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1.GIRIS

Beslenme, insanlarin hayatlarini siirdiirebilmeleri i¢in en temel ihtiyaglardan
biridir. Gegmis yillardan giiniimiize degisen hayat sartlari, gelisen teknoloji gibi
nedenlerle beslenme aligkanliklarimizin oldukga farklilagtigini gorebilmekteyiz.
Glinlimiizde hem zaman darligindan, hem pratik olduklarindan, hem de c¢ekici
goriintlileri nedeniyle, lizerinde ¢ok da fazla diisiinmeden tiikettigimiz hazir

yiyeceklerle dogal besinlerden hizla uzaklasiyoruz (1, 2).

Gida katki maddeleri, tek basina gida olmayip, gidalara tiretim, depolama,
ambalajlama gibi asamalarda ilave edilen madde veya madde karisimlaridir. Gida
endiistrisi acisindan katki maddelerinin pek ¢ok yarari ve islevi olmakla birlikte insan

saglig1 iizerine olasi etkileri tam olarak bilinmemektedir.

Yapilan caligmalar gida katki maddelerinden sentetik gida boyalarmin iirtiker,
anjioddem, anaflaksi gibi allerjik reaksiyonlara yol agabildigini gostermis (3) bunun
yaninda, ¢ocuklarda davranig bozuklugu, hiperaktivite, dikkat eksikligi, algilama ve
ogrenme zaafina kadar birgok yan etkisi oldugu da gosterilmistir (3). Dr. Benjamin
Feingold yaklasik 40 yil once gidalardaki bazi kiiglik molekiillii maddelerin duyarh
cocuklarda hiperaktivite ve bazi ndropsikolojik bozukluklara yol actigini iddia
etmistir. Sonraki yillarda Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB) ile katki
maddeleri arasinda da iligski kurulmaya calisilmis ve celiskili sonuclar elde edilmistir

(3, 4).

Tanaka farkli sentetik gida boyalarini farkli konsantrasyonlarda kullanarak iki
nesil ilizerinde caligmalar yapmistir. Bu calismalar sonucunda bu gida boyalarinin
davranigsal parametreler ve Ogrenme yetileri lizerinde olumsuz etkilerini ortaya
koymustur. Bu etkiler cinsiyete ve tiiketilen madde miktarina ve boya tiiriine gore

farklilik gostermistir (5-9) .

Gebeligin 6. ayindan dogumdan birkag y1l sonrasina kadar olan kritik gelisme

doneminde Santral Sinir Sistemi (SSS) disardan gelen uyarilara daha duyarlidir. Bu



donemde gida katki maddelerine maruziyet 6grenme ve davranis {izerine olumsuz
etkilere neden olabilmektedir. Ancak bu etkilerin SSS’de hangi mekanizmalar

tizerinden gerceklestigi agik degildir.

Beyinde bellegin olusmasindaki en onemli bolge hipokampiis iken bu
olgunun en 6nemli nérotransmitteri glutamattir (10). Hipokampiiste 6grenme ve
hafizanin olugsmasinda, glutamat reseptorleri, bu reseptorlerden de 6zellikle NMDA
(N-Metil-D-Aspartat) reseptorlerinin subtipleri; NR1, NR2A ve NR2B uzun dénem
giiclendirme (Long term potentiation, LTP) ve uzun dénem baskilamay1 (Long term
depression, LTD) kapsayan ‘sinaptik plastisite’ adi verilen degisimin olusmasinda
oldukg¢a 6nemlidir (10, 11) .

Literatiirde gida boyalar1 ile ilgili birgok calisma olmakla beraber, laktasyon
doneminde gida boyalarina maruziyetin yavru sicanlarda hipokampal reseptor alt
tipleri tizerine etkileri ve Ogrenme, mekansal hafiza, anksiyete ve depresyon
diizeylerinin degerlendirildigi bir c¢alismaya rastlanamamistir. Calismamizda
laktasyon donemi boyunca ADI (Giinliik alinima izin verilen miktar - Acceptable
Daily Intake) ve NOEL (Gozlenebilen Hicbir Yan Etki Olusturmayan Doz - No
Observed Advers Effect Level) dozunda maruz kalinan sentetik gida boyalarinin
eriskin donemde sicanlarda 6grenme hizi, bellek, noérodavranis, lokomotor aktivite
tizerine ve molekiiler diizeyde bazi hipokampal reseptorler (NR1, NR2A ve NR2B)

tizerine etkisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.Gida Katki Maddeleri

2.1.1. Tanim

Katki maddesi terimi latince ‘addere’ olarak ifade edilen ‘katmak’
kelimesinden tiiretilmistir. Uluslararasi gida kodeks komisyonu (Codex Alimentarius
Commission -CAC) tarafindan verilen tanima gore Gida Katki Maddesi © tek bagina
gida olarak kullanilmayan ve gidanin tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri
olsun veya olmasin, imalat, isleme, hazirlama, uygulama, paketleme, ambalajlama,
tagima, muhafaza ve depo asamalarinda gidalara teknolojik amagla katilan ya da bu
gidalarin i¢inde veya yan iriinlerinde dogrudan ve dolayli olarak bir bileseni haline
gelen veya bunlarin karakteristiklerini degistiren maddeler’ olarak tanimlanmaktadir.
Bu tanim gidalara istenilmedigi halde bulagan kontaminantlar1 veya besleyici kaliteyi

artirmak amaciyla katilan maddeleri igermemektedir (12).

2.1.2.Tarihgesi

Gida katki maddelerinin  kullaniimas: ile ilgili tarihsel gelismeler
incelendiginde, Milattan Once (MO) 3000 yillarinda et iriinlerini kiirlemede tuzdan
yararlanildigi, MO 900 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama
yontemleri olarak kullanildiklar1 goriillmektedir. Ortagagda etlere koruyucu amagla
tuz ve tiitsiiniin yan1 sira eklenen nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve
botulizmi Onlemek amaciyla kullanildigr bilinmektedir (2, 12). William Henry
Perkin’in 1856 yilinda anilin ile caligmalarini yaparken potasyum bikromat ile
tepkimesinden c¢okelti olustugunu gordiiglinde c¢okelti rengini degistirmek adina
karisima etanol ekleyip mor rengi elde etmesi ve bu rengin ayni zamanda ipegi
boyadigini fark etmesiyle ilk sentetik boya bulunmustur (Resim 1-2) (13). Perkin’in

bu c¢alismasi yapay boyalar {izerinde yapilan ¢ok sayida ¢alismaya Onciiliikk etmistir.



Onsekizinci yiizyilda tereyagi safranla boyanmis, 19. yiizyilda da bazi boyalarin
kullanilmasi ticaret hayatina girmistir. Yiyeceklere eklenen katkilarla ilgili
arastirmalarda tathilarin kursun kromat, civa siilfat, kursun oksit, bakir arsenitle,

sekerlemelerin ise elbise boyalari ile boyandig tespit edilmistir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay
renk maddesi ile 50 dogal renk maddesini iceren listeyi onaylayarak katki

maddelerinin gida sektoriinde kullanilmasinin 6niinii agmustir (14).

2.1.3. Gida Katki Maddelerinin Giivenli Kullamim i¢in Calisan
Uluslararasi Kuruluslar

Gida Tretiminin gilivenlik yonilinden standartlastirilmas1 ve giivenli gida
tiketimi, iizerinde iyi c¢alisilmasi ve kontrol mekanizmasi olmasi gereken bir
konudur. Bu ihtiyactan yola c¢ikilarak asagidaki uluslararasi yapilanmalar

olusturulmustur.

1.CAC (Codex Alimentarius Commission - Gida Kodeks Komisyonu)

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim Organizasyonu (Food and
Agriculture Organization = FAO) tarafindan 1963 yilinda kurulmustur. Kurulusun
gorevi diinyada gida ile ilgili uygulamalarinin saglik ve teknoloji yoniinden
standartlastirilmasidir. Kodeks standartlar1 iilkeler i¢in uygulanmasi zorunlu
standartlar degildir. Ancak iilkeler ulusal standartlarin1 hazirlarken kodeks

standartlarin1 dikkate alirlar (1, 12, 14).

2. EFSA (The European Food Safety Authority - Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi )

Avrupa Birligi (AB) Komisyonu tarafindan 2002 yilinda kurulmustur.
EFSA’nin gorevi, gida zincirindeki riskleri bilimsel olarak degerlendirmek ve risk
iletisimini  saglamak, bdylece Avrupa’da giivenilir gidanin garanti edilmesine

yardimci olmaktir (15).



3. FDA (Food and Drug Administration - Birlesik Devletler Gida ve Ilag

Dairesi)

1930 yilinda kurulan FDA, yukarida belirtilen kuruluslar igerisinde en eski
kurulus tarihine sahip olanidir. Her ne kadar Amerika Birlesik Devletleri’nin ulusal
kurulusu ise de diinya iilkelerinin de referans olarak kabul ettigi bir konumdadir (1,

12, 14, 16).

4. JECFA (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives -
Gida Katkilar1 FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi)

JECFA, 1956 yilindan beri gida katki maddelerinin insan saglig1 yoniinden
degerlendirilmesi i¢in toplanan FAO/WHO ortak uzmanlar komitelerine verilen
isimdir. Bu komite gida katki maddeleri igin tiim bilimsel verileri inceleyerek
degerlendirmeler yapmakta ve ADI (Acceptable Daily Intake= Kabul edilebilir
giinliik alim miktar1) degerlerini tespit etmektedir. JECFA bugiine kadar 1500 gida
katki maddesini degerlendirmistir. JECFA, gida katki maddeleri i¢in ADI
degerlerinin yanisira, safsizlik gibi diger spesifikasyonlarin1 da belirlemektedirler

(1,14, 16, 18).

JECFA’nin raporlart CCFAC (Gida Katki Maddeleri ve Kirletici Madde
Kodeksi - Codex Committee on Food Additives and Contaminants) tarafindan
degerlendirilerek her gida iirtin grubunda sakincasizca kullanilabilecek katkilar ve iist

limitleri belirlenmekte, ve ilgili Kodeks dokiimanina dahil edilmektedir.

WHO’nilin tiim Diinya {ilkeleri tarafindan benimsenen ve imzalanan
anlagmalar1 geregi olarak, her iilke kendi ulusal mevzuatin1 hazirlarken Gida Kodeks

dokiimanlarini referans almak durumundadir.

2.1.4. Gida Katki Maddeleri ile ilgili Toksikolojik Degerlendirmeler

Gida katki maddelerinin izin siirecinde tek hedef, kullanimda insan sagliginin
korunmasidir. Bu nedenle gida katki maddelerinin kullanim izni uluslararasi ve

ulusal saglik otoritelerinin son derece dikkatli incelemesi sonucunda verilir.



Kullanimi insan sagliginin korunmasi yoniinden en siki denetim altinda tutulan

kimyasal madde grubu gida katki maddeleridir.

Her kimyasal madde doza bagimli olarak toksiktir. Gida katki maddelerinin
kullanim izni siirecinde ilk basamak “zararsizlik limitlerinin” tespitidir. Test edilecek
kimyasal madde, deney hayvanlarinda, yiiksek dozlar da dahil olmak tizere gesitli
dozlarda verilerek muhtemel tiim toksik etkiler arastirilir. Kullanilan dozun birimi
mg/kg’dir. Toksisite testlerinde oncelikle kemiricilerin kullanilmasinin nedeni, bu
hayvanlarin memeli hayvanlar grubunda olmasi, anatomi ve fizyolojilerin iyi
bilinmesi, test siiresince test kosullarinin kontrol edilebilmesi ve istatistiksel
sonuclara ulagilabilmesi i¢in yeterli sayida hayvan kullanilabilme imkanidir.
Toksisite testleri uluslararasi kuruluslarmn belirledigi ‘Iyi Laboratuvar Uygulamalar1®

(Good Laboratory Practice —GLP) kurallarina gore calisan laboratuvarlarda yapilir
(D).
Glnimiizde gida katki maddelerinin  toksikolojik degerlendirmeleri

uluslararasi boyutta ele alinmakta olan bir konu olup, s6z konusu degerlendirmelerde

akut, genetik ve farmakokinetik ¢aligmalara yer verilmektedir.

A. Toksikokinetik ¢alismalar: Incelenen katkinin, organizmada
absorbsiyonu, dagilimi, atilimi, biyotransformasyonu (viicutta diger kimyasallara

doniistimii) ve enzimler tizerine etkileri incelenir.

B. Toksisite testleri: Deney hayvanlari lizerinde akut ve kronik toksisite

testleri, 6zel toksisite testleri; teratojen, mutajen ve karsinojenik etkileri aragtirtlir.

C. Toksikolojik testler: Bu kapsaminda maddenin allerji ve tolerans
yetersizligi gibi etkilerini aragtirmak iizere insanlar {izerinde ¢alismalar

gerceklestirilir.

Toksisite test sonuglar1 uluslararasi/ulusal kuruluslarca olusturulan bilimsel
komitelerce degerlendirilerek giivenli kullanim igin uygun olan doz belirlenir.
Incelenen kimyasal madde uzun yillardir kullaniyorsa insan gruplarindan elde edilen

epidemiyolojik ¢aligma sonuglarindan da yararlanilarak giivenli doz belirlenir.



NOAEL

Toksisite test sonuglarindan elde edilen verilerden ulagilan ilk deger NOAEL’
dir. Deney hayvanlarinin ortalama yasamlarinin % 70-80’ini kapsayacak siirede test
edilen gida katkisinin, deney hayvaninda higbir yan etki olusturmayan, kilogram
cinsinden viicut agirhigr basma diisen maksimum madde miktaridir (mg / KQ).
Insanlarda giivenli olan doza ulasilabilmesi i¢in NOAEL degeri, giivenlik faktdriine
boliiniir. Giivenlik faktorii, genellikle ‘100 olarak kullanilir. Ancak gida katkisinin
toksisite verilerinde herhangi bir siipheli durum oldugunda bu deger 1000’ e kadar
cikabilir. Ya da epidemiyolojik verilerle gida katkisinin giivenligi kanitlandi ise
giivenlik faktorii 100° den kiiciik olabilir. Diger bir deyisle deney hayvanlarinda
hicbir yan etki yaratmayan dozun ylizde biri insanlarda genellikle giivenli kabul

edilmistir.
ADI

Yetiskin bir insanin kilogram cinsinden viicut agirligi basina omrii boyunca

hicbir zararli etki gérmeden tiiketebilecegi katki maddesinin mg cinsinden degeridir.

2.1.5. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katki maddelerinin smiflandirilmasi ile ilgili olarak CAC tarafindan
1979°da katki maddeleri ve bunlarin hangi gidalarda ne kadar kullanilabileceklerini

belirten bir rehber yaymlanmistir.

Tablo 1: Gida katki maddelerinin fonksiyonel siniflari, tanimlar ve alt siniflari

FONKSIYONEL TANIM ALT-SINIF
SINIF
ANTIOKSIDAN Gidada yag acilagmasi ve renk degisimleri | Antioksidan,  antioksidan

gibi oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda | sinerjisti, selat ajani
olusan bozulmalari Onleyerek raf Omriinii
uzatir.

ASIT Gidanmn asitligini arttirir veya gidaya eksi | Asitlestirici
bir tat kazandirir.

ASIT Gidanin asitligini veya alkaliligini degistirir | Asit, alkali, baz,
DUZENLEYICi veya kontrol eder. tamponlayici madde, pH




ayarlayici ajan

EMULGATOR Gidada yag ve su gibi birbiri ile karigmayan | Emiilgator, plastiklestirici,
iki veya daha fazla fazin karigmasini saglar. | yiizey aktif ajan, siirfaktan,
nemlendirme ajani
EMULSIFIYE Islenmis peynirlerin iretiminde peynir | Eritme tuz, selat ajam
EDICi TUZ proteinlerini  yeniden diizenleyerek yag

ayrigmasini onler.

HACIM ARTTIRICI | Su veya hava disindaki bir madde olup, | Hacim verici ajan,
gidanin enerji degerini belirgin bir sekilde | dolgunlastirici
arttirmadan hacmini arttirir.

ITiCi GAZLAR Gidanm iginde bulundugu kaptan disar1 | itici gaz
cikmasini saglayan hava diginda bir gazdir.

JELLESTIRME Gidaya jel olusumu ile doku kazandirir. Jellestirme ajani

AJANI

KABARTMA AJANI | Gaz agiga ¢ikararak hamurun hacmini | Hamur kabartma ajani,
arttirir. kabartma ajani

KORUYUCU Gidada mikroorganizmalar nedeniyle olusan | Antimikrobiyal koruyucu
bozulmalart 6nleyerek raf dmriini arttirir.

KOPURTME AJANI | Siv1 veya kat1 bir gida igerisinde gaz fazinin | Cirpma ajam, havalandirma
olusumunu veya tek diize bir sekilde | ajam
dagilimini saglar.

KOPURMEYI Kopiirmeyi dnler veya azaltir. Képiirmeyi dnleyici ajan

ONLEYICI AJAN

LEZZET Gidadaki mevcut tat veya kokuyu arttirir. Lezzet  arttirici,  lezzet

ARTTIRICI kuvvetlendirici

NEM VERICIi Diisiik nemlilik oranma sahip bir 1slatma | Nem/su tutma ajani, 1slatma
ajan1 islevi gorerek, gidalarin kurumasimi | ajani
onler.

PARLATMA AJANI | Gidanin dig yiizeyinde parlak bir goriiniim | Kaplama maddesi,
veya koruyucu bir tabaka olusturur. yapistirma ajani, cila

RENKLENDIRICI Gidaya renk kazandirir veya rengini onarir. | Renklendirici

RENK Gidanin rengini stabilize eder, kaliciligin1 | Renk  sabitleyici,  renk

STABILIZASYON saglar. stabilizorii

AJANI

SIKILASTIRICI Meyve ve sebzelerin dokularini sikilagtirir | Sikilastiric ajan

AJAN veya jellestirme ajanlartyla etkileserek jel

olusumunu veya jelin saglamlastriimasini
saglar.




STABILIiZOR Gidada birbiri ile karigmayan iki veya daha | Baglayici, sertlestirme
fazla fazin tek diize dagilimini saglar. ajani, nem/su tutma ajani,
kopiik stabilizori

TATLANDIRICI Gidalara seker kullanmadan tat vermeyi | Tatlandirict, yapay
saglar. tatlandirici, besleyici
tatlandirict

TOPAKLANMAYI Gidanin partikiillerinin birbirine | Topaklanmay1 onleyici
ONLEYICI yapigmasini nler. ajan, yapismay1 onleyici
ajan, kurutma ajani

UN ISLEME AJANI | Unun pisme kalitesini veya rengini korur. Agartma  ajani, hamur
diizeltici

Altug T. (2001)’den modifiye edilmistir (13).

