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AKROLEININ NOROTOKSIK ETKILERININ SIGANLARDA ARASTIRILMASI

Gokgen Mulayimgelik
(074

insanlar saghg! olumsuz yénde etkileyen pek ¢ok kimyasala cevre ve besin yoluyla
maruz kalmaktadirlar. Akrolein, tutun ve diger bitkilerin, benzinin ve yadlarin
yanmasi ve yemeklerin pisme suresince, karbohidratlar, bitkisel ve hayvansal

yaglarin i1si ile muamelesi sonucunda olusur.

Yapilan calisma kapsaminda akroleinin gelismekte olan erkek si¢anlarda
subkronik norotoksik etkileri incelenmistir. Calismada her grupta 10 sican olacak
sekilde 3 farkli doz (0,5 mg/kg/gun, 1 mg/kg/gun, 2 mg/kg/gun) akrolein uygulanan
uygulama grubu ve 2 adet kontrol grubu olmak Uzere toplam 5 grup yer almigtir.
Uygulama gruplarindaki siganlara 90 gun sureyle akrolein oral yolla verilmis,
calisma suresince hayvanlarin yem ve su tuketimleri gunlik olarak Olgulerek,

hayvan agirliklari haftalik olarak kaydedilmistir.

Uygulama suresi sonunda siganlardan alinan kan &rneklerinden elde edilen
serumlarda biyokimyasal analizler yapilmistir. Total protein, Miyelin Temel Proteini
(MBP) ve Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) miktarlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilk bulunamazken, histolojik ve immunohistokimyasal olarak
yapilan incelemeler sonucunda uygulama gruplarinda anlamh farkliliklar
gozlenmistir. Beyin korteks yapisindaki hicre tabakalagsmasinda bozulma, noron
sitoplazmalarinda vakuollesme ve hucre kugulmesi gibi bulgularin yaninda
norofilamentlerde anlaml farklilik derecesinde birikme oldugu tespit edilmigtir. Bu
¢calismanin sonunda c¢esitli yollarla maruziyet s6z konusu olan akroleinin olasi

subkronik norotoksik etkilere neden oldugu ortaya gikariimistir.
Anahtar Sozciikler: Akrolein; Histopatoloji; Nérotoksisite; Sigan; Subkronik etki.

Danisman: Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU, Hacettepe Universitesi, Fen

Fakultesi, Biyoloji Bolumu, Zooloji Anabilim Dall



THE INVESTIGATION OF NEUROTOXIC EFFECTS OF ACROLEIN IN RATS

Gokgen Mulayimgelik

ABSTRACT

People are exposed to many chemicals that effect health in a negative way by
environment and food. Acrolein is a chemical that is formed by burning tobaccos
and other plants, dizel and oils and it is formed by heating carbohydrates, herbal

and animal fats.

Within the content of the study, subchronical neurotoxic effects of acrolein in
growing male rats have been examined. In the examination there have been 5
groups, including 10 rats in every group, which include 3 different acrolein
treatment dose groups (0,5 mg/kg/day, 1 mg/kg/day, 2 mg/kg/day) and two control
groups. The rats in treatment groups have been exposed to acrolein orally for 90
days. During the study, the amounts of food and water consumption have been

recorded daily and weights of the animals have been recorded weekly.

At the end of the treatment, bloods samples have been taken from the animals
and then biochemical analyses have been conducted. However, no significant
differences for statistically has been dedicated amount of total protein, Myelin
Basic Protein (MBP), Glial Fibrillary Asidic Protein (GFAP) histologically and
immunohistochemically.examination showed significant differences in treatment
groups. With results such as degredation of brain cortex cell layers, vacuolization
of neuron cytoplasms and cell reduction, statistically significant accumulation of
neurofilaments has been detected. At the end of the study, possible subchronical

neurotoxic effects of acrolein that is exposed in many ways have been found out.
Keywords: Acrolein; Histopathology; Neurotoxicity; Rat; Subchronic effect.

Advisor: Prof Dr. Giildeniz SELMANOGLU, Hacettepe University, Department of
Biology, Zoology Section
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1. GIRIS

Cevre ve besin yoluyla maruz kalinan pek ¢ok kimyasal madde, insan saghgini
olumsuz yonde etkilemektedir. Besinlerin i1siyla muamelesi ile bircok kimyasal
madde olusmaktadir. Olusan bu kimyasal maddelerin ortama salinanlarina
soluma, besinde olusanlarina ise oral yolla maruziyet s6z konusudur. Bunlarin

birgogunun insan sagligi uzerinde zararh etkileri oldugu bilinmektedir.

Akrolein besinlerin 1siyla muamelesiyle ortaya ¢ikan bir maddedir. Akroleinle ilgili
yapllmig olan caligmalar daha ¢ok solunum yolu maruziyetinin neden oldugu
etkilerle ilgilidir. Agiz yoluyla alinimi durumunda olusabilecek etkileriyle ilgili
yapillmis ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu g¢alisma kapsaminda besin yoluyla
maruz kalinan akroleinin gelismekte olan erkek sicanlarda subkronik etkileri ve
Ozellikle sinir sistemi Uzerine olasi etkilerinin ortaya c¢ikariimasi amacglanmistir.
Akrolein uygulamasi sonucunda gelismekte olan erkek siganlarda biyokimyasal,
hematolojik analizler ile histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler

yapilmigtir.

Cevredeki kimyasal maddelere karsi 6zellikle c¢ocuklar oldukga duyarhdirlar.
Cunklu metabolik ve sistemik olarak henliz gelisim asamasindayken toksik bir
maddeye maruz kalma sonucu olugabilecek bir hasar ileride ciddi saglik
problemlerine neden olabilmektedir (Suk, 2003). Bu nedenle daha hassas bireyler
gbz Onune alinarak bu tez calismasi 3-4 haftalik sigcanlar kullanilarak

gerceklestiriimistir.

Serum odrneklerinde miyelinizasyonun olusumunda oldukga dnemli olan ve miyelin
stabilizasyonunu saglayan bir protein olan Miyelin Temel Proteini (MBP) miktar
tayin edilerek degerlendirilmigtir. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) sinir sistemi
glial hiicrelerinden olan astrositlerde bulunan hicre iskeleti arafilamenti olup, nicel
ve nitel analizleri bu biyobelirtecin noérotoksik durumlarin duyarli ve spesifik
indikatoradur (O’Callaghan, 2005). Glial hiicrelerde meydana gelen hasarlar birgok
hastaliga neden olmaktadir. Bu nedenler goz 6nune alinarak siganlardan alinan

kan serum orneklerinde GFAP ve MBP miktarlar tespit edilerek degerlendirilmistir.



Norofilamentler (NF) &6nemli sinir hicre iskeleti elemanlandir. Calismada
norofilamentin altbirimleri olan NF-L ve NF-H’nin miktarindaki degisiklikler tespit
edilmigtir. Beyin dokularinda immunohistokimyasal olarak yapilan norofilament
incelenmesine ilave olarak, beyin dokularindan alinan kesitlerde 11k mikroskobu
altinda histopatolojik incelemeler yapiimig, ayrica Nissl boyama ile boyanmis
kesitler incelenerek akrolein maruziyetine baglh meydana gelen degisiklikler

degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi ve Norotoksisite

Hucre, doku ve organlarda, gesitli fonksiyonlarin saglikli bir sekilde yapilabilmesi,
bu yapilar arasinda ¢ok hassas bir koordinasyonun olmasi ile mumkundur. Yapilar
arasindaki koordinasyonun, canli hayatinin devami suresince saglikl bir sekilde
devami da sarttir. Bunun igin, dnemli bir sisteme ihtiya¢ vardir. Bu sistem, sinir

sistemidir.

Omurgalilarin timinde beyin ve omurilik, merkezi sinir sistemini (MSS) olusturur;
MSS disinda kalan kisimlar, periferal sinir sistemine (PSS) aittir. Periferal sinir
sistemi MSS’ne bilgi gonderir, ondan bilgi alir ve organizmanin i¢g ortamini

duzenler (Hayes ve ark., 2008).

Noérotoksisite, bir ajanin sinir sisteminin yapisal batinligini ve fonksiyonunu
bozma kabiliyeti olarak adlandirilir. Cok sayida ajan dusik dozlarda guvenli ya da
iyilestiriciyken yuksek dozda norotoksiktir. Norotoksikantlar sinir sistemini birgok
farkh yolla etkilemektedir. Bazilari aksonun distal kismina zarar verip hicrenin geri
kalan kismini etkilemezken, bazilari dogrudan hucre élumune neden olur. Bazilari
da yapisal hasara neden olmadan sinir sistemini, sinyal iletim surecini bozarak

etkilerler (Hayes ve ark., 2008).

2.2. Sinir Sisteminin Hiicreleri

Sinir sistemindeki temel hlcreler aksonlariyla uzanan néronlardir. Noronlar sinir
iletiminden sorumludurlar. Sekil 2.1’de gosterildigi gibi esas destekleyici yapiyi
olusturan glia hucreleri iletkenlik 6zelliginin az olmasinin yaninda, néronlardan
farkh olarak tum diger hucre tipleri gibi gogalabilme 6zelligine de sahiptirler (Hayes
ve ark., 2008).

MSS’de glial hiicreler astrositleri, oligodendrositleri ve mikrogliayi icerir. Astrositler
noronlarin etrafinda uygun mikro gevrenin ve kan-beyin bariyerinin olugsmasi ve
desteklenmesine yardimci olurlar. Oligodendrositler merkezi sinir sistemindeki

aksonlarin etrafini saran yagca zengin bir materyal olan miyelin kilifi olugtururlar.



Miyelin kilif, elektriksel izolasyonu saglar. Cevresel sinir sisteminde ise bu gorevi
Schwann hacreleri yapar. Mikroglia ise merkezi sinir sistemindeki makrofajlardir
(Hayes ve ark., 2008).

Mikroglia
No6ron
. Astrosit
_ _ Damar
Oligodendrosit d
|
b .
Miyelinize Olmus Ependimal
Akson 0y Hiicreler
Miyelin |-
Kilifi Bogumu "
y Ventrikiil

Sekil 2.1. Merkezi sinir sisteminde yer alan hucreler.

Kan-beyin bariyeri, sinir sistemini belli nérotoksinlerden korur. Norotoksisitedeki

farkliliklar bazen bu bariyerin temel yapi ve fonksiyonu ile agiklanabilir.

Merkezi sinir sistemi kapillerinin periferik kapillerden farkli olarak bazi karakteristik
Ozellikleri vardir. Beyin kapillerini olusturan endotel hicreler arasinda siki baglanti
bolgeleri bulunur ve devamli bir bazal membrana sahiptirler. Bu baglantilar
bariyerin endotel hucreleri arasinda yuksek bir elektrik direnci olustururlar ve
bunun sonucunda paraselller permeabilite diser. Molekil agirligi 10.000 kDa’nun
altindaki molekullerin gegisine izin veren porlarin yoklugu ile periferik kapillerden
farklihk gosterirler (Gultirk ve ark., 2007).

YUksek derecede yagda ¢ozllebilen bilesikler ve bir kimyasal maddenin iyonize
olmayan fraksiyonlari kan-beyin bariyerinden gecebilirler (Yilmaz, 2006, Banks,

1999). Hipertansiyon, radyasyona maruziyet, 6dem, inflamasyon ve iskemi gibi
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bircok durum bariyerin gecirgenliginde artisa neden olur. Bu artisa, kan-beyin
bariyerinde siki baglantilarin aciimasi, pinositik aktivite artisi, membran
stabilitesinin azalmasi, hastalik veya toksinlerin neden oldugu besin taginimindaki
degisiklikler ve por olusumu gibi bazi spesifik degisiklikler neden olmaktadir
(Banks, 1999).

