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OZET

Ratlarda Gebelik siiresince uygulanan akrilamidin fetal beyin

gelisimine etkilerinin ve E vitamini’nin Koruyucu roliiniin arastirilmasi

Giris ve Amac: Gidalarin yiiksek sicakliklarda kizartilmasi ve firinlanmasi
sonucu bol miktarda akrilamid olusmakta ve insanlar bu gidalar tiiketerek her giin
belli miktarlarda akrilamid almaktadirlar. Gebe kadinlarda gebelik boyunca gida
kaynakli akrilamide maruz kalmakta ve bebekleri muhtemelen bundan
etkilenmektedir. Bu calisma ile gebelik siiresince sicanlara verilen akrilamidin fetal
beyin gelisimi ve beyin-kaynakli norotrofik faktor sentezi ilizerine etkileri ortaya
konularak akrilamidin noérotoksik etki mekanizmast agikliga kavusturulmaya
caligildi. Gii¢lii bir antioksidan ve ndroprotektif ajan olan E vitamininin; akrilamidin
fetal beyinde meydana getirecegi bu muhtemel zararlara kars1 koruyucu etkileri test
edildi.

Materyal ve Metot: Calismamizda, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde iiretilen 250 gr agirhiginda 40 adet geng
disi Wistar albino tiirii rat kullanildi. Bu arastirma icin, Indnii iiniversitesi tip
fakiiltesi deney hayvanlari etik kurulundan etik onay alinmistir (Onay no: 2015/ A—
21). Ratlarda gebelik olusturuldu. Gebe ratlar; Kontrol, Misir yagi, E vitamini,
Akrilamid, E vitamini+Akrilamid olmak tizere her bir grupta 8 gebe disi olmak tizere
5 farkli gruba ayrildi. Gebelikleri vajinal smear testi ile dogrulandi. Akrilamid
¢oOzeltisi ¢cesme suyunda, E vitamini ¢Ozeltisi ise misir yaginda hazirlanmastir.
Gebeligin 1-20. giinleri arasinda: akrilamid ve E vitamini+akrilamid grubu ratlara 5
mg/giin/kg canli agirlik olacak sekilde akrilamid, E vitamini ve E vitamini+akrilamid
grubu ratlara 100 mg/giin/kg canli agirlik olacak sekilde E vitamini ve misir yagi
grubu ratlara misir yagi oral gavaj ile verildi. Ratlar deney siiresi boyunca ad-libitum
beslendiler. Gebeligin 20. giiniinde fetuslar sezeryan ile alindi. Tiim gruplardan
sezeryanla elde edilen fetuslarin morfolojik gelisim parametreleri Ol¢iildii. Fetal

beyin dokularinda lipid peroksidasyonun son {iriinii olan malondialdehid, rediikte
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glutatyon, total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite, Beyin-kaynakl
norotrofik faktor diizeyleri analiz edildi ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular:  Kontrol grubu verileri ile deney grubu verileri
karsilastirildiginda; akrilamid uygulanan grubun fetuslariin morfolojik gelisim
parametrelerinin  ciddi derecede bozuldugu, fetuslarin beyin dokularinda
malondialdehid, total oksidan kapasite seviyelerinin 6énemli derecede arttigi, beyin-
kaynakli norotrofik faktor, rediikte glutatyon ve total antioksidan kapasite
seviyelerini ise azaldigi, histopatolojik bulgu olarak noronlarda 6nemli derecede
dejenerasyon ve hemorajik hasarlarin meydana geldigi tespit edilmistir. Gebe ratlara
E vitaminin akrilamidle beraber uygulanmasi ile, akrilamidin O6nemli derecede
bozdugu fetal morfolojik gelisim parametrelerini onemli derecede diizelttigi, fetal
beyin dokusunda malondialdehid, total oksidan kapasite diizeylerini 6nemli derecede
distirdiigii; beyin-kaynakli nérotrofik faktor, rediikte glutatyon ve total antioksidan
kapasite seviyelerini ise 6nemli derecede artirdigi ve tiim bunlarin sonucu olarak
fetus beyin dokusunda meydana gelen histopatolojik doku hasarlarini onemli
derecede gerilettigi ortaya konulmustur.

Sonug: Giinlimiizde fast- food kiiltiirliniin tilkemizde de yaygin hale gelmesi
sebebiyle gida kaynakli akrilamid toksisitesinden korunmak i¢in insanlarin ve gida
kaynakli akrilamidin fetus gelisimi lizerinde meydana getirecegi muhtemel toksik
etkileri en aza indirmek i¢in gebe kadinlarin koruyucu olarak E vitamini iceren

gidalart giinliik olarak yeterince tiikketmesini tavsiye ediyoruz.

Anahtar kelimeler: Sican, Gebelik, Akrilamid, E vitamini, Beyin-kaynakli

norotrofik faktor, Oksidan ve Antioksidan Parametreler, Histopatoloji
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ABSTRACT

Investigation of the effects of acrylamide applied during pregnancy
on fetal brain development in rats and the protective role of the

vitamin E

Introduction and Purpose: A liberal amount of acrylamide is produced as
a result of frying or baking foods in high temperatures and individuals take certain
amounts of acrylamide everyday by consuming these food items. Pregnant women
are also exposed to acrylamide originating from food during pregnancy and their
babies are probably affected. This study would attempt to determine the effects of
acrylamide applied to rats during pregnancy on fetal brain development and brain-
derived neurotrophic factor synthesis, hence to identify the neurotoxic mechanism of
action of acrylamide, and would test the protective effects of the vitamin E, which is
a powerful antioxidant and neuroprotective agent, against the possible damage that
acrylamide would cause in the fetal brain.

Materials and Methodology: 40 young female Wistar albino rats weighing
250 grams each that were bred in Inonii University, Faculty of Medicine,
Experimental Animals Breeding and Research Center were used in the study. For this
research, it was taken ethical approval from the experimental animals ethics
committee of Inonu University Faculty of Medicine, Malatya, TURKEY (Approval
no: 2015/ A-21). (The rats were made pregnant). The rats were divided into five
different groups of control, corn oil, vitamin E, acrylamide, and vitamin E +
acrylamide with 8 pregnant rats in each group. 100 mg/kg/day body weight vitamin
E dissolved in corn oil with oral gavage; 5 mg/kg/day body weight acrylamide
dissolved in drinking water with oral gavage were administered to the 40 pregnant
rats, which were determined as pregnant (+) by vaginal smear test, during the 1-20™
days of the pregnancy. Rats were fed ad libitum during the experiment. On the 20"
day of pregnancy, fetuses were removed using Caesar section. Morphological
development parameters of the fetus obtained by Caesar section from all groups were
measured. The levels of malondialdehyde (end-product of lipid peroxidation),

reduced glutathione, total antioxidant capacity, total oxidant capacity, and brain-
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derived neurotrophic factor were analyzed and histopathological examinations were
performed in brain tissue of the fetus obtained by Caesar section from all groups.

Findings: Comparison of control group and study group data identified that
acrylamide application damaged fetal development by suppressing fetal development
parameters; caused degeneration in neuron structures in fetal brain tissue and caused
hemorrhagic damages; dramatically decreased BNDF levels; increased
malondialdehyde, total oxidant capacity levels and decreased reduced glutathione,
total antioxidant capacity levels. On the other hand, it was determined that the
vitamin E, a neuro-protectant and a powerful antioxidant, suppressed the effects of
acrylamide on fetal development and fetal brain tissue damage in the above
mentioned parameters.

Result: It is recommended to consume food containing vitamin E as a
protection to minimize the toxic effects of food-oriented acrylamide on fetus
development due to the widespread nature of fast-food culture in Turkey in today’s

life and the impossibility of protection from acrylamide toxicity.

Key words: Rat, Pregnancy, Acrylamide, Vitamin E, Brain-derived neurotrophic

factor, Oxidant and Antioxidant Parameters, Histopatology
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y-GCS: Gama glutamil sistein sentetaz

He : Hidrojen Radikali
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NGF: Sinir Biiyiime Hormonu

NO: Nitrik oksid

NT-3: Norotrofin 3

NT-4: Norotrofin 4

NOAEL: No observed adverse effect level
02: Singlet Oksijen

02- : Siiperoksit Radikali

RNA: Riboniikleik Asit



ROOe: Lipid Peroksil Radikali

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SOR: Serbest oksijen radikalleri

TAK: Total Antioksidan Kapasite

TOK: Total Oksidan Kapasite

TBA: Tiyobarbitiirik asit

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel Arastirma Merkezi
WHO: Diinya saglik orgiitii
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1. GIRIS

Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi’nin (IARC 1994) akrilamidi (AA)
2A Grubu (insanlar igin olas1 kanserojen) olarak smiflandirmis olmasi diinyada
akrilamidle ilgili ¢aligmalarm artmasini saglamistir. Isve¢ Ulusal Gida Idaresi
(SNFA) ve Stockholm Universitesi tarafindan 2002 yili Nisan ayinda yapilan bir
basin aciklamasinda “KARBONHIDRATTAN ZENGIN GIDALARIN cesitli kizarmis
ve firmlanmis gidalarda KANSER olusturma potansiyeline sahip bir kimyasal madde
olan “AKRILAMID”in vyiiksek miktarlarda olustugunun tespit edildiginin
duyurulmasindan sonra bu konuyla ilgili aragtirmalar olduk¢a yogunlagsmistir. Cesitli
kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilan akrilamidin hayvanlar i¢in nérotoksik,
karsinojenik ve tlireme sistemi i¢in zararli oldugu bilinmektedir. Gidalarin yiiksek
sicakliklarda kizartilmasi ve firinlanmasi sonucu bol miktarda akrilamid olusmakta
ve insanlar bu gidalar tiikketerek her giin belli miktarlarda akrilamid almaktadirlar.
Akrilamid plesantay1 dogrudan gegip pre ve postnatal gelisim sirasinda kemiriciler
tizerinde hasarlara da yol agabilmektedir. Gebe kadinlarda gebelik boyunca gida
kaynakli akrilamide maruz kalmakta ve bebekleri muhtemelen bundan
etkilenmektedir. Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalar sonucunda akrilamidin olusum
mekanizmasi, insan sagligr lizerindeki olumsuz etkileri, gida kaynakli akrilamid
olusumunu azaltma yollar1 hakkinda ¢esitli bulgular elde edilmistir. Ancak hala
akrilamidin insan saglhig: tizerindeki muhtemel etkileri tam olarak bilinmemektedir.

E vitamini, serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidadif strese karsi
hiicreleri koruyan giiglii bir antioksidan olup bunu serbest radikalleri daha az reaktif
bilesiklere donistirerek sagladigr ifade edilmektedir. Antikarsinojenik ve
noroprotektif etkileri arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Ayni zamanda E
vitaminin hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve hiicre adezyonlarin1 azaltict yonde
etki gosterdigi de ortaya konulmustur. E vitamini plasentay1 kolaylikla gegerek
fetuslarin beyin dokusuna giris yapabilmektedir.

E vitamini, serbest radikaller tarafindan hiicrelerin yag fazinda meydana
gelen oksidadif stresi engelleyerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktadr.

Ozellikle beyin; antioksidan kapasitesinin diisiik olmas1 nedeni ile oksidatif strese



kars1 oldukga hassastir ve E vitamini gibi gii¢lii antioksidanlarin koruyucu etkisine
ihtiya¢ duymaktadir.

Bu arastirmada; gebelik boyunca akrilamide maruz kalan ratlarin
fetuslarinin beyinlerinde meydana gelen akrilamid kaynakli gelisimsel hasarlarin
arastirilmasi ve akrilamidin muhtemel ndrotoksik etkilerine karsi E vitamini’nin

koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ratlarda sinir sisteminin kokeni ve anatomik yapisi

Aragtirmaci Galenin ilk denemelerinden bugiine deneysel calismalar klinik
hekimlige yol gosterici olmugtur. Tiim laboratuar hayvanlar1 arasinda ise rodentler
(kemirgenler) biyomedikal arastirmalar i¢in en ¢ok tercih edilen hayvanlardir (1, 2).
Insanin ve ratin embriyonik gelisimi arasindaki en 6nemli fark gebelik siiresidir. Bu
siire ratlarda 21-22 giin, insanlarda ise yaklasik 267 giindiir. Fertilizasyon ve blastula
sathasida benzerlik gostermektedir (3). Ratlarda fetal hayatin 8-14. giinleri
organogenez donemi olarak bildirilmistir (4).

Ratlarlarda somit olusumu 9. giiniin sonunda ve 10. giinde baslar ve her giin
yeni somitlerin ilave olmasiyla artarak 16. glinde tamamlanir. Yaklasik 65 somitin,
4’1 oksipital, 8’1 servikal, 13’1 torakal, 6’s1 lumbal, 4’1 sakral, 30’u kaudal bdlgede
bulunur (5). Ratlarda karakteristik olarak spinal cord, dorsal yarigin alt kisimlarinda
pyramidal sekilli kortikospinal iplikler igerir. Ote yandan, rat omuriliginin
organizasyonu diger memeli tiirleri ile benzerdir ve 8 servikal, 13 torakal, 6 lumbal
ve 4 sakral segmentten olusur. Erigkin bir erkek ratta 113—125 mm uzunlugunda
yaklagik 0,7 gr agirligindadir (6, 7). Rat embriyosu yaklasik 13 giinliikkken biitiin
organlarinin belirgin oldugu bildirilmistir (5). Ratlarda da tipki insanlarda ki gibi
beyin; 6n beyin (prosensefalon-forebrain), orta beyin (mesensefalon- midbrain) ve
arka beyin (rhombensefalon-hindbrain) olusturacak sekilde boliimlere ayrilir. Beynin
en biiyiik kism1 olan 6n beyin, diensefalon ve telensefalon olarak iki alt boliimde
incelenir. Iki bilyiik serebral hemisferden olusan telensefalon beynin en biiyiik
kismini olusturur ve eriskin bir ratta 278 mm? kadar yiizey alanina sahiptir. Dikkat
cekici iki Ozelligi; lisencephalos (gyrus ve sulcuslar bulunmaz), yani kivrimlari
olmayan diiz yapida ve bulbus olfactoriuslarin oldukg¢a biiyiik olmasidir. Kortikal gri
madde miktar1 ise ¢ok azdir. Ratlarda optik khiasma beyin tabaninda bulbus
olfaktoriuslarin hemen kaudalinde bulunur (7, 8).

Serebellum bol kivrimli bir goriiniistedir. Orta, ortanin iki yaninda birer yan
lob ve bunlarin dis yanlarinda kafatasinin periotik kapsiiliin i¢cinde yer alan
paraflokiiler loblar olarak 5 ayr1 boliimden olusur. Paraflokiiler loblar kemirgenlere

has bir 6zelliktir ve igine yerlestigi periotik kapsiil petros kemigin uzantisidir. Beyin



ventrikiilleri insandakine benzer &zelliktedir. insanlarda oldugu gibi 12 ¢ift kranial

sinirleri vardir (7).

1 ¢m rat 3@

Sekil 2.1. insan ve rat beyin yapilarin1 gdsteren sematik ¢izim A) gyrus ve sulcuslar
belirgin, B) Rat beyni icin tipik olan lisencephaloz goriilmekte, beynin 6n

boliimiinde belirgin halde goriilen bulbus olfactoriuslar (9).

2.2. Norotrofik faktorler

Norotrofinler ndronal plastisite (sinir dokunun gelismesi ve farlilasmasi)
acisindan onem tasiyan hiicre i¢i faktorlerdir. Bir¢ok norotrofin bildirilmistir: Beyin
tirevli norotrofik faktor (BDNF), sinir biiylime faktorii (NGF), nérotrofin-3 (NT-3),
norotrofin-4 (NT-4) gibi. Norotrofinlerin merkezi sinir sisteminde hiicre 6liimiiniin
(apopitozis) programlanmasinda ve yiiriitiilmesinde 6nemli rolleri vardir. Cesitli i¢
ve dis nedenlere bagli olarak azalma gosterdiklerinde beyinde etkiledikleri

noronlarin 6liimii ile sonuglanacak biyolojik olaylar zinciri tetiklenir (10, 11).

2.2.1. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

BDNF sinirlerin biiylimesinden sorumlu kiigiik dimerik bir protein olup
noronlarin gelisimi, 6grenme ve hafizada anahtar molekiildiir (11). Beynin gelisim
doneminde immatiir ndéronlarin biiylimesini ve farklilagmasini saglar. Noronlarin

yagsamlarini siirdiirmesinde rol oynar (12). Noradrenerjik ve serotoninerjik néronlarin



gelisimini gili¢lendirip, onlar1 toksik zedelenmelerden korur. Dendritlerin biiylimesi
tizerine olumlu etkisiyle néronal devamlilik ve plastisiteyi diizenler (13-15).