2.2. Renklendiriciler

Gidalara renk veren veya rengini geri kazandiran, gidalarin dogal
bilesenlerini ve genel olarak oldugu gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal kaynaklar
iceren ve genellikle gidanin karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan maddeler
ayrica gida maddelerinden ve diger yenilebilir dogal kaynaklardan fiziksel ve/veya
kimyasal ekstraksiyonla elde edilen diger besleyici veya aromatik bilesenleri

icermeyecek sekilde pigmentlerin ekstraksiyonuyla olusturulan preparatlardir (17).

Renklendiriciler gerek elde olunduklari kaynaklar ve kimyasal yapilari, gerek

iiriine sagladiklar1 renkler agisindan ¢ok genis farkliliklar arz ederler.

Renklendiriciler elde edildikleri kaynaga gore siniflandirildiklarinda tice

ayrilirlar:
1. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen Boyalar:

Dogal gida boyalar bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan ekstraksiyon
veya izolasyon islemleriyle elde edilen ve herhangi bir gida iirliniine katildiginda,
bizzat kendi varlifiyla veya bu gida {iriinlinlin bilesimindeki diger baz1 6gelerle
reaksiyona girerek ona renk veren kimyasal veya kimyasal islemlerden ge¢mis boyar
maddelerdir (18). Bunlar kismen serbest halde bulunabildikleri gibi, seker (glikozit
halinde) veya proteinlerle birlesmis olarak da bulunabilirler (19).



Dogal boyalar iiretim masraflart nedeni ile sentetik iriinlere gére daha
pahalidirlar. Bir¢ogu, isleme sirasinda sentetik boyalar gibi ayni kaliciliga sahip
degildirler. Isiga maruz kaldiklarinda kolaylikla solmakta ve yiiksek 1s1 ile asitlige
kars1 diisiik direng gostermektedirler. Buna karsilik yapaylarin sonu¢ vermedigi
durumlarda dogal renk maddeleri is gormektedir (¢edar peynirine annatto katilmasi
gibi). En dnemlisi de daha saglikli olmalar1 ve tiiketici psikolojisine uymalaridir (20-
22).

Tablo 2: Dogal gida boyalari ve elde edildikleri kaynaklar

BOYA ELDE EDILDIKLERI KAYNAKLAR
Antosiyanin Uziim kabugu, miirver
Betalanin Kirmizi pancar, pazi, kaktiis meyvesi
Karamel Seker
Kantaksantin Mantar, balik, deniz yosunu
[B-apo-karotenal Portakal, yesil sebzeler
Riboflavin Siit, tereyagi, peynir
Turmerik Zerdegal

Atli B. (2010)’dan modifiye edilmistir (23).

2. Yan Sentetik Gida Boyalari

Dogal kaynaklardan elde edilen maddelere uygulanan cesitli proseslerle
tiretilirler. Ornegin klorofilin bakir kompleksi veya sodyum-potasyum tuzlari ile
sekerin yaklasik 150°C'de NaOH (sodyum hidroksit), NHOH (amonyum hidroksit)
gibi Kkatalistlerle yakilmasindan elde edilen karamel bu tanima girmektedir.
Bunlardan karamelin Tiirkiye'de endiistriyel dlcekte tiretildigi, ancak digerlerinin dis-

alim yoluyla saglandigi bilinmektedir (20).

Kantaksantin en son onaylanmis yar1 sentetik boyadir. Cok yiiksek dozlarda
uzun slire alinan kantaksantin'in g6z retinasinda degisiklik yaparak, gorme

bozukluklarina yol a¢tig1 belirtilmistir (21).
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3. Sentetik Gida Boyalari

Kimyasal yapilar1 itibariyle dogada bulunmayan ancak kimyasal sentez
yoluyla iiretilebilen renk maddeleridir. Bunlara ‘komiir katrani’ boyalar (coaltar
dyes) da denilmektedir. Ciinkii hemen hepsinin sentezinde baslama maddesi komiir
katranidir. Biiylik gogunun yapisinda -(N = N)- grubu bulundugundan bir kismi1 azo
boyalar olarak da taninirlar. Bunlara 6rnek olarak tartrazin, amarant ve ponceau 4R

verilebilir.

Dogal renklendiricilerle kiyaslandiginda renk verme giigleri, renk araliklari,
dayanikliliklari, kullanim kolayliklar1 ve fiyat uygunluklart gibi faktorler agisindan
istiinliik saglamaktadirlar. Yiiksek oranda suda ¢ozlinme kapasitesine sahiptirler.
Pek cogu 1s1ya, 1518a, asitlere, alkalilere ve koruyucu maddelere karsi dayaniklidir.
Bu nedenle raf omiirleri de uzundur (24). Sentetik boyalarin timi Tiirkiye'ye ithal

yolu ile girmektedir (20).

2.2.2. Gida Boyalarinin Kullanim Alanlari

Icecekler: Gida maddeleri agisindan bakildiginda alkolsiiz igecekler
endiistrisinde renk maddeleri kullanimi oldukga yaygindir. Meyve aromali pek ¢ok
icecekte de yapay renklendiriciler kullanilirken kola ve biralar karamel ile

renklendirilmektedir.

Sekerli Uriinler: Oldukca genis bir renk araligina sahip olan sekerleme
tirlinlerinin  renklendirilmesinde kullanilan renklendiricilerin sekerin kaynama
sicakliklarmma (150°C), lezzet verici maddelere, seker ve glikoz gruplarindaki
(Kiikiirt dioksit) konsantrasyonuna karsi stabil olmalar1 gerekmektedir. Karmoisin,
Ponceau 4R, Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow ve Tartrazin sekerlemelerde en
cok kullanilan yapay renklendiricilerdir. Cikletlerde, bonbon tipi sekerli tablet ve
drajelerde yapay renklendiricilerin agizda renk birakmalar1 nedeni ile bu tip

tirtinlerde suda ¢6ziinmeyen lake renklendiricilerin kullanimi 6nerilmektedir.
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Pastacihk Uriinleri: Kekler, biskiiviler, gofretler ve hububat iiriinlerinde
oldugu gibi, renklendiricilerin pisirme sirasindaki yiiksek sicakliklara (250°C),
karbondioksite ve bazi durumlarda alkali kabartma tozlarma karsi renk
stabilitelerinin yiiksek olmasi1 gerekmektedir. Hamurlarin yiiksek nem igerigi
nedeniyle renklendirici katilmasinda ¢ok fazla problem ortaya ¢ikmamaktadir. Yine
pasta siislemede kullanilan renkli sekerler, pudra sekerine laklarin kuru halde

katilmasiyla elde edilirler.

Siit Uriinleri: Siit iiriinlerinde kullamlan renklendiricilerin pastdrizasyon
sicakliklarina ve 1518a karsi stabilitelerinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Karmoisin,
Ponceau 4R, Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow, Tartrazin, Eritrosin ve Indigo
Karmin siit iiriinlerinde siklikla kullanilan yapay renklendiricilerdir. Dondurmalarda
renklendiriciler sivi formda pastorizasyondan hemen sonra katilmaktadirlar.
Cogunlukla biitiin dondurma cesitlerinde yapay renklendiriciler kullanilmaktadir.
Peynirlerde ise yapay renklendiriciler yeterince stabil olmadiklarindan anotta ve B-
karoten gibi dogal renklendiriciler tercih edilmektedir. Ayni sekilde margarin ve

tereyag1 endiistrisinde de B- karoten ve yagda ¢oziinen anotta tercih edilir.

Et Uriinleri: Et ve balik iiriinlerinde kullanilacak renklendiriciler elde
edilecek iirliniin islem kosullarina uygun olarak kullanilmalidir. Karmoisin, Ponceau
4R, Allura Red, Tartrazin ve Eritrosin bu amagla kullanilabilecek en uygun

renklendiricilerdir.

Konserve Gidalar: Konserve edilerek iiretilen gidalarda kullanilacak renk
maddelerinin yiiksek sterilizasyon veya pisirme sicakliklarina ve asidik ortam
kosullarina kars1 dayanikli olmasi gerekmektedir. Karmoisin, Ponceau 4R,
Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow, Red 2G ve Indigo, Karmin konserve

meyvelerde en ¢ok kullanilan yapay renklendiricilerdir.

Toz Karisimlar: Kuru toz icecekler, tatlilar, krema tozu, ¢orbalar ve soslarda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip, 1s18a dayanikli renklendiricilerin = kullanilmalari
gerekmektedir. Bu tip gidalarda kullanilan renklendiriciler orta dereceli 1s1l islemlere
kars1 stabil olmalidir. Karmoisin, Ponceau 4R, Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow

ve Tartrazin en sik kullanilan yapay renklendiricilerdir (23).
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2.3. Ogrenme ve Hafiza

2.3.1.0grenme

Cevreden gelen uyarilarin degerlendirilmesi ve uygun davraniglarin
gelistirilmesi, 6grenme yoluyla olmaktadir. Ogrenme, belli durumlar ve sorunlar
karsisinda tepki ve davranis olusturma ve gerektiginde bunlar1 degistirip yenilerini

edinebilme yetenegidir.

Ogrenme ile beyin hiicreleri arasindaki iliskiyi inceleyen arastirmacilar
O0grenme siireci sonucunda noronlarda yeni akson iplik¢iklerinin olustugunu iddia

etmektedirler. Buna gore, her 6grenme yeni sinaptik aglarin olusmasi demektir (25).

2.3.2. Hafiza

Hafiza 6grenilen bilgilerin daha sonra ¢agirilacak bir sekilde depolanmasidir.
Bu depo islemi ise sinapslarin gorevidir. Belirli tiplerdeki duysal sinyalleri geciren

sinaps dizileri, ayn1 sinyalleri bir dahaki sefere daha kolay iletme yetenegi kazanirlar.

Bellegin, bilgiyi isleme ve yorumlamada (Information-Processing Model)
farkli asamalar kat ettigi bilinmektedir. Bunlar: duygusal kayit, kisa siireli bellek

(¢alisan hafiza) ve uzun siireli bellektir (26).

1. Duygusal Kayit: Cevre ile etkilesim halinde bulunan birey, duyu
reseptorleri vasitasiyla devamli kendine gelen uyaricilart algilar. Bireyin gordiigii,
isittigi, duydugu, tattigi ya da hissettigi seyler duygusal kayitin igerigini
olusturmaktadir. Bu hafizanin kayit hizi bir milyon/saniye olarak belirtilmektedir
(27). Oldukga biiyiik bir kapasiteye sahip olan duygusal kayit ne yazik ki bu kaydi
saniyeler sonra kaybeder. Gorsel bilgi 1 saniyeden az, dokunma ile ilgili bilgi 2-3
saniye, isitsel bilgi 4 saniye sonra kaybedilmektedir. Ancak yeterli dikkatin
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harcanmas1 durumunda duygusal kayittaki bilgilerin kisa siireli bellege aktarilmasi

miimkiin olabilmektedir (26).

2. Kisa Siireli Bellek (Primer bellek — Short term memory): Diisiinmenin
cogunun ve bilgi islemenin gerceklestigi kisa siireli bellek, bellegimizin en fazla is
goren bolimii olarak kabul edilmektedir. Gelen bilgiyi goriintiilemesi ve sinirh
kapasite ve siirece sahip olmasi en belirgin Ozellikleridir. Kisa siireli bellekte
bilgilerin ¢ogu ses olarak saklanmaktadir. Bu bellekte tutulan bilginin miktar1 ve

bilginin tutulma siiresi yasa gore degismektedir.
Kisa siireli hafiza iki alt bilesene ayirilir:

» Cok kisa siireli hafiza (Immediate memory): Bilginin alindig1 andan itibaren
akilda aktif bir sekilde tutulmasindan sorumlu sistemdir. Su anki dikkatimizin
odaklandig1 bilgiyi tutar. Kapasitesi ¢cok azdir, tekrarlama yapilmadigi
takdirde 30 sn’den kisa siirelidir.

» Calisan hafiza (Working memory): Cok kisa siireli hafizadaki bilgi etkin bir
sekilde tekrarlanirsa, bellekte tutulma siiresi arttirilabilir (dakikalarca). Cok
kisa siireli hafizanin bu sekilde uzatilmis haline ‘calisan hafiza’ adi

verilmektedir (28, 29).

Kisa siireli bellege gelen bilgi i¢in ii¢ alternatif bulunmaktadir. Bilgi ya
thmal edilir (unutulur), ya tekrar edilerek kisa siireli hafizada tutulur ya da tekrarlama
ile daha onceki bilgilerle birlestirilerek uzun siireli bellege transfer edilir. Kisa stireli
bellegin isleyisinde ndron gruplar1 arasindaki uyar1 devreleri 6n plandadir. Kisa
stireli bellekteki bilgiler bir siire hipokampiiste saklandiktan sonra uzun siireli bellege

aktarilmaktadir (26, 30).

Calisan hafiza, bilgiyi kalici hafizaya (uzun siireli hafiza) aktarmak icin
gerekli islemlerin, ¢agrisimlarin, iliskilerin yapildigr bolimdiir. Calisan hafizadaki

bilgi belli bir siire kalir ve gerekli islemler yapilmadig: takdirde kaybedilir.

Calisan hafiza, mekansal ve mekansal olmayan hafiza olarak iki ayr1 sekilde

degerlendirilir.
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»  Mekansal hafiza, canlinin gevresiyle ilgili duyusal verileri kullanarak
cevresel konum ve oryantasyon bilgisinin kaydedilmesini ifade eder.
»  Mekansal olmayan hafiza ise daha ¢ok objelerin, yiizlerin, sayisal ve

anlamsal ifadelerin hatirlanmasiyla ilgilidir.

Yakin zamanlarda yapilan arastirmalar kisa siireli bellegin, beyinde yeni
sinapslarin olugmasi gibi yapisal degisiklere bagli olmadigini, beyindeki elektriksel
ve kimyasal olaylara bagli oldugunu ifade etmektedir. Kisa siireli bellegin bilgileri
depolama siiresi milisaniyelerle Ol¢iiliirken uzun siireli bellekte anilarin kalis stiresi

sonsuzdur (28).

3. Uzun Siireli Hafiza (Long term memory— LTM): Edinilen bilginin
yillarca, hatta yasam boyu depolandig1 hafiza tiirtidiir.

2.3.3. Hafiza ve Ogrenmenin Hiicresel Mekanizmasi

Hiicre govdesi uyarildiginda olusan elektrokimyasal sinyaller, akson
sayesinde sinir ucuna hizla iletilir. Elektrokimyasal sinyal sinir ucuna geldiginde,
buradaki mesajc1 (norotransmiter) molekiiller sinir ucundan baglanti bosluguna yani
sinaps araligina salgilanir. Sinaps bosluguna gegen molekiiller diger hiicrenin
uyarilmasina yol acar. Bu sayede bir hiicrede olusan sinyal deta dalga seklinde diger

hiicrelere yayilir.

Hiicreler arasindaki sinyal iletim giici ve yonii hiicreler arasi baglanti
sayisina, mesajct molekiillerin miktarina, tiiriine, salgilanma hizina ve bu
molekiillerin diger hiicreye yapisma sayisina gore degisir. Bu unsurlar temelde
genetik olarak belirlenmis olsa da zaman igerisinde onemli degisiklikler gosterir.
Beyne ulasan uyaranlara ve viicudun ihtiyaglarina gore, beyin sinirler arasindaki
baglant1 sayisini, salgiladigi mesajci molekiill miktarmi veya tiiriinii degistirmek
suretiyle sinyal iletim giiclinii ayarlar. Beyinde siirekli devam eden bu degisime,
esneklik anlamina gelen “plastisite” denir. Beyin plastisitesi, 6grenme ve hafizanin
temel mekanizmasini olusturur. Yeni bilgiler 6grenirken beyindeki sinir hiicrelerinin

sayis1 artmaz, ancak baglanti sayisi ve sinyal ileti giicii degisir. Baglant1 sayis1 ve
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giicii, 0 sinirlerin uyarilma sikligiyla orantilidir. Siirekli uyarilan sinirler arasindaki

baglantilar artarken, kullanilmayan baglantilar zayiflayarak kopar.

2.3.4. Beynin Hafiza Bolgeleri ve Hipokampiis

Ogrenme ve hafiza konusunda ilk bilimsel deneyler 1885 yilinda Herman
Ebbinghause, bir ka¢ yil sonra da Ivan Pavlov ve Edgar Thorndike tarafindan
yapilmistir. Pierre Paul Broca adli bir bilim insan1 1863 yilinda beynin belli bir

bolgesindeki hiicre kaybinin konusma islevinin kaybina yol agtigin1 géstermistir.

Siddetli epilepsi nobetleri geciren bir hastada tedavi amaciyla beynin orta
bolgesindeki bir bolgenin ¢ikarilmasi, hafiza ve 6grenme konusunda yeni bir ¢igir
acmustir. Hipokampiisii ¢ikarilan hastanin epilepsi ndbetleri gecmis ve diislinme
yetisinde belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Buna karsin hasta kahvaltida ne
yedigini dahi hatirlamiyor, hastanede yolunu bulamiyordu. Uzun yillardir tanidig
doktorunu, ge¢miste olan olaylar1 hatirhyor ancak yakin zamanda olan olaylar
kesinlikle hatirlamiyordu. Ek olarak bu hasta yeni seyler Ogrenemiyor ancak
gecmiste Ogrendiklerini uygulamakta zorluk ¢ekmiyordu. Bu tecriibe bilim

insanlarina hafizanin merkezi ve tiirleri hakkinda 6nemli ipuglar1 vermistir (31).

Daha sonraki yillarda yapilan hayvan deneyleri ve cesitli goriintiileme
teknikleri sayesinde beynin 6grenme ve hafizadan sorumlu bolgeleri biiyiik dlglide
belirlenmistir. Beyin tarafindan algilanan bilgiler ilk olarak hipokampiis
komsulugundaki bolgelere gonderilmektedir. Daha sonra buradaki bilgiler
hipokampiise gonderilir. Sag hipokampiisteki hasar yon bulma hafizasina, sol
hipokampiisteki hasarlar ise kelimeler, nesneler ve insanlarla ilgili hafizaya zarar
verir. Ancak her iki durumda da kisa siireli hafiza etkilenir, uzun siireli hafizaya zarar
gelmez. Bu nedenle hipokampiisiin uzun siireli hafizanin ilk basamaklarinda gorev
aldig1 distiniilmektedir. Hipokampiiste degerlendirilen bilgiler eger uzun siireli

hafizada saklanacaksa kortekse gonderilir.