Serebral korteks memeli beyninin en bulyldk, en karmasik ve omurgall evrimi
sirasinda en fazla degisiklige ugramis bolgesidir. Beyin ylzeyine teget olarak
uzanan alti néron tabakasindan olusur (Sekil 2.2). Serebral korteks sag ve sol
bdlgelere ayrilir ve bunlarin herbiri vicudun ters yarisindan sorumludur. Corpus
callosum olarak bilinen kalin bir sinir teli demeti sag ve sol yarim kureler

arasindaki iletisimi saglar (Campbell, 2006).

1 — Molekuler tabaka

2 — Dis Grandler tabaka

3 — Piramidal hucre tabaksi
4 — i¢ Granliler tabaka

5 — Ganglionik tabaka

6 — Multiform hucre tabakasi

Sekil 2.2 Serebral kortekste bulunan hicre tabakalari

Ribozomlar, yogun bazofiliktirler ¢linki bilesenlerinde ¢ok sayida fosfat gruplari
bulunmaktadir. Bu bilesenlerden biri olan ribozomal ribonlkleik asit, bazi bazik

boyalarla tepkimeye girer. Sitoplazmadaki ribozom bakimindan zengin olan
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bdlgeler boyalarla yogun sekilde boyanir. Noéronlardaki bu bazofilik bolgeler Nissl
cisimcikleri olarak adlandirilmaktadir. Nissl cisimciklerinin miktari hicrenin tipine
ve fonksiyonuna gore cesitlilik gostermektedir. Motor noéronlar gibi buyuk
néronlarda miktarlari olduk¢a fazladir (Adesina ve ark., 2009). Nissl cisimcikleri
noronlarin diger beyin hicrelerinden ayirt edilmesinde ve bulundugu hucredeki

protein sentezinde gorev almaktadir (Ekeoma ve ark., 2010).

2.3. Norotoksik Etkilerin Siniflandiriimasi

Norotoksisite, norotoksik etkinin goruldigu yere gore siniflandirilabilir. Bunlar
hicre govdesi ve noronlarin diger kisimlari olabilir, 6zellikle de aksonlari, glial
hucreleri ve vaskuler sistem olabilir. Bir toksik madde bir ya da daha fazla yeri
etkileyebilir.

2.3.1. Noronlar Agisindan Norotoksisite

Norotoksik maddeler noronlari, sadece hlcre govdesinin ya da sadece aksonun

hasar gormesi gibi farkli sekillerde etkileyebilmektedir.

Aksonopati, néronal hasarin 6zellesmis bir formudur. Hucre govdesinde herhangi
bir hasar olmaksizin sadece aksonda meydana gelen dejenerasyonu igerir. Bazi
toksik maddeler aksonal hasari, dogrudan aksonun kendisini hedef alarak
gerceklestirirler. Bazilari ise, néronun metabolik sistemine zarar vererek aksonda

hasarin olugsmasina neden olmaktadir (Blake, 2004).

Noronopati ise, hucre govdesinin hasar gormesi durumudur. Hucre godvdesinin
fonksiyonunu yitirmesi ile ikincil olarak aksonal ve dendritik slrecler de son bulur.
Vucuttaki diger hucreler gibi néronlar da molekuler ve morfolojik 6zelliklerine gore
apopitoza ya da nekroza ugrayarak olurler. Birgok nérotoksik madde néronopatiye
neden olmaktadir. Norotoksik maddeyle induklenmis sitotoksisite, Alzheimer,
Parkinson ve amiyotrofik lateral sklerozis (ALS) gibi birgok noérodejeneratif
hastaligin patogenezinde de gorulmektedir ve yapilan c¢alismalar toksik madde
maruziyetinin bu hastaliklar i¢in bir risk faktdéri oldugunu gdstermektedir (Blake,
2004).



2.3.2. Kan Damarlar Ag¢isindan Norotoksisite

MSS ve PSS’deki vaskuler sistemin permeabilitesi, yiksek kan basinci ya da
dusuk plazma ozmolaritesi ile artabilir. Belirli toksinlerin maruziyeti sonucu bu
durum gercgeklesir. Bu sistemin daha gecirgen hale gelmesi sivilarin hucre digi
alanda birikmesine neden olur. Birgok nérotoksik ajanin hicre digi 6deme neden

oldugu bilinmektedir (Hayes ve ark., 2008).
2.3.3. Glial Hucreler Agisindan Norotoksisite

Erken gelisim periyodundan itibaren glia hucreleri ve noéronlar yuksek derecede
dinamik ve karsilikli iligki icinde olurlar. Bu iliski, yasam boyunca devam eder, sinir
sisteminin gelisimini, morfolojiyi, davraniglari, yenilenmeyi ve yaglanmay: etkiler.
Bu iligkinin karmasikligi ve cesitliligi goz 6nune alindiginda glial-néronal karsilikh
iliskisinin sinir sisteminin en az bir fonksiyonel birimi oldugunu didslinmek
mantiklidir (néron-néron, glial-glial, endotelial-glial etkilesimler vb.). Glial ya da
ndronal hdcre tiplerindeki homeostatik duzensizlik olasidir, bu nedenle birimde
fonksiyon bozuklugu olur. Noérotoksik bir etken adhezyon molekul etkilesimini ve
sonunda da glia-néron etkilesimini bozabilir; hicreler arasi baglantilar ya da
makromolekul degisiminde degisiklik olabilir. Bu durumlar, her hicre i¢in hem
yapisal hem de fonksiyonel sonuglar dogurur. Bir norotoksik madde onculd,
metabolizasyonu sonucu aktif toksik maddeye donusebilir ve toksisiteye neden
olur (McQueen, 2002).

Mikroglia, beyinin hasar durumlarina verdigi cevaplarda dnemli rol oynamaktadir.
Onemli imminolojik 6zellikler sergiler. Toplam glial hiicre populasyonunun
%10’unu olugturur ve beyinin makrofajlari olarak bilinirler. Temel fonksiyonlar
temizleyici hicre olarak bulunmaktir; hicresel atiklar sindirirler, gelisim ya da sinir
sistemi hasari durumlarinda doku modellenmesinde oOnemli role sahiplerdir.
Mikroglia hucreleri, fagositik yeteneklerinden dolaylr yetiskin merkezi sinir
sisteminde inflamasyon ve yenilenme sureclerine de dahil olurlar. Ayrica bazi
bagisiklik duzenleyici sitokinlerin salinimindan ve sitokin stimudlasyonuna verilen
cevaptan sorumlu olduklari da bilinmektedir. Mikroglia hucreleri travma ya da
enfeksiyon durumlarinda ilk sayisi artan beyin hicreleridir (McQueen, 2002).



Glutamat, nitrik oksit, reaktif oksijen tlrleri ve molekuler adirhgr 500 Da’dan daha
kiguk olan bazi potansiyel norotoksik bilegikler, mikroglia tarafindan ayrilir ve
fagosite edilir. Bu nedenle mikroglianin norotoksik bir hasardaki kesin rolinu

saptayabilmek igin in vivo kogullarda galismak gerekir.

Astrositler merkezi sinir sisteminin yaklasik olarak %25’ini olustururlar. Erken beyin
gelisimi suresince astrositlerin dnemli rolleri arasinda, sentez, néronal gog, néronal
bolinme ve farklilasma icin dnemli olan norotrofik faktorlerin Uretimi siralanabilir.
(Shanker ve ark., 2003). Astrositler ve néronlar arasindaki dogrudan iligki
adhezyon molekulleri tarafindan saglanir. Bu iligki, htcrelerarasi iletisimi
kolaylastirir, sirasiyla, her hicre tipi icin morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel
farklilagsmay! belirler. Bu nedenle glial-néronal hucre birlikteliginin bozulmasi
durumunda, her iki hicre tipinin fonksiyonlarinin etkilenmesi beklenir. Nérotoksik
madde nedeniyle adhezyon molekuili fonksiyonunun bozulmasi durumunda sinir

hicresi gogu engellenir (McQueen, 2002).

Oligodendroglia ya da oligodendrositler, MSS’'de miyelin kilif olusmasindan
sorumludurlar. Bu kilif, sinir iletimini hizlandirir ve néronlararasi karisik
baglantilarin olusabilmesine izin verir. Fonksiyonlardaki bozukluklar ya da
dogrudan miyelin kilif Gzerinde meydana gelen hasar normal miyelin Uretimi ile
iyilestirilemez ve sonug olarak miyelin kilifin kaybi ya da demiyelinizasyon sorunu
ortaya ¢ikar (McQueen, 2002).

Akut toksik, viral, mekanik ya da otoimmun kokenli olaylari takiben
demiyelinizasyon ortaya cikabilmektedir. Erken doénemde erigkin MSS’nin
remiyelinizasyon kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir. Ancak, agir vakalarda,
Ozellikle hasara yol agan olay kroniklesmis ise remiyelinizasyon kapasitesi
azalmaktadir (McQueen, 2002).

Multiple skleroz; genetik olarak yatkin kisilerde; c¢evresel faktorler, viral ya da
bakteriyel ajanlar, inflamatuvar ve otoimmun cevap sirasinda salgilanan sitokinler
ve henlz tanimlanamayan bazi etiyolojik ajanlarin kombinasyonu sonucu gelisen

bir hastaliktir. Hastalikta, MSS’de marjinal demiyelinizasyondan oligodendrositlerin



tamamen kaybolmasina kadar degisen doku kaybi, agir glial skar gelisimi ve

aksonal kesilerin olusmasi gozlenir (Shanker ve ark., 2003).

2.4. Norotoksisite Biyobelirtegleri

Norotoksisiteyi degerlendirmek igin geleneksel histopatolojik boyamalar ve
davranis testleri vardir. Bununla beraber bu metodlar bazi noérotoksik etkileri
belirlemekte yeterli olabilir ancak, norotoksisite degerlendirmesindeki genel skala
icin duyarlihk ve 6zgullik agisindan yetersiz kalmaktadir. Sinir sistemi hasarina
verilen glial reaksiyon, gliosis olarak adlandirilan, sinir sistemi yaralanmalarinin en
belirgin ozelligini temsil etmektedir. Aslinda, gliosis biyobelirteclerinin gelismesi ve
uygulanmasi, norotoksisitenin guvenilir degerlendirmesi igin genel olarak
uygulanabilen bir yaklasimdir (O’callaghan ve Sriram, 2005, El-Fawal ve
O’callaghan, 2008).

2.4.1. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

Bu protein ilk kez Eng ve ark tarafindan 1971 yilinda izole edilmistir (Geel ve ark.,
2002), ve sadece MSS glial hicrelerinde bulunur (Chamoun ve ark., 2009). GFAP
astrositlerin hicre iskeleti yapisinda yer alan arafilamenttir. GFAP astrositin

mekanik saglamhgdini saglamaktadir (Cullen ve ark, 2007).

Glial Fibriler Asidik Protein’in ekspresyonunun gelisim plani detayli olarak
bilinmemektedir. Fare MSS’inde GFAP ekspresyonu ilk olarak gebeligin sonunda
belirlenmistir. Transkripsiyonel calismalar GFAP mRNA’sinin dogumla ilk 15 gun
arasinda ve daha sonra da 55. gune kadar arttigini gostermistir. Erigkin yasamin
2. yilina ulasgtiktan sonra GFAP uRNAsI ve protein seviyeleri hipokampus, striatum
ve korteks gibi bazi beyin bdlgelerinde artis egilimindedir. Bu durum genellikle

reaktif astrositlerin artigiyla iligkili olmaktadir (Gomes ve ark, 1999).