Beyinde yaygin olarak bulunur ve agirlikli olarak néronlarda sentezlenir. En
fazla bulundugu boélge hipokampus ve korteks serebridir (16). Bir ¢alismada; fare
korteksinden elde edilmis ndron kiiltiiriine BDNF uygulandiginda dendrit ve
sinapslarda gelismenin arttigi gozlenmistir (17). Bir baska calismada ise fare
sitriatumunda hiicrelerin bir grubuna BDNF geni implante edildikten sonra tiim
hiicrelere norotoksin uygulanmis, implantasyon yapilan hiicrelerde diger hiicrelerin
tersine serotonin ve dopamin kaybi gelismedigi gozlenmistir (18). Elde edilen bu
sonuclar BDNF nin ndronlar {izerinde koruyucu etkisi oldugu ve noroplastisite ile

iliskisi oldugu goriisiinii desteklemektedir (19).

2.2.1.2. BDNF ’nin etki mekanizmasi

BDNF’nin en 6nemli islevsel 6zelligi; ndronlar1 korumasi ve néronun hayatta
kalimini1 saglamasidir (20). BDNF kendi tirozin kinaz reseptoriine baglanir ve Ras/
MAPK ve fosfotidilinozitol-3P kinaz/Akt yolak reaksiyonlarini kapsayan bir dizi
biiylime ve hayatta kalimi tetikleyen hiicre i¢i sinyal yolaklarini uyarir (21). Trk’nin
(bir norotrofin reseptorii olan tirozin kinaz) ekstraselliiler kisminda nérotrofin i¢in
ligand-baglayici bolge, sitoplazmik kisminda ise bir protein tirozin kinaz bulunur.
BDNF Trk reseptoriine baglandiginda protein kinaz aktive olur ve Grb, Sos gibi
birlesecek proteinleri yakinina ceker, bunu kiiciik bir G proteini olan Ras’in
aktivasyonu izler. Aktive olmus Ras bir seri proteinin fosforilasyonunu baglatir. Raf
adl1 bir protein kinaz1 aktive eder, bu da baska bir protein kinaz olan MAP (Mitojen
Aktivator Protein) kinaz kinazi aktive eder. MAP kinaz kinaz da MAP kinaz adli
baska bir protein kinazi aktive eder. Bu da pek cok substrat proteinlerini fosforile
etmek suretiyle Onemli bir proapoptotik protein olan Bcl-2 ile iligkili 6liim
destekleyici protein (BAD: Bcl-2 associated death promotor protein) iiretiminin
durmast ve temel antiapoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunun artmasi yoluyla
apopitozu inhibe etmektedir. BAD apoptotik siirecin i¢inde yer almaktadir ve bu
siirecin durmas1 ve yavaslamasi hiicrenin zarar gormesini engellemektedir. Bu

etkilerin ortaya ¢ikmasinda cAMP yanit elemani baglayan protein (CREB-CAMP



response element binding protein) énemli role sahiptir. Bu reseptorlerin uyarilmast,
yetigskinlerde noral devrelerin yeniden diizenlenmesini gerceklestiren sinaptik
plastisitede rol alir (21, 22). Bir noronun yasamina devam etmesi i¢in gerekli olan en
onemli gereksinim, o néronun uyaran almasi ve sinaptik islevlerine devam etmesidir.
Uyaran almayan ve islevleri durmus ndronlarda apopitoz goriilmektedir. Aktif
noronlarda ise islevlere paralel olarak BDNF yapiminda ve saliniminda artis
izlenmektedir. Alinan uyaranlarla beraber BDNF hem yeni sinaptik olusumlara yol
acmakta hem de pro-apopitotik protein olan BAD yapimini engellemektedir. BDNF
transkripsiyonunda rol oynayan CREB proteini ayni zamanda antiapopitotik olan
Bcl-2 seviyesini de arttirmaktadir. CREB fosforilasyonun engellenmesiyle apopitoz
tetiklenir (21, 22-25). Noronal aktivite, BDNF gen transkripsiyonunu, BDNF
mRNA’nin dendritlere transportunu ve sinaptik araliga BDNF proteininin salinimini
stimule etmektedir. BDNF, hipokampal ve kortikal noronlarin yani sira bazal 6n

beyindeki kolinerjik ndronlarin hayatta kalimina da etki etmektedir (26 ).

2.2.1.3. Oksidatif stresin BDNF ve beyin iizerine olan etkileri

Yasamin erken donemlerinde, c¢evre kosullarinin eriskin  donemde
davraniglar1 ve fizyolojik fonksiyonlar: etkiledigi, bu anlamda sosyal ve biyolojik
agidan biiylk oOnem tasidigi  bilinmektedir (27). Davramis ve fizyolojik
fonksiyonlarda ortaya c¢ikan degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar
bilinmemekle birlikte, sosyal ¢evrenin hipokampal BDNF ve nérogenezi modiile
ettigi kabul goren bir goriistiir (28, 29).

Tek veya tekrarlanan immobilizasyon stresinin ya da eksojen kortikosteron
uygulamasinin hipokampusta BDNF mRNA ve protein miktarini diisiiriirken (30),
Adrenalektominin ise hipokampusta BDNF mRNA ve protein miktarini artirdig
gosterilmistir (31). Noronal yasamda, gelisim siirecinde ve hasar sonrasinda
norotrofik faktdrler ¢ok Onemli rol oynamaktadir. Pek c¢ok sistemde, ndrotrofik
destegin yeterli olmamast apoptotik noéronal Olime yol agmaktadir. Hayvan
modellerinde yapilan calismalarda, bu destegin azalmasinin dopaminerjik hiicrelerde

dejenerasyona yol actig1 ortaya konulmustur (32, 33).



BDNF geninin yapist olduk¢a karmasiktir. BDNF geninin aktivite-bagimli
kalsiyum ilintili diizenlenmesinde bir dizi islemde ilk adim sitoplazmaya kalsiyum
girisidir. Boylece BDNF ekson III ekspresyonun indiiksiyonu segici olarak aktiflenir.
Ancak bu aktivasyon i¢in CREB (cAMP/Ca++ response element binding protein)
gerekli olmakla birlikte yeterli degildir. Aktivasyon i¢in CREB’in Serin-133
bolgesinden cAMP bagimli protein kinaz, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein
kinaz IV ya da mitojenle aktive edilen protein kinaz tarafindan fosforilasyonu
gerekmektedir (31). Yapilan bilimsel ¢alismalarda artan oksidatif hasarin CREB’in
seviyesini azalttigi, NF-kB gen ekspresyonunu arttirdigi, BDNF diizeyini azalttig1 ve
kognitif fonksiyonlara hasar verdigi belirlenmis ve bu hasarin; BDNF’nin sinaptik
plastisitedeki fonksiyonunun azalmasmin synapsin I ve CREB molekiillerin
modiilasyonu araciligiyla oldugu belirtilmistir (34, 35).

Néronal membranlar arasinda kalsiyum (Ca*?) trafiginin hizli olmasi, oksijen
tilketiminin yiiksek olmasi, eksitotoksik aminoasitler; glutamat ve aspartatin varligi,
bazi norotransmiterlerin kolay otookside olmalari, néron zarlarinda bulunan
lipidlerin antioksidan enzimlerinin diisiik seviyede olmasi, sitokrom P450 enziminin
baz1 beyin bolgelerinde bulunmasi, beyin metabolizmasinin H202 olusturmasi,
yiiksek oranda kolayca okside olabilen ¢oklu doymamis yag asiti igermesinden

dolay1 beyin ve sinir dokusu oksidatif strese yatkinlik gostermektedir (36).

2.3. Akrilamid’in tarihgesi ve kimyasal yapisi

Akrilamid; ilk kez 1893 yilinda Almanya’da Christian Moureau tarafindan
kimyasal bir bilesik olarak bulunmustur. 1952-1954 yillar1 arasinda ticari ve
kimyasal amacgli olarak Almanya’da kullanilmig bir vinil polimeridir. Akrilamid,
kimyasal olarak sentezlenebilen oldukga toksik, doymamis ¢ift bag igeren bir amid
olup; tekstil, kagit, kozmetik iiretimi, igme sularinin iyilestirilmesi gibi ¢ok degisik
endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (37).

Akrilamid ve bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu ile yiiksek
molekiiler agirlikli polimerik 6zelligi olan poliakrilamid olusumu s6z konusudur.
Poliakrilamid, matbaacilik ve tekstil sektoriinde kagidin dayanmikliligini artirmada,

atik sularm aritilmasi isleminin yogunlagtirma basamaklarinda, losyon, deodorant,



parfim gibi bir¢ok farkli kozmetik {iriinlerin hazirlanmasi sirasinda yaglh ve
yumusatict bir ozellik kazandirmak i¢in katki maddesi olarak kullanildig:
bilinmektir. Tim bunlara ilaveten poliakrilamid, arastirma laboratuvarlarinda
elektroforez ve kromatografi gibi molekiiler biyoloji alaninda, proteinlerin ayirimi
ve saflastirilmasinda yogun olarak kullanimaktadir (38). Konuyla ilgili son yapilan
arastirmalarda, yiliksek sicaklik derecelerine maruz birakarak hazirlanan besinlerde
de akrilamid olustugu kesfedilmistir. Yapilan arastirmalar, gidalarin 120 °C’nin
tizerindeki sicaklik derecelerinde pisirilmesi (6zellikle kizartma, gril, ya da
firinlama) sirasinda bol miktarda akrilamidin meydana geldigini ortaya koymaktadir.
Pigirilme sirasinda meydana gelen akrilamid miktari, maruz birakilan sicaklik
derecesi ve siiresi ile dogru orantili olarak artis gostermektedir (39).

Akrilamid doymamis ¢ift bag igeren bir amiddir. Diger isimleri etilen
karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amiddir (39). Siv1 halde iken
beyaz bir kristal gibi goriilen akrilamid oda sicakliginda kokusuz, tatsiz, kat1 ve suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Erime sicakligi 84.5°C, kaynama sicakligi 125.6°C’dir.
Molekiil agirligi 71.08 g/mol olan akrilamid suda ve diger polar ¢oziiciilerde (aseton,
metanol, etanol vb) kolaylikla c¢oziiniitken; polar olmayan ¢oziiciilerde
¢oziinmemektedir (40). Akrilamid; tire CO(NH2) 2> ve formaldehit (HCHO) veya
glioksal (CHO),, aldehitler (RCHO), aminler (R2NH), tiyoller (RSH) gibi kiigiik
reaktif molekiillerle reaksiyona girebilmektedir (41). Akrilamidin kimyasal yapisi
Sekil 2.2.’de verilmistir.

CH> C|
\C/ \NH

5 2

Sekil 2.2. Akrilamidin kimyasal yapisi



2.3.1. Akrilamidin kimyasal olarak olusumu

Gida kaynakli akrilamid 120 °C’nin istiindeki sicaklilarda glukoz ya da
fruktoz gibi monosakkaritlerle asparajin gibi aminoasitler arasinda meydana gelen
Maillard reaksiyonu sonucunda spontan olarak olusmaktadir (42). Maillard

reaksiyonu ve akrilamid olusumu Sekil 2.3.’de verilmistir.
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Sekil 2.3. Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olusumu

Proteinlerin yapisina giren standart 20 aminoasitten Ozellikle asparajin,
akrilamid olusturma kapasitesi en yiiksek olan aa olarak bilinmektedir. Arastirmalar,
akrilamid olusumunda glukozun fruktoz ve galaktozdan daha etkili oldugunu

gostermistir (43).

Akrilamid olusumunda asparajin aa kadar etkili olmasada; glutamin, sistin,

arginin, metiyonin ve aspartik asit gibi aa’lerin de etkili oldugu gosterilmistir (44).



Yapilan aragtirmalarda, akrilamid olusumunda sadece asparajin yolu
olmadigi (aa kaynakli); akrilik asit, akrolein gibi farkli maddeler tizerinden akrilamid
olusum yollarinin da var oldugu ancak asparajin yolu kadar etkili olmadig1 ortaya
konulmustur (41). Farkli molekiillerden akrilamid olusum yollart Sekil 2.4.’de

verilmistir.
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Sekil 2.4. Farkli molekiillerden akrilamid olusum yollar

2.3.2. Akrilamidin gidalarda olusumu

Besinlerin pisirme siiresi ve sicaklik derecesi ile akrilamid olusumu arasinda
korelasyon oldugu ve ayni gida tiplerinin farkli {iriinleri veya ayni iriinlerin farkli
tarihlerde iiretilmis olanlar1 arasinda bile akrilamid igerigi bakimindan degiskenlik
meydana geldigi tespit edilmistir (45). Pisirme seklinin de akrilamid olusumunda
etkili oldugu bilinmektedir. Buna en giizel 6rnek, bazi galismalarda haslanarak
pisirilen gidalarda akrilamidin olusmadigi sonucunun bildirilmesidir (45). Siit, yag
ve sekerin yiiksek sicaklikta pigirilmesi sirasinda hem biskiivilerde hem de
mubhallebilerde de maillard reaksiyonu ile akrilamid olusmakta ve sagligi olumsuz

yonde etkileyebilmektedir. Ayrica Maillard reaksiyonu nedeniyle siitteki proteinlerin
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yapilariin bozuldugu, zararli maddelerin meydana geldigi ve bunun sonucu olarak
da karacigerde toksik etkiye sebebiyet verdigi bildirilmistir (46).

Gidalarin i¢inde yer alan asparajin aa ve indirgen sekerler (baslica glukoz ve
fruktoz) yoniinden bilesimi, tiirli, saklama kosullari, mevsimsel degisiklikler de
akrilamid olusum miktar1 tizerine farkliliklara yol agabilmektedir.

Bir arastirmada, su igeriginin ve pH degerinin de akrilamid olusumuna
sebebiyet verdigi ve ortamda Maillard reaksiyonuna girmeye uygun diger
aminoasitlerin bulunmasinin akrilamid olusumunu azalttig1 gosterilmistir (46).

Gidalarda 1s1l islem sirasinda akrilamid olustugunun kanitlanmasi sonrasi
diinya genelinde bircok resmi kurulus, gidalarin islenmesi sirasinda akrilamid
olusumunu azaltmaya yonelik ¢alismalar baslatmislardir. Yayimnlanan raporlarda,
yirlitiilmekte olan iiretim basamaklarinda yapilan 1iyilestirmelerle, patates
cipslerindeki akrilamid miktarlarinda % 3040 oraninda azalma saglanabilecegi
ifade edilmistir (47). Benzer Oneriler ve durumlar olduk¢a yaygin kullanilan
kahvaltilik gevrekler ve kahve i¢in de soz konusudur. Fakat bu iyilestirmelerin
patates cipsi Ureticileri tarafindan hangi yayginlikta uygulandig: belirsizligini hala
korumaktadir.

Farkli gida isleme yontemleri kullanilarak yapilan caligmalarda akrilamid
olusum miktarinin azaltilabilmesi i¢in ¢ok sayida segenegin var oldugu
belirtilmektedir. Bu segeneklerden en verimli olan yontem ise; akrilamid
olusumunda onciil madde olan asparajinin, pisirme Oncesinde gidaya katilan
asparajinaz ile aspartata donistiiriilerek akrilamid olusumunun baskilanmasidir.
Buna ilaveten gidalarin asparajin igeriklerinin azaltilmasina yonelik alternatif
yontemler de mevcuttur. Akrilamid olusum miktarinin azaltilmasi ig¢in 6nerilen diger
yontemler ise temel gida bilesenlerinin degistirilmesi (Maillard reaksiyonuna
asparajinle yarismali olarak giren aminoasitlerin katilmasi gibi) ve pisirme sartlarinin
degistirilmesidir (sicakligin derecesinin diisliriilmesi ve/veya uygulama siiresinin
kisaltilmas1 gibi) (47). Olduk¢a zahmetli ve zor olan bu Onerilerin igletmelerce
uygulanip uygulanmamasi1 belirsizligini korumaktadir. Bu noktada iiretim
yontemlerinin tiiketici memnuniyeti, Uriinlerin besleyicilik 6zellikleri ve olas1 zararh
maddelerin olusumu iizerine etkilerinin de degerlendirilmesi gerektigi goz ardi

edilemez.
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2.3.3. Akrilamidin gidalarda bulunusu

Akrilamid, insanlar {izerinde toksik etkilerinin gozlenebilecegi dozlarin tam
olarak bilinemedigi kimyasallar grubunda degerlendirilmektedir. Akrilamidin de yer
aldig1 bu grup kimyasal maddeler, ¢cok diisilk konsantrasyonlar da dahi bir risk
tasiyabilmekte olup bunlar igin tamamen zararsiz denmesi miimkiin degildir.

24 Nisan 2002°de Isve¢ Ulusal Yiyecek Ajansi ve Stockholm Universitesi
120 °C’nin tizerindeki sicaklik derecelerinde kizartilmis veya pisirilmis yiyeceklerde
yogun miktarlarda akrilamid olustugunu diinya kamoyuna paylastiktan sonra ¢ok
sayida kurulusda kendi ilkelerindeki gidalarin akrilamid diizeylerini ve smnir
degerlerini tespit etmek iizere ¢aligmalar yapmaya baglamiglardir.

