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OZET
Karaismailoglu S. Perinatal Kafein Uygulamasimn Yavru Sicanlarin Beyin
Dokusundaki Seks Steroit Hormonlar:1 Uzerine Etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2014. Beyindeki
cinsiyete bagli anatomik, fizyolojik ve norokimyasal farkliliklarin bir¢ogu prenatal
donemde olusmaktadir. Testosteron, Ostradiyol ve dihidrotestosteron erken gelisim
doneminde beyindeki yapilarin organizasyonundan ve seksiiel farklilagmasindan sorumlu
olan temel seks steroit hormonlaridir. Kafein; kahve, ¢ikolata, ¢esitli icecekler ve ¢ok
sayida tedavinin igeriginde yer alan diinya ¢apinda yiiksek miktarda tiiketilen psikoaktif
bir ilagtir. Nonselektif adenozin reseptor antagonisti 6zelligi gosterir ve ndroprotektif
etkiye sahiptir. Seks steroit hormonlarin tiretilmesinde kilit rollere sahip hipotalamus-
hipofiz aksinda, tireme organlar1 ve adrenal bezlerde adenozin reseptdrleri yer almaktadir.
Adenozin reseptor antagonisti olan kafein bu reseptor ve yolaklari etkileyebileceginden
calismamizda, hamile sicanlara uygulanan kafeinin, fetiis veya yavrularin beynindeki seks
steroit hormonlarinin seviyeleri {izerine yaptiklar1 etkilerin incelenmesi amaclandi.
Calismamizda diistik (0,3 g/L) ve yiiksek doz (0,8 g/L) kafein siganlara, hamilelik ve
emzirme donemleri boyunca igme sularina karistirilarak verildi. Hamileligin 19.
giiniindeki fetiislerin, yenidoganlarin ve dogum sonrasi 4. giindeki yavrularin frontal
korteks ve hipotalamuslarinda testosteron, Ostradiyol ve dihidrotestosteron seviyeleri
radioimmunoassay yontemiyle ol¢iildii. Ayrica adrenal bez agirliklari, anogenital mesafe
(fetiis ve yavrularda), gonad agirliklari ve serum serbest testosteron diizeyleri (yavrularda)
incelendi. Sonuglarimiza gore, diisiik doz kafein (DK) uygulamasi dogum sonrasi 4. giinde
hem erkek hem de disi yavrularin agirliklarini ve erkeklerin anogenital indeksini artirdi.
Yiiksek doz kafein (YK) uygulamasi ise erkek fetiislerde hamileligin 19. giiniinde adrenal
bez agirhigini azaltti, disi fetiislerin frontal korteksinde, yeni dogan erkeklerin ise
hipotalamusunda doku testosteron seviyelerini artirdi. Sonug olarak, perinatal donemdeki
kafein uygulamasimin beyindeki seks steroitleri iizerine olan etkileri farkli kafein
dozlarmdan etkilenmekte ve bu etki muhtemelen periferik steroit kaynaklardan bagimsiz

bir sekilde ger¢eklesmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin cinsiyeti, kafein, perinatal donem, testosteron, stradiyol,

dihidrotestosteron

Destekleyen Kurumlar: H. U. Bilimsel Arastirmalar Birimi (011 D10 101 010)
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ABSTRACT
Karaismailoglu S. The Effect of Perinatal Caffeine Administration on The Sex
Steroid Hormones in The Brain of Offspring Rats. Hacettepe University, Institute of
Health Sciences, Physiology Program, Doctoral Thesis, Ankara, 2014. Most of the
anatomical, physiological and neurochemical gender-related differences in the brain occur
prenatally. Testosterone, estradiol and dihydrotestosterone are the main sex steroid
hormones responsible for the organization and sexual differentiation of brain structures
during early development. Caffeine is a psychoactive substance widely consumed in the
world via coffee, chocolate, beverages, food and some therapeutics. Caffeine is a
nonselective adenosine antagonist having neuroprotective effects. Hypothalamo-pituitary-
adrenocortical axis, gonads and adrenal cells, including adenosine receptors, have a key
role in the synthesis of sex steroid hormones. Since caffeine might affect the metabolic
pathways in these structures through adenosine receptor antagonism we aimed to
investigate the possible modulatory effects of the mother’s caffeine consumption (low or
high dose) on sex steroid hormones of brain tissue in the fetuses or pups. In the present
study, rats were treated either with low dose (0.3 g/L) or high dose (0.8 g/L) caffeine in
their drinking water during their pregnancy and lactation period. Testosterone, estradiol,
and dihydrotestosterone levels in the frontal cortex and hypothalamus were measured by
using radioimmunoassay method at embryonic day 19, neonatal day and postnatal day 4.
Adrenal gland weights, anogenital distance (in fetuses and pups), gonad weights and
serum free testosterone level (in pups) were also measured. Our findings showed that low
dose caffeine administration increased body weights in both male and female rats and
anogenital index in male rats at postnatal day 4. Furthermore, high dose caffeine
administration decreased adrenal weight in male rats on embryonic day 19 and increased
testosterone level in the frontal cortex of female fetuses and hypothalami of male newborn
rats. In conclusion, the effects of caffeine administration on sex steroids in the brain tissue
during the perinatal period are dose-related and these effects seem to be independent of

the peripheral steroid sources.

Keywords: Brain gender, caffeine, perinatal period, testosterone, estradiol,

dihydrotestosterone

Supported by: HUBAB (011 D10 101 010)
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1. GIRIS

Kadin ve erkek beyni arasinda, gerek yapisal gerek davranigsal olarak ortaya
cikan birgok anatomik, fizyolojik ve norokimyasal farkliliklar bulunmaktadir.
Beyindeki bu temel farkliliklarin olugsmasindaki ana nedenin, prenatal donemdeki seks
steroit hormonlarinin, fetlis beyni {izerine yaptiklar1 etkilerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Testosteron, ostradiyol ve dihidrotestosteron prenatal dénemde
beyindeki organizasyonlarin farklilasmasindan baslica sorumlu olan onemli seks
steroit hormonlardir. Prenatal donemde, anne ve plasenta kaynakli dstrojen dolasimda
baglayici bir protein tarafindan bagli olarak tasindigindan, beyin lizerine olan asil
etkinin testosteron ve diger androjenler sayesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Erkek fetiiste bu hormonlarin asil kaynagi testisler olmakla beraber, her iki cinsiyette
fetal adrenal bezler, maternal adrenal bezler, ovaryum ve yag dokusu da androjen
kaynagi olarak gérev yapar.

Kahve, cikolata, ¢esitli icecekler ve ¢cok sayida tedavinin igeriginde yer alan
kafein diinya c¢apinda yiiksek miktarda tiiketilen psikoaktif bir ilagtir. Nonselektif
adenozin antagonisti Ozelligi gosterir ve noroprotektif etkiye sahiptir. Hamile
kadinlarin yaklasik %60°1 kafein igerikli icecekler tiiketmektedirler. Fetiis iizerinde
kafein etkilerini ¢aligmak iki temel sebep nedeniyle 6nemlidir. Birincisi, kafein hem
kan-beyin bariyerini hem de plasenta bariyerini gecebilmektedir. Ikincisi, kafeinin
fetiisteki yarilanma omrii, enzimatik aktivitelerin diisiik olmasi ve kafeinle ilgili
metabolik yolaklarin immatiir olmasi nedeniyle, dogum sonrasina gére daha uzundur.

Seks steroit hormonlarinin tiretilmesinde kilit rollere sahip hipotalamus-hipofiz
aksinda, tireme organlar1 ve adrenal bezlerde adenozin reseptorleri bulunmaktadir. Bu
nedenle, adenozin antagonisti olan kafein bu reseptor ve yolaklari etkileyerek, prenatal
donemdeki seks steroit hormonlarinin tiretilmesinde, dolayisiyla da beyin cinsiyetinin
diizenlenmesinde degisikliklere neden olabileceginden hipotezimizi “hamile sigcanlara
perinatal donemde verilen kafein, fetiis ve yavru siganlarin beyin dokusundaki seks
steroit hormonlarinin diizeyini etkiler” olarak kurduk. Bu ¢alismada hamile si¢anlarda
gergeklestirilen diisiik ve yiiksek doz kafein uygulamalarinin, fetiis ve yavrularin
beynindeki seks steroit hormonlarinin seviyeleri tizerine yaptiklari etkileri incelemeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyinde Cinsiyete Bagh Olusan Farkhiliklar

Kadin ve erkek arasinda bir¢ok anatomik ve fizyolojik fark bulunmakta olup,
bu farkliliklar genelde seksiiel dimorfizm olarak ifade edilmektedir. Yunanca
dimorphos’tan (iki formlu) gelen dimorfizm, tek bir tiir i¢in iki farkli yapinin varligini
ifade etmektedir. En belirgin olarak iireme sistemlerinin arasindaki farklarda kendini
gosteren seksiiel dimorfizm merkezi sinir siteminde de gerek yapisal gerekse de
davranigsal olarak ortaya ¢ikmaktadir (108). Kadin ve erkek beyninde goriilen bu
farkliliklarin cogu prenatal donemde meydana gelmekte olup farklarin olugsmasindaki
temel neden olarak néroendokrin sistem ve davraniglarin farklilagmasinda rol oynayan
seks steroit hormonlar1 gosterilmektedir. Bu hormonlarin erken gelisim déneminde
meydana getirdigi etkiler ile olusan cinsiyetler arasindaki yapisal ve davranissal

farkliliklar birgok tiirde gesitlilik gostermektedir (75).