Son bir ylzyildir, néropatoloji literattiriiniin de belirttigine gére MSS’nde meydana
gelen bir hasar sonucu mikroglia ve astrositler ‘reaktif ya da ‘aktive olmus’
formlara déntismektedirler. Bu durum gliosis olarak adlandiriimaktadir ve yapilan
calismalar gliosis durumlarinda kanda ve hicredeki GFAP miktarinda anlamh bir
artis oldugunu gostermektedir (O’Callaghan ve Sriram, 2005).



Glial fibriler asidik protein molekilleri biraraya gelerek astroglial hlcreler iginde
bulunan arafilamentlerin bir tipini olugtururlar. Boylece hucreye saglamlik ve
destek saglamis olurlar. Astroglial hucreler de beyin ve omurilikteki destekleyici ve
besleyici hucrelerdir (GHR, 2012). Astrogliosis, MSS’de kimyasal bozuklugun ya
da fiziksel yaralanmanin sonucu olarak ortaya cikar ve GFAP ekspresyonundaki
artigla karakterize edilir (Holden, 2007). Eger beyin ya da omurilik bir travma ya da
hastalik sonucu hasarlanirsa, astroglial hicreler reaktif olur ve tekrarli olarak daha
fazla GFAP Uretir (GHR, 2012).

GFAP’nin  ndrolojik hastaliklarin ~ kontrolinde ©6nemli rol oynayabilecegi
dusundlmektedir (Gomes ve ark 1999). Felg, travmatik beyin yaralanmasi, kalp
krizi gibi akut beyin hasarinda kandaki GFAP miktarinda artis oldugu tespit
edilmistir. Bu proteinin kandaki miktarinin olgulmesi beyinde bulunan doku
bilesenlerinin (ndéron, glia ya da miyelin gibi), yapisal ya da fonksiyonel olarak
olusan hasardan hangi derecede etkilendigini tespit etmek ve hastalik icin teshis

ve tedavi yontemlerini belirlemek agisindan dnemlidir (Lamers ve ark., 2003).

Birden fazla fonksiyonun GFAP ifadesi ile dizenlendigi, GFAP knockout fareler
kullanilarak ortaya cikarilmistir. Bu knockout farelerin hipokampuslerinde ve
omuriligin beyaz maddesinde arafilament azligi gozlenmigtir. Calismalar ayrica,
GFAP knockout farelerde, anormal miyelinlesme, ak madde yapisinin bozulmasi
ve kan-beyin bariyerinde degisiklikler gibi bircok dejeneratif surecleri de
gOstermigtir (Liedtke ve ark., 1996). GFAP knockout farelerdeki Purkinje
hicreleriyle yapilan ¢galismalar bu hayvanlarin normal yapi sergilemediklerini ve bu
farelerin g6z kirpma gibi kondisyon deneylerinde bozukluk oldugunu gostermigtir.
Bu nedenle, GFAP’nin Purkinje ve diger bir ¢cok hlcrenin bitinliginin devamini

sagladigi dusunudlmektedir (OMIM).

Duzensiz GFAP regulasyonu ile iligkili bir cok hastalik vardir ve néronal yaralanma
glial hicrelerin hasara neden olacak sekilde reaksiyona girmesine neden olabilir.
Skarlasma, bircok ndérodejeneratif hastaligin ve 6nemli ndronal yaralanmanin
sonucudur. Yara, astrositlerin fibr6z doku ile etkilesimiyle olusur. Bu etkilesim
yaranin etrafinda yeniden glial sinirin  olusturulmasini  ve GFAP’nin

dizenlenmesinin artmasini saglar (Bunge ve ark., 1961).
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Liedtke ve ark. (1996) multiple skleroz igin bir model olan deneysel otoimmin
ensefalomiyelitis hastaligi olan GFAP knockout farelerde, astroglial yaniti analiz
etmiglerdir. GFAP knockout astrositler duzensiz bosluk ve hemidesmozomlarin

sayisindaki dususten dolayi organize olmayan bir yapi gostermislerdir.

GFAP’nin beyin fizyolojisi ve patolojisindeki fonksiyonu hakkinda halen bazi
tartismalar olmasina ragmen, bu yapisal ara filament proteininin beyin
gelisimindeki aktif ve ilgili rolu icin gecen birkag yilda buylik miktarda kanit
birikmistir.

2.4.2. Miyelin Temel Proteini (MBP)

Miyelin temel proteini (MBP), sinir fibrillerinin etrafini saran yagca zengin miyelin
kilifin temel protein bilesenidir. Kilifin yapisini stabilize eder, sinir fibrillerinin htcre
zarinin sitoplazmik ylzeyine baglanmasina yardimci olur (Stapulionis ve ark,
2008)

Bununla  birlikte, MBP’nin  hlcresel fonksiyonlari ve  oligodendrosit
morfogenezindeki temel molekuler roli halen tam olarak agiklanmamigtir. Diger
taraftan, miyelin kiliftaki mikrotibduller ile ortak yerlesim dizilimi olduguna dair
belirtiler vardir. Bu durum MBP’nin hlicre morfogenezinde 6énemli bir roli oldugu

olasiligini arttirmaktadir (Galiano ve ark., 2006).

Multiple Skleroz, insan merkezi sinir sistemindeki demiyelinizasyon ile iligkili
inflamatuar bir hastaliktir. inflamasyonu baslatan belirlenmis bazi hiicreler
olmasina ragmen, doku lezyonlarinda yapilan analizler miyelin temel proteininin de
bu surece oldukga etkili bir sekilde dahil oldugunu gostermistir. MS patogenezinde
MBP’ye karsi antikorun roli oldugunu goéstermistir. Clinkid MS hastaliginda

proteolizisin hedefi miyelin proteinleridir (Medveczkey ve ark., 2006).

2.4.3. Norofilamentler

Norofilamentler 10 nanometre capinda, ndronlarda bulunan ara filamentlerdir.
Altbirimleri NF-L, NF-M, NF-H olarak isimlendiriimektedir (Bajo ve ark, 2001). Bu
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isimler altbirimlerin SDS-PAGE ydntemi sonucu belirlenen molekuler agirliklarina

gore verilmistir.

¢ en hafif birim (NF-L), 68-70 kDa
e orta birim (NF-M), 145-160 kDa
e en agir birim (NF-H), 200-220 kDa

Norofilamentler, genis miyelinlenmis aksonlarda o6ne g¢ikan bilesenlerdendir.
Ayrica, en ¢ok bulunan néronal arafilament proteinleridir (Elder, 1998).
Norofilamentler omurgali néronlarinda 6zellikle aksonal capi dizenlemek igin
aksonlarda yogun olarak bulunur. Aksonal buyime boyunca, yeni noérofilament
altbirimleri akson igerisinde dinamik bir birliktelik igindedir. Bu durum altbirimlerin
filamentin son kismina eklenmesini igermektedir. Bir akson buyudukten ve hedef
hicresine baglandiktan sonra aksonun c¢api bes kati kadar artabilir.
Norofilamentler itici glice sahiptir. Bu 0zelligi dendrit ve aksonlarin ¢apini
dizenleyebilme nedenidir. Bunu, birbirlerini polariteleri dolayisiyla uzaga itebilme
gugleri ile yaparlar. Norofilament gen ifadesi dogrudan aksonal ¢ap tarafindan
kontrol edilir. Bu ifade seviyesi aksondan asagi dogru elektriksel sinyalin

iletiimesini de kontrol eder (Bruce, 2002).

2.5. Bazi Norodejeneratif Hastaliklar

Noérodejeneratif hastaliklar beynin spesifik bolgelerindeki néronlarin hasari ya da
geri donusUmsuz kaybi ile karakterize olan bir takim patolojik durumu
icermektedir. Pek c¢ok tipi olan bu patolojik durumlarin bir kismi asagida

acgiklanmigtir.

Parkinson hastaligi, yash populasyonu etkileyen, oldukga sik gorulen, yavas
progresif ndrodejeneratif bir hastaliktir. Parkinson hastaliginin nedeni halen tam
olarak aydinlatilamamistir. Hastalikta patolojik olarak substantia nigranin pars
kompaktasinda ndromelanin igceren pigment hucrelerinde dejenerasyon vardir
(Dadali, 2008). Hastaligin etiyolojisinde cevresel nedenler 6nemlidir ancak
bunlarin higbirisi kesin olarak ispatlanmamistir. Vaka control c¢alismalari,
Parkinson Hastaliginin genellikle ciftgilerde veya cesitli metallerle, kimyasal
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maddelere temasi olan kisilerde daha fazla oldugunu goéstermistir. Parkinson
hastalidi, kirsal kesimde yasamak, gesitli tarim ilaglari ile veya pestisitlerle temas
etmek ile iligkili olarak dusunulmektedir. Aile hikayesinin olmasi da risk artisina
neden olur (Dadali ve ark., 2008).

Demans; normal bilingli bir kiside dil, gorsel deneyim, duygulanim, kisilik ya da
kavrama gibi entelektiel fonksiyonlarin bir veya daha fazlasinda gorulen
defektlerle birlikte gelisen, sonradan kazaniimis ve direngli hafiza bozukluklari
nedeniyle Oncelikle mesleksel ya da sosyal fonksiyonlarda azalma olarak
tanimlanabilir. Demansa yol agcan hastaliklar; klinik uygulamada en sik gozlenen
norolojik bozukluklar olarak ortaya c¢ikmaktadir. Demansin en yaygin nedeni
Alzheimer hastaligidir. Tim demansli hastalarin %50-75'ini olusturur. insidansi
yas ile artig gosterir. Oncelikle yiiksek entelektiiel fonksiyonlarda ve buna bagli
olarak dusinme ve davraniglarda gorilen, defektif 6zelliklerle karakterize, sinsi

gelisen bir hastaliktir (Sezer ve Memis, 2001).

Alzheimer Hastaliginin patogenezi ile ilgili gelismelere hastaligin patolojik bulgulari
yol gosterici olmustur. Makroskopik patoloji bulgulari, 6zellikle korteks ve
hipokampuste diffliz atrofidir. Histolojik olarak ise hicre icinde biriken norofibriller
yumaklar, ekstraselliler yerlesimli noérotik (amiloid) plaklar, granutlovakuolar
dejenerasyon, sinaptik kayip ve asosiasyon korteksinde kolinerjik hlcre kaybi

patoloji bulgularini olusturur (Topguoglu ve Selekler, 1998).

Amyotrofik lateral sklerozis (ALS) ise yaygin Ust ve alt motor néron dejenerasyonu
ile seyreden, semptomlarin baslangicindan itibaren ortalama U¢ yil icinde,
genellikle solunum yetmezligine bagh olarak 6limle sonug¢lanan bir hastaliktir.
Progresif motor néron harabiyetine mikroglial aktivasyon, astrositoz, lenfosit
infiltrasyonu ve dendritik hiicreler eslik etmektedir (Ozden ve ark., 2009). Motor
néron dejenerasyonunun oOncesinde ve dejenerasyon sirasinda inflamatuar
kaskadlarin aktive oldugu bildirilmistir. Mikroglial aktivasyon nitrik oksit, proteaz ve
proinflamatuar  sitokinlerin ~ Gretimini  arttirmakta ve  hicre  AlUmUunu
kolaylastirmaktadir. Normal sartlar altinda, aktive olmus mikroglialarin yaratmis
oldugu bu durum, astrositlerin koruyucu etkileri ile tamponlanabilirken, ALS’de

mikroglialarin sitotoksik etkileri, astrositlerin koruyucu etkilerini yenmektedir (Ulug
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ve ark., 2008). ALS patogenezinde bir diger 6nemli mekanizma ndrofilamentlerin
nitrasyonudur. Norofilamentlerin biraraya gelisi engellendiginde, ki bu engellemeyi
mutant SOD1 enziminin Urettigi peroksinitrit gerceklestirir, norofilament
altbirimlerindeki ¢ok sayida tirozin nitrasyona kargi acik hale gelmektedir.
Nitrasyona ugramis kuglk bir nérofilament altbirimi nitratlanmamis nérofilament
aglarini bozmakta ve ALS’de dejenere motor ndronlarin soma ve proksimal
aksonlarinda bulunan norofilament agregatlari olusturmaktadir (Ulug ve ark.,
2008).

