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Gebelik boyunca akrilamid (AA) ve koruyucu olarak E vitamini (E vit) uygulanan ratlarin
plasenta dokularmmda meydana gelen degisimlerin incelenmesi amaglanmistir. Vajinal
smear ile gebelikleri dogrulanan 30 rat; Kontrol, Misir yagi, E vitamini, Akrilamid, E
vitamini + Akrilamid: gruplar1 olmak {izere rastgele segilerek 5 farkli gruba ayrildi.
Gebeligin 20. giiniinde gebe ratlar dekapite edildi. Plasenta dokularinda; malondialdehid
(MDA), rediikte glutatyon (GSH), total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan
kapasite (TOS) ve ksantin oksidaz (XO) diizeyleri 6lgiildii. Gebe ratlarin plasenta
dokusunda: gebelik boyunca uygulanan akrilamidin; diger tiim gruplarla kiyaslandiginda
MDA, TOS, XO seviyelerini istatistiki olarak anlamli 6l¢iide arttirdigi, GSH ve TAS
seviyesini ise azalttig1, E vitamini uygulanan grupta ise, diger tim gruplara kiyasla GSH,
TAS seviyelerini istatistiki olarak anlamli 6lgiide arttigini ve TOS ile XO seviyelerini ise
kontrol grubu seviyelerine diigiirdiigii tespit edildi. Agiz yoluyla gebe ratlara verilen AA,
plasenta dokusunda MDA, XO ve TOS seviyelerini arttirarak antioksidan/oksidan
dengeyi oksidanlar lehine degistirdigi ve oksidatif strese neden oldugu, E vitamini
uygulamasinin ise antioksidan/oksidan dengeyi normal sinirlara getirerek oksidatif stres
kaynakli toksikasyonlar1 6nledigi goriilmektedir.
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Investigate the changes that occur in the placenta tissues of pregnant rats that were
administered acrylamide (AA) and vitamin E as a protective agent during pregnancy.
Thirty rats that were proven positive for pregnancy with vaginal smear test were
randomly distributed into control, corn oil, vitamin E, acrylamide and vitamin E +
acrylamide groups. Pregnant rats were decapitated on the 20™ day of the experiment.
Malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH), total antioxidant capacity (TAS),
total oxidant capacity (TOS) and Xanthine oxidase (XO) levels were measured in
placenta tissues. It was determined that acrylamide application during pregnancy
statistically significantly increased MDA, TOS and XO levels and reduced GSH and TAS
levels in the placenta tissue of pregnant rats when compared to all other groups, and GAS
and TAS levels statistically significantly increased in vitamin E administered group when
compared to all other groups and TOS and XO levels were decreased to control group
levels. It was observed that orally administered AA changed the antioxidant / oxidant
equilibrium favoring the oxidants by increasing MDA, XO and TOS levels in pregnant
rats and caused oxidative stress, while vitamin E administration returned the antioxidant /
oxidant equilibrium back to normal levels, preventing oxidative stress induced toxicity.
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Giris

Akrilamid (AA) dogal olarak bulunmamakla birlikte,
suda cok iyi ¢oziinen, oldukga yiiksek kimyasal aktiviteye
sahip a-f-ansature karbonil bilesigi olup olduk¢a yaygin
kullanim alam1 bulan sentetik bir maddedir. Arastirma
laboratuvarlarinda  6zellikle molekiiler biyoloji  ve
biyokimya laboratuvarlarinda (elektroforez, kromotografi
gibi) yogun olarak kullanilmakla birlikte; matbaacilik,
tekstil, losyon gibi kozmetik {iriinlerin {retildigi
sektorlerde yaygin kullanim alani bulmaktadir (Kopp,
2009). 120°C’nin tizerindeki sicakliklara maruz birakilan
gidalarda monosakkarit ve asparajin amino asitinin
etkilesimi ile bol miktarda akrilamidin olustugunun tespit
edilmesi AA’nin yogun bir sekilde calisilmasina sebebiyet
vermektedir (Exon, 2006; Parzefall, 2008). Akrilamidin,
hayvanlar icin 6zellikle ndrotoksik, karsinojenik ve tireme
sistemi iizerine yiiksek derecede toksik oldugu tespit
edilmistir (Fao, 2006; LoPachin, 2004).

