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Ozet
Bisphenol A (BPA), tekrar kullanilabilir plastik kaplarda, gida ve igecek kutularinda, biberonlarda ve dis dolgularinda kullanilan bir plas-

tiklestiricidir. BPAnin bu tiriinlerden hidrolize olarak agiga ¢ikmasi ve bulundugu kabin icerisindeki maddelere gegebilmesi canlilarda 6nemli
saglik problemlerine yol agar. En 6nemlisi BPAnin plasental ve laktasyonal yolla gegerek heniiz intrauterin dénemdeki veya laktasyonal
evredeki canlinin gelisimini etkileyebilmesidir. Notch sinyal yolag: hiicrelerin farklilagmasini, ¢ogalmasini ve canli kalmasini diizenleyerek
hiicre kaderini belirler. Notch sinyal yolag: iiyeleri pek ¢ok organ gibi beyinde de ekspre olmaktadir. Notch sinyal yolag: tiyelerinden Notch1
ventrikulus gevresinde [ventrikulus duvar: ve subventrikular zon (ventrikulusun altindaki bolge)], pleksus koroyideyus, subtansiya grizea
ve substansiya alba, hipokampiis ve serebral damarlarda ekspre olur. Calismamizda fotal ve neonatal dénemlerde 5 farkli zaman araliginda
BPAnin Notchl ekspresyonu iizerine etkisini aragtirdik. Calismada Wistar wrki ratlar kullanildi (n=60). 5 farkli deney ve kontrol grubu
olusturuldu. Deney gruplarina 50 mg/kg/giin BPA, kontrol gruplarina ise tasit madde [Susam yagi+etanol (SE), 9:1] uygulandi. Deneyin
birinci kisminda Embriyonik (E)18-21, Postnatal (P) 0-3 ve P4-7 dénemlerinde uygulama yapildi. E18-21 grubuna gebeligin 18. giiniinden
itibaren gebe annelere giinliik olarak, intraperitoneal (i.p.), P0-3 ve P4-7 gruplarinda ise yavrulara belirtilen uygulama araliklarinda subku-
tan (s.c.) BPA veya tagit madde verildi. Tiim yavrular P7. giinde sakrifiye edilerek beyin dokular: alindi. Deneyin ikinci kisminda E18-21, P0-3
donemlerde birinci deneydekine benzer uygulama yapildi. Uygulamanin bitmesini takiben E21. giinde gebe ratlar sakrifiye edilerek fotuslarin
beyin dokular1 ve P3. giinde yavru ratlar sakrifiye edilerek yavrularin beyin dokular: alindi. Notch1 ekspresyonu immunohistokimya yontemi
ile degerlendirildi. Beyin dokusunda Notchl pia mater, substansiya grizea, ventrikuluslar ¢evresi [ventrikulus duvari ve subventrikular zon
(ventrikulusun altindaki bolge)], pleksus koroyideyus ve kapillar endotellerinde ekspre oldu. Fotal ve neonatal dénemdeki BPA uygulama-
larini takiben E21., P3. ve P7. giinlerde farkl diizeylerde Notch1 ekspresyonu gozlendi. Sonug olarak BPAnin beyinde Notch1 ekspresyonlari

tizerine etkilerinin maruz kalinan déneme ve gelisim siirecine bagl olarak degisebilecegi goriildii.
Anahtar Kelimeler: Beyin, bisphenol A, immunohistokimya, Notch1, rat

Effects of Bispherol A on Notchl Immunohistochemical
Expression in Fetal and Neonatal Rat Brain

Summary

Bisphenol A (BPA) is a plasticizer found in reusable plastic containers, food and beverage cans, baby bottles and dental sealants. BPA exposure
has become an important health concern based on its ability to “leach” from these products and penetrate the materials contained within
them. Importantly, BPA can be transferred via placenta or lactation and this may affect the living body in intrauterine or lactation period.
Notch signaling pathway to regulate cell fate by modulating differentiation, proliferation, and survival of cells. It has been reported that the
members of Notch signaling are expressed in brain. Notchl is a member of Notch signalling pathway, that expresses in subventricular zone,
choroid plexus, grey matter, white matter, hippocampus and cerebral vessels of brain.

In our study, we examined the effect of BPA on Notchl expression in 5 different time intervals of fetal and neonatal periods in vivo.
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Wistar rats were used in this study (n=60). Five different experimental and control groups were formed. The experimental groups were treated with
BPA at 50 mg/kg/day when control groups were treated with sesame oil and ethanol at 9:1 (vehicle).