Multiple skleroz, gencg erigkinlerde gorllen, genellikle alevienme ve dizelmelerle
seyreden, merkezi sinir sisteminin progresif, demiyelinizan ve otoimmun bir
hastaligidir. Hastaligin nedeni tam olarak anlagiimamis olmakla birlikte,
etiyolojisinde genetik ve cevresel faktorlerin karmasik etkilesimlerinin rol aldigi
dusundlmektedir (Kurban ve ark., 2010). Genetik olarak yatkin bir bireyde,
bakteriyel ya da viral enfeksiyon gibi ¢cevresel etmenlerin MS'’in baslangicinda ya
da ataklarin tetiklenmesinde rol oynadigi kabul edilmektedir. Oksidatif stresin
MS’in patojenezinde ve inflamatuar olaylarda rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif
stresi olusturan ve esas olarak makrofajlarda Uretilen reaktif oksijen tirleri, MS ve
deneysel otoimmin ensefalopatide demiyelinizasyon ve akson hasarindan
sorumlu bulunmustur. ROS, hucrelere oldukga toksik olan peroksinitrit gibi
uranlere donuserek lipidler, proteinler ve nukleik asitler gibi hdcrenin ana
komponentlerinde hasarlanmaya, sonug olarak da nekroz veya apopitoz yolu ile
hicre o6lumine sebep olurlar. Ayrica, MS’de azalmisg hicresel antioksidan
savunma sistemi bu hasarin artmasina katkida bulunabilir. MS’de oksidatif streste

artma ve antioksidanlarda azalma oldugu gdsterilmistir (Kurban ve ark., 2010).

2.6. Akrolein

Akrolein yakici, keskin kokulu, renksiz ya da sari renkli bir aldehittir (Sekil 2.3).
Havada kolayca tutusur ve yanar. Akrolein normal sicakliklarda sudan daha hizl
buharlasir. Sicaklik arttikga sivi fazdan buhar fazina gegis hizlanir. Akrolein, eger
tam anlamiyla onlem alinmamissa, tehlikeli derecede kirli alanlarin yakinindaki
havada, suda ya da toprakta bulunabilir. Yuzey suyunda ve toprakta bulunmasina

ragmen, hizl bir sekilde buharlagabilir ya da tekrarl olarak topraktaki materyallere
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baglanarak inaktive olur. Ayrica akrolein bir pestisittir ve sulama kanallarina ve
sualti bitkilerinin, alglerin ve bazi bitkilerin buyumesini engellemek igin sulama
sularina eklenir. Yuksek konsantrasyonlarda, kimyasal silah olarak kullanilir.
Klguk miktarlarda akrolein, agaclar ve diger bitkiler (tGtin dahil) gibi organik
maddeler yandigi zaman ve ayni zamanda benzin ve yadlar gibi yakitlar yandigi
zaman olusabilir ya da havaya karisir (Uchida ve ark., 1998). Akrolein ayrica, bina
yanginlarinda apartman sakinleri igin o6lumcul olabilecek konsantrasyonlarda
olusabilir (ATSDR, 2007). immiinositokimyasal analizlerde formaldehite alternatif
fiksatif olarak da kullanilmaktadir (King ve ark., 1983).

Akrolein solundugunda, saniyeler iginde énemli bir kismi dokulara girer. Yutulur ya
da deri temasi olursa, bir miktar akrolein tekrarli olarak vucut dokularina girer
ancak miktari bilinmemektedir. Bir kez dokulara giren akrolein, metabolitlerine
donugur. Bu durum muhtemelen dakikalar ya da saatler icinde olur. Bu
metabolitlerin bir kismi vicudu idrar yolu ile terkeder. Ancak bu surecin ne kadar
zaman aldigi da bilinmemektedir (ATSDR, 2007).

H O
| 1

/CQ /C\
Sekil 2.3. Akroleinin molekiler yapisi

Bir kimyasal maddenin kisiye zarar verip vermedigini agiklamak igin, bu kimyasal
maddenin absorpsiyonu, dagilimi, biyotransformasyonu ve kinetiginin bilinmesi
gerekir. Hayvan testleri genel toksisite verisi yaninda kanser ya da dogum
kusurlari gibi 6zel toksik etkilerin belirlenmesine de yardimcidir. Bir kimyasal
maddenin toksisitesi, maruziyet miktarina ve suresine baglidir. Cok uzun slre,
fazla miktarda akroleine maruz kalmak, kisinin daha koétu etkilenmesine neden

olur. Kisa bir silre i¢in ¢ok duslUk seviyelerde akrolein solunursa, goézlerde
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yasarma ve bogazda agri olusabilir. Bu etkiler maruziyetten kisa bir stre sonra yok
olur (ATSDR, 2007). Bununla birlikte, eger ylksek dozlarda daha uzun sureli ve
tekrarli maruziyet s6z konusu ise akcigerler etkilenebilir. Akroleini agiz yoluyla alan
hayvanlarda, mide irritasyonu, kusma, mide Ulseri ve kanama gorulmustur
(ATSDR, 2007). Akroleini solumanin, yemenin ya da cilde dokulmesinin dogum
hasarina, gocuk sahibi olamama durumuna ya da kansere neden olup olmadigi
bilinmemektedir. Amerika Saglik ve Insan Hizmetleri Birimi (Department of Health
and Human Srevices) akroleinin karsinojenitesi konusunda bir siniflandirma
yapmamistir. IARC (The International Agency for Research on Cancer), akroleinin
insanlarda kanserojen olarak siniflandinimadigini belirtmistir. Cevre Koruma
Ajansi (EPA) ise akroleinin kanserojenlik potansiyelini yetersiz veritabanina bagl
olarak aciklanamadigini belirtmistir (ATSDR, 2007).

Akroleinin ya da metabolitlerinin etkileriyle iligkili olarak insan doku ya da vucut
sivilarinda bulundugu miktara dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Toksikokinetik calismalar akroleinin organizmadaki proteinlerle ve asitlerle
reaksiyona girdigini géstermektedir. Ancak bu kimyasal madde veya metabolitleri
ile ilgili belirgin bir etki bulunamamistir (ATSDR, 2007)

insanlarda akroleinin indkledigi bir etkinin nicel olarak baglantili oldugu bir
biyobelirteci yoktur. Bazi biyobelirteclerin belilenmesi ve kullanimi, insanlarda
akrolein alimi ve maruziyeti arasindaki iliskiyi belirleyebilmek, havadaki, icme
suyundaki ya da yemeklerdeki akrolein miktarini belirlemekten ¢ok daha faydal
olacagi belirtiimistir (ATSDR, 2007).

Akroleinin  glutatyon ile konjugasyonunda olugan bir G4rin olan 3-
hidroksipropilmerkapttrik asit, siklofosfamid ilacini kullananlarin idrarlarinda
belirlenmistir (ATSDR, 2007). Ayni metabolit derialti akrolein maruziyeti sonucu
sigcanlarin idrarlarinda da bulundugundan, idrardaki 3-hidroksipropilmerkaptirik
asidin  seviyesinin  akroleine  maruziyeti  belirlemede  kullanilabileceqgi
disunulmektedir. Parent ve ark. (1998) tarafindan siganlarda oral ve intravendz
isaretlenmis akrolein alimi sonucu 6 Uriner metabolit bulunmusg, fakat metabolit

seviyesi ve doz arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamigtir.
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Akrolein ve akrilamid organizmada énemli miktarda glutatyon (GSH) ile reaksiyona
girer ve degredasyondan sonra idrarda merkapturik asit olarak atilirlar.

Merkapturik asit turevleri idrarda biyobelirteg olarak dlgulmustur.

Yemeklerin hazirlanma suregleri ve bundan kaynakli degisen yiyecegin igerigi
Ulkeler arasinda farkhilik gdsterir. icerik cesitliligi, yemeklerin kompozisyonuna,
pisirme surecine ve hazirlanma asamasina bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Bu sebeple, yemeklerde vyapilacak olgumler “yemeye hazir” asamasinda
yapiimalidir. Mevcut maruziyet verilerine gore, en yuksek akrolein icerigi alkollu
iceceklerde Olgculmustur. Bazi c¢alismalarda akrolein, havyar, kuzu eti, tuzlanmig
domuz eti, tavuk eti, kakao ve ¢ikolata likort, kahve ve cay gibi alkolli olmayan

iceceklerde, sadece kalitatif olarak belirlenmistir (Abraham ve ark., 2011).
2.6.1. Besinlerde Akroleinin Olugsumu ve Analizi

Akrolein yemegin pismesi suresince farkli asamalarda aminoasitlerden, yaglardan
ve karbonhidratlardan olusabilir. Sebzelerin ve yaglarin kizartma sirasinda isitma
ya da gereginden fazla isitilmasi ile olugur. Bu reaksiyon boyunca, trigliseritler
hidrolitik olarak sudan ayrilarak ve gliserinin dehidrate olmaya devam etmesiyle
olusurlar. Ylksek reaktifligine bagll olarak, suda polimerlesme egilimindedir ve
analitik olarak serbest akrolein olarak tespit edilemez. Buna ek olarak, akrolein
aminoasit donUsumu boyunca (Maillard reaksiyonu sirasinda Strecker
degredasyonu) oksidatif deaminasyonu boyunca olusur. Besinlerdeki akrolein
miktarinin tespiti olduk¢a karisiktir. Oso’rio ve de Lourdes (2011) tarafindan
yapilan bir ¢alismada patates kizartmasindaki akrolein igerigi 1-5 mg/kg olarak
rapor edilmistir. Olgiimlerin tekrarlanmasi boyunca, %100’e kadar farkhliklar elde
edilmistir. Eger yemekler yagda isitilirsa, akrolein emilimi soya fastilyesi yagi igin
yaklasik 20 mg/kg/saat’e, kolza tohumu yagi icin ise 10 mg/kg/sa’e kadar
azalmistir. Bu verilerden yola gikarak 100 g patates kizartmasinin 10 dakika
Isitiimasi sonucu yaklasik 150 mg akrolein agiga c¢ikmaktadir. Yemekler igin
simdiye kadar olusturulmus tum analitik metodlar henlz standardize edilememistir
ve laboratuvarlar arasi metodlarin kargilastiriimasiyla ilgili gcalisma yapiimamigtir
(Abraham ve ark., 2011).
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Karbonhidrat igeren besinlerin isitilmasi ya da pisiriimesi sonucu, karbon-karbon
ayrilmasi ya da proteinlerdeki aminoasit kalintilari ile reaktif karbonhidrat ara
arinleri olusur (Stevens ve Maies, 2008). Dehidratasyonla (ya da 1si
indUklenmesiyle) akrolein olusturan 2-hidroksi-propenal akroleinin  dnclil

maddesidir. Akroleinin glikozdan olusum asamalari su sekilde gergeklesmektedir:

Glukoz - deoksiglukozon - hidroksi aseton = 2-hidroksi propanal - akrolein
(Stevens ve Maies, 2008).

2.6.2. Tutin Kaynakh Akrolein Maruziyeti

Sigara dumani ile akrolein maruziyeti toplam insan maruziyetinin énemli bir
kismini  olusturmaktadir. Sigara igenler ile i¢cmeyenlerin idrar ornekleri
karsilastirildiginda icenlerde akroleinin metaboliti olan 3-
hidroksipropilmerkaptirikasidin 2 kat daha fazla oldugu go6zlenmistir. Ayni
calismada, 4 hafta sigara icmeyi birakan bir kiside, akrolein metaboliti seviyesinde

ortalama %78 dusus gozlenmistir (Stevens ve Maies, 2008).