Hipokampus, bir gri cevher tabakasi olup, lateral ventrikiiliin alt boynuz

taban1 boyunca uzanir. Hipokampus ve ona baglh temporal lob yapilari; serebral
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korteks, amigdala, hipotalamus, septum, mamiller cisimler gibi temel limbik sistem

bolgeleriyle sayisiz indirekt baglantilar gosterir ve “hipokampal formasyon” adini

alir (32, 33).

Hipokampus, seklinden dolayr Cornu Amonis (Ammon Boynuzu) olarak da
adlandirilir ve bas harflerini temsilen CA olarak da ifade edilebilen hipokampus,
hiicre yapisindaki farkliliklardan dolayr CA1l, CA2, CA3 ve CA4 seklinde farkli
alanlara bolinmistiir. Bunlardan CA1 subiculuma, CA4 ise gyrus dentatusa yakin
olan alandir (33).

Noral bilginin iglenmesinde hipokampusun her bir bolgesinin ve bdlgeler
aras1t baglantilarin rol oynadigi bilinmektedir. Hipokampal agin omurgasini EK
(entorinal korteks), DG (dentat girus), CA3 ve CAl arasindaki baglantilar1 igeren
trisinaptik devre olusturur (Sekil 1). DG, hipokampusta anahtar konumdadir.
Kortikal girdiler hipokampusa DG’den girer. EK’den gelen uyarilar glutamaterjik
eksitator sinaptik baglantilarla DG graniiler hiicreleri dendritlerine yayilir (perforan
yol). Trisinaptik halkanin ikinci yolu DG’nin CA3 ile yaptig1 sinaptik baglantidir.
DG graniiler hiicrelerinin aksonlart CA3’teki piramidal hiicrelerle yosunsu lifler
araciligiyla seyrek fakat giiclii baglantilar yapar. CA3 piramidal noronlarindan
Schaffer kollateralleri ile CAl piramidal noronlarinin dentritlerine yayilim ile
trisinaptik yol tamamlanir (34). CA3’ten DG’ye geri donen baglantilar disinda CA3
piramidal noronlarin akson kollaterallerinin kendi kendini kuvvetlendiren rekiirran
baglantilar1 bulunur. Ayrica EK’den aksonlar CA1’e de yayilir. CAl’den ya direkt
olarak cesitli kortikal alanlara (prefrontal, anterior singulat, orbitofrontal gibi) ya da
EK iizerinden bu alanlara projeksiyon vardir; yani CAl hipokampustan c¢ikis
bolgesidir. Boylece beynin gesitli kisimlarindan bilgi EK iizerinden hipokampusa
gelir, islenir, konsolide edilir ve biitiin beynin aktivitesini etkilemek icin EK’ye geri

doner (34).

Perforan yol ile DG’ye ugramadan CA3 ve CAl’e giden baglantilar ise geri
cagirma sirasinda baskindir. DG’den yosunsu liflerle CA3’e giden projeksiyonlarin
yeni ve ayirict kodlarin yaratilmasinmi ylirittiigiine ama yeniden aktivasyon igin
gerekli olmadigina dair kanitlar vardir. CA3’teki rekiirren baglantilar sayesinde CA3

kendisine sunulan bilgilerin kuvvetlenip depolanmasimi saglar ve EK’den gelen
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aktivasyona dayanarak kayitli paternleri geri ¢agirma goérevi goriir (35). DG’un geri
cagirmadan ziyade konsolidasyonda rolii oldugunun bir bagka kaniti da hipokampal
yosunsu lif sinapslar1 inaktive edildiginde spasyal hafiza olusumu bozulurken Morris

Su Labirenti’nde geri ¢agirmanin bozulmamasidir (36).

CA1

Entorinal
Korteks

Sekil 1: Entorinal korteks ve hipokampiis arasindaki sinyal iletimi

Kaptan Z, Uziim G (2016)’dan modifiye edilmistir (37).

Ogrenilmis bilginin uzun siireli hafizaya atilirken konsolide edilmesinde
hipokampus gereklidir. Hafiza yalnizca kisa bir siire i¢in hipokampusta depolanir.
Daha sonra sistem konsolidasyonu adi verilen bir siiregle diger beyin yapilarina
(medial prefrontal korteks, orbitofrontal ve anterior singulat korteks gibi neokortikal
yapilar) aktarilir (38). Devam eden nérogenezin, bilgiler hipokampus disinda kortikal
yapilarda depolandikca hipokampustaki eski bilgilerin temizlenmesine ve bdylece
hipokampusta yeni bilgilerin depolanmasina olanak saglayan aktif bir siire¢ oldugu

diistiniilmektedir (34).

2.3.5. Hafizada Mesajc1 Molekiiller ve Glutamat

Mesajc1 molekiiller, sinir hiicrelerinde olusan elektrokimyasal sinyallerin diger
hiicrelere iletilmesini saglar. Mesajcilar sinir uclarinda iiretilir ve depolanir. Sinir
hiicresi uyarildiginda, sinaps araligina bir veya birden ¢ok mesajct yollanir. Her

mesajcinin baglandig1 ayri bir algilayict ve ilettigi ayr1 bir mesaj vardir. Mesajcilarin
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¢ogu, tek bir amino asitten veya 8-30 amino asitin birlesmesinden olusan protein
yapisindaki molekiillerdir. Glutamat, glisin, aspartat ve GABA (Gamma
aminobiitirik asit) amino asit olan mesajcilardir. Mesajc1 molekiillerin bazilari
uyarici, bazilar1 ise baskilayici etki gosterir. Asetilkolin, noradrenalin, serotonin,
histamin, dopamin, glutamat ve aspartat uyarici, GABA ve glisin ise baskilayici

mesajcilardir.

Eksitator amino asitler beyinde bol miktarlarda bulunmaktadirlar. Memeli
beynindeki ndronlarin %50'si norotransmitter olarak glutamati kullanmaktadr.
Glutamat, beyinde en bol bulunan eksitator amino asit ndrotransmitterdir ve 6grenme
ve hafizayla iliskili olan O6nemli bir mesajcidir. Bu molekiil, sinapslarda olusan
uyarmin giderek daha fazla giiclenmesini saglar. Yani sinirde olusan her sinyal diger
siniri, giderek artan siddette uyarmaya baslar. Sinir ileti giiciinde uzun siireli artma

(LTP) hafizanin kalic1 olmasini saglar.

Glutamat iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak etkisini
ortaya ¢ikarir ( Sekil 2) (39, 40).

1. Iyon kanallari ile eslesmeli iyonotropik glutamat reseptorleri:
e NMDA
e a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit (AMPA)
e Kainat reseptorleri (KA) olarak siniflandirilirlar (41).

2. Metabotropik glutamat reseptorleri: G proteinleri ile eslesmeli olan ve goreceli
olarak daha yeni glutamat reseptorleridir (mGlu) ve 8 farkli alt tipi tanimlanmistir
(Sekil 13). Sekiz adet olan bu metabotropik glutamat reseptorii aminoasit
dizilisleri, reseptore baglanmalari, etkileri ve farmakolojik 6zellikleri gbz Oniine

alinarak ti¢ grupta incelenmektedir (42).
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Sekil 2: Glutamaterjik néronlar ve reseptorleri.

PLC: fosfolipaz C, A.C: adenil siklaz, IP3: inozitol trifosfat, DAG: diagilgliserol, AMPA: a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-isoxazolepropionik asit, KA: kainat reseptorleri, NMDA: N-metil D-aspartat
reseptorleri, mGIluR: metabotropik glutamat reseptorleri. Tural U, Onder E (2002)’den modifiye

edilmistir (43).

2.3.6. NMDA Reseptorleri

Merkezi sinir sisteminde yer alan NMDA reseptorii, eksitator L-glutamat
reseptOriiniin  biiylik bir alt sinifin1 olusturur. NMDA reseptorleri esansiyel ve
modiilator alt birimlerin heterolog kompleksidir. Reseptér kompleksinde herbiri
spesifik etki saglayan yedi NMDA reseptor alt birimi tanimlanmustir (44). Once NR1
alt birimi tanimlanmis ve bunu dort tane NR2 alt birimi (NR2A, NR2B, NR2C,
NR2D) ve iki tane NR3 alt biriminin (NR3A ve NR3B) tanimlanmasi takip etmistir
(44-46). NMDA reseptorleri beyinde yaygin olarak bulunmasina karsilik en yiiksek
diizeyde hipokampiisiin CA1 bolgesinde bulunmaktadir.

NR1: Glisin baglayict bolgeyi icerir. 105,5 kDA agirliginda, 938 aminoasitten
meydana gelmistir. NR1 reseptor alt tip ekspresyonu SSS’nde hemen jemen her
yerde bulunmaktadir. Ekpresyonunun sigan embriyosunda gestasyonun 14. giiniinde

baslayip dogum sonrasi 3. haftaya kadar arttig: tespit edilmistir.
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NR2: Glutamat baglayict bolgeyi igerir. 4 alt birimi bulunur.

NR2A: Beyinde postnatal eksprese edilir. 165.5 kDA agirligindadir ve 1464
aminoasitten meydana gelmistir. Ekspresyonu igin yilizeyde NR1 N-terminalinin
bulunmasi gereklidir. NR2A mRNA’s1 tim beyinde yaygin olarak bulunur. Fakat

serebral korteks, hipokampiis ve serebellumda daha yogun bulunmaktadir.

NR2B: Tim embriyonik beyinde ayrica embriyonik ve neonatal Kkardiyak
myositlerde eksprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde eksprese edilir. 165,9
kDA agirhiginda ve 1482 aminoasitten olusmaktadir. Ekspresyonu 6n beyinde,
serebral korteks, hipokampiis, kaudat ve putamende segici olarak yiiksek diizeyde

bulunmaktadir.

NR2C: Postnatal olarak serebellumda eksprese edilir. 135,4 kDA agirhi§indadir ve
1239 aminoasitten olusur. Ekspresyonu serbellumda dominant iken, talamusta ve

olfaktor bulbusta daha az orandadir.

NR2D: Diensefalon ve beyin sapinda embriyonel ve neonatal olarak eksprese
edilir.142,9 kDA agirligindadir ve 1323 aminoasitten olusur. Ekpresyonu orta beyin
ve arkabeyinde yiiksek iken; talamus, olfaktdr bulbus ve beyin sapinda da diisiik

diizeydedir.

NR3: Silik fonksiyon gosterir. NR3A ve NR3B olmak {iizere iki ¢esittir. NR3A nin
ekpresyonu serebellum hari¢ korteks, hipokampiis, orta beyin, arkabeyin ve spinal
korddadir (47-49).

NR1 alt birimi reseptdr islevi i¢in gereklidir ve bu nedenle en az bir NR1 alt
biriminin reseptor kompleksine dahil olmasi zorunludur. NR1 en azindan bir NR2
(A-D) alt birimi ve daha seyrek olarak bir NR3 (A,B) alt birimi ile birlesir. Bu
benzersiz heterolog yapi, bireysel biyolojik ve farmakolojik 6zellikler gosteren farkli
hetoromerlerle sinir sisteminin esnek modulasyonuna biiyik bir potansiyel

saglamaktadir (44).
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Poliamin
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Glutamat \ /
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Sekil 3: NMDA Reseptoriiniin Yapist (Atila S, Alagoz Z (2010)’dan modifiye
edilmistir) (50).

NMDA reseptorlerinde ¢esitli baglanma bolgeleri bulunmaktadir;
1. Agonist (NMDA, glutamat vb.) baglama bolgesi

2. Mg*? baglanma bolgesi

3. Glisin baglanma bolgesi

4. Poliamin baglanma bdlgesi

5. Cinko baglanma bolgesi

6. Antagonist tanima ve baglanma bolgesi

7. Katyon secici kanallar (Na*, K, Ca+2)

Agonist baglanma bdolgesi; NMDA, glutamat ve diger agonistler ile
reaksiyona girerek iyon kanalinin agilmasini saglar. Ancak kanaldan iyon akisinin
saglanabilmesi icin kanalin i¢inde yer alan Mg*#un baglanma bolgesinden ayrilmasi
gerekir. Istirahat membran potansiyelinde (-70 mV) iyon kanalmi bir tikag gibi
kapatan Mg blogu, membranin depolarize (AMPA ve Kainat reseptorleri ile) olmasi
ve membran potansiyelinin (-30 mV) diizeylerine gelmesi sonucu elektrostatik etki

ile baglanma bolgesinden ayrilir ve kanaldan iyon akisina izin verir (51-53).
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Merkezi sinir sisteminde inhibitér norotransmitter olan glisin, kanalin

acilmasi i¢in bir kofaktor olarak ekstraselliiler ortamda bulunmalidir (52).

Poliamin baglanma bolgesine spermin ve spermidin baglanarak glisine benzer

sekilde reseptoriin aracilik ettigi yaniti artirir (53).

Cinko baglanma bolgesi, inhibitor etki gosterir ve blokaji ise voltaj

bagimlidir.

Antagonist baglanma bdlgesi kanal kompleksinin alt boliimiindedir ve
antagonistin (fensiklidin, MK-801 vs.) bu bdlgeye baglanabilmesi i¢in oncelikle
agonistin reseptore baglanmis ve aym zamanda Mg*? blogunun ortadan kalkarak
kanali agmis olmasi gerekir. Bu etki agonist bagimli olmakla birlikte yarismasizdir
(nonkompetetif). Yarigmali antagonistler ise agonist baglanma bolgesi igin glutamat
ile yarisirlar (51, 53).

NMDA reseptorleri ile ilgili yapilan ¢alismalardan birisi de ‘protein kinaz
C’(PKC) ile ilgilidir. Yavas 6grenen fare mutantlarinda daha diisiik PKC seviyeleri
saptanmistit. PKC  fosforilasyon yoluyla NMDA'nin aktivitesini  arttirir.
Fosforilasyon Mg tarafindan NMDA'nin bloke olmasini azaltir ve Ca akisini artirir.
Sonugta PKC tarafindan proteinlerin fosforilasyonu norotransmitter salinimini arttirir

ve K kanallar1 araciligiyla K akigini azaltir.
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3. GEREC VE YONTEM

Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan 4676-D2-16 Proje numarasi ile desteklenen calismamiz, SDU Tip
Fakiiltesi Hayvan Uretimi ve Deneysel Arastirma Merkezi ve Biyokimya Anabilim
Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismamiz, SDU Tip Fakiiltesi
Hayvan Etik Kurulundan, 7 Ocak 2016 Tarih ve 07 sayili karar1 ile onay alinarak etik

kurallarina uygun bir sekilde yapilmistir.

3.1. Gereg

3.1.1.Deney Hayvanlari

Bu calismada Wistar Albino cinsi toplam 18 adet disi gebe sigcan
kullanilmistir. Deney boyunca sicanlar standart 1s1k (12 saat aydinlik/ 12 saat
karanlik) ve 1s1 (23 °C) kosullarinda yasatilmis, yeteri kadar su ve yem ile

beslenmistir.

Siganlar Kontrol (K, n=6), ADI dozu (ADI, n=6) ve NOAEL dozu (NOAEL, n=6)
olmak {izere ii¢ gruba ayrilmistir. Gebe siganlar dogum yaptiktan sonra deneye

baslanmistir.

3.1.2. Gida Boyasi

Kullanilan gida boyalar1 icin belirlenen ADI ve NOAEL dozlar1 temel
alinarak (Tablo 3) her bir sicanin agirligina gore giinliik alabilecegi maksimum doz
hesaplanmistir. Hesaplanan dozlarda dokuz gida boyasi bir karigim halinde i¢gme
suyunda ¢ozdiiriiliip gavaj emzirme donemi boyunca verilmistir. Deney gruplarinda
gida boyasi verilen anne siganlarla es zamanli olarak emzirme donemi (21 giin)
boyunca kontrol grubundaki annelere ayn1 hacimde her giin igme suyu gavaj yoluyla

verilmisgtir.
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3.1.2.1.Calismamizda Kullamlan Sentetik Gida Boyalar1 ve Ozellikleri

Tartrazin (E102)

NaOOC

N
— N\
N —Q_ SO;Na
NaO;S—@—N =N/ <OH

Resim 1: Tartrazin Sekil 4: Tartrazinin yapisal formiilii (54)

Diger isimleri: C.I. Food Yellow 4;
FD ve C Yellow No. 5
ADI ve NOAEL Dozu: 7,5 mg/kg/giin - 750 mg/kg/giin

Kimyasal Ozelligi: Tartrazinin suda c¢oziinen en az miktar1 % 85 iken suda
¢oziinmeyen madde miktar1 en ¢ok % 0,2° dir. Toz ve graniil halinde portakal

rengindedir.

Metabolizmasi: Tartrazinin rat ve tavsan calismalarinda oral verildiginde %64-96
oraninda idrarda degismeden atildig1 tespit edilmistir (55). Intravendz uygulamada

ise safra atiliminin %1 oraninda belirlenmistir (56).

NaOs$ N=N @
£
SO,Na

Resim 2: Sunset Yellow F.C.F. Sekil 5: Sunset Yellow F.C.F.’nin yapisal formiili
(57)

Sunset Yellow F.C.F. (E110)
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Diger isimleri: C.l. Food Yellow 3
FD ve C Yellow No. 6
Crelboranges

Kimyasal Adi: Disodium 6-hydroxy-5-(4-sulfonato-phenylazo)-2- naphthalene-

sulfonate
ADI ve NOAEL Dozu: 2,5 mg/kg/giin - 250 mg/kg/gilin

Kimyasal Ozelligi: Toz ve graniil halinde ve kirmizi-portakal rengindedir. Asitlerle
reaksiyona girdigi zaman rengi degismez. Kalay kloriir ilave edildigi zaman Sunset
Yellow F.C.F ¢ozeltisinin rengi 2 dakika ig¢inde acilir. Sodyum perborat eklendiginde
ise ¢ozeltinin portakal rengi koyulasir. Suda ¢oziinen en az miktar1 % 85' dir. Eser

miktarda etanolde ¢Oziiniir.

Metabolizmasi: Yapilan c¢aligmalarda karaciger enzimlerinden ziyade intestinal
bakteriler tarafindan pargalandigi belirlenmistir (58). Biiyiik kismi fegesle atilirken
az miktarda idrarla da atilmaktadir. Ayrica sunset yellow FCF’nin faz I ve faz II

enzim metabolizmasi tizerinde de etkili oldugunu gosterilmistir (59).