Amerikan Gida ve Ila¢g Dairesi (U.S. FDA) 2002 yilindan beri periyodik
olarak her yil piyasadan aldigi gida numunelerinde akrilamid dl¢timleri yapmakta ve
bu sonuglart kendi Web sitesinden kamuoyuna duyurmaktadir (48). Amerikada
siklikla tiiketilen baz1 besinlerin akrilamid icerikleri Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Amerikada siklikla tiiketilen baz1 besinlerin akrilamid igerikleri

Besin/ Besin iiriinleri Akrilamid diizeyi (ng/kg)
Ortalama | Ortanca | Alt-iist Ornek sayis1

Patates cipsi 1312 1342 170-2287 38
Patates kizartmasi 537 330 <50-3500 39
Hamur iiriinleri 36 36 <30-42 2
Firinlanmus iiriinler 112 50 <50-450 19
Biskiivi, kraker, tost 423 147 <30-3200 58
Kahvaltilik tahillar 298 150 <30-1346 29
Maisir cipsi 218 167 34-416 7
Siitli ekmek 50 30 <30-162 41
Balik ve deniz iiriinleri 35 35 30-39 4
Kiimes hayvanlar 52 52 39-64 2
Instant malt icecekleri 50 50 <50-70 3
Cikolata tozu 75 75 <50-100 2
Kahve tozu 200 200 170-230 3
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Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirmalar Kurumu Marmara Arastirma
Merkezi (TUBITAK-MAM) laboratuarlarinda gidalarm akrilamid diizeyi analizleri
icin piyasadan tesadiifi yontemle ev yemekleri, kavrulmus cerezler, ekmek ve
firncilik mamulleri, cipsler, kahve, biskiivi, kraker, cikolata, bebek mamalari,
patates kizartmalari, geleneksel Tiirk tatlilari, pekmez, 1zgara, kebap, doner ve kofte
gibi geleneksel gidalardan 6rnekler alinmistir. 9 ay siiren ¢aligmanin sonunda bu gida
trlinlerinin akrilamid diizeyleri tespit edilmistir. Bu arastirmanin sonuglar1 Tablo
2.3.’de verilmistir. TUBITAK-MAM tarafindan yapilan bu analiz sonuglari, evde
taze patatesin soyularak kizartilmasina oranla fast-food firiinii olarak dogranip
dondurulmus patateste ¢ok daha yiiksek miktarda akrilamid olustugunu

gostermektedir.

Tablo 2.2. Tirkiyede siklikla tiiketilen bazi besinlerin akrilamid igerikleri (49).

Gida maddesi Akrilamid (ng/kg)
Piring pilavi Olgiilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olgiilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olgiilebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160

Kizarmig ekmek (hazir) 200

Hazir ¢orbalar 40-60

Tulumba tatlist 40-45

Bebe biskiivisi 400-600

Biskiivi 70-130

Kraker 70-200

Kahvaltilik gevrekler 80-350

Cips, kraker, kahvaltilik gevrekler, biskiivi ve bebe biskiivileri ile patates ve
ekmek kizartmalarinda akrilamidin 6nemli miktarlarda olustugu tespit edilmistir.
Tulumba tatlis1 ve beyaz ekmegin kabugunda da kayda deger miktarda akrilamid
bulundugu ortaya konulmustur. Fakat ekmegin i¢ kisminda, 1zgara, doner, tahin

helvasi, ¢avdar ekmegi, baklava ve pilavda ise akrilamid diizeyleri Olgiilebilir
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degerlerin altinda bulunmustur. Besinlerin haslanmasi1 sirasinda ise akrilamid
olusumunun s6z konusu olmadigi ifade edilmistir (49).

Bu sonuglarin 1s1ginda bilim insanlari, ¢ok yiiksek diizeylerde akrilamid
iceren gidalarin insan sagligimi tehdit eden bir problem olmasi nedeniyle, bu
gidalarin yasaklanmasi ya da bu gidalarin ambalajlarina “insan sagligina zararh
akrilamid maddesi igerir” uyar1 yazisinin konulmasi gerektigi yoniinde goriis

bildirmislerdir (50).

2.3.4. Besinlerin islenmesi sirasinda olusan akrilamidi azaltma yollari

1. Ticari olarak donmus ve soguk zinciri kirilmis patateslerin kullanimindan
vazgecilmesi ve miimkiinse diisiik seker igerikli patateslerin tercih edilmesi.

2. Patateslerin pisirme veya kizartma islemi gergeklesmeden 6nce 1lik veya sicak
suda yada oda 1sisinda bekletilmesi.

3. Kizartma isleminden 6nce bekletilen patateslerin suyunun iyi aritilmasi.

4., pH’y1 diisiirme: Akrilamid olusumunu % 20-30 azaltmaktadir, Ornegin;
patateslerin % 0.5-1.0 sitrik asit ¢ozeltisinde < 20 dakika bekletmenin veya suda
bekletmenin akrilamid olusumunu 6nemli 6l¢lide azalttigi bildirilmektedir.

5. Patatesleri 8 °C’nin altinda depolamanin indirgen seker miktarini azalttig
gosterilmistir (Baz1 kaynaklara gore 6 °C).

6. Hazir gidalara altin sarist rengi vermek i¢in glukoz/dekstroz soliisyonuna
daldirmanin yapilmamasi.

7. Galetaya bulanmus tirtinlerin tekrar pisirilmesi 6nemli oranda akrilamid diizeyini
artirmaktadir.

8. Derece/pisirme kurallari: baslangi¢ kizartma sicakliginin 175 °C olmasi (tedrici
olarak artig gostermemesi).

9. Geleneksel firmlarda pisirme sicakliginin 200 °C’yi, fanl firinlarda 190 °C’yi
gecmemesi.

10. Pisirme siiresi/isisinin diisiliriilmesi, ancak tiim besinlerin; patojenleri 6ldiirecek

sicaklik derecesinde ve yeterli siire pisirilmesi.
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11. Asparajin diizeyinin kontrol edilmesi: Patatesin 6nemli bir bileseni olarak yer
alan aa seviyesinin kontrol edilmesinin pratik oldugu ile ilgili fikirler net
degildir.

12. Asparajinaz enziminin kullanimi, asparajin-glukoz etkilesimini durdurmaktadir
ancak net bilgi verilebilmesi i¢in ileri calismalar gerekmektedir.

13. Tahil iiriinlerinde amonyum bikarbonat yerine sodyum hidrojen karbonatin
yiikseltgenme ajani olarak kullanilmasi akrilamid diizeyini azaltmaktadir.

14. Kizartma islemi Oncesinde uygulanan haglama islemi patateste glukoz ve

asparajin igerigini azaltmistir (50, 51).

2.3.5. Akrilamidin toksik etkileri

Akrilamid’in insan ve hayvan sinir sisteminde ndrotoksisiteye yol agtigi ve
belli dozlarin iizerine ¢ikildiginda ise hayvanlarda kansere sebebiyet verdigi
bilinmektedir. Kemiricilerde yapilan incelemeler; akrilamidin, gidalarin pisirilmesi
sirasinda olusan diger kanserojenlere benzer bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Insanlar icin, gida kaynakli kanserojen ajanlarin etkileri tam olarak bilinmemektedir.
Diyette akrilamidin, diger gida kaynakli kanserojenlere oranla daha yiiksek
diizeylerde bulunusu, akrilamidin kanserojen olabilecegi siiphesini ciddi derecede
arttirmig ve aragtirmalar bu noktaya yogunlagmistir (52).

Deney hayvanlar1 lizerinde yapilan g¢alismalar da, monomerik bir yapiya
sahip olan akrilamidin gerek sinir gereksede iireme sistemlerinde hiicresel hasara
neden oldugu ve ozellikle hormonal duyarliligi olan dokularda tiimor gelisimini
indiikledigi ifade edilmektedir (53). Insanlar iizerinde yiiriitiilmiis epidemiyolojik
caligmalarda gida kaynakli akrilamide yogun olarak maruz kalan toplumlarda
norotoksisite acisindan dnemli bir yayginlik oldugu ancak kanser riski i¢in bdyle bir

yayginliktan bahsetmenin miimkiin olmadigi ileri stiriilmistiir (54, 55).

2.3.6. Akrilamidin fetal hayat iizerindeki etkileri

Arastirmacilar son zamanlarda akrilamidin fetusta meydana getirdigi

hasarlari; mofolojik, biyokimyasal ve histolojik olarak yogun bir sekilde incelenmis
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ve bu aragtirmalarin sonuglart akrilamidin doza bagimli olarak uygulanmasinin fetal
hayatta ciddi morfolojik, biyokimyasal ve histolojik anormalliklere yol agtigini
ortaya koymustur (56-58).

Allam ve ark. gebe ratlara gebeligin 7. giiniinden doguma kadar ve dogum
sonrast laktasyon siiresi boyunca oral yolla giinliik 10 mg/kg viicud agirligi olacak
sekilde akrilamid uygulamiglar ve yavru ratlari morfolojik ve biyokimyasal yonden
incelemislerdir. Fetuslarin beyinlerinde granuler tabaka proliferasyonunda ve hiicre
farklilasmasinda gecikme ve Purkinje hiicrelerinde kayiplar gozlemlenmistir. Sonug
olarak akrilamidin prenatal ve perinetal donemde uygulanmasinin oksidatif strese
neden oldugu ve biyokimyasal koruyucu mekanizmalarda bozulmalar ve ratlarin
serebellumlarinin gelisiminin ciddi derecede geriledigi tespit edilmistir (56).

El-Sayad ve ark. ratlara gebelik sirasinda 25 pg/kg akrilamidi igme sularina
eklemis ve akrilamid bakimindan zengin igerige sahip % 33’ kizartilmis patates
cipsinden olusan yemle beslemislerdir. Gebeligin 14., 16. ve 17. giin ve dogum
sonrast fetuslart morfolojik ve histopatolojik acidan incelemislerdir. Akrilamid ve
kizartilmis patates cipsi uygulamasinin karaciger, bobrek ve kalp kasinda benzer
histolojik olgulara yol a¢tigini ayrica viicud agirligi ve boyutunda, tepe-oturma
mesafesinde azalmalara, kemiklerde gelisim geriligine, diisiiklere ve 6lii dogumlarla
karsilastiklarin1 bildirmislerdir. Gerek dogum Oncesi ve gereksede dogum sonrasi
kizartilmis patates cipsi uygulanan grupta akrilamid uygulanan gruba gore uzantisal
viicud kemiklerinin olusmadiginida ifade etmislerdir. Bu sonuglari; gebelik
doneminde asir1 patates kizartmasi tiiketiminin insan sagligi agisindan son derece
zararl1 olabilecegi seklinde yorumlamislardir (57).

Ogawa ve ark. gebeligin 10. giiniinden 21. giine kadar 0, 4, 20, 100 ppm
akrilamidi i¢gme sularina katarak fetuslar lizerindeki etkilerini arastirmiglardir. 20 ve
100 ppm uygulanan gruplarda yeni dogan ratlarin beyin dokusunun hipokampus
bolgesindeki noronlariin olumsuz yonde etkilendigini ve bunun akrilamid dozuna
bagimli olarak ndorotoksisite ve gelisim bozukluguna yol acabildigini ifade

etmiglerdir (58).
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2.4. E vitamini tarihcesi ve kimyasal yapisi

Bishop ve Evans 1922 yilinda ratlarin diyetlerine eksimis yag katilarak
beslenmeleri sonucunda ratlarda fotal reabsorbsiyon gozlemlemis ve bunun
sebzelerdeki bir madde tarafindan 6nlendigini bildirmislerdir. Bu bilinmeyen madde
1924 yilinda Vitamin E olarak ‘Sure’ tarafindan isimlendirilmistir. Ratlara bu bilesik
verildiginde iireme performansini arttig1 i¢in, Evans bu bilesige (tokos = dogurmak,
phero = tasimak ve bilesigin bir alkol olmasi nedeniyle ‘ol’) ‘tokoferol’ adim
vermistir (59). Bu bilesikle yapilan sonraki arastirmalarda iki grup daha bulunmus,
bunlara gama ve delta tokoferol adi1 verilmistir (60). Erhand Fernholz 1937 ve 1938
yillarinda alfa tokoferoliin yapisini kesfetmis ve 1938’de ise Karrer ve ark. alfa
tokoferolii kimyasal olarak sentezlemeyi bagsarmislardir (61).

Tokoferoller yapiskanimsi ve agik sart goriinimde olan maddelerdir.
Lipitlerde ve bir¢ok organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirken suda ¢oziinmezler. E vitamini
1stya, alkalilere, asitlere ve 1s18a karsi dayanikli iken ultraviyole 1sikta kolaylikla
bozulmaktadir (60). E vitamini aktivitesi gosteren bilesikler tokol veya tokotrienol
¢ekirdegine sahiptir. Her iki c¢ekirdekte de 6-hidroksi kroman aromatik halkasi
vardir. Tokol ve tokotrienolu birbirinde ayiran 13 karbonlu yan zincirindeki ¢ift
baglarin varhigidir (59, 62). Tokoferoller kroman halkasindaki metil gruplarmin
yerlerinin ve sayisinin farkli olmasiyla birbirlerinden ayrilir (63). E vitaminin

kimyasal yapist Sekil 2.5.’de verilmistir.

CH
HO

(CH,),—CH(CH,);,— CH(CH,);—CH—CH,
3 O cH | | |

3
CH CH

CH CH

3 3 3

3

Sekil 2.5. E vitaminin kimyasal yapisi
2.4.1. E vitamini’nin metabolizmasi

Ag1z yoluyla alinan tokoferol genellikle iyi absorbe edilir (65). E vitaminin

adsorbsiyonunu diger yagda eriyen vitaminler gibi: safra tuzlari ve yaglar

17



kolaylastirir (60). ince bagirsakta tokoferoller safranin yardimiyla emiilsiyon haline
gelir ve sonra emilirler. Maksimum emilim E vitamini alindiktan birka¢ saat sonra
goriiliir (63). Bozulmus yaglar E vitaminini okside ederek bozulmasina sebep olur,
mineral yaglar ise bu vitaminin emilimini engeller (60, 64).

Plazmada E vitamini B-lipoproteinlere bagli olarak tasinmaktadir. Tokoferol
safra ile disiik miktarlarda atilmaktadir. Yiiksek dozda tokoferol verildikten sonra
insan idrarinda; [(2-3-hidroksi-3-metil -5-karboksi pentil) -3,5,6-trimetil hidrokinon
ve tokoferoliin gamma laktonu] tespit edilmistir (65). E vitamini karaciger ve yag
dokularinda depo edilmektedir. Depolanma cinsiyet ve yasa gore degismektedir. Disi
hayvanlarin dokularinda erkek hayvanlara gore daha fazla E vitamini bulunmustur. E
vitamini daha ¢ok hipofizde, adrenal bezlerde, uterusta ve plasentada yiiksek
diizeyde depo edilmektedir (66). Tokoferol hiicre i¢inde ise mitokondri, mikrozom

ve lizozomlarda yagun olarak bulunmaktadir (60).

2.4.2. E vitamini’nin Antioksidan etki mekanizmasi

Ozellikle o-tokoferol ¢ok kolay oksitlenebilmektedir. E vitamininin
yapisindaki o-tokoferol aktif reaktiflerle reaksiyona girerek oksidasyona duyarl
molekiillerin  oksidasyondan korunmasint yada okdidasyonun azaltilmasini
saglayarak  antioksidan  aktivite = goOsterir.  Hiicrelerde  antioksidanlarin
konsantrasyonunun azalmasi dengeyi bozacagindan oksidatif strese yol agmaktadir
(67). Antioksidan maddeler genel olarak; olusan serbest radikalleri siipiiriicii ve
giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale getirerek (64) , zincir kiric1 etki ile
serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak (68), baskilayict etki ile
reaksiyon hizini azaltarak (69), onarici etki ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda
olugmakta olan biyolojik molekiiler hasari rejenere ederek (70), hiicresel kinaz
kayiplarin1 6nleyip oksidasyon reaksiyonlarini durdurarak (68), organizmadaki SOD
gibi antioksidanlarin sentezini artirarak etkilerini gosterirler (71).