Suda oldukca kolay ¢Oziinen akrilamid deney
hayvanlarinda plesantayi dogrudan geger, fetiis dokularina
ulasir ve giinliik alim miktarina bagli olarak gelisim
bozukluklart ve doku hasarlarina yol agabilmektedir
(Edwards, 1976). Akrilamid viicutta oksidan/antioksidan
dengeyi bozarak oksidatif strese ve genel olarak
dokularda rediikte glutatyon diizeylerini diisiirerek lipid
peroksidasyonunda artig goriilmesine sebep olmaktadir
(Edwards, 1976; El-Sayad ve ark., 2011a; Allam ve ark.,
2011; El-Sayad ve ark., 2011b; Muralidhara, 2014).
Akrilamidin  alinmast ile ortaya c¢ikan bu doku
hasarlarinin ~ oksidatif  strese  yol  a¢masindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (Allam ve ark., 2011; EI-
Sayad ve ark., 2011a; Muralidhara, 2014).

E-vitamini, a (alpha), B (beta), y (gamma) & (delta)
olmak iizere 4 tokoferol formunda bulunabilen ve yagda
¢Oziinen Onemli bir antioksidandir. Serbest radikaller
tarafindan hiicrenin yag fazinda olusturulan oksidatif
stresi engelleyerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Bu etkiyi, serbest radikalleri daha az reaktif
bilesiklere doniistiirerek gergeklestirmektedir (Azzi ve
ark., 1998; Reiter ve ark., 2007; Naito ve ark., 2005).

Bu caligma ile gebelik siiresince ratlara verilen
akrilamidin; plasenta dokular1 iizerine etkileri ortaya
konularak  akrilamidin  toksik etki mekanizmasi
arastirilmig gligli bir antioksidan olan E vitamininin;
akrilamidin bu muhtemel zararlara kars1 koruyucu etkileri
test edilmistir.

Materyal ve Yontem

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’ndan ¢alisma Oncesi etik onayr alindi
(2015/A-48). inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde (INUTF-
DEHUM) iiretilen 250 + 20 g agirliginda olan geng disi
Wistar albino tiirii ratlar kullanild1. Her 2 disiye bir erkek
seklinde aksam saat 17’ de ratlar 6zel kafeslere alindilar.
Ertesi giin saat 08’e kadar ayni kafeste tutuldular. Bu
stirenin bitiminde erkekler disilerin yanindan ayrildi. Disi
ratlardan vajinal smear alinarak mikroskop altinda
incelendi ve smearda sperm goriilen disiler yarim giinliik
gebe olarak kabul edildi. Gebelikleri smear ile + olarak
tanimlanmayan disiler deney dis1 birakildi. Gebe ratlar,

INUTF-DEHUM’ de, 20 giin (gebelik donemi) siireyle 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin saglandigi ve
aspiratorlerle siirekli havalandirilan 21 + 2°C’lik odalarda
tutuldular. Deney siiresi boyunca ad-libitum beslendiler.
Gebelikleri smear ile + olarak tanimlanan 30 adet rat
rastgele olarak esit sayida secilerek agagidaki gibi 5 gruba
ayrildilar.

Grup 1: Kontrol grubu (n=6), deney gruplar ile es
zamanli olarak ¢iftlestirilmis gebe ratlara higbir uygulama
yapilmadi.

Grup 2: Misir yagi grubu (n=6), gebe ratlara oral gavaj
ile musir yag1 uygulandi.

Grup 3: AA grubu (n=6), gebe ratlara oral gavaj ile 5
mg/kg/viicut agirligi olacak sekilde igme suyu igerisinde
AA c¢ozillerek uygulandi (Sigma A8887) (Tyl ve ark.,
2000).

Grup 4: E vit grubu (n=6), gebe ratlara oral gavaj ile
100 mg/kg/viicut agirligi olacak sekilde misir yagi
icerisinde E vit ¢oziilerek uygulandi (Sigma T3251)
(Mazhar ve ark., 2014).

Grup 5: AA + E vit (n=6), gebe ratlara oral gavaj ile 5
mg/kg AA ve 100 mg/kg E vit viicut agirligi olacak
sekilde uygulandi.

Uygulamalar 1 mL olacak sekilde gebeligin 0.-20.
giinler arasinda ayni saatte yapildi. Gestasyonun 20.
giiniinde gebe ratlarin anestezi altinda sezeryan ile
plasenta dokular1 ¢ikartildi.

Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmast

Derin dondurucuda muhafaza edilen (-80°C) plasenta
dokulart c¢alisma giinii ¢ikartilarak tartildi. %10’luk
homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu ilave edilerek
buz iginde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika
homojenize edildi (IKA, Germany). Doku homojenatlari
5000 rpm’de, +4°C derecede, 30 dakika santrifiij edilerek
siipernatan elde edildi.

Malondialdehid (MDA) Diizeyinin Olgiimii

MDA analizi Uchiyama ve Mihara yontemine gore
yapildt  (Uchyima ve Mihara, 1978). MDA
konsantrasyonu, siipernatanttaki MDA’ nm 95°C’de
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
pembe renkli {irliniin n-butanol fazindan ekstrakte edilen
sipernatantin spektrofotometre ile 535 ve 520 nm’de
Olciilmesiyle belirlendi.

Rediikte Glutatyon (GSH) diizeyinin él¢iimii

GSH analizi, Ellman’ 1n tarif ettigi yonteme gore
yapild1 (Elman, 1979). Analiz tiipiinde bulunan GSH’1n
5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek
sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 1s1k
siddetinin 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okunarak GSH konsantrasyonun tayin edilmesi seklinde
yapildi.

Ksantin Oksidaz (XO) Diizeyinin Olgiimii

Ksantin oksidaz (XO, EC 1.1.3.2) aktivitesi Prajda ve
Weber’ in metoduna (Prajda ve Weber, 1975) gore,
ksantin iirik asit olusumu esnasinda 293 nm’ de absorbans
artisinin  spektrofotometrik olarak o6l¢liimii prensibi ile
tayin edildi.
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Total Oksidan Kapasite (TOS) Diizeyinin Ol¢iimii

TOS ol¢iimii icin, kitin prosediiriinde belirtildigi
sekilde, ELISA 25°C’ ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1
(6l¢tim tamponu) ve 75 pL serum karistirilip 530 nm’de
absorbans1 olgiildi. Karigima 25 pL reaktif 2 (pro-
kromojen soliisyon) eklenerek 10 dk inkiibasyondan sonra
tekrar 530 nm’de absorbans 6lgiilmesiyle TOS diizeyleri
belirlendi (Erel, 2005).

Total Antioksidan Kapasite (TAS) Diizeyinin Olgiimii

TAS ol¢iimil igin, kitin prosediiriinde belirtildigi
sekilde, ELISA cihaza 25°C’ ye ayarlanarak, 500 pL
reaktif 1 (6l¢iim tamponu) ve 30 uL serum karistirtlip 660
nm’de absorbansi 6lgiildii. Karigima 75 pL reaktif 2
(renkli ABTS soliisyonu) eklenerek 10 dk inkiibasyondan
sonra tekrar 660 nm’de absorbans oOlgiilmesiyle TAS
diizeyleri belirlendi (Erel, 2004).

Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS 21.0 Windows paket
programu kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Veriler
normal dagilim gostermedigi igin ortanca (min—maks) ile
Ozetlenmistir. Gruplarin karsilagtirilmasi i¢in Kruskal—
Wallis testi kullamilmustir. Kruskal-Wallis testi sonrasi
ikili karsilastirmalar Conover yontemiyle yapilmistir.
Tim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul
edilmistir (P<0,05).

Bulgular ve Tartisma

Gebelik boyunca uygulanan akrilamidin, gebe ratlarin
plasenta  dokusunda diger tim gruplara  gore
kiyaslandiginda MDA, TOS, XO seviyelerini istatistiki
olarak anlamli 6lgiide arttirdigt GSH ve TAS seviyesini
ise azalttigi (P<0,05), E vitamini uygulanan grupta ise,
diger tim gruplara kiyasla GSH ve TAS seviyelerinin
istatistiki olarak anlamli o6lgiide arttigi, TOS ve XO
seviyelerini ise kontrol grubu seviyelerine diislirdiigii AA
+ E vit uygulamasiyla MDA, XO, TOS seviyelerinin
istatistiki olarak AA grubuna goére anlamli o6lgiide
azaldigi, TAS ve GSH seviyelerini ise arttirdigini tespit
edilmistir (P<0,05; Tablo 1).