2.1.1. Hayvanlarda Erkek ve Disi Beyni Arasindaki Farkhiliklar:

Cinsiyetler arasinda seks steroit hormonlariin etkisi nedeniyle merkezi sinir
sisteminde hem yapisal hem de davranigsal olarak farkliliklar olusmaktadir.
Davranigsal farkliliklarin ¢ogu lireme davraniglari ile ilgiliyken bir kismi bilissel
fonksiyonlarla ilgilidir ve tiirler arasinda cesitlilik gostermektedir. Ornegin, kuslarda
boyle bir farklilik s6z konusudur. Kanarya ve hint biilbiili gibi 6tiicii kus tiirlerinde
sarki soyleme bir iireme davranisidir ve dikkat ¢ekmek icin yapilir. Erkekler oldukga
cesitli ve karmagik yapida sarkilar iiretebilirken, disiler liretememektedir. Bunun
nedeni, 6tiicii kuslarin beyninde yer alan bir bolgenin erkek ve disilerde birbirlerinden
farkli olmasidir. Otiicii kuslarda sarkilarin {iretilmesi, beyinde yer alan ses kontrol
alan1 adli bolgedeki niikleuslar tarafindan diizenlenmektedir ve bu bolge, erkek
kanarya ve hint biilbiiliinde disilere gore yaklasik 5 kat daha biiytiktiir (Sekil 2.1). Yani
bu niikleuslar agisindan seksiiel dimorfizm s6z konusudur. Niikleuslarin cinsiyetler
arasinda fark gdstermesinin nedeni seks steroit hormonlaridir. Ornegin, disi kuslara
gelisim donemlerinde testosteron uygulanirsa, ses kontrol bolgelerindeki niikleuslar

biiylimekte ve erkek kuslar gibi sarkilar tiretebilmektedirler (9, 108).



.

Erkek kus / Disi kus

Gartlak Gartlak

Sekil 2.1. Erkek ve disi otiicii kuslarin beynindeki farkliliklar. Beynin sagital kesimi
goriilmektedir. Gri alanlar beyindeki ses kontrol bolgelerini temsil etmektedir. Arnold

(9)’a gore modifiye edilmistir.

Kemirgenlerde yapilan birgok ¢alisma erkek ve disi beyni arasindaki
farkliliklar1 daha net ortaya koymaktadir. Ornegin, Gorski ve dig. (53) siganlarda
yaptiklar1 bir arastirmada, hipotalamusun preoptik alaninda cinsiyetler arasinda fark
gosteren bir niikleus kesfetmislerdir. Preoptik alan erkegin ¢iftlesme davranisinin
kontroliinde rol oynamaktadir ve cinsiyet farkinin morfometrik olarak en belirgin
goriindiigt kismidir. Preoptik alandaki sekstiel dimorfik niikleus (SDN POA) olarak
adlandirdiklart bu niikleusun, erkek sicanlarda disilere gore 3-5 kat daha biiyiik
oldugunu géstermislerdir. Normal gelisim sirasinda, yeni dogan disi siganlarda SDN
POA néronal apoptoza ugramaktadir. Fakat erkek siganlarda prenatal testosteron,
Ostradiyole doniigerek, SDN POA néronlarini apoptoza karsi korumakta ve bu nedenle
SDN POA erkeklerde daha biiyiik kalmaktadir (70).

Sicanlarin hipotalamusunda yer alan bir baska bolgede ise tam tersi bir durum
s0z konusudur. Anteroventral periventrikiiler niikleus olarak adlandirilan bir yapi, disi
siganlarda erkeklere gore yaklasik 2 kat daha biiyiiktiir. Bu bdlgenin disi siganlarda
liteinize edici hormonun (LH) saliverilmesindeki fazik sekresyonu kontrol ettigi
diistiniilmektedir. Ayrica burada ovaryumdan saliverilen steroit hormonlarinin

etkileyecegi reseptorleri yiiksek yogunlukta eksprese eden ndronlar da bulunmaktadir
(39, 119).



2.1.2. insanda Erkek ve Kadin Beyni Arasindaki Farkhliklar:

Insan beyninde de seksiiel dimorfizm s6z konusudur. Ortalama erkek beyni
kadin beynine gore daha agir ve genistir. /n vivo goriintilleme ve otopsi ¢alismalari
erkek serebrumunun kadina gore yaklasik % 8 — 10 daha biiyiik oldugunu gostermistir.
O nedenle beyindeki yapisal ve bolgesel farkliliklar1 incelemeden Once, serebrum
boyutlarima goére bir oranlama yapilmasi, karsilagtirma yapabilmek igin gereklidir.
Insan beynine bélgesel olarak baktigimizda, kadinlar frontal ve medial paralimbik
korteksler agisindan daha genis bir kortikal hacme sahipken, erkeklerde frontomedial
korteks hacmi daha fazladir. Ayrica kadinlarda superior temporal korteks daha
biiytiktiir (52).

Frontal lobun ventral ve posterior bolgesinde Broca alan1 bulunmaktadir. Bu
bolge Wernicke alanindan aldigi bilgiyi ses olusumu icin kalip haline getirerek
konusmanin meydana gelmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Herhangi bir noérolojik
problemi bulunmayan 10 erkek ve 11 kadinda yapilmis olan otopsi c¢aligsmasinda,
stereolojik teknikler kullanilarak yapilan kesitlerde kadinlardaki Broca alaninin
erkeklerden yaklagik %20 oraninda daha biiylik oldugu gosterilmistir. Bu durum
kadinlarin daha iyi bir dil yetenegine sahip olabilecegini gostermektedir (58).

Erkek beyni kadin beynine gore daha biiyiikk sulkus hacmine ve daha fazla
serebrospinal siviya sahiptir (57). Ayrica beyindeki kan dolasimu ile ilgili de fark s6z
konusudur. Kadinlarin hem dinlenme durumunda hem de bilissel aktivite sirasinda
daha yiiksek serebral kan akimina sahip olduklari gosterilmistir (56). Yukarida
Ozetlenen farkliliklara ilaveten, gri-beyaz madde oraninda, hipotalamusta, limbik
sistem gibi beynimizin ¢esitli bolgelerinde ve norotransmitter sistemlerde seksiiel

dimorfizm goriilmektedir.

Gri-Beyaz Madde Orani:

Merkezi sinir sisteminde sinir hiicrelerinin govdeleri ve dendritler gri maddeyi
olustururken, aksonlar beyaz maddeyi meydana getirmektedir. Gri ve beyaz maddeler
acisindan insanlarda cinsiyetler arasi fark s6z konusudur. Kortikal gri madde hacminin
yiizdesi kadinlarda daha fazla iken, erkeklerde beyaz madde yiizdesi daha fazladir. Gri
madde/beyaz madde orani, kadinlarda frontal, temporal, pariyetal ve oksipital

loblarda, cingulat girus ve insulada erkeklere gore daha yiiksektir (36). Gur ve dig.



(57)’nin yaptig1 manyetik rezonans goriintiilemesi (MRI) ¢alismasinda da (40 erkek,
40 kadin) benzer bir farklilik gosterilmistir. Bu farkliliga ilaveten erkekte gri madde
yiizdesi sol hemisferde saga gore daha fazlayken beyaz madde agisindan her iki
hemisfer de simetriktir. Kadinlarda ise herhangi bir asimetri s6z konusu degildir.
Ayrica kadinlarda gri madde hacmi erkeklerden 1-2 yil Once tepe noktasina

ulagsmaktadir (109).

Corpus Callosum ve Anterior Commissure:

Insan beyninin en belirgin yapilarmdan olan corpus callosum ve anterior
comissure adli bolgelerde (Sekil 2.2) cinsiyetler arasi bir fark s6z konusudur. Beynin
orta hattinda yer alan ve her iki hemisferi birbirine baglayan sinir liflerinden meydana

gelmis olan corpus callosum genellikle kadinlarda daha biiyiiktiir (65).

Corpus
Callosum

Anterior

massa
intermedia

Sekil 2.2. Insan beyninin yandan gériiniisii; corpus callosum, anterior commissure ve

massa intermedia. Purves (108)’e gére modifiye edilmistir.

Her iki hemisfer arasindaki baglantilar dahil olmak tizere, lateral amigdala,
niikleus accumbens, endopiriform korteks gibi nemli beyin bolgelerinin birbirleriyle
olan baglantilarin1 saglayan anterior comissure adli bolge kadinlarda daha biiyiiktiir
(73). Ilging bir bicimde heteroseksiiel ve homoseksiiel erkekler arasinda da corpus
callosum’un anatomisinde farkliliklar gosterilmistir. Witelson ve dig. (132) 12

homoseksiiel ve 10 heterosekstiel saglikli erkekte yaptigi MRI ¢alismasinda, corpus



callosumun bilhassa isthmus kisminin homoseksiiel erkeklerde daha biiyiik oldugunu
gostermistir.

Her iki taraftaki talamusu birbirine baglayan massa intermedia adli yapinin ise
erkeklerde goriilmeme sikligi %32 iken, kadinlardaki goriilmeme sikligr %22’dir.
Yani bu yapmin erkeklerde goriilmeme sikligi kadinlardakinden daha fazladir ve
kadinlardaki massa intermedia erkeklerden daha genistir (4). Tiim bunlar kadinlarin
erkeklere gore daha iyi bir hemisferler arasi organizasyona sahip oldugunu
gOstermesine ragmen corpus callosum ve anterior comissure yapilari ile ilgili farkli

sonuglar da bulunmaktadir (65).

Hipotalamus ve Komsuluklari:

Insanda serebrum boyutlarina gore oranlandiginda, erkeklerde hipotalamusun
daha biiylik oldugu gosterilmistir (52). Bu hacim farkina ilaveten, sicanlarda
kesfedilmis olan SDN POA benzeri bir niikleus insan hipotalamusunda da
kesfedilmistir. Anterior hipotalamus bolgesinde, interstitial nuclei of the anterior
hypothalamus (INAH) olarak adlandirilan 4 gesit niikleus bulunmustur. Bu niikleuslar
1’den 4’¢ kadar numaralandirilmistir (INAH 1-4). Yapilan ¢alismalarda INAH-3"{in
erkeklerde daha biiylik oldugu ve daha fazla néron igerdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
bilhassa INAH-3’iin siganlardaki SDN POA’nin analogu oldugu disiiniilmektedir
(27). Yine ilging bir bi¢imde homoseksiiel ve biseksiiel erkeklerdeki INAH-3’{in
heterosekstiel erkeklere gore daha kiigiik oldugu gosterilmistir (81).