Serbest radikallerin bulundugu biyolojik ortamlarda E vitamini serbest
radikalleri toplayarak peroksidasyonun erken doneminde zar fosfolipitlerindeki ¢oklu
doymamis yag asitlerini koruyarak oksidatif stres i¢in ilk savunma hattin1 tegkil

etmektedirler (71, 68).
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Ayrica singlet oksijen, siiperoksit ve hidroksil radikallerini indirgeyerek
antioksidan ozellik gosterdigi bildirilmistir (69). Bu islevini ise peroksidasyon
reaksiyon zincirini sonlandirarak gergeklestirmektedir. E vitamini’nin antioksidan
etki mekanizmasinin, oksidasyonun reaksiyon zincirini sonlandirarak meydana
geldigi seklinde bilinse de, giiniimiizde E vitamini’nin; radikal giderme, baskilama,
onarma ve endojen savunmayi artirma mekanizmalarinin tiimiini kullanabildigi,
bunun sonucunda da son derece giiglii bir antioksidan etki meydana getirdigi

bildirilmektedir (71).

2.4.3. E vitamini’nin noroprotektif etkisi

Ozellikle beyin; antioksidan kapasitesinin diisiik olmasi1 nedeni ile oksidatif
strese karst oldukca hassastir ve E vitamini gibi giiglii antioksidanlarin koruyucu
etkisine ihtiya¢ duyar (72). Bir¢cok doku igin gii¢lii bir antioksidan olan E vitamini
kan—beyin bariyerini geger ve gliglii bir noroprotektif etki gosterir (73, 74).
Intrauterin dénemde E vitamini plasentayr kolaylikla gegerek biiyiik oranda
fetuslarin beyin dokusu tarafindan alinir (75).

Rota ve ark, E vitamini’nden yoksun diyetle beslenen ratlarin
hipokampusundaki noronlarda gen transkripsiyonunun, ndrotrasmisyon, beta
amoloid metabolizmasinin, apoptosiz ve hormon metabolizmasinin 6nemli derecede
bozuldugunu bildirilmislerdir (76). Deney hayvanlarinda yapilan bir ¢aligsma, diisiik
E vitamini seviyelerinin; glial fonksiyonlari, ndron gelisimini, miyelizasyonu ve
sinaptizasyonu bozdugunu ortaya koymustur (77). Betti ve ark. epilepsi modeli
olusturulan ve E vitamininden zengin bir diyetle beslenilen ratlarin beyin dokusunda;
oksidatif stresin, noronal hiicre 6liimlerinin oldukga azaldigini bildirmislerdir (78).

Galal ve ark. Deltamethrin indiikli noérotoksisite olusturulan ratlara E
vitamini uygulanmasinin, beyin dokusunun antioksidan kapasitesini artirdigini ve
antiapoptotik etki meydana getirdigini bildirmislerdir (79). Kosta ve ark. fosfamidon
indiiklii norotoksisite olusturulan ratlara E vitamini verilmesinin, beyin dokusunda
oksidatif stresi azalttigini, ogrenme ve hafiza tizerinde olumlu yonde etki
gosterdigini tespit etmisler ve E vitamini’nin 6nemli bir ndroprotektan olduguna

karar vermislerdir (80).
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2.4.4. E vitamini iceren gidalar

Basta tahillar olmak iizere 1spanak, kabak, lahana, marul gibi yesil

sebzelerde, zeytinyagi, balik yagi, findik, ceviz, ton baligi, sardalye, yumurta sarisi,

domates ve patateste bol miktarda bulunur. Ozelikle bir avu¢ findik giinlik E

vitamini ihtiyacin1 bliyiilk oranda karsilamaktadir. Glnlilk E vitamini ihtiyact:

bebeklerde 5-6 mg, 4-11 yas arasindaki ¢ocuklarda 7 mg ve 12 yasindan biiyiiklerde

ise 8-10 mg kadardir (81). Cesitli gidalarin E vitamini igerigi Tablo 2.3.’de

verilmigtir.

Tablo 2.3. Cesitli gidalarin E vitamini igerigi (82).

Gidalar [J-tokoferol miktari
(mg/ 100 gr gida)

Sebzelerde 90

S1v1 yaglarda 50
Tahillar 45
Margarin 10.2
Fasulye 9

Koyun ve si8ir eti 1.7
Tereyaginda 1.6
Tavukta 1.6
Yumurta 10.7
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2.5. Tez cahsmasima dahil edilen oksidatif stres parametreleri hakkinda

genel bilgi

2.5.1. Glutatyon metabolizmasi

Baslica karacigerde sentezlenen glutatyon tiim memeli dokularinda bulunan
nonprotein tiyol olup hiicrenin antioksidan savunmasinda gorev yapmaktadir. Aktif

grubu sistein aa bagl serbest tiyol (-SH) molekiiliidiir (Sekil 4) (83).

SH
O] O O]

H
PN
HO OH

I=

NH,

Sekil 2.6. GSH’1n kimyasal yapisi

Glutatyonun % 85-90’1 sitozolde bulunurken geri kalan 9%10-15’i ise
mitokondri ve diger organellerde bulunmaktadir. Bazi durumlarda mitokondride de
sitozoldeki diizeylere ulasildigi goriilmiistiir (84). Mitokondride glutatyon sentezini
saglayan enzimlerdeki herhangi bir hasarda meydana gelen glutatyon eksikligi,
sitozolden mitokondriye glutatyon gecisi saglanarak dengelenmektedir (84).
Hiicrelerde total glutatyon, serbest veya proteinlere bagli (%15) olarak bulunur.

Serbest glutatyon ¢ogunlukla rediikte formda (GSH) bulunur ve oksidatif
stres aninda okside forma (GSSG) doniisiir. Hiicrelerde redoks halinde okside ve
rediikte formlarin oram1 (GSH/GSSG) kritik 6neme sahiptir. Normalde memeli
hiicrelerinde, glutatyon redoks ¢ifti 1-10 mM konsantrasyon aralifinda bulunur ve
rediikte glutatyon, okside forma gore daha iist seviyededir. Hiicre dinlenme
halindeyken bu oran 100’i asarken oksidatif stres modellerinde bu oran 10 ile 1
mM’a kadar diisebilmektedir (85) .

Dokular arasinda GSH sirkiilasyonu’nun devamliligini saglayan en onemli

organlar karaciger ve bobrektir. Ancak sirkiilasyon; dalak, lens, eritrosit ve 16kositler
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tarafindan da saglanabilmektedir. Kalic1 hiicre hasar1 meydana geldiginde, hiicredeki
GSH igerigi devamliligin1 kaybeder. Degisik biyolojik dokularda GSH diizeylerinin
Ol¢iilmesi, ¢esitli patolojik bozukluklarin teshis ve takibinde dikkate alinan bir
parametredir (86).

Hiicrelerde birincil antioksidan bariyerin 6nemli bir molekiilii olan GSH,
serbest radikalleri detoksifiye ederek antioksidan etki gosterir. Bu amagla serbest
radikalleri siipiiriir ve hidrojen peroksidi (H20.) azaltir. Hiicrelerde oksidatif stresin
etkisiyle olusan H,O>, glutatyon peroksidaz (GSH- Px) enzimi ve GSH’n etkisiyle
suya yikimlanir. Ancak GSH, GSSG doniisiir. GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz
(GR) ile 2 mol GSH’a doniistiiriiliir.

2GSH + H202 —————————(GSSG + 2 H,O

GSSG + NADPH + H" ———~—_ 2 GSH + NADP’

Glutatyon bagimli enzimler, hiicrelerin korunmasinda ikincil
antioksidan  bariyeri olustururlar. Bunlar serbest radikallerin yayilmasini
engelleyecegi  gibi, serbest radikaller tarafindan  {retilen  {irlinlerin
detoksifikasyonunu da saglamaktadirlar. GSH bagimli proteinlerin ¢ogu antioksidan
ajanlar tarafindan indiiklenerek hiicrenin antioksidan kapasitenin artmasiyla oksidatif
stresin ortadan kaldirilmasini saglar. Glutatyon S-Transferaz enziminin bir¢ok pro-
oksidan ajan tarafindan indiiklendigi goriilmiistiir (87).

Glutatyon hiicrelerde iki farkli enzimin; y-glutamilsistein sentetaz (y-GCS)
ve glutatyon sentataz (GS)’in katalizi ile sentezlenir. Glutatyon sentezindeki birinci
basamak y-GCS enziminin katalizledigi reaksiyon olup hiz sinirlayici basamaktir.
Glutatyon konsantrasyonuna bagli olarak feedback inhibisyonla kontrol edilir. y-
GCS, heterodimer yapida olup katalitik aktiviteden sorumlu agir subiinite (katalitik
subiinite, GCSh) ve enzimin glutamat icin Km’inin diizenlenmesi ve feedback
inhibisyondan sorumlu hafif subiinite (diizenleyici subiinite, GCSI) olmak iizere iki
{initeden olusur. Ikinci basamak y-glutamil sistein dipeptidine glisin eklenmesiyle
gerceklesir ve GS enzimi tarafindan katalizlenir. Bu basamakta {iriin inhibisyonu

yoktur, fakat doku spesifik salinim s6z konusu olup engok bobrekte bulunmustur.
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Glutatayon sentezi Sekil 2.7.’de verilmistir (88, 89).

Sistein o Glisin
r-Glutamil-sistein Glutatyon sentetaz
sentetaz
Glutama » v-Glutamil-sistein » y-Glutamil-sistenil-glisin
/ x / \ (Glutatyon; GSH)
ATP ADP + Pi ATP ADP + Pi

Sekil 2.7. Glutatyon sentezi

Glutatyon birgok fizyolojik role sahiptir ve hiicre fonksiyonunda Onemli
gorevleri vardir: Amino asitlerin hiicrelere transportu (y-glutamil dongiisi),
proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezinde, enzimlerin aktif formlarinin
devamliliginda, heksoz mono fosfat yolunun diizenlenmesinde, radyasyon ve
endotoksinlere maruz kalmalarda bunlara kars1 koruyucu etkisi vardir.

y-glutamil dongiisiinde glutatyon, y-glutamil transpeptidaz enzimi araciligiyla
enzime bagli olarak belli hiicrelere tasinir. y-glutamil transpeptidaz enzimi, y-
glutamil amino asit ve sisteinil glisin olusumuna Onderlik eder. Daha sonra ise
dipeptidaz ile sistein ve glisine ayrilir. y-glutamil amino asitleri, intraseliiler enzim y-
glutamil siklotransferaz enziminin subsrat1 olup bu enzim tarafindan serbest amino
asitlere ve 5-okzoprolin’e donistiiriiliir. 5-okzoprolin, glutamat olusturmak igin
tekrar dongiiye doner. 5-okzoprolin ve glutamat arasindaki denge ndétral pH’da
dongiiniin devamlilig1 yoniindedir, ancak bunun igin enerjiye gereksinim vardir (90,
91). y-glutamil transpeptidaz enzimi, dokularin epitellerinde bulunur ve g¢ogunlukla
transportta (nefron, koroid pleksus, jejunum) gorev alir (92). Bu enzim hiicre
membran yiizeyinin dis kisminda lokalize olurken glutatyon intraseliiler olarak
bulunur (91). Bu nedenle glutatyonun transportu y-glutamil dongiisiiniin énemli bir
basamagini olusturur. y-glutamil dongiisiinde defekt olan hastalarda zeka geriligi ve
diger beyin defektleri meydana geldigi ifade edilmistir (83).

Transpeptidaz inhibitorii verildigi zaman plazma glutatyon seviyesi ylikselir.
Plazma glutatyonunun ¢ogu karaciger tarafindan karsilanir. Glutatyon plazmadan
transpeptidazlarin aktivitesiyle uzaklastirilir ve bu enzim c¢ogunlukla bdbreklerde
lokalize olmustur. Bobreklerde kullanilan glutatyonun biiyiik kism1 organin kendi i¢

dongiisiinden, bobrek hiicrelerinden tubullere transfer edilerek karsilanirken geri
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kalan miktar plazmanin glamerular filtrasyonuyla karsilanir (93). Glutatyon birgok
fizyolojik role sahiptir ve hiicre fonksiyonunda onemli gorevleri vardir: Amino
asitlerin transportu, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezinde, enzimlerin aktif
formlarmmin devamliliginda, heksoz mono fosfat yolunun diizenlenmesinde,
radyasyon ve endotoksinlere maruz kalmalarda bunlara kars1 koruyucu etkisi vardir.
Ayrica septik  sokun Onlenmesinde de etki gosterir. Glutatyon
transhidrojenasyon reaksiyonlarina katilarak diger molekiillerin (Koenzim A, ¢esitli
enzimler ve proteinlerin) siilfidril gruplarini devamliligini ve yapisinin korunmasini
saglar. Bir¢ok reaksiyon icin rediiksiyon kapasitesine sahiptir ve hidrojen peroksit,
diger peroksitler ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda énemli rol oynar. Cesitli
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorevli olup bunlarla etkileserek markaptiirik

asit olarak digki ve idrarla atilmasini saglarlar (94).

2.5.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu, cogunlugu reaktif elektrofillerden olusan gesitli
kompleks {driinlerin meydana gelmesi ile sonlanir. Bu iriinlerin ¢ogunlugu
proteinlere ve DNA’ya baglanarak toksik ve mutajenik etkiler meydana getirirler
(95).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri bir veya daha fazla cift bag igeren
metilen gruplar icerirler. Metilen gruplar oksidan ajanlara kars: yiiksek reaktiviteye
sahiptir. Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olusan ilk iriin
peroksil radikalleridir. Serbest radikaller diger molekiillerle bir¢cok yolla reaksiyona
girerler (96, 97). Eger iki radikal ajan bir araya gelirse elektronlarini paylasirlar ve
kovelent olarak birbirine baglanirlar. Hiicrelerde bulunan bir¢ok molekiil radikal
degildir. Ancak radikaller ile elektron aligverisinde bulundugunda kendileride radikal
bilesiklere doniisiirler. Hidrojen atomu bir proton ve bir elektrona sahiptir. Bu
nedenle radikal olarak isimlendirilir (97).

Bilinen serbest radikaller 6zellikle siiperoksid (O2°) ve diger reaktif oksijen
tirleri (H202 gibi) viicutta devamli olarak {iretilirler. Organizmalar bunlara karsi
sadece antioksidan koruyucu sistemle degil ayn1 zamanda oksidatif hasar yapici

molekiillerin birikmesini engelleyici tamir sistemleriyle de bu bilesiklere karsi
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koruma saglarlar (96).

Hidoksil radikali (*OH) ¢ok reaktif bir tiirdiir, biitiin biyolojik molekiillere
hiicum edebilir ve boylece serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatabilirler (96, 98).
*OH radikali organizmada birden fazla sekilde olusabilmektedir. Ya H20O: ile metal
iyonlarimin transisyon reaksiyonuyla ya da suyun iyonize radyasyonla fizyona
ugramastyla olugmaktadir (99). H202, hiicre membranin1 kolaylikla geger ve spesifik
proteinlerin tiyol gruplarini okside ederek hiicre igi olaylarin baslamasini tetikler.
H20. birgok metabolik fonksiyona sahiptir (96). Oz ve H20: radikalleri -OH
radikaline gore daha az reaktif yapidadirlar (96, 100). Ancak tamamen zararsiz da
degillerdir. Fazla miktarlarda olusurlarsa oksidatif hasara sebep olabilirler. Buna
ilave olarak O, birgok hiicre tarafindan, ozellikle fagositler ve damar endotel
hiicrelerinde iiretilen nitrik oksid (NO) ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna
sebebiyet verebilmektedir. Peroksinitrit toksik etkiye sahip olmasinin yani sira (-SH
grubunun gii¢lii oksidanidir) ayn1 zamanda *OH vermek iizere ayrigir (101). Aerobik
organizmalarda fazla O2+’nin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan O2 ve
H202’ye doniistiiriilmesi 6nemli bir fizyolojik antioksidan koruma mekanizmasidir
(101) .

Uzun zincirli doymamis yag asitleri (6zellikle arasidonat gibi 20 karbonlu
veya daha uzun) serbest radikaller tarafindan saldiriya ugrayarak okside edilirler ve
lipid peroksidlerini olustururlar. Doymus yag asitleri serbest radikal saldirilarina
kars1 daha direnglidir. Lipid peroksidleri toksiktir ve hiicre igin hasar yapma
kapasitesine sahiptirler. Lipid peroksitleri, yiiksek 1sida hos olmayan tat ve kokuya
sahip triinler (keton, asitler ve aldehitler) olusturmak itizere ayrigir (102, 103). Lipid
peroksidasyonunda, reaktif ara iiriinler yoluyla aldehitler; malondialdehid (MDA) ve
4-hidroksinonenal, isoprostanlar, pentan ve etan, 2,3 trans konjuge dienler ve
kolesteroloksidler ~ gibi ~ son  drlinler  olusmaktadir.  Aldehitler, lipid
hidroperoksidlerinin yikimi sirasinda olusurlar ve biyolojik olarak aktiftirler.
Bunlardan en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal’dir (104). Olusan bu
aldehitlerden MDA, membran doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun bir isareti

olup, lipid peroksidasyonunun en Onemli gostergesi olarak kabul edilir (104).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Hipotez
Ratlarda Gebelik siliresince uygulanan akrilamidin fetal beyin gelisimine

etkilerinin ve E vitamini’nin koruyucu roliiniin arastirilmasi.