Ponceau 4R (E124)

OH

NaO;,VS. N=N—)
O Na0OS O

SO;N&

Resim 3: Ponceau 4R Sekil 6: Ponceau 4R ’nin yapisal formiilii (60)

Diger isimleri: C.l. Food Red 7

Cochineal Red A

26



New Coccine

Kimyasal Adi: Trisodium-2-hydroxy-I-(4-sulfonato-I-apthylazo)naphthalane-6.8-
disulfonate-

ADI ve NOAEL Dozu: 4 mg/kg/giin - 70 mg/kg/giin

Kimyasal Ozelligi: Kirmizims: toz graniil halinde bulunur. Suda ¢dziiniir nitelikte

olup etanolde ¢ok az ¢ozlinmektedir.

Metabolizmasi: Biiyiikk kismi fegesle az miktarda idrarla atilmaktadir. Cok az

miktarda intestinal hiicrelerden emilmektedir (61).

Indigotin (E132)

O 0
) I SO;N
& c 31N
O G Eeh &1
C=
NH” N\ NH
Resim 4: Indigotin Sekil 7: indigotinin yapisal formiilii (62)

Diger isimleri: C.l. Food Blue 1

FD ve C Blue No. 2

Indigo Carmine
Kimyasal Adi:  Dissodium 3,3'-dioxo0-2,2'-bi-indolyli=dene-5-5'-Disulfonate
ADI ve NOAEL Dozu: 5 mg/kg/giin - 500 mg/kg/gilin

Kimyasal Ozelligi: Mavi renkli ve toz halindedir. Suda ¢bziiniir, etanolde eser
miktarda ¢6zlniir.

Metabolizmasi: Intravendz uygulama sonrasi 6 saat iginde verilen miktarin %63’ii
idrarda ve %10’u safrada tespit edilmistir. Oral uygulamadan sonrasi ii¢lincii giinde

ise sadece %2 oraninda idrara, %61-80 oraninda ise fegese atildigi belirlenmistir
(62).
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Azorubin (E122)

OH
R e
S0
Resim 5: Azorubin Sekil 8: Azorubinin yapisal formiilii (63)

Diger isimleri: Carmoisine

C.l. Acid Red 14

Food Red 3 C.I. No. 14720
Kimyasal Adi:  2-(4-sulfo-1-Naphthyazo)-I-Naphthol-4-Sulfonic acid disodium
ADI ve NOAEL Dozu: 4 mg/kg/giin - 400 mg/kg/giin

Kimyasal Ozelligi: Suda ¢oziiniir, eser miktarda etanolde ¢dziiniir. Kirmizi toz veya

graniil haldedir.

Metabolizmasi: Sinirli miktarda absorbe olur. Intravendz yolla verildiginde dokulara
(karaciger, akciger, testis, dalak) yaklasik sekiz saat sonra hizlica tasinmistir. Oral
yolla verildiginde testis, dalakta ve akcigerde tespit edilmemistir. Transplasental
gecis tespit edilmis ve maternal ve fetiis dokularinda benzer seviyede bulunmustur.

[1k 24 saatte biiyiik oranda idrar ve fegesle (%65-70) atilmaktadir (63).
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Eritrosin (E127)

Resim 6: Eritrosin Sekil 9: Eritrosinin yapisal formiilii (64)

Diger isimleri: C.l. Food Red 14
FDC RedNo. 3
EC No. E 127

Kimyasal Adi: Disodium 2', 4', 5', 7'-tetraido-3'-6'-dloxidospiro-[isobenzofuran-1
(3H), 9'-(9H) xanthen]-3-onehydrate Monohydrate 9-(0-carboxyphenyl)-6-hydroxy-

2,4.5,7-tetraiodo-3H-xanthen 3-one, disodium
ADI ve NOAEL Dozu: 0,1 mg/kg/giin - 10 mg/kg/giin

Kimyasal Ozelligi: Etanolde ve suda ¢dziiniir. Kirmizi renkli toz ve graniil
halindedir. pH 7,0 ve pH 10,0 da mor renk verir, pH 2,5 da ¢oker. Siilfiirik asit, nitrik
asit ve hidroklorik asitteki ¢Ozeltileri sar1 renktedir, asetik asitteki ¢ozeltisi sari-

turuncu renktedir.

Metabolizmasi: Idrar (%1 den az) ve fegesle atilmaktadir. Gastrointestinal
sistemden emildigi ve biiyiik kismi1 karacigerde olmak {izere beyin, tiroid ve bobrege
tasindig: tespit edilmistir. Iyot igerdiginden dolayr serumda iyot &lciimiinde
interferansa neden olmaktadir. Diisiik dozlarda TSH (Thyrotrophin-Stimulating
Hormone - Tiroid Bezini Uyaricti Hormon), diizeylerinde anlamli degisiklikler

gozlenmezken yiiksek dozlarda anlamli artis gortilmiistiir (64).
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Allura Red AC (E129)

Resim 7: Allura Red AC  Sekil 10: Allura Red AC’nin yapisal formiilii (65)

Diger isimleri: Food Red No. 40;
Food red 17;
FD&C Red No. 40

Kimyasal Adr: disodium;(5E)-5-[(2-methoxy-5-methyl-4-sulfonatophenyl)
hydrazinylidene] -6-oxonaphthalene-2-sulfonate

ADI ve NOAEL Dozu: 7 mg/kg/giin - 700 mg/kg/glin

Kimyasal Ozelligi: Suda c¢oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde

¢Oziinmemektedir.

Metabolizmasi: Yiiksek oranda fegesle atilirken, Onemsiz miktarda idrarla
atilmaktadir. Beyin omurilik sivisina (BOS) gectigine dair tartismali bilgiler vardir.

Faz I ve Faz Il ilag metabolizmasi tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (65).

Amarant (E123)

Resim : Amarant Sekil 11: Amarantin yapisal formiilii (66)
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Diger Isimleri: Cl Food Red 9

Kimyasal Adi: Trisodium 3-hydroxy-4-(4-sulfonato-1-naphthylazo)-2,7-naphthalene
Disulfonate

ADI ve NOAEL Dozu: 0,5 mg/kg/giin - 15 mg/kg/giin

Kimyasal Ozelligi: Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde ¢ok az

¢Ozlinmektedir.

Metabolizmasi: Beyine gec¢is gosterilmemistir. Karaciger, dalak ve kalpte tespit
edilmistir. Biiyiik kismi fecesle olmak iizere, idrar ve safra ile de atilmaktadir.
Ciftlesme ve hamilelik donemi boyunca amarant verilen ratlarin fetiislarinda ve

amniyon sivilarinda da amarantin metabolitlerine rastlanmistir (66).

Brilliant Blue FCF (E133)
- e
s&

TCH,

- @
SO.Na

Resim 9: Brilliant Blue FCF Sekil 12: Brilliant Blue FCF’nin yapisal formiili (67)

Diger Isimleri: Cl Food Blue 2
FD&C Blue No.1

Kimyasal Adi: Disodium 3-[N-ethyl-N-[4-[[4-[N-ethyl-N-(3-sulfonatobenzyl)
amino] phenyl] (2-sulfonatophenyl)methylene]-2,5-cyclohexa-diene-1ylidene]

ammonio methyl] — benzenesulfonate

ADI ve NOAEL Dozu: 12,5 mg/kg/giin - 600 mg/kg/giin
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Kimyasal Ozelligi: Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde cok az

¢Oziinmektedir.

Metabolizmasi: Biiyiik oranda (% 92) fecesle atilmaktadir. Safra atilim1 % 0,05’ten

daha azdir.

Tablo 3: Deneyde Kullandigimiz Gida Boyalarinin ADI ve NOAEL Dozlari

GIDA BOYASI

ADI DOZU

NOAEL DOzZU

ALLURA RED AC (E129)

7 mg/kg/giin

700 mg/kg/giin

AMARANTH (E 123)

0.5 mg/kg/giin

15 mg/kg/gilin

AZORUBINE/CARMOISINE (E 122) 4 mg/kg/giin 400 mg/kg/giin
BRILLIANT BLUE FCF (E 133) 12.5 mg/kg/giin 600 mg/kg/giin
ERYTHROSINE (E 127) 0.1 mg/kg/giin 10 mg/kg/giin
INDIGOTINE (E 132) 5 mg/kg/giin 500 mg/kg/gilin
PONCEAU 4R (E 124) 4 mg/kg/giin 70 mg/kg/giin
SUNSET YELLOW FCF (E 110) 2,5 mg/kg/giin 250 mg/kg/giin
TARTRAZINE (E 102) 7.5 mg/kg/giin 750 mg/kg/glin
( Deney 1: ~
ADI Dozu Uygulanan «Deney 1E: Erkek yavru (n=12)
Anne *Deney 1D: Disi yavru (n=12)
(n=6)
y,
Deney 2: D
NOAEL Dozu *Deney 2E: Erkek yavru (n=12)
Uygulanan Anne *Deney 2D: Disi yavru (n=12)
(n=6) J
Kontrol Grubu: )
f¢me Suyu Uygulanan «Kontrol 1E: Erkek yavru (n=12)
Anne *Kontrol 1D: Disi yavru (n=12)
\ (n=6) y

Sekil 13: Deney Gruplarinin Siniflandirilmast

Emzirme donemi sonunda her bir gruptan 12 adet erkek ve 12 adet disi yavru

secilmistir. Sicanlar secilirken genetik c¢esitliligi saglamak i¢in her anneden en az bir
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erkek ve bir disi yavru alinmasina 6zellikle dikkat edilmistir. Erkek ve disi yavrular

arasindan sec¢im rastgele yapilmistir. Sonugta her biri 12 sigandan olusan alt1 grup

olusturulmustur (Sekil 13). Her bir gruptaki yavru siganlar 14 haftalik olana kadar

standart 151k (12 saat aydmnlk/ 12 saat karanlik) ve 1s1 (23 °C) kosullarinda

yasatilmis, yeteri kadar su ve yem ile beslenmistir. Emzirme doneminin sonunda

sicanlar 6grenme, hafiza ve norodavranmigsal testlerin uygulanacagi laboratuara

tasinmis ve adaptasyonu i¢in 5 giin beklenmistir. 09:00- 17:00 arasinda egitime tabi

tutulacak sicanlarm gece-giindiiz uyku déngiileri degistirilmistir. Ogrenme ve

norodavranigsal testlerin tamamlanmasindan 24 saat sonra Si¢anlar intraperitoneal

olarak uygulanan %10’ luk ketamine HCI (90mg/kg) ve %?2’lik ksilazin HCI (10

mg/kg) anestezisi altinda dekapite edilmistir.

11-

12-

3.1.3. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Sogutmal: santrifiij: Eppendorf MR5415

Santrifiij: Jouan B41 (Fransa)

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (isvicre)

Vorteks: Nitve NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Elektroforez cihazi: Thermo Fisher Scientific (ABD)
Kodak image Station 2000 MM (USA)

Cam-Teflon homojenizator

Protein transfer tanki: Bio-Rad (ltaly)
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15-

16-

17-

18-

19-

20-

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

SDS-PAGE ve Western Blot icin Kullanilanlar:

Akrilamid-bisakrilamid %30 T, %2,6 C; Sigma (Almanya)

Tris, Merck (Almanya)

Glisin, Merck (Almanya)

SDS, Merck (Almanya)

APS, Merck (Almanya)

TEMED, Merck (Almanya)
2-Merkaptoetanol, Merck (Almanya)
Brom Fenol Blue, Merck (Almanya)
Sodyum Kloriir, Merck (Almanya)
Tween 20, Merck (Almanya)

Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)
EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Leupeptin, Sigma (Almanya)

Aprotinin, Sigma (Almanya)

Benzamidin, Sigma (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)
Immobilon-P, Sigma (Almanya)
Kromotografi filter kagidi, Whatman (ingiltere)

Metanol, Sigma (Polonya)
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21-  Hidroklorik Asit, Sigma (Danimarka)

22-  Anti NR 1, Abcam (UK)

23-  Anti NR2A, Sigma (ABD)

24-  Anti NR2B, Sigma (ABD)

25-  Monoklonal anti-rabbit 1gG, Sigma (ABD)

26-  BCIP/NBT Phosphatase Substrate, Sigma (ABD)

27-  Prestained Moleculer Weight Marker, Sigma (ABD)

SDS-PAGE ve Western-Blot icin Kullanilan Cozeltiler

1. Homojenizasyon Tamponu: pH: 7,5 50 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 25 pg/ml Aprotinin, 10 pM Benzamidin ve % 1°lik Triton X-
100 bulunacak sekilde total hacim 90 ml’ye tamamlandi.

2. Numune Tamponu: Paketleyici tampon (0,5 M Tris-HCI, pH:6,8), Gliserol, %10
SDS, 2-Merkaptoetanol ve % 0,1(w/v) Brom fenol blue igerir.

3. 4 x Coziicii Tampon: 1,5 M Tris HCI, pH:8,8

36,3 g Tris 200 m1’ye distile suyla tamamlanip pH: 8,8 e ayarlanir.
4. 4 x Paketleyici Tampon: 0,5 M Tris HCI, pH:6,8

12,1 g Tris, 200 ml’ye distile suyla tamamlanip pH: 6,8’¢ ayarlanir.
5. Coziicii jel: (%9’luk konsantrasyonda)

Distile su, acril: bisacril (%30 T, %2,6 C), ¢oziicii tampon, %10 SDS, %10 APS ve
TEMED igerir.

6. Paketleyici Jel: (%4’1iik konsantrasyonda)
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Distile su, acril: bisacril (%30 T, %2,6 C), ¢oziicii tampon, %10 SDS, %10 APS ve
TEMED igerir.

7. Yiiriitiicii Tampon: 2,25 g Tris, 10,8 g Glisin, 0,75 g SDS, pH:8,3’¢ ayarlanip

distile su ile 750 litreye tamamlanir.

8. Transfer Tamponu: 2,43 g Tris, 11,53 g Glisin ve 4 ml %10 SDS, distile su ile
636 ml’ ye pH: 8,2-8,4 olacak sekilde tamamlanir. Uzerine 160 ml metanol eklenir.

9. TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 30,25 g Tris, 43,75 g NaCl, 5 ml Tween 20
(yogun bir madde oldugu icin yavasga cekilir) pH: 7,5 olarak ayarlanip 5 litreye

distile su ile tamamlanir.

10. Primer Antikorlar: NR1 1/1000 + B actin 1/2000, NR2A 1/5000 + B actin
1/2000, NR2B 1/1000 + B actin 1/2000 oraninda, taze % 1 BSA-TTBS iginde

hazirlanmstir.

11. Sekonder Antikor: Antirabbit IgG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10000 oraninda,
taze %1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlanir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Ogrenme, Hafiza ve Norodavramssal Testler

3.2.1.1. Morris Su Labirenti - Morris Water Maze:

Morris Su Labirenti, kognitif (bilissel, kavramsal) fonksiyonu gosteren bir
test olup hipokampiise dayali mekansal hafizayr degerlendiren bir diizenektir. Su

labirenti, 150 cm capinda, 80 cm yiiksekliginde dairesel galvanik metalden yapilmis

ve i¢ ylizeyi beyaz bir havuzdur.
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Resim 10: Morris Su Labirenti i¢in kullandigimiz havuz

Su labirentinin bulundugu mekan giines 1s1giin giremeyecegi sekilde
organize edilmistir ve labirentin dort yanina yerlestirilmis tavana bakan lambalarla
indirek olarak aydmlatilmigtir. Su labirentinin ¢evresinde sabit olarak tutulan bazi
gorsel ipuglari (lambalarin birine baglanan kurdela, tablo, sandalye, masa) vardir.
Deney Oncesi su labirenti su ile doldurulmus ve 23°C’ye 1sitilmistir. Ardindan suda,
hayvanlar i¢in toksik olmayan, koyu sar1 t0z boya ¢ozdiiriilerek su renklendirilmistir.
Smart Versiyon 2.5 programi kullanilarak (Smart Video- Tracking, Panlab,
Barcelona, Gspanya) havuz “1. kadran”, “2. kadran”, “3. kadran” ve “4. kadran”
olmak iizere dort hayali kadrana ayrilmistir. Su seviyesinin 2 cm altinda kalacak
sekilde gizli bir platform yerlestirilmis ve sakli platformun bulundugu bu kadran
‘hedef kadran” kabul edilmistir. Su labirentinde tiim 6grenme egzersizleri boyunca ve
bellek testinde, gizli platformu bulma siiresi, katedilen yol, yiizme hizi, hedef
kadranda gegirilen sure gibi veriler bu program yardimiyla kaydedilmistir. Su
labirentinin tam {izerinde, tiim egzersizler ve bellek testi boyunca siganlarin
hareketlerini kaydeden bir video kamera (Sony SSC-DC398P, Japonya) verileri
bilgisayara aktarmakta ve veriler Smart 2.5 versiyonu tarafindan islenmektedir.
Ayrica her kadran dis 1/3 kismindan ¢izilen yaylarla her kadran i¢ ve dis kisim

olarak ikiye ayrilmis ve dis kadranda ylizme siireleri de degerlendirmeye alinmustir.

Deneye baslamadan, sicanlarin su labirentine alismasi i¢in hepsine bir giin
serbest ylizme yaptirilmigtir. Deney siiresince havuza birakilirken siganlarin
yiizlerinin labirentin duvarma bakar pozisyonda olmasina dikkat edilmistir.
Havuzdan alindiktan sonra siganlar kafeslerine geri birakilmadan bir havlu ve 40-W
beyaz ampul (OSRAM) altinda tutularak kurutulmuslardir. Gilinlik egitimlerde

siganlar, hedef kadran disindaki kadranlardan rastgele (zon 1, 2 ve 4) suya
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birakilmistir. Siganlara ayn1 egitim giinii iginde her bir sigan icin egzersizler arasinda
en az 20 dk’lik aralar olmasina dikkat edilerek toplam 4 egzersiz yaptirilmistir. Bu
sekilde Morris’in protokolii kullanilarak, mekansal ipuclarim1 ve yonsel stratejileri
kullanarak platformun yerini 6grenme egzersizleri ardisik 5 giin yaptirilmastir.
Egzersizlerde siganlara yiizmeleri i¢in 60 sn’lik bir siire taninmistir. Siganlar, 1. giin
sakl1 platformu 60 sn’de bulamadi ise hedef platforma elle yonlendirilerek, platformu
tanimasi ve platformun sudan kurtulus anlamina geldigini géstermek i¢in platformda
30 sn kalmasina ve gevresini algilamasina izin verilmistir. Deneyin 2. giinlinde
siganlar 60 sn’de platformu bulamaz ise yine arastirmaci tarafindan platforma
yonlendirilmistir ancak bu kez platformda 15 sn kalmalarina izin verildikten sonra
alimmistir. Daha sonraki gilinlerde sicanlar platformu bulamadiysa yonlendirme
yapilmadan alinmistir. Besinci giiniin sonunda her sigan toplamda 20 kez 6grenim

egzersizi yapmis ve egitim donemini tamamlamustir (68, 69).