Talamus, diensefalonda yer alan genis noron gruplarindan olusur ve duysal,
motor ve limbik islevlerde rol oynayan olduk¢a dnemli bir yapidir. Pozitron emisyon
tomografisi (PET) yontemi kullanilarak, 65’1 kadin ve 55’1 erkek olmak {iizere
toplamda 120 saglikli kisi iizerinde yapilan beyin goriintiilemesi ¢aligmasinda, talamik
niikleuslarin kadinlarda erkeklere gore daha genis oldugu gosterilmistir (92).

Bazal gangliyonlart olusturan yapilardan biri olan kaudat niikleusun da
kadinlarda daha genis oldugu gosterilmistir (44). Ayrica hipotalamusun alt bolgesinde,
optik kiazmanin iizerinde bulunan suprakiasmatik niikleus (SCN), retinadan direkt
inputlar alip sirkadiyan ritmin diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu bdlge biiyiikliikten
ziyade sekil olarak fark gostermektedir. SCN kadinlarda ince uzun sekilli iken

erkeklerde kiiresel sekildedir. Hacim, hiicre sayist ve hiicre yogunlugu arasinda fark



yoktur. Bununla birlikte SCN’nin homoseksiiel erkeklerde, normal erkeklere gore

daha biiyiik oldugu ve daha fazla vazopressin noronu igerdigi gosterilmistir (121).

Stria Terminalisin Bed Niikleusu:

Stria terminalisin bed niikleusu (STBN) seksiiel dimorfizmin belirgin olarak
gosterildigi bir bagka yapidir. Bu bdlgenin limbik, kortikal bolgeler ve hipotalamus-
hipofiz aks1 arasinda bir baglant1 bélgesi oldugu ve davranis cevaplarinin olusmasinda
rol aldig1 diistiniilmektedir (87). STBN rodentlerin seksiiel davraniglarinda 6nemli rol
oynamaktadir. STBN ile hipotalamus ve amigdala arasinda karsilikli baglantilar yer
almaktadir (137). Hines ve dig. (62) siganlarda STBN’nin enkapsiile bolgesinin
hacminin erkeklerde, disilerden yaklasik %97 daha biiyilik oldugunu gdstermislerdir.
Benzer farklilik insanlarda da ortaya konmustur. Yapilan bir ¢alismada 26 erkek ve
kadin incelenmistir ve STBN’nin posteromedial bolgesinin hacminin erkeklerde
kadinlardan yaklasik 2,5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu bolgenin saldirgan
davranista, seksliel davranista ve gonadotropin sekresyonunda rol aldigindan
bahsedilmistir (3). Zhou ve dig. (137) ise seksiiel davranis igin 6nemli bir bdlge olan
STBN’nin merkezi bolgesinin erkeklerde daha biiyiik oldugunu géstermislerdir. ilging
bicimde 6 adet transsekstiel (erkekten-kadina transseksiiel) kiside STBN’nin merkezi

bolgesinin kadinlardaki ile benzer hacimde oldugu ortaya konmustur.

Limbik Sistem:

Limbik sistemin en 6nemli yapilarindan olan ve bilhassa emosyon, hafiza,
depresyon ve 6grenme gibi olaylarda rol oynayan amigdala ve hipokampiis yapilarinda
da seksiiel dimorfizm s6z konusudur. Yapilan ¢aligmalar amigdalanin erkeklerde daha
biiyiik oldugunu gostermistir. Caviness ve dig. (29) 7-11 yas araligindaki 30 ¢ocukta
(15 kiz, 15 erkek) yaptigit MRI calismasinda, kizlardaki amigdalanin erkeklere gore
daha kii¢iik oldugunu gostermislerdir. Yetiskinlerde yapilan bagka bir MRI
calismasinda da bu bulgular desteklenmistir (52). Amigdalanin tersine, hipokampiis
ise kadinlarda daha biiyiiktiir. Saglikli bireylerde gergeklestirilen MRI ¢alismalarinda
(10 kadin 10 erkek) (44), (34 kadin, 35 erkek) (92) ve PET c¢alismalarinda (65 kadin,
55 erkek) hipokampiisiin kadinlarda erkeklerden daha biiyiik oldugu gosterilmistir
(92).



Norotransmitter Sistem:

Beynimizdeki ¢esitli norotransmitter sistemlerde cinsiyete bagli farkliliklar
gosterilmistir. Bilhassa dopaminerjik, serotonerjik ve kolinerjik sistemleri incelemek
i¢in yapilmus cesitli arastirmalar mevcuttur. Ilk olarak dopaminerjik sisteme bakarsak,
bu sistemin viicudun motor hareketlerinin koordinasyonunda, d&diillendirme
davraniginda, bagimlilikta ve birgok Onemli olayda rol oynadigini gérmekteyiz.
Yapilan arastirmalar, kadinlarda dopaminerjik fonksiyonun daha gelismis oldugunu
gostermistir. Kadinlar erkeklere goére daha yiiksek miktarda striatal presinaptik
dopamin sentezine sahiptir. Ayrica sinaptik dopamin ulasilabilirligini diizenleyen
dopamin tasiyict aktivitesi kadinlarda daha yiiksektir (36). Sicanlarin gelisimi
sirasinda prefrontal kortekste, niikleus accumbenste ve striatumdaki dopamin resept6r
yogunlugunda farklilik olugmaktadir. Erken gelisim doneminde erkek sicanlar, disilere
gore daha fazla oranda reseptor artisi gostermektedirler (7). Riccardi ve dig. (110)
yaptigt PET c¢alismasinda (6 kadm, 7 erkek) kadinlarda amfetamin tarafindan
uyartlmig dopamin salimminin sag globus pallidus ve sag inferior frontal girusta
erkeklere gore daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu yiiksek dopamin fonksiyonlari,
kadinlarin dopamin fonksiyonunda bozukluklarin neden oldugu hastaliklardan (alkol
bagimlilig1, sizofreni vs) daha iyi korunabilmesine neden olabilmektedir (36).

Serotonerjik  fonksiyon kompleks duysal ve motor hareketlerin
koordinasyonunda goérev almaktadir ve bozuklugunda ruhsal problemler, yeme-uyku
bozukluklari ve sizofreni ortaya ¢ikmaktadir. Serotonin ile ilgili seksiiel dimorfizm
caligmalar1 1960’larda hayvan modellerinde gosterilmeye baglanmistir. Disi siganlarin
beyninde daha fazla serotonin metabolitine rastlanirken, insanda yapilan otopsi
caligmalarinda da ¢esitli farkliliklar ortaya konmustur (74). Nishizawa ve dig. (96)
yaptigi PET calismasinda (8 erkek, 7 kadin) serotoninin ortalama sentez hizinin
erkeklerde, kadinlardan yaklasik %50 oraninda daha yiiksek oldugu gostermistir.
Serotonin alt tip reseptdrlerinden biri olan SHT1A otoreseptorleri, depresyon ve
anksiyetede yer almakta olup bir¢ok antidepresan ilacin temel baglanma noktalaridir.
Bir bagka PET c¢aligsmasinda 25 saglikli bireyde (12 kadin, 13 erkek) yapilan analizler,
5HT1A reseptoriine baglanma potansiyelinin beynin bir¢ok bolgesi igin (dorsal rafe,
anterior cingulat, amigdala, medial ve orbital prefrontal korteks) kadinlarda daha

yiiksek oldugu gosterilmistir (99).



Dopaminerjik ve serotonerjik sistemlere ilaveten diger norotransmitter
sistemlerde de farklilik géziikmektedir. Kolinerjik sistem hafiza ve biligsel islevlerde
rol oynar. Kadinlarda kortikal muskarinik asetilkolin reseptdr sayis1 fazladir.
GABAEerjik (Gama amino biitirik asit) sistem ruh hali ve hafizanin diizenlenmesinde
major inhibitdr sistemdir ve kortikal GABA seviyesi kadinda daha yiiksektir. Opioid
sistem agr1 ve 6diil mekanizmalarinda rol oynamaktadir ve kadinlarda kortikal ve

subkortikal bolgelerde daha yiiksek baglanma gosterilmistir (36).

2.2. Seks Steroit Hormonlar1 ve Beyin Cinsiyeti Tligkisi

Kadin ve erkek beyni arasindaki farklarin olusmasindaki temel nedenlerden
biri olarak seks steroit hormonlar1 gdsterilmektedir. Hamilelik doneminde, fetiis ve
anne kaynakli maruz kalinan seks steroit hormonlari, fetiis beyni {izerinde bir takim
etkiler gerceklestirerek her iki cinsiyet i¢cin de ndroendokrin sistem ve davranislarin
farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle testosteron, Ostradiyol ve
dihidrotestosteron (DHT) seks steroit hormonlarinin, beyindeki organizasyonlarin

farklilasmasindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (33, 71).