Gebelikte AA uygulanmasinin zararl etkileri ve E
vitamininin koruyucu etkisi plasentada ilk defa bu
arastirma ile belirlenmistir.

Hamile kadinlar giinliik hayatlarinda belki de farkinda
olmadan  belirli  diizeylerde  akrilamide  maruz
kalmaktadirlar. Akrilamidin fetuslar iizerinde meydana
getirebilecegi hasarlar1 ortaya koymak amaci ile yogun
arastirmalar yiirlitilmektedir.

Tablo 1 Plasenta dokusu oksidan-antioksidan parametreler

Suda oldukga kolay ¢ozlinen AA deney hayvanlarinda
plesantay1 kolay bir sekilde gegerek, fetiis dokularina
ulagir ve glinlik alim miktarma bagl olarak gelisim
bozukluklar1 ve doku hasarlarna yol a¢maktadir
(Edwards, 1976). Son zamanlarda yapilan ¢ok sayidaki
deneysel arastirmada; akrilamidin fetus dokularinda
meydana getirdigi biyokimyasal, histolojik ve morfolojik
degisiklikler incelenmistir. Bazi aragtirmalarin sonuglari,
akrilamid uygulamasinin doza bagimli olarak fetal hayatta
fetusun cesitli dokulart {izerinde ciddi biyokimyasal,
histopatolojik ve morfolojik anormalliklere yol agtigimni
ortaya koymaktadir (El-Sayad ve ark., 2011a; Allam ve
ark., 2011; Zhao ve ark., 2015). Akrilamid, diger
ksenobiyotiklerin tersine suda iyi derecede ¢Oziinmesi
nedeniyle, agiz yoluyla viicuda alindiktan sonra ¢ok hizlt
bir sekilde tiim dokulara dagilim gosterir. Akrilamid,
sindirim kanali boyunca tiim dokularda (6zafagus, mide,
ince ve kalin bagirsak) GST/GSH sistemiyle konjuge
edilerek  akrilamid-glutatyon =~ kompleks  bilesigine
gevrilerek  detoksifiye edilmekte, sindirim kanali
dokularinin ve viicudun diger dokularinin akrilamidin
zararli etkilerinden korunmasi saglanmaktadir. Bu
konuyla ilgili olarak arastirmacilar ratlar1 o-tokoferol, p-
karoten, likopen, flavonoid, limonen gibi antioksidan ve
antikanserojen madde ilave edilmis diyetle beslemislerdir.
Bu arastirmalardan elde edilen veriler, sindirim sistemi
boyunca; Ozafagus, mide, ince ve kalm bagirsak
dokularinda GST aktivitesinin ve GSH diizeylerinin
onemli derecede arttigini ortaya koymustur. Bu sonuglari
antioksidan ve antikanserojen etkili molekiiller agisindan
zengin olan sebze ve meyvelerin yeterli diizeyde
tiketiminin, agiz yoluyla alinan toksik ve kanserojen
maddelerin  sindirim  kanali boyunca GSH ile
konjugasyonunu ve viicut disma atilimini hizlandiracagi
ve bunun sonucunda da viicudu =zararli etkilerden
koruyabilecegi seklinde yorumlamiglardir (Lieshout ve
ark., 1996; Lieshout ve ark., 1998).

Tim Okaryotik hiicrelerde, normal fizyolojik
metabolizma sirasinda belli diizeyde serbest oksijen
radikalleri (SOR) olusmaktadir. Fizyolojik sartlarda
viicutta serbest radikaller siirekli olusurken bu zararli
radikaller koruyucu antioksidan mekanizmalar tarafindan
detoksifiye edilmektedir. Bu antioksidan etkili yapilar;
antioksidan enzimler, vitaminler, organik ve inorganik
molekiillerden olusmaktadir. Normal fizyolojik sartlar
altinda antioksidan sistemler ile serbest radikaller arasinda
bir denge s6z konusudur ve bu denge sayesinde serbest
radikaller zararsiz hale getirilmektedirler. Bu dengenin
oksidanlar  yoniinde bozulmasi  oksidatif stresin
olusmasina ve bunun sonucunda da oksidatif doku
hasarlanmalarinin meydana gelmesine sebep olmaktadir.