Altinct glinde ‘Probe trial’ adi1 verilen test uygulanmistir. Bu test i¢in hedef
kadrandaki sakli platform kaldirilmis ve siganlar, sakli platformun bulunmadigi diger
kadranlardan (1., 2. ve 4. kadran) birakilmis ve 60 sn yiizmesine izin verilmistir. Bu
siire boyunca daha once sakli platformun bulundugu hedef kadranda (3. kadran)
gegirdikleri siire ve diger kadranlarda ge¢irdigi siire kaydedilmistir. Bu siire
mekansal hafizanin gostergesi olarak degerlendirilmistir (68, 69). Daha sonra yine 6.
giinde si¢anlara bu deneyin ipucu i¢eren versiyonu ‘Visible (goriiniir) Platform’ testi
uygulanmigtir. Bu test gida boyalarinin siganlarda gérme, lokomotor aktivitede
degisiklik ya da motivasyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilmustir. Bu test uygulanirken goriiniir platform hedef kadrandan farkli kadranlara
tagmarak (1., 2. ve 4.) siganlar her seferinde hedef (3.) kadrandan birakilmstir.

Gorliniir platformu bulma siireleri kaydedilmistir (77).

3.2.1.2. Agik Alan Testi - Open Field Test:
‘Acik alan testi’ lokomotor aktivite, eksploratuar (kesif¢i) davranis paterni ve

anksiyete ile iligkili davraniglar1 degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Bunun igin

100 x100 cm’lik kare bir alan ve 40 cm yiikseklikte duvara sahip, siyah renkli,
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ahsaptan yapilmig bir aparat kullanilmaktadir. Zemin beyaz ¢izgilerle 16 esit kareye
ayrilmistir. Aparat1 ¢cevreleyen 4 halojen lamba duvara yansitilarak indirekt ve diffiiz
aydinlanma saglanmistir. Hayvanlar sessiz bir ortamda teste tabi tutulmus ve 5 dk’lik
periyot boyunca tim hareketleri sistemi tavandan kayda alan bir video kamera
yardimiyla kaydedilmistir (Sony SSC-DC398P, Japonya). Smart versiyon 2.5“in
kullanildig1 program ile aparatin video kamera tarafindan alinan goriintiisii dis, orta,
merkez alanlar olmak iizere i¢ ige hayali 3 kadran olusturulmus ve bu kadranlarda
kalma siiresi ayr1 ayr1 kaydedilmistir. Her bir sican ‘agik alan testi’nde tek tek
degerlendirilmis ve 5 dk boyunca alani kesfetmelerine izin verilip davranislari

skorlanmigtir (70, 71).
Davranis skorlamasi su sekilde yapilmaistir:

v' Cizgi Sayis1 (Line Crosses): En az 3 ayagiyla gectigi ¢izgi sayisi, bu
veri sicanin lokomotor davraniginin (horizontal lokomotor aktivite)
bir formudur.

v Sahlanma (Rearing): Arka iki ayagi tizerinde ayaga kalkip koklama
hareketinin sayisi.

v' Duvara Tirmanma (Walling): Aparatin duvarlarina iki ayagi
tizerinde kalkip tirmanma hareketinin sayisi.

v' Kenarda Kalma Siiresi (Edge Duration): Aparatin kenarinda, dis
kadraninda gecirdigi siire.

v" Merkezde Kalma Siiresi (Centre Duration): Aparatin merkezinde
gecirdigi siire.

v' Merkez Karedeki Aktivite Sayis1 (Center Square Activity): Kare
alanin tam ortasina ¢izilmis 25¢cm X 25c¢m’lik merkez kareden gegme

sayisini ifade etmektedir.

Ayrica herbir siganin verilen siiredeki diskilama ve idrar yapma sayisi
kaydedilmektedir. Gegtigi ¢izgi sayisinin, sahlanma sayisinin, duvara tirmanma
sayisinin, merkez karedeki aktivite sayisinin ve aparatin merkezinde gecirdigi
stirenin fazlalig1 artmis lokomotor aktivite ve kesifci davranisi yansitirken, aparatin

kenarinda gecirdigi siirenin fazlali§i, aparatin iginde hareketin ve gegilen ¢izgi
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sayisinin azlhigi, diskilama ve idrar yapma sayisinda artis, kesif¢i davranisi azalmast

ve yiiksek anksiyete diizeyini yansitmaktadir (72).

3.2.1.3. Zorlanms Yiizme Testi - Forced Swim Testi

Yarigapt 10 cm, yiiksekligi ise 50 cm olan seffaf silindirik tanka 30cm
yiikseklige kadar su konulmustur. Tankin i¢indeki su oda 1sisa (23°C) gelene kadar
isitilmigtir. Suyun sicakligi termometre ile kontrol edilmistir. Hayvanlar sessiz bir
ortamda teste tabi tutulmus ve 6 dk’lik periyot boyunca tiim hareketleri sistemi
tavandan kayda alan bir video kamera yardimiyla kaydedilmistir (Sony SSC-
DC398P, Japonya). Smart versiyon 2.5’in kullanildigi program ile aparatin video
kamera tarafindan alinan goriintiisii kaydedilmistir. Her bir sican tek tek
degerlendirilmis ve sicanlarin kafalar1 suya degmeyecek sekilde, bas asagi tankin
icerisine birakilmistir (76-77). Bir hayvanin ylizme, tirmanma, mobil veya hareketsiz

kalma siiresi, deneme kaydini bir kronometre ile analiz ederek elde edilebilir.

Bu testin amaci stresli ortamda hayvanin davramiglari gozlemektir.
Genellikle hayvanlarin, testin ilk birkag dakikasinda miicadele eden kurtulmaya
caligma davraniglari sergiler, ancak umutsuzluga kapildiginda hareketsiz hale gelir ve
suyun istiinde sadece bas1 kalacak sekilde kiiglik hareketlerle yiizmeye devam etmesi
beklenir. Umutsuzluk hali hayvan igin kagigin imkéansiz oldugunu, vazgectigini ve
miicadele hareketlerini biraktig1 donem olarak tanimlanir. Tiim test kaydedilir (6 dk)
ve genel olarak testin son 3 dakikasi iginde sergiledigi spesifik davranislarin kaydi ile
analiz edilir. ilk iki dakika boyunca, hayvanlar genellikle davranislarinda ¢ok aktiftir
ve baslangigtaki hareketleri, tedavinin olas1 etkilerini maskeleyebilir. Alt1 dakikanin

sonunda sicanlar sudan alinarak kurutulurlar.

3.2.2.1. Hipokampiislerin Eldesi

Ogrenme testleri tamamlandiktan 24 saat sonra siganlar, intraperitoneal olarak

uygulanan % 10“luk ketamin HCI (90 mg/kg)- % 2’lik ksilazin HCI (10 mg/kg)
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anestezisi altinda dekapite edilmistir. Soguk fosfat tamponuyla islatilmig buz akiisii
tizerinde, herbir sicanin kafatasi kemikleri tam orta hattan baslanarak dikkatle
uzaklastirildiktan sonra her iki lop ayrilmis, frontal loplara kiiciik birer kesi atilarak
diiz bir kenar elde edilmistir. Beyin dokusu frontal kisim tizerinde dik sekilde

kaldirilip hipokampusler beyin dokusundan ayrilmistir.

3.2.2.2. Hipokampiislerin Homojenizasyonu:

Sicanlarin hipokampiisleri ayri ayri soguk fosfat tamponu dolu ependorf
tiplerine konulmustur. Ayni gruptaki siganlarin herbir hipokampiis 6rnegi tartilip
uygun protein konsantrasyonunu saglamak {izere {i¢ sicanin hipokampiisleri
birlestirilmis ve antiproteaz kokteyli i¢eren 6zel homojenizasyon tamponu iginde
once cam teflon homojenizasyon aparatiyla 20 darbe ile pargalanmistir. Tim
homojenizasyon basamaklar1 soguk zincire uygun olarak yapilmistir. Homojenatlar
10000 g’de ve +4 °C’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve en az 5 parca olacak
sekilde porsiyonlanarak -80 °C’ye kaldirtlmistir.

Resim 11: Hipokampiis izolasyonu ve homojenizasyonunda kullandigimiz aletler

3.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Gel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE prosediirii Laemmli’nin yontemi esas alinarak calisilmistir (73).
Elektroforez oncesi ilgili homojenatlar ¢ozdiiriiliip siipernatantlarindan Lowry
metodu ile protein tayini yapilmistir (74). Daha sonra doku homojenati sample buffer
(Laemmli buffer ) ile 1:1 oraninda karigtirtlmigtir. Giinliik olarak % 9’luk lower ve %

4’1tk upper jeller hazirlanmistir.
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Ekilecek numune volimleri kuyucuk basina konsantrasyon 25 pgr protein
olacak sekilde hesaplanmistir. Numuneler ve marker 6rnekleri (Prestained moleculer
weight marker, Sigma, SDS7B2) 95 °C’deki etiivde 5 dk aktive edilir, jelin ilk
kuyucuguna ‘marker’ daha sonra ise sirasiyla K, D1, D2 gruplar1 ve tekrarlar1 olmak
tizere 10 kuyucaga ekim yapilmistir. 110 V ve jel basina 17 mA elektrik akimi
uygulanarak 1,5 saat elektroforez yapilmistir.

3.2.4. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile 6rnekler jel lizerinde molekiil agirliklarina gore gog
etmistir. Jel genisliginde polyvinylidene difluorid (PVDF) membran (immobilon-P)
30 sn methanol ve 2 dk distile suda bekletilerek aktive edilmis ve jel ile birlikte
transfer edilmek tizere transfer tankina alinmistir. Transfer islemi 100V, 300 mA

elektrik akim1 uygulanarak 1,5 saatte yapilmistir.

Transfer prosediirii sonras1t membranlar ayri ayri anti B-actin + anti NR2A,
anti B-actin + anti NR2B, anti (-actin + anti NR1 iceren soliisyonlarda bir gece
boyunca bekletilmistir. Tim gece inkiibasyonda bekleyen membran, TTBS ile
yikandiktan sonra sekonder antikorla (Sigma Aldrich, USA, 1/10000
konsantrasyonda) 1 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda tekrar TTBS
ile yikanip taze hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda yeterli boyanma saglanana
kadar bekletilmistir. Olusan bantlar goriintiileme cihazi (Kodak Image 2000MM)
kullanilarak taranmis ve optik dansitesileri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen bant
yogunluklar1 her bir reseptor subiiniti i¢in B-actin ile normalize edildikten sonra

kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (69).

3.3. Istatistiksel Analiz

Su labirenti egzersiz donemi testinden hedef platformu bulma siiresi, dig
kadranlarda kat edilen mesafe, dis kadranlarda gegirilen siire, dis kadranlardaki
ortalama yiizme hizi, kat edilen toplam mesafe ve ortalama yiizme hiz1 6zellikleri
bakimindan elde edilen veriler faktdriyel diizende tekrarlanan Ol¢limlii varyans

analizi teknigi ile analiz edilmistir. Calismada cinsiyet faktoriiniin disi ve erkek
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olmak tiizere 2 seviyesi, grup faktoriiniin K, D1 ve D2 olmak {lizere 3 seviyesi, giin
faktoriiniin ise 5 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan Olglimler giin faktoriiniin
seviyelerinde gergeklestirilmistir.

Zorlanmig ylizme testi verilerinden aktif yiizme siiresi, dinlenme siiresi ve
ortalama yiizme hiz1 6zellikleri bakimindan elde edilen veriler son 3 dakikalik donem
faktoriyel diizende varyans analizi teknigi ile analiz edilmistir. Caligmada cinsiyet
faktoriiniin disi ve erkek olmak tizere 2 seviyesi, grup faktoriiniin K, D1 ve D2 olmak
tizere 3 seviyesi mevcuttur (2 yonli ANOVA).

Acik alan testinde gecilen ¢izgi sayisi, dis zonda gecirilen siire, i¢ zonda
gecirilen siire, merkez karede gecirilen siire, i¢ zona giris sayisi, merkeze giris sayisi,
sahlanma (rearing) sayisi, duvara tirmanma (walling) sayisi, idrar yapma sayisi ve
diskilama sayis1 6zellikleri bakimindan elde edilen veriler faktoriyel diizende varyans

analizi teknigi ile degerlendirilmistir. Sayilarak elde edilen ozelliklerin verileri

analize dahil edilmeden 6nce karekok ’x +§ transformasyonuna tabi tutulmustur.

Calismada cinsiyet faktoriiniin disi ve erkek olmak iizere 2 seviyesi, grup faktoriiniin
K, D1 ve D2 olmak iizere 3 seviyesi mevcuttur (2 yonlii).

Probe testte hedef kadranda gegirilen siire, ortalama hiz ve kat edilen toplam
mesafe ozellikleri bakimindan elde edilen veriler faktoriyel diizende varyans analizi
teknigi ile analiz edilmistir. Calismada cinsiyet faktoriiniin disi ve erkek olmak iizere
2 seviyesi, grup faktoriiniin K, D1 ve D2 olmak iizere 3 seviyesi, mevcuttur.

Gorlintir platform testinde kat edilen toplam mesafe ve platformu bulma
stiresi Ozellikleri bakimindan elde edilen veriler faktoriyel diizende varyans analizi
teknigi ile analiz edilmistir. Calismada cinsiyet faktoriiniin disi ve erkek olmak iizere
2 seviyesi, grup faktoriiniin K, D1 ve D2 olmak iizere 3 seviyesi, mevcuttur.

Western blot analizi sonrasi dansitometrik elde edilen veriler parametrik
testlerin 6n sartim1 saglamadigi i¢in (normal dagilim 6n sarti igin Kolmogorov
Smirnov testi sonucunda normal dagilima uymadigi saptanmistir, Levene testi
sonucunda da varyanslarin homojenligi 6n sartinin saglanmadigi saptanmistir)
gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Gruplarin rank
ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin  belirlenmesinde  Bonferroni-Dunn  testi
kullanilmustir. Istatistiksel analiz her iki cinsiyet igin ayr1 ayr1 uygulanmistir. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

5.1.Morris Su Labirenti Verileri

5.1.1. Hedef Platformu Bulma Siireleri

Her ii¢ grubun kendi i¢inde giinden giine su labirentinde 6grenme durumlari
degerlendirildiginde 1. gilinden itibaren 5. giine kadar (egitim donemi) hedef
platformu bulmak i¢in harcadiklar siire her ii¢ grupta da anlamli diizeyde kisalmistir

(p<0.05), bu veri tiim gruplarin sistemi 6grendigini ifade etmektedir (Grafik 1).

Hedef Platformu Bulma Siireleri
(Saniye)
60
50
40
30
20
10
*&Y¥
0
1. glin 2. gln 3. gun 4. gln 5. gln
KONTROL =——¢AD|I @=—@NOAEL

Grafik 1: Grup i¢i Hedef Platformu Bulma Siirelerinin Giinlere Gore Degisimi

¥ isareti 1. gline gére anlaml farki ifade etmektedir (p<0,05) . Tiim gruplarda 1. giin ile diger tim
egitim giinleri arasinda anlaml diizeyde fark vardir. ‘&’ isareti 2. giine gore anlamli farki ifade
etmektedir (p<0,05). 2. giin ile 3., 4. ve 5. giin arasinda anlamli fark vardir. ‘¥’ isareti 3. giine gore
anlamh farki ifade etmektedir (p<0,05). 3. egitim giinii ile 5. giinii arasinda tiim gruplar agisindan

anlamli bir fark vardir (p<0.05).

Ancak her bir egitim giinii i¢in gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Grafik 2).
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Grafik 2: Gruplar aras1 hedef platformu bulma siirelerinin karsilastirilmasi

Bu veriler ile cinsiyetin etkisini degerlendirdigimizde ise 4. ve 5. egitim
giinlerinde her bir grupta disi ve erkek sicanlarin hedef platformu bulma siiresi
acisindan anlamli fark saptanmistir. Erkek si¢anlar disi siganlara gore hedef
platformu anlamli diizeyde daha kisa siirede bulmuslardir (p<0.05). Ancak her bir
grup esit sayida disi ve erkek sigan igerdigi i¢in gruplar arasi anlamli bir fark

saptanmamustir (Grafik 3).
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Grafik 3: Disi ve Erkek Sicanlarin Hedef Platformu Bulma Siireleri Agisindan
Karsilastirilmasi

¥’ Ayn1 giin igerisinde disi sicanlarin hedef platformu bulma stireleri erkek sicanlara gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde uzun oldugunu géstermektedir.
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5.1.2. Dis Kadranda Katedilen Yol, Dis kadrandaki Yiizme Hizi ve Dis
Kadranda Gegirdigi Siire

D1s kadranda katedilen yol ve gecirilen siire agisindan labirenteki ilk egitim
giiniinde en yiiksek diizeyde olma egiliminde iken si¢anlarin gorevini kavramasi ve
Ogrenme siireciyle besinci giine dogru katedilen yol ve siire azalmaktadir. Her ii¢
grubun kendi i¢inde glinden giine dis kadranda katettikleri yol ve siire agisindan
degerlendirildiginde 1. giinden itibaren 5. giine kadar dis kadranda katettikleri yol ve
gecirdikleri stire her ii¢ grupta da anlaml diizeyde kisalmistir (p<<0.05), bu veri tim
gruplarin giinden giine sistemi 6grendikce anksiyetesinin azaldigini ifade etmektedir
(Tablo 4).