2.2.1. Seks Steroit Hormonlarinin Yapimi:

Her iki cinsiyetin embriyonal gelisimlerini inceledigimizde, erkekte tipik erkek
gelisimini belirleyen Y kromozomu iizerindeki Sry genidir. Hamileligin 7. haftasi
dolaylarinda bu bolge aktifleserek testicular determining factor sentezini baglatir ve
bunun sonucunda da testislerin gelismesi saglanir. Testis gelisimi ile beraber,
primordial gonadlarda Leydig hiicreleri tarafindan testosteron iiretimi baslar (108).
Cinsiyet farklilagmasi i¢in 8. ve 24. hafta aralig1 dnemli olarak géziikmekle beraber bu
haftalar diginda da farkliliklar olugmaktadir. Erkek fetiislerde testosteron seviyesi
baslangigta plasental insan koryonik gonadotropin (hCG) tarafindan artirilir, LH
etkisiyle seviye yiiksek kalir. LH ve hCG reseptorleri hamileligin 10-12 haftasina
kadar olusmazlar. Daha Onceki testosteron sekresyonu baska faktorler tarafindan
kontrol edilir. Cinsiyetler arasinda testosteronun serum seviyeleri arasindaki maksimal
fark ise 12. ve 18. haftalar arasinda olusmaktadir. Bunlara ilaveten fetiisler, maternal
adrenal bezlerden, fetal adrenal bezlerden ve yagdan kaynaklanan bir miktar androjene

de maruz kalmaktadirlar (66, 75).
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Kadimlarin gelisimini inceledigimiz zaman, fetal ovaryumlarin 7. hafta
civarinda farklilagsmaya basladigi goriiliir. Fetal ovaryumlar Ostrojen tiretmektedirler.
Fakat az miktarda Ostrojen lrettiklerinden dolayi fetiis gelisiminin son kismina kadar
inaktif olduklar1 diisiiniilmektedir. Ayrica her iki cinsiyetteki fetiiste, dolasimda anne
ve plasenta kaynakli yiiksek miktarda 6strojen bulunmaktadir (66, 108). Normalde bu
Ostrojenin beyne ulasarak maskiilinize edici etki gOstermesi beklenebilir. Fakat
dolasimdaki Ostrojen, a-fetoprotein adi verilen baglayici bir protein tarafindan
baglanarak tasinmaktadir. Bu nedenle bagli haldeki Ostrojen, beyin hiicrelerine
girememekte ve maskiilinize edici etkisini gosterememektedir. Diger taraftan, a-
fetoproteinin  dolagimdaki testosteron {izerine herhangi bir etkisi oldugu
gosterilmemistir (11, 33).

Fetal gelisim sirasinda testosteron ve diger androjenlerin bir kaynagi da fetal
adrenal bezlerdir. Yani bu bezleri etkileyen durumlar da beyin cinsiyeti iizerine etki
gostermektedir (6rnegin konjenital adrenal hiperplazi). Ayrica maternal ve fetal
kortizol arasinda dogrusal bir iligki vardir. Siganlarda hamileligin son haftasindaki (14-
21 giinler) maternal stres fetiisiin dolasimindaki fetal kortikosteron seviyesini
artirmaktadir. Yetigkin insanda kortizol {iretimi ve testosteron arasinda ters bir iliski
vardir. Ilging bir sekilde yapilan bir calismada yetiskindekinin aksine fetal testosteron
ve kortizol arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Bunun nedeni olarak, fetal
testosteronun bir kismimin adrenal bezlerden (kortizol gibi) kaynaklaniyor olmasi
gosterilebilir. Yani sonug¢ olarak fetal kortizolii artiran faktorler testosteronu da

artirabilir ve bu da daha ¢ok bir maskiilin bir profil ile ilgili olabilir (51, 63).

2.2.2. Seks Steroit Hormonlarinin Etki Mekanizmasi:
Biitiin seks steroit hormonlari kolesterolden sentezlenmekte ve dolasimla hedef
bolgeye tasinarak etkisini gostermektedir. Sekil 2.3°de Kkolesterolden sentezlenen

steroit hormonlariin sentez ve doniisiim basamaklar1 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Kolesterolden sentezlenen steroit hormonlarinin sentez ve doniisiim

basamaklar1 (25).

Seks steroit hormonlart dolasimla hedef bolgeye tasinarak etkisini
gostermektedir. Erkek fetiislerde dolasimdaki testosteron kiigiik yapisindan dolay1 kan
beyin bariyerini rahatlikla gecebilmektedir. Lipofilik yapida oldugundan hedef
hiicrenin zarint dogrudan geger ve sitoplazma ya da niikleustaki reseptdriine baglanir.
Hiicre igine giren testosteron, So-rediiktaz enzimi araciligiyla Sa-dihidrotestosterona
(DHT) ya da aromataz enzimi araciligiyla bir ostrojen formu olan 17f3-6stradiyole
dontstirilir (75, 79). Buradaki klasik goriis, beyindeki maskiilinize edici etkinin asil
olarak aromataz aktivitesiyle gerceklestigi seklindedir. Yani ilging bir sekilde,
erkeklerde, testosteron son etkisini bir Ostrojen formuna doniiserek Ostradiyol
reseptorleri lizerinden gergeklestirmektedir. Dolasimdaki anne ve plasenta kaynakli
Ostrojenin, a-fetoprotein ile bagli durumda olmasi, Ostrojenin etkisinin daha ¢ok
postnatal oldugunu, dolayisiyla prenatal donemdeki asil etkinin testosteron ve diger
androjenler sayesinde gerceklestigini  diisiindiirtmektedir. Yani feminizasyon
stirecinin pasif bir sekilde gerceklestigi varsayilmaktadir (11, 33). Diger taraftan, DHT
ve diger androjenlerin de androjen reseptorleri araciligiyla gergeklestirdigi bir takim
etkiler gdsterilmistir. Bu nedenle son donemlerde asil belirleyici etkinin dstrojen ve

androjen reseptorlerin karsilikli etkilesimlerinden kaynaklandigi 6ne stiriilmektedir
(138).
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Seks steroit hormonlarinin asil etkisinin ger¢eklestigi donemler tiirler arasinda
farklilk gostermektedir. Onceki béliimlerde insan igin seks steroit hormonlarmin
gebeligin hangi haftalarinda 6nemli oldugu oOzetlenmisti. Diger canli tiirlerine
baktigimizda, siganda primer kritik donem, hamileligin son haftasindan dogum sonrasi
10. giine kadar siirmekte iken Rhesus maymunlarinda kritik periyot prenatal donemde

olugsmaktadir (64, 85).

2.3. Kafein

Kafein; kahve, cikolata, ¢esitli igecekler ve ¢cok sayida tedavinin i¢eriginde yer
alan diinya c¢apinda yliksek miktarda tiiketilen bir psikoaktif bir ilagtir. Nonselektif
adenozin antagonisti Ozelligi gosterir ve noroprotektif etkiye sahiptir. Kafeinin
neredeyse tamami gastrointestinal sistemden emilir. Oral yolla alindiktan 15-120 dk
sonra plazmada tepe noktasina ulasir. Plazma yarilanma stiresi 3-8 saat arasi degisir
(93). Kafeinin bazi metabolitleri de farmakolojik aktivasyona sahiptir. 1,3-
dimetilksantin (teofilin) ve 1,7- dimetilksantin (paraksantin)’nin biyolojik olaylarda
rol aldig1 diisiiniilmektedir. Siganlarda teofilin seviyeleri yiiksek olmasina ragmen
plazmadaki asil major metabolit paraksantindir. Teofilin, kafeine gore A1 ve Aoa
adenozin reseptorleri iizerinde 3-5 kat daha fazla inhibitor etki gdsterebilmektedir.
Paraksantinin etkisi ise kafeine yakindir. (15, 48). Insanlar ve rodentler arasinda kafein
metabolizmasi agisindan farkliliklar goriilmektedir. Sicanlarda kafein %40 oranlarinda
trimetil tiirevlerine metabolize olurken bu oran insanda %6’dan daha azdir (8).
Labaratuvar hayvanlarindaki kafein uygulamalarinda verilen doza gore farkli yanitlar
olusmaktadir (38). Ornegin diisiik doz kafein, kokain ve amfetamin gibi psikomotor
uyarict etki gosterir. Yiiksek dozda ise anksiyete olusumu gozlenir ve fensiklidin

benzeri etki olusturur (90).

2.3.1. Adenozin Reseptorleri:

Adenozinin Az, Aoa, A2 ve Az olmak tizere 4 gesit reseptorii vardir. Az ve Az
reseptorleri Gi proteini araciligiyla adenil siklaz (AC) enziminin inhibe etmektedir.
Diger taraftan Aza ve Az Gs proteini aracilifiyla AC  stimiilasyonu
gerceklestirmektedir (98, 102, 136). Az ve Azp reseptorleri metilksantinler tarafindan

az miktarlarda etkilendiginden kafein ve teofilin asil etkilerini A1 ve Aza reseptorleri
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tizerinden gosterirler. Ax reseptorlerin aktivasyonu adenil siklazi ve birkag tip voltaj
duyarl kalsiyum (Ca*?) kanalini inhibe ederken, birkac tip potasyum (K*) kanals,
fosfolipaz C ve fosfolipaz D’yi aktive etmektedir. A2a reseptorii Gs proteini ile ilgili
oldugundan aktivasyonu sonucu AC ve bazi voltaj duyarli Ca*? kanallarin (6zellikle

de L-tip kalsiyum kanallar1) aktivasyonu gergeklesmektedir (46) (Sekil 2.4).

ﬂ\ || - § - i

¢ | ov v®
i Adenil
L----5| siklaz (%
cAMP €~ N atp

Sekil 2.4. Adenozin reseptorleri ve rol aldigi hiicre i¢i yolaklarin bazilari.

Fredholm (46)’a gore modifiye edilmistir.

Kronik kafein ve teofilin uygulamasinin adenozin reseptdrlerinde up-
regiilasyona yol actig1 gosterilmistir (77). Kafeinin adenozin reseptorlerine
baglanmasinda alinan doz miktar1 da 6énemli olmaktadir. Diisiik doz kafein A1 ve Az
reseptorlerine baglanabilirken, yiiksek doz kafein Azg reseptoriine baglanabilmektedir.

Az ise kafeine karsi duyarsizdir (46).

2.4. Kafein ve Seks Steroit Hormonlarmmn liskisi

Kafein etkisini adenozin reseptorleri aracilifiyla gostermektedir. Bu
reseptorler seks steroit hormonlarinin iiretilmesi ve diizenlenmesinde rol alan testis,
ovaryum, adrenal bezler ve hipotalamus-hipofiz aksi gibi yapilar {izerinde yer
almaktadir. Kafein aliminin, seks steroit hormonlar1 {izerine olan etkileri hakkinda
cesitli insan c¢alismalart olmakla beraber, sonuglar tutarlilik gostermemektedir.

