol moleküler ağırlığa sahip, 

karbon (%50.69), hidrojen (%7.09), nitrojen (%19.71) ve oksijenden (%22.51) oluşan 

düşük moleküler organik bir bileşiktir. Bu bileşik polardır ve suda, metanolde ve etanolde 

iyi çözünür. 1950'den beri endüstriyel ölçekte sentezlenmektedir. Poliakrilamid çeşitli 

endüstrilerde ve tarımda kullanılmaktadır (22). Önceki yıllarda yapılan epidemiyolojik 

çalışmalarda toksisitesi doğrulanarak kanıtlanmıştır. Hayvan çalışmalarında (fareler ve 

sıçanlar) AKR’nin kanser hücrelerinin oluşumunu indüklediği gözlenmiştir (23,24). 

AKR'nin yalnızca monomer formu toksik etki göstermektedir; polimerize formda insan 

veya hayvan organizmaları üzerinde hiçbir zararlı etkisi gözlenmemiştir. AKR 

yutulduktan sonra hızla emilir ve hayvanlarda ve insanlarda tüm vücuda dağılır. Timus, 

karaciğer, kalp, beyin, böbrekler gibi birçok organda ve hatta insan plasentasında ve anne 

sütünde bulunabilir, bu nedenle fetusa veya yeni doğan bebeklere kolayca aktarılabilir. 

AKR, DNA ile düşük reaktivite gösterir ancak, genetik mutasyonlara neden olabilen ve 

kromozomlara zarar verebilen DNA'ya stabil eklentilere yol açan reaktif bir epoksit 

metaboliti olan glisidamide metabolize edilir (22,23,25). 1994 yılında Uluslararası 

Kanser Araştırma Ajansı AKR’yi “potansiyel kanserojen” bir bileşik olarak 

sınıflandırmıştır (Grup 2A). Avrupa Birliği sınıflandırma sisteminde AKR kanserojen ve 

mutajen olarak ikinci kategoride yer almaktadır. 2010 yılında, Avrupa Kimyasallar Ajansı 

AKR’yi çok yüksek endişe arz eden maddeler listesine ekledi (26). 

Daha önce AKR’nin sadece kimyasal sentez sonucunda oluştuğu düşünülüyordu. 

2002'de, İsveç Devlet Gıda Ajansı ve Stockholm Üniversitesinden araştırmacılar, 

özellikle yüksek ısıl işleme tabi tutulan gıdalardaki (30 μg/kg'dan 2300 μg/kg'a kadar) 

AKR içeriği hakkında şaşırtıcı veriler yayınladılar (26). Aynı yıl, gıdalarda bulunan 

toksik maddeler listesine AKR de eklendi. Gıdalardaki AKR seviyeleri ve alımları ile 

ilgili mevcut çalışmalara dayanarak, Dünya Sağlık Örgütü günlük ortalama AKR alımını 

0.3–2.0 μg/kg vücut ağırlığı (27), çocuklar için ise bu değerden birkaç kat daha yüksek 

tahmin etmiştir (28). Bu şaşırtıcı verilerin anlaşılmasından sonra, birçok bilimsel 

araştırmada, cips, patates cipsi, ekmek, bisküvi, kraker, kurabiye, kahvaltılık tahıllar gibi 

yüksek sıcaklıkta işlenmiş nişastalı gıdalarda daha yüksek AKR içeriği (yaklaşık 12.000 

μg/kg'a kadar) rapor edilmiştir. AKR ayrıca yüksek ısıl işleme tabi tutulmuş et ve 
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balıklarda olduğu kadar çeşitli fast food türlerinde ve şekerlemelerde, çikolatada ve tatlı 

atıştırmalıklarda, kakao ve bebek yulaf lapalarında da tespit edilmiştir. Kahvede de 

önemli miktarda AKR içeriği belirlenmiştir (23,29–31). 

Gıdalarda AKR oluşumunun ana yolunun Maillard reaksiyonu (32) olduğu kabul 

edilmektedir (Şekil 1). AKR, ısıtılmış gıdalarda, bir amino asidin (asparajin) amino grubu 

ile şekerin karbonil grubunun kondenzasyonuyla oluşur. Bu reaksiyonun etkisi doğrudan 

dönüşümle AKR’ye dönüştürülebilen Schiff bazı olan bir ara ürün olabilir veya AKR 

oluşturabilen bir dizi reaksiyonu içeren aşamaların bir sonucu olabilir (33). Şimdiye kadar 

yapılan çalışmaların sonuçları AKR oluşum mekanizmasında asparajinin anahtar rolünü 

doğrulamıştır. AKR’nin karbon iskeletinin asparajinden türetildiğini, işaretli karbon ve 

nitrojen atomları kullanılarak kütle spektrometrisi ile teyit edilmiştir (34). Ayrıca α-

hidroksikarbonil bileşiklerinin, özellikle fruktoz ve glukozun, α-karbonil bileşiklerinden 

daha reaktif ve asparajini AKR’ye dönüştürmede çok daha etkili olduğu gösterilmiştir. α-

Hidroksil grubu, toplam Maillard reaksiyon aktivasyon enerjisinin azalmasının bir 

sonucu olarak asparajinin parçalanmasında kilit bir rol oynar. İndirgen şeker 

moleküllerinden türetilen karbon atomları, AKR oluşturmak için değil, sadece asparajinin 

AKR’ye dönüşümünü desteklemek için kullanılır (35). 

Gıdalarda AKR oluşumunun ana belirleyicileri asparajin ve indirgen şekerler veya 

reaktif karbonillerdir. İçerikleri öncelikle gıda ürünlerinin tür ve çeşitlilik özelliklerine, 

yetiştirme, hasat etme ve depolama yöntemlerine bağlıdır (36,37). Örneğin, buğday 

ununda AKR oluşumu, kükürt syoksunluğuna ve yüksek miktardaki asparajin seviyesi ile 

belirlenir. Şeker konsantrasyonunun çok daha düşük olduğu patateslerde AKR ile 

öncülleri arasındaki ilişkiler daha karmaşıktır. Bununla birlikte, toplam asparajin 

seviyesinin, Maillard reaksiyonuna katılım için diğer amino asitler ile karşılaştırıldığında 

AKR oluşumunu belirleyen önemli bir etmen olduğu gösterilmiştir (28,36–38). Ayrıca 

üründeki AKR seviyesini etkileyen önemli bir faktör de yüksek sıcaklıktır (özellikle 

120°C'nin üzerinde) (38). En yüksek AKR miktarı 160-180°C'nin üzerinde ısıtılan 

gıdalarda bulunmuştur (29,33). Öte yandan, gıda maddelerinin daha yüksek sıcaklıklarda, 

özellikle 200 °C'nin üzerinde uzun süreli ısıtılması, AKR’nin bozunmasını 

sağlayabileceği belirtilmiştir (23). Termal olarak işlenmiş gıdalardaki AKR içeriğini 

azaltmak için işleme yönteminin dikkatli seçimi, AKR toksisitesinde etkili bir strateji 

olarak kullanılabilir (33). Ayrıca patates (%10-20) ve tahıl ürünlerinin (%10'dan az) 

düşük neme sahip olması, bu bileşiğin oluşumunu yoğunlaştırdığı da rapor edilmiştir (39). 
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Gıdalarda bulunan toplam su miktarı, gıdalardaki AKR içeriğini büyük ölçüde etkiler. 

AKR’nin su aktivitesi (aw) 0.4 ile 0.8 arasında olan gıdalarda oluştuğu bilinmektedir. Su 

aktivitesi <0.4 olduğunda, AKR oluşumu azalmaktadır. Su aktivitesi ve nem içeriği 

birbirine bağlı iki parametredir, bu nedenle nem içeriği <%5 olan gıdaların Maillard 

reaksiyonunu takip etmesi ve AKR oluşturması daha olasıdır (40). Ayrıca, gıdalarda en 

çok pH 6-8 aralığında AKR oluşumu mümkündür (36), bu nedenle işlenmiş gıdaların 

pH'ındaki bir değişiklik AKR’nin içeriğinde azalmaya veya artmaya yol açabilir. Farklı 

gıda ürünlerinin besinlere eklenmeside AKR içeriğinde azalmaya yol açabilir. Örneğin, 

karabuğday tohumlarından ve filizlerinden elde edilen ekstraktların, ekstrakt türüne bağlı 

olarak AKR içeriğini %16.7–27.3 oranında azalttığı belirtilmiştir (41). Gıdalarda AKR 

oluşum mekanizması ve bunu etkileyen faktörler hakkında çok sayıda çalışma ve 

kapsamlı bilgi bulunmasına rağmen birçok belirsizlik bulunmaktadır (22,23,30,31,37,42). 
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Şekil 1. Akrilamid oluşumunun mekanizması (32) 

 

Çok sayıda araştırma, gıdalardaki AKR içeriğinin büyük ölçüde farklılık 

gösterdiğini ortaya koymaktadır. Gıdalarda AKR’nin genel olarak ortalama 100 

μg/kg'dan daha az bulunduğunu ve aşırı yüksek proteinli ürünlerde 10 μg/kg'ın altında, 

yüksek şeker içeriğine sahip ürünlerde ise 100-4000 g/kg'a kadar değişiklik gösterdiği 

bildirilmiştir. AKR’nin en yüksek içeriği patates kızartması ve kavurmasında, kavrulmuş 

kakao ve kahve ürünlerinde, ekmek ve hamur işlerinde, tahılların ısıl işleme tabi 

tutulduğu gıdalarda belirlenmiştir (23,29–31,39,43) (Tablo 1). 
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Tablo 1. Çeşitli gıda ürünlerindeki akrilamid içeriği (µg/kg) (29) 

Gıda Ürünü (µg/kg) 

Bebek mamaları 
 

Kahve ve kahve bileşenleri (kuru) 

Tahıl bazlı (hazır) 13 
 

Kavrulmuş kahve (kuru) 249 

Hızlı tahıl bazlı 345 
 

Hazır kahve (kuru) 710 

Şeker çubukları 54 
 

Tahıl bazlı kahve bileşenleri (kuru) 510 

Bisküvi 87 
 

Hindiba bazlı kahve bileşenleri (kuru) 2942 

Kavanozlu bebek maması 32–47 
 

Patates ürünleri 

Tahıl bazlı yemeye hazır besin 13 
 

Patates kızartması 326–328 

Yulaf lapası 29 
 

Patates cipsi 689–693 

Yedidoğan karışımları 14 
 

Derin yağda kızartılmış ev yapımı 

patates ürünleri 

234–241 

Meyve püresi 22 
 

Fırında pişmiş ev yapımı patates 

ürünleri 

317 

Meyve suyu 12 
 

Diğer ürünler 

Ekmek 
 

Kavrulmuş fındık ve çekirdekler 93 

Gevrek ekmek 443 
 

Salamura siyah zeytin 454 

Yumuşak buğday ekmeği 38 
 

Kuru erik ve hurma 89 

Diğer yumuşak ekmekler 57 
 

Toz kırmızı biber 379 

Tahıl ürünleri 
 

Balık ve deniz ürünleri 25 

Buğday ve çavdar bazlı ürünler 170 
 

Süt ve süt ürünleri 6 

Kepekli ve tam tahıllı ürünler 211 
 

Pizza 33 

Kraker 231 
 

Yeşil çay, kavrulmuş 306 

Bisküvi ve gofret 201 
 

Şeker ve bal 24 

Zencefilli çörek 407 
 

Sebzeler 17 

Makarna 13 
 

Sebze cipsleri 1846 

Bira 14 
 

Kurutulmuş ve işlenmiş meyveler 131 

Kakao 
 

Kuru yiyecekler 121 

Kakao (% 100 kakao tozu) 347 
   

Kakao (kakao içeren içecek tozu: 

şeker ve % 20 kakao tozu) 

248 
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2.2. Akrilamid’in Metabolizması 

AKR, konjuge bir vinil bileşiktir ve bu nedenle biyolojik materyallere karşı 

oldukça reaktiftir. AKR’deki çift bağ, sisteindeki –SH gruplarına ve proteinlerde/amino 

asitlerdeki –NH2 gruplarına karşı güçlü bir ilgiye sahiptir. AKR’nin oksidatif bir 

metaboliti olan Glisidamid (GLS), DNA'daki amino grupları ve bazlarla daha yüksek 

oranda olmakla birlikte, epoksit halkası aracılığıyla reaksiyona girer (44).  

2.2.1. Emilim ve Biyoyararlanım 

Oral biyoyararlanım, oral yoldan verilen dozun sistemik dolaşıma ulaşan kısmı 

olarak tanımlanabilir. AKR oldukça hidrofilik olduğundan tamamen emilmesi beklenir. 

Oral olarak uygulanan AKR’nin hem kemirgenlerde hem de insanlarda hızla emildiği 

bilinmektedir.  

Gavaj ile Fisher-344 ratlara uygulanan 10 mg/kg 2,3-14C işaretli AKR’nin, 

yaklaşık %90'ının dokulardan, vücut sıvılarından, idrardan ve dışkıdan geri kazanıldığı 

gösterilmiştir (45). Başka bir araştırmada, 50 mg/kg 1-14C işaretli AKR’nin oral yoldan 

verilmesinden sonra sıçanlarda (Sprague-Dawley) AKR’nin farmakokinetiği 

araştırılmıştır (46). 5 dakika sonra kanda radyoaktivite tespit edilmiş ve uygulamadan 38 

dakika sonra plazma pik konsantrasyonuna ulaşmıştır. Fisher-344 sıçanlarda, AKR’nin 

gıda ve sulu gavajdaki biyoyararlanımı sırasıyla %32-%44 ve %60-98 olarak tespit 

edilmiştir (47). B6C3F1 farelerde, AKR biyoyararlanımı diyet ile verildiğinde %23, sulu 

gavaj ile verildiğinde ise %32-52 olarak bulunmuştur (48). Gıda bileşenlerinde bulunan 

nükleofilik gruplarla etkileşimi nedeniyle gıdalardan AKR alımı beklendiği gibi daha 

düşük bulunmuştur. Ek olarak, biyoyararlanımın türler arasında oldukça farklı olduğu 

belirtilmiştir. Bunun aksine, Bjellaas ve ark. gevrek bisküvi ile beslenen farelerde 

(C57BL/6JBomTac) AKR biyoyararlanımının yaklaşık olarak tam olduğu bildirmiştir 

(49). Bu farklılık sadece plazmadaki ana bileşiğin ölçülmesinden ve AKR’nin GLS’ye 

metabolizmasının hesaba katılmadığından kaynaklandığı öne sürülmüştür (49). 

Sorgel ve ark., kraker ve patates ürünleri yiyen insanlarda AKR’nin sindirim 

sisteminden emildiğini ilk kez göstermiştir (50). Denekler arasında AKR’nin üriner 

atılımındaki değişkenliğin çok yüksek olduğunu, bunun da oral biyoyararlanımdaki 

ve/veya hepatik metabolizmadaki farklılıklardan kaynaklanabileceğini belirtmişlerdir. 

Boettcher ve ark. erkek bir gönüllüye su içinde 1 mg AKR (13 μg/kg) uygulamışlardır ve 

iki günde toplam %57 geri kazanım sağlandığını bildirmişlerdir (51). Fennel ve ark. erkek 
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gönüllülere su içinde 0.5, 1 ve 3 mg/kg dozlarında AKR uygulaması gerçekleştirmişlerdir 

(52). Geri kazanılan üriner metabolitler, 24 saatte 0.5, 1 ve 3 mg/kg dozlarının sırasıyla 

yaklaşık %46, %50 ve %40'ını oluşturmuştur. Kopp ve ark. üç erkek ve üç kadın deneğe 

suda 0.5 ve 20 µg/kg 13C3-AKR uygulamışlardır (53). Çalışmaya göre, cinsiyete göre 

anlamlı bir farklılık gözlenmememiştir ve 96 saatte her iki dozda da idrar metabolitleri 

%70'e yakın geri kazanılmıştır. Her iki denek için de serum AKR konsantrasyonunda hızlı 

bir artış gözlenmiştir. 

2.2.2. Biyotransformasyon 

AKR’nin emilimi, dağılımı, metabolizması ve atılımının şematik bir diyagramı 

Şekil 2'de verilmiştir. AKR, tüketildikten sonra hızla emilir ve sistemik dolaşım yoluyla 

insanlarda tüm dokulara dağılır. İnsan anne sütünde de bulunabilir ve ayrıca insan 

plasentasına nüfuz eder (50). AKR geniş ölçüde idrarla atılan bir dizi metabolite 

dönüştürülür. Ayrıca proteinler ve DNA ile etkileşime girerek kovalent eklentili forma 

dönüşür. 

 

Şekil 2. Akrilamidin emilimi ve atılımının şematik bir diyagramı (44) 

 

AKR biyotransformasyonunun ana yolları Şekil 3’te verilmiştir. AKR, kendisini 

elektrofilik bir bileşik yapan bir amid grubu ile α,β-doymamış bir yapıya sahiptir. 

Hücresel nükleofiller, AKR’nin çift bağı ile Michael katılma reaksiyonu verir. Bu 

nükleofiller, sistein, homosistein ve glutatyonun –SH'ını; serbest amino asitlerin α-NH2 

grupları ve proteinlerin N-terminal amino asit rezidülerini, lizinin ε-NH2'si ve histidinin 

halka NH grubunu içermektedir (1). Glutatyon ve proteinlerdeki sülfidril grupları AKR 

için ana hedeflerdir ve proteinlerde bulunan amino grupları da daha az ölçüde de olsa 

hedeftirler (28). 
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AKR, faz I reaksiyonunda sitokrom P450 2E1 tarafından in vivo oksidasyon 

yoluyla, aynı zamanda bir elektrofil olan bir epoksit GLS’ye dönüştürülür (54,55). Bu 

nedenle, AKR gibi, GLS de sülfhidril ve amino grupları içeren hücresel bileşenlere 

kovalent olarak bağlanır. Sülfhidril ve amino grupları veya su tarafından saldırı, epoksitin 

halka açılmasına neden olur. GLS ayrıca bir epoksit hidrolaz tarafından gliseramide (2,3-

dihidroksipropionamid) (56,57) hidrolize edilebilir. DNA'daki nükleofilik nitrojenler de 

özellikle genotoksisiteden sorumlu olduğu düşünülen GLS ile ek ürünler oluşturmaya 

yatkındır (58,59). 

 

Şekil 3. Akrilamid’in biyotransformasyonu (60) 

 

Kemirgenlerde ve insanlarda ağızdan alınan AKR, faz II reaksiyonunda büyük 

ölçüde glutatyon ile konjuge olur. Konjugenin bozunması ve asetilasyonundan sonra, elde 

edilen merkapturik asit N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-L-sistein (AKRMA) idrarla atılır. 

Glutatyon konjugasyonu, hücresel bileşenlere karşı AKR reaktivitesini azaltmak için 

oldukça önemlidir. İnsanlarda AKRMA, ona karşılık gelen sülfoksite oksitlenebilir 

(52,53). AKRMA-sülfoksit’in, akroleinden türetilmiş merkaptürik asitler için önerildiği 

gibi nefrotoksisite veya mesane toksisitesini indükleyebileceği 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 dönüşümden sonra idrarla atılır (57). 

GLS, DNA ve proteinlere karşı AKR’den daha reaktiftir. Ancak AKR’nin GLS’ye 

dönüşümünün insanlarda kemirgenlere göre daha az önemli olduğu gösterilmiştir (62,63). 

İdrarla atılan GLSMA miktarı, kemirgenlerde oral dozun yaklaşık %9-29'u kadarını, 

insanlarda ise %0.7 ile %6 kadarını oluşturduğu belirlenmiştir (Tablo 2). GLS’nin 

hidrolizi, glutatyon konjugasyonunun yanı sıra daha az önemli bir detoksifikasyon 

yoludur. 

Tablo 2. İnsanlarda 24 saatte atılan idrar metabolitleri (44) 

   İdrarla atılan metabolitler, %   

Araştırma AKR Doz 

(mg/kg) 

AKR AAMA AAMA-SO GLS GAMA GAMA

/AAM

A 

Total % 

Fennel (62,64) 13C3-AKR 3 TE 22.0 ± 5.30 4.2 ± 1.10 0.79 ± 

0.24 

TE – 34.0 ± 5.70 

Boettcher (51) d3-AKR 0.013 TE 45.1 TE TE 2.8 0.06 47.7 

Fennel (52) 13C3-AKR 0.5 4.7 ± 1.34 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 ± 5.21 8.7 ± 1.21 

 

0.6± 0.33 

 

0.8 ± 0.11 

 

0.03 

 

49.9 ± 6.30 

 

 13C3-AKR 3 3.2 ± 0.49 27.8 ± 7.99 

 

7.3 ± 2.4 

 

0.7± 0.33 

 

0.7 ± 0.22 

 

0.03 

 

39.9 ± 9.90 

 

Fuhr (63) Patates 

cipsi 

0.0124 4.4 ± 1.5 50.0 ± 9.4 TE TE 5.9 ± 1.2 0.12 60.3 ± 11.2 

Kopp (53) 13C3-AKR 0.0005 TE 41.4 ± 3.47 7.2 ± 1.40 TE 3.8 ± 0.78 0.09 52.4 ± 3.59 

 13C3-AKR 0.02 TE 37.4 ± 2.92 

 

6.3 ± 1.77 

 

TE 3.2 ± 0.69 

 

0.09 

 

46.9 ± 3.70 

 

Doroshyenko 

(65) 

Patates 

cipsi 

0.014 2.9 58 TE TE 1.4 0.024 63 

TE: Tespit edilmedi 

 

Proteinlerdeki birkaç nükleofilik bölge, yukarıda bahsedildiği gibi AKR ve GLS 

ile eklentiler oluşturur. Albümin ve hemoglobin kandaki en baskın proteinler olduğundan, 

AKR ve GLS bu proteinlerin reaktif amino asitleri ile kolayca kovalent eklentiler 

oluşturabilir. Valin, dört globin alt biriminin tümünde hemoglobinin N-terminal amino 

asit kalıntısıdır. Hemoglobin içindeki N-terminali, özellikle insanlarda birçok elektrofil 

için ana reaktif nükleofilik bölge olarak önerilmiştir. Sıçan hemoglobininin aksine, insan 

hemoglobininde yüksek 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 rezidüsüne sırasıyla AKR ve GLS eklenmesiyle oluşturulur (56). AKR ve GLS’nin 

hemoglobin eklentileri, serbest formlarından ve merkapturik asit türevlerine göre vücutta 

daha uzun süre kalır. Eritrositlerin ortalama yaşam süresi insanlarda 4 ay iken sıçanlarda 

sadece 2 aydır. Uzun ömürlü hemoglobin eklentilerinin ölçümleri, zaman ağırlıklı 

ortalama AKR maruziyetinin bir göstergesidir. 

2.3. Akrilamid’in Maternal ve Yavrular Üzerindeki Etkileri 

Doğum öncesi gelişim, hücresel düzeyden dokuların, organ sisteminin ve 

morfolojik yapıların oluşumuna kadar ilerleyen, dikkatle zamanlanmış bir dizi olayla 

gerçekleşir. Toksik maddelerin erken gelişim döneminde neden olduğu bozukluklar, 

normal gelişim süreçlerini tamamen değiştirerek fetal organogenezin bozulmasına neden 

olabilir (66).  

Gelişimsel toksikoloji, çevresel toksik maddelerin gelişen organizma üzerinde 

olumsuz etkiler gösterme yeteneği olarak tanımlanır. Gelişimsel toksisitenin başlıca 

belirtileri arasında gelişen organizmanın ölümü, malformasyon, büyüme geriliği ve 

fonksiyonel eksiklik yer almaktadır. Bu olumsuz etkiler, gebe kalmadan önce 

ebeveynlerden birinin veya her ikisinin, hem doğum öncesi dönemde hem de doğum 

sonrası süt ile beslenen yavruların olgunlaşma dönemine kadar çeşitli zararlı faktörlere 

maruziyetinden kaynaklanabilir (66). 