Tablo 4: Dis Kadranda Katedilen Yol, Dis kadrandaki Yiizme Hiz1 ve Dis Kadranda
Gegcirdigi Siire Acisindan Gruplarin Karsilastirilmasi

Dis kadranda D1 R i " Ja ki Dis kadranda

Giin Grup . ortalama yiizme e
katedilen mesafe iz gecirdigi siire
K 628,77 + 158,66°¢ 21,59 + 3,34* 32,24+ 6,57°¢
1. Giin ADI 595,68 + 173,63"° 20,66 + 3,67* 30,45 + 7,27°¢
NOAEL 667,92 + 168,92°¢ 24,61 + 5,05 30,61 + 5,72°°¢
K 145,28 + 132,85°%¢ 20,01 +4,37°* 8,25 + 7,46%°
2. Giin ADI 185,61 + 148,91%¢ 21,20 + 3,48%* 10,10 + 8,89%¢
NOAEL 213,62 +205,89%¢ 2434 +4,62° 9.41 + 8,56°°
K 72,33 + 78,32%P 21,81 + 4,33°* 436+ 5,99%P
3. Giin ADI 151,68 + 141,89%P 23,51 £ 5,72°* 8,05+ 8,01%°
NOAEL 102,44 + 81,42%P 26,44 +5,16° 4,66 + 4,04%P
K 44,69 + 36,22%° 23,15 + 3,97°0* 2,16 + 1,79%°
4. Giin ADI 105,13 + 105,24%P 23,81 +4,7120* 5,66 + 5,83%P
NOAEL 65,25 + 54,05%° 27,46 + 536" 2,96 +2,78%°
K 34,02 + 43,02%P¢ 26,25+ 5,91°° 1,54 + 2,04%P¢
5. Giin ADI 70,98 + 52,40%P° 23,54+ 5,66°° 3,64 + 3,46%"C
NOAEL 44,74 + 57,172P¢ 25,48 + 5,05%° 1,88 +2,27%P¢

‘a’ isareti: 1. gline gore grup i¢i anlaml farkliligi gostermektedir (p<0.05).’b’ isareti: 2. giine gore
grup ici anlamh farklilig1 gostermektedir (p<<0.05). ‘c’ isareti: 3. giine gore grup i¢i anlaml1 farklilig
gostermektedir (p<0.05). “** isareti: D2 grubuna gore aym giin igerisinde anlamli farklilig

gostermektedir (p<0.05).

Dis kadranda ylizme hizi agisindan, gilinler arasinda ve her bir giin igin
gruplar arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Birinci ve 2. giine gore 4. ve 5.

giinlerde dis kadranda ylizme hiz1 tiim gruplarda anlamh diizeyde artmistir, ayrica K
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ve ADI grubuna gére NOAEL grubunun ylizme hizi 1., 2., 3. ve 4. giinlerde anlamli
diizeyde yiiksektir (p<0.05) (Tablo 5).

5.1.3. Su Labirentinde Katedilen Toplam Yol ve Ortalama Yiizme Hizi

Labirentte katedilen toplam yol agisindan 1. giinden itibaren 5. giine kadar

(egitim donemi) her ii¢ grupta da anlamli diizeyde kisalma saptanmistir (Resim 17-
18).

Resim 12: Su labirenti testinde siganin ilk giinii  Resim 13: Su labirenti testinde siganin beginci giinii

Ortalama yiizme hizlar1 ise her grup icin 1. giinde 3., 4. ve 5. giine gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir. Grup ve cinsiyet agisindan
karsilagtirildiklarinda K ve ADI gruplarinda disilerin yiizme hizlar1 erkeklere gore
anlamli diizeyde yiiksektir. Ayrica kontrol erkek grubuna gére ADI ve NOAEL
erkek grubunun yiizme hizi anlamli diizeyde yiiksektir (Grafik 4).
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Grafik 4: Grup ve cinsiyet agisindan ortalama ylizme hizlarinin karsilagtiriimasi

“*? jsareti: Kontrol erkek grubuna gore anlaml farklilig1 ifade etmektedir. ‘&’ isareti: Bulunduklar1
gruptaki erkeklere gore anlamli farklilig: ifade etmektedir.

5.2.  Probe Test Verileri

Ogrenilen bilgilerin test edildigi ‘Probe Test’ asamasinda hedef kadranda
gegirilen ortalama siire, ortalama hiz ve katedilen ortalama yol parametreleri
degerlendirilmistir (Tablo 5). Bu verilere gore katedilen ortalama yol ve ortalama hiz
acisindan grup i¢i ve gruplararasi anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Hedef kadranda gecirdikleri ortalama siire acisindan karsilastirildiklarinda
kontrol disilerin ADI ve NOAEL disilere gore hedef kadranda anlamli diizeyde fazla
kaldig1 bulunmustur. Ayrica grup i¢i karsilagtirma yapildiginda kontrol disilerin
kontrol erkeklere gore anlamli diizeyde hedef kadranda daha uzun siire gegirdigi
tespit edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5: Probe test verilerinin karsilastirilmasi

Gruplar Hedef Kadranda Ortalama Hiz Katedilen Ortalama
Gegirilen Ortalama (cm/sn) Yol (cm)
Siire (sn)

Kontrol Erkek 18,17 +4,52* 20,13+ 2,62 1206,70 + 157,39
Kontrol Disi 23,92 +4,53 20,94 + 2,62 1254,70 + 157,53
ADI Erkek 16,29 + 3,86 19,83+ 3,72 1189,38 £224,18
ADI Disi 15,82 + 3,26* 21,01 +£3,12 1259,26 + 187,32
NOAEL Erkek 18,08 £5,92 21,50 + 2,96 1289,04 +£177,24
NOAEL Disi 17,73 £5,16* 21,50+ 3,17 1289,23 +£190,02

“*” jsareti: Kontrol disiye gore anlamliligi ifade etmektedir.



5.3.

Goriiniir Platform Testi Verileri

Goriiniir platform testinde goriiniir platformu bulma siiresi ve katedilen yol

verileri esas alinmistir. Her iki veri i¢inde gruplar karsilastirildiginda istatistiksel

anlamlilik bulunmadi (p>0.05). Bu da hayvanin deneye uyumunu gosterir

5.4.A¢1k Alan (Open Field) Testi Verileri

Acik alan testinde gruplar arasi ve grup i¢i karsilagtirmada i¢ zona giris

sayisi, merkeze giris sayisi, sahlanma sayisi, idrar yapma sikligi ve dis zonda

gecirdikleri siire agisindan istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (Tablo 6).

Tablo 6: Tiim gruplarin agik alan testi verilerinin karsilastirilmasi

Gruplar Kontrol Kontrol ADI Disi ADI Erkek NOAEL NOAEL
Disi Erkek Disi Erkek
Gegcilen cizgi
5,21+0,67 4,28+1,15 5,20+0,98 4,40+0,91 4,98+1,21 4,84+0,89
sayisi
Duvara
4,36+0,51 4,11+40,81 4,31+0,62 3,71+0,98 4,69+0,77 4,05+0,50
tirmanma sayisi
Sahlanma sayisi 1,44+0,81 2,05+1,24 1,49+0,66 1,65+0,93 1,24+0,65 1,49+1,03
I¢ zona giris
0,82+0,33 0,95+0,48 0,90+0,34 0,89+0,29 0,81+0,28 0,79+0,27
sayis1
Merkeze giris
0,82+0,33 0,88+0,43 0,95+0,63 0,71+0,35 0,74+0,31 0,61+0,00
sayis1
Dis zonda
285,85+9,53 286,15+12,24 281,65+12,32 292,10+4,06 289,47+8,91 288,97+6,01
gecirdigi siire
i¢c zonda
3,15+2,31 5,68+7,03 5,65+3,97 1,83+2,53* 2,78+3,67 2,48+2,33
gecirdigi siire
Merkez karede
0,75+1,00 2,18+4,06 4,70+7,84° 0,21+0,42 1,38+2,08 1,31+2,51
gecirdigi siire
idrar yapma
1,89+0,56 1,7+0,62 1,68+0,31 1,56+0,52 1,92+0,59 1,89+0,62
sayis1
Diskilama
2,49+0,50 2,05+0,58 2,34+0,52 1,95+0,64 2,32+0,38 1,71+0,68
sayis1

“*” isareti: ADI disi grubuna gore anlaml farklilig1 gostermektedir. ‘a’ isareti: Kontrol disiye

gore anlamli farkliligi gostermektedir.

49



Duvara tirmanma, gaita yapma sikli§i ve gecilen ¢izgi sayisi bakimindan
gruplar arast anlamlilik yoktur ancak cinsiyet agisindan bakildiginda erkeklerin

disilere gore daha az duvara tirmandig1 ve daha az ¢izgi gegtigi belirlenmistir (Grafik
5).

5 1 * |

3 - disi

M erkek

duvara tirmanma sayisi gecilen cizgi sayisi

Grafik 5: A¢ik alan verilerinin cinsiyete gore karsilagtirilmasi

“*’ igareti: Ayni veri igerisinde erkeklere gore anlamli farkliligi gostermektedir.

I¢ zonda gegirilen siire agisindan gruplar arasi anlamli farklilik bulunmamistir
ancak grup ici karsilastirmada ADI disilerin, ADI erkeklere gbre i¢c zonda anlamhi
diizeyde daha uzun siire gegirdigi belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 6).

Merkezde  gegirilen  siire  acgisindan  grup-cinsiyet  interaksiyonu
karsilastirmasinda kontrol disilerin, ADI disilere goére anlamli diizeyde daha az

kaldig1 tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 6).

5.5. Zorlanmis Yiizme Testi Verileri

Zorlanmig yilizme testinde stresli ortamda siganin davranisini yansitan son ii¢
dakika icinde si¢anin hareketli kaldig: siire, hareketsiz gegirdigi siire ve ortalama hizi
degerlendirilmistir. Her {i¢ parametre i¢in de gruplar arasinda anlamli farklilik tespit
edilmistir. ADI grubunun, kontrol ve NOAEL grubuna gore anlamli diizeyde daha az
hareketli ve daha yavas oldugu bulunmustur. Kontrol ve ADI grubuna gére NOAEL
grubunun hareketli ge¢irdigi siirecin anlamli diizeyde uzun oldugu belirlenmistir. Hiz
acisindan ise NOAEL grubunun en hizli oldugu ancak istatistiksel agidan kontrol

grubuna gore anlamli diizeyde hizli olmadigi belirlenmistir (Grafik 6).
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Grafik 6: Zorlanmis ylizme testinde gruplarin karsilastirilmasi

“*’ jgareti: Ayni1 veri igerisinde kontrole gére anlamli farkliligi gostermektedir. ‘#’ isareti: Ayni veri
icerisinde NOAEL’e gore anlamli farklilig1 gostermektedir.

5.6. Western Blot Verileri

Reseptor  konsantrasyonlart  degerlendirilirken  tim  gruplar i¢in
normalizasyon amagh beta-aktin c¢alisilmis ve her bir reseptér dansitesi ile
oranlanmistir. Beta-aktin uygulamasi her bir kuyucuga esit miktarda protein ekimi
yapilmis oldugunun kontroliinii saglamaktadir. Her bir cins i¢in kontrol grubunun
her bir reseptor icin optik dansite verilerinin ortalamasi alinmis, bu veri 100 kabul
edilmistir. Daha sonra, ADI ve NOAEL grubu optik dansiteleri ile oranlanarak
sonuglar verilmistir. Hipokampus eldesi ve Western Blotting asamasinda
hipokampiisler ayr1 ayr1 alinmis ve ¢alisilmis oldugundan dolayr kontrol disi, deney
1 disi, deney 2 disi ve kontrol erkek, deney 1 erkek ve deney 2 erkek seklinde 6

grup olarak degerlendirmeler yapilmaistir.

Tim gruplarin, her bir reseptor igin ortalama optik dansiteleri Tablo 7°de
toplu olarak verilmistir. Her bir reseptoriin western blot goriintii 6rnekleri ise resim

14, 15 ve 16°da verilmistir.
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Tablo 7: Western

Blot analizi ile NR1, NR2A ve NR2B

reseptorlerinin optik

dansiteleri
GRUP NR1 NR2A NR2B
Kontrol Disi 100+0 100+0 100+0
ADI Disi 101,98+ 5,10 155,18+24,39 100,76+19,71
NOAEL Disi 110,73+7,03 171,16+28,35 62,08+10,14"
Kontrol Erkek 100+0 100+0 100+0
ADI Erkek 113,28+16,45 111,46+8,03 105,47+14,71
NOAEL Erkek 100,52+8,13 103,11+7,36 125,34+22,24

<. flgili reseptor icin kendi grubunun kontroliiyle karsilagtirildiginda anlamhligr ifade
etmektedir (p<0,05). Istatistiksel degerlendirme Kruskal Wallis testi yapilmustir.

NR1, NR2A reseptor konsantrasyonlari karsilastirildiginda kendi i¢inde hem

disiler hem de erkeklerde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamuistir (p>0.05).

NR2B konsantrasyonu agisindan disilerde Kontrol ve ADI grubu arasinda ve

ADI ile NOAEL arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Ancak disi kontrol

grubuna gore disi deney 2 grubunda % 40 oraninda anlamli bir azalma tespit

edilmistir (p<0.05) (Grafik 7). Erkeklerde ise hem gruplararasi hem de grup igi

anlamli bir fark saptanmamustir.
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Grafik 7: NR2B reseptor konsantrasyonlarinin disilerde gruplar arast % ekspresyon

diizeyleri

“*’: Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.
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NR1 bandi

M KD DID D2D KE D1E D2E

Resim 14: NR1 ‘e ait Western Blot 6rnegi

(M: Marker, KD: Kontrol Disi, D1D: Deney 1 Disi, D2D: Deney 2 Disi, KE: Kontrol Erkek, D1E:
Deney 1 Erkek, D2E: Deney 2 Erkek)

NR2A bandi

M KD D1D D2D KE DIE D2E

Resim 15: NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi

(M: Marker, KD: Kontrol Disi, D1D: Deney 1 Disi, D2D: Deney 2 Disi, KE: Kontrol Erkek, D1E:
Deney 1 Erkek, D2E: Deney 2 Erkek)

NR2B bandi

M KD DID D2D KE D1E D2E

Resim 16: NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi

(M: Marker, KD: Kontrol Disi, DID: Deney 1 Disi, D2D: Deney 2 Disi, KE: Kontrol Erkek, D1E:
Deney 1 Erkek, D2E: Deney 2 Erkek)
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5. TARTISMA

Calismamizda, Morris su labirentinde egitim donemi sonunda tiim sicanlar
sistemi 0grenmistir. Tiim gruplardaki sicanlarin ‘hedef platformu bulma siiresi’ 1.
giinden itibaren 5. giine kadar anlamh 6l¢lide kisalmistir. Ancak her bir egitim giinii
icin gruplar karsilagtirlldiginda 6grenme hizlart agisindan anlamli bir fark
saptanmamistir. Bu bulgu ADI ve NOAEL dozunda uygulanan sentetik gida boyasi

karisimlarinin 6grenme {izerine bir etkisi olmadigini gostermektedir.

Dis kadranda katedilen yol, gecirilen siire gibi veriler anksiyetenin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Egitim gilinleri boyunca bu verilerin azalmasi ve
sicanlarin hedefe yonelmesi beklenir. Dis kadranda katedilen yol ve gegirilen siire
acisindan tiim gruplara bakildiginda labirente ilk konulduklar1 giin ile besinci giin
arasinda anlamh 6l¢iide azalma saptanmistir. Di1s kadranda yiizme hizlar agisindan
tim gruplar i¢in 1. giinden 5. giine anlaml1 diizeyde artis olmus ancak NOAEL grubu
tiim gruplardan daha hizli yiizmiistiir. 1-4. egitim giinlerinde NOAEL grubu diger
gruplara gore anlamli diizeyde hizl1 ylizmiistiir. NOAEL dozunda katki maddesine

maruz kalan yavrularin lokomotor aktivitesi artmistir.

Tim egitim donemi boyunca sicanlarin ortalama ylizme hizlan
degerlendirildiginde yine NOAEL grubunun yiizme hizinin kontrol ve ADI grubuna
gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Cinsiyetin etkisini degerlendirdigimizde K ve
ADI gruplarinda disilerin ylizme hizlar erkeklere gore anlamli diizeyde yiiksektir.
Bu disi cinsin erkek cinsiyete gore performans farkini ortaya koymaktadir. Bu
farklilik NOAEL grubunda ortadan kalkmakta ve NOAEL disi ve erkek sicanlar
arasinda ylizme hiz1 a¢isindan anlaml bir fark kalmamaktadir. Diger taraftan kontrol
erkek grubuna gore ADI ve NOAEL erkek gruplart anlamli diizeyde hizh
yiizmektedir. Bu veri erkek cinste katki maddesine maruziyetin yiizme hiz-lokomotor

aktivite lizerinde arttiric1 bir etki yaratmistir.

‘Probe Test’ asamasinda hedef kadranda gegirdikleri ortalama siire agisindan

karsilastirildiklarinda kontrol disilere gore ADI ve NOAEL disilerin hedef kadranda
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gecirdikleri siire anlamli diizeyde kisadir. Bu bize ADI ve NOAEL dozunda sentetik
gida boyalarinin disi cinsiyette mekansal hafizayr olumsuz yonde etkiledigini

gostermektedir.

Acik alan testinde cinsiyet agisindan bakildiginda erkeklerin disilere gore
daha az duvara tirmanma sayisi, ¢izgi ge¢me sayisinin daha az sayida oldugu
belirlenmistir. Bu veriler kesfetme ve kurtulma isteginin disilere gore daha diisiik
oldugunu ifade etmektedir. Ancak bu veriler tim gruplar1 ayn1 diizeyde etkilemis ve
gruplar arasi bir farklilik sz konusu olmamistir. i¢ zonda gegirilen siire agisindan
gruplar aras1 anlamli farklilik bulunmamis ancak grup ici karsilastirmada ADI
disilerin, ADI erkeklere gore i¢ zonda anlamli diizeyde daha uzun siire gegirdigi
belirlenmistir. Bu veri ile de disilerin alan1 daha rahat kullandigi, kesifci
yaklagiminin daha gelismis oldugu goriilmektedir. Merkezde gegirilen siire agisindan
kontrol disilere gére ADI disilerin daha uzun siire kaldig1 tespit edilmistir. Bu veri
ADI dozunda gida katki maddesinin disi cinsiyet {lizerine etkisi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Zorlanmis ylizme testinde esas alinan veri son 3 dakikadaki mobil faz ve
immobil fazdir. Mobil fazin yiiksek olusu kurtulma istek ve gayretini ifade etmekte,
immobil fazin yliksek olusu ise depresyon egilimi ve teslimiyet duygusunu ifade
etmektedir. Kontrol ve ADI grubuna gére NOAEL grubunun mobil fazi anlaml
diizeyde yiiksek ve immobil faz1 anlamh diizeyde diisiiktiir. NOAEL dozunda gida
boyasina maruziyet lokomotor aktiviteyi arttirdigi gibi ve kurtulma eylemini

destekler davranisi arttirmaktadir.