During the first part of the experiment, BPA or vehicle was applied to three groups at E 18-21, P 0-3 and P 4-7 periods. When BPA or vehicle were
injected intraperitoneally to pregnant dams in E 18-21 group neonatal pups in P0-3 and P4-7 groups were given subcutaneous injections. The pups
were sacrificed at the end of 7th day and their brain tissues were collected. During the second part of the experiment, similar applications with first
experiment was performed. Following the application, pregnant dams were sacrificed and brain tissue of their fetuses were collected at E21st day
and neonatal pups were sacrificed at P3rd day and their brains were collected.

Notchl expression was assessed by using immunohistochemistry. Notch1 was expressed in the pia mater, the grey matter, around ventricles (ven-
tricular walls and sub ventricular zone) and in choroid and vascular plexus of brain.

After BPA applications in fetal and neonatal periods, Notch1 expression was seen in different levels at E21st, P3rd and P7th days.

In conclusion, the effects of BPA on Notchl immunohistochemical expression in brain tissue, varies depends on exposure time and the develop-

mental period during the exposure.

Key words: Bisphenol A, brain, immunohistochemistry, Notchl, rat

Giri§ leri olan fotal ve neonatal donemde endokrin bozuculara
maruz kalinmasi reprodiiktif sistem, endokrin sistem ve

Endokrin bozucular; endokrin sistemin gelisimi ve fonksi- merkezi sinir sistemi gibi pek gok sistemin gelisimini et-
yonunu degistiren, dogal ya da sentetik bilesiklerdir. Bu kileyebilir. Bu nedenle son galismalarda 6zellikle fétal ve
bilesikler, endojen hormonlara benzer fonksiyonlar iistle- r'1.e0natal dénemlere odaklanilmistir.

nerek endojen bagimli mekanizmalar1 hedefler ve bozarlar ~ Ostrojen beyin gelisiminde 6nemli role sahip hor-
(Bigsby ve ark., 1999; Safe ve ark., 2001). Cevresel endokrin monlardan  biridir (McCarthy, 2008). Bu hormonun
bozuculardan biri olarak bilinen BPA [2,2-bis(4-hidrok- diizeyinde meydana gelecek degisiklikler hormona bagim-
sifenil) propan] ise plastik gida kutular: iiretim sanayi ve 1 mekanizmalarla birlikte beyin fonksiyonlarini da etkil-
dis hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Brotons €T Ostrojen benzeri etkilere sahip BPA, éstrus siklusunun
ve ark., 1995; Olea ve ark., 1996). Plastik gida kaplarimin, ~Ostrojen pozitif geri bildiriminde 6nemli olan beynin ros-
konservelerin lake kaplamalarinin, bebek mamasi kutu- tral periventrikiiler preoptik alaninda tirozin hidroksilaz
larinin, karbonsuz bask: kagitlarinin ve diger bircok kay- néronlarinin sayisini azaltir ve beyin gelisimi esnasinda
nagin aracihig (6zellikle 1sitildiginda ve mikrodalga firinla cinsel farkhlagmadan sorumlu bélgelerde degisiklige neden
firlandiginda) ile insanlar ve hayvanlar giinliik olarak bu olur. (Durmaz ve Giray, 2013; Rubin ve ark., 2006) Ayrica
maddelere siirekli maruz kalirlar. Yeni dogan yogun bakim embriyonik, f6tal ve neonatal dénemde BPAya maruz ka-
iinitelerinde bebek mama kaplarindan mama icine BPA'nin lan farelerde oksidatif strese ve peroksidasyona bagli olarak
gecmesinden ve medikal aletlerde BPAmin kullanimindan ~ beyin dokusunun gelisimi geri kalir; glutatyon peroksidaz
dolay1 ézellikle bebekler yitksek diizeyde BPAya maruz Ve katalaz aktivitelerinde artis olmasina ragmen beyindeki
kalirlar. Havadaki toz igerisinde de belirlenebilir miktarda peroksidasyonun inditklenmesiyle beyin yeterince gelige-
BPA bulunur (Brede ve ark., 2003; Calafat ve ark., 2008; MeZ (Kabuto ve ark., 2004). Bu veriler BPA'nin 6nemli be-
Calafat ve ark., 2009; Carwile ve ark., 2009 ). yin fonksiyonlarini ve gelisimini etkileyebilecegini goster-
BPA ile yapilan ilk caligmalar onun 6strojenik ozelliklere mektedir.