3.2. Arastirma tipi
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 2015/ A—

21 nolu karar1 ile onaylanmis deneysel hayvan ¢alismasidir.

3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklem biiyiikliigii

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezinde (INUTF-DEHUM) iiretilen 250 + 20 gr agirhginda 40 adet geng disi
Wistar albino tiirii rat kullanildi. Her 2 disiye bir erkek seklinde aksam saat 17°de
ratlar 6zel kafeslere alindilar. Ertesi giin saat 08’¢ kadar ayni kafeste tutuldu. Bu
siirenin bitiminde erkekler disilerin yanindan ayrildi. Disi ratlardan vajinal smear
alinarak mikroskop altinda incelendi ve smearda sperm goriilen disiler yarim giinliik
gebe olarak kabul edildi. Gebelikleri smear ile + olarak tanimlanmayan disiler deney
dis1 birakildi. Gebe ratlar, INUTF-DEHUM de, 20 giin (gebelik dénemi) siireyle 12
saat aydmlik, 12 saat karanlik ortamin saglandigi ve aspiratorlerle siirekli
havalandirilan 21+ 2°C’lik odalarda tutuldular. Deney siiresi boyunca ad-libitum
beslendiler. Gebeligin 20. giinlinde fetuslar sezeryan ile alindi. Toplamda 204 adet
fetus, morfolojik gelisim parametreleri olarak fetus agirligi, fetus CRL mesafesi,
plasenta ve fetal beyin agirlik 6l¢iimleri yapildiktan sonra histolojik degerlendirmede

ve biyokimyasal analizlerde kullanildu.

3.4. Deney gruplan

Grup 1: Kontrol grubu: Deney gruplari ile es zamanl olarak giftlestirilmis
8 adet gebe rattan vajinal smearda sperm goriilmiis 7 adet rat deney sliresince

gebeligin 0. - 20. giinleri aras1 ad-libutum beslendi. Gestasyonun 20. giiniinde

sezeryan ile alman 50 adet fetusun morfolojik yapilar1 ve gelisim parametreleri
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Olgiildii. 50 adet fetusun beyin dokulart alindi. Bir kisim beyin dokular
malondialdehid (MDA), rediikte glutatyon (GSH), total antioksidan kapasite (TAK),
total oksidan kapasite (TOK) beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF) oOl¢limler igin

kullanildi. Bir kisim beyin dokular ise histolojik incelemeler i¢in kullanildi.

Grup 2: Misir yagr grubu: Deneye baslamadan once ciflestirilmis 8 adet
rattan gebelikleri vajinal smear ile + olarak tanimlanan 6 adet gebe rat iiretime
alindiklar1 giin sonras1 ve gebelikleri siiresince her giin 1 ml misir yagi oral olarak
verildi (20 giin). Gebeligin 20. gilinlinde sezeryan ile alman 44 adet fetusun
morfolojik yapilar1 ve gelisim parametreleri dl¢tildii. 44 adet fetusun beyin dokulari

aliarak histolojik ve biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 3: Akrilamid Grubu: Deneye baslamadan 6nce ciflestirilmis 8 adet
rattan gebelikleri vajinal smear ile + olarak tanimlanan 6 adet gebe rat iiretime
alindiklar1 giin sonrasi ve gebelikleri siiresince (20 giin) oral gavaj ile giinde bir defa
5 mg/kg viicud agirlig1 olacak sekilde akrilamid uygulandi. Gebeligin 20. giiniinde
sezeryan ile aliman 32 adet fetusun morfolojik yapilari ve gelisim parametreleri
Olciildii. 32 adet fetusun beyin dokular1 alinarak histolojik ve biyokimyasal analizler

yapildi.

Grup 4: E vitamini grubu: Deneye baslamadan once giflestirilmis 8 adet
rattan gebelikleri vajinal smear ile + olarak tanimlanan 6 adet gebe rat liretime
alindiklar1 giin sonrasi ve gebelikleri siiresince (20 giin) oral gavaj ile giinde bir defa
100 mg/kg viicud agirligi olacak sekilde E vitamini uygulandi. Gebeligin 20.
giiniinde sezeryan ile almman 39 adet fetusun morfolojik yapilart ve gelisim
parametreleri Ol¢iildii. 39 adet fetusun beyin dokular1 alinarak histolojik ve

biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 5: Akrilamid + E vitamini grubu: Deneye baslamadan once
ciflestirilmis 8 adet rattan gebelikleri vajinal smear ile + olarak tanimlanan 6 adet
gebe rat liretime alindiklar1 giin sonrasi ve gebelikleri siiresince (20 giin) her giin

oral gavaj ile 5 mg/kg viicud agirlig1 olacak sekilde akrilamid ve oral gavaj ile 100
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mg/kg viicud agirligi olacak sekilde E vitamini uygulandi. Gebeligin 20. giiniinde
sezeryan ile almman 39 adet fetusun morfolojik yapilar1 ve gelisim parametreleri
Olctildii. 39 adet fetusun beyin dokular1 alinarak histolojik ve biyokimyasal analizler

yapildi.
Akrilamid uygulama yontemi:

Gebeligin 1.-20. giinleri aras1 giinde bir defa oral gavaj ile 5 mg/kg viicud
agirhigr olacak sekilde akrilamid uygulandi. (A8887 Sigma Acrylamide, igme suyu
igerisinde ¢oziilerek verildi) (105).

E vitamini uygulama yontemi:

Gebeligin 1.-20. giinleri aras1 oral gavaj ile her giin 100 mg/kg viicud agirlig
olacak sekilde E vitamin uygulandi. (T3251 Sigma (£)-a-Tocopherol, Misir yagi
igerisinde ¢oziilerek verildi) (106).

3.5. Degerlendirme yontemi

3.5.1. Morfolojik yapi ve Gelisim parametreleri degerlendirme yontemi

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

agirlig ol¢iildi.
3.5.2. Histolojik inceleme yontemi

Deneysel asama sona erdiginde, ratlarin beyin dokulari alinarak %10’luk
formaldehit soliisyonu i¢iren numune kaplarina birakildi. Dokular 3 giin tespit amagh
bu soliisyonda bekletildi. Tespit sonrast doku igindeki tespit soliisyonunun
uzaklastirilmas: amaciyla dokular ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra rutin
histolojik doku takibi prosediiriine uygun olarak dehidrasyon ve parlatma islemleri
yapildi. Son olarak takibi tamamlanan dokular parafin blok haline getirildi. Parafin
bloklardan histolojik inceleme yapilabilmesi i¢in 8 um kalinlikta kesitler alindi. Elde

edilen kesitler deparafinize edilerek hematoksilen—eozin (H-E) boyama yontemi
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uygulandi. Boyanan kesitler Carl Zeiss marka Axiocam ERc5 model dijital kamera
atagmanli mikroskop ile incelenerek histopatolojik yonden degerlendirildi. Korteks
serebri  alanindaki noronlar farklt objektiflerdeki  goriintiiler kullanilarak

degerlendirildi.

3.5.3. Biyokimyasal analizler

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

diizeyleri 6l¢iildii.

3.5.3.1. Dokularin Biyokimyasal analizlere hazirlanmasi

Derin dondurucuda muhafaza edilen fetal beyin dokular1 calisma giinii
cikarilarak tartildi. %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu ilave
edilerek buz iginde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi (IKA,
Germany). Doku homojenatlart 5000 rpm’de, +4 derecede, 30 dakika santrifiij

edilerek siipernatan elde edildi.

3.5.3.2. Rediikte Glutatyon (GSH) diizeyinin 6l¢iimii

GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi yonteme gore yapildi (107). Analiz
tipiinde bulunan GSH’in 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek
sar1-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunarak GSH konsantrasyonun tayin edilmesi seklinde yapildi.
3.5.3.3. Malondialdehid (MDA) diizeyinin dl¢iimii
MDA analizi Uchiyama ve ark. (108) yontemine goére yapildi. MDA
konsantrasyonu, stipernatandaki MDA ’nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona

girmesi sonucu olusan pembe renkli iriiniin n-butanol fazindan ekstrakte edilen

slipernatanin spektrofotometre ile 535 ve 520 nm de 6l¢iilmesiyle belirlendi.
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3.5.3.4. Total Oksidan Kapasitenin (TOK) 6l¢iimii

Total oksidan kapasitenin Ol¢iimiinde, ticari TOK olgiim Kiti (RelAssay
Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yontemin prensipi, ornekteki oksidanlarin ferréz
Iyon-selator kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarin
asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir (109). TOK
dl¢iimii icin, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, ELIZA 25 °C’ye ayarlanarak,
500 pL reaktif 1 (6lglim tamponu) ve 75 pL serum karistirilip 530 nm’de absorbansi
Olgiildi. Karisgima 25 plL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) eklenerek 10 dk.
inkiibasyondan sonra tekrar 530 nm’de absorbans oOl¢iilmesiyle TOK diizeyleri

belirlendi.

3.5.3.5. Total Antioksidan Kapasitenin (TAK) ol¢iimii

Ticari TAK ol¢tim kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yontemin
prensipi, ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz
ABTS formuna indirgemesine dayanir (110). TAK o6lgiimii i¢in, kitin prosediiriinde
belirtildigi sekilde, ELIZA cihaz1 25 ° C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1 (8lgiim
tamponu) ve 30 uL serum karistirilip 660 nm’de absorbansi dlgiildi. Karigima 75 pL
reaktif 2 (renkli ABTS soliisyonu) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar 660

nm’de absorbans 6l¢iilmesiyle TAK diizeyleri belirlendi.

3.5.3.6. BDNF diizeyinin hesaplanmasi

Taze beyin dokular1 seri olarak tartilarak sivi azot tankina alindi. Daha sonra
calisma gilinline kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Calisilacagi zaman Boster
Rat BDNF Sandwich ELISA Kit protokoliine uyularak PBS (pH 7,4) tamponu
hazirlandi. Numuneler ¢6ziildiikten sonra beyin dokular1 PBS tamponuyla 5 kat dilue
edilerek 12000 rpm’de buz iginde homojenize edildi (IKA, Germany) ve
10.000xg’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatanlar alindi. Kit prosediiriine uygun

olacak sekilde ¢alisma sonunda numuneler, 450 nm’de (Basic Radim Immunoassay
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Operator (BRIO; Pomezia, Italy) ELIZA cihazinda otomatik olarak dlgiilerek BDNF

diizeyleri belirlendi.

3.5.4 istatiksel analizler

Istatiksel analizler SPSS 21,0 Windows paket programi kullanilarak yapildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Veriler
normal dagilim gostermedigi i¢in ortanca (min—maks) ile 6zetlenmistir. Gruplarin
karsilastirilmast i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testi sonrast
ikili karsilastirmalar Conover yontemiyle yapilmistir. Tiim testlerde anlamlilik

diizeyi 0.05 olarak kabul edilmistir (P <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Yap1 ve Gelisim parametrelerinin degerlendirilmesi

Tiim gruplardaki gebe ratlardan sezeryan ile alinan toplam 204 adet fetusda
agirhlk, CRL mesafesi, plasenta ve beyin agirliklar1 6lgiildii. Calismada kullanilan
fetuslarin viicud agirhigi, CRL mesafesi, plasenta ve beyin agirliklarina ait toplu

sonuglar EK 1’de verilmistir. Tim gruplardan 6rneklenen fetuslarin genel goriiniisii

Sekil 4.1-5’de verilmistir.

Sekil 4.1. Kontrol grubundaki 20 giinliik fetusun goriintiisii (fetuslarin goriintimii:

normal)
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Sekil 4.2. Misir yag1 grubundaki 20 giinliik fetusun goriintiisti (fetuslarin goriiniimii:

normal)

Sekil 4.3. Akrilamid grubundaki 20 giinliik fetusun goriintiisii (fetuslarin goriiniimii:

deride yaygin hemoraji mevcut)
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Sekil 4.4. E Vitamini grubundaki 20 giinliik fetusun goriintiisii (fetuslarin goriiniimii:
normal)

Sekil 4.5. Akrilamid + E Vitamini grubundaki fetusun goriintisii (fetuslarin

gOriinlimii: normal)
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4.1.1. Gruplarin gelisim parametrelerine ait bulgular

Calisma sonunda akrilamid grubu da dahil diger tiim gruplarda herhangi bir

ekstremite anormaliligine rastlanmadi. Ancak akrilamid grubunda bazi fetuslarin

derilerinde hemoraji

gbzlemlendi.

E vitamini

uygulamasi

ile akrilamid

uygulamasindan kaynaklanan deri hemorajileri tamamen ortadan kaldirilmistir (Sekil

4.5.). Gruplarin gelisim parametrelerine ait tiim bulgular Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin gelisim parametrelerine ait bulgular

Morfolojik parametre | gryp N | Median | Minimum | Maximum
Kontrol 50 5,0 4,5 55
Misir yagi 44 5,0 41 53
o Akrilamid 32 4,6 4,2 4,9
Fews agihd () E vitamini 39 4,9 4,5 53 p<0.05
Akrilamid + 39 4,9 4,5 51
E vitamini
Kontrol 50 40 37 42
Misir yagi 44 39 38 42
CRL mesafesi (mm) Akrilamid 32 38 35 39
E vitamini 39 40 38 41 p<0.05
Akrilamid + 39 39 37 41
E vitamini
Kontrol 50 0,70 0,55 0,80
Misir yagi 44 0,68 0,59 0,74
Plasenta agirhgr (g0 Akrilamid 32 0,59 0,49 0,65
E vitamini 39 0,67 0,60 0,73 0<0.05
Akrilamid + 39 0,67 0,63 0,72
E vitamini
Kontrol 50 0,20 0,18 0,21
Misir yagi 44 0,20 0,18 0,21
Akrilamid 32 0,18 0,16 0,19
Beyin agirligi (gr)
E vitamini 39 0,20 0,19 0,21 p<0.05
Akrilamid + 39 0,20 0,18 0,21
E vitamini
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4.1.2. Gruplarn fetus agirhklarimin karsilastirilmasi

Yapilan Ol¢limler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 20 giinliik fetuslarda
gelisim parametresi olarak incelenen fetus agirliklari, akrilamid uygulanmas: ile ciddi
derecede azalirken (p<0.05), E vitamini uygulanmasiyla fetus agirligi anlamli

derecede artmistir (p<0.05). Fetus agirliklarinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.6.’da

verilmistir.
a
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Sekil 4.6. Fetus agirliklarinin gruplara gore dagilimi
*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade ediyor (p<0.05).

36



4.1.3. Gruplarin CRL mesafelerinin karsilastirilmasi

Yapilan Olgiimler istatiksel olarak degerlendirildiginde 20 giinliikk fetuslarda
gelisim parametresi olarak incelenen CRL mesafesi, akrilamid uygulanan grupta ciddi
derecede azalirken (p<0.05), E vitamini uygulanan grupta ise anlamli derecede artmistir

(p<0.05) . CRL mesafesinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. CRL mesafesinin gruplara gore dagilimi
*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig ifade ediyor (p<0.05).

4.1.4. Gruplarin plasenta agirhklarimin karsilastiriimasi

Elde edilen wveriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 20 giinliik
fetuslarda gelisim parametresi olarak incelenen plasenta agirligi, akrilamid uygulanan

grupta 6nemli derecede azalirken (p<0.05), E vitamini uygulanan grupta ise ciddi
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derecede artmigtir (p<0.05). Plasenta agirliginin gruplara gore dagilimi Sekil 4.8.’de

verilmigtir.
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Sekil 4.8. Plasenta agirliginin gruplara gére dagilimi
*Farkli harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade ediyor (p<0.05).