Katki maddelerinin 6grenme ve hiperaktivite iizerine etkisini inceleyen pek
cok calisma yapilmistir. Dr. Benjamin F. Feingold 1976 ve 1977 yillarinda yaptig
calismalarda gidalardaki bazi kiiciik molekiilli maddelerin duyarli ¢ocuklarda
hiperaktivite ve noropsikolojik bozukluklara yol agtigini iddia etmistir (4). Sonraki
yillarda Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB) ile gida katki maddeleri
arasinda iligski kurulmaya calisilmis ve bu konu ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve

celiskili veriler elde edilmistir.
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Conners ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ve hiperaktif 15 erkek cocugun
dahil edildigi ¢calismada, Feingold’un onerdigi sentetik renklendirici, tatlandirict ve
salisilatlardan arindirilmis diyet ile beslenen ¢ocuklarin hiperaktif belirtilerinde
ogretmen degerlendirmesine gore anlamli Ol¢lide azalma tespit edilmistir. Bu
calismada ebeveyn degerlendirilmesi esas alindiginda ise belirtilerde herhangi bir
degisiklik olmadigi sonucuna varilmistir (75). Hiperaktivite bozuklugu olan kiz
cocuklarinda yapilan baska bir ¢alismada da 11 ay boyunca bir gruba Feingold diyeti
uygulanirken diger gruba yapay gida boyasi verilmistir. Gida boyas1 verilen grupta
hiperaktif davraniglarin sikliginda belirgin bir artis oldugu gozlenmistir (76). Gida
katki maddelerinin davranis ve bilissel etkilerinin arastirildigi en kapsamli klinik
arastirma 1997 yilinda Ward tarafindan yapilmistir. Yaslar1 7-13 arasinda degisen
486 hiperaktif cocugun dahil edildigi bu ¢alismada anket degerlendirme sonuglarina
gore hiperaktif ¢cocuklarin %60’inda gida katki maddeleri ile davranis bozuklugu
arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (77). Bateman ve arkadaglarinin yaptigi 3
yasindaki 277 ¢ocugu kapsayan plasebo kontrollii ¢ift kor bir calismada, ¢ocuklara
baslangigta bir hafta kimyasal renklendirici ve koruyuculardan armndirilmis gida ve
sonra ii¢ hafta boyunca rastgele secilen gruplara ayr1 ayr1 giinliik 20 mg renklendirici
(sunset yellow FCF, tartrazin, karmosin, ponso 4R), 45 mg koruyucu (sodyum
benzoat) ve plasebo verilmistir. Caligmanin sonunda klinik testlerle saptanamayan
ancak ailelerin degerlendirme raporlarinda kimyasal renklendirici ve koruyucularin
diyete eklenmesiyle hiperaktif davramiglarda belirgin bir artis ortaya ciktigi, bu
maddelerin diyetten uzaklastirilmasiyla hiperaktif davranislarda belirgin bir azalma

oldugu gosterilmistir (78).

McCann ve ark. 3 yas ve 8-9 yas grubundaki toplam 267 ¢ocugun diyetlerine
farkli oranlarda katki maddesi ihtiva eden iki ayr1 karigimi (karisim A, B) randomize
olarak eklemisler. (Karisim A: Tartrazin, ponso 4R, sunset yellow FCF, karmosin ve
sodyum benzoat; karisim B: Kinolin sarisi, sunset yellow FCF, allura red, karmoisin
ve sodyum benzoat). Ardindan bir hafta boyunca plasebo igecek verilmistir.
Arastirmacilar bu ¢alismada 6gretmen gozlemi, ebeveyn gozlemi ve sinif i¢i gozlemi
esas alarak sentetik renklendiricilerin ve koruyucularin davranis modelleri iizerine
olan etkilerini degerlendirmislerdir. Karistm A verilen 3 yasindaki c¢ocuklarin

davranig modellerinde plasebo verilen doneme kiyasla belirgin etkilenim goriiliirken,
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karisim B alanlarda anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Ancak 8 yasindaki hasta
grubunda her iki karisimin da davranis modelleri {izerine olumsuz etki gosterdigi
tespit edilmistir. Bu etkilesimin doz ve yasa bagl olarak degiskenlik gosterdigi rapor
edilmistir (79).

Diger taraftan Mattes ve Gittelman, 11 hiperaktif ¢ocuga birer hafta siire ile
strastyla Feingold’un katkilardan arindirilmis diyeti, gida boyasi ihtiva eden diyet ve
gida boyasi ihtiva eden ancak goriintii ve koku olarak gida boyasi igerdigi belli
olmayan diyet (plasebo) vermistir. Belirti skorunu 6gretmen, ebeveyn ve psikiyatrist
verileri ve psikolojik testler ile degerlendirdiklerinde Feingold diyetinin belirtilerde
belirgin bir degisiklige neden olmadigini gézlemlemislerdir (80). Mattes, 1976 -
1983 yillar1 arasindaki gida katki maddeleri ve hiperaktivite iliskisini arastiran tiim
raporlar1 gézden gegirmis ve hiperaktif belirtilerde azalma iizerine Feingold diyeti

uygulamasinin anlaml bir etkisi olmadigini iddia etmistir (81).

Bu alanda yapilan hayvan deneylerini inceleyecek olursak, Tanaka 5 haftalik
disi farelere eritrosin, ponso 4R, sunset yellow FCF, amarant ve allura red AC’nin
cesitli konsantrasyonlarini ayr1 ayr1 uygulamistir ve iki nesil iizerinde gerceklestirdigi
caligmalarda cesitli lokomotor, ndrodavranigsal testler yapmistir. Sicanlar 9 haftalik
olduklarinda gebe kalmalar1 saglanmis, gebelik siiresince katki maddeleri verilmeye
devam edilmistir. Dogan yavrulara da 9 hafta oluncaya kadar katki maddeleri
verilmeye devam edilmistir. Bu calismada katki maddelerinin annelerde iiremeye
etkileri, yavrularda ise gelisimsel ve davranissal etkileri arastirilmistir. Calismada her
bir gida boyasinin bireysel etkileri ortaya koyulmaya ¢alisilmigtir. Sonugta sentetik
gida boyalarinin farelerin davranigsal parametrelerini ve 6grenme yetilerini olumsuz
sekilde etkiledigi ve bu etkilerin cinsiyete ve tliketilen katki madde tipi ve miktarina
gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir (5-9). Biz de ¢alismamizda &zellikle disi
cinsiyette mekansal hafiza performansinin etkilendigini, diger taraftan NOAEL dozu
uygulanan siganlarin yiizme hizi ve kurtulma giidiilerinde anlamli bir artis saptadik.
Tanaka’nin ¢aligmalarinda kullanilan test tipi, uygulama periodu ve degerlendirme
parametrelerinde farkli olmasi ve gida boyalarinin tek tek uygulanmis olmasi bizim
caligmamizdan ayrilan yonleri olmakla beraber Tanaka’nin g¢alisma sonuglariyla

benzer sekilde doz bagimli bie sonug elde edilmistir. Ek olarak cinsiyetler arasinda
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bazi veriler agisindan farklar saptanmistir. Dogug ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada
disi siganlara gebe kalmadan bir hafta dnce ve gebelikleri boyunca ADI dozunda
sentetik gida boyasi karisimi verilmistir. Bunlardan dogan siganlarda Morris su
labirent testi, acik alan testi ve zorlanmis yilizme testi yaptirilmistir. Calisma
sonucunda ADI dozunda maruz kalinan sentetik gida boyalarinin mekansal hafiza
lizerine olumsuz bir etkisi olmadigi, ancak disi cinsiyette kesif¢i davranis arttirici,
horizontal lokomotor aktiviteyi arttirict etkisi oldugu belirlenmistir (72). Bu veriler
bizim c¢aligmamizla kismen uyumludur. Calismamizda acik alan testinde disi
sicanlarin erkek sicanlara gore kesif¢i davranislarinin daha fazla oldugu, ADI
dozunda sentetik gida boyasina maruziyetin disi cinsiyette hem kendi kontroliine
hem de erkek grubuna gore kesif¢i davranisi arttirmistir. Dogug ve arkadaslari
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada aynmi sentetik gida boyasi karigimi NOAEL
dozunda gebelik boyunca uygulanmis ve 1 aylik yavrularda ndrodavranissal
etkilerine bakilmistir. Mekansal bellek iizerine bir etki saptanmazken, motivasyonun
degerlendirildigi testte deney grubu disi sicanlarmin deney erkek grubuna gore
motivasyonunda anlamli bir azalmaya neden oldugu saptanmistir (82). Zorlu ylizme
testinde deney grubunun mobil siiresi kontrol grubuna gore anlamlhi diizeyde

yiiksektir, bu veri bizim verilerimizle paralellik gostermektedir.

NMDAR konsantrasyonlar1 agisindan incelendiginde NR1, NR2A reseptor
konsantrasyonlar1 acisindan gruplar arasinda bir fark saptanmamis ve bu reseptor
konsantrasyonuna cinsiyet etkisi olmamistir. NR2B reseptor konsantrasyonlari
erkeklerde gruplar aras1 anlamli fark gostermezken disilerde kontrol grubuna gore

deney 2 grubunda %40 oraninda bir azalma saptanmuistir.

NMDAR alt birimlerinin ekspresyonlar1 reseptdriin fonksiyonunu belirlemede
onemlidir. Farkli diizeyde eksprese olmalar1 farkli etkiler ortaya cikarabilmektedir.
Farkl1 klinik tablolarda farkli alt birimlerin ekspresyonu artmakta ya da azalmaktadir.
Post-mortem insanlarin beyinlerinde yapilan bir ¢caligmada amiloid plaginin birikim
derecesiyle NR1, NR2A ve NR2B reseptorlerinin ekspresyonuna bakilmistir.
Azheimer hastaligi noropatolojisindeki artis ile NR1 ve NR2B ekspresyonlarinda
azalma goriiliirken, NR2A reseptor ekspresyonunun degismedigi gozlenmistir

(eberz) Diger bir caligmada Alzheimer hastalarinin beyinlerinde progresyon ile
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beraber hem noronal nACh reseptorlerinin hem de NMDA reseptorlerinin agagi
dogru diizenlendigi (down regulasyona ugradigl) gorilmistir (83). NMDA
reseptorlerinin, Ozellikle de NR2B alt birimlerinin azalmasinin, hafiza bozukluguna
katkida bulundugu diisiiniilmekte diger taraftan NR2B alt biriminin artmis
ekspresyonunun mekansal 6grenme ve hafizayr arttirdigir goriilmiistiir (84). Bizim
calismamizda disi cinsiyette laktasyonda NOAEL dozunda gida katki maddesine
maruz kalan si¢canlarda NR2B expresyonundaki anlamli azalma ve ayn1 grupta hafiza

testindeki olumsuz gelisme bu verilerle uyumludur.

NMDAR ekspresyonuna gida katki maddelerinin arastirildign az sayida
calisma bulunmaktadir. Ceyhan ve arkadaslariin Gebelik boyunca ADI dozunda
uyguladigi sentetik gida boyast karisiminin siganlarin  hipokampiislerinde bazi
NMDA reseptorler alt tipleri ve asetilkolin reseptorler alt tipleri iizerine etkileri
calisilmigtir. NR2A ekpresyonunun degismedigi, ancak NR2B ekspresyonunun erkek
sicanlarda arttigi, disi siganlarda ise azaldigi tespit edilmistir (3). Bizim
calismamizda ise ADI dozunda maruziyetin NR2A ve NR2B ekspresyonlarinda
anlamli bir farka neden olmadigi ancak NOAEL dozunda maruziyetin NR2B
ekspresyonunda disi siganlarda anlamli diizeyde azalmaya neden oldugu
gozlenmistir. NR2A ekspresyonu benzer sekilde degisiklik gostermemistir.
Uygulama sekli ele alinacak olursa bizim c¢alisma grubumuzdaki siganlar sadece
laktasyon doneminde maruziyet yasamistir ve ADI dozunun anne siitliine gecisi
NOAEL dozuna gore oldukc¢a az olacaktir. Diger taraftan gebelik siiresi 28 giin iken
laktasyon siiresi 21 giindiir ve bu siire de bu farki etkileyebilecek faktorlerden bir

digeridir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonugta galigmamizda uyguladigimiz ADI ve NOAEL dozlarindan NOAEL
dozu disi cinsiyette hipokampiise dayali hafiza performansi ve NR2B reseptor
ekspresyonu iizerine olumsuz etkiler ortaya koymustur. Diger taraftan ayn1 doz erkek

cinsiyette ylizme hizi ve lokomotor aktivitede anlamli artiga neden olmustur.

Beyin gelisiminin en hizli oldugu donem yasamin ilk birkag yilidir.
Norogenez ve hizli bir sinaptogenezin oldugu bu dénem O6grenme, bellek ve
nodrodavranis iizerinde oldukca 6nemlidir. Tiim bu islemler genetik yap1 ve ¢evrenin
etkisi ve etkilesimi ile gerceklesir. Bu nedenle yasamin yaklagik ilk iki yilin
kapsayan laktasyon doneminde annenin beslenmesi ¢ocugun beyin gelisiminde ve
dolayistyla norodavranisi lizerinde onemli bir rol oynamaktadir. Laktasyon
doneminde giinliik alinan sentetik gida boyas1 miktarinin ADI dozunu asip agsmadigi
ya da ne kadar astigin1 ve hangi tip boyalarin bir arada alindigini belirlemek zordur.
Bu nedenle endiistriyel iriinler ile alinmakta olan sentetik boya icerigi yliksek
gidalarin  6grenme siirecinde olumsuz etkileri olabilecegi akilda tutulmalidir.
Calismamizda elde ettigimiz bu sonuca kullandigimiz boyalardan hangisinin ya da
hangilerinin neden oldugunu bilmemekle beraber sentetik gida boyalarinin sinerjistik
ya da antagonistik etki yapabilecegini belirlemek i¢in her bir renk maddesinin hem
ayrt ayrt hem de farkli kombinasyonlarinin degerlendirildigi ileri calismalar

planlanmalidir.
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OZET

Anne Siitityle Maruz Kalinan Sentetik Gida Boyalarimin Sicanlarda

Ogrenme ve Norodavrams Uzerine Etkisi

Gida boyalar1 gidalarin albenilerini artirmak veya {iretimleri sirasinda olusan

istenmeyen renk farkliliklarin1 gidermek amaciyla kullanilan gida katki maddeleridir.

Gebelik donemi ve ¢ocukluk doneminde sentetik gida boyalarina maruziyetin
O0grenme ve davranis lizerine etkileri ortaya konmustur. Ancak literatiir taramasinda,
bu maddelere laktasyon doneminde maruziyetin eriskin déneme etkilerini gdsteren

arastirmalara rastlanmamustir.

NMDAR (N-metil- D-aspartat reseptorleri)’nin 6grenme ve hafizanin olusma
stirecinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Bu amagla, ¢alismamizda laktasyon donemi
boyunca ADI ve NOAEL dozlarinda maruz kalinan sentetik gida renklendiricilerinin
(Eritrosin, Ponceau 4R, Allura Red AC, Sunset Yellow FCF, Tartrazin, Amarant,
Brilliant Blue, Azorubin, Indigotine) eriskin doneme geldiklerinde siganlarda NMDA
reseptori  alt birimlerinden NR1, NR2A, NR2B ekspresyonu ve O&grenme

deneyleriyle 6grenme ve davranis lizerine etkilerini arastirdik.

Calismamizda 18 adet disi gebe sigan kontrol, ADI ve NOAEL grubu olmak
lizere i¢ esit gruba boliindi. Gida boyasi grubuna, emzirme dénemi boyunca (21
giin) 9 sentetik renklendirici karigim halinde ADI ve NOAEL dozlarinda giinliik
olarak verildi. Ardindan yavrular 3 aylik olunca her grupta 12 disi 12 erkek olacak
sekilde rastgele secildi bir hafta boyunca 6grenme deneylerine tabi tutuldu. Test
sonunda hipokampiisleri ¢ikarilarak homojenatlarinda NR1, NR2A ve NR2B
reseptorleri calisildi. NR2A ve NR1 reseptor ekspresyonu agisindan her iki cinsiyette
de kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).
NR2B ekspresyonunun deney grubu disilerde kontrol disiye gére anlamli oranda
azaldig1 saptandi ve Ogrenme deneylerinde de disilerin hafiza deneylerinde
performanslarinin diistiigii tespit edildi. Bu veri reseptor ekspresyonundaki diisiisii

destekler bir bulgudur.
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Anne karninda gida boyalarina maruziyet erigkin donemde 6grenmede rol
alan reseptdrlerin bazilarinin diizeylerini etkilemekte ve bu etki cinsiyete gore
farklilik gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Sentetik gida renklendiricileri, NMDA reseptér, Morris su

labirenti
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SUMMARY

Effects of Artificial Food Colorings Exposed via Breastfeeding on Learning and

Neurobehavior in Rats

Food colorings are the additives used to increase the allure of foods or

eliminate unwanted color variations that occur during production.

Exposure to food additives during the critical development period, which
extends from the sixth month of gestation to several years after birth in human, has
been implicated in the induction and severity of some childhood behavioral and
development disorders and learning disabilities. However, the effects of synthetic
food colors exposed via breastfeeding on learning and behavior in adult rats haven’t
been reported yet.

N-methyl- D-aspartate receptors (NMDARS) are thought to be effective in the
learning and memory generating process. In this study, we aim to investigate the
effects of exposure to synthetic food colors (Erythrosine, Ponceau 4R, Allura Red
AC, Sunset Yellow FCF, Tartrazine, Amaranth, Brilliant Blue FCF, Azorubine and
Indigotine) in ADI and NOAEL doses via breastfeeding on subunit concentration of
NMDARs (NR1, NR2A and NR2B isoforms) in rats by Western-Blotting and on
learning and neurobehaviour by learning trials in offspring when they became adults.

In our study, 18 female pregnant rat were divided into three groups as control,
ADI and NOAEL groups. A mixture of 9 food colors was given daily to the food
colour group during twenty-one day. When they became 3 month-old, 12 male and
12 female offspring were selected from the each group randomly. Selected rats were
subjected to learning experiments for one week. At the end of learning experiments,
hippocampus were removed, NR1, NR2A and NR2B receptors were studied in
homogenates. There was no statistically significant difference in NR2A and NR1
receptor expression in both genders as compared to the control group (p> 0.05).
NR2B expression was found to decrease significantly in the experimental group

compared to the control group. Also in female experiment group memory
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performance was significantly decreased which supports the findings in receptor
expression.

The results indicate that exposure to synthetic food colors during reast
feeding in offspring may lead to alterations of expression of nmdar su units which is
related to learning process. these alterations differ according to gender.

Keywords: Artificial food colourings, NMDARs and Morris water maze

64



10.

7. KAYNAKLAR

Akbulut M. Gida Katki Maddeleri, Fonksiyonlar1 ve Kaynaklari. 1. Ulusal
Helal ve Saglikli Gida Kongresi. 2011: 59-68.