sahip oldugunu ve BPAnin f6tusa plasenta yoluyla (Taka- Notch sinyal yolag: tyeleri, embriyogenezis esnasinda
hashi ve Oishi 2003); yeni doganlara ise laktasyonal yolla merkezi sinir sisteminin de i¢inde bulundugu memelilere
(Vandenberg ve ark., 2009; Vom Saal ve ark., 2007; Yoo ve it pek cok sistemin hiicresel gelisiminde kritik rol oynarlar
ark., 2001) gecebildigini gdstermistir. Ayrica hamile kadin- ~ (Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999). Notch sinyal yolag:
larin ve fotusun serumunda, amniyotik sivida, plasental ailesi iiyeleri hiicre ytizeyinden ekstraselliiler sinyalleri alir
dokuda ve anne siitiinde tespit edilmesi (Ikezuki ve ark., V€ cekirdekteki gen ekspresyonunu diizenler (Lai, 2004),
2002; Schénfelder ve ark., 2002; Sun ve ark., 2004), BPA'nin hiicre kaderini belirler ve sirasiyla hiicre proliferasyonunu,
hem plasental yolla hem de laktasyonal yolla yavruya gece- farklilagmasini ve apoptozisi etkilerler (Artavanis-Tsa-
bildigini dogrular niteliktedir. Gelisimin kritik dénem- konas ve ark., 1999).
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Beyinde kok hiicrelerde ekspre oldugu bilinen Notchl
(Koch ve ark., 2003) embriyonal donem disinda yasa bagh
olarak azalan miktarlarda f6tal, postnatal ve eriskin donem-
lerde de ekprese olmaya devam eder (Irvin ve ark., 2001;
Stump ve ark., 2002). Embriyonal dénemde ventrikiiler
zonda (germinal zon); fotal ve postnatal donemlerde ven-
trikiiler zonda, subventrikuler zonda, substansiya grizea ve
substansiya albada, hipokampiiste ve serebral damarlar-da
ekspre olur (Irvin ve ark., 2001; Stump ve ark., 2002).
Embriyonal donemde, Notchl ekspresyonunun gozlendigi
ventrikiiller zondaki (VZ) noroepitel kok hiicrelerinden,
daha sonra noron ve glia hiicreleri meydana gelir; eriskin
donemde ise ¢ogalmaya devam eden bu kok hiicreler ayni
zamanda da ependim hiicrelerine farklilagirlar (Koktiirk ve
ark., 2007). Ayrica in vitro olarak da Notchl’in néron
olusumunu diizenleyerek mitoz boliinme sonrasi néron-
larda da rol aldig1 gosterilmistir (Berezovska ve ark., 1999).
Son ¢aligmalarda ise erigkin memelilerde néron gelisimi-
nin devam ettigi ve bu gelisimin Notch1’in ekspre oldugu
lateral ventrikiillerin subventrikiiler zonu (SVZ) ve hipo-
kampus olmak iizere baslica iki bolgede meydana geldigi
(Koktiirk  ve 2007).

apoptozisinden sorumlu,

belirtilmistir ark., Hiicrelerin

proliferasyon ve hiicrenin
kaderini belirleyen Notch sinyal yolaginin endokrin
bozucular gibi pek ¢ok ekzojen faktorden -etkilenmesi
Endokrin bozucu olarak kabul edilen

fitoostrojenler grubunda yer alan soya fasiilyesinin, iske-

muhtemeldir.

mik fel¢ (inme) olusturulan erkek farelerin beyninde
Notchl ekspresyonu arttirip apoptozisi azaltmasi, en-
dokrin bozucularin beyinde Notch sinyal yolagini etkileye-
bildigini gostermektedir (Huang ve ark., 2009). Bununla
birlikte endokrin bozuculardan BPA’a embriyonal ve neo-
natal donemde maruz kalmanin beyin dokusunda Notchl
ekspresyonu {izerine etkileri bilinmemektedir. Sunulan
calismada beyin gelisimi sirasinda olumsuz etkilere sahip
oldugu belirlenen BPA’nin, neonatal beyin gelisimi sirasin-
da hiicresel gelisimine yon veren Notchl tizerine etkisini
belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot
Hayvan Materyali
25.04.2013 tarihli, 49533702/311 sayily,

AKUHADYEK-218-13 referans nolu aragtirmamiz Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir. Arastirmada Afyon Kocatepe
Universitesi Deney Hayvan-lar1 Unitesinden elde edilen 2
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9:00 p.me kadar), 1s1 (26-28 °C) ve nem (30-70%) kontrol-
lerinin yapildig1 odalarda bakild: ve fitoostrojenlerin olasi
etkilerini elimine etmek i¢gin 6zel olarak iiretilen soya free
scientific diet 5V01 yemi (Lab Dieti PMI Nutrition Inter-
national LLC, Brentwood, MO) ve su verildi.

Deneysel Prosediir

Ratlarda vajinal sitoloji yontemi ile siklus belirlendi.
Prodstrusta oldugu belirlenen ratlar erkek ratlar ayr1 bir
kafese konuldu. Ertesi giin vajinal smear ile sperm varlig
saptanan ratlarda gebeligin 0. (E0) giinii kabul edildi ve 7
glin 6strus sikluslar: takip edildi. Bu siiregte diostrusta old-
ugu goézlenen ratlarin gebeligi dogrulandi.