4.1.5. Gruplarin fetal beyin agirhklarimin karsilastirilmasi

Gruplarin fetal beyin agirliklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, fetal
beyin agirligi, akrilamid uygulanan grupta anlamli derecede diiserken (p<0.05), E
vitamini uygulanmasiyla onemli derecede artmistir (p<0.05). Beyin agirliginin

gruplara gore dagilimi Sekil 4.9.”da verilmistir.
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Sekil 4.9. Beyin agirliginin gruplara gére dagilimi
*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig: ifade ediyor (p<0.05).
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Sekil 4.2. Biyokimyasal bulgular

Gruplarin biyokimyasal parametrelere ait bulgular Tablo 4.2.’de verilmistir

Tablo 4.2. Gruplarin Biyokimyasal parametrelere ait bulgular

Biyokimyasal parametreler Grup N Median | Minimum Max P
Kontrol 6 718,0 647 763
Misir yagi 6 641,0 577 769
Akrilamid 6 468,0 429 538 p<0.05
GSH (nmol/g yas doku) E vitamini 6 | 7050 577 769
Akrilamid + 6 599,5 545 705
E vitamini
Kontrol 6 687,0 637 804
Misir yagi 6 720,5 670 804
MDA (nmol/g yas doku) Akrilamid 6 1038,5 972 1106 p<0.05
E vitamini 6 519,5 214 637
Akrilamid + 6 653,5 536 737
E vitamini
Kontrol 7 63,8 60,0 69,1
Misir yagi 6 65,5 64,0 69,0
TOK (umolL) Akrilamid 6 75,5 72,0 78,0 p<0.05
E vitamini 6 26,5 23,0 29,0
Akrilamid + 6 30,0 28,0 35,0
E vitamini
Kontrol 7 0,96 0,92 1,00
Misir yagi 6 1,01 0,53 1,05
TAK (umolL) Akrilamid 6 0,59 0,54 1,67 p<0.05
E vitamini 6 1,43 1,10 1,51
Akrilamid + 6 1,04 1,00 1,08
E vitamini
Kontrol ® | 4525 308,0 478,0
Misiryagt ® | 4685 410,0 478,0
BDNF (pg/ml) ':Ijl'tz:'n? Z 01,0 33,0 2160 | p<0.05
607,0 530,0 877,0
Akrilamid+E 6
vitamini 464,5 428,0 490,0
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4.2.1. Gruplarin MDA diizeylerinin karsilagstirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid grubu fetal beyin dokusu
MDA diizeyleri istatistiki olarak anlamli sekilde artis gosterirken (p<0.05), E
vitamini uygulanmast MDA diizeylerini istatistiki olarak énemli derecede diigiirmiis
(p<0.05) ve kontrol grubu degerlerine getirmistir. Fetal beyin dokusu MDA

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.10.’da verilmistir.
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Sekil 4.10. Fetal beyin dokusu MDA diizeylerinin gruplara gére dagilimi
*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig ifade ediyor (p<0.05).
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4.2.2. Gruplarin GSH diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid grubu fetal beyin dokusu
GSH diizeyleri istatistiki olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05) , E vitamini
uygulanmasiyla GSH diizeyleri istatistiki olarak onemli derecede artmis (p<0.05) ve
kontrol grubu degerlerine yaklagmistir. Fetal beyin dokusu GSH diizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 4.11.de verilmistir.
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Sekil 4.11. Fetal beyin dokusu GSH diizeylerinin gruplara goére dagilimi

*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade ediyor (p<0.05).

42



4.2.3. Gruplarin TOK diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin

dokusu TOK diizeyleri istatistiki olarak anlamli derecede artis gosterirken (p<0.05),

E vitamini uygulanan grupta TOK diizeyleri istatistiki olarak dnemli dercede azalmis

(p<0.05) ve kontrol grubu degerlerine getirmistir. Fetal beyin dokusu GSH

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.12.’de verilmistir.
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Sekil 4.12. Fetal beyin dokusu TOK diizeylerinin gruplara gore dagilimi

*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade ediyor (p<0.05).
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4.2.4. Gruplarin TAK diizeylerinin karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin
dokusu TAK diizeyleri istatistiki olarak analamli derecede azalis gOsterirken
(p<0.05), E vitamini uygulanan grupta ise TAK diizeyleri istatistiki olarak onemli
derecede artis gostermis (p<0.05) ve kontrol grubu degerlerine yaklasmistir. Fetal
beyin dokusu TAK diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.13.’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Fetal beyin dokusu TAK diizeylerinin gruplara gére dagilimi
*Farkl1 harfler istatistiki olarak anlamlilig ifade ediyor (p<0.05).
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4.2.5. Gruplarin BDNF diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grupta fetal beyin
dokusu BDNF diizeyleri istatistiki olarak anlamli derecede diisiis gosterirken
(p<0.05) , E vitamini uygulanmasiyla BDNF diizeylerinin istatistiki olarak anlamli
derecede yiikseldigi ve kontrol grubuna yakin seviyelere ¢iktigi gozlemlenmistir
(p<0.05). Fetal beyin dokusu BDNF diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14. Fetal beyin dokusu BDNF diizeylerinin gruplara gére dagilimi
*Farkl harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade ediyor (p<0.05).

45



4.3. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplar1 fetal beyin dokularma ait kesitler 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Korteks serebri bélgesine ait noéronlarin yapilar1 ve sayisal
yogunlugu histopatolojik agidan incelendi. Akrilamid grubuna ait fetus beyinlerinin
korteks serebri bolgesinde bulunan ndronlarin sayisal yogunlugu, kontrol ve diger
gruplara oranla azalmisti. Ayrica bolgedeki néron tabakasi kalinligi da diger gruplara
kiyasla azalmisti. E vitamini uygulanan gruplarda hem néronlarin sayisal yogunlugu
hem de tabakanin kalinlig1 akrilamid uygulanan gruba oranla artis gostermistir. Fakat
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan grup hari¢ diger gruplarda

anlamli bir fark goriilmedi.
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4.3.1. Kontrol grubuna ait histopatolojik bulgular

Korteks serebri distan gevsek bir bag dokusu olan piamater ile sariliydi.
Piamaterin hemen altinda korteks serebrinin en dis tabakasi olan lamina molekiilare
goriilmekteydi. Lamina molekiilare disindaki korteks serebri tabakalari birbirlerinden
ayirt edilemedi. Kontrol grubuna ait kesitlerde, noronlarin genel yapist normal
goriinimdeydi. Isitk mikroskobik diizeyde yapilan incelemede noéronlarin
perikaryonlarinin smirlart diizgiin; pramidal sekilli olarak izlendi. Ayrica bu
hiicrelerin ¢ekirdekleri 6kromatik ve belirgin ¢ekirdekgikliydi. Noronlarin uzantilari
olan dendrit ve aksonlar1 normal goriinlimliiydii. Ayrica noroglia hiicrelerinin de
normal goriinimde olduklar1 izlendi. Kontrol grubuna ait fetal beyin dokusu

histolojik goriintiileri Sekil 4.15°de verilmistir.

Sekil 4.15. Kontrol grubuna ait histolojik goriintiiler: 1: x4, 2: x10, 3: x40, 4:

x100’lik buyiitme. A: korteks serebride piameter, B: lamina molekiilare, C: kan
damari, D: saglikli piramidal néronlar, E: néron uzantilari, F: saghikli piramidal

noronlar, G: noéroglia hiicreleri. H-E boyama.
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4.3.2. Misir Yagi grubuna ait histopatolojik bulgular

Misir yagi grubuna ait kesitlerde, dokunun genel yapis1 ve ndronlar normal
goriinimdeydi. Isik mikroskobik diizeyde yapilan incelemede noronlarin
perikaryonlarinin sinirlar1  diizgiin, piramidal sekilli olarak izlendi. Ayrica bu
hiicrelerin ¢ekirdekleri 6kromatik ve belirgin ¢ekirdekcikliydi. Noronlarin uzantilart
olan dentrit ve aksonlart normal genislikteydi. Noronlar diizgiin bir dizilim
gosterirken, noroglia hiicrelerinin de normal goriiniimde olduklari izlendi. Genel

degerlendirmeye bakildiginda kontrol ve Vitamin E gruplarima benzer bir yapisal

goriintii mevceuttu (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Misir yag1 grubuna ait histolojik goriintiiler: 1:x4, 2: x10, 3: x40, 4:
x100’lik biiyiitme. A: korteks serebride piameter, B: lamina molekiilare, C: noron

uzantisi, D: saglikli ndron, E: néroglia hiicreleri. H-E boyama.
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4.3.3. Akrilamid grubuna ait histopatolojik bulgular

Yapilan 151k mikroskobik degerlendirme sonucu, ndéronlarin hem hiicre, hem
de cekirdek sinirlar1 diizensiz gériiniimdeydi. Ayrica, bu gruptaki ndroglia hiicreleri
diger gruplara kiyasla iri ¢ekirdekli ve belirgin ¢ekirdekg¢ikli olarak izlendi. Korteks
serebri bolgesindeki ndronlarin diizeni bozulmustu. Noronlarin sayisal yogunlugu
kontrol grubuna gore belirgin olarak azalmisti. Ayrica bazi alanlarda ndron kaybi
dikkat c¢ekiciydi. Dejenere olmus ndronlarin bir kisminda ise periferal Nissl
yogunlagmast anlamina gelen kromatoliz bulgusuna rastlanmaktaydi. Baz1 ndéronlar
ise c¢ekirdekgikleri secilemeyen, soluk boyanmis ve sitoplazmalari ile 6demli
goriinimdeydi. Hiicreler arasi ortamda smirlari tam olarak tespit edilemeyen o6lii
hiicre artig1 olasi yapilara rastlandi. Bu yapilar bazi kesitlerde nekrotik alanlar

seklinde géze ¢arpmaktaydi. Noronlara ait niikleuslarin koyu piknotik gériiniimde ve

siserek yogunlugunu kaybetmis olduklar1 goézlendi. Noron uzantilarmin diizeni

bozulmustu (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Akrilamid grubuna ait histolojik goriintiler: 1: x4, 2: x10, 3: x40, 4:
x100’lik biiyiitme. A: korteks serebride piameter, B: lamina molekiilare, C: néron
kaybr olan alanlar, D: azalmis noron tabakasi kalinligi, E: noroglia hiicreleri, F:
dejenere noronlar, G: 6demli noron. H-E boyama.
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4.3.4. E vitamini grubuna ait histopatolojik bulgular

E vitamini grubuna ait kesitlerde, korteks serebrinin genel yapisi ve néronlar
normal goriiniimdeydi. Isik mikroskobik diizeyde yapilan incelemede ndronlarin
pramidal sekilleri ve diizgiin sinirli perikaryonlar ile saglikli yapida olduklar: tespit
edildi. Ayrica bu hiicrelerin ¢ekirdekleri 6kromatik idi ve ¢ekirdekgikleri belirgin
olarak goze ¢arpmaktaydi. Noronlarin uzantilart olan dendrit ve aksonlari normal
genislikteydi. Piramidal néronlarin diizgiin dizilimli; ndroglia hiicrelerinin de normal
ve saglikli olduklari goriildii. Genel degerlendirmeye bakildiginda kontrol grubuna

benzer bir yapisal goriintii mevcuttu (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. E vitamini grubuna ait histolojik goriintiiler: 1: x4, 2: x10, 3: x40, 4: x

100’ Lik biiytitme. A: korteks serebride piameter, B: lamina molekiilare, C: néron

uzantilari, D:ndroglia hiicreleri, E:saglikli piramidal néronlar. H-E boyama.
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4.3.5. Akrilamid + E vitamini grubuna ait histopatolojik bulgular

Korteks serebrideki ndronlarin histolojik yapist kontrol grubundakilerle
benzer goriinlimdeydi. Fakat noronlarin sayisal yogunluguna bakildiginda kontrol
grubuna gore az, akrilamid grubuna gore fazla oldugu gozlendi. Isik mikroskobik
diizeyde yapilan incelemede noéronlarin pramidal sekilleri ve diizgiin smirl
perikaryonlar1 ile saglikli yapida olduklar1 tespit edildi. Ayrica bu hiicrelerin
cekirdekleri okromatik idi ve cekirdekgikleri belirgin olarak goze carpmaktaydi.
Fakat normal ndronlarin arasinda yer yer akrilamid etksinden kaynakli, yer yer
kromatini azalmis ¢ekirdege, dar ve koyu boyanmis sitoplazmaya sahip noronlar ile
koyu bazofil bir niikleus yaninda koyu boyanmig diizensiz sinirli sitoplazmaya sahip
piramidal noronlar gozlenmekteydi. Noronlarin uzantilar1 olan dendrit ve aksonlari
normal genislikteydi. Noroglia hiicrelerinin de normal ve saglikli olduklar1 goriildii

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Akrilamid + E vitamini grubuna ait histolojik goriintiiler: 1: x4, 2: x10, 3:
x40, 4: x100’lik biyiitme. A: korteks serebride piameter, B: lamina molekiilare, C:
noron kaybi olan alanlar, D: dejenere noronlar, E: noroglia hiicreleri, F: saglikli
noron. H-E boyama.
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5. TARTISMA

Akrilamid, dogal olarak bulunmamakla birlikte olduk¢a yiiksek kimyasal
aktiviteye sahip a-B-ansature karbonil bilesigi olup oldukca yaygin kullanim alani
bulmaktadir. Bu yaygin kullanim alanlarindan en 6nemlisi endiistriyel alandir.
Insanlik igin asil tehlikeli olan, gida kaynakli akrilamidin olusumudur. Ciinkii gida
kaynakli akrilamid giinliik diizenli olarak viicuda alinir. Akrilamid karbonhidrat ve
protein (6zellikle asparajin aa) igeren gidalarda yiiksek sicakligin etkisi ile
olusmaktadir. Bu olusum Maillard reaksiyonu ile ger¢ceklesmektedir. Olusum
kizartma ve firinlama islemi sirasinda 120 °C {izerine ¢ikan pisirme islemi sirasinda
meydana gelir (111). Haslama islemi sirasinda akrilamid olusumu ile ilgili risk
olmadig: bildirilmistir (112). Fetal beyin, gebelik siiresince kullanilan farmakolojik
ajanlardan etkilenmeye agiktir. Ozellikle ilk trimestirde organogenez nedeniyle
etkilenme major malformasyonlara neden olabilirken diger trimestirlerdeki etkilenme
ise kendini daha ¢ok disfonksiyonla gostermektedir (113).

Suda olduk¢a kolay c¢oziinen akrilamid deney hayvanlarinda plesantay1
dogrudan gecer, fetiis dokularina ulasir ve giinliik alim miktarina bagli olarak gelisim
bozukluklar1 ve doku hasarlarina yol agar (114). Akrilamidin, perifer ve merkezi sinir
sisteminde sinir aksonlari iizerinde norotoksik etki gosterdigi, sinir terminalleri
boyunca membran boéliinmesi ve tubulovaskiiler degisikliklere yol actigi tespit
edilmistir, ancak norotoksik etkinin mekanizmasi tam olarak ortaya ¢ikartilamamistir
(57). Akrilamidin noropatilere ilaveten; ataksiye, deri ve viicud anomalileri, iskelet
kasi zayifliklari, el ve ayaklarda malformasyonlara yol agtigi bildirilmistir (56). Tiim
bu doku hasarlarinin, akrilamidin neden oldugu oksidatif stresten kaynaklandig: ileri
stirilmektedir (56, 115, 116).

E vitamini, a (alpha), B (beta), y (gamma) o (delta) olmak tizere 4 tokoferol
formunda bulunabilen ve yagda ¢oziinen 6nemli bir antioksidandir. Serbest radikaller
tarafindan hiicrenin yag fazinda olusturulan oksidadif stresi engelleyerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korumaktadir. Bu etkiyi, serbest radikalleri daha az reaktif
bilesiklere doniistiirerek gergeklestirmektedir (117-119). Birgok doku igin gii¢lii bir

antioksidan olan E vitamini kan-beyin bariyerini geger ve giiclii bir ndroprotektif etki
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gdsterir (73,74). Intrauterin dénemde E vitamini plasentay1 kolaylikla gecer ve biiyiik
oranda yavrularin beyin dokusu tarafindan alinir (75).

Ozellikle beyin; antioksidan kapasitesinin diisiik olmas1 nedeni ile oksidatif
strese karsi oldukca hassastir ve E vitamini gibi gii¢lii antioksidanlarin koruyucu
etkisine ihtiya¢ duyar (72).

Birgok teratojenik madde plasentadan gegip fetal dolagima katilarak dogum
sonrasi yapisal bozukluklara neden olmaktadir. Arastirmacilar fetal donemde maruz
kalman ilaglarin fetuslar tizerinde olusturabilecegi konjenital etkilerini morfolojik
acidan ve organ diizeyinde incelemislerdir.

El-Sayad ve ark (57)., disi siganlara gebeligin 6. giinlinden itibaren gebelik
stiresince 30 mg/kg viicud agirligr akrilamid (AA) ve yaklagik %30 kizarmis patates
cipsi (KPC) igeren diyet uygulayarak fetuslarin tizerindeki etkilerini arastirmistir.
Standart diyet (kontrol), AA ve KPC ile beslenmis gruplarin fetuslarinin morfolojik
verileri karsilastirilmigtir. Gebelik sirasinda AA ve KPC igeren diyet verilen disi
sicanlardan elde edilen fetuslarda; gecikmeli gelisim, azalmis viicut ve beyin agirlig
gozlemlemislerdir. Alam ve ark gebe ratlara gebeligin 7. giiniinden doguma kadar
(prenatal) ve dogum sonrasit 28. giine kadar laktasyon siiresince (perinatal) 10
mg/kg/giin oral yolla akrilamid uygulamislardir. Gerek dogum oncesi (prenatal)
gerek dogum sonrasi (perinatal) uygulanan akrilamidin; yeni doganlarin kilo
gelisiminde ciddi oranda gerilemeye yol actigini, kulak ve goz acilmasinin ve
tilylenmenin gegiktigini gézlemlemislerdir (56).