Ornegin, yapilan epidemiyolojik ¢alismalardan birinde, postmenapozal kadinlarda
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kafein alimi sonucu plazma Ostrojen seviyelerinde artig, serbest testosteron
seviyelerinde ise azalma meydana geldigi gosterilmistir (43). Diger taraftan yapilan
benzer bir epidemiyolojik calismada ise, postmenapozal kadinlarda kafein alimi ile
plazma testosteron ve Ostradiol seviyeleri arasinda bir iliski bulunamamustir (54).
Hayvanlarda yapilan ¢aligmalara baktigimizda, siganlarda kafeinin akut uygulamasi
sonucu testosteronun plazma seviyesinin arttigi gosterilmistir (104). Sicanlarda
yapilan baska bir ¢alismada kronik kola tiiketimi sonucu alinan kafeinin, testosteron
ve ostradiyol seviyelerini artirdigi ortaya konulmustur (30). Sarobo ve dig. (115)’nin
yaptig1 ¢alismada kafein aliminin plazma testosteron ve DHT seviyelerini artirdig

gosterilmigtir.

2.4.1. Testisler ve Adenozin Reseptorleri Iliskisi:

[k kez Murphy (91) tarafindan sigan testislerinde adenozin reseptdrlerin varlig
gosterilmistir. Monaco ve Conti (88) ise A1 adenozin reseptorlerin seminiferdz tiibiilde
yer alan Sertoli hiicrelerinde bulundugunu gostermistir. Sigan testisinde yiiksek
miktarda Az adenozin reseptor ekspresyonu gosterilmistir. As reseptorleri daha gok
germ hiicrelerinde lokalize olmaktadirlar (112, 136). Sertoli hiicreleri ve germ
hiicreleri arasinda resiprokal bir iligki 6ne siirtilmistiir. Bu modele gore germ hiicreleri
tarafindan uretilen adenozin, sertoli hiicreleri iizerindeki inhibitdér adenozin
reseptorlerini aktive etmektedir. Bu durum ise folikiil stimiile edici hormon (FSH)
aracilifiyla olusmus cevaplarin inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu baglamda
adenozinin etkisi germ hiicrelerin fonksiyonu ile yakindan ilgili olabilir (34). Sigcan
testislerinde adenozin reseptorlerinin fizyolojik rollerini indirekt olarak ortaya koyan
cesitli calismalar bulunmaktadir. Ornegin bu reseptdrlerin kafein ile bloklanmasi
sperm motilitesini, metabolizmasini ve ovuma penetre kabiliyetini degistirmektedir.
Yiiksek miktarda metilksantin, testikiiler atrofiye neden olmaktadir. Sertoli hiicre
kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarda, A1 reseptorlerin aktivasyonu FSH aracili cAMP
iretimini ve androjenden Ostrojene aromatizasyonu inhibe etmektedir (16, 34, 80).
Ayrica farenin leydig hiicrelerinde cordycepin adli bir adenozin analogu kullanilarak
uyarilan testosteron salimi, Ai, A2a ve As reseptorlerinin segici antagonistleri

kullanildiginda baskilanmistir. Azg reseptor antagonistinin testosteron salimi {izerine
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etkili olmadig1 bu calismada en fazla baskilama Az reseptdr antagonisti tarafindan

gerceklestrilmigtir (80).

2.4.2. Adrenal Bezler ve Adenozin Reseptorleri Iliskisi:

Genel olarak adrenal hiicrelerden kortikosteron iiretimi protein kinaz A (PKA)
ve protein kinaz C (PKC) sistemleri tarafindan kontrol edilmektedir (50). Adenozinin,
sigan adrenokortikal hiicrelerinde kortikosteron iiretimini stimiile ettigi gosterilmistir.
Kortikosteron iiretimini %30 oraninda artirdig1 ortaya konulmustur (35). Yapilan bir
calismada sigan adrenal fasikiilata hiicrelerinde, A> reseptor aracili kortikosteron
tretimi ilk kez goOsterilmistir. Bu calismada Aoa ve Azs reseptdr antagonisti
kullanildiginda adenozinin stimiile ettigi steroidogenezde azalma meydana geldigi
gosterilmistir. Adrenal hiicrelerden kortikosteron tiretimi A2a reseptorii ve JAK: sinyal
yolagi ile olmaktadir. JAK, yolagimin sadece adenozin tarafindan stimiile edilen
steroidogenezin yarisindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Sonugta adenozin
tarafindan stimiile edilen steroidogenezde asil sorumlu isoformun PKC ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir (31, 32). Kafeinin adrenal bezler {izerine olan etkileri ile ilgili gesitli
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, yapilan bir ¢aligmada kafeinin gerek dinlenme
gerekse de stres durumunda kortizol ve epinefrin seviyelerini artirdigi gosterilmistir
(2). Baska bir ¢alismada ise, kafeinin mental stress durumunda kadinlarda kortizol
seviyelerini artirdigi bulunmustur. (84). Ayrica kafein alimi1 hamile kadinlarda
tiikriikteki kortizol seviyesini diistiriirken, hamile olmayan kadinlarda anlamli bir

diislis gézlenmemistir (125).

2.4.3. Ovaryum ve Adenozin Reseptorleri Iliskisi:

Adenozin, korpus luteumun LH iizerine olan cevabimi modiile etmektedir.
Ayrica prostoglandin F2o’nin luteolitik etkisi lizerinde 6nemlidir (14). Adenozinin,
graniiloza hiicrelerinde FSH’nin etkisini module ettigi gosterilmistir. Adenozin,
graniiloza ve luteal hiicreler icin 2 sekilde etki gdstermektedir. Ilkinde hiicre igi
metabolizma i¢in substrat gérevi gorlirken ikincisinde Az reseptdr agonisti olarak etki
etmektedir. (18). Adenozin si¢anlarda ovaryum membranindaki A tip reseptorler

araciligiyla adenilat siklaz aktivitesini stimiile ettigi gosterilmistir (17). Ayrica insan
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plasentasinda adenozin reseptorlerinin varligi gosterilmistir. Bu reseptorlerin yiiksek

ve disiik affiniteli tipleri de bulunmaktadir (117).

2.4.4. Hipotalamus-Hipofiz Aks1 ve Adenozin Reseptorleri iliskisi:

Kafeinin insan ve hayvanlarda glukokortikoid seviyesini artirdig1 gézlenmistir.
Yapilan bir ¢alismada, kisilere uyku sirasinda enjekte edilen kafeinin plazma kortizol
seviyesini artirdig1 gosterilmistir (82). Siganlarda yapilan bir ¢alismada ise akut kafein
uygulamasinin plazma kortikosteron seviyesini artirdigi ortaya konmustur (95).
Hipotalamusta bulunan paraventrikiiler niikleus hipofiz-adrenokortikal sistemi kontrol
etmektedir. Kafeinin bu etkisi muhtemelen, paraventrikiiler niikleustaki adenozin

reseptorleri lizerinde meydana gelen merkezi antagonistik etki ile olusmus olabilir.

(100).

2.5. Kafein ve Hamilelik

Diisiik ve normal dozlarda (50-300 mg, yaklasik 1-3 fincan kahveye denk
gelmektedir) kafein insanda merkezi stimiilasyon gergeklestirir. Yani iyi hissetme,
uyaniklik, enerji ve konsantre olma yetenegini artirir. Yiikksek dozlarda ise (300-800
mg) anksiyete, sinirlilik ve insomnia gibi ¢esitli negatif hisler olusmasina neden
olmaktadir (94). Bir fincan kahve, ¢ay ya da kola 100-300 mg kafein icermektedir.
Hamile kadinlarin yaklasik %60°1 kafein icerikli icecekler tiiketmektedirler. Hamile
rodentlere kafein uygulamasi yapildiginda fetal kafein seviyesi annedeki seviyenin
%901 kadardir. Fetal kafeinin klerans1 annede gézlenenden daha uzundur ve yar1 dmrii
12-24 saat stirmektedir (26). Fetiis iizerinde kafein etkilerini calismak 2 temel sebep
nedeniyle 6nemlidir. Birincisi kafein hem kan-beyin bariyerini hem de plasenta
bariyerini gegebilmektedir. Yani hamile hayvanlarin igme suyuna karistirilan kafein
fetiis tarafindan absorbe edilebilmektedir (72). Ikincisi kafeinin yarilanma 6mrii yasa
baglhdir. Fetiisteki yarilanma omrii enzimatik aktivitelerin diisiik olmas1 ve kafein ile
ilgili metabolik yolaklarin immatiir olmas1 nedeniyle yeni doganlara gore daha
uzundur. Buna ek olarak hamileligin son ayinda kafeinin yikilma hizi azalma egilimi

gosterir (93).
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2.6. Hipotez ve Amag