Bes farkli deney ve kontrol grubu olusturuldu. Her grup-
ta 6 hayvan olacak sekilde toplam 60 yavru rat kullanildi.
Deneyin birinci kisminda hayvanlar E18-21, P0-3 ve P4-7
giinlerde uygulama yapmak iizere ti¢ gruba ayrildi ve
gruplar 1., 2., 3. kontrol ve deney gruplar1 olarak isim-
lendirildi. [sirasiyla E18-21 uygulama yapildi ve P7. giin
sakrifiye edildi 1. grup; P0-3 uygulama yapild: ve P7. giin
sakrifiye edildi 2. grup; P4-7 uygulama yapildi ve P7. giin
sakrifiye edildi 3. grup]. Deney gruplarina 50 mg/kg/giin
BPA ve kontrol gruplarina tasit madde [Susamyagi+eta-
nol (SE), 9:1] uygulandi. E18-21 grubuna gebeligin 18.
gliniinde gebe annelere giinliik olarak intraperitonal (i.p.)
50 mg/kg/giin BPA veya tagit madde uygulamasi yapildi.
P0-3 uygulama grubunda, dogan yavrulara ilk enjeksiyon
dogumdan en az 4 saat sonra gerceklestirildi. P4-7 grubu-
na postnatal 4. giinde saat 9:00 da ilk enjeksiyon yapildi.
Yavrulara enjeksiyonlar ense bélgesinden subkutan (sc)
olarak ayni1 dozlarda yapildi. Tim gruplardaki hayvanlara
zaman araliklar1 siiresince (4 giin boyunca) enjeksiyon
yapilarak yavrular postnatal 7. giinde saat 17:00de sakrifi-
ye edildi. Deneyin ikinci kisminda E18-21 ve P0-3 olmak
tizere sirastyla 4. ve 5. kontrol ve deney gruplari olusturul-
du [E18-21 uygulama yapildi ve E21. giin sakrifiye edildi
4. grup; P0-3 uygulama yapildi ve P3. giin sakrifiye edildi
5. grup]. Ilk deneydekine benzer sekilde E18-21 grubunda
gebe hayvanlara giinliik i.p. olarak 50 mg/kg/giin BPA veya
tasit madde uygulandy; PO-3 grubundaki yenidogan yavru-
lara ise dogumdan yaklasik 4 saat sonra ayn1 dozlarda sub-
kutan enjeksiyon yapildi ve bu enjeksiyon uygulamalarina
glinliik olarak devam edildi. Gebe hayvanlar ve yavrular
ilk deneyden farkli olarak son yapilan enjeksiyonlarini
miiteakip saat 17:00de sakrifiye edildi.

Tespit, Doku Takibi ve Kesit Alma
Fotal ve neonatal ratlarin beyin dokular: toplandi. Alinan

aylik Wistar irki disi ratlar kullanildi. Ratlara 1g1k (aydinlik beyin dokulari tespit igin tamponlu nétral formalin solusy-

periyodu 7:00 a.m.den
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edildi. Tespit edilen dokular bir gece musluk altinda ¢esme
suyu ile yikandi. Dereceli alkol serisinden (%70, 80, 96,
100) gegirilerek dehidre edilen dokular daha sonra ksi-
lende parlatildi. 56-58°Cde eriyen parafinin igine alinarak
parafinin dokuya niifuz etmesi saglandi. Dokular daha
sonra parafine gémiildii ve 5 um’lik kesitler alind.

Boyama

Immunohistokimyasal (IHK) yontem olarak Indirekt
Streptavidin-Biotin Peroksidaz yontemi ile kullanildi
ve Harris Hematoksilen (H) ile boyanarak zit boyama
yapildi. Sadece 4. grupta (fotuslarda) hematoksilen DAB
boyamay1 kamufle ettigi i¢in zit boyama yapilmadi. Kes-
itler ilk olarak ksilolde deparafinize edildi. Sonra derece-
li alkollerden (%100, 96, 80, 70) gegirilerek rehidrasyon
yapilan kesitler distile su ile yikand1. Kesitlere mikrodalga
firinda sitrat buffer ile antijen retrieval islemi uygulandu.
PBS ile yikanan kesitler %3 hidrojen peroksitte tutuldu.
Kesitler 10 dakikalik bloking asamasindan sonra bir gece
+4°Cde Notchl antikoru [dillisyon 1:300, (Cell Signalling
D1E11)] ile inkube edildi. Ertesi giin PBS ile yikanan kes-
itler biotinlenmis sekonder antikor (10 dakika) ve horse-
radish peroksidaz enzim ile (Histostain Plus Broad Spec-
trum #859043; Invitrogen) (10 dakika) inkiibe edildi.
PBS ile yikanan kesitlere 3, 3 —diaminobenzidine (DAB)
substrat-kromojen soliisyonu (Vector 4100) uygulandi.
Kesitler %96 ve %100 alkollerden ve ksilolden gegirilerek
kapatildi (Akkaya ve ark., 2017).

Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme; hedef dokunun
boyanip boyanmamasina, hedef doku yapilarinin hangi
boéliimlerinin boyandigina ve olusan boyanma yogunlugu-
na bakilarak yapildi. Degerlendirme iki bagimsiz gézlemci
tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta sid-
dette boyanama (++), siddetli boyanma (+++) 6zellikler-
ine gore Odan 3% kadar degerler verilerek yapild: (Stump
ve ark., 2002).

Istatistiksel Analiz

Istatistik SPSS (IBM SPSS, Armonk, NY) programi kul-
lanilarak yapildi. Kontrol ve deney gruplarmnin verileri
non-parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilagtirild.
Giiven diizeyini gostermede p<0.05 i¢in *, simgesi kul-
lanild.

Bulgular

Notch 1 immunohistokimyasal ekspresyonu beyin do-
kusunda; pia mater, substansiya grizea, ventrikuluslar
cevresi [ventrikulus duvar1 ve subventrikular zon (ventri-
kulusun altindaki bolge)], pleksus koroyideyus ve kapillar
endotellerinde belirlendi (Sekil 1,2,3,4,5).

Tiim gruplarda ventrikulus duvarinda ekspresyon zayif ile
orta siddette degisirken, subventrikular zonda zayif reak-
siyonlar belirlendi (Sekil 1 A, B; 2 A, B; 3 A, B; 4 A, B; 5
A, B). Pia materde Notchl ekspresyonlarinin zayif ile sid-
detli arasinda degistigi gozlendi. Substansiya grizeada yer

alan hiicrelerin bazilarinda niiklear tarzda ekspresyonlar

Sekil 1. 1. grup beyin kesitlerinde Notchl immunohistokimyasal ekspresyonu.
A: deney grubu, B: kontrol grubu; ok bast: pleksus koroyideyus, ince ok: subven-
trikular zon, kalin ok: ventrikulus duvari. C: deney grubu, D: kontrol grubu; ok
basi: pia mater, ince ok: substansiya grizea, kuyruklu ok: kapillar endotelleri, 1
bar= 100 pm.

Sekil 2. 2. grup beyin kesitlerinde Notchl immunohistokimyasal ekspresyonu.
A: deney grubu, B: kontrol grubu; ok bast: pleksus koroyideyus, ince ok: subven-
trikular zon, kalin ok: ventrikulus duvari. C: deney grubu, D: kontrol grubu; ok
bas1: pia mater, ince ok: substansiya grizea, kuyruklu ok: kapillar endotelleri, 1
bar= 100 pm.
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Tablo 1. 1. grupta kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait Notch1 im-
munohistokimyasal ekspresyon skor ortalamalari. * iki deger arasindaki 6nem
p<0,05.

Degisken Grupl N Ortalama=+S.H. P
Deney 5 2,5+0,00
Pia mater 0,017*%
Kontrol 5 2,12+,0,22
Kapillar Deney 6 2,540,32
0,011*
endotelleri Kontrol 5 2+0,00
Substansiya Deney 5 1,7+0,67
0,408
grizea Kontrol 5 1,5+0,5
Pleksus Deney 5 3+0,00
1,000
koroyideyus Kontrol 5 3+0,00

Sekil 3. 3. grup beyin kesitlerin de Notchl immunohistokimyasal ekspresyonu. A:
deney grubu, B: control grubu; ok basi: pleksus koroyideyus, ince ok: subventri-
kular zon, kalin ok: ventrikulus duvari. C: deney grubu, D: kontrol grubu; ok bas::
pia mater, ince ok: substansiya grizea, kuyruklu ok: kapillar endotelleri, 1 bar=
100 pum.

Tablo 2. 2. grupta kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait Notch1 im-
munohistokimyasal ekspresyon skor ortalamalari. * iki deger arasindaki 6nem
p<0,05.

g
Degisken Grup2 N Ortalama+S.H. P
Deney 5 2,2+0,84
Pia mater 0,545
Kontrol 6 2,54,0,55
Kapillar Deney 6 2,66+0,82
0,201
endotelleri Kontrol 6 2,33+0,52
Substansiya Deney 6 1,58+0,80
0,036*
grizea Kontrol 6 20,00
Pleksus Deney 5 3+0,00
1,000
koroyideyus  Kontrol 6 3=0,00

Sade Ly

Sekil 4. 4. grup beyin kesitlerin de Notchl immunohistokimyasal ekspresyonu. A:  upi0 3. 3. grupta kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait Notch1 im-

deney grubu, B: kontrol grubu; ok bagi: pleksus koroyideyus, ince ok: subventri- munohistokimyasal ekspresyon skor ortalamalar1. * iki deger arasindaki 6nem
kular zon, kalin ok: ventrikulus duvari. C: deney grubu, D: kontrol grubu; ok bas:: p<0,05.

pia mater, ince ok: substansiya grizea, kuyruklu ok: kapillar endotelleri, 1 bar=
100 um.