Ferguson ve ark., gebeligin 6. giiniinden dogum sonras1 21 giin boyunca 0.1,
0.5, 1, 5 mg/kg AA oral gavaj yontemiyle uyguladiklarinda; doza bagimli bir sekilde
yavru agirliklarinda azalma gozlemlediklerini bildirmislerdir (120). Muralidhara,
gebeligin 6. gilinlinden 19. giiniine kadar disilerin i¢me sularina 50, 100, 200 ppm
akrilamid ilave etmis ve koruyucu olarak inulini 2 g/kg viicud agirlig1 olacak sekilde
oral gavaj yoluyla gebeligin 0-19. gilinlerinde uygulamistir. 200 ppm uygulanan
grupta plesanta agirliginda azalma, 100 ve 200 ppm uygulanan grupta ise fetal
agirlikta azalma goriildiigiinii ifade edilmistir (121).

Bizim ¢alismamizda da akrilamid uygulanan grupta; fetal agirlikta, plasenta
agirliginda, beyin agirhiginda ve CRL mesafesinde istatistiki olarak anlamli bir diisiis

gozlemlendi. E vitamini uygulamasi bu morfolojik verileri kontrol grubu diizeyine
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dondiirmiistiir. Tim bu gelisim parametreleriyle ilgili olarak elde ettigimiz veriler,

daha 6nce yapilmis aragtirmalarin bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Alam ve ark gebe ratlara gebeligin 7. giiniinden doguma kadar (prenatal) ve
dogum sonrasi 28. giine kadar laktasyon siiresince (perinatal) 10 mg/kg/giin oral
yolla akrilamid uygulamislardir. Bu arastiricilar, AA’nin histolojik olarak graniiler
katmanda g¢ogalmayi, hiicre gocli ve farklilagmasini gegiktirdigi ayn1 zamanda
Purkinje hiicre kayiplarina yol agtigini gézlemlemislerdir. Perinatal grubun purkinje
hiicrelerinin ultrayapisal incelemesi, mikrobosluk olusumlari ve hiicre kaybinin
meydana geldigini gostermistir. Alam ve ark, bu ¢alisma ile prenatal ve perinatal
akrilamid ya da metabolitlerinin biyokimyasal isleyisi engelledigini, oksidatif strese
neden oldugunu ve gelismekte olan sigan beyinciginde yapisal degisikliklere yol
actigimmi ortaya koymuslardir (56). El-Sayad ve ark. disi siganlara gebeligin 6.
giiniinden itibaren gebelik siiresince 30 mg/kg viicud agirlig akrilamid ve %30 KPC
iceren diyetle, kontrol grubu ratlara ise standart diyet ile beslenmisler ve yavrularin
beyin dokularimi histolojik yonden karsilasgtirmislardir. AA ve KPC uygulanmis
hayvanlarin serebellar korteksinde yapilan 151k mikroskobu g¢alismalarinda Purkinje
hiicre sayisinda ciddi azalma ve dahili graniiler katmanlarda ciddi incelmeler
gozlemlenmistir. AA ve KPC uygulanmis annelerden dogan yavrularin beyin
Purkinje hiicrelerinde ve noronlarda onemli diizeyde hiicre Olimiiniin varhig
belirlenmistir. Ayrica, Purkinje hiicrelerinin ultrayapisal analizi, endoplazmik
retikuliimde degisimler, normal poliribozom yapisinin bozulmasi, anormal bigimde
farklilasmis kristaya sahip ve siskin mitokondriler ve anormal bir golgi diizenegi
ortaya ¢iktigida tespit edilmistir (57). Ogawa ve ark. gebeligin 10. giiniinden 21.
giine kadar 0, 4, 20, 100 ppm dozda uygulanan akrilamidin, gebe ratlarin fetuslari
tizerinde meydana getirdigi etkileri arastirmiglardir. 20 ve 100 ppm akrilamid
uygulanan gruplarda yeni dogan ratlarin beyin dokusunun hipokampus bolgesindeki
noronlarinin olumsuz yonde etkilendigi belirlenmistir. Bu arastiricilar, gebelik
stirecinde AA’ya maruz kalan fetuslarda doz bagimli bir sekilde tip-3 oOnciil
hiicrelerin ¢ogalmasini hedefleyen hipokampal norojeneziyi etkileyerek immatiir

graniil hiicrelerinin sayisinda azalmayla ilerleyen ve bunlarin sonucunda
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norotoksisite ve gelisim bozukluklar1 ile sonlanan anormalliklerin meydana
gelebilecegini ifade etmislerdir (58).

Bizim sonuglarimiza gére AA uygulanan grupta; noroglialarin nukleuslarinda
bozulma, noéronlarin sayisal yogunlugunda azalma, bozulmus néron uzantilari,
ndronlarda 6dem, ndron kayiplari, 6lii hiicre sayisinin artist ve kromatoliz dikkat
cekiciydi. Akrilamid + E vitamini grubunda ise AA Grubunun tersine, néron kaybi
olan alanlarda ve dejenere noronlarda azalma, saglikli néron sayisinda artis oldugunu
saptadik. Tiim bu histolojik veriler gz oniline alindiginda bizim sonuglarimiz bu
konu ile ilgili olarak o6nceden yapilmis arastirmalarin bulgulari ile uyumluluk
gostermektedir.

Tiim Okaryotik hiicrelerde, normal fizyolojik metabolizma sirasinda belli
diizeyde serbest oksijen radikalleri (SOR) olusmaktadir. Bu radikallerin baslicalari;
stiperoksid anyon radikali (02'), hidrojen peroksid (Hzoz)’ hidroksil radikali (‘OH),

1
singlet osijen (02) ve peroksil radikali (LOO-")’dir. Oksidatif stres, hiicrelerde

SOR’larin asir1 artist veya antioksidanlarin  diizeyinin  diismesi  sonucunda
oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumudur. Bu durumda,
SOR’lar yeterli diizeyde detoksifiye edilemedigi igin hiicrenin lipid, protein,
karbonhidrat, DNA gibi yapisal makromolekiillerinde oksidatif hasarlanmalar
meydana gelir (122). Fizyolojik sartlarda viicudda serbest radikaller siirekli
olusurken bu =zararli radikaller koruyucu antioksidan mekanizmalar tarafindan
detoksifiye edilmektedir. Bu antioksidan etkili yapilar; antioksidan enzimler
(siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz ve
antioksidan glutatyon gibi), vitaminler (Vitamin A, E ve C) ve diger organik,
inorganik molekiillerden (Glutatyon, melatonin, selenyum) olugmaktadir. Normal
fizyolojik sartlar altinda antioksidan sistemler ile serbest radikaller arasinda bir
denge so6z konusudur ve bu denge sayesinde serbest radikaller zararsiz hale
getirilmektedirler. Bu dengenin oksidanlar tarafina dogru bozulmasi oksidatif stresin
olusmasina ve bunun sonucunda da hasarlayici olaylarin gergeklesmesine sebebiyet
vermektedir. Hiicreler arasi ve hiicre i¢i major nonenzimatik antioksidan, rediikte
glutatyon (GSH) dur. GSH, oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinde indirgeyeci gii¢

olarak gorev almaktadir. Hiicrelerin GSH seviyesini etkileyen en 6nemli enzimler

55



glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-R) ve glutatyon S-
transferaz (GST) dir (123).

Alzoubi ve ark., kronik E vitaminini uygulamasinin, kronik uyku
yoksunlugu tarafindan tetiklenen kognitif yetersizlik lizerindeki potansiyel koruyucu
etkisini ve  kronik uyku yoksunlugu tarafindan tetiklenen kognitif yetersizlik
tizerinde E vitamininin olast molekiiler hedefleri belirlemeye calisan arastirmalar
yapmiglardir (106). Uyku yoksunlugu sicanlar iizerinde, modifiye edilmis coklu
platform modeli kullanilarak baslatilmis ve diyetle si¢canlara 100 mg/kg E vitamini
verilmigtir. Davranis 6l¢iim caligsmasi, radyal kol labirent testi (RKLT) kullanilarak,
mekansal 6grenme ve hafizanin sinanmasi amaciyla gerceklestirilmistir. Buna ek
olarak, hipokampiis dokusunda GSH, GSSG ve GSH/GSSG, GPx, katalaz ve SOD
gibi nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlarin diizeyleri oOl¢iilmiistiir. Bu
aragtirmanin sonuglari, kronik uyku yoksunlugu her iki (kisa ve uzun donem)
hafizayr da bozmakta, ancak E Vitamini tedavisi hafizadaki bu bozulmay1 ortadan
kaldirmistir. Ayrica E vitamini, uyku yoksunlugunun tetikledigi hipokampiiste SOD,
katalaz, GPx aktivite seviyelerindeki azalmayr ve GSH/GSSG oraninindaki diistisii
normal diizeylere dondiirmiistiir (106).

Galal ve ark. 0,6 mg /kg viicud agirligi olacak sekilde ratlara deltametrin
(DM) uygulayarak olusturdugu noérotoksisite modelinde, ratlara oral yolla 30 giin
boyunca koruyucu olarak 200 mg/kg viicud agirhigi olacak sekilde E vitamini
vermigler ve siirenin sonunda ratlarin beyin dokusunda lipid peroksidasyonu (LPO)
tiriinlerinin, nitrik oksidin, DNA parg¢alanma oraninin, CYP2E1, TP53 ve COX2
genlerinin ifade diizeylerindeki degisiklikleri incelemislerdir. Kontrol grubuna goére
DM uygulanan grupta bu parametrelerde statistiksel olarak anlamli derecede artis
gozlemlenmistir. Ayrica DM uygulanan grupta, kontrol grup ile karsilastirildiginda,
enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin diizeylerinde de ciddi diisiislerin varlig
gosterilmistir. Bu ratlara E vitamini uygulanmasinin; enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlarin diizeylerini 6nemli derecede artirdigi, CYP2E1, TP53 ve COX2
genlerinin ifade diizeylerini ve DNA pargalanma diizeyini anlamli oranda azalttig1 ve
tim bunlarin sonucu olarak DM’nin norotoksik etkilerini 6nemli derecede

engelledigi rapor edilmistir (124).
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Motamedshariaty ve ark. erkek ratlara 50 mg/kg viicud agirligi olacak sekilde
i.p yolla AA ve koruyucu olarak 100 mg/kg ve 200 mg/kg viicud agirligi olacak
sekilde i.p yolla rutin uygulamiglardir. AA’nin norotoksik etkilerinin arastirildigi bu
calismada rutin uygulamasinin, zaman ve doza bagli olarak AA (5.46 mM)
tarafindan tetiklenen noéron Oliimiinii 6nemli Olgiide azalttigi ve sicanlarin beyin
dokusunda MDA seviyesini 6nemli dl¢lide diisiirdiigii rapor edilmistir (125).

Lebda ve ark. erkek ratlara % 0.05 viicud agirligi olacak sekilde igme sularina
28 giin boyunca cklenen AA’nin, beyin dokusunda MDA seviyelerini anlaml
diizeyde artirdigini, GSH seviyelerini ise dnemli oranda disiirdiigiinii, bunlarin
sonucu olarakta beyin dokusunda oksidatif stres ve oksidatif doku hasarlarinin
meydana geldigini tespit etmislerdir (126).

Diger bir deneysel arastirmada Ghorbel ve ark., 21 giin siireyle disi ratlara 20
mg/kg viicud agirligr olacak sekilde oral gavajla AA uyguladiklarinda, beyin
dokusunda kontrol grubuna kiyasla MDA seviyelerinde anlamli bir artis ve GSH
seviyelerinde ise ciddi bir azalma oldugunu ortaya koymuslardir (127).

Alam ve ark., gebe ratlara gebeligin 7. giinlinden doguma kadar (prenatal) ve
dogum sonrasi laktasyonun 28. giiniine kadarki siirecte (perinatal) 10 mg/kg/giin AA
oral yolla uygulayarak yaptiklar1 c¢alismada; 28 giinlik yavru siganlarin beyin
dokusunda MDA seviyelerinde ciddi bir artig artis ve GSH seviyelerinde anlamli bir
azalis oldugu sonucunu elde etmislerdir (56).

Krishna ve Muralidhara, gebeligin 6-19. giinleri arasinda gebe ratlarin igme
sularma 50, 100, 200 ppm AA ilave ederek yaptiklari deneysel aragtirmada, 200 ppm
AA uygulanmasmin fetal beyin dokusunda MDA diizeyini anlamli derecede
artirdigini bildirmislerdir (121).

Yonguc ve ark., diyabet modeli olusturulan erkek ratlara 6 hafta boyunca 100
mg/kg viicud agirhig olacak sekilde E vitaminini oral yolla uygulamislar ve ratlarin
hipokampus dokularinda TAK seviyelerinin, kontrol ve diyabet grubuna gore,
anlamli bir sekilde artig gosterdigini ve TOK seviyelerinin ise onemli derecede
azaldigini tespit etmislerdir (128).

Benzer bir diger calismada Hanzawa ve ark., 4 hafta boyunca erkek ratlara
10, 50, 500 mg/kg viicud agirligi olacak sekilde a-tokoferol ve 0.75 mg/kg viicud

agirlig: fillokinon uyguladiklarinda beyin dokusunda doza bagimli olarak fillokinon
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seviyelerinin 6nemli oranda distiigiinii vurgulamislardir (129). Garey ve ark.
gebeligin 6-21. gilinlerinde anne ratlara ve dogum sonrasit 85. giine kadar yavru
ratlara 0, 0.1, 0.3, 1, 5 mg/kg/giin AA uyguladiklarinda, 5 mg/kg/giin akrilamid
uygulamasinin yavrularin 6grenme fonksiyonlarini, kontrol grubuna kiyasla ciddi
dercede bozdugunu rapor etmislerdir (130).

Gao ve ark., gebeligin 1-21. giinlerinde anne ratlar1 giinde 3 defa 1 er saat
olacak sekilde 900 MHz elektromagnetik radyasyona maruz birakmislar ve
elektromagnetik radyasyonun zararli etkilerine karsi koruyucu olarak 5, 15, 30
mg/ml/giin E vitamini uygulamislardir. Dogumu takiben E vitamini uygulanan
annelerin yavrularimin beyin dokularinda doza bagimli olarak SOD, GSH-Px
seviyelerinin 6nemli derecede artis gdsterdigini ve MDA diizeylerinin ise azaldigini
gbzlemlemislerdir (131).

Shirpoor ve ark., gebeligin 7. giiniinden dogum sonras1 21. giine kadar
(laktasyon siiresince) ratlara 4.5 mg/kg/viicud agirligi etanol ve 300 mgkg E
vitamini uygulayarak yaptiklar1 deneysel calismada, etanol uygulanmis annelerin
erkek yavru ratlarinin testis dokusu TAK diizeylerinin anlamli derecede diistiigiinii, E
vitamini uygulanmis annelerin erkek yavru ratlarinin testis dokusu TAK diizeylerinin
ise ciddi oranda artig gosterdigini ortaya koymuslardir (132).

Ambrogini ve ark. disi ratlari, ¢iftlesme Oncesi 2 hafta, gebelik ve laktasyon
stiresince o-tokoferol yoniinden zengin diyetle besleyerek (15 g/kg pellet), yavru
beyinlerinin a-tokoferol diizeylerini HPLC yontemiyle 6l¢miislerdir. a-tokoferol
yoniinden zengin diyetle beslenen anne ratlarin yavrularinin beyin dokusunda,
kontrol grubuna kiyasla, a-tokoferol diizeylerinin anlamli 6l¢lide artis gosterdigini
rapor etmislerdir (133).

Herrera ve ark. ratlara gebeligin 1. giiniinden laktasyonun 21. giinline kadar
50 mg/L/giin arsenik i¢gme sularina katilarak ve koruyucu olarak 500 mg/L/giin yagda
¢oziinerek E vitamini uygulamislar ve yavrularin beyin dokusu oksidatif doku hasari
acisindan incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, E vitamini uygulanan annelerin
yavrularin beyin dokusunda MDA seviyelerinin, arsenik uygulanan gruba gore ciddi
derecede diistiigiinli, GSH seviyelerinin ise anlamli oranda artis gosterdigini ortaya

koymustur (134).
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Gebeligin 1-20. giinlerinde 5 mg/kg/giin AA verilerek yapilan ¢alismamizda,
AA’nin muhtemel norotoksik etkilerine karsit koruyucu olarak 100 mg/kg/giin E
vitamini verilmistir. Gebeligin 20. giinlinde sezeryan ile alinan yavru ratlarin beyin
dokusunda MDA, GSH, TAK ve TOK diizeyleri Olglilmiistiir. Sonug olarak AA
uygulamasi, yavru ratlarin beyin dokusunda MDA ve TOK seviyelerini ciddi
derecede artirdigi, GSH ve TAK diizeylerini ise anlamli derecede diislirdiigii, AA ile
birlikte uygulanan E vitamini ise yavru ratlarin beyin dokusunda MDA ve TOK
seviyelerini ciddi derecede azalttigi, GSH ve TAK diizeylerini anlamli oranda
artirdigt ortaya konulmustur. Bu sonuclar AA wuygulamasinin yavru beyin
dokularinda oksidatif strese yol agtigini ve E vitamininin AA ndrotoksisitesine karsi
koruyucu antioksidan etkilerinin tam olarak gergeklestigini gostermistir. Bizim bu
sonuclarimiz, yapilan diger arastirmalarin sonuglari ile uyum gostermistir.