Sigaranin Uretim surecinde, agirhgin %1-5’i kadar, nemin korunmasi ve tat
vermesi icin, tltine gliserol eklenmektedir. 100 g tatinde 5 g gliserol olan (60 ug
akrolein/sigara) ya da kontrol sigaralari (56 g akrolein/sigara) ile
kargilastirildiginda, 100 g tatine 10 ya da 15 g gliserol eklenmesinin dumanda %9
oraninda akrolein miktarinin artisina neden oldugu bulunmustur (sirasiyla 67 ve 69
Mg akrolein/sigara). Bu bilgilere gore, 100 g tatline eklenen her gram gliserol icin
sigara basina akrolein saliniminin 0,9 ug oldugu hesaplanmistir. Bu nedenle,
gliserol bagh akrolein salinimi gliserol olmadan sigara dumanindan salinan
akrolein miktarindan (56 pug/akrolein/sigara) daha fazladir (Stevens ve Maies,
2008).

2.6.3. Yaglardan Akrolein Olugsumu ve Analizi
Akroleinin en bilinen kaynag triagil ve diagil gliseridin bileseni gliseroldur, ama

akrolein yag asitlerinden ya da lipid peroksidasyonundan da olusabilir. Bazi

arastiricilar lipid peroksidasyonu surecinde c¢oklu doymamis yag asitlerinden
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akrolein olusumu Uzerinde durmaktadirlar. Esterbauer'in mekanizmasi akroleinin
yag asitlerinin asitalkii ucundan ya da karboksi ucundan olugmasinin olasi
olmadigini gostermektedir. Esterbauer bu mekanizmayi énermistir, cinku akrolein

alifatik zincirin ortasindan orijin alir (Stevens, 2008).

Pedersen ve ark. (1999) kolza tohumu yaginda isi ile muamele sonu salinan
akrolein miktari ile kolza tohumu yag asidi metil esterleri ve petrolyumdan turemis
dizel vyakitlarin 1siyla muamelesi sonucu olusan akrolein miktarlarini
kargilastirmistir. Ugucularin miktarini belirlememis olmalarina ragmen, GC-MS
kromotogram deneyleri, kolza tohumu yagindan olusan akrolein miktarinin
550°C’de hiicre reaktériinde tutulan yag asidi metil esterleri karigimindan 102 kat
daha fazla agiga ciktigi tespit edilmistir. Gliserolin akroleinin énemli bir 6n

maddesi oldugu kanitlanmistir (Stevensve Maies, 2008).

Akrolein ve akrilamidin esit oranlarda merkapturikasit tlrevlerine metabolize
olduklari g6z 6nune alinarak, 150 g patates cipsinde 15 mg/kg ile 100 mg/kg
akrolein konsantrasyonu olabilecegi hesaplanmistir. Osério ve ark.1 (2011)
170°C’de 12-15 dk farkh yaglarda yaptigi kizartma sonucu analizlerinde daha
dusuk konsantrasyonda akrolein olustugunu tespit etmiglerdir. Ewert ve ark.’
(2011) 140°C’de 24 saat hindistancevizi yaginda kizartildiginda 6,7 mg/kg, keten
tohumu yaginda ise 242,3 mg/kg akrolein igerdigi tespit etmistir. Arastirmacilar su
ve havanin varliginin kizartma sirasinda oksidatif ya da hidrolitik bir stirece neden
olabilecegini savunmuslardir. Sonug olarak, veriler patates kizartmasinin énemli

miktarlarda akrolein igerdigini gostermektedir (Abraham ve ark., 2008).
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan akrolein ve metilseltloz, Sigma (Amerika) firmasindan temin
edilmistir. Tam kan sayimi, MS9-5 veteriner amacli kan sayim kiti kullanilarak
yapiimistir. immiinohistokimya icin HRP Kiti ve Nérofilament antikoru Thermo
Scientific/LabVision firmasindan (Amerika) temin edilmistir. Protein analizleri igin,
BCA Protein analiz kiti Pierce firmasindan, Glial Fibriler Asidik Protein ve Miyelin

Temel Proteini ELISA kitleri USCN Life firmasindan satin alinmistir.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu calismada, oral yolla akrolein uygulamasi sonucu meydana gelebilecek
hematolojik, biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin
gelismekte olan Wistar (Rattus norvegicus) erkek sicanlar kullaniimigtir. Deneyde
kullanilan 3-4 haftalik yavru sicanlar Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Yetistirme Unitesi’'nden temin edilmistir. Siganlarin 3-4 giin boyunca
laboratuvar kosullarina alismasi saglanmistir. Deneye bagslanirken siganlar
rastgele secilerek gruplandiriimiglardir. Deney gruplari kontrol, metilseltloz-
kontrol, 0,5 mg/kg/gin akrolein, 1 mg/kg/gin akrolein, 2 mg/kg/giin akrolein
uygulanan gruplar olusturmus (Aurebach, 2008) ve her grupta 10 hayvan olmak
uzere toplam 50 erkek sigcan kullaniimistir. Akrolein, haftalik olarak hazirlanan
%0,05’lik metilsellloz ¢dzeltisi iginde ¢dzllerek siganlara 90 gun sureyle oral yolla
ile verilmigtir. Siganlar standart sigan pellet yemi ve gcesme suyu ile beslenmisler,
kontrol grubu sicanlara herhangi bagka uygulama yapilimazken, metilseltloz

kontrol grubu si¢anlara 2mg/kg/gun metilseltloz uygulanmigtir..

3.3. Laboratuvar Kosullan

90 gun devam eden deney suresince laboratuvarda bulunan fotoperiyot zaman
ayarlayicisi ile 12 saat aydinlik 12 saat karanlik kosullari saglanmistir. Gunluk
takip edilen laboratuvar sicakligi ortalama 20,6+1,3, nisbi nem ise ortalama

50,313,9 olarak kaydedilmistir. TUm deney hayvanlarinin ortam kosullarindan ayni
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sekilde yararlanabilmesi icin kafeslerin yerleri 2 haftada bir olacak sekilde duzenli

olarak degistirilmistir.

3.4. Besin - Su Tuketimlerinin ve Viucut Agirliklarinin Saptanmasi

Butun gruplardaki siganlarin yem ve sulari her gun yenilenmis ve tuketilen
miktarlar gunliuk olarak kaydedilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait
si¢anlarin vacut agirliklar haftalik olarak kaydedilmistir. 90 giin sonunda siganlarin
canlihgi servikal dislokasyon yontemi ile sonlandiriimigtir. Diseksiyon sonunda
hayvanlarin beyin dokularindaki morfolojik degisiklikler incelenerek, yas doku

agirhiklar kaydedilmistir.

3.5. Hematolojik Analizler

Tam kan sayimi icin si¢canin kalbinden steril enjektdrle alinan kan 6rnegi EDTA’h
kan tuplerine aktarilmistir. Ornekler MS59 marka kan sayim cihazi ile
okutulmustur. Tam kan sayimi kapsaminda eritrosit sayisi ve yuzdesi, hemoglobin
degerleri ve hematokrit ylzdesi, 16kosit sayilari ve yuzdeleri, trombosit sayilari ve
MHCH, MCH, Pct, MVC degerleri tespit edilmistir.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Sicanlardan alinan kan érneklerinin bir kismi biyokimyasal analizlerde kullaniimak
uzere kitlerin belirledigi protokole uygun olarak 3500 rpm’de 20 dk santrif(j
edilerek serum elde edilmigtir. Serum Orneklerinde total protein, glial fibriler asidik
protein ve miyelin temel proteini miktarlari analiz edilmistir. Total protein analizi
spektrofotometrik olarak BCA protein analiz kiti (Pierce, Rockford, Illlinois)
kullanilarak yapilmigtir. Standart olarak sigir serum albumini kullaniimistir. GFAP
ve MBP analizleri ELISA kitleri (Uscn Life Science Inc. Wuhan) kullanilarak

BIOTEK pQuant Mikroplate Spektrofotometre cihazinda yapilmigtir.

3.7. Histolojik incelemeler

Sigcanlarin beyin dokulari butin halde cikartilarak organ agirhgi kaydedilerek
%10’luk formol c¢ozeltisine alinmistir. Dokular fiksatif icinde ortalama 24 saat

bekletilerek doku takibi igslemleri yapilmistir. Doku takibi asamasindan sonra 55%lik
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parafin icine gémulerek bloklanan dokulardan mikrotomda 5 mikron kalinliginda
kesitler alinmigtir. Alinan kesitler histolojik inceleme igin rutin Hematoksilen&Eosin
(H&E) boyasi ile, Nissl cisimcikleri icin Cresyl Violet boyasi kullanilarak
boyanmistir. H&E ile boyanmis preparatlarda her hayvandan alinan doku
kesitlerinde rastgele 10 farkli alan segilerek bu alanlarda degisiklik gdézlenen

hacreler sayllmis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.8. immiinohistokimyasal incelemeler

immiinohistokimyasal inceleme kapsaminda sican beyin dokularindan elde edilen
kesitler polilizin ve jelatin kapli lama alinarak Thermo-Scientific marka
Norofilament (68kDa&200kDa) antikoru ve HRP-DAB immunohistokimya Kkiti
kullanilarak kitin protokoliinde belirtilen sekilde noérofilamentler boyanarak isik

mikroskobunda incelenmistir.

3.9. Istatistiksel Analizler

Deney sonucunda elde edilen tim veriler Statistica programi kullanilarak tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis, Dunnet post-hoc testleri ile gruplar
arasindaki farkin énemi anlamlilik derecesinde test edilmistir. P<0,05 anlamlilik

derecesi olarak kabul edilmistir.
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4. SONUGLAR

4.1. Vucut Agirhiklari, Gunlik Yem ve Su Tiiketim Sonuglar

Kontrol ve akrolein uygulamasi yapilan gruplardaki sicanlarin deney baslangi¢ ve

bitis vicut agirliklari, deney slresince kazanilan vicut agirliklari ve beyin dokusu

agirliklar Cizelge 4.1’de verilmistir. Kontrol ve akrolein gruplarindaki siganlarin

deney suresi boyunca vucut agirliklari, gunlik yem ve su tuketimlerini gosteren

grafik sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, ve Sekil 4.3’te verilmigtir.

Cizelge 4.1. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki sicanlarin vicut agirliklari,

deney suresince ortalama gunlik yem su ve tuketimleri

Akrolein Gruplar (mg/kg/giin)

Kontrol Metilseliiloz 0,5 1 2
Kontrol

Baslangig viicut 48,7+2,58 47,4+3,06 52,6+4,27 54,7+8,82 69,9+18,75
agirhgi (g)
Bitis viicut agirhigi 367,2+30,31 352,7+40,52 388,75+23,32 344,875+24,20 363,11+£34,38
(@
Kazanilan Agirlik 326,9+8,88 305,3+12,38 336+8,57 290,25+6,77°% 293,11+9,67%
)]
Kazanilan Agirlik 670,9+12,68 644,6+23,95 642,9+31,71 539,4+23,90% 598,9+51,17%
(%)
Beyin dokusu 1,9+0,09 2,0+0,1 2,0+0,05 1,810,1 1,940,07
Agirhg (g)
Yem tiiketimi (g) 22 11,77 20,8+1,62 21,4+£1,72 21,7+£0,74 22,5+0,65
Su tiiketimi (ml) 38,4+3,38 36,9+2,58 51,1+7,90 34,6+2,03 32,9+1,62

®Kontrol grubundan farkli (P<0,05)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.1. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki siganlarin haftalik ortalama

agirliklari

30

25
B
= 20
g —&—Kontrol
1]
= —B—Metilseliiloz Kontrol
F 15
E —4—0,5mg/kg/glin
-
f_g 0 —»—1mg/kg/giin
’é —#—2mg/kg/glin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4.2. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki siganlarin gunlik ortalama

yem tuketimleri
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Sekil 4.3. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki sicanlarin gunluk ortalama

su tuketimleri

Akrolein uygulanan siganlara ait degerler kontrol gruplarinin degerleri ile
karsilagtinldiginda 1 mg/kg/gin ve 2 mg/kg/gun uygulama grubu si¢anlarinin
agirlik artiglarinda kontrol grubundan istatistiksel agidan anlamlh derecede farklilik
gOsterdigi gortlmektedir (sirasiyla P=0,0125; P=0,0057).