Degisken Grup3 N Ortalama+S.H. P
Deney ) 2,15+0,77
Pia mater 0,677
Kontrol 6 2,17+,0,61
Kapillar Deney 6 1,58+0,66
0,665
endotelleri Kontrol 6 1,75+0,61
Substansiya Deney 6 1,33+0,52
0,269
grizea Kontrol ) 1,67+0,52
Pleksus Deney [} 2,5+0,55
0,434
koroyideyus Kontrol 6 2,75+0,27

ARt S TR 5 J —

Sekil 5. 5. grup beyin kesitlerinde Notchl immunohistokimyasal ekspresyonu. A:
deney grubu, B: kontrol grubu; ok bas:: pleksus koroyideyus, ince ok: subventri-
kular zon, kalin ok: ventrikulus duvar1. C: deney grubu, D: kontrol grubu; ok basi:
pia mater, ince ok: substansiya grizea, kuyruklu ok: kapillar endotelleri, 1 bar=
100 um.
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Tablo 4. 4. grupta kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait Notch1 im-
munohistokimyasal ekspresyon skor ortalamalar. * iki deger arasindaki 6nem
p<0,05.

Tablo 5. 5. grupta kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait Notch1 im-
munohistokimyasal ekspresyon skor ortalamalar1. * iki deger arasindaki 6nem
p<0,05.

Degisken Grup4 N Ortalama+S.H. P Degisken Grup5 N Ortalama+S.H. P
Deney 5 2+0,00 Deney 6 1,33+£0,26
Pia mater 0,519 Pia mater 0,269
Kontrol 5 2+,0,61 Kontrol 6 1,17+,0,26
Kapillar Deney 5 240,00 Kapillar Deney 6 1,33+0,52
0,317 0,045
endotelleri Kontrol 5 1,9+0,22 endotellleri Kontrol 6 1,92+0,20
Substansiya Deney 5 2+0,00 Substansiya Deney 6 1,75+0,42
1,000 0,461
grizea Kontrol 6 20,00 grizea Kontrol 6 1.9240,20
Pleksus Deney 5 3+0,00 Pleksus Deney 6 3+0,00
1,000 1,000
koroyideyus Kontrol 5 3+0,00 koroyideyus Kontrol 6 3+0,00

saptandi. Cogunlugunu piramit sekilli hiicrelerin olustur-
dugu bu hiicrelerde ekpresyonlarin zayif ve orta arasinda
degistigi belirlendi (Sekil 1 C-D, 2 C-D, 3 C-D, 4 C-D, 5
C-D ). Kapillar endotellerinde Notchl ekspresyonu zayif
ile siddetli arasinda degistigi gozlendi (Sekil 1 C-D, 2 C-D,
3 C-D, 4 C-D, 5 C-D). Pleksus koroyideyustaki ependim
hiicrelerin apikal yiiziinde membransel olarak, siddetli
Notch1 ekspresyonu belirlendi (Sekil 1 A-B; 2 A-B; 3 A-B;
4 A,B;5A,B).

Ayni donemlerde uygulama yapilan ve sakrifiye edilen BPA
ve SE gruplarinda Notchl immunohistokimyasal ekspre-
syonlar1 karsilastirildi. E18-21. giinlerde uygulama yapilan
ve P7. giinde sakrifiye edilen 1. grupta BPA uygulamasinin
pia mater ve kapillar endotellerinde Notchl ekspresyon
(p<0.05) (Tablo 1). P0-3
giinler arasinda uygulama yapilan ve P7. giinde sakrifiye

diizeyini arttirdign goézlendi

edilen 2. grupta ise BPA uygulamasinin sadece substansiya
grizeadaki hiicrelerdeki ekspresyonunu azalttig1 belirlendi
(Tablo 2). P4-7. giinler arasinda uygulama yapilan ve P7.
giinde sakrifiye edilen 3. grup (Tablo 3) ile E18-21. giinler
arasinda uygulama yapilan ve E21. giinde sakrifiye edilen
4. grupta (Tablo 4) deney ve kontrol gruplar1 arasinda fark
gozlenmedi. PO-3. glinlerde uygulama yapilan ve P3. giinde
sakrifiye edilen 5. grupta; BPAnin kapillar endotellerinde,
1. grubun aksine Notch1 ekspresyonunu azalttig1 belirlen-
di (Tablo 5).