Yiiksek yapili memelilerde, beyin gelisimi siirecinde gelisimin hizli pik
yaptig1 ve biiylik bir kompleksite kazandigi doneme ‘brain growth spurt’ adi
verilmektedir. Beynin bu gelisimsel donemi insanda gebeligin 2. trimestirinde 25.
haftasinda baslar, dogumla birlikte pik yapar ve daha sonra pik hizi yavaslayarak
yagamin igclincii yilinda sonlanir. Bu fazda beyin agirliginda hizli artig, sinir
hiicresinin ¢ogalmasi, migrasyonu, farklilasma, sinaptogenez ve apopitoz gibi ¢ok
sayida fizyolojik degisim gerceklesmektedir (113). Norotrofik faktorlerden biri olan
BDNF, beyin gelisiminin bu agamalarinda noronlarin biiyliimesi, sinaptik fonksiyon
ve noral plastisitenin devamini saglayan ¢ok onemli bir beyin gelisim faktoriidiir.
BDNF’nin en 6nemli islevsel o6zellikleri, noronlar1 korumasi ve ndéronun hayatta
kalimin1 saglamasidir. BDNF, noradrenerjik ve serotonerjik noronlarin gelisimini
destekleyip, onlar1 toksik hasarlardan korur. Dendritlerin biiylimesi {izerine olumlu
etkisiyle noronal devamlilik ve plastisiteyi diizenler (16). Arastiricilar oksidatif
stresin beyinde BDNF diizeyini azalttigin1 vurgulamisglardir (34).

Artan lipid peroksidasyonu ile azalan BDNF diizeyleri arasinda bir
korelasyonun bulundugu bildirilmistir (34). BDNF diizeyindeki azalisin
mekanizmasinin,  oksidatif ~ stresin  tetikledigi  birgok = mekanizmadan
kaynaklanmasinin muhtemel olacagi diisiiniilmektedir (34). BDNF diizeyindeki bu
azalisin muhtemel mekanizmalarinin, oksidatif strese bagli olarak BDNF gen

ekspresyonunun baskilanmasi, cyclic amp-response element binding protein (CREB)
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seviyesinin azalmasi, Niikleer faktor kapa B (NF-kB) DNA-binding aktivitesindeki
artig ve hiicre i¢i enerjinin azalmasi olabilecegi bildirilmektedir (34, 35). BDNF’nin
sinaptik plastisitedeki fonksiyonunun synapsin I ve CREB molekiillerinin
modiilasyonu araciligiyla oldugu belirtilmis olup, oksidatif stres bu yapilar tizerinden
BDNF diizeyini azathigi ileri siiriilmistiir (35).

Byrnes ve ark. etanoliin teratojenik etkisini 6zellikle “brain growth spurt’
doneminde gosterdigini vurgulamislardir (135). Bunun tersine Xiaoyu, dogum
sonrasi yavru ratlara nikotin uygulamasinin yavru ratlarin frontal korteks ve
hipokampusunda BDNF diizeylerinin azaldigin1 gostermistir (136). Sakr ve ark. 2 ay
boyunca egzersize tabi tuttuklari 4 haftalik ratlara koruyucu olarak giinliik 100 mg/kg
E vitamini uygulamislardir. Arastirma sonuglar1 yavru ratlarin beyin dokusunda
BDNF diizeylerini gen ekspresyon seviyesinde incelediklerinde egzersiz grupunda
azalan BDNF gen ekspresyon seviyelerinin E vitamini uygulanmasiyla BDNF gen
ekspresyon seviyesinin istatistiki olarak arttigini tespit etmislerdir (137). Wu ve ark.
1 ay boyunca ratlara morris ylizme tankinda sivi perkiisyon hasar1 (FPI) modeli
olusturmuslar ve koruyucu olarakta 500 IU/kg E vitamini uygulayarak yaptiklari
arastirmada BDNF seviyelerini takip etmislerdir. Beyin dokusunda FPI
uygulanmasiyla azalan BDNF seviyeleri’nin E vitamini uygulanmasiyla kontrol
grubu degerlerine yaklasacak diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir (138).

Madhyastha ve ark. gebeligin 1-10. giinlerinde ratlarda stres modeli
olusturmus ve gebelik boyunca koruyucu olarak 10 mg/kg giin resveratrolii oral yolla
uygulamislardir. Stress modelinin ve resvertaroliin gebeligin 1-10. giinlerinde
yavrularin hipokampus dokusu BDNF diizeylerini incelediklerinde, stresin BDNF
seviyelerini 6nemli oranda diigiirdiigiinii, resveratrol uygulamasinin ise BDNF
seviyelerini artirdigr rapor edilmistir (139). Chakrabarty ve ark. gebe ratlara
propiltiyourasil (PTU) uygularak hipotirodism modeli olusturmus ve dogum sonrasi
3-7. giinlerde yavrularin beyin dokusunda BDNF diizeylerini incelediklerinde yavru
ratlarin hipokampusunda BDNF diizeylerinin azaldigini bildirmislerdir (140). BDNF
diizeyinin azalmasina bagli olarak ndronlarin biiyiime ve farklilasma potansiyelleri
etkilenmekte, fonksiyonlar1 azalmakta ve ndronlar canliigini kaybetmektedir. Bu
mekanizma, korteks serebrideki ndron sayisindaki anlamli azalisi agiklamaktadir.

Gebelik siiresince AA uygulamasinin, anne ratlarin yavrularinin beyin dokusunda
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BDNF diizeylerinin ¢ok ciddi oranda azaldig1 ve bu azalmaya bagli olarak yavrularin
morfometrik gelisim parametrelerinde dikkat ¢eken anormallikler meydana geldigi
ve bu etkilerin E vitamini uygulamasi ile tamamen geri dondiiriildiigii bulgular
diinyada ilk defa tarafimizdan ortaya konulmustur. Konuyla ilgili olarak diinyada
yapilan ilk ¢aligma olmast ve elde elden sonuglar1 agisinda da olduke¢a orijinal bir
arastirmadir.

Bizim aragtirmamizda, AA uygulanilan gruplardan elde edilen oksidan-
antioksidan parametrelerin durumu, AA’nin fetal beyin dokusunda oksidatif strese
yol agtigin1 gostermektedir. Muhtemelen, AA kaynakli oksidatif stres ve sonrasinda
meydana gelen oksidatif doku hasar1 fetal beyin dokusu BDNF seviyelerini
azaltmigtir. AA ile beraber uygulanan E vitaminin ise, AA kaynakli serbest
radikalleri stipiiriicli etki ile ortadan kaldirdigi, bunun sonucunda da oksidatif stresi
baskilayarak BDNF diizeylerini normal hale getirdigini diisiiniiyoruz. BDNF artisinin
muhtemel mekanizmasi’nin, BDNF geninin transkripsiyonu ve/veya translasyonu
asamasinda baskilayict etki gosteren serbest radikallerin E vitamini tarafindan

bertaraf edilmesinden kaynaklandigi kanaatindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

AA, fetuslarin beyin dokusunda GSH ve TAK diizeylerini énemli derecede
diistirerek (p<0.05), MDA ve TOK seviyelerini anlamli derecede artirarak (p<0.05)
oksidatif strese ve sonrasinda oksidatif doku hasarina yol agmistir. Biyokimyasal ve
histopatolojik bulgularimiz bunu tam olarak dogrulamaktadir (Tablo 4.2. ve Sekil
4.17.).

AA ile E vitaminin birlikte uygulanmasi, AA’nin fetus beyinlerinde meydana
getirdigi oksidatif stresi baskilayarak oksidatif doku hasarini 6nemli derecede
engellemis ve giiclii bir antioksidan etki gdstermistir. Biyokimyasal ve histopatolojik
bulgularimiz bunu tam olarak teyid etmektedir (Tablo 4.2. ve Sekil 4.19.) .

Gebelik siiresince AA verilen annelerin yavrularinda beyin BDNF diizeyleri
ciddi oran azalmistir (p<0.05). AA ile E vitaminin birlikte uygulanmasi, fetus
beyinlerinde BDNF seviyelerini Onemli oranda artirarak normal diizeylere
getirmistir.

Gebelik siiresince uygulanan AA’nin, yavrularin beyin dokusunda BDNF
diizeylerini Onemli oranda diisiirmesi nedeni ile beyin gelisiminin bundan
etkilenmemis olmasi miimkiin degildir. Bu nedenle gebelik siiresince uygulanan
AA’nm fetuslarin beyin gelisim parametreleri lizerinde meydana getirdigi muhtemel
anormallikleri ve dogum sonrasi siirecte yavrularin beyin gelisim parametrelerinin ve
biligsel fonksiyonlarinin bundan etkilenip etkilenmediginin arastirilarak tam olarak
aciga ¢ikartilmasi gerekir.

Bu arastirma, AA’nin fetuslarin beyin dokusunda BDNF diizeylerini ciddi
oranda azalttigin1 gosteren ilk calismadir. Bu nedenle, AA’nin fetus beyinlerinde
BDNF diizeylerini azaltma mekanizmasinin tam olarak ortaya ¢ikartilabilmesi igin,
BDNF geninin transkripsiyon asamasinin ve BDNF translasyon asamasinin
arastirtlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Glintimiizde fast-food Kkiiltiiriiniin lilkemizde de yaygin hale gelmesi
sebebiyle gida kaynakli akrilamid toksisitesinden korunmanin miimkiin olmamasi
nedeniyle, gida kaynakli akrilamidin fetus gelisimi iizerinde meydana getirecegi
muhtemel toksik etkilerini en aza indirmek amaciyla gebe kadinlarin koruyucu

olarak E vitamini igeren gidalar1 yeterince tiiketmelerini tavsiye ediyoruz.
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EK 2: Calismada kullanilan rat fetuslarina ait agirlik, CRL mesafesi, plasenta ve

beyin agirlik dlglimleri

Fetus agirhig (gr) CRL mesafesi (mm) Plasenta agirhg (gr) Beyin agirhigi (gr)
o
c
2
s
— = = =
IS IS IS S
¢l E|2|a|g )¢5 2|0 S|e |2 |2 |0 || |2 |2 |a g
1 |51 [45[49 45|49 |38 [39 [38 [39 [39 [07 [064 057 06506802102 |[019]021 |02
2 |53 [44[46 |49 |5 [41 |38 [36 |38 |40 |07 | 062|056 06406502 [021|018[02 |019
3 |5 [43[45|5 [48 |40 |38 [37 [39 [41 [068[ 064|057 |06 06402 [02 [017 01902
4 |47 4244|4847 |41 [38 [39 [40 [40 [07 [069[ 055063066019 02101802 |02
5 |48 |43 (46 49|47 [41 [39 |38 |41 [40 [069 |06 |056| 065067 |02 |019 01902 |021
6 |49 |47 (45|51 (4930 |39 [36 [40 [41 [063[ 06306 |[067 06402 [019][018019]02
7 |5 [48[46|5 [5 |38 |38 |37 |40 [39 [065| 065|049 | 068 065|021 |02 |019 02102
8 [49|5 [47 494930 |41 [36 [39 [39 [07 [068|054|07 [067 019019017 [02 |02
g9 |53 |49[45[49[48 |40 |40 [38 [40 [40 [062] 066 051|064 07 [021|021[019[02 [02
10 |52 |53 [46 |48 [47 |41 [40 [36 [41 [41 [07 [07 [053 [ 06506802 [02 [018]019 019
11 |53 [49 [44 |49 |5 |39 [41 [39 [40 [39 068|071 [ 054|067 069|019 02101902 |02
12 |51 |5 [43 |5 [51[39 |42 [38 [39 (40 |[065| 072|059 069 |07 |02 [019 018021 |021
13 |49 |51 [46 |51 [49 |42 [41 [37 [38 [39 [069 06906 [063]071[021[02 [017[ 01902
14 |46 |52 [43 |5 [47[41 |40 [36 |39 (38 |08 | 073|059 | 064|068 |02 [021 01802 |021
15 |47 |53 46 |49 48|41 [42 [38 [40 [37 [07 [07 [06 [066]069[018[02 [017[021 |02
16 |47 |5 [47 485 |41 [41 [39 [40 |38 [071[069 05806906802 [019]019]021 019
17 |48 |49 48|49 [49 40 [40 [38 [39 [39 [07 |07 [059 06306501802 [018][02 |02
18 |49 |5 [45|5 [51[39 [41 [37 [38 [38 [08 [076 057 | 064 063|019 02101702 |[021
19 |5 [51[47 485 |3 |3 |36 |40 |40 [ 065 | 064 058 | 066 | 0,69 | 021 |02 |017 019 |02
20 | 49 [49 (464948 |38 |39 [38 [41 [39 [062] 06606 [069[07 [02 [019[018[02 |02
21 |5 |5 [45|5 [49[3 [40 [39 [40 [38 [07 |07 |061[071 071|018 018|019 021|019
22 |52 [48 (48 |47 47 [40 [41 [36 [40 [40 [065| 064|059 069|067 |02 [019[017 019|021
23 |53 |5 [45|5 [48 |41 [39 [37 [39 [40 [062[ 064064068 065|019 |021[018 02 |02
24 |52 4946 49|46 [41 |39 [38 [40 [40 [07 | 067 |06 | 06506602102 |017 |02 |021
o5 [51 |5 [47 |48 (4741 [37 [39 [40 [39 [071[07 [062[067 |072[02 [018[018[02 [019
26 | 52 |51 |48 51|48 |40 |38 |37 |39 [40 [07 [ 06906 |068[07 [018[02 |019 01902
27 |51 (52|47 |5 |49 |42 [41 [38 [39 [40 [ 073|073 | 059 065|069 019019017 [ 021 | 021
28 |52 |53 |44 [49 |5 |41 |40 [39 |41 [40 [08 [ 079 063|067 071|021 |02 01802 |02
29 |51 |5 [46|5 [48[40 [39 [37 [39 [39 [066| 068064069 072[02 [021019]019 021
30 |53 |5 [49 |48 |47 [40 [40 [36 [40 [41 [07 [07 [06 [07 [069[02 [02 [017[02 [019
31 |52 |52 |47 49|48 [40 |38 |35 |40 [40 [071[ 071|062 | 072|064 | 021|019 018|019 |02
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32 51 |51 |46 |5 49 |40 |39 |36 |41 |39 |[075(073|065]|073]|067]|0.2 0,18 | 0,17 | 0,2 0,2
33 5 5 48 | 51 |5 41 41 37 40 39 0,73 | 0,7 063 | 0,71 | 065|019 | 0,29 | 0,17 | 0,2 0,2
34 52 | 49 52 | 46 | 42 | 40 39 |38 |08 0,76 0,7 0,64 | 0,2 0,2 0,21 | 0,21
35 5 4.8 5 45 | 38 38 39 39 0,66 | 0,63 0,69 | 0,67 | 0,21 | 0,19 0,2 0,2
36 53 | 47 48 | 4,7 | 39 38 40 40 0,7 0,63 0,7 0,7 0,2 0,18 0,21 | 0,19
37 5 5 51 (48 |37 | 39 41 | 40 | 0,75 | 0,7 0,66 | 0,68 | 0,21 | 0,19 0,2 0,2
38 49 | 49 47 | 45 | 38 30 40 39 0,7 0,69 0,65 | 0,65 | 0,2 0,19 0,21 | 0,21
39 49 | 51 52 | 46 | 40 | 41 39 |38 | 075071 0,69 | 0,66 | 0,19 | 0,18 0,2 0,2
40 48 | 48 5 41 40 39 0,69 | 0,65 0,68 0,2 0,19 0,19

41 46 | 49 41 | 39 39 | 0,71 | 0,7 021 ] 0,2

42 47 | 52 42 38 0,69 | 0,63 0,2 0,21

43 46 | 49 39 41 0,7 0,71 0,21 | 0,2

44 47 |5 41 | 40 0,64 | 0,62 0,2 0,2

45 49 | 48 42 38 0,63 | 0,63 0,2 0,2

46 | 5 40 0,65 0,19

47 49 41 0,7 0,2

48 52 39 0,68 0,19

49 |51 41 0,69 0,19

50 52 40 0,65 0,2

51 51 41 0,71 0,21
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EK:3 Etik kurul onay sayfasi
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