Uygulama gruplarindaki siganlarin gunlik yem ve su tiketimlerinde ve beyin
dokusu agirliklarinda kontrol grubundan istatistiksel olarak anlaml bir farklilik

olmadigi tespit edilmigtir (p>0,05).

Uygulama suresince hayvanlarda gozlenen kilo kaybinin yaninda gozlerde akinti
ve kanama, burun akintisi ve kanama gibi klinik bulgular kaydedilmigtir.
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4.2. Kan Analiz Sonuglari

Deney gruplarindaki siganlarin kan analiz sonuglari Cizelge 4.2°de verilmistir.
Metilselliloz kontrol gruplari ve wuygulama gruplari, kontrol gruplari ile
karsgilastirildiginda bazi kan parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede
degisiklik tespit edilmistir. 0,5 mg/kg/gin akrolein uygulanan siganlarin |6kosit
yuzdesinde anlamli derecede %92,6 artis goruilmektedir (P=0,015). 1 mg/kg/gun
akrolein uygulanan grubun monosit yuzdesinde ise %54,75 artis gozlenmigtir
(P=0,010). 0,5 mg/kg/gtin ve 2 mg/kg/gun akrolein uygulanan gruplardaki monosit
sayisinda sirasiyla %134,62 ve %130,77 artis oldugu goérlimustur (Sirasiyla
P=0,023; P=0,030). 0,5 mg/kg/gun uygulama grubuna ait siganlarin MCV
degerlerinde %3,91 oraninda diusus oldugu gorulmektedir (P=0,039). Metilsellloz
kontrol ve 0,5 mg/kg/gun akrolein uygulama gruplarinin hematokrit oranlarinda
sirasiyla %48,05 ve %50,59 artis oldugu bulunmustur (P=0,001; P=0,001).
Metilseliloz kontrol ve 0,5 mg/kg/gin akrolein uygulama gruplarinin MCH
degerlerinde sirasiyla %33,52 ve %32,40 (Sirasiyla P=0,0001; P=0,0002); MCHC
degerlerinde sirasiyla %31,59 ve %29,60 (P=0,0002; P=0,0004); Pct degerlerinde
sirasiyla % 85,42 ve % 83,10 (P=0,0001; P=0,0001); trombosit degerlerinde ise

yine sirasiyla %78,53 ve %72,37 oranlarinda dusus oldugu gézlenmisgtir.

Uygulama gruplari metilseliloz kontrol gruplar ile karsilastinildiginda bazi
degerlerin istatistiksel olarak anlamli derecede farkhlik gosterdigi gorulmektedir.
1mg/kg/gin ve 2 mg/kg/gin uygulama gruplarina ait hematokrit degerlerinde
sirasiyla %30,35 ve %42,81 diusus (P=0,0048; P=0,0001); MCH degerlerinde
sirasiyla %48,11 ve %55,15 (P=0,0002; P=0,0001); MCHC_degerlerinde sirasiyla
%46,56 ve %54,20 (P=0,0003; P=0,0001); trombosit dederlerinde %363,97 ve
%379,27 (P=0,0001; P=0,0001); Pct degerlerinde ise sirasiyla %566,95 ve
%599,14 (P=0,0001; P=0,0001) artis oldugu gézlenmistir.
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Cizelge 4.2.
sonuglari

Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki sicanlarin kan analiz

Akrolein (mg/kg/giin)

Parametreler Kontrol Metilseliiloz Kontrol 0,5 1 2
Lokosit (mm?) 3,36 £1,72 4,91 +1,97 6,47 £ 1,59 4,73 +£2,60 4,83+1,84
Lenfosit (%) 83,73 +4,70 78,02 + 4,77 77,3+12,33 73,64 + 10,61 84,67 + 3,48
Mononosit (%) 8+225 8,89 £ 2,37 9,2+234 12,38 +4,26° 7,09 £1,59
Nétrofil/Graniilosit (%) 8,29 + 3,34 13,07 £ 3,09 13,48 £ 10,47 13,96 + 6,55 8,22 £2,43
Lenfosit 2,84 £1,52 3,85+ 1,59 49+1,12 3,46 £ 2,02 4,09 + 1,54
Monosit 0,26 + 0,14 0,42 +£0,17 0,61+0,24% 0,6+0,40° 0,33+0,18
Nétrofil/Graniilosit 0,26 + 0,1 0,64 + 0,30 0,95 + 1,00 0,69 £0,49 0,39+0,18
Eritrosit (mm®) 10,58 + 0,69 16,32 + 464,44 16,61 £ 2,83 10,82 + 4,47 9,15+£1,3
MCV (fl) 32,73 +0,53 31,74 0,74 31,45+1,32° 32,61+1,21 32+0,64
Hematokrit (%) 34,65+2,76 51,3+5,96% 52,18 +9,17° 35,73 + 16,51° 20,34 +4,54°
MCH (pg) 14,32 + 0,63 9,52 +1,55% 9,68 2,99 14,1 +2,48"° 14,77 +1,04°
MCHC (g/dI) 43,72 £2,06 29,91 +4,25° 30,78 +8,96° 43,46 +8,27°" 46,12+ 0,63"
Hemoglobin (g/dl) 15,14 + 1,06 15,2+ 1,52 15,39 + 1,12 14,38 + 2,54 13,28 £ 2,09

Trombosit (mm?)

Pct (%)

867,1+921,78

15,98 £ 1,53

186,2+ 2624,02°

2,33+5,19°

239,6+ 2184,9°

2,7+4,67°

863,9+ 3087,78°

15,54 + 5,88

892,3+ 1623,25°"

16,29 + 2,58

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Kontrol grubundan farkli (P<0,05)

®Metilseliiloz kontrol grubundan farkli (P<0,05)
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4.3. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda siganlardan alinan kan orneklerinden elde edilen serumlarda
GFAP, MBP ve total protein miktarlari tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar ve
Cizelge 4.3’te verilmistir. Akrolein uygulanan gruplarin kontrol gruplarindan GFAP,
MBP ve total protein de@erleri agisindan istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik

gOstermedigi belirlenmigtir.

Cizelge 4.3. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki sicanlarin biyokimyasal

analiz sonuglari

Akrolein (mg/kg/giin)

Metilseliiloz

Kontrol Kontrol 05 1 2

(TOt/a'I)PrOtei” 1273,01295,98 1139,55+133,53  1200,30+90,09 1118,53+62,31  1229,11+247,22
pPg/m

MBP (pg/ml) 0,47+0,14 0,39+0,27 0,46+0,25 0,28+0,09 0,32+0,12
GFAP (pg/ml) 52,95+24,16 48,57+22,40 33,38+2,66 48,08+17,54 38,03+6,03

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.4. Histopatolojik Analizler

Rutin histopatolojik yontemlerle hazirlanan, H&E ve Cresyl Violet ile boyanan
beyin dokularina ait preparatlar 151k mikroskobu altinda histopatolojik agidan
degerlendirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda akrolein uygulanan gruplara ait
sigcanlarin beyin dokularinda korteksin hticre tabakalasmasinda bozulmanin

kontrol gruplarindan farkhlik gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 4.4 — 4.8).

H&E ile boyanmis preparatlarda, hiucre sitoplazmasinda vakuollesme ve kenara
cekilmis kuguk cekirdekler incelendiginde 1 mg/kg ve 2 mg/kg uygulama
gruplarinin kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). Cizelge 4.4'te kontrol gruplari ve akrolein
uygulanan gruplardaki siganlarin beyin dokularinda goézlenen hicre cekirdegi

klgulmesi ve sitoplazmik vakuollesmenin sikhigi verilmistir (Sekil 4.9-4.13).

Cresyl Violet ile boyanmis olan preparatlarda, i1sik mikroskobu altinda yapilan
incelemelerde Nissl cisimciklerinin yogunlugu degerlendirilmistir. incelemeler
sonucunda kontrol ve uygulama gruplarina ait beyin dokularinda Nissl

cisimcikleriyle ilgili yogunluk farkina rastlanmamistir (Sekil 4.14 ve 4.15) .

Cizelge 4.4. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki siganlarin beyin

dokularinda gozlenen histopatolojik degisikliklerin sikligi

Akrolein (mg/kg/giin)

Metilseliiloz

Kontrol Kontrol 0,5 1 2
Cekirdek
kiiglilmesi ve 0,57+0,1 0,72+0,13 0,53+0,01 1,17+0,3% 1,92+0,29%
vakuollegme*
Kortekste 0/10 1/10 6/7 6/7 8/8
Bozulma

*

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
:*Kontrol grubundan farkli

Degerler degisiklik gdzlenen hayvan sayisi/grupta yer alan toplam hayvan sayisi seklinde verilmistir.
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Sekil 4.4. Kontrol grubu sigcanina ait beyin dokusu korteks yapisi (Cresyl Violet boyama,
20X buyatme).

Serebral Korteks

Sekil 4.5. Metilseluloz kontrol grubuna ait siganin beyin dokusu korteks yapisi
(Cresyl Violet boyama, 20X buyutme).
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Sekil 4.6. 0,5 mg/kg/gun akrolein uygulama grubuna ait sicanin beyin dokusu
korteksinde bozulma (Cresyl Violet boyama, 20X buyitme).

Sekil 4.7. 1 mg/kg/gin akrolein uygulama grubuna ait sicanin beyin dokusu
kortekste bozulma (Cresyl Violet boyama, 20X buyutme).
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Sekil 4.8. 2 mg/kg/guin akrolein uygulama grubuna ait sicanin beyin dokusu
korteksinde bozulma (Cresyl Violet boyama, 20X buyltme).

Sekil 4.9. Kontrol grubu siganina ait beyin dokusu (H&E, 40X blyutme).
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Sekil 4.10. Metilselliloz kontrol grubu sicanina ait beyin dokusu (H&E, 40X
blayutme).

Sekil 4.11. 0,5 mg/kg/gin akrolein uygulama grubu siganina ait beyin dokusunda
hiicre gekirdegi kiiglilmesi ve hiicre vakuollesmesi (=) (H&E, 40X blyltme).
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Sekil 4.12. 1 mg/kg/gun akrolein uygulama grubu sicanina ait beyin dokusunda
hiicre gekirdegi kiiglilmesi ve hiicre vakuollesmesi (=) (H&E, 40X blyltme).

Sekil 4.13. 2 mg/kg/gun akrolein uygulama grubu siganina ait beyin dokusunda
hiicre gekirdegi kiiglilmesi ve hiicre vakuollesmesi (=) (H&E, 40X blyltme).
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Sekil 4.14. Kontrol grubu sigcanina ait beyin dokusunda daha yogun boyanan Nissl
cisimcikleri iceren beyin dokusu hiicreleri (=>) (Cresyl Violet, 40X blyitme).