Seks steroit hormonlarinin tiretilmesinde Kilit rollere sahip hipotalamus-hipofiz
aksi, testisler, ovaryum ve adrenal bezlerde adenozin reseptorlerinin bulunmasi ve
antagonist 0zellikteki kafeinin bu reseptér ve yolaklar1 etkilemesi, fetal donemdeki
seks steroit hormonlarmin {retilmesinde ve dolayisiyla beyin cinsiyetinin
diizenlenmesinde etkili olabileceginden hipotezimizi “hamile siganlara perinatal
donemde verilen kafein, fetiis ve yavru siganlarin beyin dokusundaki seks steroit
hormonlarinin diizeyini etkiler” olarak kurduk. Bu dogrultuda, hamile si¢anlara

perinatal donemde verilen kafeinin;

a- Anne ve yavrularda adrenal bez, yavrularda gonad agirliklari, fetiis/ yavrularda
anogenital mesafe lizerine etkilerini,

b- Serum serbest testosteron diizeyi lizerine etkisini,

c- Erkek ve disi fetiis/yavrularda beyin dokusundaki seks steroit hormonlari

tizerine etkilerini gostermeyi amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada 220-290 gram agirlikta, yetiskin ve daha once hig ¢iftlesmemis
Wistar soyu disi siganlar kullanildi. Her kafeste 2 erkek ve 3 disi olacak sekilde, disi
sicanlar ¢iftlesmeleri i¢in erkek siganlarin yanina konuldu. Disi si¢anlarda ertesi sabah
vajinal yikama ile alinan igerik mikroskop altinda incelenerek sperm kontrolii yapildi
(Sekil 3.1). Sperm pozitif ¢ikan siganlar, o giin hamileligin birinci giinii kabul edilip,
tartildiktan sonra tek olarak yeni bir kafese konuldu. Sperm negatif ¢ikan siganlar ise
ertesi giin tekrar sperm kontrolii yapilmak iizere alindig1 kafese geri birakildi. Yapilan
kontrollerde 5 giin boyunca sperm rastlanmayan disiler grup dis1 birakildi. Tim
sicanlar Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Biriminde, sicakligi ve bagil nemi
sabit, havalandirma kontrollii hazirlik odalarinda; 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
ortamda tutuldu. Deneysel ¢alismalar Helsinki Deklarasyonu’na ve Amerikan Ulusal
Saghk Orgiiti (USA NIH) tarafindan bildirilen Laboratuvar Hayvanlarinin

Kullanimina ve Bakimina iliskin Rehber’e uygun olarak gergeklestirildi.

Sekil 3.1. Sperm pozitif ¢ikan disi sigcanlarin vajinal yikama ile alinan igerigindeki
spermlerin mikroskop goriintiisii. A: x4 objektif B: x10 objektif C: x40 objektif. Her
li¢ gortintiide de fotograf makinesinin objektifi goriintiiyli 1,5 kat oraninda biiyiitmek

i¢in kullanildi.

3.1. Deney Gruplan

3.1.1 Kafein Dozaj1:
Deney diizenegi kontrol (KO), diisiik doz kafein (DK) ve yiiksek doz kafein

(YK) olmak tizere 3 gruptan olusmaktadir. Sperm pozitif olarak belirlenen disi siganlar
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tartildiktan sonra rastgele olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna normal ¢esme suyu
verildi. Kafeinin siganlar {izerindeki etkisi dozaja bagli oldugundan diisiik ve yiiksek
doz kafein olmak tizere 2 kafein grubu olusturuldu. Kafein (C0750, Sigma-Aldrich),
igme suyuna karistirilarak; DK grubu i¢in 0,3 g/L, YK grubu i¢in 0,8 g/L olacak
sekilde hamileligin ikinci giiniinden itibaren tiim hamilelik donemi boyunca verildi
(22, 77). Biitiin gruplardaki siganlar standart yem ile beslendi. Tim sivi ve yem
tilketimleri giinliik olarak olc¢iildii. Her gruptan rastgele secilen 3 hamile sigan,
hamileligin 10. giiniinde metabolik kafese konularak; 24 saatlik yem, siv1 tiiketimi,

idrar miktar1 ve agirlik farklar1 saptandi.

3.1.2 Yas:

Gebelik siiresi 21 — 23 giin olan sicanlarda, steroit hormonlarmin etkisi
prenatal donemin son haftas1 ve postnatal donemin ilk haftasi ¢cok etkili oldugu i¢in
(64) her gruptaki fetiis/yavru siganlar 3 farkli zaman periyodunda incelendi. Buna gére
fetiis/yavru siganlar hamileligin 19. giinii (H19), dogduklar1 giin (D0) ve dogum

sonrast 4. giinde (D4) incelendi.

3.1.3 Cinsiyet:
Fetiisler ve dogan yavrularin anogenital mesafe (AGM)’leri Olgiilerek erkek ve
disi olmak tizere 2 gruba ayrildi. Asagida sekil 3.2°de doz, yas ve cinsiyete gore

olusturulan gruplarin 6zet gosterimi yer almaktadir.

Yiiksek Doz Kafein

Diisiik Doz Kafein Kafein
- SU - Dozaj:

I A
— 77/ ® &

Hamileligin Dogum sonras1
2.giini Yas  giind (H19) 4.giin (D4)

e © ‘@

Sekil 3.2: Doz, yas ve cinsiyete gore olusturulan deney gruplarinin dzet gosterimi.
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3.2. Cerrahi Islemler

3.2.1 Annede Yapilan Cerrahi islemler:

Eter anestezisi uygulanan anne siganlarda abdominal kesi ile karin bolgesi
acildi. Annenin serum serbest testosteron ve kortizol seviyelerini 6l¢mek i¢in kardiyak
ponksiyon ile kan 6rnekleri alindi. Ardindan adrenal bezler ¢ikarilip etrafindaki doku
temizlendikten sonra tartildi. H19 grubu annelerde, kan alma islemini takiben uterus

kesilerek fetiisler disar1 ¢ikarildiktan sonra adrenal bezler ¢ikarildi.

3.2.2 Fetiis ve Yavrularda Yapilan Cerrahi islemler:

Fetiis ve yavrular boyun bolgesinden kesilerek dekapite edildi. Torakal
bolgelerinden toplanabilecek maksimum kan aliniminmi takiben, yavru ve fetiislerin
karm bolgesi agilarak adrenal bezler ve gonadlar izole edildi. Cikarilan adrenal bez ve
gonadlar etrafindaki dokular temizlendikten sonra tartildi. En son olarak hayvanlarin
anogenital mesafeleri 6l¢iilerek cinsiyetleri belirlendi.

Kan alma islemi ile es zamanli olarak fetiis ve yavrularin kafatasindan ¢ikarilan
beynin frontal korteks ve hipotalamus bolgeleri, buz iizerinde ve soguk fosfat tampon
c¢ozeltisi (PBS) (bakiniz 3.5. Kullanilan Cézeltiler) igerisinde izole edildi. izole edilen
dokular, kuru buz iizerinde bulunan 2-metil biitan sivis1 (M32631 Sigma-Aldrich)
aracilifiyla hizla donduruldu. Ependorf tiip icerisinde hizla tartildiktan sonra analiz

edilene kadar -80°C’de muhafaza edildi (6).

3.3. Genel Olgiimler

3.3.1 Kan ile Yapilan Olgiimler:

Anne ve yavrulardan toplanan kanlar santrifiij edildikten sonra serum kismi
ayrilarak, serbest testosteron ve Kortizol analizleri yapilincaya kadar -20°C’de
muhafaza edildi. Kan miktariin olduk¢a az olmasi nedeniyle hamileligin 19.
giintindeki fetiislerin kan analizi yapilamadi. Serum kortizol 6l¢iimleri Hacettepe
Universitesi Hastaneleri Laboratuvarmda (DXI 800, Beckman Coulter) tan1 amagh
kitler (33600, Beckman Coulter) kullanilarak yapildu.
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Serum serbest testosteron dlgiimleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Niikleer Tip Anabilim Dali Laboratuvar’inda, radioimmunoassay (RIA) yontemi
araciligiyla, serbest testosteron-DSL4900 (Beckman Coulter) kiti kullanilarak 6l¢iildii.
Olgiimler kitin belirttigi ydnteme gore yapildi. Kitin icinden ¢ikan antikor kapl tiiplere
50 pL kalibrator, kontrol ve dlgiilecek doku ornekleri eklendi. Ardindan her bir tiipe
200 pL tracer eklenerek vortekslendi. Toplam cpm (counts per minute) igin bir tiipe
sadece 200 pL tracer eklendi. Daha sonra tiiplerin iizeri kapatilarak 37°C sabit
sicaklikta 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben toplam cpm tiipii
hari¢ geri kalan biitiin tiiplerin igerigi aspire edilerek bosaltildi. Ardindan tiiplere 3 ml
deiyonize su eklendi ve tiipler tekrar aspire edilerek bosaltildi. En son olarak
kalibrator, kontrol ve drneklerin hepsi gama sayaci araciligiyla ol¢iildii. Kullanilan

kitin 6l¢tim araligi (0,18 — 100) pg/ml hassasiyetindeydi.

3.3.2 Adrenal Bez ve Gonadlar ile Yapilan Olgiimler:

Anne, fetiis ve yavrulardan alinan adrenal bezler ve sadece yavrulardan alinan
gonadlarin agirliklart 6lciildii. Elde edilen agirliklar gram viicut agirligi basina diisen
miligram doku agirligi (mg/g) olarak ifade edildi. H19 grubundaki annelerde, cerrahi
islem Oncesi hayvan tartildiginda fetiisler de tartilmis oldugundan H19 grubundaki
annelerin agirligindan toplam fetiis agirliklar ¢ikarildi. Ardindan adrenal bezler i¢in

gram viicut agirlig1 bagina diisen miligram doku agirlig1 hesaplandi.

3.3.3 Anogenital Mesafeyle Ilgili Yapilan Ol¢iimler:

AGM, aniisiin kaudal kismindan genital tuberkiiliin baslangi¢ kismina kadar
olan mesafeyi kastetmektedir. AGM dijital kaliper araciligiyla iki kere 6l¢iildii ve
ortalamalar1 alind1. Olgiimlerin hassasiyeti 0,01 mm kadar olup bulunan degerler viicut
agirhigimin kiip kokii (mm/g) ile standardize edilerek her bir hayvan igin anogenital
indeks olusturuldu. Ciinkii viicut agirhig kiibik olarak artis gosterirken anogenital

mesafe lineer bir artis gostermektedir (49).

3.4. Beyin Dokusunda RIA Ol¢iimleri
Beyin dokularinin homojenizasyonu ve RIA analizleri i¢in gerekli olan

ekstraksiyon islemleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
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Laboratuvar’larinda, RIA 8lgiimlerinin hepsi ise Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Niikleer Tip Anabilim Dali1 Laboratuvar’inda gerceklestirildi.