Calisir E, Cahiskan D. Gida Katki Maddeleri ve Insan Sagligi Uzerine
Etkileri. Ankara Eczacilik Fakiiltesi Dergisi. 2003; 32 (3): 193-206.

Ceyhan BM, Gultekin F, Doguc DK, Kulac E. Effects of Maternally Exposed
Coloring Food Additives on Receptor Expressions Related to Learning and
Memory in Rats. Food and Chemical Toxicology. 2013; 56: 145-8.

Feingold BF. Hyperkinesis and Learning Disabilities Linked to The Ingestion
of Artificial Food Colors and Flavors. Journal of Learning Disabilities. 1976; 9
(9): 551-9.

Tanaka T. Reproductive and Neurobehavioural Toxicity Study of Tartrazine
Administered to Mice in The Diet. Food and Chemical Toxicology. 2006; 44
(2): 179-87.

Tanaka T. Reproductive and Neurobehavioral Effects of Sunset Yellow FCF
Administered to Mice in The Diet. Toxicology and Industrial Health. 1996; 12
(1): 69-79.

Tanaka T. Reproductive and Neurobehavioural Toxicity Study of Ponceau 4R
Administered to Mice in The Diet. Food and Chemical Toxicology. 2006; 44
(10): 1651-8.

Tanaka T. Reproductive and Neurobehavioral Effects of Amaranth
Administered to Mice in Drinking Water. Toxicology and Industrial Health.
1992; 9(6): 1027-35.

Tanaka T. Reproductive and Neurobehavioral Effects of Allura Red AC
Administered to Mice in The Diet. Toxicology. 1994; 92 (1): 169-77.

Liu L, Wong TP, Pozza MF, Lingenhoehl K, Wang Y, Sheng M. Role of
NMDA Receptor Subtypes in Governing The Direction of Hippocampal
Synaptic Plasticity. Science. 2004; 304(5673): 1021-4.

11. Liischer C, Malenka RC. NMDA Receptor-dependent Long-term Potentiation

12.

and Long-term Depression (LTP/LTD). Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology. 2012; 4(6): a005710.

Altug T. Gida Katki Maddeleri. Meta Basim, Izmir. 2001: 115-7.

65



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Meth-Cohn O, Smith M. What did WH Perkin Actually Make When He
Oxidised Aniline to Obtain Mauveine? Journal of the Chemical Society, Perkin
Transactions 1. 1994(1):5-7.

Saldamli i, Uygun U. Gida Katki Maddeleri. Gida Kimyas1. 1998. 20-50.

EFSA. http://www.efsa.europa.eu/sites/default/files/corporate_publications/files/
foodsafetycooperationtr.pdf. [Erisim Tarihi 09.05.2017]

Furia TE. CRC Handbook of Food Additives: CRC Press; 1973. 13-5.

Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi https://kms.kaysis.gov.tr/
Home/Goster/42410. [Erisim Tarihi 09.05.2017]

Rizvi SS, Benado A, Zollweg J, Daniels J. Supercritical Fluid Extraction:
Fundamental Principles and Modeling Methods. Food Technology (USA).
1986.

Cakmakeci S, Celik I. Food Additives. Ataturk University, Agric Fac Pub. 1995
(164).

Karaali A, Ozgelik B. Gida katkis1 olarak dogal ve sentetik boyalar. Gida/The
Journal of Food. 1993; 18(6).

Yentiir G, Eksi A, Bayhan A. Ankara Piyasasindan Saglanan Pasta Siisleri ve
Bazi Sekerlerde Sentetik Boya Miktarlarmin Arastirilmasi. Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi. 1996; 43: 479-84.

Yentiir G, Yaman M, Bayhan A. Bazi Gida Maddelerine Katilan Sentetik
Boyalarin Miktarlarinin Arastirilmasi. Gida Dergisi. 1998; 23(3).

Atli B. Gida Boyalar1: Namik Kemal Universitesi; 2010.

Ding M. Gidalara Katilan Baz1 Suda Coziinen Sentetik Boyalarin Belirlenmesi:
Namik Kemal Universitesi; 2007.

Hebb DO. The Role of Neurological Ideas in Psychology. Journal of Personality.
1951; 20(1): 54-5.

Banikowski AK, Mehring TA. Strategies to Enhance Memory Based on Brain
Research. Focus on Exceptional Children. 1999; 32(2): 1.

Soylu H. Fen Ogretiminde Yeni Yaklasimlar: Kesif Yoluyla Ogrenme: Nobel
Yayin-Dagitim; 2004.

Keles E, Cepni S. Beyin ve Ogrenme. Tiirk Fen Egitimi Dergisi. 2006; 3(2): 66-
82.

Squire LR. Memory Systems of The Brain: A Brief History and Current
Perspective. Neurobiology of Learning and Memory. 2004; 82(3): 171-7.

66



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Ziylan Y. Kontrol Sistemleri Sindirim ve Bosaltim Fizyolojisi. IU Istanbul Tip
Fakiiltesi Temel ve Klinik Bilimler Ders Kitaplari, Nobel Tip Kitapevleri,
Istanbul. 2001.

Ozten O. Ogrenme ve Hafizada Hucresel-Molekuler Mekanizmalar.

Noroanatomi DF. Fonksiyonel Noroloji. Adana: Okullar Pazar Kitabevi. 1990:
58-9.

Songur A, Ozen OA, Sarsilmaz M. Hipokampus. Turkiye Klinikleri Journal of
Medical Sciences. 2001; 21(5): 427-31.

Wojtowicz JM. Adult Neurogenesis. From Circuits to Models. Behavioural
Brain Research. 2012; 227(2): 490-6.

Bakker A, Kirwan CB, Miller M, Stark CE. Pattern Separation in The Human
Hippocampal CA3 and Dentate Gyrus. Science. 2008; 319(5870): 1640-2.

Becker S. A Computational Principle for Hippocampal Learning and
Neurogenesis. Hippocampus. 2005; 15(6): 722-38.

Kaptan Z, Uziim G. Eriskin Hipokampal Nérogenezin Ogrenme ve Hafiza
Fonksiyonlarindaki Rolii. Turkish Journal of Neurology/Turk Noroloji Dergisi.
2016; 22(4).

Kitamura T, Saitoh Y, Takashima N, Murayama A, Niibori Y, Ageta H, et al.
Adult Neurogenesis Modulates The Hippocampus-Dependent Period of
Associative Fear Memory. Cell. 2009; 139(4): 814-27.

Conn PJ, Pin J-P. Pharmacology and Functions of Metabotropic Glutamate
Receptors. Annual Review of Pharmacology and Toxicology. 1997; 37(1):
205-37.

Sanacora G. Evidence for GABAergic and Glutamatergic Involvement in The
Pathophysiology and Treatment of Depressive Disorders. Biological
Psychiatry. 2002: 739-49.

Monaghan DT, Bridges RJ, Cotman CW. The Excitatory Amino Acid
Receptors: Their Classes, Pharmacology, and Distinct Properties in The
Function of The Central Nervous System. Annual Review of Pharmacology
and Toxicology. 1989; 29(1): 365-402.

Pin J-P, Duvoisin R. The Metabotropic Glutamate Receptors: Structure and
Functions. Neuropharmacology. 1995; 34(1): 1-26.

Tural U, Onder E. Glutamerjik Sistem, N-Metil- D-Aspartik Asit Reseptorleri
ve Depresyon. Klinik Psikiyatri. 2002;4:30-4.

Chaffey H, Chazot PL. NMDA Receptor Subtypes: Structure, Function and
Therapeutics. Current Anaesthesia & Critical Care. 2008; 19(4): 183-201.

67



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Moriyoshi K, Masu M. Molecular Cloning and Characterization of The Rat
NMDA Receptor. Nature. 1991; 354(6348): 31.

Ishii T, Moriyoshi K, Sugihara H, Sakurada K, Kadotani H, Yokoi M.
Molecular Characterization of The Family of the N-methyl-D-aspartate
Receptor Subunits. Journal of Biological Chemistry. 1993; 268(4): 2836-43.

Flores-Soto M, Chaparro-Huerta V, Escoto-Delgadillo M, Vazquez-Valls E,
Gonzalez-Castaneda R, Beas-Zarate C. Structure and Function of NMDA-type
Glutamate Receptor Subunits. Neurologia (English Edition). 2012; 27(5): 301-
10.

Carroll RC, Zukin RS. NMDA-receptor Trafficking and Targeting:
Implications for Synaptic Transmission and Plasticity. Trends in
Neurosciences. 2002; 25(11): 571-7.

Cull-Candy S, Brickley S, Farrant M. NMDA Receptor Subunits: Diversity,
Development and Disease. Current Opinion in Neurobiology. 2001; 11(3):
327-35.

Atila S, Ates Alagoz Z. NMDA Reseptor Antagonistlerinin Noropatik Agridaki
Rolleri Ankara Ecz Fak De. 2010; 39(1): 51-68.

Haberny KA, Paule MG, Scallet AC, Sistare FD, Lester DS, Hanig JP.
Ontogeny of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) Receptor System and
Susceptibility to Neurotoxicity. Toxicological Sciences. 2002; 68(1): 9-17.

Kandel ER, Schwartz JH, Jessell TM, Siegelbaum SA, Hudspeth AJ. Principles
of Neural Science: McGraw-hill New York; 2000.

Petrie RX, Reid IC, Stewart CA. The N-methyl-D-aspartate Receptor, Synaptic
Plasticity, and Depressive Disorder: A Critical Review. Pharmacology &
Therapeutics. 2000; 87(1): 11-25.

Tartrazine.http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/
Additive-458.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Jones R, Ryan A, Wright S. The Metabolism and Excretion of Tartrazine in
The Rat, Rabbit and Man. Food and Cosmetics Toxicology. 1964; 2: 447-52.

Ryan A, Wright S. Biliary Excretion of Some Azo Dyes Related to Tartrazine.
Nature. 1962; 195(4845): 1009.

Sunset  Yellow. FCF. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/
monographl11/ additive-450-m11.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Radomski J, Mellinger T. The Absorption, Fate and Excretion in Rats of The
Water-Soluble Azo Dyes, FD&C Red No. 2, FD&C Red No. 4, and FD&C
Yellow No. 6. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics. 1962;
136(2): 259-66.

68



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Kuno N, Mizutani T. Influence of Synthetic and Natural Food Dyes on
Activities of CYP2A6, UGT1A6, and UGT2B7. Journal of Toxicology and
Environmental Health, Part A. 2005; 68(16): 1431-44.

Ponceau 4R. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/monographl1/
additive-329-m11.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Phillips J, Bex C, Gaunt I. The Metabolic Disposition of 14C-labelled Ponceau
4R in The Rat, Mouse and Guinea-pig. Food and Chemical Toxicology. 1982;
20(5): 499-505.

Indigotine.http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-addditives/specs/monograph10/
additive-234 -m10.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Azorubine. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/
Additive- 050.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Erythrosine. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/
Additive-174.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Allura Red AC. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/
Monograph1/Additive-011.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Amaranth. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/
Additive-018.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Brilliant Blue Fcf. http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/
Monograph1/additive-059-m1.pdf. [Erisim Tarihi 14.07.2017].

Morris R. Developments of A Water-Maze Procedure for Studying Spatial
Learning in The Rat. Journal of Neuroscience Methods. 1984; 11(1): 47-60.

Doguc DK, Delibas N, Vural H, Altuntas I, Sutcu R, Sonmez Y. Effects of
Chronic Scopolamine Administration on Spatial Working Memory and
Hippocampal Receptors Related to Learning. Behavioural Pharmacology.
2012; 23(8): 762-70.

Brotto LA, Barr AM, Gorzalka BB. Sex Differences in Forced-swim and
Open-field Test Behaviours After Chronic Administration of Melatonin.
European Journal of Pharmacology. 2000; 402(1): 87-93.

Mesembe O, Bisong S, Ekong M, Ekeoma A. Neurobehavioural Activity In
Albino Wistar Rats In The Open Field Maze Following Long Term Tobacco
Diet Ingestion. The Internet Journal of Neurology. 2008; 10(2): 345-63.

Doguc DK, Ceyhan BM, Ozturk M, Gultekin F. Effects of Maternally Exposed
Colouring Food Additives on Cognitive Performance in Rats. Toxicology and
Industrial Health. 2013; 29(7): 616-23.

69



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Laemmli UK. Cleavage of Structural Proteins During The Assembly of The
Head of Bacteriophage T4. Nature. 1970; 227(5259): 680-5.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein Measurement with
The Folin Phenol Reagent. Journal of Biological Chemistry. 1951; 193(1): 265-
75.

Conners CK, Goyette CH, Southwick DA, Lees JM, Andrulonis PA. Food
Additives and Hyperkinesis: A Controlled Double-Blind Experiment.
Pediatrics. 1976; 58(2): 154-66.

Rose TL. The Functional Relationship Between Artificial Food Colors and
Hyperactivity. Journal of Applied Behavior Analysis. 1978; 11(4): 439-46.

Ward NI. Assessment of Chemical Factors in Relation to Child Hyperactivity.
Journal of Nutritional & Environmental Medicine. 1997; 7(4): 333-42.

Bateman B, Warner JO, Hutchinson E, Dean T, Rowlandson P, Gant C. The
Effects of a Double Blind, Placebo Controlled, Artificial Food Colourings and
Benzoate Preservative Challenge on Hyperactivity in a General Population
Sample of Preschool Children. Archives of Disease in Childhood. 2004; 89(6):
506-11.

McCann D, Barrett A, Cooper A, Crumpler D, Dalen L, Grimshaw K. Food
Additives and Hyperactive Behaviour in 3-year-old and 8/9-year-old Children
in The Community: A Randomised, Double-Blinded, Placebo-Controlled Trial.
The Lancet. 2007; 370(9598): 1560-7.

Mattes JA, Gittelman R. Effects of Artificial Food Colorings in Children with
Hyperactive Symptoms: A Critical Review and Results of A Controlled Study.
Archives of General Psychiatry. 1981; 38(6): 714-8.

Mattes JA. The Feingold Diet: A Current Reappraisal. Journal of Learning
Disabilities. 1983; 16(6): 319-23.

Kumbul Doguc D, Aylak F, llhan I, Kulac E, Gultekin F. Are There Any
Remarkable Effects of Prenatal Exposure to Food Colourings on
Neurobehaviour and Learning Process in Rat Offspring? Nutritional
Neuroscience. 2015; 18(1): 12-21.

Narahashi T, Marszalec W, Moriguchi S, Yeh JZ, Zhao X. Unique Mechanism
of Action of Alzheimer's Drugs on Brain Nicotinic Acetylcholine Receptors
and NMDA Receptors. Life Sciences. 2003; 74(2): 281-91.

Mesches MH, Gemma C, Veng LM, Allgeier C, Young DA, Browning MD.
Sulindac Improves Memory and Increases NMDA Receptor Subunits in Aged
Fischer 344 rats. Neurobiology of Aging. 2004; 25(3): 315-24.

70



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adr: Seden Soyadi: SERT ZAYIF
Dogum Yeri: Kayseri Dogum Tarihi: | 10.07.1984
Uyrugu: TC Tel: 05309217662
Email: sedensert20@hotmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurum Mezuniyet Y1l
Yiiksek Lisans Erciyes Universitesi Tip 2008
Fakiiltesi
Lise Kiiciik¢alik Anadolu 2002
Lisesi
Is Deneyimi
Girev Kurum Siire (Yil-Y1l)
Pratisyen Hekim Kitreli Saglik Ocagi 2008-2010
Pratisyen Hekim Uluborlu Toplum Sagligi 2010-2013
Merkezi
Yabana Dil UDS Puam (Diger) Puani
Ingilizce 63,75 Iyi

71




BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez c¢alisgmasinin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez caligmayla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Tezi Hazirlayan
Seden SERT ZAYIF

Imza

Danisman
Dog. Dr. Duygu KUMBUL DOGUC

Imza

72






T:C;
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlif

SAYT 21438139 -08 07/01/2016
KONU: Etik Kurul Karan

SAYIN
Yrd. Dog. Dr. Betul MERMI CEYHAN
(SDU Tip Fakiltesi Biyokimya A.D.)

“Annc Siitiiyle Maruz Kahnan Sentetik Gida Boyalanmmn Sicanlarda Ogrenme ve
Norodavrams Uzerine Etkisi”® konulu projeniz Sileyman Demirel Universitesi Hayvan Dencyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan 07 OCAK 2016 tanh ve 07 sayihi karan tle uygun bulunmustur,
ckte sunulmugtur. Bilgilerinize rica ederim.

Ek: 1 Adet HADYEK Karan

Adres: SDU Tip Fakaltesi Marfoln{t Binasi Zomin Kat (Hastane kasgisi) Ayrinuli Bilgi lgin: Murat OZKAN SDU - HADYEK Sekretes!
32260 Qunar / ISTARTA E- mail: |y ’ Irtibaz Tak: 0246 211 3770, Faks: U246 237 1164

74



TC
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
Hayvan Dencylen Yerel Ftik Kurul Karan

TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI | KARAR SAYISI
07.01,2016 01 | 07 |

Silleyman Demirel Universitesi Rektorligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 07 OCAK 2016

tarihinde Saat 09:30°da toplanarak asagidaki kararlars almigtir,

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fkiltesi Biyokimya AD. Ogretim Uyesi Yrd. Do, Dr. Betil MERMI
CEYHAN'In voratiiciisii oldugu Ars. Gor. Seden SERT ZAYIF'n yardimer aragtirmacy olarak ver aldigs.
':_Anne Siitliyle Maruz Kalnan Sentetik Gida Boyalarimn Sicanlarda 6gnnme ve Nérodavraniy
Uzerine Etkisi® baglikh galigma,

Tiirii Cinsiyeti Sayisi l Yasi

Deney 18 Gebe (Dogacak olan
X 10-14 hafta /
Hayvamnin S Di

dsasd i B nemekmbiiven) | 20980

Stleyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurula tarafindan oy birligi ile

UYGUN gorilmustur.
Prof Dr, ibrahim BARUT Prof. Dr. Mustafa Cagrt SAVAS Prof. Dr. Ersin USKUN
BASKAN | BASKAN YARDIMCISI UYE

E 7 |

Prof. Dr. Emel SESLI CETIN | Dog. r Duygu KUMBUL DOGUG | Yrd. Dog. Dr. Mige CINA AKSOY
YR

UYE U\E U
/ﬂ v Qy% KATILMADI
=== g
Ars. Gor Stimeyra KAYAN Vet. Hokim vasa\gmwm Otiretmen Hasan Ali CETIN
UYE UYE = UYE

3-\(,!‘4"*0\5