Sekil 4.15. 1 mg/kg/gun akrolein uygulama grubu siganina ait beyin dokusunda

daha yogun boyanan Nissl cisimcikleri iceren beyin dokusu hicreleri (=) (Cresyl
Violet, 100X blyutme).



4.5. immiinohistokimyasal Analizler

Sigan beyin dokusunda nérofilament yogunlugu immunohistokimyasal olarak
incelenmigstir. Beyin dokusunda nérofilament birikimi olup olmadigi degerlendirilmis
ve uygulama gruplarinin (Sekil 4.16-18) kontrol gruplarindan (Sekil 4.14-15)
anlamli derecede farklilik gosterdigi tespit edilmistir. incelemeler sonucunda elde

edilen veriler Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Kontrol gruplari ve akrolein uygulanan gruplardaki siganlara ait beyin

dokularindaki nérofilament birikiminin yogunlugu

Akrolein (mg/kg/giin)

Metilseliiloz
Kontrol Kontrol 0,5 1 2
NF Birikimi 1/10 2/10 5/72 6/7% 8/8%

Degerler degisiklik gézlenen hayvan sayisi / grupta yer alan toplam incelenen hayvan sayisi
seklinde verilmigtir.
@ Kontrol grubundan farkh

Sekil 4.16. Kontrol grubu sigana ait beyin dokusu (DAB kromojen ile
immunohistokimyasal boyama, 100X buyutme).

36



Sekil 4.17. Metilsellloz kontrol grubu sigana ait beyin dokusu (DAB kromojen ile
immuanohistokimyasal boyama, 100X blyutme).

Sekil 4.18. 0,5 mg/kg/gun akrolein uygulama grubu si¢gana ait beyin dokusunda

NF birikimi () (DAB kromojen ile immunohistokimyasal boyama, 100X blyutme).
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Sekil 4.19. 1 mg/kg/glin akrolein uygulama grubu sigana ait beyin dokusunda NF

birikimi (x) (DAB kromojen ile immunohistokimyasal boyama, 100X buyitme).

Sekil 4.20. 2 mg/kg/gln akrolein uygulama grubu sigana ait beyin dokusunda NF

birikimi (x) (DAB kromojen ile immunohistokimyasal boyama, 100X buyutme).
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5. TARTISMA

Yiyeceklerin tiketiimeye hazir hale getiriimesi sirasinda isi ile muameleleri sonucu
cesitli kimyasal maddeler agida cikmakta ve insanlar tarafindan bu kimyasal
maddelere maruziyet kaginilmaz olmaktadir. Akrolein yemeklerin pismesi
sirasinda, karbohidratlar, bitkisel ve hayvansal yaglarin s ile muamelesi
sonucunda olusur. Akrolein karismis suyu, icinde akrolein olusmus yaglarda pisen
besinleri tiketmek ile maruziyet s6z konusu olmaktadir. Besin isleme surecinde
meydana gelmesine ek olarak akrolein, agag, tltlin ve diger bitkilerin, benzinin de

yanmasl sonucu olugan ve havaya karigan bir maddedir.

Bu calismada; besinlerin tuketiimeye hazir hale getiriimesi sirasinda isi ile
muamelesi sonucu olusan akroleinin gelismekte olan erkek siganlara
uygulanmasiyla, sinir sistemi Uzerine olasi etkileri, beyin dokusunda histopatolojik,
immunohistokimyasal incelemeler, ayrica biyokimyasal ve hematolojik analizler
yapilarak arastiriimistir. Yapilan literatir arastirmalarinda akroleinin besin yolu ile
maruziyeti sonucu olusan toksik etkileriyle ilgili yeterli veri bulunmamamktadir.
Akroleinin sinir sistemi Uzerine etkileriyle ilgili ise sinirh sayida c¢alisma
bulunmaktadir (WHO, 2002). Bu c¢alisma toksisite veri tabanina katkida
bulunmasinin yanisira akroleinin norotoksik etkilerini gosteren bir ¢alisma olmasi

sebebiyle 6nem tagimaktadir.

Toksikolojik degerlendirmeler igin yapilan toksikoloji testlerinde maruziyet sureleri
akut ya da subakut (30 ginden daha az), subkronik (30 — 90 gln arasi) ve kronik
(90 glnden fazla) olarak belirlenir (Vural, 2005). Yapilan o6nceki calismalar
(Auerbach, 2008) g6z onune alinarak ¢alisma subkronik bir ¢alisma olarak

gerceklestirilmigstir.

Deney suresince kontrol ve uygulama gruplarindaki siganlarin tukettikleri besin ve
su miktarlari gunluk olarak olguimustir. Bunun yanisira deney suresince kazanilan
vucut agirliklar haftalik olarak kaydedilmistir. Deney sonunda, akrolein uygulanan
sicanlara ait de@erler kontrol gruplarinin deg@erleri ile karsilastirildiginda 1
mg/kg/giin ve 2 mg/kg/giin uygulama grubu si¢anlarin agirlk artislarinda kontrol
grubundan istatistiksel agidan anlamli derecede farklik gosterdigi gorilmektedir.
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Oldukga toksik etkili bir aldehit olan akroleinin sindirim sistemi ve mide epiteli
uzerinde olumsuz etkili oldugu bildirilmigtir (EPA, 2003). Calismamizin sonuglarina
goOre akrolein, uygulama gruplarinda agirlik artisinda azalmaya neden olmustur.
Bunun yanisira uygulama grubundaki si¢canlarin gunlik yem ve su tuketimlerinde

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik olmadigi tespit edilmistir.

Diinya Saghk Orgitinin 2002 yilinda akrolein ile ilgili yayinladigi bir raporda,
Spargue-Dawley sicanlar ile yapilan bir galigsmada oral gavaj yontemi ile
hayvanlara 102 hafta sireyle, 0,05 mg/kg/gin, 0,5 mg/kg/gun, 2,5 mg/kg/gun
akrolein uygulanmistir. Calismanin devam ettigi stire boyunca 0,5 mg/kg/glin ve
2,5 mg/kg/gun akrolein uygulanan siganlarda Olum oranlarinda artig oldugu
go6zlenmigtir. 90 gun sureyle akrolein uygulanan sicanlarla ilgili yapilan bir bagka
calismada, sicanlara 0,75 mg/kg, 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg
akrolein verilmis ve deney sulresince 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg doz
gruplarinda deney sureci tamamlanmadan olumler oldugu gézlenmigtir (Auerbach,
2008). Deneyimizin akrolein uygulama agamasinda, her U¢ uygulama grubunda da
sure¢ tamamlanmadan 6nce o6len hayvanlar olmustur. Auerbach ve ark. (2008)
yurattigu ayni calismada 10 mg/kg/gun akrolein uygulanan doz grubuna ait
si¢canlarda anormal nefes alip verme, g6z ve burunda akinti, bozulmus tly yapisi
ve gruba ait tm sicanlarda zayiflik-kilo kaybi gibi klinik bulgulara rastlanmistir.
Calismamizda hayvanlarda, gozlerde akinti ve kanama, burun kanamasi ve kilo
kaybi gibi durumlar gozlenmigtir. Daha oOnce yapilan c¢alismalarda gozlenen
belirtilerle paralellik gdstermekte olan bu belirtilerin, akroleinin bir etkisi oldugu

dusunulmektedir.

Son zamanlarda yapilan birgok calismada, akrolein ve ayrica 4-hidroksi-2-
transnonenal gibi diger lipid peroksidasyonu udrunleri norolojik hastaliklar ile
iligkilendirilmistir. Beyin ya da medulladaki endojen akrolein seviyesinin Alzheimer,
Parkinson ALS ve diger norolojik hastaligi kisilerde arttigi belirlenmigtir. Ayrica
Alzheimer hastalarinda DNA-akrolein ataklarinin seviyesinin arttigi da belirtilmistir
(Abraham ve ark., 2011).

Calismamizda akroleinin  hematolojik parametreler Uzerine etkilerinin tespit

edilmesi igin tam kan sayimi yapiimigtir. Tam kan sayimi birgcok hastaligin
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belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir. Lokosit, eritrosit, platelet
sayiminin yani sira, hemoglobin, MCHC gibi pek ¢ok degerin belirlenmesi tam kan
sayimiyla gerceklesmektedir. Akrolein uygulanan gruplarin l6kosit, monosit, MCV,
MCHC, hematokrit, platelet ve trombosit degerleri kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmustur. 0,5 mg/kg/gun
akrolein uygulanan si¢anlarin Iokosit yuzdesinde kontrol grubundan farkli olarak
anlamli derecede artis gérilmektedir intravaskiler 16kosit birikimi mikrodolagimi
bozmakta, endotel hasarini arttirmakta ve vasospazma yol acgabilmektedir
(Guldiken, 2008). Sonucta I6kositoz inme siddetini artiran 6énemli bir faktordir.
Ancak Beray-Berthat ve ark. (2003b)'nin g¢alismasinda ldkosit artisinin hasarli
beyin dokusuna ve oksidatif strese gore degisebilecegdi, farkli beyin bdlgelerinin
deneysel iskemik hasarlarinda farkl 16kosit yanitlarinin olusabilecegi gdsterilmistir.
Ayni arastirmacilar farkh bir deneysel calismada ise iskemik beyin hasarinda
I6kositlerin infarkt hacmini etkilemedigini gdstermiglerdir (Beray-Berthat, 2003a).
Uygulama gruplarinin  kontrol gruplarindan farkli olarak monosit saylr ve
yuzdelerinde artis oldugu gozlenmistir. Monosit artisi monositoz olarak tanimlanir.
Monositozis ile iligkili durumlar; enfeksiyonlar, malign hastaliklar, bag dokusu

hastaliklari ana bagliklar altinda gruplandirilabilirler (Gunes, 2010).

Metilsellloz kontrol ve 0,5 mg/kg/gun akrolein uygulama gruplarinin trombosit
deg@erlerinde istatistiksel olarak anlamli derecede dusus oldugu gozlenmigtir.
Trombositler kanin pihtilasmasinda rol alan hiicreler olmakla birlikte, pithtilasma
disinda bir ¢ok iglevleri de bulunmaktadir. Bu nedenle hicre sayisindaki
degisiklikler kadar, iglevlerindeki bozukluklar da 6nem tasimaktadir. Trombosit
sayisinda dugsme gorulen bazi hastaliklar; immun sistemdeki edinsel ya da kalitsal
kusurlara bagh olarak olugsmaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore

akrolein uygulanmasi bazi kan degerlerinde degisikliklere neden olmustur.

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda akroleinin gelismekte olan erkek
sicanlarin beyin dokulari Uzerindeki olasi etkileri ortaya ¢ikariimistir. Histopatolojik
degisiklik olarak kaydedilen korteksteki tabakalagsmanin bozulmasi kontrol
gruplarindan farkli olarak uygulama gruplarinda gézlenmistir. Udomuksorn ve ark.
(2011) yapmis oldugu galismada, 21 guin, 3 ay ve 6 ay, dusuk (2 g/kg vicut

agirhgi) ve yuksek (5 g/kg vucut agirhgr) dozlarda etanol uygulanan sicanlarin
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korteks kalinhklari dlgilmis ve en fazla 6 ay uygulanan yuksek doz grubundaki
hayvanlarda olmak Uzere tUum uygulama gruplarinda korteks kalinliginda belirgin
bir disusin oldugu goézlenmigtir. Ayrica kortekste bulunan noéronlarin sayica
azaldigr da belirtiimistir. Normal yaslanma ile ilgili oldugu kadar Kkortikal
kalinhk/hacim ndrodejeneratif yada gelisimsel hastaliklara da bagli olarak farkllik
gOstermektedir. Alzheimer hastalarinda ve Multiple Sklerozis hastaligina sahip
olan kigilerin beyinlerinde normal beyinlerle karsilastirildiginda, kortikal hacimde
anlamli bir rediksiyon oldugu gdézlenmistir (Scott ve ark. 2005). Calisma sonunda
yapmis oldugumuz histopatolojik degerlendirmeler sonucunda gozlemledigimiz bir
diger durum da beyin hucre c¢ekirdeklerinde meydana gelen kuclilme ve
sitoplazmanin  kaybolmasi  olmustur. Uygulama ve  kontrol  gruplari
karsilastirildiginda akroleine maruz birakilmis gruplara ait siganlarin beyin
dokularinin kontrol gruplarindan anlamli sekilde farkli oldugu gézlenmistir. Benzer
sekilde daha dnce Bisfenol A uygulanan siganlar ile yapiimis bir ¢calismada da
uygulama gruplarina ait siganlarin beyin dokularinda yapilan inceleme sonucu
beyin hucre c¢ekirdeklerinde kugulme ve hucre sitoplazmasinda vakuollesme
oldugu godzlenmistir (Aydogan ve ark., 2008). Calismamizda beyinde gbzlenen
korteks tabakalasmasindaki bozulma, beyin hicre ¢ekirdeklerinde meydana gelen
kiculme ve sitoplazma kaybolmasi bulgularimiza gére akroleinin beyinde histolojik

dizeyde olumsuz etkiye neden olmaktadir.