Grup MDA GSH TOS TAS )
(nmol/gyd) (nmol/gyd) (umol/L) (mmol/L) (U/g protein)
K 458 (415-479)° 409 (403-436)° 27,9 (26-29)* 1,15 (1,14-1,28)° 0,15 (0,13-0,18)°
MY 479 (436-489)° 423 (407-470)° 27,6 (25-28)* 1,13 (1,09-1,18)¢ 0,15 (0,12-0,16) "
AA 803 (710-908)° 311 (291-394)* 454 (43-47)° 0,45 (0,43-0,56)* 0,33 (0,31-0,39)¢
VitE 405 (362-425)° 690 (673-712)* 255 (24-29)* 1,48 (1,42-1,57)* 0,13 (0,11-0,15)°
AA+Vit E 552 (522-653)° 506 (465-564)¢ 30,3 (26-33)° 0,93 (0,84-0,97)® 0,22 (0,2-0,25)°

K; Kontrol, MY; Misir Yagi, AA; Akrilamid, Vit E; Vitamin E, AA+Vit E; Akrilamid +Vitamin E, Veriler Median (Min-Max) olarak ifade edilmistir
(n=6). gyd; gram yas doku Siitundaki farkli harfler istatistiki olarak anlamlilig1 ifade etmektedir P<0,05.
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Allam ve ark. (2011) gebe ratlara gebeligin 7.
giiniinden doguma kadar (prenatal) ve dogum sonrasi
laktasyonun 28. giiniine kadarki stirecte (perinatal) 10
mg/kg/giin - AA oral yolla uygulayarak yaptiklari
calismada; 28 giinlik yavru ratlarin beyin dokusunda
MDA seviyelerinde ciddi bir artis ve GSH seviyelerinde
anlamli bir azalis oldugu sonucunu elde etmislerdir
(Allam ve ark., 2011). Krishna ve Muralidhara (2015),
gebeligin 6-19. giinleri arasinda gebe ratlarin i¢me
sularina 50, 100, 200 ppm AA ilave ederek yaptiklar
deneysel arastirmada, 200 ppm AA uygulanmasinin fetal
beyin dokusunda MDA diizeyini anlamli derecede
arttirdigim1  bildirmislerdir (Krishna ve Muralidhara,
2015). Erdemli ve ark. (2016), gebelik boyunca
Smg/kg/giin AA ve 100 mg/kg/giin E vit uyguladiklari
calismalarinda beyin dokusunda MDA, TOS seviyelerinin
diger tiim gruplara kiyasla istatistiki olarak anlamli bir
sekilde arttigini, E vit uygulanmasiyla artan bu oksidatif
stres parametrelerinin kontrol grubuna yakin seviyelerine
geldiklerini bildirmislerdir (Erdemli ve ark., 2016).
Gebelik boyunca uygulanan AA’ nin oksidan/antioksidan
dengeyi oksidanlar lehine kaydirdigi ve oksidatif strese
yol actigr arastirmacilarin gebelikte yaptigi beyin
caligmalariyla ifade edilmistir. Gebelikte agiz yoluyla
alman AA plasentadan gecerek fetus beyin dokusuna
ulasmis kan beyin bariyerinden gegmis ve burada
oksidatif stres kaynakli hasara sebebiyet vermistir.
Yonguc ve ark. (2015), diyabet modeli olusturulan erkek
ratlara 6 hafta boyunca 100 mg/kg/viicut agirligi olacak
sekilde E vit oral yolla uygulamiglar ve ratlarin
hipokampus dokularinda TAS seviyelerinin, kontrol ve
diyabet grubuna gore, anlamli bir gekilde artis
gosterdigini ve TOS seviyelerinin ise onemli derecede
azaldigint tespit etmislerdir (Yonguc ve ark., 2015).
Giglii antioksidan ve noroprotektif yapidaki E vit ise

antioksidan  kapasiteyi  artirarak  oksidatif  stresi
baskilamistir. Plasenta dokusunda ise AA oksidan
kapasiteyi arttirdigi, E vitamini’nin ise antioksidan

kapasiteyi arttirarak oksidatif stresi baskiladigr diger
arastirmacilarin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Sonug olarak, gida kaynaklt AA toksisitesinden anne
ve fetusa yasam boyu kalici hasar vermemesi i¢in E vit
gibi gii¢lii antioksidan maddelerin giinliik olarak yeterince
tiiketilmesini tavsiye ediyoruz.
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