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Ozet: Bu calismanin amaci bildircinlarin norotoksik
maddelere kars! hangi slrede, dejenerasyon ile yamit
verecedini ve daha sonra deneysel periferik sinir dejene-
rasyonlari ¢galigmalarinda iyi bir laboratuar modeli olup
olamayacagint saptamaktir. Bu ¢calismada yinelenen
dozda akrilamid verilen bildircinlarin beyin, beyincik ve
siyatik sinirlerinde nérofilament protein akimilasyonu
immun  dokukimyasal olarak streptavidine biotin
peroksidaz yontemi ile monocklonal anti norofilament
protein antikoru kullanilarak belirlendi. Bildircinlara 0-30
giin stire ile, igme suyu ile, 400 ppm akrilamid verildi.
Mikroskobik olarak, beyinde kontrol ve deney gruplari
arasinda boyanma yoninden aynm goriimedi.
Beyincikte Purkinje hicrelerinin gevresindeki, sepet
hticrelerine iligkin aksonlarin, belirgin olarak boyandigi
norofilament protein akiimilasyonlan goérildi. Siyatik
sinirde, norofilament proteinlerin  agin akimulasyonu
belirlendi. Akrilamid intoksikasyonu ile bildircin periferik
sinirlerinde, ve beyincikte 30 ginde, 6zelikle orta boy
noroflament  protein  birikimi ile  dejenerasyon
olusmaktadir,

Anahtar Sozciikler: Acrilamid, ndroflament, bildircin

Summary: The object of this study is to observe the
reaction time of degeneration in quails against
neurotoxic substances and thereafter to investigate
whether if it is a favourable model in experimental
peripheral nerve degenerations study. An immunohisto-
pathological study on neurofitament protein accumula-
tion in the cerebrum, cerebellum and sciatic nerve of
quails after repeated threatment with acrylamide was
done by the strept ABC complex method using
monoclonal anti neurofilament protein antibody. The
Japonese quails were given 400 ppm acrylamide for
0-30 days. Microscopically, no difference was detected
in the cerebrum of the experimental and control group
in stained slides. Neurofilament protein accumulation is
seen strongly around the Purkinje cells which are
connected with basket cells by means of axons.
Neurofilament protein accumulation was strongly
determined in sciatic nerve. In acrylamid intoxication
degeneration occurs by accumulation of neurofilament
proteins in peripheral nerves and cerebellum of quails in
thirty days.
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Krilamid (CH2=CHNONH2), yiksek molekul agir-

Lkl suda eriyen, genis endlstriyel kullanimi olan
bir vinil monomerdir. Akrilamidin (AC) polimer sana-
yinde kullanimi ile birlikte insan ve hayvan saghgi
Uzerinde, akut ve kronik toksik etkisi de gbrdlmeye
baglamigtir (1). Yapilan aragtirmalarda kanserojenik ve
teratojenik etkileri de belirtilmistir (1, 2). Kumuiatif bir
norotoksin olan akrilamidin (3-5) insan ve hayvan sentral
ve periferal sinir sisteminin incinme bélgelerinin
distalinden baglayarak, yukan dogru ilerleyen santral
periferal distal aksonapati de diger adi ile "dying-back"
olugturdugu ve bu durumun Wallerian dejenerasyonuna
benzedigi de belirtilmistir (3, 6-9).

Deneysel AC ndropatisinde, ultrastriktirel degisikliklerin
daha gok sinir ipliklerinde dejenerasyon ile belirlidir ve
noropatili hayvanlarda sinir hiicrelerinin mitokondrialari
genigler ve intoksikasyonun ileri dénemlerinde, néro-
filament proteinleri artar. Akrilamid ile ilgili néropatilerde,
norofilament protein akumiilasyonlarinin, diger toksik
noropatilerden ayirimda gok énemlidir (10, 12).

Sentral ve periferal distal aksonopatilerde, sentral sinir
sistemi ipliklerinde dejenerasyoniarin daha az kuvvetli
oldugu, genig captaki miyelinli sinirlerde, miyelinsiz ve
kugik olanlara gére dejenerasyonun daha belirgin
oldugu saptanmistir (2, 8, 13-14).