Noronlar vucuttaki en kompleks hucrelerden biridir. Noronlarin perikaryonlarindaki
en belirgin 6zellikleri Nissl cisimcikleridir. Nissl cisimcikleri, granulli endoplazmik
retikulum yiginlarindan olugsmus, ortamda bulunan serbest ribozom gruplaridir. Bu
durum, bu yapilari ndronal populasyonun takibinde o6nemli kilmaktadir. Sinir
hicreleri kendi batlnliklerini saglamak ve fonksiyonlarini yerine getirebilmek icin
fazla miktarda proteine gereksinim duymaktadirlar. Hasarli néronlarda,
kromatolizis olarak adlandirilan, Nissl cisimciklerinin kaybir  gdzlenmektedir
(Ekeoma, 2010). Adesina ve ark.nin (2009) yapmis oldugu ¢alismada da siganlara
kas ici uygulanan kinin maddesinin Nissl cisimcikleri Uzerindeki etkisi incelenmistir.
Calisma sonunda, uygulama grubundaki sicanlara ait serebellumlarin
histopatolojik incelemelerinde kontrol grubundaki siganlara gére daha az yogun

boyanma, yani nissl yogunlugunda azalma oldugu goézlenmigtir. Ancak bu tez
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calismasinda kontrol ve uygulama gruplarina ait siganlarin incelenen beyin

dokularinda Nissl cisimcikleri ile ilgili herhangi bir farkliiga rastlanmamistir.

Akroleinin norotoksisite biyobelirtegleri Gzerindeki etkilerinin belirlenebilmesi igin
sicanlarin serumlarinda GFAP, MBP ve total protein miktarlari analiz edilmigtir.
Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda uygulama gruplarina ait siganlarin GFAP,
MBP ve total protein miktarlarinin kontrol gruplarindan farkli olmadigi tespit
edilmigtir. Holden ve ark. nin (2007) insan astrositoma hucreleri kullanarak, hucre
kaltart ortaminda ELISA yontemi ile GFAP immunoreaktivitesini degerlendirdikleri
bir calismada, klorokin ve etanolin GFAP immunoreaktivitesini arttirdigi
g6zlenmigtir. Surendran ve ark.nin (2008) Fischer 344 sicanlari ile yapmis oldugu
calismada nodrotoksik oldugu kesinlestiriimis 3 farkli organometal [Trimetiltin
(TMT), metilciva, trimetil (TML)] sicanlarin igme suyuna eklenerek uygulanmis ve
norotoksisite biyobelirteci olarak da GFAP, NF ve MBP nérotoksisite biyobelirteci
olarak kullaniimistir. Caligma sonunda NF ve MBP miktarlarinda TML’ye maruz
birakilan hayvanlarda diger maddelere oranla daha fazla artis oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan metilciva maruziyetinin MBP Uzerinde herhangi
anlamh bir degisiklik yapmadigi goézlenmigtir. Her U¢ organometal grubundaki
siganlarin hipokampal GFAP miktarlarinda kontrol grubundan farkli olarak anlamli
bir artis oldugu belirlenmigstir. Organometallerin hayvan gruplarina esit miktarlarda
verilmis olmasina ve maddelerin nukleofilik molekiller ile kompleks olusturabilme
elektrofilik 6zelliklerinin de benzerligine ragmen her maddenin nérotoksisite etkisini

farkli bir mekanizma ile gosterdigi belirlenmigtir (Surendran ve El-Fawal, 2008).

Sinir hucresi iskeleti arafilamenti olan norofilamentler, NF-L, NF-M ve NF-H olmak
Uzere Ug¢ altbirimden olusurlar (Ching ve ark., 1998). Nérofilament proteinlerinin
kaltar ortaminda akrolein ile muamele edildigi invitro bir ¢alismada artan doz
miktarina bagli olarak norofilamentlerde birikim oldugu gozlenmistir (Jeong ce
Kang, 2008). Calismamizda siganlarin beyin  dokusundan yapilan
immunohistokimyasal incelemelerde, uygulama gruplarina ait sigcanlarin beyin
dokularinda kontrol gruplarindan farkh olarak nérofilament birikiminin istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli oldugu gozlenmigtir. Elde ettigimiz sonuglar in vitro
kosullarda yapilmis ¢alismanin sonuglariyla paralellik gdstermektedir. Akroleinin

gelismekte olan si¢anlarin beyin hicresinde noérofilamentler Gzerinde olumsuz
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etkiye neden oldugu ve dolayisiyla hucre iskeleti yapisini olumsuz yonde

etkiledigini soyleyebiliriz.

Pestisit maruziyetine bagli gelisen kronik sinir sistemi hasarinin en sik gorulen
seklinin Parkinson oldugu sdéylenmektedir. Poliklorlu bifenil (PCB)in memelilerin
sinir sisteminde gelisimsel defektlere neden oldugu dusunilmektedir. Sigcanlarda
ve primatlarda prenatal ve perinatal PCB maruziyeti ile 6grenme, hafiza bozuklugu
ve sinir hdcrelerinde morfolojik degisiklikler arasinda iliski oldugu bildirilmigtir.
Prenatal donemde PCB’lere maruz kalan ¢ocuklarda bas agrilarinda ve bilissel
fonksiyon bozukluklarinda artis ve psikomotor gelisimde gecikme tespit edilmistir
(istanbulluoglu, 2009).

ABD’de herbisit Ureten bir fabrikada 1945-1994 arasinda calisanlarin cesitli
hastaliklara bagh 6lum oranlari ayni hastaliklara baglh ABD ulusal 6lum oranlariyla
karsilastiriimis, ALS’den 6lum sikligi fabrika galisanlarinda yiksek bulunmustur
(Burns, 2001). Pestisit maruziyetinin ALS hastaligina sebep olduguna dair
arastirmalardan ¢ikan veriler destekleyici nitelikte olsa da, konunun kesin olarak
ifade edilebilmesi icin daha c¢ok arastirmaya ihtiyac oldugu dederlendirilmistir
(istanbulluoglu, 2009).

Oksidatif stresin MS’in patogenezinde ve inflamatuar olaylarda rol oynadigi
bilinmektedir. Oksidatif stresi olusturan ve esas olarak makrofajlarda Uretilen
reaktif oksijen turleri (ROS), MS ve deneysel otoimmin ensefalopatide
demiyelinizasyon ve akson hasarindan sorumlu bulunmustur. Reaktif oksijen
turleri, hiucrelere oldukga toksik olan peroksinitrit gibi Grlnlere donuserek lipidler,
proteinler ve nukleik asitler gibi hucrenin ana komponentlerinde hasarlanmaya,
sonug olarak ta nekroz veya apoptoz yolu ile hiicre dlumune sebep olurlar. Ayrica,
MS’de azalmis hicresel antioksidan savunma sistemi bu hasarin artmasina
katkida bulunabilir (Kurban, 2010).

Cesitli bozukluklara neden olan oksidatif stresin iki nedenden dolayl olustugu
dusunulmektedir. Bunlardan ilki superoksit anyon radikalleri, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikal gibi reaktif oksijen tirleridir. ikincisi ise, akrolein ve
hidroksinonenal gibi doymamis aldehidlerdir (Yoshida, 2009). Yoshida ve ark.
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(2009)'nin yaptigi bu calismada akroleinin ilave edildigi hicre kultiri ortaminda
meydana gelen hucre hasarinin, reaktif oksijen turlerinin ayni sartlardaki hucre
kaltarG ortaminda meydana getirdigi hasara neredeyse esit derecede oldugu

bulunmustur.

Mikroskopik olarak Alzheimer hastaligi birka¢ morfolojik anomalinin varhgi ile
karakterizedir. Ancak bunlardan higbiri Alzeihmer hastaligi icin spesifik degildir.
Gozlenen major patolojik degisikliklerden biri plak adi verilen spesifik amiloid
depolanmasidir. ikinci major patolojik degisiklik nérofibriler yumak adi verilen
intranéronal filamentdz inkliizyonlardir. Uglincti major degisiklik distrofik néritler ve
norofil iplikgikleri olarak adlandirilan néronal yapilarin distorsiyonudur. Bir diger
major degisiklik serebral kortekste dnce sinapslarin kaybi ve bundan daha sonraki

asamalarda ise néron kaybidir (Sezer, 2001).

Noérodejeneratif hastaliklarin beynin spesifik bolgelerindeki néronlarin hasari ya da
geriddnusumsuz kaybi ile karakterize olan bir takim patolojik durumu igerdigi g6z
onune alindiginda akroleinin kullanim alaninin genigligi ile iligkili olarak beyin
dokusunun farkh vyollarla bu kimyasaldan etkilenerek bazi hastaliklara sebep

olabilecegi dusunulebilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin literaturdeki diger norotoksisite ¢alisma
sonuglari ile paralellik gostermesine dayanarak akroleinin norodejeneratif
hastaliklarin olusmasi basamaklarinda etkili bir kimyasal madde ve sinir sistemi

uzerinde istenmeyen etkiler olusturdugunun gosterildigi sdylenebilr.

Sonug olarak; akroleinin biyokimyasal analizler sonucu GFAP ve MBP Uzerinde bir
etkisi tespit edilememis olmasina ragmen, siganlarin beyin dokusunda
histopatolojik degisikliklere neden oldugu gozlenmigtir. Bunun yanisira akroleinin,
hicrenin dinamikligini saglayan noérofilamentler Gzerinde de olumsuz etkiye neden
oldugu goézlenmistir. Bu sonuglara goére uzun sureli akrolein maruziyetinin beyin
gelisimi ve fonksiyonlari Uzerine olumsuz etkilere neden olabilecegi sdylenebilir.
Ayrica galismamizda elde ettigimiz sonuglarin literatur ile karsilastirmali olarak
degerlendirmesi yapildiginda bazi nérodejeneratif hastaliklar igin akroleinin éncl
bir kimyasal olabilecegi dusunulmektedir. Bu nedenle akrolein iceren besinler ya

45



da pisirme surecinde akroleinin olusabilecegi besinlerin icerigiyle ilgili limitlerin
belirlenebilmesi i¢cin yeni tekniklerin olusturulmasi ve maruziyet miktarinin
belirlenmesi, besin yolu ile akrolein aliniminin azaltiimasinda yararli olabilir. Ayrica
yemeklerin tuketilmeye hazir hale getiriimesi agamasinda kullanilan tekniklerle ilgili

de yapilacak olan iyilestirmeler akrolein maruziyetini azaltacaktir.
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