3.4.1 Homojenizasyon:

Frontal korteks ve hipotalamus dokularmin bulundugu ependorf tiipler -80°C
sogutucudan ¢ikarilarak buz icine alindi. Icinde %0,1 proteaz inhibitdr kokteyli
(P8340; Sigma, St. Louis, MO) olan 500 pL soguk lizis tampon (bakiniz 3.5.
Kullanilan Cozeltiler) dokunun ftizerine eklenerek PRO200 homojenizator (Pro

Scientific, Oxford, CT, USA) araciligiyla homojenizasyon gerceklestirildi.

3.4.2 Ekstraksiyon:

Homojenizasyon sonrasit ependorf tiipler yaklasik 10 saniye vorteks ile
karistirildi. Homojenize edilmis karigimin 350 pL’si alinarak teflon kapakli borosilikat
cam tiipe aktarildi. Uzerine homojenatin yaklasik 10 kat1 olacak sekilde 4 ml di-etil
eter (HPLC igin ozel; C25115 Lab-Scan) ilave edildi. Ardindan yatay karistiricida 45
dakika boyunca karistirildi. Daha sonra tiipler dikey konumda 15 dakika boyunca
bekletilerek akoz ve organik fazin ayrilmasi saglandi. Akoz faz dondurulduktan sonra
organik fazdan 2,5 ml alinarak yeni bir tiipe aktarildi. Nitrojen gazi araciligiyla
tiiplerdeki eter buharlastirildi. Tiipiin dibinde kalan ekstrakt daha sonra 750 pL ¢oziicii
tampon (IM1030, Beckman Coulter) i¢inde yeniden ¢6ziildii. Elde edilen karigim 3
dakika boyunca kuvvetli bir sekilde vortekslenerek karistirildi. Elde edilen karigimdan
50 pL alinarak testosteron, 200 plL almarak Ostradiyol ve 400 pL alinarak

dihidrotestosteron dlgiimleri RIA yontemi araciligiyla yapildi.

3.4.3 Testosteronun RIA Analizi:

IM1030 (Beckman Coulter) ¢oziicli tampon igerisindeki karisimdan alinan
ornekler RIA yontemi araciligiyla, testosteron-IM1087 (Beckman Coulter) Kkiti
kullanilarak 6lgiildii. Olgiimler kitin belirttigi yonteme gore yapildi. Kitin i¢inden
cikan antikor kaplh tiiplere 50 pL kalibratdr ve oOlgililecek doku ornekleri eklendi.
Ardindan her bir tiipe 500 uL tracer eklenerek vortekslendi. Toplam cpm igin bir tiipe
sadece 500 pL tracer eklendi. Daha sonra tiiplerin iizeri kapatilarak 37°C sabit

sicaklikta 60 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben toplam cpm tiipii
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hari¢ geri kalan biitlin tiiplerin igerigi aspire edilerek bosaltildi. En son olarak
kalibrator ve drneklerin hepsi gama sayaci araciligiyla dl¢tildi. Kullanilan kitin 6l¢gtim

aralig1 (0,04 — 20) ng/ml hassasiyetindeydi

3.4.4 Ostradiyolun RIA Analizi:

IM1030 (Beckman Coulter) ¢oziicii tampon igerisindeki karisimdan alinan
ornekler RIA yo6ntemi araciligiyla, ultra hassasiyetli 6stradiyol-DSL4800 (Beckman
Coulter) kiti kullanilarak 6l¢iildii. Olgiimler kitin belirttigi yonteme gére yapildi. Tek
kullanimlik tiiplerin dibine 200 pL kalibrator, kontrol ve olgiilecek doku ornekleri
eklendi. NSB (Non-Specific Binding) tiipiine 300 uL miktarinda 0 pg/ml 6stradiyol
kalibratorii eklendi. Ardindan NSB tiipii hari¢ diger tiiplere 100 pL antiserum
eklenerek vortekslendi. Daha sonra tiiplerin iizeri kapatilarak yaklasik 25°C oda
sicakliginda 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben biitiin tiiplere 100
uL tracer eklenerek vortekslendi. Toplam cpm igin bir tiipe sadece 100 uL tracer
eklendi. Daha sonra tiiplerin iizeri kapatilarak yaklasik 25°C oda sicakliginda 120
dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben toplam cpm tiipii hari¢ geri kalan
biitiin tiiplere 1 ml ¢oktiirme reaktifi eklendi ve biitiin tiipler vortekslendi. Ardindan
17 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Bunu takiben toplam cpm tiipii harig
geri kalan biitiin tiipler 17 dakika boyunca 3000 rpm hizda, sogutmali olarak santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 toplam cpm tiipii hari¢ geri kalan biitiin tiiplerin igerigi aspire
edilerek bosaltildi. En son olarak kalibrator, kontrol ve 6rneklerin hepsi gama sayaci
araciligiyla olgiildi. Kullanilan kitin = 6lgim  araligin (2,2 — 750) pg/ml

hassasiyetindeydi.

3.4.5 Dihidrotestosteronun RIA Analizi:

RIA ile 6l¢iim yapilmadan 6nce DHT ye 6zel olarak dl¢limiiniin yapilabilmesi
igin farkl1 bir ekstraksyon asamasi daha uygulandi. IM1030 (Beckman Coulter) ¢oziicii
tampon i¢erisindeki karisgtmdan ve DHT ’nin kendi kontrol 6rneginden 400 pL alinarak
cam tiiplere kondu. Ardindan hem kontrol hem de 6l¢iilecek karigimin iizerine 500 pL
oksidasyon soliisyonu eklendi. Elde edilen karigimlar iyice vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra tiiplerin iizerine 4 ml n-

hekzan (sivi kromotografi icin 6zel; MERCK) ve etanol ekstraksyon karisimi (%98
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hekzan : %2 etanol) eklenerek tiim Ornekler 1 dakika boyunca vortekslendi. Daha
sonra tiiplerin i¢ine 50 uL DHT numune tamponu eklenerek agizlart kapatildiktan
sonra 3-4 defa ¢evirerek yavasca karistirildi. Ardindan organik tabakayi sivi tabakadan
ayirmak igin 15 dakika 2-8 °C’de 3000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
organik tabakadan 1 ml c¢ekilerek yeni temiz bir tiipe konuldu ve nitrojen gazi
kullanilarak buharlastirildi. Geriye kalan kurutulmus materyal 250 pL DHT sifir
kalibratorii i¢erisinde yeniden ¢6ziildii. Elde edilen karisim 3 dakika boyunca kuvvetli
bir sekilde vortekslenerek karistirildi.

DHT c¢oziicli tampon igerisindeki karigimdan alinan 6rnekler RIA yontemi
araciligryla dihidrotestosteron-DSL9600i (Beckman Coulter) kiti kullanilarak 6l¢iildd.
Olgiimler kitin belirttigi yonteme gére yapildi. Kitin iginden ¢ikan antikor kapl tiiplere
100 pL kalibrator, ekstrakte edilmis kontrol ve olgiilecek doku ornekleri eklendi.
Ardindan her bir tiipe 500 uL tracer eklenerek vortekslendi. Toplam cpm igin bir tiipe
sadece 500 pL tracer eklendi. Daha sonra tiiplerin {izeri kapatilarak oda sicakliginda
180 rpm ile hareket eden karistirict iizerinde 120 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben toplam cpm tiipii hari¢ geri kalan biitiin tiiplerin igerisigi aspire
edilerek bosaltildi. Ardindan tiiplere 3 ml deiyonize su eklendi ve tiipler tekrar aspire
edilerek bosaltildi. En son olarak kalibrator, kontrol ve 6rneklerin hepsi gama sayaci
araciligiyla  Olgiildii.  Kullanilan  kitin = dlgim  araligt  (4,0-2500) pg/ml

hassasiyetindeydi.

3.5. Kullanilan Cozeltiler
Stok ¢ozeltiler i¢in tiim test maddeleri distile su ile ¢oziildii. Asagida PBS ve

lizis tampon hazirlanirken kullanilan materyal yer almaktadir.

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) 1L (pH:7.4)

NaCl................... (8,0 gr) (MERCK)
KClL.ooiiiiiie (0,2 gr) (MERCK)
Na:HPOs4 ............. (1,44 gr) (MERCK)
KH2PO4 ..o (0,24 gr) (MERCK)

Distile Su............. (1L’ye tamamlanir)
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Lizis Tampon

Tris HCI (pH:8.0)........ccevni. (50 mM) (Sigma T1503)
NaCl.....coooovviiiiiiie, (150 mM) (MERCK)
EDTA .o (1 mM) (Sigma E5134)
Sodyum deoksikolat ....................(% 0,25) (MERCK)
Nonidet P40..................oooiil. (% 1) (Fluka 56741)
Proteaz Inhibitér Kokteyl............. (% 0,1) (Sigma P8340)

3.6. Hesaplamalar ve Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Windows i¢in IBM SPSS 21.0 istatistik paket
programi kullanildi. Tiim veriler ortalama + standart hata (ort = SH) ile 6zetlendi.
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz Ooncesinde tiim
verilerde normallik varsayimi1 Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gostermeyen verilerin logaritmik (Log) doniisiimleri yapilarak normal dagilmasi
saglandi (5).

Gruplar (KO, DK ve YK) arasindaki genel metabolik ozellikler tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirildi. Gruplar arasinda anlamli farklilik
bulundugunda ikigerli karsilagtirmalar Tukey testi ile yapildi. Fetiis/yavru si¢an
sayilar1 grup ve cinsiyete gore; gonad agirliklari ise grup ve zamana gore olmak tlizere
iki yonlii varyans analizi ile karsilastirildi. Fetiis/yavru si¢anlarin viicut agirliklari,
anogenital mesafeleri, serbest testosteron diizeyleri ve adrenal bez agirliklart grup,
zaman ve cinsiyete gore olmak iizere ti¢ yonlii varyans analizi karsilastirildi. Beyindeki
seks steroit seviyelerinin karsilastirilmasinda tek etken (beyin bdlgeleri) tlizerinde
tekrarlamalarin oldugu ti¢ yonli (Grup x Cinsiyet x Zaman) varyans analizi kullanilda.
Gruplar arasinda anlamli farklilik bulundugunda ikiserli karsilagtirmalar Bonferroni

testi ile yapildu.