Embriyonik gelişimin ilk döneminin, döllenmeden erken postimplantasyon 

aşamasına kadar, çevresel ajanların neden olduğu ölümcül etkilere karşı en duyarlı dönem 

olduğu iyi bilinmektedir. Organogenez dönemi, yoğun hücre çoğalmasını ve doku 

farklılaşmasını içerir; bu nedenle embriyo, gelişimsel toksik maddelerden kaynaklanan 

dismorfojeneze çok duyarlıdır ve konjenital malformasyonların çoğu bu dönemde 

indüklenebilir. Fetal dönemde, çeşitli karmaşık yapısal anormallikler gelişebilir. Bu 

aşamada indüklenen değişiklikler, büyüme geriliği, gelişimsel gecikme veya işlevsel 

bozuklukları, özellikle beynin nispeten geç olgunlaştığı nörodavranışsal sorunları 

kapsayabilir. Gelişimsel bir toksik maddeye maruziyetin dozu veya büyüklüğü, takip 

eden patogenezi büyük ölçüde etkileyebilir ve çeşitli fetal tepkiler üretmesine sebep 

olabilir (67). 

Maternal hayvan için toksik olmayan bir dozda gelişimsel toksisiteye sebep olan 

ajanlar özel bir endişe kaynağı olmuştur. Çünkü anne bu dozdan etkilenmezken, 

gelişmekte olan organizma bu dozdan etkilenmektedir. Ancak, olumsuz gelişimsel 
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etkilerin yalnızca minimum maternal toksisiteye neden olan dozlarda oluşması daha 

yaygındır. Bu durumlarda, gelişimsel toksisitenin gelişimsel etkilere sahip olduğu 

düşünülür (68). 

Maternal toksisite, hamile anneler üzerindeki bazı etkilerden dolayı ikincil olarak 

gelişen organizma üzerinde olumsuz, dolaylı bir etki olarak tanımlanır. Gelişmekte olan 

bireylerin maruziyeti genellikle plasental transfer veya anne sütü yoluyla ikincildir. Bu 

nedenle, fetusun veya çocuğun maruziyeti hamile veya emziren bir anne ile aynı 

olmayabilir ve toksik maddenin anne veya kordon kanındaki ve anne sütündeki düzeyleri, 

gelişimsel maruziyetin boyutu hakkında iyi bir tahmin sağlayabilir (68). 

Fetal malformasyonların, fonksiyonel değişikliklerin ve hatta ölümün, fetus 

üzerindeki doğrudan etkilerden, dolaylı (maternal aracılı) etkilerden veya ikisinin 

kombinasyonundan kaynaklanması muhtemeldir. Ayrıca, anne toksisitesi ikincil olsun ya 

da olmasın, gelişimsel etkiler yavru üzerinde kalıcı olabilirken, annenin bu etkileri tersine 

çevirmesi mümkündür. 

Gebelik öncesi ve utero toksisitesi doğum sonrası yaşamda artabilir. Anne 

sütünden, yiyeceklerden ve genel çevreden maruziyet, doğum sonrası gelişimsel etkilerle 

(örneğin, davranışsal ve bilişsel işlevlerdeki değişiklikler veya büyüme) ilişkili olabilir. 

AKR, ısıl işlem görmüş gıdalarda oluşması ve yaygın olarak tüketilen gıdalarda 

yüksek düzeylerinin saptanması nedeniyle son yıllarda medyada ve bilimsel yayınlarda 

büyük ilgi görmektedir (2,69). Ayrıca, insanlarda ve kemirgenlerde AKR’nin üreme ve 

gelişimsel toksisitesi rapor edildiğinden, AKR’ye doğum öncesi maruziyet özel bir endişe 

kaynağıdır (70–72). 

AKR’nin nörotoksik, mutajenik ve kanserojen etkilerine ilişkin araştırma çok 

olmasına rağmen, embriyolojik ve erken doğum sonrası gelişim sırasındaki biyokimyasal 

ve morfolojik etkilerine ilişkin veriler azdır. Hamile kadınlarda diyetle alınan AKR’nin 

%10-50'sinin kandan plasenta yoluyla fetusa geçtiğini ve 18.8 μg/L'ye kadarının anne 

sütünde bulunduğu tespit edilmiştir (50). Suda çözünür AKR ve metaboliti GLS anne sütü 

yanı sıra plasentadan da geçtiğinden, gebelik ve emzirme döneminde annenin AKR 

maruziyetinin organogenezi ve yavrularda doğum sonrası gelişimi bozduğuna dair artan 

sayıda kanıt vardır (66). 
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2.4. Akrilamid ve Nörotoksisite 

Deney hayvanlarında yapılan çok sayıda çalışma ve insanlarda yapılan gözlemler, 

hem periferik hem de merkezi sinir sisteminin AKR toksisitesi için temel hedefler 

olduğunu göstermektedir. 

2.4.1. İnsan Nörotoksisitesi Üzerine Kohort Araştırmalar 

AKR maruziyeti, soluma, yutma (diyet) ve cilt emilimi yoluyla gerçekleştikten 

sonra çeşitli nörolojik semptomlara neden olabilir. Bildirilen nörotoksisite belirtilerinin 

çeşitliliği, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS)’nin yanı sıra 

otonom sinir sistemini kapsamaktadır (73). AKR'nin nörotoksik etkileri hem MSS hem 

de PSS'de ilerleyicidir ve bu durum hasarın birikim gösterdiğine işaret etmektedir. Bu 

nedenle, AKR’ye tekrar tekrar maruz kalma, hafif semptomlarla başlayabilir ve geri 

dönüşü olmayan hasarlarla birlikte ciddi sakatlığa doğru ilerleyebilir (74). Genel 

popülasyonun aksine, başlıca maruziyet kaynağı diyet iken, işçiler ağırlıklı olarak 

inhalasyon ve/veya deri yoluyla maruz kalmaktadır. 

Literatürde mesleki maruz kalmayı takiben birçok AKR zehirlenme vakası 

bildirilmiş olmasına rağmen (75), diyetle AKR alımı ve nörolojik semptomlar arasındaki 

olası ilişki hakkında çok az insan popülasyonu çalışması tanımlanmıştır (76). Bu iki 

çalışmada bildirilen etkiler, işitme kaybı ve hafif bilişsel gerileme ve olumsuz biliş 

riskinin artmasını içermektedir.  

2.4.2. Aksonal Dejenerasyon 

Araştırmalar, AKR kaynaklı nörotoksisitenin, periferik ve merkezi sinir 

sistemlerinde sinir ucu hasarı ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir (77). Çalışmalar, 

AKR'nin β-aktin, β-tubulin ve diğer hücre iskeleti proteinlerini değiştirebildiğini, nöron 

yapılarını tahrip ederek nörotoksisiteye neden olduğunu göstermiştir. Morfolojik, 

elektrofizyolojik ve elektrokimyasal araştırmalar, sinir uçlarının AKR toksisitesinin 

birincil hedefinde yer aldığını göstermektedir (78). Maruz kalma süresi sonrasında, hasar 

giderek şiddetlenir ve sonunda aksonal dejenerasyona yol açar. Kronik AKR 

zehirlenmesi, başlangıçta uzun ve büyük sinir liflerinin uçlarında meydana gelen, 

ardından ilerleyici, sürekli proksimal akson dejenerasyonu olan seçici periferik ve 

merkezi sinir lifi dejenerasyonuna neden olabilir (79). Daha ileri çalışmalar, AKR'nin 

aktin, motor proteinler ve diğer nöronal proteinlerin seviyelerini etkileyerek yetersiz ATP 

temini ile sonuçlanarak aksonal taşıma işlevselliğini bozduğunu göstermektedir (80). 
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Kütle spektrometrisi ve nükleer manyetik rezonans teknolojisinin gelişmesiyle 

birlikte araştırmacılar, elektrofilik bir reaktif olarak AKR'nin proteinler üzerindeki 

sülfidril grubuna hızla saldırabildiğini ve moleküler DNA ile reaksiyona girebildiğini, ek 

ürün oluşumunun ise nörotoksisitesinin bir nedeni olabileceğini bulmuşlardır (81). Ek 

olarak, AKR tiyol içeren protein bölgelerine saldırabilir, presinaptik nitrik oksit (NO) 

sinyal yolunu bozabilir, presinaptik sinir uçlarına zarar verebilir, sinir sinyal iletimini 

bozabilir ve nörotoksisite üretebilir (82). Ayrıca fosforile Tau aglomerasyonu, hücre 

iskeleti kararsızlığına ve nöronal işlev bozukluğuna ve hatta ölüme neden olur (83). 

Araştırmalara göre, AKR, sıçan hipokampüsünde Tau tübülin hiperfosforilasyonunu ve 

beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) üretimini inhibe ederek sinaptik hasara ve 

uzamsal bilişsel bozulmaya neden olmaktadır (84). Ayrıca, kronik AKR maruziyeti, 

dopaminerjik ve asetil kolinerjik nöronlarını önemli ölçüde dejenere ederek motor 

fonksiyon bozukluğuna yol açmaktadır (85). Kopanska ve ark. kolinerjik anti-inflamatuar 

yolağın AKR kaynaklı nörotoksisite ile yakından ilişkili olduğunu bildirmişlerdir (86). 

AKR, kolinerjik iletimi ve asetilkolin salgısını azaltarak, kolinerjik anti-inflamatuar yolu 

inhibe ederek potansiyel bir sistemik inflamatuar reaksiyona neden olmaktadır (86). 

Ayrıca, nöron dejenerasyonunun neden olduğu kognitif bozukluğun Alzheimer 

hastalığının öncüsü olduğu (87), beyindeki dopaminerjik nöronların kaybı ise Parkinson 

hastalığı ile ilişkili iken, AKR'nin nörodejeneratif hastalıkların patolojik gelişimi için bir 

risk faktörü olabileceğini düşündürmektedir (88). 

2.4.3. Nörotoksisitede Oksidatif Stresin Rolü  

AKR nörotoksisitesinin temel mekanizması bilinmemektedir, ancak bazı 

çalışmalar bunu antioksidan kapasitedeki azalma ve inflamatuar yanıtlarla 

ilişkilendirmiştir (89). Reaktif oksijen türlerinin (ROS) ve antioksidanların üretimi ve 

uzaklaştırılması arasındaki dengesizlik nedeniyle oluşan oksidatif stres, Parkinson 

hastalığı, Huntington hastalığı, Alzheimer hastalığı, ataksi, periferik nöropati, amyotrofik 

lateral skleroz ve multipl skleroz gibi nörolojik bozukluklarda belirgindir (90). Glutatyon 

peroksidaz (GSH-Px), Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz 

(CAT) gibi antioksidan enzimler serbest radikallerin etkilerini nötralize eder ancak 

AKR'nin pro-oksidan etkisi nedeniyle, ROS gibi oksidatif stres belirteçlerini yükselterek 

ve böylece lipid peroksidasyonunu (LPO) indükleyerek serbest radikallerin üretimi ve 

uzaklaştırılması arasında bir dengesizliğe neden olacak şekilde bu enzimlerin seviyeleri 

azalır (91–93) (Şekil 4). Diğer birçok ksenobiyotik bileşik gibi, AKR de spesifik kalıntılar 
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içeren nükleofillerle etkileşime girebilen bir elektrofildir (93). Bisülfit (SH), azanid (NH2) 

veya hidroksit (OH) içeren moleküllerle reaksiyona girer. Redükte Glutatyon (GSH), 

serbest radikal ve ROS süpürücü özelliği ile iyi bilinen bir tiyoldür  (89,91,94). Önceki 

araştırmalar, AKR uygulanan sıçanların beyin dokusunda kontrol grubuna kıyasla önemli 

bir GSH düşüşüne sahip olduğunu ortaya koymuştur (91,94). GSH seviyelerindeki 

azalma, biriken ve oksidatif stresi indükleyen ROS seviyelerinde bir artışa neden olur. 

GSH, peroksit dekompozisyon enzimi GSH-Px için bir koenzim görevi gören enzimatik 

olmayan bir antioksidandır (89). Çalışmalar ayrıca LPO'da düşük GSH düzeylerinin 

önemli bir etkisinin olduğunu ileri sürmektedir (95). AKR uygulanan sıçanlarda SOD, 

CAT ve GSH-Px gibi birinci basamak savunma enzimatik antioksidanları azalmıştır 

(91,95). GST, serbest radikal dengesini korumak için kullanılan bir antioksidan enzimdir. 

AKR'nin GST aktivitesini arttırdığı gösterilmiştir, bu da ACR ve GSH arasındaki S-

konjugatlarının sentezinde bir artış olduğunu düşündürmüştür (93). Buna karşılık, bir 

çalışmada, AKR uygulanan sıçan beyinlerinde GST aktivitesinde bir azalma olduğunu 

bildirmiştir (95). Çeşitli antioksidan enzim ve moleküllerin düzeylerinde ve 

aktivitelerinde meydana gelen değişikliklerin bir sonucu olarak, toplam oksidanların ve 

antioksidanların konsantrasyonu sırasıyla artar ve azalır (90). LPO, protein hasarı ve 

DNA hasarı, nörodejeneratif hastalıklarda oksidatif stres için biyobelirteçlerdir (96). 

LPO, lipitlerin serbest radikaller tarafından bozunmasıdır ve onun belirteci olan 

malondialdehit (MDA) seviyelerinin ölçülmesiyle değerlendirilir. Tiyobarbitürik asit 

reaktif madde (TBARS) testi, TBA ile reaksiyona girdiği ve pembe renkli bir kompleks 

ürettiği MDA'yı ölçmek için kullanılır  (97). MDA, LPO'dan üretilen serbest radikaller 

tarafından oluşturulur ve protein oksidasyonuna neden olur. Bazı deneysel sonuçlar, 

farelerin AKR'ye maruz bırakılmasının, kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında beyinde 

yüksek MDA içeriğine sahip olduğunu göstermektedir (91,98). 
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Şekil 4. Akrilamid kaynaklı nörotoksisitede oksidatif stresin rolü (90) 

 

2.5. E Vitamini 

E vitamini ilk olarak Amerikalı endokrinolog ve anatomist Herbert M. Evans  ve 

yardımcısı Katherine S. Bishop tarafından keşfedilmiştir (99). E vitamini genellikle 

antioksidan, antienflamatuar ve kolesterol düşürücü gibi sağlık için yararları etkilerle 

ilişkilendirilmektedir. Bu özellikler, uygun bir takviye şeklinde Alzheimer ve Parkinson 

hastalığı gibi nörodejeneratif bozukluklarda terapötik yaklaşım haline gelmektedir. 

2.5.1. E Vitamininin Yapısı 

E vitamini ana terimi, bitki kaynaklı, yağda çözünen sekiz bileşiklik (α-, β-, γ-, δ-

Tokoferol ve α-, β-, γ-, δ-tokotrienoller) bir aileyi tanımlamak için kullanılır (Şekil 5). 

Ancak yalnızca α-Tokoferol, eksiklik semptomlarını tersine çevirdiği ve vücut tarafından 

tercihen tutulan bir form olduğu esasına dayanır ve insanlar için E vitamini 

gereksinimlerini karşılamaktadır (100,101). Bununla birlikte, her bir E vitamin formu, 

kromanol halkası üzerinde 6 pozisyonunda hidrojen atomunu donörü olan bir hidroksil 

grubuna sahiptir ve böylece yağda çözünen bir antioksidan olarak işlev görmesi 

sağlanmış olur. E vitamini formları doğada sadece fotosentez yapan organizmalar 

tarafından sentezlenir; bu nedenle doğal, diyetsel E vitamini kaynakları ağırlıklı olarak 

bitki bazlıdır. İnsan diyetindeki α-Tokoferol’ün birincil besin kaynakları, bitkisel yağlar 

(özellikle kanola ve zeytinyağı), sert kabuklu yemişler (özellikle badem ve fındık), 
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tohumlar ve yeşil yapraklı sebzeler ile kahvaltı tahılları gibi α-Tokoferol ile 

güçlendirilmiş besinlerdir (102).  

 

Şekil 5. E Vitamininin yapıları 

 

α-, β-, γ- ve δ-Tokoferoller veya -tokotrienoller, kromanol halkası üzerinde farklı 

metilasyon modellerine sahiptir. Bu yapılar insanlar veya diğer hayvanlar tarafından 

birbirine dönüştürülemez (103). Tokoferoller ve tokotrienoller, alifatik yan zincirlerinin 

4', 8' ve 12' karbon pozisyonlarındaki doygunluk derecesi ile ayırt edilebilirler; 

tokotrienollerin tümü doymamıştır. Böylece, Tokoferoller hidrofobik kuyrukta 2, 4' ve 8' 

konumlarında 3 kiral merkez içerir. α-Tokoferoller kimyasal olarak sentezlendiğinde, 

kabaca eşmolar konsantrasyonlarda sekiz stereoizomer (RRR, RSR, RSS, RRS, SRR, SSR, 

SRS ve SSS) oluşur (104). Doğal olarak meydana gelen Tokoferoller tamamen RRR-

konformasyonundadır. Önemli olarak, sadece 2 pozisyonundaki  R-konformasyonundaki 

(2R-α-Tokoferol, örneğin RRR, RSR, RSS, RRS) α-tokoferoller insan vücudu tarafından 

tercihen tutulur (102).  

2.5.2. E Vitamininin Antioksidan Aktivitesi 

Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu, karbon merkezli bir radikal (L•), 

moleküler oksijen ile reaksiyona girdiğinde bir peroksil radikali (LOO•) oluşturur. Aynı 

zamanda başka bir karbon merkezli radikal üretilir (L•, Şekil 6). Oluşan bu peroksil 

radikali, membrandaki çoklu doymamış yağ asitlerinden (PUFA) bir hidrojen (H) çıkarır 

ve bir lipit hidroperoksit (LOOH) oluşturur (105). E Vitamini, lipid hidroperoksit 

(LOOH) ve E Vitamini radikalini (EVit•) oluşturmak için hidrojenini LOO•'ye aktararak 
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lipidde çözünür, “zincir kırıcı” bir antioksidan görevi görür (106). Böylece E vitamini, L• 

oluşumunu engelleyerek zincir reaksiyonunun yayılmasını engeller (ancak başlamayı 

değil), çünkü E Vitamini, LOO• ile PUFA’nın birbirleriyle reaksiyona girmesinden 1000 

kat daha hızlı LOO• ile reaksiyona girer (106,107).  EVit•, askorbik asit (C Vitamini) 

tarafından indirgenebilir ve askorbik asit serbest radikalini (A•–) oluşturabilir (108). A•, 

NADPH'ye bağlı bir reaksiyon olan GSH redüktaz tarafından indirgenebilen GSSG 

oluşturan glutatyon (GSH) ile indirgenebilir. Ek olarak, glutatyon peroksidaz 4 (GPx4) 

enzimi, daha kararlı bir lipid alkolü (LOH) oluşturmak için LOOH'yi indirgemek için 

GSH kullanır (109). E Vitamininin etkileşimleri Şekil 6’da özetlenmiştir (110). 

 

 

Şekil 6. E Vitamininin antioksidan etki ağı (110) 

 

2.5.3. Nörodejeneratif Hastalıklarda E Vitamininin Etkileri  

Yapısal farklılıklar, E vitamini türevleri arasında biyolojik etkinlik açısından 

değişkenliğe yol açar (Tablo 3). Bu farklılıklar, takviyenin hastalıkları iyileştirici ve 

önleyici etkileri düşünüldüğünde oldukça önemli hale gelmektedir. 

α-Tokoferoller, yüksek biyoyararlanımı nedeniyle uzun zamandır bilimsel odakta 

yer almaktadır (111). Tokoferol'lerin, antioksidan enzimlerin aktivitesini ve serbest 

radikal süpürücülüğünü artırarak antioksidan etkilere sahip olduğu bilinmektedir. Bu 

nedenle serbest radikal zincir reaksiyonlarını kesebilirler. Aromatik halka üzerindeki 

serbest hidroksil grubu, bu antioksidan özelliklerden sorumludur, çünkü serbest 

radikalleri temizleme yeteneğine sahiptir ve bu da nispeten stabil bir E vitamini radikali 

ile sonuçlanır. Bu radikal, daha sonra glutatyon tarafından rejenere edilen askorbik asit 

tarafından indirgenebilir (112). 

Antioksidan özellikleri göz önüne alındığında, E vitamini, oksidatif stresin önemli 

bir patofizyolojik yönlendirici olduğu Alzheimer ve Parkinson hastalığı gibi 
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nörodejeneratif hastalıkların önlenmesi ve tedavisi için dikkat çekici bir terapötik ajan 

olarak kabul edilmiştir (113,114). Yapısal farklılıklar nedeniyle, Tokotrienler, lipid 

membranda daha homojen bir şekilde dağıldıkları ve kromanoksil radikallerinden geri 

dönüşüm daha verimli olduğu için karşılaştırılabilir veya daha belirgin antioksidatif 

etkiler gösterirler. Böylece membran lipidlerinin daha güçlü düzensizliği nedeniyle daha 

iyi reaksiyon koşulları sağlarlar (115). 

Şimdiye kadar tartışılan E vitamini bileşiklerinin tüm özellikleri, enflamasyonun 

(116) ve oksidatif stresin (117) nörotoksik potansiyeli nedeniyle dolaylı olarak 

nöroprotektif olsa da, doğrudan nöroprotektif etkiler de rapor edilmiştir. HT4 hipokampal 

hücrelerde, glutamat ile indüklenen pp 60 (c-Src) kinaz aktivasyonunu ve dolayısıyla 

hücre ölümünü α-Tokoferol inhibe edemezken,  α-Tokotrien inhibe etmiştir  (118). 

Ayrıca, glutamat ile indüklenen nörodejenerasyona aracılık eden 12-lipoksijenazın α-

Tokotrien yoluyla modülasyonu tarif edilmiştir ve α-Tokotrien aracılı nöroproteksiyon 

için başka bir yol önerilmiştir (119). 

65 yaş ve üzeri hastalarda yapılan epidemiyolojik çalışmalar, diyetle yüksek 

miktarda E vitamini alımının Alzheimer insidansı ile ters orantılı olduğunu bildirmiştir. 

İlginç bir şekilde, bu etki, tek başına α-Tokoferol'den ziyade E vitamini bileşiklerinin bir 

kombinasyonu ile daha belirgin olduğu görülmüştür (120). Bununla birlikte, hafif bilişsel 

bozukluk (MCI) veya Alzheimer olan hastalarda, α-Tokoferol takviyesi ne demansın 

ilerlemesini azaltmadı ne de bilişsel işlevi iyileştirmediği tespit edilmiştir (121). 

Parkinson hastalığında, diyetle yüksek miktarda E Vitamini alımı, yaş veya cinsiyetten 

bağımsız olarak Parkinson hastalığı oluşumu ile ters orantılı olduğu görülmüştür (122). 

60 Parkinson hastasıyla yapılan çift kör, plasebo kontrollü bir çalışmada, diyetle 1000 mg 

omega-3-yağ asidi ve 400 IU E Vitamini alımı, Parkinson hastalığı derecelendirmesinde, 

toplam antioksidan kapasitesinde ve glutatyon konsantrasyonunda bir iyileşmeye yol 

açmıştır (123). Huntington hastalığı veya amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi diğer 

nörodejeneratif bozukluklar için E Vitamininin araştırıldığı az sayıda çalışma vardır. 