Gold ve ark. (15) siganlarda, kronik AC intoksikasyonun-
da, norofilament proteinlerin fosforlu epitoplarinin bo-
yandigini, % 20-30 kadar hicrenin immunreaktivite
gosterdigini saptarmiglardir. Hashimoto ve ark. (16) 8
gin sitre ile 50 mg/kg intraperitoneal olarak AC verilen
sicanlann beyninde, kontrol ve deney gruplar arasinda
boyanma yoninden ayirm bulunmazken, beyincikte
norofilament protein akimilasyonu oldugu serebellar
medullada ise hicre niikleuslari ve sinir ipliklerinin
boyandigini bildirmislerdir.

Cevresel kokenli toksinler, Aizheimer, diabet polinéro-
patisi, kronik alkolizm, kanser, multipl skleroz Gremi gibi
olaylarda birincil ya da ikincil olarak gelisen néropatileri
deneysel olarak olusturmakta AC yaygin olarak
kullanilan bir madde olup, bu gibi dejenerasyonlarin
tanimlanmasinda iyi bir modeldir (4-9, 17-18).

Akrilamidin, aksonal transport (izerine etkilerini goster-
mek UOzere, tavuklarda yapiimis ¢alisma disinda (9),
ulagabildigimiz kaynaklarda, kanathlarda sinir dejeneras-
yonlarina iligkin patolojik ¢alisma saptanamamistir, Bu
aragtirmada, bildircinlarda deneysel AC intoksikasyo-
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nunda olusan sentroperiferal distal aksonopatilerin
norofilament proteinler  diizeyindeki degisikliklerinin
immun dokukimyasal (IDK) olarak arastiriimasi insan ve
hayvan saghd: ile ilgili merkezi ve periferal sinir
sisteminde ortaya cikan durumlan, bilimsel olarak
agiklamak amag edinilmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Bu galismada 30 adedi deney grubu, 10 adedi kontrol
grubu olmak tzere toplam 40 adet 4 aylik erkek Japon
bildircint (Cuturnix cuturnix Japonica) "Principles of
Laboratory Animal Care" ve NIH'in "Guide for the care
and use of laboratory animals" esaslanna uyularak
bakildi ve kullamidi. Deney grubundaki bildircinlara
0-30 gin sure ile igme suyu ile birlikte 400 ppm AC
verilirken, kontrol grubu bildircinlara ayni stire icinde
¢esme suyu igirildi. 30. glin deney ve kontrol grubundaki
bildireinlarin otopsileri yapilip beyin, beyincik ve siyatik
sinirleri alind).

Immun dokukimyasal yéntem: %10'luk tamponlu nétral
formalinde fikse edilmis dokularda parafin bloklar
hazirlandi. 5 mfkrc.ln kalinliginda kesitler alind.
Hematoksilen-Eozin ve Toluidin mavisi ile boyand..
Immun dokukimyasal olarak streptavidin biotin peroksi-
daz yontemi ile norofilament proteinlerin (5 Dako A/S
Copenhagen, Denmark) tutulumuna bakildi. Immin
isleme alinacak parafin blok kesitleri deparafinizasyon
icin énce 45 C lik etlivde 12 saat, sicak ksilolde 15
dakika tutuldu. % 961k alkollerden sonra % 3'likk
hidrojen peroksit ile endojen peroksidaz inhibisyonu
yapildi. Tris buffer ile yikanip nonimmiin goat serum ile
protein blok yapildi. Ardindan 20 dakika slre ile
monoklonal mouse antinérofilament proteini inklibasyo-
nuna birakildl. Sekonder antikor olarak streptavidinli
rabbit anti mouse IgG kullamldi. Biotinli peroksidaz
inkiibasyonundan sonra peroksidaz enzimi igin substrat
olarak 10 dakika hidrojen peroksit ile inkilbe edilmis 3_3'
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) kullanildi.
Mayer hematoksileni ile zemin boyasi yapildi. Dehidra-
tasyon ve saydamlagtirma islemlerinden sonra preparat-
lar kapatildi.

Bulgular

Deney ve kontrol grubu bildircinlann beyin,beyincik ve
siyatik sinirlerinin  IDK'sal olarak incelendigi bu
arastirmada bulgular asagidaki gibidir.
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Klinik Bulgular: Aragtirmanin 20. guniinden baslayarak
bildircinlarda motor ve duyusal yetersizlikler gortimeye
baglandi. 30.glinde bildircinlarin tamaminda felgler
olustu.