Tartisma ve Sonug

BPA, beyin gibi hayati 6neme sahip bir organin gelisimi
sirasinda bir takim hiicrelerin sayisin1 ve ¢esitli enzim ak-
tivasyonlarini degistirerek bu organin fonksiyonlarini et-
kileyebilmektedir (Durmaz ve Giray, 2013; Kabuto ve ark.,
2004; Rubin ve ark., 2006). Merkezi sinir sistemi ile ilgi-
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li son calismalarda hiicresel gelisime odaklanilmis ancak
BPAnin beyinde hiicresel gelisimde rol oynayan Notchl
ekspresyonu iizerine etkilerine dair bilgilerin yetersizligi
dikkati cekmistir.

Hiicrenin kaderini belirleyen Notch ailesi iiyelerinin em-
briyonik progenitor hiicre farklilagmasindaki ve néro-
genezisdeki rolii gliniimiizde yaygin olarak ¢alisilmaktadir
(Berezovska ve ark., 1999; Koch ve ark., 2003; Morrison
ve ark., 2000). Bununla birlikte fotal ve neonatal donemde
Notch sinyal yolaginin beyindeki fonksiyonlarina iliskin
calismalar oldukca sinirlidir. Bu ¢alismalarda fétal ve neo-
natal dénemlerde de Notch1’in ekspre oldugu ve beyinde
embriyonik donem disinda f6tal ve neonatal donemlerde
de 6nemli roller iistlenebilecegi bildirilmistir (Berezovs-
ka ve ark., 1999; Irvin ve ark., 2001; Stump ve ark., 2002).
Sunulan ¢alismada da f6tal ve neonatal donemde beyin do-
kusunda Notch1’in immun ekspresyonu gosterilmis ve im-
munreaktivitenin yaygin olarak pleksus koroyideyusta yer
alan ependim hiicrelerinde sekillendigi dikkati ¢ekmistir.
Sunulan ¢alismaya benzer olarak Hunter ve arkadaslari
(2007) da yaptiklar1 arastirmalarinda pleksus koroyid-
eyusta Notchl ekpresyonunun olduk¢a fazla oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica sunulan ¢aligmada ventrikiiliis du-
varini doseyen ependim hiicrelerinde de Notchl immu-
nohistokimyasal ekspresyonu saptanmuistir. Johansson ve
arkadaslar1 (1999) da benzer sekilde ventrikulus duvarini
doseyen ependim hiicrelerinde Notch1 ekspresyonunu be-
lirlemislerdir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda elde edilen
bulgulara (Irvin ve ark., 2001; Stump ve ark., 2002) para-
lel olarak pia mater, substansiya grizea, subventrikular
zon ve kapillar endotellerinde de Notchl ekspresyonunun
varlig1 bu caligmayla tekrar ortaya konulmustur. Fotal ya
da neonatal donemlerde BPA'ya maruziyetin Notchl im-
munohistokimyasal ekspresyonunun lokalizasyon ve sid-
detinde farkliliklara yol agmasi da yapilan bu galismanin