Glutamat kapılı iyon kanallarının aşırı aktivasyonunun ardından oksidatif stres yoluyla 

hücre ölümünün Huntington hastalığı patogenezinin nedeni olduğuna dair kanıtlar vardır 

(124). Bu nedenle, α-Tokoferoller’in antioksidan özellikleri Huntington hastaları için 

faydalı olabilir. 
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Tablo 3. E Vitamini türevlerinin bazı biyolojik özellikleri (125) 

E Vitamini  Biyolojik Özelliği 

Tokoferoller  Antioksidasyon 

  Kolesterol düşürücü 

 α-Tokoferol Anti-enflamasyon 

 γ- Tokoferol Anti-enflamasyon 

  Anti-neoplastik 

 δ- Tokoferol Anti-neoplastik 

Tokotrienoller  Antioksidasyon 

  Kolesterol düşürücü 

  Anti-enflamasyon 

  Anti-neoplastik 

 α-Tokotrienol İmmünostimülan 

  Nörokoruyucu 

 β-Tokotrienol Nörokoruyucu 

 γ-Tokotrienol Nörokoruyucu 

 δ-Tokotrienol İmmünostimülan 

 

2.6. Miyelin, Miyelinizasyon, Demiyelinizasyon ve Multiple Skleroz 

2.6.1. Miyelinin bileşimi ve yapısı 

Miyelin, Merkezi Sinir Sisteminde (MSS) oligodendrositler tarafından üretilen bir 

membran kılıftır. Aksonu çevreler ve impulsların iletilmesine sağlar (126). Ayrıca 

miyelin kılıfı aksonu korur ve iç ortam dengesini korumaya yardımcı olur (127). Miyelini 

yalıtan sinir liflerinin kaybı olarak ifade edilen demiyelinizasyon, iletimi bozar ve 

aksonun hayatta kalmasını tehlikeye atar (128). Multipl skleroz (MS) ve nöromiyelitis 

optika tipik demiyelinizan hastalıklardır. Remiyelinizasyonda, yeni miyelin kılıfları 

oluşturmak için, oligodendrosit öncü hücrelerin (OPC'ler) çoğalması, lezyonlara 

taşınması ve oligodendrositlere farklılaşması gerekir (129). Ancak bu hastalıklar 

ilerledikçe remiyelinizasyon süreci genellikle başarısız olur. Bu nedenle, miyelin 

rejenerasyonunu kolaylaştırmak için yeni yöntemlerin bulunması gerekmektedir. 
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Miyelinizasyon, lipid ve protein’lerin bileşiminden oluşan oligodendrosit 

hücreleri ile miyelin kılıfının oluşturulduğu temel bir MSS gelişim sürecidir. Aksonları 

çevreleyen çok katmanlı MSS miyelin membran kılıfları, yük, lipid içeriği, hidrofilikliğe 

ve bağıl moleküler ağırlığa göre dağılım gösteren lipidler ve proteinlerden oluşur (130). 

Miyelini diğer biyolojik membranlardan ayıran biyokimyasal özelliklerden biri, yüksek 

lipid/protein oranıdır. Lipidler, miyeline özgü membran proteinleri ile bir araya gelir. 

Bunlardan en çok olanları intrinsik (integral) membran proteinleri olan miyelin 

proteolipid protein (PLP) ve ekstrinsik (periferal) olan miyelin basic proteindir (MBP).  

En az olanları ise miyelin-ilişkili glikoprotein (MAG), miyelin oligodendrosit 

glikoprotein (MOG) ve 2'3'-siklik-nükleotit 3'-fosfodiesterazdır (CNP). MSS miyelini, üç 

ana lipid sınıfı olan kolesterol, glikosfingolipidler (galaktosilseramidlerin (GalCer) ve 

glukozilseramidlerin (GlcCer) türevleri) ve fosfolipidlerden (PL) oluşur. Bu miyelin lipid 

sınıflarının 2:1:2'lik sabit molar orana sahip olduğu uzun zamandır bilinmektedir (131). 

Ana miyelin lipidleri kolesterol ve fosfatidiletanolamindir. Fosfatidiletanolaminin 

çoğu, bir alifatik uzun zincirli alkenileter ile değiştirilen gliserol 2'-OH yağ asidi içeren 

plazmalojenlerdir. Fosfatidilkolin (lesitin) önemli bir miyelin bileşenidir ve 

sfingomiyelin daha az bulunmaktadır. Sfingomiyelin ve kolesterol, sinyal iletimi gibi 

önemli işlevlerin bölgeleri olan “lipid raftları” (132) olarak adlandırılan zar alanlarını 

oluşturur. MSS lipid bileşimi, MS’de birincil lipid defektini anlayabilmek için yoğun bir 

şekilde incelenmiştir (133). Bununla birlikte, MS'de anti-lipid antikorlarının tespiti odak 

noktası olmuştur (134). 

2.6.2. Oligodendrosit Progenitör Hücreleri (OPC) ve Gelişmekte Olan 

Oligodendrositler 

OPC ve Embriyonik Gelişim sırasında Oligodendrositler 

Oligodendrositler, mikroglia ve astroglia dışında merkezi sinir sistemindeki 

başlıca glial hücre türlerinden biridir. Oligodendrositler ilk olarak 19. yüzyılda 

tanımlanmıştır. Nöronlar o dönemde iyi karakterize edilmişken, “nöroglia” adı verilen 

çok sayıda bilinmeyen hücre türü ilgi odağı haline gelmişti. Beynin ince yapısını analiz 

eden Virchow, hücreler sinirler arasında göründüğü için "Nervenkitt" (Almanca: sinir 

tutkalı) terimini kullanıma soktu. Nöronlardan farklı olarak, bu hücreler aksonları 

büyütemediler ve doğum sonrası bile çoğalabildiler. Başlangıçta bağ dokusu dışında bir 

role sahip oldukları düşünülmüyordu. Pio del Rio-Hortega, gümüş karbonat da dahil 
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olmak üzere daha gelişmiş boyama tekniklerini kullanarak nörogliayı mikroglia ve dört 

tip oligodendroglia şeklinde farklılaştırmıştır (135). 

Glial popülasyonlar arasında, bipolar hücrelerin yüksek oranda proliferatif ve göç 

etme eğilimli olduğu görülürken, filamentöz miyelin üreten glia esas olarak beyaz 

maddede bulunmuştur ve daha sonra oligodendrosit progenitör hücre (OPC) olarak 

adlandırılan ve müstakil, farklılaşmış hücre tipi olan bipolar öncü hücre tipi olan 

oligodendrositi düşündürmüştür (136). 

MSS’de nöronların kökeni iyi karakterize edilmiştir, ancak oligodendrositlerin ve 

mikrogliaların kökeni hakkında bilgiler oldukça sınırlıdır (137,138). Mikroglia, yolk 

kesesinden oluşurken (139), oligodendrositler, anterior omurilikte radyal glial hücreler, 

ventral ventriküler bölge ve dorsal omurilikten olmak üzere beyinin çeşitli kökenlerinden 

gelişmektedir (140–143). Embriyonik gelişim sırasında nöral tüpte ortaya çıkan nöral 

progenitör hücreler (NPC), oligodendrositler, astrositler ve nöronlar için ortak öncülerdir 

(144,145). 

Sıçan OPC'si ilk olarak E14 civarında (141), insan OPC'si E45'te ortaya çıkmıştır 

ve buda 6.5 gebelik haftasına denk gelmektedir (146). Türler arasında, birkaç OPC 

oluşum dalgası tanımlanmıştır. Ön beyindeki OPC oluşumu ilk dalgayı, ardından dorsal 

ventriküler bölgede daha küçük bir ikinci dalga ve bunu üçüncü olarak korteksten temel 

alan postnatal dalga izler (147). Omurilikte ventral kaynaklı OPC'yi, toplam OPC'nin 

%20'sini oluşturan (143,148) dorsal kökenli OPC dalgası izler (148,149). 

Bu dalgalar daha sonra astrositler ve aksonlar tarafından sağlanan bazı faktörler 

için rekabet eden progenitör hücrelerin aşırı üretimine yol açar (147,150–152). İlk 

kortikal dalgadaki çoğu OPC'nin öldüğü tespit edilmiştir (147,150). Ancak Orduz ve ark., 

birinci dalga kortikal OPC'nin bir alt popülasyonunun hayatta kaldığı ve çeşitli 

fonksiyonlara sahip olduğunu göstermiştir (153). 

Normal yetişkin MSS'de, çoğalan hücrelerin çoğu oligodendroglial soy kökenlidir 

ve olgun oligodendrositler üretmektedirler fakat, nöronların erişkinlik dönemide 

çoğalabildiğine dair çok az kanıt bulunmaktadır (154,155). 

Son zamanlarda, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi sıkı bir şekilde 

düzenlenmiş epigenetik mekanizmalar, farklı gelişim aşamalarında ve miyelin 
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rejenerasyonunda belirgin olan OPC farklılaşmasının düzenlenmesinde keşfedilmiştir 

(156).  

Yakın zamanlarda, aktive edilmiş nöronların OPC'nin oluşumu, çoğalması ve 

oligodendrositlerin miyeline dönüşmesinde rol oynadığı gösterilmiştir (157–159). 

MSS’de OPC ve Oligodendrositlerin Dağılımı 

Toplam glial hücrelerin yalnızca %5-8'i OPC'dir ve bu hücreler gri maddede 

nispeten daha az bulunmakla birlikte (160) beyaz ve gri maddede eşit olarak dağılmıştır. 

OPC konumları beyaz madde ve gri madde arasında davranışsal farklılıklara sebep 

olmaktadır. Organotipik beyin dilimlerindeki beyaz madde NG2+ OPC’ler, PDGF-A'ya 

daha fazla proliferatif yanıt verirken, gri madde OPC’ler, PDGF-A'ya daha az duyarlıdır. 

Ayrıca morfolojik ve genetik olarak gri madde OPC’ler, beyaz madde OPC'den daha az 

olgunlaşmıştı (161,162). Beyaz madde OPC’ler, GM OPC'den daha fazla miyelinleştirici 

oligodendrositlere farklılaşır. Dimou ve ark. tarafından gösterildiği gibi kalan hücrelerin 

birçoğu NG2+ öncüleridir ve bu da yetişkinlik döneminde potansiyel bir OPC yedek 

havuzu olduğunu düşündürmektedir (163,164). Yetişkin MSS'de, OPC'den 

oligodendrosit oluşumu yavaşlar ve beyaz madde OPC, korteksteki %5'e karşı murin 

korpus kallozumdaki toplam farklılaşmış ve miyelin yapan oligodendrositlerin yaklaşık 

%20'sini oluşturur (165). Bununla birlikte, kortikal gri madde oligodendroglial köken 

hücrelerinin %20'si farklılaşmış CNP+ NG2- oligodendrositlerdir, ancak bu hücreler 

miyelinleşmezler (165). Son zamanlarda, Hughes ve ark. kortikal NG2 + hücrelerinin 

oldukça dinamik olduğunu, popülasyonlarını proliferasyon, farklılaşma ve kendi kendini 

itme (self repulsiyon) ile dengeleyerek homeostazı koruduğunu göstermişlerdir (166). 

Aksonal miyelinleşmenin meydana gelmesi için, OPC’lerin kendi köken 

konumlarından, MSS'nin gelişmekte olan beyaz madde yollarına göç etmesi 

gerekmektedir (167). Bu uzamsal mesafenin üstesinden gelmek için OPC’ler, WNT 

sinyal yolağına bağlı olan MSS içindeki kan dolaşımı boyunca sıçrama veya sürünme 

modunda göç etmektedir (168,169). Sonraki yoğun proliferasyon özellikle beyaz 

maddede gerçekleşir ve buda  beyin ve omurilikte bol miktarda progenitör havuzu 

oluşmasına sebep olmaktadır (170). 
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OPC ve Oligodendrositlerin Gelişimsel Belirteçleri 

Yeni doğmuş OPC’ler, en bol miyelin proteini olan proteolipid proteininin (PLP) 

bir izoformu olan DM-20 mRNA'nın ekspresyonu ile karakterizedir (140). 

Oligodendroglial hücre kökenini belirleyen ve gelişim aşamasını yansıtan çok sayıda 

belirteç bulunmaktadır ve en belirgin olanları Şekil 7'de özetlenmiştir. Oligodendroglial 

kökene bağlandıktan sonra, hücre yüzey antijenleri A2B5 gibi spesifik antikorlar 

tarafından tanınabilir (171). In vitro, A2B5 pozitif hücreler hem oligodendrositlere hem 

de astrositlere farklılaşabilir ve bu nedenle oligodendrosit-tip-2 astrosit (O-2A) 

progenitör hücreler olarak adlandırılır (172). O-2A progenitör hücreleri, spesifik çevresel 

işaretler astrositlere farklılaşmayı yönlendirmedikçe, temel olarak oligodendrositlere 

farklılaşır (173). 

 

Şekil 7. NPC’den, miyelinleştirici OL’ye kadar farklı gelişim aşamalarına özgü 

oligodendroglial belirteçlerinin şematik gösterimi (174) 

NPC: Nöronal progenitör hücre, OL: Oligodendrosit, OPC: Oligodendrosit progenitör 

hücre 

OPC’ler için en iyi karakterize edilen belirteç hem astrositler hem de nöronlar 

tarafından üretilen en güçlü OPC mitojeni ve sağkalım faktörü ve PDGF-A reseptör olan 

PDGFR-α'dır (175–178). Sonuç olarak, örneğin gelişim sırasında bu büyüme faktörünün 

aşırı ifadesi, OPC sayılarında artışa yol açmaktadır (178). 
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Pre-oligodendrositler, bir hedef aksonla etkileşime girer, böylece çift 

kutupluluğunu kaybeder ve lifsi miyelin gelişimi başlar. Bu farklılaşma aşamasında pre-

oligodendrositler, miyelinle ilişkili üç ana belirteç ile karakterizedir. Bunlar; 2’, 3’-siklik-

nükleotid 3’-fosfodiesteraz (CNPaz) ve hücre yüzeyi belirteçleri O4 ve O1 (179,180). 

CNPaz'ın, farklı şekilde eksprese olan iki farklı izoformu vardır: oligodendrosit öncülleri 

yalnızca daha büyük izoformu ekspres ediyorken, miyelinleştirici oligodendrositlerin her 

iki izoformu da eksprese ettiği gösterilmiştir (181). O4 zaten eski progenitörlerde 

eksprese edilirken, O1 miyelinasyon öncesi oligodendrositler için ayırıcıdır (182) (Şekil 

7). 

Olgun, farklılaşmış oligodendrositler, miyelin ve miyelin proteinlerinin yapımı ile 

karakterize edilir ve bu olgunlaşma aşamasını tanımlamak için Olig2 gibi spesifik belirteç 

ile kombinasyon halindedir (Şekil 7). Miyelin proteinleri, plazma membranının 

sitoplazmik yüzeyinde (183) eksprese edilen myelin basic protein’ini (MBP) (184,185), 

transmembran proteini PLP'yi (140,186), myelin associated glycoprotein’i (MAG) (187), 

membran belirteç galactocerebroside (GalC) (188) ve yüzey belirteç myelin-

oligodendrocyte glycoprotein’i (MOG) (184) kapsar. MBP ve MAG ilk olarak postnatal 

5 ve 7. günler arasında murin MSS'den türetilmiş oligodendrositlerde ortaya çıkarken, 

MOG bir ila iki gün sonra ortaya çıkar (189). İlginç bir şekilde, PLP'nin son zamanlarda 

murin Olig2+PDGFR-α+ hücrelerinde eksprese edildiği tanımlanmıştır, bu da onu OPC 

için erken bir belirteç haline getirmektedir (190). 

Oligodendroglial köken boyunca genetik olarak ilişkili, ancak fonksiyonel olarak 

farklı iki transkripsiyon faktörü Olig1 ve Olig2 mevcuttur (191,192). Olig2, NPC'nin 

OPC'ye (193) dönüşmesi için temeldir ve OPC'de remiyelinizasyonu destekleyebilecek 

fonksiyon kazandırır (194). Olig1'in rolü daha az bilinmektedir. Olig1, murin beyin 

gelişiminde OPC farklılaşması ve miyelinasyonda bir role sahiptir; ancak omurilik 

OPC’leri, farklılaşma ve miyelinasyon için Olig1'e daha az bağımlıdır (195,196). 

Bununla birlikte onarımda, Olig1 eksikliği olan fareler, gecikmiş oligodendrosit 

farklılaşması ve demiyelinize MSS lezyonlarıda bozulmuş remiyelinasyonu göstermiştir 

(197). Tüm oligodendroglial köken ile karakterize olan ve oligodendrosit gelişimine dahil 

olan bir başka transkripsiyon faktörü SOX10'dur (198). SOX10, erken gelişim sırasında 

NPC'den kaynaklı oligodendroglial köken tanımlaması ve OPC farklılaşması için 

elzemdir (199–201). Transkripsiyon faktörü Nkx2.2 ise oligodendrosit farklılaşmasının 

zamanlamasını destekler ve düzenler (202,203). Erken oligodendroglial köken hücreleri 
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için bir belirteç, proteoglikan NG2'dir, ancak NG2+ hücreleri hem oligodendrositlere hem 

de astrositlere farklılaşabilir (204).  

Diğer Miyelin Üreten Hücreler 

Schwann hücreleri, nöral krestten türetilen periferik sinir sistemindeki (PNS) 

oligodendrosit dengi hücrelerdir (205). Oligodendrositler ve Schwann hücreleri, aksonlar 

için destek ve yalıtım sağlamada ana işlevleri paylaşırlar. Bununla birlikte, Schwann 

hücreleri, oligodendrositlerin tersine çoklu aksonlar yerine tek aksonu miyelinleme 

yapabilmektedir (206,207). Bu özellik, bir E3 ligaz bileşenine bağlıdır ve eksikliği, in 

vivo olarak murin Schwann hücrelerinde miyelinleşme potansiyelinin artmasına yol 

açmaktadır (208). 

Oligodendrositlerin yanı sıra Schwann hücreleri, MSS ve PNS’de bölgeye 

özgüdür ve motor çıkış noktalarında bir glial bariyerin, oligodendrositlerin MSS'den 

çıkmasını engellediği bulunmuştur. Bu bariyeri oluşturan hücreler, miyelin üretebilen 

üçüncü hücre tipi olarak tanımlanan motor çıkış noktası (MEP) glia'dır (209,210). MEP 

glia, hem oligodendrositler hem de Schwann hücreleri ile ortak özellikleri paylaşır; 

OPC’ler de olduğu gibi, ventral nöral tüpten türetilirler ve oligodendroglial kök hücreleri 

gibi Olig2'yi eksprese ederler. MEP glia ayrıca SOX10 ve WIF1 ekspresyonu ile 

karakterizedir ve Olig2, Foxd3 ekspresyonu ile birleştirildiğinde, bu popülasyonu 

tanımlar (210). Schwann hücrelerine benzer şekilde, MEP glia, Foxd3'ü eksprese eder ve 

bu sürecin altında yatan moleküler mekanizma farklı olmasına rağmen, sadece bir aksonu 

miyelinleme yapabilir. MEP glia, Schwann hücreleri için önemli bir miyelinasyon 

başlatıcısı olan krox20'den yoksundur ve Schwann hücrelerinin aksine gpr126 

eksikliğinden de etkilenmez. Dahası, MEP glia seçici olarak spinal motor kök aksonlarını 

miyeline eder (209–211) ve OPC'nin perifere göçünü önlemede rol oynadığı açıklanmıştır 

(211). 

2.6.3. Aksonların Miyelinasyonu 

Miyelin kılıfı, Şekil 8’de gösterildiği gibi, sinir aksonlarının etrafını eşmerkezli 

bir şekilde saran oligodendrosit ve Schwann hücre plazma membranının bir uzantısıdır. 

1717'de Leeuwenhoek, "sinircik" ve "yağlı kısımlar" olarak muhtemelen miyelinin ilk 

tanımını yapmıştır (212).  



28 

 

 

Şekil 8. Miyelinizasyondan remiyelinizasyona oligodendrositler (174) 

 

O zamandan beri, histoloji ve optik tekniklerdeki teknik gelişmeler, miyelin 

kılıfının hem yapısının hem de fonksiyonunun ayrıntılı olarak araştırılmasına olanak 

sağlamıştır (213). Örneğin, in vivo miyelinasyon ve remiyelinasyonun dinamik 

süreçlerinin yüksek çözünürlüklü görüntüleme teknikleri, elektron mikroskobu ve 

manyetik rezonans ile görüntülenmesi, sağlık ve hastalık durumlarında oligodendrosit 

biyolojisi anlayışımızın ilerlemesinde büyük ölçüde faydalar sağlamıştır (213). 

Miyelinasyon, karmaşık ve sıkı düzenlenmiş bir süreçtir (214). Transgenik zebra 

balıklarında in vivo hızlandırılmış görüntüleme, oligodendrositlerin son konumlarına 

yerleşmeden önce hareketlerini sürekli olarak aksonlara doğru uzattığını ve geri çektiğini 

ortaya çıkarmıştır (215). Oligodendrosit hareketleri aynı zamanda, miyelin 

segmentlerinin eşit aralıklı düğümlerle eşit aralıklı olmasını sağlamak için komşu 

hücreleri de algılamayı sağlar (216). Olgun bir oligodendrosit bir aksonla birleştiğinde, 

oligodendrosit plazma membran yapısı hızla değişir. Oligodendrositin aksonları sarıp 

kompakt bir miyelin kılıfı oluşturmak için plazma membranıyla nasıl etkileşimde 

olduğunu açıklamak için çok sayıda hipotez öne sürülmüştür (212). Bunlar; miyelinin ya 

bir iç uzantısını akson etrafında tekrar tekrar genişlettiğini (217) ya da alternatif olarak, 

miyelin kılıfının "kruvasan benzeri" katmanlarının önceden var olanların üzerinde 

oluştuğunu öne sürmektedir  (218). Yüksek çözünürlüklü in vivo görüntüleme ve yüksek 

basınçlı dondurma ile sabitlenmiş optik sinir liflerinin 3D rekonstrüksiyonlarını 

birleştiren gelişmiş çalışmalar, dinamik miyelinasyon sürecinin gelişmiş düzeyde 

görselleştirilmesini kolaylaştırdı (219). Bu çalışmalar, miyelinasyonun, Geren ve Schmitt 

(217) tarafından önerilen orijinal mekanizma ile tutarlı bir keşif olan, paranodal halkaları 

oluşturmak için aksondan aşağı doğru plazma membranı uzaması yoluyla gerçekleştiğini 

ortaya çıkarmıştır (219). 
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Miyelinizasyon, çeşitli moleküler işaretler tarafından yönetilerek düzenlenmiş bir 

süreçtir. Sadece büyük çaplı aksonlar miyelinlidir (220). Miyelinasyon, akson çapını 

sadece akson etrafındaki ekstra miyelin kılıfları ile değil, aynı zamanda lokalize 

nörofilament birikimi ve fosforilasyon aracılığıyla da arttırılır (221). 

Miyelin kılıfı oluşumu, Schwann hücrelerinde nöregulin 1 (222) ve 

oligodendrositlerde Ca2+ aktivitesi (223) ve miyelinasyon için aksonları tanımlayabilen 

nöronal aktivite (158) gibi çeşitli faktörler aracılığıyla düzenlenir. Şaşırtıcı bir şekilde, 

nöronal aktivite aynı zamanda OPC proliferasyonunu, farklılaşmasını ve sağ kalımı da 

düzenler (159). 

2.6.4. Miyelin Yıkımı 

MS'de demiyelinizasyon, paranodal ve juxtaparanodal alanların düzensizliği ile 

ilişkilidir. Demiyelinli lezyonlarda, paranodal (paranodin ve contactin ile ilişkili protein, 

Caspr) ve juxtaparanodal (Kv kanalları ve Caspr2) proteinleri aşındırılmış aksonlar 

boyunca dağınık şekilde yayılır ve agregatlar kaybolur (224,225). Erken başkalaşmalar, 

Neurofascin (Nf)-155-pozitif paranodal yapıların, juxtanodal Kv1.2 kanalları ile 

örtüşmesini içerir (226). Sonuç olarak, nodal sodyum kanalları, juxtaparanodal potasyum 

kanallarına doğrudan bitişik olur ve bu da aksiyon potansiyellerinin saltatory iletiminin 

bozulmasına yol açar (Şekil 9). Bu veriler paranodal bağlantı noktalarının, 

demiyelinizasyonun ilk bölgesi olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Şekil 9. Demiyelinizasyon sürecinin özellikleri (227) 
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Aksonlar ve oligodendrositler arasındaki karşılıklı iletişimin önemi, 

oligodendrosit kaybı ve demiyelinizasyonun önemli bir akson dejenerasyonu ile ilişkili 

olduğu nörolojik hastalıklarda belirgindir. Aksonal hasar ve bağlantı kaybı, problemin 

ilerlemesinin açıkça kritik belirleyicileridir (228). Lenfositlerden veya çözünür 

inflamatuar mediatörlerden miyelinli aksonlara doğrudan immünolojik saldırı, 'akut' 

inflamatuar demiyelinizasyon ve akson kaybını açıklamaktadır. 