Mikroskopik Bulgular: Beyinde kontrol ve deney
gruplarinda sinir hucrelerinin perikaryasindaki nérofila-
ment proteinlerin boyandigi gbzlendi. Kentrol ve deney
gruplar arasinda boyanma agisindan ayirim goértiimedi.

Beyincik: Purkinje hUcrelerinin  gevresindeki sepet
hilicrelerine ait aksonlarin  belirgin olarak boyandig,
nérofilament protein akiimulasyonlari saptandi (Resim
1). Serebellar medullada da bu boyanma alanlar izlendi
(Resim 2).

Siyatik Sinir: Siyatik sinirde, norofilament proteinlerin,
kontrol grubuna oranla asgirn derecede akiimilasyon
gosterdigi belirlendi (Resim 3).

Resim 1. Deney kiUmesinde serebellar korteksde purkinje
‘hucrelerinde asin NFP birikimi (ABC method X810
DAB Kromojen).

Resim 2. Deney kimesinde serebellar medullanin gérinima
(ABC X810 DAB Kromojen).

-9

Resim 3. Deney kimesinde siyatik sinirde asin NFP birikimi
(ABC method DAB Kromojen).

Tartisma

AC intoksikasyonu olugan siganlarda motor ve duyusal
yetersizlikler, ataksi, tendon refleksinin kaybi ve felgler
gérildigh bildirilmistir (19, 20). Bu ¢alismada, bildircin-
larda 20.glnden itibaren bu semptomlar goriimeye
baslarmis, 30. giinde bildircinlarin tamaminda felgler
olugmustur.

Gold ve ark. (15) ile Hashimoto ve ark. (5), sicanlarda
olusturduklann AC intoksikasyonu sonucunda, beyinde
sinir hiicrelerinin perikardiyasindaki ndrofilament protein-
lerin boyandigini, ancak kontrol ve deney gruplan
arasinda ayrnm bulunmadigini bildirmiglerdir, Bu aras-
tirmada da bildircinlarin beyinlerindeki sinir hicreleri
kontrol ve deney gruplarinda ayni duzeyde boyanmis
olup, kontrol ve deney kiumeleri arasinda ayinm
bulunmamisgtir.

Hashimoto ve ark. (5) siganlarda, AC intoksikasyonu
sonucu Purkinje hlcreleri ile iliskili sepet hiicrelerinin ak-
sonlarna ait ndérofilament proteinlerin  boyandigini,
ozellikle 68 kD'a ait antikorun bu alani daha da belirgin
boyadigini saptamiglardir. Bu arastirmada ise bildir-
cinlarda beyincikte Pirkinje hicreleri ¢evresinde belirgin
olarak norofilament protein akimilasyonlar saptan-
misgtir.

Hashimoto ve ark. (5) AC intoksikasyonu olusturulan
siganlarda, beyincikte molekller tabakada kimi nikleus
ve sinir ipliklerinin de boyandigini bildirmiglerdir. AC in-
toksikasyonu olusturulan bildircinlarda ise bu boyanma
daha c¢ok sinir ipliklerini kapsamaktadir.
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Deneysel AC néropatisinde, ultrastriktiirel degisikliklerin
daha gok periferal sinirlerde gérildigl ve intoksikasyo-
nun ileri donemlerinde nérofilament proteinlerin artticy
bildirilmigtir (10-12). Hashimoto ve ark. (5) AC intoksi-
kasyonu olusturulan siganlarda deney grubuna ait tibial
sinirlerdeki norofilament proteinlerin, kontrollere gbre,
belirgin olarak boyandigini bildirmislerdir. Bu arastirma-
da ise bildircinlarin siyatik sinirlerinde nérofilament pro-
teinlerdeki akiimlasyon belirgin olarak saptanmistir.

Sinir hiicrelerinde, norofilament proteinlerin sayisinin,
normal dlzeyde tutulmasi, kalsiyumun aktive ettigi
notral proteaz enzimi ile saglandigi bildirilmigtir (21). AC
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