bir diger 6nemli bulgusu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Zira
fotal donemde BPAya maruz birakilan ve P7. giinde
sakrifiye edilen hayvanlarin (Grup-1) pia mater dokusun-
da Notchl immunohistokimyasal ekspresyonunda artislar
dikkati gekerken diger uygulama gruplarinda pia materde
Notchl immunohistokimyasal ekspresyonunda belirgin
bir degisiklik tespit edilmemistir. Ayrica yine 1. grupta yer
alan hayvanlarin beyin dokusuna ait kapillar endotellerinde
de Notchl immunohistokimyasal ekspresyonunda artis
gozlenmistir. 1. gruptaki hayvanlarin pia mater ve kapillar
endotellerinde immunreaktivitideki bu artis f6tal donem-
de BPAya maruz birakilan ve yine fotal donemde (E21)
sakrifiye edilen 4. grupta yer alan hayvanlarda gézlenmem-
istir. Bu sonug fotal donemde maruz kalinan BPA'nin etkil-
erinin pia mater ve kapillar endotellerinde f6tal donemden
ziyade neonatal donemin ilerleyen giinlerinde ortaya ¢ik-
abilecegini gostermektedir. Bununla birlikte erken neo-
natal periyotta (P0-3) BPA'ya maruz birakilan ve uygula-
ma bitiminde (P3) sakrifiye edilen 5. gruba ait yavrularin
kapillar endotellerinde Notchl immunohistokimyasal ek-
spresyonunun azaldig: dikkati ¢cekmistir. 1. grupta kapillar
endotellerinde Notch1 ekspresyonunda tespit edilen artisa
karsin s6z konusu immunreaktivitenin 5. grupta azalmasi
gelisimin farkli donemlerinde maruz kalinan BPAnin be-
yin dokusunda kapillar endotellerinde Notchl varligini
farkli sekillerde etkileyebilecegini gostermektedir. 5. grup-
ta kapillar endotellerinde Notchl immunohistokimyasal
ekspresyonunda belirlenen bu azalmanin ayni donemde
(P0-3) uygulama yapilan ve P7. giinde sakrifiye edilen 2.
grupta gozlenmemesi ise BPAnin erken neonatal dénem-
de kapillar endotellerindeki bu etkisinin, maruziyetin or-
tadan kalkmasi ile sonlanabilecegini de gostermektedir. Bu
sonuglar BPAnin beyinde kapillar endotellerinde Notchl
ekspresyonu iizerine etkilerinin erken neonatal donemde
maruz kalindiginda uyaranin ortadan kalkmasii taki-
ben kaybolabilecegini; buna karsin fétal donemde maruz
kalinmas1 durumunda ise maruziyet ortadan kalksa dahi
yasamin ilerleyen dénemlerinde etkilerin ortaya cikabi-
lecegini ortaya koymasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu
da BPAnin kapillar endotellerinde Notch1 {izerine etkile-
rinin ortaya ¢ikisinda maruz kalinan dénemin (fétal ya da
neonatal) 6nemli oldugunu agik bir bigimde ortaya koy-
maktadir.

Erken neonatal periyotta (P0-3) BPAya maruz birakilip
P7. giinde sakrifiye edilen hayvanlarin (Grup-2) substan-
siya grizea dokusundaki sinir hiicrelerinde Notchl immu-
nohistokimyasal ekspresyonunun arttig1 belirlendi. Fotal
donem (E18-21) ve neonatal donemde (P4-7) BPA uygula-
masi yapilan ve P7. giinde sakrifiye edilen gruplardaki rat-
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larin sinir hiicrelerinde Notchl immunohistokimyasal ek-
spresyonu degismezken 2. grupta yer alan hayvanlarin ayni
beyin bélgesindeki sinir hiicrelerinde tespit edilen Notchl
immunohistokimyasal ekspresyonundaki artis BPAnin
ozellikle erken neonatal periyotta incelenen bu hiicreleri
daha fazla etkiliyebilecegini gostermektedir. Diger yan-
dan 2. grupla benzer uygulama yapilan (P0-3) fakat farkl
olarak uygulama bitiminde (P3) sakrifiye edilen 5. grupta
ise sinir hiicrelerinde Notchl immunohistokimyasal ek-
spresyonu yoniinden belirgin bir fark gézlenmemesi erken
neonatal donemdeki BPA maruziyetinin sinir hiicreleri
tizerine etkilerinin daha sonraki donemlerde (neonatal 7.
giinde) ortaya cikabilecegini ve bu etkilerin eriskin yasam-
da da siirebilecegini akla getirmektedir.

Normal beyin gelisimi sirasinda programli hiicre 6limi
(apoptozis) devam ederken (Ikonomidou ve ark., 1999)
Notchl erken dénem progenitor hiicrelerde P53 geni
aracili apoptozisi indiiklemektedir (Yang ve ark., 2004).
Diger yandan BPA merkezi sinir sisteminin erken gelisim
doneminde apoptozisi uyarmaktadir (Oka ve ark., 2003).
Sunulan bu ¢alismada da erken neonatal periyotta (PO-
3) uygulama yapilan 2. grupta BPAnin sinir hiicrel-
erinde Notchl’in immunreaktivitesini artirtyor olmast,
BPAnin apoptozis lizerine bilinen bu etkisini Notch1 ek-
spresyonunu degistirerek gerceklestiriyor olabilecegini
diisiindiirmektedir. BPA'nin bu yondeki etkisinin belirlen-
ebilmesi i¢in BPA, Notchl ekspresyonu ve apoptozisin bir-
likte degerlendirilebilecegi caligmalarin yapilmas: gerektigi
dasiintilmektedir.

Sunulan bu ¢alijmada elde edilen bulgular dikkate
alindiginda BPA1n, uygulama siireglerine [fotal (E18-21),
neonatal (P0-3, P4-7)] ve gelisim donemlerine [f6tal (E21),
neonatal (P3, P7)] bagli olarak beyinde sinir hiicreleri basta
olmak iizere gesitli yapilardaki Notch1l immunohistokimy-
asal ekspreyonunu degistirebilecegi sonucuna varilmigtir.
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