2.6.5. Remiyelinizasyon Süreci 

MS ve EAE (deneysel otoimmün ensefalomiyelit)'de demiyelinizasyon ve 

dejenerasyonun ardından karşıt etki olan remiyelinizasyon ve nörojenez uyarılır ve 

progenitör hücreler hasar bölgelerine göç eder (229). Remiyelinizasyon, demiyeline 

aksonların yeni miyelin kılıfları ile kaplandığı varsayılan bir süreçtir (230). 

Remiyelinizasyon sadece inaktif lezyonlarda bulunmaz, aynı zamanda devam eden 

demiyelinizan aktiviteye sahip lezyonlarda da gözlenmektedir (231,232). Bununla 

birlikte, onarım süreci özellikle erken hastalık evresine karakterizedir (233). Belirgin 

remiyelinizasyon, MS'nin erken evrelerinde sıkça rapor edilmemesine rağmen (234) bazı 

araştırmacılar tarafından gösterilmiştir (232). Hatta remiyelinizasyon, aktif 

demiyelinizasyondan sonra bir veya iki ay içinde başlayabilir (232). Bunun aksine, geç 

evre MS'de remiyelinizasyon seyrek görünür ve inaktif lezyonların sınırlarıyla kısıtlıdır 

(234). MS'nin geç evresinde, remiyelinizasyon sürecinde oligodendrosit yoğunluğu 

sınırlıdır. Bu durum oligodendrositlerin bozulmuş sağkalım, proliferasyon ve/veya 

göçünün bir ürünü olarak görünmektedir. Bu nedenle, miyelin onarımı olarak adlandırılan 

remiyelinizasyon, MS'deki akut inflamatuar lezyonlarda meydana gelir. Yeni miyelin 

kılıfı, hem hasar veren inflamatuar moleküllere karşı koruyucu bir fiziksel bariyer görevi 

görebilir (235) hem de aksona trofik desteği geri kazandırabilir (236). 

2.6.6. Multiple Sclerosis 

Multipl skleroz (MS), tüm yaş gruplarında ortaya çıkan, ancak çoğunlukla genç 

erişkinlikte ortaya çıkan, etiyolojisi bilinmeyen kronik inflamatuar bir hastalıktır (237). 

İnsan MSS miyelinini etkileyen en sık görülen hastalıktır. Hastalar başlangıçta optik 

nörite bağlı görme bozuklukları veya duyusal ve motor semptomlarla başvurabilirler 

(238). Beyin manyetik rezonans görüntülemesinde (MRI), mekan ve zamanda yayılan, 

sıklıkla ventriküllere bitişik veya jukstakortikal olarak yerleştirilmiş sınırlı hiperintens 

lezyonlar hastalığın karakteristiğidir. Gadolinyum kontrast artışı, sıklıkla aktif bağışıklık 

hücresi alımıyla ilişkilendirilen kan-beyin bariyerinin bozulmasına işaret eder (239). 
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Semptomlar başlangıçta oldukça iyi düzelir (tekrarlayan-düzelen MS), ancak hastaların 

~%70'inde, 10-15 yıllık hastalık süresinden sonra nükslerden bağımsız olarak engellilik 

artma eğilimindedir (ikincil ilerleyici MS). Primer ilerleyici MS hastaları tipik olarak, 

hastalığın başlangıcından itibaren ve nükslerden bağımsız olarak, çoğunlukla alt 

ekstremite fonksiyonu olmak üzere klinik engellilikte sinsi bir kötüleşme yaşarlar (240). 

MS kadınlarda 2,3 kat daha sıktır ve kuzey enlem bölgesinde ve Kuzey Avrupa 

kökenli popülasyonlarda daha yüksek bir insidansa sahiptir (241). Hastalık duyarlılığı, 

HLA lokusu ile güçlü bir şekilde ilişkilidir ve HLA-DRB1*15 gen lokusundaki 

homozigotluk, hastalığın gelişmesi için 7'lik bir olasılık oranı (odds ratio) verir. Ek 

olarak, çok sayıda yaygın varyant hastalığa yatkınlığa katkıda bulunur ve son yıllarda 

yapılan çok sayıda genom çapında ilişkilendirme çalışması 200'den fazla risk lokusu 

tanımlamıştır (242). Daha yüksek hastalık riski, hem adaptif hem de doğal bağışıklık, 

sitotoksik ve düzenleyici T hücresi ve özellikle IL2RA, IL7RA ve TNFRSF1A gibi 

mikroglia fonksiyonunu düzenleyen genlerdeki polimorfizmlerle ilişkilidir (243). 

Bununla birlikte, monozigotik ikizlerin uyum oranı sadece %20-30'dur ve bu, çevresel 

faktörlerin MS duyarlılığına önemli bir katkısını gösterir. Epstein-Barr virüsü ile 

enfeksiyon ve özellikle enfeksiyöz mononükleoz öyküsü, düşük D vitamini seviyeleri, 

çocukluk çağı obezitesi ve sigara kullanımı, hastalığa yakalanma olasılığının artmasıyla 

ilişkilendirilmiştir (244). Batı ülkelerinde bilinmeyen nedenlerle özellikle kadınlarda 

hastalık insidansı artmaktadır (245). 

2.6.7. MS’de Miyelin Patolojisi 

MS lezyonunun gelişimi sıklıkla aylar ve yıllara dayanır ve tipik bir hücresel 

olaylar dizisinden oluşur (Şekil 10).  

Otopside, kronik MS hastalarından alınan beyin dokusu en belirgin şekilde lateral 

ventriküllerin çevresinde ve derin hemisferik beyaz maddede, serebellar pedinküllerde, 

beyin sapı veya omurilikte çıplak gözle görülebilen grimsi, belirgin sınırlı lezyonlarla 

karakterizedir. Miyelin için Luxol fast blue (LFB) gibi boyalarla boyanmış histolojik 

kesitler, demiyelinizan lezyonları, kalıntı miyelin kılıfları varsa çok az tanımlar. Bu 

kronik inaktif demiyelinize MS lezyonlarının içinde ve kenarında miyelin fagositozuna 

dair hiçbir kanıt saptanmamıştır. Olgun oligodendrositlerde, mikrogliada ve sıklıkla 

oligodendrosit öncü hücrelerinde önemli bir azalma niteliği taşımaktadır (243). Adaptif 

veya doğuştan gelen immün aktivasyon belirtileri seyrektir veya yoktur (246). Aksonal 
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azalma değişkendir ancak %80'e kadar önemli seviyelere ulaşabilir (247). Daha az yoğun 

miyelin boyalı alanlar sıklıkla kronik demiyelinizan lezyonların sınırına eşlik eder ve 

elektron mikroskopisi ile kanıtlanan remiyelinli lezyon alanlarını gösterir (248). Kronik 

inaktif demiyelinli lezyonlar, miyelin yıkımı ve inflamasyon olmaksızın lezyon 

oluşumunun son aşamasını temsil eder. 

 

Şekil 10. Multipl skleroz fokal lezyon patolojisi (243) 

 

2.6.8. MS Biyokimyası 

MS'de demiyelinizasyonun biyokimyası ayrıntılı olarak gözden geçirilmiştir 

(249). Etkilenen MS beyaz madde alanları, miyelin bileşenlerinde beklenen azalmayı ve 

kolesterol esterlerinin çoğalmasını sergiler. Örneğin, makroskopik olarak normal görünen 

beyaz madde, dış periplak, iç periplak ve plak homojenatlarının poliakrilamid jel 

elektroforezi, hem kronik hem de akut durumda MBP ve PLP'nin beklenen düşüşünü 

gösterir (Şekil 11). Kronik plağın merkezinde bu miyelin proteinlerinin fiilen yokluğu ve 

astrogliosisin göstergesi olan bir glial fibril asidik protein (GFAP) birikimi vardır (Şekil 

11B). Daha akut bir lezyondan gelen bir plak, bir miktar MBP ve PLP'nin varlığının 

gösterdiği gibi tamamen demiyelinize değildir ve GFAP birikimi yoktur (Şekil 11C). 

Daha akut plak, kan-beyin bariyerinin yıkılmasının bir sonucu olarak albümin içerir. Bir 

dizi biyokimyasal çalışma, MS beyninin makroskopik olarak normal görünen beyaz 

maddesinin bazı bölgelerinde bile, miyelin bileşenlerinin, sağlıklı beyaz maddeye kıyasla 

önemli ölçüde azaldığını göstermiştir ve bu, büyük olasılıkla, etkilenen beyindeki mikro 

lezyonların varlığı ile açıklanmaktadır (250). 



33 

 

 

Şekil 11. Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforez görüntüsü (250) 

Total proteinler SDS (sodyum dodesil sülfat) ile çözündürüldü ve boyutlarına göre poliakrilamid 

jel sistemi üzerinde yürütüldü. Elektroforezden sonra proteinler Coomassie Brillant Blue boya ile boyandı. 

(A) Moleküler kütlelerine (kDa) göre etiketlenmiş standartlar. S=standards, WM= White matter. (B) Kronik 

MS plak bölgesinden örnekler. (C) Akut MS plak bölgesinden örnekler. ALB, serum albümini; GFAP, glial 

fibril asidik protein; IPP, iç periplak; MBP, miyelin basic proteini; NAWM, plak yakınında makroskopik 

olarak normal görünen beyaz madde; OPP, dış periplak; P, plak merkezi; PLP, proteolipid proteini.  

 

MS biyokimyasını içeren son araştırmalar, akut lezyonlardaki ve kronik olarak 

demiyelinizan aksondaki hasarın moleküler mekanizmalarına odaklanmıştır (251). Akut 

lezyonlardaki inflamatuar mikroçevre, proteolitik enzimler, sitokinler, oksidatif ürünler 

ve serbest radikaller gibi hücrelere doğrudan zarar verebilen çeşitli maddeler içerir. 

İnflamatuar mikroçevrede bulunan diğer maddeler, sonuçta yaralanmaya neden olan veya 

hasar veya onarımla ilgili hücrelerin göçünü etkileyen sinyal iletim olaylarını 

indükleyebilir. Kronik lezyonlarda nörodejenerasyon mekanizmasının, aksonal enerji 

talebi ile sınırlı enerji arzı arasındaki bir dengesizliği temsil ettiği öne sürülmüştür (252). 

Miyelinsiz aksonlarda sinir iletimi, miyelinli aksonlardan daha fazla ATP gerektirir. MS 

beyinlerindeki bir analiz, nükleer kodlanmış mitokondriyal genlerin ekspresyonunun 

lezyon olmayan kortekste azaldığını, bu da MS beyninde bozulmuş mitokondriyal enerji 

üretimi anlamına geldiğini gösterdi. Aksonlarda bozulmuş ATP üretimi, aksonlara zarar 

verebilen aksoplazmik Ca2+ birikimi ve Ca2+ bağımlı proteolitik enzimlerin aktivasyonu 

dahil olmak üzere değişen iyonik gradyanlara neden olabilir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Deney Hayvanı Temini 

İnönü Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma ve Uygulama Merkezi'nden 

ağırlığı ortalama 200-250 g olan 12 haftalık 40 adet gebe dişi Sprague Dawley rat, İnönü 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun 2019/A-33 protokol no’lu 

izni ile temin edilmiştir. 

3.2. Deney Gruplarının Oluşturulması ve Çalışma Protokolü 

Gruplar arası (Kontrol, Akrilamid, E-vitamini, Akrilamid + E-vitamini) farklılık 

için %95 güven düzeyinde (α=0.05) ve %80’lik güç ile (β=0.20) karşılaştırılması için etki 

büyüklüğü 0.52 olarak değerlendirildiğinde her bir grup için minimum dahil edilmesi 

gereken rat sayısının örneklem büyüklüğü 8 olarak belirlenmiştir. AKR’nin toksik 

özelliğinden dolayı AKR uygulanan gruplarda kayıp yaşanma ihtimali bulunmaktadır. Bu 

gruplarda grup başına olması gereken örneklem büyüklüğünün altına düşmemesi için rat 

sayısı 12 olarak belirlenmiştir. Çalışmaya ait gruplar Şekil 12’de özetlenmiştir. 

 

Şekil 12. Deney hayvanı araştırma grupları 

 



35 

 

Araştırmaya dahil edilen dişi ratlar, her 2 dişiye bir tane erkek olacak şekilde tekli 

kafeslere alındı. Ertesi gün’e kadar aynı kafeste bulunan ratlardan erkek ratlar kafeslerden 

uzaklaştırıldı. Bir süre için erkek sıçanlarla birlikte barındırılan dişi sıçanlardan vajinal 

smearlar alındı. Vajinal smear için ratın karnı yukarı ve baş aşağı olacak şekilde 0,5 ml 

salin solüsyonu vajinaya yavaşça enjekte edildi. Vajinal salgıların ve spermlerin pipete 

alınması sağlandı. Pipet içindeki birkaç damla sıvı bir lam üzerine yerleştirildi ve 

mikroskop altında incelendi. Mikroskobik incelemede sperm tespit edilmesi durumunda 

ratlar yarım günlük gebe olarak kabul edildi. Gebe ratlar deney hayvanı üretim 

merkezinde uygun koşullarda (12 saat aydınlık, 12 saat karanlıkta, sürekli havalandırmalı 

odalarda) muhafaza edildi. Ratlar çalışma boyunca ad libitum beslendiler. 

Araştırmaya dahil edilen gebe ratlar ve normal doğum sonrası sütten kesilme 

sonrası erkek ve dişi yavruları rastgele seçilerek aşağıdaki şekilde gruplara ayrıldılar. 

Kontrol grubu: Bu gruptaki gebe ratlar gebelik ve laktasyon süresince normal 

yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Gebe ratlar normal yolla doğum yaptıktan sonra 

laktasyon süresi sonunda (postnatal 21. gün) dişi ve erkek olacak şekilde ayrılarak her bir 

kafeste 4-5 rat bulunacak şekilde ayrı ayrı kafeslere alındı ve araştırma süresince normal 

yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeye devam edildi. 

Akrilamid grubu: Bu gruptaki gebe ratlara gebeliğin 0-20.günlerinde 100 ppm 

konsantrasyonda içme suyu ile AKR uygulandı. Gebe ratlara normal doğum sonrası 

laktasyon süresince içme suyunda 100 ppm konsantrasyonda AKR uygulanmaya devam 

edildi. Laktasyon süresi sonunda (postnatal 21. gün) dişi ve erkek olacak şekilde ayrılarak 

her bir kafeste 4-5 rat bulunacak şekilde ayrı ayrı kafeslere alındı ve postnatal 9. haftaya 

kadar içme suyunda 100 ppm AKR verilmeye devam edildi. 

E Vitamini grubu: Bu gruptaki gebe ratlara gebeliğin 0-20. günlerinde 300 ppm 

konsantrasyonda içme suyu içinde E vitamini uygulandı. Gebe ratlara normal doğum 

sonrası laktasyon süresince 300 ppm su içinde E Vitamini uygulanmaya devam edildi. 

Yavrular laktasyon süresi sonunda (postnatal 21. gün) dişi ve erkek olacak şekilde 

ayrılarak her bir kafeste 4-5 rat bulunacak şekilde ayrı ayrı kafeslere alındı ve postnatal 

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

Akrilamid + E vitamini grubu: Bu gruptaki gebe ratlara, gebeliğin 0-20. 

günlerinde 100 ppm konsantrasyonda AKR ve 300 ppm E vitamini içme suyu ile 

uygulandı. Gebe ratlara normal doğum sonrası laktasyon süresince 100 ppm AKR ve 300 
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ppm E Vitamini içme suyu ile uygulanmaya devam edildi. Laktasyon süresi sonunda 

(postnatal 21. gün) dişi ve erkek olacak şekilde ayrılarak her bir kafeste 4-5 rat bulunacak 

şekilde ayrı ayrı kafeslere alındı ve postnatal 9. haftaya kadar 100 ppm AKR ve 300 ppm 

E Vitamini içme suyu ile verilmeye devam edildi. 

Her bir gruptaki gebe ratların yarısı normal yol ile fetuslarını doğurdu ve doğan 

yavrular sütten kesilme süresi sonuna kadar (21. güne kadar) annelerinin yanında 

bırakıldı. Gebe ratların diğer yarısı ise, doğum yapmaları beklenen günden 1 gün önce 

yüksek doz anestezi altında sezeryan ile fetusları alındı. Normal doğum yapan anne ratlar, 

postnatal laktasyon süresi sonunda (21. gün sonu) dişi ve erkek olacak şekilde ayrılarak 

ayrı ayrı kafeslere alındı ve postanal 9. haftaya kadar ad libitum beslendiler. Tüm 

araştırma boyunca ratlara yapılacak uygulamaların özeti Şekil 13’te verilmiştir. 

 

Şekil 13. Çalışma dizaynı 

 

3.3. Akrilamid ve E Vitamini Uygulama Yöntemi 

Gebelik ve laktasyon süresince annelere ve laktasyondan doğum sonrası 9. 

haftanın sonuna kadar yavrulara günde 100 ppm konsantrasyonda AKR (Acrylamide; 

Sigma) ve 300 ppm konsantrasyonda E vitamini (DL-α-Tocopherol acetate, MP 

Biomedicals) içme suyu içerisinde çözülerek uygulandı. Önce AKR daha sonrada E 

Vitamini içme suyunda çözüldü ve AKR+E vitamini çözeltisi hazırlandı. Bu iki maddenin 

çözelti içinde birbiriyle etkileşime uğrayıp uğramadığı, çözeltide meydana gelebilecek 

bulanıklık, çökelti, renk değişimi gibi faktörler gözlemlenerek kontrol edilmiştir. 24 saat 

süreyle aralıklı olarak yapılan kontrollerde çözeltide herhangi bir değişiklik meydan 

gelmemiştir. 
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3.4. CRL Mesafesi, Fetus ve Beyin Ağırlıklarının Ölçümü 

Sezeryan ile alınan fetuslar için fetal gelişimi belirleyebilmek için, gebe ratlardan 

sezeryan ile alınan fetusların ağırlığı ve fetuslara ait CRL mesafesi (tepe-oturma noktası 

uzunluğu) ölçülmüştür. Normal doğum sonrası dişi ve erkek olarak ayrılan yavru 

ratlardan alınan total beyinlerin ağırlıklarının ölçümü yapılmıştır. 

3.5. Rat Canlı Ağırlıkları, Su ve Yem Tüketimlerinin Takibi 

Deney hayvanı çalışması süresince belirtilen yöntem ve dozlarda uygulama 

yapılırken,  

1- Ratların haftalık olarak ağırlık takibi yapılmıştır. 

2- AKR ve Kontrol gruplarına ait kafes suları haftalık olarak değiştirilmiş olup 

takibi yapılmıştır. 

3- E Vitamini ve AKR + E Vitamini gruplarına ait kafes suları ise haftada 3 kez 

(Pazartesi, Çarşamba ve Cuma) olacak şekilde yenilenmiş ve takibi 

yapılmıştır. 

4- Ratların yem tüketimleri ise her kafes için haftalık olarak takip edilmiştir. 

3.6. Water Maze testi 

Bilişsel fonksiyonların araştırılması için Morris Water Maze Testi uygulandı. Test, 

İnönü Üniversitesi, Tıbbi Biyoloji ve Genetik araştırma laboratuvarında Water Maze testi 

için ayrılmış özel alanda gerçekleştirilmiştir. Morris’in bu testi; sıçanlarda ve farelerde 

en yaygın olarak kullanılan öğrenme ve hafıza testidir. Testte kullanılan tank 120 cm 

çapında, galvanizli ve 50 cm yüksekliğinde yuvarlak bir tanktır. Deneyde 25 cm'ye kadar 

tank su ile dolduruldu,  çapı 10 cm olan platform, su yüzeyinin 2 cm altına konuldu ve 

görüşü engellemek için suya boya atılmıştır. Su sıcaklığı sabit tutulmuştur (24 ± 2 ºC). 

Sıçanların bulundukları yerin uzamsal konumunu algılayabilmeleri için tankın dışına 

görsel işaretler yerleştirildi. Platform, tankın dörtte birlik bir kısmının ortasına 

bırakılmıştır. Sıçanlar her seferinde çeyreklik bölgelerden birinden bırakılır ve yüzerken 

platformu bulması için 90 saniye süre ile suda tutulur. Bu her çeyreklikten yüzdürme 

işlemi 4 gün boyunca her rat için uygulandı ve ratların öğrenme kapasitesi kaydedildi. 

Bellek pekiştirmeyi test etmek için, 4 günlük öğrenme testlerinden sonra probe testi 

uygulandı. Bu testte platform tanktan çıkarılır ve ratların yüzmesi sağlanır. Ratlar, daha 

önce platformu buldukları çeyreklik bölümde daha fazla zaman geçirirler. Böylece 

platformu bulma yetenekleri bilişsel olarak kaydedilmiş olur.  
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3.7. Numunelerin Alınması, Tartılması ve Analizlere Hazırlık İşlemleri 

Postnatal 9. haftanın bitiminde erkek ve dişi yavru ratlara yüksek dozda ksilazin-

ketamin (15 mg ksilazin - 120 mg ketamin) enjeksiyonu sonrası tüm yavru ratlar dekapite 

edilerek beyin dokuları diseke edildi. Tüm gruplardaki ratlardan alınan beyin dokularının 

ağırlıkları tartıldı. RT-PCR analizleri için, aseptik şartlara dikkat ederek beyin örnekleri 

alındı ve RNA saklama (RNA later) çözeltisinde muhafaza edildi. Western blot analizleri 

için beyin dokusundan ayrı örnekler alınarak saklandı. Ayrıca histopatolojik ve elektron 

mikroskop analizleri için de ayrı ayrı örnekler alınarak ilgili çözeltileri içerisinde 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalına teslim edildi.  Elde edilen serum ve doku 

örnekleri, analizleri daha sonra yapılmak üzere -80 C’de saklandı. 

3.8. mRNA Düzeylerinin qRT-PCR İle Analizi 

RT-PCR analizleri, İnönü Üniversitesi, Tıbbi Biyoloji ve Genetik araştırma 

laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.8.1. Beyin Dokularından RNA Saflaştırılması 

Dokulardan total RNA saflaştırılmasında QIAGEN firmasından temin edilen 

“RNeasy Mini Kit” (Lot no: 136261038 ve cat no: 74104) saflaştırma kiti kullanıldı. Total 

RNA saflaştırılmasının her aşaması, ilgili firmanın test protokülüne uygun şekilde 

gerçekleştirildi. Beyin dokularından saflaştırılan total RNA’ların saflığı ve 

yıkımlanmanın olup olmadığı, RNA numunelerinin agaroz elektroforezinde yürütülmesi 

ile kontrol edilmiştir. 

Ayrıca beyin dokularından saflaştırılan total RNA’ların saflık ve miktar tayinleri 

spektrofotometrik olarak kontrol edildi. Spektrofotometrik analiz sonuçları ile, örneklerin 

saf RNA içerdiği ortaya konuldu. Örneklerin RNA miktarlarının tayini için, “Biotek” 

marka mikroplate okuyucuda,“Gen5” programı kullanılarak örneklerin 260 ve 280 nm’de 

absorbansları ölçüldü ve absorbansların 260/280 oranları hesaplandı. RNA miktarları 

ng/µL olarak ifade edildi. Örneklerin 260/280 oranı yaklaşık 2 olanları cDNA sentezinde 

kullanıldı. 

3.8.2. cDNA Sentez Protokolü 

Ratların beyin dokularından saflaştırılan total RNA’lardan MBP, MAG, MOG, 

BDNF ve β-Aktin cDNA’larının sentezinde, Roche firmasından temin edilen 

“Transcriptor First strand cDNA Synthesis” analiz kiti (Ref No: 04 896 866 001)” 

kullanıldı. cDNA sentez ortamına ilave edilen RNA, deoksitrinükleotid, primerler, 
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RNAaz inhibitörü, rivörs transkriptaz miktarlarının seçimi ve cDNA sentezinin her 

aşamasının şartları, ilgili firmanın protokolüne uyularak gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen 

MBP, MAG, MOG, BDNF ve β-Aktin cDNA’ları çoğaltılma işleminde kullanılmak 

üzere -20°C’de muhafaza edildi. 

3.8.3. cDNA’ların Çoğaltılma Protokolü 

MBP, MAG, MOG, BDNF ve β-Aktin cDNA’larının çoğaltılması işlemi, Roche 

Light Cycler 96 RT-PCR cihazında, Roche ve Tib Molbiol firmalarından 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, AssayId: 502486, 

LOT: 0000054844) ve β-Actin (Config No:100081783, AssayId: 500152, 

LOT:0000010971) genlerine spesifik hidroliz problu primerler kullanılarak yapıldı. RT-

PCR işleminin her aşaması ilgili firmaların direktiflerine uyularak gerçekleştirildi. MBP, 

MAG, MOG, BDNF ve β-Aktin genlerine spesifik hidroliz problu primerlerinin 

dizilimleri Tablo 4’de verilmiştir. 

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

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

β-Aktin 
F: 5’ CTGGCTCCTAGCACCATGA 3’ 

R: 5’TAGAGCCACCAATCCACACA 3’ 
NM_031144 

MBP 
F: 5’ TTCTTCAAGAACATTGTGACACCT 

R: 5’ TCCCTTGTGAGCCGATTTATAG 
NM_002385 

MAG 
F: 5’ GGGAGTACTGGTGTGTAGCTGAG 

R: 5’ GGATTTTACCACACACAGGCA 
NM_080600 

MOG 
F: 5’ GAACGTGAGGTTCTCGGATG 

R: 5’ CATAGGCACAAGGGCAATG 
NM_206814  

BDNF 
F: 5’ GTGGAGGCTAAGTGGAGCTG 3’ 

R: 5’ GTCCTACCGGTGAGTCTTTA 3’ 
NM_012513 

 

Gruplardan elde edilen beyin doku örneklerinden izole edilen RNA’lardan 

sentezlenen cDNA’lar, MBP, MAG, MOG, BDNF ve β-Aktin genlerine spesifik 

primerler kullanılarak RT-PCR ile çoğaltıldı. MBP, MAG, MOG ve BDNF genlerinin 

ifade edilme düzeyleri β–aktin genine oranlanarak hesaplandı. 
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3.9. Western Blot Analizi 

Western Blot analizleri, İnönü Üniversitesi, Tıbbi Biyokimya araştırma 

laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Western Blot; bir numunede bulunan proteinin 

varlığını, konsantrasyonunu ve farklı gruplar arasındaki proteinin konsantrasyon farkını 

göstermek için kullanılan bir metottur. Deneysel çalışma sonrası fetus, yetişkin dişi ve 

erkek yavruların beyin dokularında MBP, MAG, MOG, BDNF ve pro-BDNF protein 

düzeyleri Western Blot yöntemi ile belirlendi. 

3.9.1. Numunenin Hazırlanışı  

Western blot yapılacak gruplarına ait beyin dokuları 1 mM PMSF ve proteaz 

inhibitör koktail’i içeren RIPA tamponunda (50 mM tris HCl, 150 mM NaCl, % 1 NP-

40, % 0.5 Sodyum Deoksikolat, 1 mM EDTA, % 0.1 SDS; pH: 7.4) homojenize edildi. 

Doku homojenatı +4oC sıcaklıkta 5000 rpm’de 20 dakika santrifüj edildi. Bu işlemin 

ardından süpernatan yeni bir santrifüj tüpüne alındı. Alınan süpernatanın bir kısmı protein 

tayini için kullanıldı, kalan kısmı da Western blot analizinde kullanılmak üzere 

parsellenip -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi. 

3.9.2. Protein Konsantrasyonun Hesaplanması 

Homojenize edilen örneğin protein ölçümü için Lowry metodu kullanıldı. Bu 

amaçla BIO-RAD marka (BIO-RAD DC Protein Assay, U.S) protein tayin kiti kullanıldı. 

Protein standartı olarak bidistile su içerisinde 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, konsantrasyonlarında sığır serum albümini 

(BSA, Sigma) standartları hazırlandı. Protein ölçümü için 96 kuyucuklu plakaya örnekler 

ve standartlar 5 µL olacak şekilde eklendi. Üzerlerine 25 µL  DC Protein Assay Reagent 

A ve 200 µL  DC Protein Assay Reagent B ilave edildi. Kit rektifleriyle karıştırılan 

örnekler 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 750 

nm’de okutuldu ve mg/mL cinsinden protein konsantrasyonları belirlendi.  

3.9.3. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) 

Jelin Hazırlanması 

Çalışmada SDS-PAGE jelin hazırlanması için Bio-Rad marka vertikal 

elektroforez sistemi, elektroforez tankı, jel dökme sistemi (Mini-PROTEAN Tetra 

System, Bio-Rad) ve güç kaynağı (Power Pac 3000, Bio-Rad) kullanıldı. SDS-

Poliakrilamid jelin hazırlanması için aşağıdaki işlemler sırasıyla uygulandı. 
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1. Jel dökmek için kullanılan ince ve kalın camlar vertikal elektroforez sistemine 

yerleştirildi. 

2. Hazırlanan jel çözeltisi pipet yardımıyla iki cam arasındaki boşluğa döküldü. 

Jel Tablo 5’te belirtildiği gibi hazırlanmıştır. 

3. Jelin üst sınırının düzgün olması için üzerine izopropanol eklendi. 

4. Ayırma jeli polimerize olduktan sonra üstteki izopropanol uzaklaştırıldı. 

5. Stoklama jel çözeltisi hazırlandı ve ayırma jelin üzerine döküldü. 

6. 10 kuyulu tarak 45o açı ile iki cam arasına yerleştirildi ve polimerizasyon için 

bir süre beklendi. 

7. Örnekler 20-30 µg protein olacak şekilde hesaplandı. 2X örnek yükleme 

tamponu ve %10 oranında β-merkaptoetanol ile örnekler karışımı hazırlandı. 

8. Protein karışımını içeren ependorf tüpler 95oC’de 5 dk inkübe edilip 

denetürasyonun ardından örnek grupları jele yüklendi.  

Tablo 5. Ayırma ve Stoklama Jeli Karışım Kompozisyonu 

 

BİLEŞENLER 

%10 AYIRMA 

JELİ  

KARIŞIMI 

%5 STOKLAMA 

JELİ  

KARIŞIMI 

DİSTİLE SU 4.02 mL 3 mL 

%30 AKRİLAMİD STOĞU 3.33 mL 660 µL 

TRİS TAMPONU 2.5 mL 1.26 mL 

%10 SDS 100 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 

%10 APS 50 µL 25 µL 

 

3.9.4. Elektroforetik Yürütme 

Örnek yüklendikten hemen sonra tank sisteminin üzeri kapatıldı. Tank sisteminin 

güç kaynağı ile bağlantısı kuruldu. Yüklenen örnekler ayırma jeline girine kadar düşük 

akımda 100 Volt gerilim uygulandı. Örnekler ayırıcı jele geçtikten sonra gerilim 120 volta 

çıkarıldı. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna geldiğinde akım kesildi ve jeller tank 

sistemden alındı. 
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3.9.5. Proteinlerin Membrana Transferi 

Proteinlerin membrana transferi için Semi-Dry transfer yöntemi uygulandı. 

Transfer için önce jel tanktan çıkarıldı ve tarak kısımları kesilip atıldı. Daha sonra transfer 

cihazının kasetine önce filtre sonra membran, jel ve yine filtre olacak şekilde yerleştirildi. 

BIO-RAD Semi-Dry transfer cihazı kullanılarak proteine uygun kDa’da program seçildi. 

25V sabit voltaj ile 5-10 dk sürede proteinlerin jelden membrana göçü sağlandı. 

3.9.6. Bloklama 

Transfer sonrası proteinlerin aktarıldığı membran 1 saat  %5’lik  süt  tozu ve 1X 

TBST (10X TBS, Tween-20, ddH2O) tamponunda çalkalamaya bırakıldı. Bu süre 

sonunda membran 10 dakika aralıklarla 3 kez 1X TBST çözeltisi yıkandı. 

3.9.7. Primer Antikor ile İnkübasyon 

Tavşanda üretilmiş sıçan 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 β-aktin (Cell Signaling Technology, 4970) 

ferede üretilmiş sıçan spesifik monoklonal pro-BDNF 1:100 (Santa Cruz, sc-65514), 

antikoru, 1X TBST çözeltisi ile belirtilen oranda dülüe edildi. Membran, ilgili  primer 

antikoru ile +4 ºC'de bir gece düşük çalkalama ile inkübe edildi. Bir gün sonra membran 

alınarak 3 kez 10’ar dakika TBST ile yıkandı ve bağlanmayan antikorlar uzaklaştırıldı. 

3.9.8. Sekonder Antikor ile İnkübasyon 

Primer antikor inkübasyonundan alınan ve yıkanan membran 1:2000 oranında 

Anti-rabbit (Cell Signaling Technology, 7074)  veya Anti-mouse sekonder antikorlar 

(Cell Signaling Technology, 7076) ile oda ısısında 1 saat çalkalayıcıda inkübe edildi. 

Membran tekrar 3 kez 10’ar dakika TBST ile yıkandı ve bağlanmayan antikorlar 

uzaklaştırıldı. 

3.9.9. Görüntüleme ve Dansitometrik Analiz 

Görüntüleme için Thermo Scientific marka elektrokemilüminisens (ECL Plus 

Western Blotting Substrate, REF32132, USA) western blot görüntüleme kiti kullanıldı. 

Sekonder antikora bağlı bulunan horse radish peroksidaz enzimi, ECL çözeltisi içinde 

bulunan substratı katalizler. Bu reaksiyon sonucu açığa çıkan luminol ışımaya yol 

açmaktadır. Bu ışıma, Biochemi (DNR Bio-imaging system, İsrail) görüntüleme cihazı 



43 

 

ile görüntülendi. Protein bant yoğunlukları ImageJ Analysis Software (Version 1.53e, 

USA) programında değerlendirildi. Veriler β-aktin’e oranlanarak standardize edildi. 

3.10. Histopatolojik İnceleme Yöntemi 

Histopatolojik incelemeler, İnönü Üniversitesi, Histoloji ve Embriyoloji anabilim 

dalı araştırma laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.10.1. Histolojik Doku Takibi 

 Anestezi altında fetuslardan, dişi ve erkek yetişkin ratlardan çıkarılan beyin 

dokusu örnekleri histolojik incelemeler ve histomorfometrik analizler için %10’luk 

formaldehit içerisine alındı. Oda sıcaklığında 24 saatlik tespit süresi sonrasında beyin 

örnekleri trimlenerek Tissue-Tek VIP/SAKURA doku takip cihazı ile doku takip işlemi 

uygulandı (Tablo 6). Doku takip işlemlerinin ardından beyin doku örnekleri katı parafin 

içerisine gömüldü.  

Tablo 6. Histolojik doku takibi prosedürü 

Doku takibi prosedürü 

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. Absolü alkol 1 saat 

7. Absolü alkol 1 saat 

8. Ksilen 1 saat 

9. Ksilen 1 saat 

10. Ksilen 1 saat 

11. Parafin I  1 saat 

12. Parafin II  1 saat 

13. Parafin III 1 saat 

14. Parafin IV 1 saat 

 

3.10.2. Histomorfometrik ve Histopatolojik Analizler 

 Histomorfolojik ölçümler ve histopatolojik değerlendirmeler ve uygulamalar için 

beyin parafin bloklarından mikrotom ile 5 µm kalınlığında kesitler alındı. Kesit işleminin 

ardından histomorfolojik ölçümler ve histopatolojik skorlamalar için kesitler 

hematoksilen eozin (HE) boyama için Leica Autostainer XL boyama cihazında HE 

boyama prosedürüne göre boyandı (Tablo 7).  



44 

 

Tablo 7. Hematoksilen eozin (HE) boyama prosedürü 

HE boyama prosedürü 

1. İnkübasyon (60ºC) 1 saat 

2. Ksilen 5 dk x 3  

3. %96 alkol 3 dk 

4. %96 alkol 3 dk x 2 

5. Absolü alkol 3 dk x 2  

6. Musluk suyu 5 dk 

7. Hematoksilen 10 dk 

8.Musluk suyu 5 dk x 3  

9. Eozin 2 dk 

10. %96 alkol 3 dk x 2 

11. Absolü alkol 3 dk x 2  

12. Ksilen 5 dk x 3 

13. Kapama   

 

 HE ile boyanan doku kesitlerinde beyin korteks çap ölçümü yapıldı. Çap ölçümü 

için erkek ve dişi gruplarında 1. 2. ve 3. ventrikülün göründüğü kesitlerde 4x objektifte, 

beyin korteksinin farklı dört bölgesinde piameterden substansia albaya dik bir çizgi 

çekilerek ölçüm yapılıp ortalamaları alındı (Şekil 14). Fetuslarda korteks medulla ayırımı 

yapılamadığından korteks çapı açısından bu grupta değerlendirme yapılmadı. 

 

Şekil 14. Korteks çapı ölçümü 

Beyin korteksinin farklı bölgelerinde piameterden substansia albaya dik bir çizgi 

çekilerek ölçüm yapılmıştır. H&E, 4X 
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 Nükleus heterokromazisi analizi için, rastgele seçilen 5 farklı alanda 20x 

objektifte korteks nöronlarının nükleusları heterokromazi şiddetine göre, 0; normal-

ökromatik nükleus, 1; hafif heterokromatik nükleus, 2; orta şiddetli hetorokromatik 

nükleus, 3; ileri düzey heterokromatik+piknotik nükleus olarak skorlandı. 

3.10.3. İmmünohistokimyasal Analizler 

İmmünohistokimyasal analizler, İnönü Üniversitesi, Histoloji ve Embriyoloji 

anabilim dalı araştırma laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. İmmünohistokimyasal olarak 

MBP, MOG ve BDNF immünoreaktivitesi araştırıldı. Kesitler rutin kromojenik 

immünohistokimyasal boyama protokolüne göre (Tablo 8) MBP (Cell Signaling 

Technology, 78896), MOG (Cell Signaling Technology, 96457) ve BDNF (Abcam, 

ab108319) primer antikoru ve HRP IHC kiti (Thermo Fisher) kullanılarak boyandı. Tüm 

antikorlar için immünoreaktivite değerlendirmesi 40x objektif kullanılarak, beyin 

korteksinde rastgele seçilen 10 farklı alanda boyanma şiddeti değerlendirilerek H 

skorlaması ile yapıldı. Fetus beyinleri için tüm gruplarda MOG ve MBP 

immünoreaktivitesi gözlenmediği için bu antikorlar için skorlama yapılamadı. 

Tablo 8. İmmünohistokimya boyama prosedürü 

IHC boyama prosedürü 

1. Deparafinizasyon   

2. Antijen Retrival  15dk, 121ºC  

3. Distile Su 1 dk 

4. PBS 1 dk 

5. Hidrojen Peroksit 10 dk 

6. PBS 1 dk 

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 1 dk 

14. Kromojen  10 dk 

15. PBS 1 dk 

16. Distile Su 1 dk 

17. Hematoksilen 2 dk 

18. Musluk Suyu 1 dk x 3 

19. Distile Su 1 dk 
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Tüm analizler için boyanan doku kesitleri,  Nikon Eclipse Ni-U ışık mikroskobu, 

DS-Fi3 camera  (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements Documentation 

5.02 Görüntü Analiz Sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) kullanılarak incelenip 

fotoğraflar alındı. 

3.10.4. Transmisyon Elektron Mikroskobik İnceleme 

Elektron mikroskobik incelemeler, İnönü Üniversitesi, Histoloji ve Embriyoloji 

anabilim dalı araştırma laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Fetus, dişi ve erkek yavru 

sıçanların beyin kortekslerinden elektron mikroskobik inceleme için 2x2x2 mm 

boyutlarında doku örnekleri alındı.  Doku örneklerine % 2,5 gluteraldehit içinde üç saat 

% 1 Osmiyum tetroksit (OsO4) ile 2 saat tespit işlemi uygulandı. Tespit işlemi 

tamamlanan doku örnekleri %30, %50, %70, %90 ve %100 aseton ile dehidrate edildi.  

Dehidrasyon işlemini takiben doku örneklerine araldit infiltrasyonu uygulandıktan sonra 

araldit bloklar içine gömülerek polimerize edildi. Araldit bloklardan ultramikrotom ile 70 

nm kalınlığında kesitler bakır gridler üzerine alınarak uranil asetat ve kurşun sitrat ile 

kontrastlandı. Tüm kesitler Zeiss Libra 120 Transmission elektron mikroskop (TEM) 

(Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen Germany) ile incelenerek fotoğraflandı. 

3.11. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

ABD) ile yapıldı. Veri dağılımının normalliği Shapiro-Wilk testleri ile değerlendirildi. 

Grupların istatistiksel karşılaştırmaları için, Dunnett's çoklu karşılaştırma testinin 

ardından one-way ANOVA varyans analizi uygulandı. Verilerin normal dağılım 

göstermemesi durumunda Kruskal-Wallis testi ve ardından Dunn's post hoc testi 

kullanıldı. Veriler, tekrarlar için mean ± SD olarak ifade edildi. p değerleri, 0.05'ten küçük 

anlamlı kabul edildi ve istatistiki anlamlılık * 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 Ağırlıkları 

Tüm gruplardaki gebe ratlardan sezeryan ile alınan fetusların ağırlık, CRL 

mesafesi ölçüldü. Organogenezin bir ölçütü olabilecek tartım ve incelemeler istatistiksel 

olarak ele alındığında 21 günlük fetusların ağırlıkları, AKR uygulaması ile önemli 

derecede azalırken (p<0.001), E vitamini uygulaması, bu olumsuz etkiyi istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde düzeltmiştir (p<0.05). Fetus ağırlıklarının gruplara göre grafiksel 

gösterimi Şekil 15A’da verilmiştir. 

 

Şekil 15. Fetus ağırlıkları ve CRL mesafesinin grafiksel gösterimi 

A. Fetusların total vücut ağırlıkları. B. Fetusların CRL (tepe-oturma noktası) ölçümleri. 

Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık *p<0.05 ve ***p<0.001. AKR grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık ###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

Organogenez ve gelişimin bir göstergesi olması açısından değerlendirilen CRL 

mesafesi istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 21 günlük fetuslarda, AKR uygulanan 

grupta belirgin ölçüde azalırken (p<0.001), AKR + E vitamini grubunda E vitamininin 

ise CRL’yi önemli ölçüde artırdığı görülmüştür (p<0.001). CRL mesafesinin gruplara 

göre grafiksel gösterimi Şekil 15B’de verilmiştir. 
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Ayrıca normal yolla doğum yapan ratlardan doğan yavrular dişi ve erkek olarak 

gruplandırılıp total beyin dokuları alınıp tartımları yapılmıştır. Beyin ağırlıkları 

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde hem dişi hem de erkek ratlarda AKR uygulanan 

gruplarda önemli ölçüde azalma tespit edilmiştir (p<0.001). Her iki cinsiyette de E 

vitamini uygulaması beyin arğırlıklarını artırmıştır ancak bu artış AKR grubu ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0.05). Her iki cinsiyetteki ratların 

ölçülen total beyin ağırlıkları Şekil 16’te verilmiştir.  

 

Şekil 16. Ratların beyin ağırlıklarının grafiksel gösterimi 

A. Dişi ratların total beyin ağırlıkları. B. Erkek ratların total beyin ağırlıkları. Kontrol grubuna 

göre istatistiksel anlamlılık ***p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil 

 

4.2. Ratların Canlı Ağırlıkları, Su ve Yem Tüketimleri 

Hem dişi hem de erkek yavru ratların her grup için haftalık olarak canlı ağırlıkları 

hassas terazi ile tartılarak kaydedilmiştir. Hem dişi hem de ratlarda en fazla canlı ağırlık 

E vitamininin uygulandığı gruplarda tespit edilmiştir. Her iki cinsiyette kontrol grubu 

canlı ağırlığı E Vitaminini takip etmiştir. Erkek ratlarda en az canlı ağırlık genel olarak 

AKR grubunda gözlenmiştir. Tüm gruplarda kaydedilen canlı ağırlıklar  Şekil 17’de 

verilmiştir. 
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Şekil 17. Ratların canlı ağırlıklarının haftalık takip grafikleri 

 

Tüm gruplarda her kafes için haftalık tüketilen yem miktarı kaydedilmiştir. 

Ratların canlı ağırlıklarıyla paralel olarak hem dişi hemde erkek ratlarda en çok yem 

tüketimi E Vitamini gruplarında gözlenmiştir. Her iki cinsiyette Kontrol grubu yem 

tüketimi açısından E Vitaminini takip etmiştir. Erkek ratlarda en az yem tüketimi genel 

olarak AKR grubunda gözlenmiştir. Tüm gruplarda tüketilen yemler Şekil 18’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 18. Ratların yem tüketimlerinin haftalık takip grafikleri 

 

Tüm gruplarda her kafes için haftalık tüketilen su miktarı kaydedilmiştir. AKR ve 

kontrol grupları haftada 1 kez ölçülmüştür. E Vitamini ve AKR+E Vitamini grupları ise 

hafta 3 kez değiştilerek takip kaydedilmiştir. Ratların canlı ağırlıklarıyla paralel olarak 

hem dişi hemde erkek ratlarda en çok su tüketimi E Vitamini gruplarında gözlenmiştir. 



50 

 

Erkek ratlarda en az su tüketimi genel olarak AKR grubunda gözlenmiştir. Tüm gruplarda 

tüketilen sular Şekil 19’da verilmiştir. 

 

Şekil 19. Ratların su tüketimlerinin haftalık takip grafikleri 

 

4.3. Water Maze Bilişsel Fonksiyon Testi 

Hafızanın pekiştirilmesi için uygulanan probe testinde ratların platforma ulaşma 

sürelerinin takip edildiği 4 günlük yüzdürme süreleri karşılaştırıldığında; dişi ratlar için 

kontrol grubu ile AKR grubu kıyaslandığında istatistiksel olarak önemli fark 

bulunmamıştır. Ancak erkek ratlarda 3. ve 4. gün AKR grubunda, kontrol grubu ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak önemli fark görülmüştür (p<0.01). AKR+E vitamini 

grubu ise platformu bulma süresini önemli derecede azaltmıştır. Dişi ve erkek ratların ilk 

4 gün için platformu bulma süreleri Şekil 20’da verilmiştir.  

 

Şekil 20. Water maze testinde ratların platformu bulma süreleri 

Aynı gün için kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık **p<0.01. ns: İstatistiksel 

olarak anlamlı değil. 
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Hafızanın pekiştirilmesi için uygulanan probe testinde ratların platformun 

bulunduğu kuadranda geçirdikleri süreler karşılaştırıldığında; hem dişi hem de erkek 

ratlarda ilk 4 gün içerisinde azalan bir süre tespit edilmiştir. Probe’un kaldırıldığı 5. günde 

ise ratların ilk 4 günde geçirdiği süreden daha fazla süre geçirdiği görüşmüştür. 5. gün 

değerlendirildiğinde hedef kuadranda geçirilen süre açısından, kontrol grubuna göre AKR 

grubundan anlamlı bir fark tespit edilmemiştir (Şekil 21). 

 

Şekil 21. Water maze testinde ratların hedef kuadrantta geçirdikleri süreler 

Aynı gün için kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık **p<0.01. ns: İstatistiksel 

olarak anlamlı değil. 

 

Water maze testinde tüm ratların 5 gün boyunca yüzme hızları karşılaştırıldığında; 

tüm günlerde AKR grubunda, kontrol grubuyla kıyaslandığında yüzme hızlarında önemli 

azalma tespit edildi (p<0.001). AKR+E vitamini grubu, AKR grubu ile kıyaslandığında 

ise yüzme hızlarında 1. gün haricinde tüm günlerde istatistiksel olarak önemli derecede 

artış görülmüştür (2. gün için p<0.05, diğer günler için p<0.001). Dişi ve erkek ratların 5 

gün için yüzme hızları Şekil 22’de verilmiştir.  
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Şekil 22. Water Maze testinde dişi ve erkek ratların ortalama yüzme hızları 

Aynı gün için AKR grubunun Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılığı  ***p<0.001. 

Aynı gün için AKR + E vitamini grubunun, AKR grubuna göre istatistiksel anlamlılığı #p<0.05 

###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

Dişi ve erkek ratların tüm kuadrantlarda geçirdikleri süreler karşılaştırıldığında; 

hem dişi hem de erkek ratlarda ilk 4 gün içerisinde azalan bir süre tespit edilmiştir. Dişi 

ratların ilk 4 günde tüm alanlarda geçirdikleri sürelerde gruplar arasında fark 

bulunmamıştır (p>0.05). Erkek ratlarda ise tüm kuadrantlarda geçirilen süre 

değerlendirildiğinde, kontrol grubuna göre 3. ve 4. günde AKR grubundan anlamlı fark 

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

4. günlerde istatistiksel anlamlı azalma belirlenmiştir (p<0.05).  
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Şekil 23. Water Maze testinde ratların tüm kuadrantlarda yüzme süreleri 

AKR grubunun Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılığı  **p<0.01. AKR + E 

vitamini grubunun, AKR grubuna göre istatistiksel anlamlılığı #p<0.05. ns: İstatistiksel olarak 

anlamlı değil. 

 

Probe testinin yapıldığı 5. günde dişi ve erkek ratların toplam katettikleri yollar 

incelenmiştir. Buna göre, dişi ratlarda gruplar arasında anlamlı fark bulunmamıştır 

(p>0.5). Erkek ratlarda ise AKR grubunda, kontrol grubu ile kıyaslandığında katedilen 

yol açısından önemli azalma tespit edilmiştir (p<0.001). AKR+E vitamini grubu, AKR 

grubu ile kıyaslandığında ise E vitamini uygulamasının azalmış olan katedilen yolu 

önemli derecede artırdığı belirlenmiştir (p<0.001).  

 

Şekil 24. Water Maze testinde ratların 5. gün toplam katettikleri yol 

Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık ***p<0.001. AKR grubuna göre istatistiksel 

anlamlılık ###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 
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4.4. qRT-PCR ile mRNA Düzeylerinin Analiz Sonuçları 

Her bir grubun beyin dokularından 28S ve 18S ribozomal RNA’lar saflaştırılmış, 

bantlarının mevcudiyeti ve bantlarda herhangi bir yıkılımın olup olmadığı agaroz 

elektroforezi ile kontrol edildi. Şekil 25 ve Şekil 26’de verilen elektroforegramlar, 28S 

ve 18S ribozomal RNA bantlarının mevcut olduğu ve bantlarda herhangi bir yıkılımın 

meydana gelmediğini göstermektedir. 

 

Şekil 25. Dişi beyin dokularından saflaştırılan RNA’ların elektroforegramı 

Dişi beyin dokularından izole edilen total RNA’ların saflığı ve yıkımlanmanın olup 

olmadığı, RNA numunelerinin %0,5’lik agaroz jelde elektroforezde yürütülerek 28S ve 18S 

rRNA bandları ile kontrol edilmiştir. 

 

 

Şekil 26. Erkek beyin dokularından saflaştırılan RNA’ların elektroforegramı 

Erkek beyin dokularından izole edilen total RNA’ların saflığı ve yıkımlanmanın olup 

olmadığı, RNA numunelerinin %0,5’lik agaroz jelde elektroforezde yürütülerek 28S ve 18S 

rRNA bandları ile kontrol edilmiştir. 

 

Gen analizleri “Hydrolysis Probe” kullanılarak yapılmıştır. β–aktin ve MBP, 

MAG, MOG, BDNF mRNA’larından sentezlenen cDNA’ların qRT-PCR ile çoğaltımı 

gerçekleştirilmiştir. MBP, MAG, MOG, BDNF ve β–aktin mRNA’larından sentezlenen 

cDNA’ların qRT-PCR ile çoğaltım eğrisi Şekil 27’de verilmiştir. 
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Şekil 27. β–aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA’larından sentezlenen 

cDNA’ların qRT-PCR ile total çoğalım eğrisi 

Total RNA'dan sentezlenen MBP, MAG, MOG, BDNF amplifikasyonlarının RT-PCR 

eğrileri. Hesaplanan döngü eşiği (Cycle threshold, Ct) ile her numune için bir Ct değerinin 

belirlenmesini sağlar. MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin 

oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kökenli nörotrofik faktör.  

 

qRT-PCR ile MBP, MAG, MOG, BDNF ve β–aktin cDNA’larının sentezi sonrası, 

primer bağlanmasının özgüllüğünü kontrol etmek için agaroz jelinde örnekler 

yürütülmüştür. Elektroforezde MBP, MAG, MOG, BDNF ve β–aktin Aromataz genleri 

için tek ve istenilen boyda DNA bantlarının oluştuğu görüldü. Agaroz jelde elde edilen 

elektroforegramlar Şekil 28 ve Şekil 29’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 28. Dişi beyin dokusunda β–aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF 

cDNA’larının RT-PCR’daki çoğalımının elektroforegram görüntüsü 

Elektroforezde 50 bp’lik DNA belirteci kullanılmıştır (Bioron, 50 bp, catalog no: 

304007). MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin 

oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kökenli nörotrofik faktör. 
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Şekil 29. Erkek beyin dokusunda β–aktin ve MBP, MAG, MOG, BDNF 

cDNA’larının RT-PCR’daki çoğalımının elektroforegram görüntüsü 

Elektroforezde 50 bp’lik DNA belirteci kullanılmıştır (Bioron, 50 bp, catalog no: 304007), MBP: 

Miyelin basic protein, MAG: Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, 

BDNF: Beyin kökenli nörotrofik faktör. 

Dişi rat yavrusunun beyin dokusunda qRT-PCR ile yapılan analizler sonucunda, 

AKR uygulamasının MBP (p<0.001), MAG (p<0.001), MOG (p<0.001) ve BDNF 

(p<0.001) gen ekspresyonlarını ciddi derecede azalttığı görülmüştür. Bu sonuçlar, AKR 

uygulamasının dişi beyinlerinde miyelinle ilişkili genlerin ve BDNF geninin 

transkripsiyonunu azalttığını ortaya koymaktadır. AKR+E vitamini grubunda ise E 

vitamini uygulaması gen ekspresyonlarını artırmıştır. Bu artışlar, AKR grubuyla 

kıyaslandığında MAG (p<0.05) ve BDNF (p<0.001) mRNA düzeyleri için istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur. Dişi beyinlerinde hesaplanan gen ekspresyon düzeyleri Şekil 

30A’da verilmiştir.  

Erkek rat yavrusunun beyin dokusunda qRT-PCR ile yapılan analizler sonucunda, 

dişi gruplarına benzer şekilde AKR uygulamasının MBP (p<0.01), MAG (p<0.01), MOG 

(p<0.01) ve BDNF (p<0.01) gen ekspresyonlarını ciddi derecede azalttığı görülmüştür. 

Bu sonuçlar, AKR uygulamasının erkek beyinlerinde miyelinle ilişkili genlerin ve BDNF 

geninin transkripsiyonunu azalttığını ortaya koymaktadır. AKR+E vitamini grubunda ise 

E vitamini uygulaması AKR grubuna kıyasla MBP (p<0.001), MAG (p<0.001), MOG 

(p<0.001) ve BDNF (p<0.05) gen ekspresyonlarını istatistiksel olarak anlamlı olacak 

şekilde artırmıştır. Erkek beyinlerinde hesaplanan gen ekspresyon düzeyleri Şekil 30B’da 

verilmiştir.  
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Şekil 30. Dişi ve Erkek yavru rat gruplarında hesaplanan mRNA düzeyleri 

A. Dişi rat beyinlerinde tüm gruplar için MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA gen 

ekspresyonlarının β-actin gen ekspresyonuna bağıl hesaplanmasıyla elde edilen histogram grafiği. 

B. Erkek rat beyinlerinde tüm gruplar için MBP, MAG, MOG, BDNF mRNA gen 

ekspresyonlarının β-actin gen ekspresyonuna bağıl hesaplanmasıyla elde edilen histogram grafiği.  

Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık **p<0.01 ve ***p<0.001. AKR grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık #p<0.05 ve ###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil, MBP: 

Miyelin basic protein, MAG: Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, 

BDNF: Beyin kökenli nörotrofik faktör. 

 

4.5. Beyin Dokusu Western-Blot Analiz Sonuçları 

Fetus, dişi ve erkek yavru ratlarına ait tüm gruplardan alınan total beyin 

dokularından RIPA ile ekstrake edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-BDNF ve β-aktin 

proteinleri western-blot ile analiz edilmiştir.  
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4.5.1. Fetus Beyninde Ölçülen Protein Düzeyleri 

Fetuslardan alınan total beyin dokularına ait proteinler %10 SDS-PAGE ile ayrılıp 

MBP antikoru ile immünoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak üzere 

MBP’ye spesifik 2 bandlık görüntüler elde edilmiştir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG 

antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlarıyla ise 14 kDa’luk bandlar 

kaydedilmiştir. Tüm bandlar için sinyaller beklenen bölgelerde kaydedilmiştir.  

Analiz sonuçlarına göre, AKR uygulamasının beyin MBP (p<0.05) , MAG 

(p<0.05), MOG (p<0.01), BDNF (p<0.05)  ve pro-BDNF (p<0.05) düzeylerini 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı görülmüştür. AKR + E vitamini grubunda ise, 

E Vitamini uygulamasının, AKR’nin bu olumsuz etkisini MBP (p<0.05),  MOG (p<0.05), 

BDNF (p<0.01) ve pro-BDNF (p<0.05) düzeylerini AKR grubuna göre anlamlı derecede 

artırdığı tespit edilmiştir. E Vitamini uygulaması, AKR’nin düşürdüğü MAG protein 

ekspresyon düzeyini artırmıştır ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(p>0.05). Tüm antikorlarla elde edilen bandlar ve dansitometrik analizlere ait grafiksel 

görüntüler Şekil 31’te verilmiştir. 

 

 Şekil 31. Fetus beyin dokusunda elde edilen Western Blot band görüntüleri 

A. Fetus beyinlerinde tüm gruplar için elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-BDNF 

proteinlerinin western blot bantları. B. Fetus beyin dokularında MBP protein düzeylerinin 

dansitometrik analizleri.   C. Fetus beyin dokularında MAG protein düzeylerinin dansitometrik 

analizleri. D. Fetus beyin dokularında MOG protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. E. 
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Fetus beyin dokularında BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. F. Fetus beyin 

dokularında pro-BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık *p<0.05 ve **p<0.01. AKR grubuna göre istatistiksel anlamlılık #p<0.05 

ve ##p<0.01. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil, MBP: Miyelin basic protein, MAG: Miyelin 

ilişkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kökenli nörotrofik faktör, 

pro-BDNF: pro-Beyin kökenli nörotrofik faktör. 

 

4.5.2. Dişi Rat Beyninde Ölçülen Protein Düzeyleri 

Dişi ratlardan alınan total beyin dokularına ait proteinler %10 SDS-PAGE ile 

ayrılıp MBP antikoru ile immünoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak üzere 

MBP’ye spesifik 2 bandlık görüntüler elde edilmiştir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG 

antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlarıyla ise 14 kDa’luk bandlar 

kaydedilmiştir. Tüm bandlar için sinyaller beklenen bölgelerde kaydedilmiştir.  

Analiz sonuçlarına göre, AKR uygulamasının beyin MBP (p<0.05) , MAG 

(p<0.05), MOG (p<0.01), BDNF (p<0.001)  ve pro-BDNF (p<0.05) düzeylerini 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı görülmüştür. AKR + E vitamini grubunda ise, 

E Vitamini uygulamasının, MOG (p<0.05) ve BDNF (p<0.05) düzeylerini AKR grubuna 

göre anlamlı derecede artırdığı tespit edilmiştir. E Vitamini uygulaması, AKR’nin 

düşürdüğü MBP, MAG ve pro-BDNF protein ekspresyon düzeylerini artırmıştır ancak bu 

artış istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0.05). Tüm antikorlarla elde edilen bandlar 

ve dansitometrik analizlere ait grafiksel görüntüler Şekil 32’te verilmiştir. 
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Şekil 32. Dişi rat beyin dokusunda elde edilen Western Blot band görüntüleri 

A. Dişi rat beyinlerinde tüm gruplar için elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-

BDNF proteinlerinin western blot bantları. B. Dişi rat beyin dokularında MBP protein 

düzeylerinin dansitometrik analizleri.   C. Dişi rat beyin dokularında MAG protein düzeylerinin 

dansitometrik analizleri. D. Dişi rat beyin dokularında MOG protein düzeylerinin dansitometrik 

analizleri. E. Dişi rat beyin dokularında BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. F. 

Dişi rat beyin dokularında pro-BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol 

grubuna göre istatistiksel anlamlılık *p<0.05,  **p<0.01 ve ***p<0.01. AKR grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık #p<0.05. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil, MBP: Miyelin basic protein, 

MAG: Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kökenli 

nörotrofik faktör, pro-BDNF: pro-Beyin kökenli nörotrofik faktör. 

 

4.5.3. Erkek Rat Beyninde Ölçülen Protein Düzeyleri 

Erkek ratlardan alınan total beyin dokularına ait proteinler %10 SDS-PAGE ile 

ayrılıp MBP antikoru ile immünoblot edildikten sonra 12 kDa ve 18 kDa’da olmak üzere 

MBP’ye spesifik 2 bandlık görüntüler elde edilmiştir. MAG antikoru ile 100 kDa, MOG 

antikoru ile 28 kDa, BDNF ve pro-BDNF antikorlarıyla ise 14 kDa’luk bandlar 

kaydedilmiştir. Tüm bantlar için sinyaller beklenen bölgelerde kaydedilmiştir.  

Analiz sonuçlarına göre, AKR uygulamasının beyin MBP (p<0.05) , MAG 

(p<0.05), MOG (p<0.001), BDNF (p<0.05)  ve pro-BDNF (p<0.05) düzeylerini 
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istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalttığı görülmüştür. AKR + E vitamini grubunda ise, 

E Vitamini uygulamasının, AKR’nin bu olumsuz etkisini iyileştirdiği tespit edilmiştir. Bu 

iyileşme MBP ve MAG protein düzeyleri için istatistiksel olarak anlamlı değilken, MOG, 

BDNF ve pro-BDNF için istatistiksel anlamlılık belirlenmiştir (p<0.05). Tüm antikorlarla 

elde edilen bandlar ve dansitometrik analizlere ait grafiksel görüntüler Şekil 33’te 

verilmiştir. 

 

Şekil 33. Erkek rat beyin dokusunda elde edilen Western Blot band görüntüleri 

A. Erkek rat beyinlerinde tüm gruplar için elde edilen MBP, MAG, MOG, BDNF, pro-

BDNF proteinlerinin western blot bantları. B. Erkek rat beyin dokularında MBP protein 

düzeylerinin dansitometrik analizleri.   C. Erkek rat beyin dokularında MAG protein düzeylerinin 

dansitometrik analizleri. D. Erkek rat beyin dokularında MOG protein düzeylerinin dansitometrik 

analizleri. E. Erkek rat beyin dokularında BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. F. 

Erkek rat beyin dokularında pro-BDNF protein düzeylerinin dansitometrik analizleri. Kontrol 

grubuna göre istatistiksel anlamlılık *p<0.05 ve ***p<0.01. AKR grubuna göre istatistiksel 

anlamlılık #p<0.05. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil, MBP: Miyelin basic protein, MAG: 

Miyelin ilişkili protein, MOG: Miyelin oligodendrosit protein, BDNF: Beyin kökenli nörotrofik 

faktör, pro-BDNF: pro-Beyin kökenli nörotrofik faktör. 
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4.6. Histomorfometrik, Histopatolojik ve İmmünohistokimyasal Bulgular 

4.6.1. Beyin Korteks Hücreleri Nükleus Heterokromazisi  

Fetus beyinleri korteks hücre nükleuslarında heterokromazi verileri 

karşılaştırıldığında, AKR grubu kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek (p<0.001) 

bulunurken, heterokromazi değerleri AKR + Vit E grubunda, AKR’ye göre istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde düşük belirlenmiştir (p<0.001) (Şekil 34A, Şekil 35).  

Erkek sıçanların beyin korteks hücreleri nükleus heterokromazisi açısından E 

vitamini grubu kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşük bulunmuştur 

(p<0.05). Bununla birlikte, nükleus heterokromazisi AKR ve AKR + E vitamini 

gruplarında kontrole göre yüksek gözlenirken, bu artış istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0.05) (Şekil 34C, Şekil 36).  

Dişi ratların beyin korteksi hücreleri nükleus heterokromazisi karşılaştırıldığında 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlılık tespit edilmemiştir. Erkek gruplara benzer 

şekilde dişi yavruların AKR ve AKR + E vitamini gruplarında kontrole göre yüksek 

bulunmuştur. Bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0.05) (Şekil 34B, 

Şekil 37).  

 

Şekil 34. Beyin nükleus heterokromazisi skorlama verileri 

Rastgele seçilen 5 farklı alanda korteks nöronlarının nükleusları heterokromazi şiddetine 

göre skorlanması. Skorlama şiddetleri: 0; normal-ökromatik nükleus, 1; hafif heterokromatik 

nükleus, 2; orta şiddetli hetorokromatik nükleus, 3; ileri düzey heterokromatik+piknotik nükleus. 

Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık *p<0.05 ve ***p<0.01. AKR grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık ###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 
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Şekil 35. Fetus beyin korteksi nükleus heterokromazisi 

Korteks nöronlarının nükleuslarının heterokromazi değerlendirmesi. Oklar: Heterokromatik 

nükleuslar, H&E, 40x 

 

Şekil 36. Erkek beyin korteksi nükleus heterokromazisi 

Korteks nöronlarının nükleuslarının heterokromazi değerlendirmesi. Kontrol ve E Vitamini grubu 

ökromatik nükleuslar, oklar: heterokromatik nükleuslar, H&E, 40x 
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Şekil 37. Dişi beyin korteksi nükleus heterokromazisi 

Korteks nöronlarının nükleuslarının heterokromazi değerlendirmesi. Oklar: Heterokromatik 

nükleuslar, H&E, 40x 

 

4.6.2. Korteks Çapı Ölçümleri 

Erkek sıçanların beyin korteks çapları karşılaştırıldığında (Şekil 38) AKR grubu 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede düşük bulundu (p<0.01). AKR+Vit E grubu ise, 

AKR grubuna göre yüksek bulunmakla beraber, bu artış istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0.05).  

Benzer şekilde, dişi sıçanların beyin korteks çapları değerlendirildiğinde (Şekil 

38) AKR grubu kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede düşük bulunurken (p<0.01), 

AKR+Vit E grubu da AKR grubuna kıyasla artış göstermiştir, fakat bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı değildir (p>0.05).  
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Şekil 38. Beyin korteks çapı ölçümleri 

A. Dişi beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan korteks çap ölçümleri. B. Erkek 

beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan korteks çap ölçümleri. Kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık **p<0.01. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

4.6.3. MBP İmmünoreaktivitesi 

Erkek beyin korteksi MBP immünoreaktivitesi H-skorları açısından 

değerlendirildiğinde, AKR grubu kontrol grubuna göre anlamlı derece azalmış (p<0.001) 

bulundu. AKR + Vit E grubu ise AKR grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

artış göstermiştir (p<0.001) (Şekil 39, Şekil 40). 

Dişi beyin korteksi MBP ekspresyonu H-skorları karşılaştırıldığında, erkek grup 

ile benzer şekilde AKR grubunda kontrol grubuna göre anlamlı derece düşüş (p<0.001) 

tespit edilirken, AKR + Vit E grubu ise AKR grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde artış göstermiştir (p<0.001) (Şekil 39, Şekil 41). 
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Şekil 39. MBP İmmünoreaktivite H-skoru 

A. Dişi beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan MBP immünoreaktivite 

değerlendirmelerinin histogram grafiği. B. Erkek beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan 

MBP immünoreaktivite değerlendirmelerinin histogram grafiği. Kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık ***p<0.001. AKR grubuna göre istatistiksel anlamlılık ###p<0.001. ns: 

İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

Şekil 40. Erkek rat beyin dokusu MBP immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif MBP immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 
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Şekil 41. Dişi rat beyin dokusu MBP immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif MBP immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 

 

4.6.4. MOG İmmünoreaktivitesi 

Erkek beyin korteksi MOG immünoreaktivitesi H-skorları değerlendirildiğinde, 

AKR grubu kontrol grubuna göre anlamlı derece düşük (p<0.001) bulundu. AKR + Vit E 

grubunda ise AKR grubuna göre önemli derece artış (p<0.001) olduğu saptandı (Şekil 42, 

Şekil 43). 

Benzer şekilde, dişi beyin korteksi MOG ekspresyonu H-skoru açısından, AKR 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı derece azalış (p<0.001) tespit edilirken, AKR + 

Vit E grubunda ACR grubuna göre istatistiksel olarak önemli (p<0.001) artış olduğu 

tespit edildi (Şekil 42, Şekil 44). 
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Şekil 42. MOG immünoreaktivite H-skoru 

A. Dişi beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan MOG immünoreaktivite 

değerlendirmelerinin histogram grafiği. B. Erkek beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan 

MOG immünoreaktivite değerlendirmelerinin histogram grafiği. Kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık ***p<0.001. AKR grubuna göre istatistiksel anlamlılık ###p<0.001. ns: 

İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

Şekil 43. Erkek rat beyin dokusu MOG immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif MOG immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 
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Şekil 44. Dişi rat beyin dokusu MOG immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif MOG immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 

 

4.6.5. BDNF İmmünoreaktivitesi 

BDNF immünoreaktivitesi H-skoru açısından, fetus beyinlerinde AKR grubu 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede düşük (p<0.001) bulundu. AKR+Vit E grubu da 

AKR grubuna göre yüksek bulundu (p<0.05) (Şekil 45, Şekil 46). 

Erkek beyin korteksi BDNF ekspresyonu H-skoru açısından AKR grubu kontrol 

grubuna göre anlamlı derece azalış (p<0.001) gösterirken, AKR + Vit E grubunda AKR 

grubuna göre artış olduğu (p<0.001) tespit edilmiştir (Şekil 45, Şekil 47). 

Dişi beyin korteksi BDNF ekspresyonu H-skoru açısından ise, AKR grubunda 

kontrol grubuna göre anlamlı derece azalış (p<0.01) tespit edilirken, AKR + Vit E 

grubunda AKR grubuna göre anlamlı derecede artış olduğu (p<0.001) görüldü (Şekil 45, 

Şekil 48). 
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Şekil 45. BDNF immünoreaktivite H-skoru 

A. Fetus beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan BDNF immünoreaktivite 

değerlendirmelerinin histogram grafiği. B. Dişi beyin doku kesitlerinde tüm gruplarda yapılan 

BDNF immünoreaktivite değerlendirmelerinin histogram grafiği. C. Erkek beyin doku 

kesitlerinde tüm gruplarda yapılan BDNF immünoreaktivite değerlendirmelerinin histogram 

grafiği. Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık **p<0.01 ve ***p<0.001. AKR grubuna 

göre istatistiksel anlamlılık #p<0.05 ve ###p<0.001. ns: İstatistiksel olarak anlamlı değil. 

 

 

Şekil 46. Fetus beyin dokusu BDNF immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız). 20X 
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Şekil 47. Erkek rat beyin dokusu BDNF immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif BDNF immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 

 

Şekil 48. Dişi rat beyin dokusu BDNF immünorekativitesi 

Beyin korteksi (yıldız), pozitif BDNF immünoreaktivite gösteren nöronlar (oklar). 20X 
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4.7. Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) İnceleme Sonuçları 

4.7.1. Fetus Beyin Dokusunun TEM İncelemesi 

Kontrol grubu (Şekil 49) ve E Vitamini (Şekil 50)  grubundaki sıçan fetuslarına 

ait beyin dokusu kesitlerinin TEM incelenmesinde her iki grupta benzer şekilde nöron ve 

glia dokusuna ait hücreler normal ultrastrüktürel yapıda değerlendirildi. Nöronların 

nükleusları ökromatik görünümde ve düzgün konturlu izlendi. Sitoplazma içinde 

genellikle perinuklear alanda yerlerleşik Golgi aparatusları dikati çekti. Ayrıca diğer 

organel ve intrasitoplazmik içerik perikaryon, akson ve dendritlerde normal görünümde 

izlendi. Nöronların akson ve dentrit yapıları ile nöron-glia dokusu bağlantısı ve 

yoğunluğu olağan yapıda değerlendirildi. Kesitlerde izlenen kapillerler etrafında astrosit 

son ayakçıkları konum, düzenlenme ve sitoplazmik içerik açısından kan beyin bariyerinin 

olağan yapısı ile uyumlu görünüyordu. 
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a b 

  

c 

 

Şekil 49. Kontrol grubu fetus beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron ve kapiller. Nöron nükleusu (Nn), 

kapiller endotel nükleusu (Ne), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (ok). Uranil 

asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), Golgi 

aparatusu (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Fetus, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), Golgi 

aparatusu (ok), glia hücre nükleusu (Ng). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 
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a b 

  

c 

 

Şekil 50. E vitamini grubu fetus beyin dokusu TEM görüntüleri 

 
a. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron ve kapiller. Nöron nükleusu (Nn), 

kapiller endotel nükleusu (Ne), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (ok). Uranil 

asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), Golgi 

aparatusu (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Fetus, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn). Uranil 

asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

Akrilamid grubundaki rat fetuslarına ait beyin dokusu kesitlerinin TEM 

incelenmesinde nöron nükleuslarında farklı derecelerde kromatolizis ve perinuklear 

kromatin yoğunlaşması dikkati çekti. Bazı nöronlarda intrasitoplazmik ödem ve organel 

kaybı ve yer yer nekrotik hücreler tespit edildi. Ayrıca bazı nöronlarda intrasitoplazmik 

alanda farklı büyüklüklerde elektron yoğun, düzensiz şekilli otofagozomlar tespit edildi. 
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İncelenen kesitlerde perivaküler ödem ve elektron yoğun granüler materyal içeren 

vakuolller izlendi (Şekil 51).   

a b 

  

c 

 

Şekil 51. AKR grubu fetus beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Fetus, AKR grubu: Perikapiller alanda yoğun elektron yoğun granüler materyal içeren vakuol 

(yıldız), kapiller duvarı (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Fetus, AKR grubu: Nöron sitoplazmasında ödem ve organel kaybı (yıldız), nöron nükleusunda 

kromatolizis (Nn) ve perinuklear kromatin yoğunlaşması (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. 

Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Fetus, AKR grubu: Nöron nükleusu (Nn), nöron sitoplazmasında dejenere mitokondriyonlar 

içeren elektron yoğun otofagozomlar (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 
 

AKR + E Vitamini grubundaki sıçan fetuslarına ait beyin dokusu kesitlerinin TEM 

incelenmesinde nöron ve glia hücreleri genel olarak normal ultrastrüktürel yapıda 

değerlendirildi. Ancak bazı alanlarda minimal düzeyde perivasküler ödem ve yer yer 

ödematöz vakuoller dikkati çekti (Şekil 52). 
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a b 

  

c 

 

Şekil 52. AKR + E vitamini grubu fetus beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron ve kapiller. Nöron 

nükleusu (Nn), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (ok), interselüler alanda ödem 

(yıldız). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Fetus, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), 

Golgi aparatusu (ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

4.7.2. Dişi ve Erkek Beyin Dokusunun TEM İncelemesi 

Kontrol grubu dişi (Şekil 53)  ve erkek (Şekil 54) sıçanlar ile E Vitamini 

grubundaki dişi (Şekil 55) ve erkek (Şekil 56) sıçanlara ait beyin dokusu kesitlerinin 

TEM incelenmesinde nöron perikaryon, nükleus, akson ve dendritleri olağan organel 

içeriğine sahip ve normal ultrastrüktürel yapıda değerlendirildi. Nöronların nükleusları 

iri, oval-dairesel şekilli, sırları düzgün ve ökromatik görünümde olup normal 

ultrastrüktürel yapıda değerlendirildi. Kapiller düzeyinde izlenen vasküler yapılar ve 
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perivasküler alanlar normal ultrastrüktürel görünümde izlendi. Kapillar duvarı ve astrosit 

son ayakçıkları olağan kan-beyin yapısını yansıtacak düzende görüldü.  Kesit alanlarında 

izlenen değişik çaplardaki miyelinli aksonlarda miyelin kılıf düzenli, homojen elektron 

yoğunluğa izlendi. Akson çapı ile miyelin kılıf kalınlığının doğru orantılı olduğu görüldü.  

Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarda aksoplazma içinde izlenen nörofilament, nörotubül, 

agranüler endositoplazmik retikulum sisternaları ile mitokondriyonlar normal 

ultrastrüktürel yapı ve yoğunlukta değerlendirildi. Ayrıca perikaryon ve dendrit kesitleri 

normal ultrastrüktürel yapı ve içerikte izlendi. 

a b 

  

c 

 

Şekil 53. Kontrol grubu dişi beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Dişi, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. Miyelinli akson 

(kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (uzun ok). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Dişi, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), miyelinli akson 

(ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Dişi, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf (ok). Uranil 

asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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a b 

  

c 

 

Şekil 54. Kontrol grubu erkek beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. Miyelinli akson 

(kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (uzun ok). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), miyelinli 

akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Erkek, kontrol grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf (ok). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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c 

 

Şekil 55. E vitamini grubu dişi beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Dişi, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. Miyelinli 

akson (kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (uzun 

ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Dişi, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), miyelinli 

akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Dişi, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf (ok). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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a b 

  

c 

 

Şekil 56. E vitamini grubu erkek beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. Miyelinli 

akson (kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller duvarı (uzun 

ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Erkek, Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron. Nöron nükleusu (Nn), 

miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 

µm. 

 

c. Erkek, E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf (ok). 

Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 

 

Akrilamid grubundaki dişi (Şekil 57) ve erkek (Şekil 58) sıçanlara ait beyin 

dokusu kesitlerinin TEM incelenme bulgularının benzer olduğu görüldü. İncelenen 

kesitlerde bazı nöronlarde intrasitoplazmik ödem ve organel hasarı ile perinuklear 

kromatin yoğunlaşması tespit edildi. Perivasküler alanlarda geniş ödematöz alanlar ve 

vakuoller ile astrosit son ayakçıklarında dilatasyon ve organel hasarı dikkati çekti. Bazı 

kesitlerde perivasküler alanlarda lenfositler saptandı. Ayrıca miyelinli aksonların miyelin 
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kılfları heterojen elektron yoğunlukta izlendi. Miyelin kılıflarda düzensizlik ve kırılmalar 

ile miyelin tabakaları arasında bölgesel ayrılmalar mevcuttu. 

a b 

  

c 

 

Şekil 57. AKR grubu dişi beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Dişi, AKR grubu: Perivasküler ödem (yıldız), astrosit sitoplazmasında lizozomlar (çift başlı 

ok), kapiller duvarı (uzun ok), kapiller lümeninde eritrosit (Er), miyelinli akson (kısa ok), 

mitokondriyon (ok başı),. Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Dişi, AKR grubu: Nöron sitoplazmasında ödem, vakuolizasyon ve organel hasarı (yıldız), 

miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 

µm. 

 

c. Dişi, AKR grubu: Miyelinli aksonların miyelin kılıflarında kırılma ve miyelin tabakaları 

arasında ayrılmalar. Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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c 

 

Şekil 58. AKR grubu erkek beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Erkek, Akrilamid grubu: Perivasküler ödem (yıldız), kapiller duvarı (uzun ok), kapiller endotel 

nükleusu (En), kapiller lümeninde eritrosit (Er), miyelinli akson (kısa ok), mitokondriyon (ok 

başı), perivasküler alanda lenfosit. Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

b. Erkek, Akrilamid grubu: Nöron nükleusu (Nn), perinuklear kromatin yoğunlaşması (uzun ok), 

nöron sitoplazmasında ödem, vakuolizasyon ve organel hasarı (yıldız), miyelinli akson (kısa ok), 

mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Erkek, Akrilamid grubu: Miyelinli aksonların miyelin kılflarında kırılma ve miyelin tabakaları 

arasında ayrılmalar. Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 

 

AKR + E Vitamini grubundaki dişi (Şekil 59) ve erkek (Şekil 60) sıçanlara ait 

beyin dokusu kesitlerinin TEM incelenmesinde nöron, glia hücreleri ve vasküler yapılar 

genel olarak normal ultrastrüktürel yapıda izlendi. 

 

 



83 

 

a b 

  

c 

 

Şekil 59. AKR + E vitamini grubu dişi beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Dişi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. 

Miyelinli akson (kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller 

duvarı (uzun ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm 

 

b. Dişi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron ve nöronal yapılar. Nöron 

nükleusu (Nn), miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. 

Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Dişi, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf 

(ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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a b 

  

c 

 

Şekil 60. AKR + E vitamini grubu erkek beyin dokusu TEM görüntüleri 

a. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöronal yapılar ve kapiller. 

Miyelinli akson (kısa ok), mitokondriyon (ok başı), kapiller lümeninde eritrosit (Er), kapiller 

duvarı (uzun ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 2 µm 

 

b. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda nöron ve nöronal yapılar. 

Nöron nükleusu (Nn), miyelinli akson (ok), mitokondriyon (ok başı). Uranil asetat-kurşun sitrat, 

TEM. Ölçüm cetveli 2 µm. 

 

c. Erkek, AKR + E Vitamini grubu: Normal ultrastrüktürel yapıda miyelinli akson ve miyelin kılıf 

(ok). Uranil asetat-kurşun sitrat, TEM. Ölçüm cetveli 500 nm. 
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5. TARTIŞMA 

Araştırmamızda ratlara gebelik boyunca ve doğum sonrasında subkronik olarak 

AKR uygulamasının, miyelin sentezini ve gelişimini nasıl etkilediği, miyelinle ilgili 

protein ve BDNF düzeylerinde nasıl değişikliklere sebep olduğu incelenmiştir. Ayrıca 

ratların total vücut ve beyin ağırlıklarının yanı sıra fetus CRL ölçümleriyle gelişim süreci 

incelenmiş olup, bilişsel fonksiyonun değerlendirilmesi için Water Maze testi 

uygulanmıştır. Demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonun değerlendirilmesinde Western 

Blot, RT-PCR, histopatolojik, immünohistojimyasal ve elektron mikroskobik yöntemler 

kullanılmıştır. Ayrıca, bu çalışma ile birlikte AKR’ye maruz kalan fetus ve yavru 

beyinlerinde oluşan demiyelinizasyona karşı E vitamini ailesinin üyesi olan α-tokoferolün 

nöroprotektif etkileri ortaya konmuştur.  

Akrilamid’in (AKR), onlarca yıldır sadece sanayide yoğun olarak kullanılan bir 

sentetik kimyasal olduğu bilinmekteydi. Ancak günümüzde ise, ısıl işlem görmüş 

gıdalarda da AKR'nin varlığı keşfedilmiş ve AKR’nin toksik etkileriyle ilgili endişe 

artmıştır. Patates kızartması, kahve, cips, bisküvi gibi on binlerce gıdanın AKR içerdiği 

bilinmektedir. Yüksek seviyelerde AKR, kanser ve nörolojik hasar ile 

ilişkilendirilmektedir. AKR’nin gıdalarda bulunan seviyelerinin gerçek sağlık etkileri 

konusundaki belirsizliklere rağmen, bu bileşik hakkında kamuoyunda farkındalık 

artmıştır. AKR’nin gıda ürünlerinde ve çevremizde bol miktarda bulunması nedeniyle 

insan sağlığı üzerindeki riskine önemle dikkat çekilmesi gerekmektedir.  

AKR, nörotoksisitesi insan ve hayvan deneyleri ile doğrulanmış olan gelişimsel 

genotoksisite, nörotoksisite ve potansiyel kanserojenezden sorumlu olabileceği 

belirtilmiştir (253). Bu nedenle, AKR nörotoksisitesi insan sağlığı ile yakından ilişkilidir. 

Uzun yıllardır yapılan araştırmalarda, 0.5 ila 50 mg/kg/gün arasında değişen AKR 

seviyelerine tekrar tekrar maruz kalan köpekler, kediler, kobaylar, tavşanlar ve 

kemirgenler dahil olmak üzere çeşitli laboratuvar hayvanlarında benzer fenotipte 

nörotoksisite gösterilmiştir (254). Bu nörolojik bozukluklara presinaptik nöronun aktif 

yerinde, nükleofilik sistein ve AKR arasındaki kovalent eklenti oluşumu neden olabilir. 

Bu süreç nöronları devre dışı bırakarak nörotransmitter transferini etkileyerek 

nörotoksisiteye yol açar (255). Son yıllarda AKR ile ilişkili nörotoksisitenin altında yatan 

çeşitli potansiyel moleküler mekanizmalar çok yönlü olmasına rağmen, AKR kaynaklı 

nörotoksisitenin mekanizması tam olarak ortaya çıkartılamamıştır. Ayrıca oksidatif stres, 
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biyokimyasal ve fizyolojik bir aktivasyon sinyali olarak hizmet eder ve AKR'nin neden 

olduğu nörotoksisite ile doğrudan ve dolaylı olarak ilişkilidir (256).  

Ulusal Toksikoloji Programı (NTP) kapsamında AKR ile ilgili çok sayıda deney 

yapılmıştır. İçme suyunda ve diyet ile farklı dozlarda AKR’nin uygulandığı 

araştırmalarda hem erkek hem de dişi ratlarda bulunan toksik etkiler incelenmiştir. Bu 

deneylerde, AKR uygulanan tüm sıçanlarda beyin ağırlıklarının azaldığı gösterilmiştir 

(257). El Sayyad ve ark., gebe ratlara AKR uygulaması yapmış ve doğan yavrularında 

gecikmiş büyüme ve azalmış vücut ve beyin ağırlığı gözlemlemişlerdir (258). Gebelik 

sırasında maternal AKR maruziyetini takiben azalan yavru vücut ağırlığı, farelerde ve 

sıçanlarda tutarlı bir şekilde gözlenmiştir  (259). Araştırmamızdan elde ettiğimiz bulgular, 

AKR’ye maruz bırakılan gebe sıçanların fetus ve doğan yavrularının canlı ağırlıklarını, 

total beyin ağırlıklarını ve vücut ağırlıklarını olumsuz etkileyerek önemli derecede 

azalttığını göstermiştir. Ancak AKR’nin bu olumsuz etkilerinin altında yatan 

mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. AKR’nin, enzimler, reseptörler ve hücre 

iskeleti proteinleri dahil olmak üzere proteinlerdeki sülfhidril ve amino kalıntıları ile 

kolayca reaksiyona girme yeteneği, çok sayıda hücresel işlemi etkileyebilir. Ayrıca vücud 

ağırlığındaki azalma, leptin transport bozukluklarından kaynaklanan iştah kaybından, 

eşlik eden AKR toksisitesinden ve gebe ratlarlarda ise prolaktin düzeyindeki azalmadan 

kaynaklanabilir (260).  

Water maze testi, hayvanların uzaysal öğrenme ve hafıza yeteneklerini araştırmak 

için kullanılan en yaygın nörodavranışsal testlerden biridir. Çalışmamızda dişi ve erkek 

yavrularda ayrı ayrı yapılan water maze testinde platformu bulma süreleri 

değerlendirilmiştir. Dişilerde platformu bulma süresi açısından gruplar arasında fark 

gözlenmezken, erkeklerde bu süre AKR grubunda diğer gruplardan daha yüksek 

bulunmuştur. Benzer şekilde platformun bulunduğu quadrantta geçirilen sürede dişiler 

arasında fark bulunmazken erkeklerde AKR grubunda bu süre daha yüksekti.  Bu bulgular 

AKR’nin erkeklerde öğrenme ve hafıza bozukluklarına sebep olduğunu 

düşündürmektedir. Özellikle hipokampusta nöronal hasar ve sinaptik iletim 

disfonksiyonunun, bilişsel bozulma ile doğrudan ilişkili olduğu bildirilmiştir (261). 

Zhang ve ark., AKR'ye maruz kalan sıçanların serebral kortekslerinde ve serebellalarında 

sinaps sayısının ve sinapsin protein seviyelerinin azaldığını bildirmiştir (262).  

Çalışmamızda da analizi yapılan proteinlerin ekspresyonu dramatik bir şekilde azalmıştır, 

bu da sinaptik iletim hasarının AKR kaynaklı bilişsel bozulma ile yakından bağlantılı 
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olabileceğini göstermektedir. AKR aracılı bellek bozuklukları, dış uyarım veya öğrenme 

ile yeniden şekillenebilen beyin plastisitesindeki değişikliklerle ilişkili olabilir (263). 

Ayrıca, çalışmamızda elde edilen histopatolojik ve elektron mikroskobik inceleme 

sonuçları, AKR'ye maruz kalmanın öğrenme ve hafıza kaybına neden olduğunu doğrular 

niteliktedir.  

Miyelinizasyon, MSS’de elektriksel sinyal iletiminde etkili olan temel faktördür. 

Aksonların miyelinizasyonu, yüksek düzeyde düzenlenen bir süreçtir ve çeşitli intrinsik 

ve ekstrinsik faktörler tarafından kontrol edilir. Bu çalışmada, AKR’nin miyelinin bazı 

gen ve proteinlerinin düzenlenmesindeki rolüne odaklanılmıştır. Miyelin proteinlerinin 

vücuttaki en uzun ömürlü proteinler arasında olması, bu proteinlerin miyelin stabilitesi 

ve sinir sisteminin normal işleyişindeki önemini göstermektedir (264). Miyelin, MBP gibi 

spesifik miyelin proteinleri ile bir arada tutulan, sıkıca paketlenmiş tekrarlayan lipid ikili 

tabakalardan oluşur (265). MBP, miyelin kılıfı içinde dağılan ve olgun miyelinin çok 

katmanlı yapısını oluşturan katmanlaşma sürecinin ayrılmaz bir parçasıdır (266). MBP, 

toplam MSS miyelin proteinlerinin %30'unu oluşturan ve miyelin içinde en bol bulunan 

proteinlerden birisi olması sebebiyle miyelin kılıfının fonksiyon ve bütünlüğündeki rolü 

oldukça büyüktür (267). MBP, iyi tanımlanmış bir globüler yapıdan yoksun, çevresine ve 

etkileşimlerine bağlı olarak konformasyonunu değiştirebilen, özünde düzensiz bir 

proteindir (268). Bu özelliğinden dolayı AKR gibi toksikantların MBP’nin yapı ve 

işlevine kolayca etki etmesi muhtemeldir. Bunun aksine, düzensiz bir protein olması, 

MBP’nin çok işlevli bir protein olabileceğini de düşündürebilir (267). MBP, membran 

bağlayıcı bir protein olarak karakterize edilmiş olsa da (269), bir dizi protein-protein 

etkileşimi içerisindedir (270,271). Bu farklı etkileşimler miyelinin doğru oluşumu için 

önemlidir (272). MBP'nin, kalmodulin ve hücre iskeleti proteinleri gibi diğer birçok 

proteine bağlandığı ve bunlarla etkileşime girdiği (273) ve sinyal yollarında rol oynadığı 

bilinmektedir (271).  

Çalışmamızda, AKR uygulaması, miyelinin en önemli yapı bileşenlerinden olan 

MBP’nin mRNA gen ekspresyonunu hem dişi hemde erkek ratlarda önemli derecede 

azaltmıştır. Benzer şekilde fetus, dişi ve erkek ratlarda MBP protein düzeyini önemli 

derecede baskılamıştır. İmmünohistokimyasal verilerde beyin korteksinde, pozitif MBP 

immünoreaktivite gösteren nöronlarda azalmalar tespit edilmiştir. Elde ettiğimiz 

bulgular, miyelinin yapı ve fonksiyonunda ciddi etkisi olan MBP ifadelenmesinin 

azalmasının doğrudan veya dolaylı olarak nörodejenerasyona ve hatta başta MS gibi 
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demiyelinizan hastalıkların patogenezine katkısını göstermektedir. Bununla birlikte, 

yağda çözünen ve KBB’yi geçerek MSS’ye nüfuz eden E vitamini, AKR’nin sebep 

olduğu demiyelinizasyonu durdurma kabiliyetini ve remiyelinizasyonu başlatma 

potansiyelini gösteren MBP gen ve protein düzeylerini artırmıştır. Araştırmamızda, AKR 

kaynaklı toksisiteye karşı E vitamininin tercih edilme sebebi ise, güçlü nöroprotektif bir 

antioksidan ve antiapoptotik özellikte bir vitamin olmasıdır (274,275).  

Tüm bunlara ek olarak MBP’nin, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon 

süreçlerini göstermek için kullanılabilecek önemli belirteç olduğu rapor edilmektedir 

(276). Miyelin hasarı oluşması durumunda, beyin dokusundaki bu proteinin miktarı 

azalmaktadır (277). Araştırmalarda anti-MBP antikorlarının demiyelinizasyona neden 

olup olmadığı incelenmiştir. Anti-MBP antikorlarına ek olarak, MBP proteini incelenmiş 

ve hem serumda hem de BOS'ta beyin dokusu hasarı ve nörodejeneratif hastalıklar için 

olası bir biyobelirteç olarak kullanılabileceği önerilmiştir (278,279). Kompakt miyelinin 

ayrılmaz bir bileşeni olan MBP'nin BOS’ta saptanması, miyelin yapısının bozulmasının 

doğrudan bir işaretidir. Buna paralel olarak, çoğu MS hastasının BOS'unda relaps 

sırasında MBP ve fragmanları saptanabilmektedir (280,281). Miyelin kılıf kaybı, MS'in 

önemli bir özelliğidir ve bu sebeple MS gibi demiyelinizan hastalıklarda miyelin kılıfının 

tahribinin gözlenmesi, nörodejenerasyon ve elektriksel iletimin başarısızlığını gösteren 

önemli bir belirteçtir. MS patogenezinde MBP’nin ve kompakt miyelinin yapısında 

değişikliklerin meydana geldiği araştırmalarda belirlenmiştir (282). 

Deneysel MS modellerinde, demiyelinizasyon ve nörodejenerasyonu 

değerlendirmek için histopatolojik incelemelerin yanında MBP düzeyleri 

belirlenmektedir. Bu araştırmalarda, nöronal piknoz, dejenerasyon, demiyelinizasyonun 

yanı sıra (oligodendrosit yıkımı, miyelin kaybı ve aksonal hasarın bir sonucu olarak MS 

plağı oluşumu) hipokampus ve kortekste MBP seviyesinde önemli bir azalma 

belirlenmiştir (283,284).  Yine farklı bir araştırmada, histopatolojik değişikliklerle 

birlikte MBP düzeyinde azalma ve demiyelinizasyon rapor edilmiştir (285).  Msd (myelin 

synthesis-deficit) farelerde, olgun miyelin kılıfın bir belirteci olan MBP 

immünoboyamasının yapıldığı bir incelemede, beyaz madde, talamus ve kortekste nadir 

ve zayıf MBP boyamaları gözlemlenmiştir (286). Yine shiverer farelerde benzer zayıf ve 

seyrek boyanmalar tespit edilmiştir (287). Bu durum fare beyinlerinde oligodendrositlerin 

kompakt miyelin kılıfı oluşturma kabiliyetinde başarısız olduğunu ve hipomiyelinasyonu 

ifade etmektedir.  
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Miyelinle ilişkili glikoprotein (MAG), MSS ve PSS miyelininde bulunan bir 

glikoproteindir. MAG, çok katmanlı kompakt miyelin içinde değil, miyelin kılıflarının 

periaksonal glial membranlarında bulunmaktadır. Aksonun yanındaki bu konumu, onun 

miyelin oluşturan hücreler ve aksolemma arasında adezyon ve sinyalleşmede işlev 

gördüğünü düşündürmektedir (288). MAG, miyelin aksonlarını koruyan, akson-miyelin 

stabilitesini destekleyen ve eksikliğinde ise aksonal fonksiyon bozukluğunun ortaya 

çıkmasıyla karakterize bir glikoproteindir (289). Anti-MAG antikorlarının siyatik sinire 

transferinin demiyelinizasyona neden olduğunu gösteren bir araştırmada, bu antikorların 

nöropatiye neden olduğu gösterilmiştir (290). Fareler üzerinde yapılan bir araştırma, 

MAG eksikliğinde miyelinin akson-Schwann hücre biriminin devam edemediğini 

göstermiştir. Bu nedenle, miyelin oluşumu için MAG oldukça önemli bir proteindir (291). 

Bu gözlemler, MAG'ın MS gibi demiyelinizan hastalıklarda rol oynadığını 

düşündürmektedir. MAG knockout farelerde yapılan araştırmalarda MSS 

miyelinizasyonunda gecikme, periaksonal ve paranodal yapısal anormallikler, miyelin 

kılıfı oluşumunda bozukluklar görülmüştür. Bu in vivo bulgular, aksonlardan 

oligodendrositlere MAG aracılı sinyalleşmenin verimli miyelinizasyon için gerekli 

olduğunu göstermektedir (288). Araştırmamızda AKR’nin MAG gibi miyelinin önemli 

bir bileşeninin mRNA gen ekspresyonunu hem dişi hem de erkek ratlarda düşürdüğü, 

protein ekspresyon düzeylerini ise fetus, dişi ve erkek ratlarda önemli derecede azalttığı, 

buna karşılık  E vitamininin, bu genin ekspresyon ve protein düzeylerini belirgin şekilde 

uyardığı görülmüştür. Bu bulgular AKR’nin demiyelinizasyona sebep olan etkisinin 

altında yatan mekanizmalarında MAG’ın önemli bir rolü olabileceğini düşündürmektedir.    

Diğer bir miyelinle ilişkili glikoprotein ise miyelin kılıfının dış yüzeyinde bulunan 

miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)’dir. MOG, MSS'nin miyelin oluşturan 

hücreleri olan oligodendrositler tarafından üretilen birkaç proteinden biridir. MBP ve 

MAG’ın yanısıra MOG, oligodendrosit yüzey membranlarının temel bir bileşenidir. Bu 

glikoproteinler, miyelin kılıflarının oluşumunda, korunmasında ve dağılımında temel 

rollere sahiptir (292). İnsanlarda ve kemirgenlerde, MOG geni majör histo-uyumluluk 

kompleksi lokusunda bulunur (293). Bu bölge tarafından kodlanan moleküller, hücrelerin 

yüzeylerinde bulunur ve antijen sunumunda, inflamasyonun düzenlenmesinde, 

kompleman sisteminde ve doğuştan gelen ve adaptif bağışıklık yanıtlarda yer alır (293). 

Hücre iskeletinin oluşumu ve mikrotübül stabilizasyonu MBP ile MOG etkileşimlerine 
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bağlıdır (294). Deneysel çalışmalar, seçilen anti-MOG antikorlarının, miyelin içinde 

önemli bir proteaz-aracılı MBP kaybını indüklediğini göstermiştir  (295). MOG’u 

MSS’de böylesine özel kılan bazı özellikler bulunmaktadır. Miyelin kılıfının dış 

yüzeyinde lokalize olan MOG, MSS demiyelinizasyonunu ortaya çıkarmak için bilinen 

tüm patojenik gereksinimleri karşılayan ilk miyelin antijeni olduğundan, MS'de 

otoimmün atak için dikkat çekici bir hedef antijendir (250,296). Yüzey konumu ayrıca, 

hücre dışı matriksten veya bitişik miyelin kılıflarından oligodendrositlere bilgi ileterek 

sinyal iletiminde işlev görebileceğini düşündürmektedir (288). Periferik sinirde veya 

diğer dokularda protein veya mRNA düzeyinde MOG saptanmadığı için MSS miyelininin 

spesifik bir antijeni olarak görülmektedir (297). Saflaştırılmış anti-MOG antikoru, 

doğrudan veya dolaylı olarak MSS demiyelinizasyona neden olmaktadır (298). Akut 

deneysel otoimmün ensefalomiyelit olan hayvanlara anti-MOG antikoru intravenöz 

olarak verildikten sonra MSS'de demiyelinizasyon görülmüş ve bu durum anti-MOG’un 

bozulmuş kan-beyin bariyeri yoluyla MSS'ye girebildiği ile ilişkilendirilmiştir (298,299). 

Normal sıçanlara anti-MOG antikorunun intratekal enjeksiyonu da MSS 

demiyelinizasyonuna neden olmaktadır (300). MOG’un MSS miyelinizasyonundaki bu 

dikkat çekici özellikleri birlikte değerlendirildiğinde MS gibi demiyelinizan hastalıkların 

patogenezindeki etkisi araştırma konumuz olmuştur. MOG'nin miyelin kılıflarının dış 

tabakasında ve oligodendrosit zarının yüzeyindeki lokalizasyonu, bu proteinin bağışıklık 

sistemi ile etkileşime geçebileceği ve demiyelinizan bozuklukların patofizyolojisine dahil 

olabileceğini düşündürmektedir. Çalışmamızda AKR’nin MOG gen ekspresyonu ve 

protein düzeylerini dişi ve erkek rat beyinlerinde önemli derecede azalttığı görülmüştür. 

Bulgularımızdaki bu azalma, demiyelizasyonda MOG’un önemli bir rolü olduğunu 

göstermektedir. E vitamini ise bu etkiyi geri döndürmüştür. MOG immünoreaktivitesi de 

western blot ile uyum içindedir. Dişi ve erkek beyin korteksi incelendiğinde MOG 

immünoreaktif olan nöronlar AKR grubunda azalmıştır. Buna karşılık  E vitamininin, 

MOG immünoreaktivitesinde artışa neden olduğu belirlenmiştir. En sık görülen 

demiyelinizan hastalık olan MS’te MOG'un yüksek immünojenik potansiyele sahip 

olması, bu proteinin MS için spesifik bir antijen olabileceğini düşündürmektedir (301). 

Beyin kaynaklı nörotrofik faktörü (BDNF), başlangıçta bir öncü protein olan pro-

BDNF olarak sentezlenir ve daha sonra biyolojik olarak aktif olan olgun BDNF'ye 

serbestleşir (302). BDNF’nin, uzun zamandır nöronal fonksiyondaki kritik rolleri 

bilinmektedir (303). BDNF, nörotransmitter salınımını kolaylaştırarak nöronal 
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plastisiteyi de etkiler (304). Ayrıca, BDNF’nin önemli bir pro-miyelinizan molekül 

olduğunu gösteren önemli kanıtlar bulunmaktadır (305). Çalışmalar, proBDNF’nin 

miyelinizasyonu desteklediğini ve miyelin yapı proteini olan MAG’ın ekspresyonuna 

aracılık ettiğini göstermiştir (306). MAG, uzun süreli akson-miyelin stabilitesi, Ranvier 

düğümlerinin yapısı ve akson hücre iskeletinin devamlılığı için oldukça önemlidir (307). 

BDNF knockout olan farelerde ön beyin, korpus kallozum, omurilik ve optik sinirlerdeki 

miyelin proteinlerinin (MBP, MAG ve MOG) ifadesinde önemli azalmalar gösterilmiştir 

(308,309). Daha da önemlisi, bu moleküler değişiklikler, miyelin üzerindeki yapısal 

değişikliklere yansımıştır. 2 haftalık BDNF knockout farelerin incelendiği bir çalışmada, 

optik sinirdeki miyelinli aksonların oranı, wild tipte yavru farelere kıyasla %50 oranında 

azaldığı görülmüştür (310). Bu durum, BDNF'nin nöronal gelişimden ziyade 

miyelinizasyona özgü bir etkisi olabileceğini düşündürmektedir. Miyelinizasyondaki bu 

azalma, doğum sonrası üçüncü haftaya kadar devam etmiş, bu duruma miyelinsiz 

aksonların sayısında artış ve akson çapında önemli azalış eşlik etmiştir (310). Bu veriler, 

endojen BDNF'nin in vivo gelişim sırasında MSS miyelinasyonunu güçlendirdiğinin 

göstergesidir. BDNF'nin nöron-glia etkileşimlerindeki rolü, remiyelinizasyon ve/veya 

miyelin onarım sürecinin düzenlenmesinde yer alan bir başka önemli yönünü temsil eder 

(306). Ayrıca, BDNF’nin, miyelinin yapısal bütünlüğünü kontrol eden yapısal miyelin 

proteinlerinin dağılımını düzenlediği bilinmektedir (311). Örneğin, deneysel otoimmün 

ensefalomiyelit (EAE) BDNF knockout fareler, miyelinin yapısal bütünlüğü için gerekli 

olan miyelin proteinlerinin anormal dağılımından kaynaklanan önemli miyelin yapısal 

hasara sahiptir (311). Benzer şekilde, diğer çalışmalar da miyelin yapısal proteinlerinin 

dağılım modellerini düzenlemede BDNF'yi işaret etmişlerdir (310,312). Ayrıca, 

BDNF'nin, remiyelinizasyon ve/veya miyelin onarım sürecinde temel adımlar olan 

miyelin hasarı bölgelerinde (313) oligodendrosit progenitör hücre proliferasyonunu, 

göçünü ve farklılaşmasını indüklediği gösterilmiştir (310). Ek olarak, MS hastalarında 

lezyon çevresinde BDNF'nin varlığı gösterilmiş (314) ve bunun miyelin onarımında rolü 

olabileceği ifade edilmiştir (313). Miyelinizasyonda BDNF’nin önemli bir rolü 

olmasından dolayı araştırmamızda AKR toksisitesiyle oluşan demiyelinizasyonun, pro-

BDNF ve BDNF düzeyleriyle ilişkisi incelenmiştir. Çalışmamızda, kronik olarak 

uygulanan AKR’nin hem öncü protein olan pro-BDNF hem de BDNF’nin protein 

düzeylerini azalttığı tespit edilmiştir. AKR grubundaki bu azalmaya BDNF gen 

ekspresyon düzeyindeki azalma eşlik etmiş, immünohistokimyasal olarakta hem fetusta 

hemde dişi ve erkek yavrularda bu durum desteklenmiştir. 
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Çalışmalar, MS'e yanıt olarak miyelin onarımında BDNF'nin rolünü de 

göstermektedir (315,316). Tekrarlayan ve düzelen MS (RRMS) hastalarının periferik kan 

mononükleer hücrelerinde, sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında, hastalığın hem 

remisyon hem de relaps fazında daha düşük seviyelerde BDNF salgıladığı gösterilmiştir 

(315). Bu sonuçlar, RRMS hastalarının sağlıklı kontrollere kıyasla genel olarak daha 

düşük BDNF seviyelerine sahip olduğunu göstermektedir. Bu durum, daha düşük BDNF 

düzeylerinin MS'li bireylerin miyelin hasarına yatkın hale gelmesine ve remisyon 

dönemlerinde bile miyelin onarımını gerçekleştirme yeteneğini sınırlamasına sebep 

olabilir. Buna karşılık, MS atağı sırasında hastalarda, hastalığın stabil fazındaki 

seviyelere kıyasla daha yüksek serum BDNF seviyeleri tespit edilmiştir (317,318). Bu 

sonuçlar, bir MS atağı sırasında, miyelin onarımını kolaylaştırmak ve nörolojik 

iyileşmeyi desteklemek için BDNF seviyelerinin up-regüle düzenlendiğini 

göstermektedir. Bununla birlikte, BDNF seviyeleri, miyelin hasarını etkin bir şekilde 

onarmak veya tam remiyelinizasyonu desteklemek için yeterli seviyelere 

ulaşamamaktadır. Benzer şekilde farklı çalışmalarda, BDNF'nin MS kaynaklı lezyonların 

remiyelinizasyona katkıda bulunduğuna dair kanıtlar sunulmaktadır (318,319). 

BDNF'nin MSS miyelinasyonunu desteklediğine dair bilgiler, felç, travmatik yaralanma 

ve MS dahil olmak üzere demiyelinizan durumlar için terapötik bir hedef olabileceğini 

düşündürmektedir. Felç ve omurilik yaralanmasında rekombinant BDNF'yi aşırı eksprese 

etmek için doğrudan infüzyon veya hücre bazlı gen tedavisi uygulaması, oligodendrosit 

hücre sayılarını ve MBP, MOG ve PLP proteinlerinin ekspresyonunu önemli ölçüde 

artırmıştır (320,321). BDNF’nin bu multifonksiyonlarının, miyelin oluşumu da dahil 

olmak üzere MSS’nin biyolojik aktivitelerini seçici olarak etkileme potansiyeline sahip 

olduğunu düşündürmektedir. 

Ayrıca araştırmalar, BDNF ekspresyonunun bilişsel işlevlerdeki, özellikle 

öğrenme ve hafıza ile ilgili süreçlerdeki önemine dikkat çekmektedir. Yapılan 

toksikolojik çalışmalarda, düşük AKR konsantrasyonlarının BDNF ekspresyonunu 

etkilediği ifade edilmiştir (322). 4 yıl takip edilen prospektif kohort bir çalışma, AKR'ye 

maruz kalmanın, yaşlı erkeklerde artan zayıf biliş ve hafif bilişsel gerileme riski ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir (76). Araştırmamızda, AKR ile muamele edilen ratlarda azalan 

BDNF ve pro-BDNF gen ve protein ifadesi gösterilmiştir. AKR’nin bu toksik özelliği, 

genel olarak beyin gelişimini baskılamasından ve doğum öncesi dönemden kaynaklanan 

muhtemel nörogelişimsel bozukluklara sebep olduğundan kaynaklanmış olabilir.  
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Histopatolojik değerlendirmeler incelendiğinde dişi ve erkek ratların beyinlerinde 

korteks çapları değerlendirilmiş ve  beyin korteks çapları karşılaştırıldığında AKR 

gruplarında önemli azalmalar tespit edilmiştir. Ayrıca fetus, dişi ve erkek ratların beyin 

korteks hücre nükleuslarında heterokromazi verileri değerlendirildiğinde AKR, fetus 

heterokromazisini önemli derecede artırırken, dişi ve erkeklerde oluşan heterokromazi 

artışı istatistiksel anlamlılık göstermemiştir. Heterokromatik görüntüler sitoplazma ve 

nükleusu içeren yoğunlaşmayı ifade etmektedir. Bu yoğunlaşma ise hücrelerde fonksiyon 

ve metabolik olayların azalmasına ve hatta hücrenin apoptoza gidebileceğine işaret 

etmektedir. Özellikle heterokromatik hücrelerin fetus beyinlerinde daha fazla görülmüş 

olması embriyonik gelişim sırasında AKR’nin beyin gelişimindeki etkisini daha çarpıcı 

şekilde ortaya koymaktadır. TEM incelemelerinde ise AKR grubunda hem dişi hemde 

erkek sıçanlara ait beyin dokusu kesitlerinde benzer bulgular görülmüştür. İncelenen 

kesitlerde bazı nöronlarda ödem ve organel hasarı tespit edilmiştir. Ayrıca ödematöz 

alanlar ve bazı kesitlerde perivasküler alanlarda lenfositler saptanmıştır. Özellikle 

miyelinli aksonların miyelin kılıfları heterojen elektron yoğunlukta izlenmiştir. Miyelin 

kılıflarda düzensizlik ve kırılmalar ile miyelin tabakaları arasında bölgesel ayrılmalar 

gözlenmiştir. Elde edilen bulgular gösteriyorki; çalışmamızda elde edilen moleküler 

analizler, histopatolojik değişiklikler ve TEM sonuçlarında görülen miyelin kılıf 

dejenerasyonları birbirleri ile uyum içerisindedir. AKR + E Vitamini grubunda E vitamini 

uygulaması ise nöron, glia hücreleri ve vasküler yapıların genel olarak normal 

ultrastrüktürel yapıda olmasını sağlamıştır. 

Diğer dokularla karşılaştırıldığında beyin, yüksek metabolizma hızına, yüksek 

lipid içeriğine ve nispeten düşük koruyucu antioksidan sistemlere sahip olduğu için 

oksidatif hasara daha duyarlıdır (323). Araştırmalar, α-tokoferol uygulamasının beynin 

oksidatif hasarına karşı koruyucu etki gösterdiğini ve bu korumanın lipid 

peroksidasyonunun azalmasıyla sağlandığını göstermiştir (324). 1997 yılında Alzheimer 

hastalığında tedavi olarak E vitamininin etkinliğini gösteren çift kör, randomize çok 

merkezli klinik bir çalışma yapılmıştır. Araştırmada, orta derecede şiddette bozukluğu 

olan üçyüz kırk Alzheimer hastasında iki yıl boyunca 2000 IU/gün vitamin E 

uygulanmıştır. Sonuç olarak, E vitamininin Alzheimer hastalığı ilerlemesini yavaşlattığı 

sonucuna varılmıştır (325). E vitamini ailesinin doğada bulunan sekiz üyesinin tümü 

biyolojik olarak aktif olmakla birlikte, memelilerde, α-tokoferol biyolojik olarak en aktif 

olarak kabul edilir (326). α-Tokoferol, büyük ölçüde α-tokoferol transfer proteinine (α-
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TTP) yüksek afinitesi nedeniyle biyolojik olarak en aktif form olarak kabul edilmektedir 

(327). α-Tokoferol, yağda çözünen bir molekül olması nedeniyle, α-TTP aracılığıyla 

transferi gerçekleştirilir. α-Tokoferol, KBB'yi oluşturan endotelyal hücrelerden 

geçtiğinde, α-tokoferolün doğrudan Bergmann glia hücreleri adı verilen özel astrositlere 

iletilmesi söz konusudur. Rat Bergmann glia hücrelerinde α-TTP’nin eksprese ediliyor 

olması, α-tokoferol’ün MSS’ye kolayca ulaşması anlamına gelebilir (328). TTP 

ekspresyonunun Alzheimer hastası olan bireylerde hipokampusun Purkinje hücrelerinde 

ve CA2 Piramidal hücrelerinde lokalize olduğu, ancak sağlıklı bireylerde durumun böyle 

olmadığı doğrulanmıştır (329). Hücre içi TTP'nin beynin farklı bölgeleri boyunca 

değişken bir şekilde ifade edilmesi ve ifadenin nöronal sağlığa dayalı olarak değişiklik 

gösteriyor olması, α-tokoferol’ün nörodejeneratif hastalıklarda etkinliğiyle ilgili bilgiler 

sunmaktadır. Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıklarda oksidatif stres aktivitesi göz 

önüne alındığında, ROS düzeylerinin artması, TTP ekspresyonunu up-regüle etmesiyle 

ilişkilendirilebilir. Bu durum MSS'de özellikle beynin ihtiyaç duyulandan daha fazla 

bölgesinde, α-tokoferol transportunu modüle eden feedback mekanizmasına sahip 

olabileceğini düşündürmektedir (326). Yapısal olarak, astrositler KBB boyunca uzanırlar 

ve bütünlükleri için α-tokoferole bağımlı nöronlar olan Purkinje hücreleri ile yakından 

ilişki içerisindedirler (330). α-Tokoferol’ün nöronlara ve hatta oligodendroglial sürece 

transport ve etki mekanizması tam olarak bilinmesede bu gözlemler, esasen KBB’den α-

tokoferolü ve hücrede dolaşan diğer vitaminleri alan astrositlere, nöronlara ve 

oligodendrositlere yoğunlaşılması gerektiğini düşündürmektedir. Böylece, E vitamininin 

MSS’de taşınmasının ve bulunabilirliğinin anlaşılması, MS gibi nörodejeneratif 

hastalıkların ilerleme ve önlenmesinde önemli stratejik hedefler haline gelebilir. 

Bu çalışmadan elde edilen veriler ışığında AKR’nin embriyonal gelişimden 

yetişkinliğe kadar olan süreçte, miyelinle ilişkilendirilen majör proteinlerin (MBP, MAG, 

MOG, BDNF ve pro-BDNF) transkripsiyon ve translasyon düzeylerini baskıladığı 

gösterilmiştir. Ayrıca, AKR’nin organogeneze ve bilişsel fonksiyonlar üzerine negatif 

etki göstererek miyelin sentez ve gelişimini anlamlı derecede bozduğu tam olarak ortaya 

konulmuştur. Bunun yanı sıra sonuçlarımız, E vitamininin AKR kaynaklı beyin 

toksisitesine karşı organogenezde rol aldığını, histomorfolojik koruma etkisinin olduğunu 

ve bu özelliklerinden dolayı E vitamininin AKR kaynaklı nörotoksisiteye karşı 

nöroprotektif bir ajan olarak hareket edebileceğini ortaya koymuştur.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Gebelik, laktasyon ve laktasyon sonrası 9. haftaya kadar dişi ve erkek yavrulara 

AKR ve AKR’nin E vitamini ile birlikte uygulandığı çalışmamızdan elde edilen sonuçlara 

göre;  

 AKR uygulanan gebe ratlardan sezeryan ile alınan fetus ağırlıkları 

değerlendirildiğinde, AKR’nin total fetus ağırlığını önemli ölçüde azalttığı 

görülmüştür. CRL ölçümleride benzer şekilde AKR ile azalmıştır. E vitamini ise 

her iki parametreyi de kayda değer ölçüde artırmıştır. Ayrıca AKR, dişi ve erkek 

ratların beyin ağırlıklarını da olumsuz etkilemiştir. 

  

 Bilişsel fonksiyonun ölçülmesi için uygulanan water maze testi sonuçları, AKR 

uygulamasının dişi ratlarda platformu bulma süresi üzerine etki etmediğini 

göstermiştir. AKR, erkek ratlarda ise platformu bulma sürelerinin artmasına sebep 

olmuştur. Bununla birlikte dişi ratların hedef kuadranda geçirdikleri sürelerde de 

önemli fark görülmezken, erkek ratlarda bu sürenin uzadığı tespit edilmiştir. 

Erkek ratlarda AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulaması bilişsel 

fonksiyon testi üzerinde pozitif etki göstermiş, süreleri kontrol grubu değerlerine 

getirmiştir.  

 

 AKR uygulaması hem erkek hem de dişi ratlarda miyelinle ilişkili MBP, MAG, 

MOG ve BDNF gen ekspresyonları üzerine oldukça önemli derecede negatif etki 

göstermiştir.  Benzer şekilde fetus, dişi ve erkek ratlarda MBP, MAG, MOG, 

BDNF ve pro-BDNF protein düzeyleri üzerinde negatif etki göstermiştir. AKR+E 

vitamini grubunda, E vitamini uygulaması AKR kaynaklı bu gen ekspresyonlarını 

ve protein düzeylerini önemli derecede artırmıştır. Benzer şekilde MBP, MOG ve 

BDNF ile yapılan immünohistokimyasal incelemelerden elde edilen sonuçlar RT-

PCR ve western blot analizlerini doğrulamıştır.  

 

 Fetus, dişi ve erkek ratlarda yapılan histopatolojik değerlendirmeler, AKR 

uygulamasının özellikle fetus beyin korteks nükleus heterokromazisine sebep 

olduğunu göstermiştir. Ayrıca AKR’nin dişi ve erkek ratların beyin korteks 

çaplarını da önemli derece azalttığı belirlenmiştir. AKR+E vitamini grubunda E 
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vitamini uygulaması ile ökromatik hücrelerin arttığı ve beyin korteks çaplarının 

ise pozitif yönde etkilendiği görülmüştür.  

 TEM incelemeleri ise göstermiştir ki; AKR uygulaması, nöronlarda ödem, organel 

hasarı, perivasküler alanlarda lenfositlerin artışı ve özellikle miyelinli aksonların 

miyelin kılıflarında düzensizlik, kırılmalar ve bölgesel ayrılmaların oluşmasına 

sebep olmuştur. E vitamini uygulaması ise nöron ve glia hücrelerinin normal 

ultrastrüktürel yapıda olmasını ve miyelin bütünlüğünün korunmasını sağlamıştır. 

 

 Mevcut çalışmada, histopatolojik, immünohistokimyasal ve moleküler 

incelemeler sonucunda, AKR’nin gestasyonel, laktasyonel ve sütten kesme 

sonrasını içeren uzun bir sürede, miyelinle ilgili bazı temel proteinler ve BDNF 

üzerinde zararlı etkilerinin olduğu görülmüştür. Bu zararlı etkilerin, insanlarda 

MS gibi demiyelinizan hastalıkların patogenezinde rol oynayabileceğini 

düşündürmektedir. Tüm veriler birlikte değerlendirildiğinde, yoğun miktarda 

AKR içeren kızartma ve fast-food gibi gıdaların daha az tüketilmesiyle 

nörodejeneratif hastalıkların gelişiminin azaltılabileceğini düşünüyoruz. Ayrıca, 

E vitamininin AKR toksisitesine karşı koruyucu bir etkiye sahip olduğu 

görülmüştür. Bu nedenle, günlük diyetle alınan E vitamini miktarının 

artırılmasını, nöroprotektif doğal bir yöntem olarak tavsiye ediyoruz. 
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