3.7. Etik Kurul zni

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve
Niikleer Tip Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
13 Ekim 2011 tarih ve 2011/62-7 sayili karar1 ile onay alindiktan sonra deneylere
baslandi.
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Sperm pozitif olarak belirlenen hamile si¢anlarin ilk agirliklari, hamileligin ilk

18 giinii boyunca tiikettikleri giinlilk ortalama sivi ve yem miktarlar1 Tablo 4.1’de

gosterilmektedir. Ayrica her gruptan rastgele segilen 3 hamile siganin, hamileligin 10.

giiniinde metabolik kafese konularak elde edilen 24 saatlik agirlik farklari, idrar ve

feges miktarlart da Tablo 4.1°de yer almaktadir. Gerek metabolik kafes bulgulari

gerekse de giinliik tiiketilen ortalama s1vi ve yem miktarlar1 agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir fark yoktu.

Tablo 4.1. Hamile si¢anlara ait genel metabolik degerler (ort + SH).

KO DK YK
Hamileligin ilk 18 giiniine ait bulgular
Anne Sayilari 8 7 8
i1k agirlik (g) 2519+ 6,3 251,7+ 7,1 2443 £ 6,8
Sivi Tiiketimi (mL/giin) 339+£1,0 38,8+2,0 344+13
Yem Tiiketimi (g/giin) 22,5+ 0,6 23,6+ 0,9 23,4+0,7
Tek giinliikk Metabolik Kafes Degerleri
Anne Sayilar 3 3 3
Agirlik Farki (g/giin) -42+0,2 -45+1,3 -47+£1,0
Idrar miktar1 (mL/giin) 20,0=0,9 257+3.,6 22.0+4.,6
Feces miktar1 (g/giin) 18,1 +1,5 19,0 £ 0,1 19,9 £0,8

KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein

Siganlarin hamilelik déneminin ilk 18 giinii boyunca, ii¢ giinlilk donemlerde

tiikettikleri sivilarin giinliik ortalama degerlerinin zaman igerisindeki degisimi Sekil

4.1°de gosterilmektedir. Buna gore DK grubundaki hamile sicanlarin tiikettikleri sivi

miktart 4-6 ve 13-15 giinleri arasinda hem KO hem de YK grubuna; 7-9 giinleri

arasinda ise sadece KO grubuna gore yiiksekti (P<0,05).
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50,0 * #
-8—KO

45,0

40,0

Sivi Tiiketimi (mL/giin)

30,0

1-3 giinler 4-6 giinler 7-9 giinler 10-12 giinler ~ 13-15 giinler  16-18 giinler

Gunler

Sekil 4.1.Si¢anlarin hamilelik doneminin ilk 18 giinii boyunca ii¢ giinliik donemlerde
tikettikleri sivilarin gilinliik ortalama degerleri (ort £ SH) *; (P<0,05) KO grubuna
gore, #; (P<0,05) YK grubuna gore. KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek

doz kafein

Hamile sicanlarin su tiiketimleri tizerinden giinliik kafein tiiketimleri viicut
agirliklarina gore hesaplandi. Buna gore DK grubu giinliik ortalama 46,4 + 2,2 mg/kg,
YK grubu ise 113,1 + 4,3 mg/kg kafein tiiketti. Kafein tiiketimleri agisindan gruplar
arasindaki fark anlamliydi (P<0,001).

4.1.2. Fetiis ve Yavru Sicanlara Ait Metabolik Bulgular:
Her {i¢ gruptaki annnelere ait fetiis ve yavru sayilar1 incelendiginde, gerek

toplam gerekse de erkek-disi sayilar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Annelere ait fetiis ve yavru sican sayilart (ort +£ SH).

Erkek Disi Toplam
KO (n=8) 51+06 54+0,7 10,5+ 1,1
DK (n=7) 43+0,4 44+05 8,7+0,8
YK (n=8) 54+0,7 4,6+0,6 10,0+£0,9

n: Anne sayisi. KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein
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Fetiis ve yavru agirliklarinin gruplara (KO, DK ve YK), zamana (H19, DO ve
D4) ve cinsiyete (erkek, disi) gore karsilagtirmalart yapildiginda, cinsiyetler agisindan
erkek ve disiler arasinda fark yoktu. Hamileligin 19. giiniindeki fetiislerde ve
yenidoganlarda gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (Tablo 4.3). Ancak
dogum sonrasi 4. giinde DK grubundaki disi ve erkek yavrularin agirliklart KO ve YK
grubundaki disi ve erkeklere gore anlamli derecede yiiksekti (P<0,001) (Sekil 4.2)
(Tablo 4.3). Tim gruplarda, her iki cinsiyet i¢in zamana bagh agirlik artis1 anlamli

olup (P<0,001), anlamlilik isaretleri Tablo 4.3’de gésterilmemistir.

Tablo 4.3. H19, DO ve D4 giinlerindeki fetiis/yavrularin viicut agirliklari (ort + SH).

KO DK YK

Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi

H19 (g) | 2,27+0,17 2,23 £0,14 | 233 +0,22 2,06+0,19 | 232+0,16 | 2,09+0,16

DO(g) |5,46+0,17]5,32+0,20| 6,03 +0,22 5,79+ 0,21 5,80+0,19 | 5,28 +£0,25

D4 (g) | 7,51 +£0,21|720+0,17| 8,56+0,18° | 852+0,18 ¥ | 729+0,15 | 7,23+0,16

*; (P<0,001) D4 giiniindeki KO ve YK grubundaki erkeklere gore #; (P<0,001) D4
gliniindeki KO ve YK grubundaki disilere gore. Tiim gruplarda, her iki cinsiyet igin
zamana bagl agirhik artist anlamli olup (P<0,001), anlamlilik isaretleri tabloda
gosterilmemistir. H19: Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4:
Dogum sonrasi 4. giin. KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein
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Sekil 4.2. Dogum sonras1 4. giindeki erkek ve disi yavrularin viicut agirliklarinin
gruplara gore karsilastirilmasi (ort = SH). *; (P<0,001). KO: Kontrol, DK: Diisiik doz
kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: yavru sigan sayilari).

4.2. Genel Bulgular

4.2.1. Serum Serbest Testosteron ve Kortizol Diizeyleri:

Annelerin serum serbest testosteron ya da kortizol seviyeleri incelendiginde
gruplar arasinda herhangi bir fark yoktu (Tablo 4.4). Ayrica gruplarin higbirisinde
annelerdeki serum serbest testosteron ve kortizol seviyeleri arasinda bir iliski
bulunmad: (KO (r = 0,61), DK (r =-0,32), YK (r = 0,07)).

Tablo 4.4. Annelerin serum serbest testosteron ve kortizol diizeyleri (ort + SH).

KO DK YK
Anne Sayilari 8 7 8
Serbest Testosteron (pg/ml) 0,40 + 0,15 0,31+0,15 0,49 +£0,14
Kortizol (pg/dl) 1,92+ 0,22 1,60 £ 0,21 1,78 + 0,29

Fetlislerde kan miktarinin olduk¢a az olmasi nedeniyle hamileligin 19.
gliniindeki fetiislerin kan analizi yapilamadi. Yenidoganlarda ve dogum sonrasi 4.
giindeki yavrularin serum serbest testosteron seviyeleri istatistiksel olarak normal
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dagilim gostermedigi icin Log doniisiimleri yapilarak verilerin normal dagilimi
sagland1 ve Karsilagtirma analizleri doniistiiriilmiis Log verisi ile yapildi. Bununla
birlikte ilgili tablo ve grafiklerde verilerin olgiilmiis ham degerleri gosterildi (Tablo
4.5, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Tablo 4.5. DO ve D4 giinlerindeki yavrularin serum serbest testosteron diizeyleri (ort + SH).

KO DK YK
Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi

DO **% *% *

(og/mi) | 1,29 +0,46™ | 0,12+ 0,02 | 0,56+0,08™ | 0,124+ 0,06 | 1,08+0,26™ | 027+0,02*
D4 *% **k *x

(g/mi) | 1,390,347 0,17 £0,02 | 2,88 +0,91" 8| 0,15+ 0,03 | 2,55+ 0,74 | 0,21+ 0,04

*; (P<0,01) kendi grubundaki disilere gore, **; (P<0,001) kendi grubundaki disiye
gore #; (P<0,01) DO giinii DK grubundaki disiye gore §; (P<0,05) DO giinii DK
grubundaki erkege gore. DO: Yavrularin dogduklar: giin D4: Dogum sonrasi 4. giin.
KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein

Hem yenidoganlarda hem de dogum sonrasi 4. giindeki kontrol ve kafein
gruplarinda, erkek yavrularin serum serbest testosteron seviyeleri disilerden yiiksekti

(P<0,01 ve P<0,001) (Sekil 4.3).

W erkek digi
35

* %k
* *
25
* ¥ * %

15 *

* %
o' .

o .

(n) (9 (® (7) (6) (9) (6 (12) (11) (12) (10) (12) (12
Ko DK YK KO DK YK

~N w

Serbest Testosteron (pg/ml)

wn

Dogduklari giin (DO) Dogumu takiben 4. giin (D4)

Sekil 4.3. DO ve D4 giinlerindeki erkek ve disi yavrulara ait serum serbest testosteron
degerleri *; (P<0,01) kendi grubundaki disiye gore, **; (P<0,001) kendi grubundaki
disilere gore. KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein (n: yavru

sican sayilar).
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Serum serbest testosteron degerleri acgisindan yenidogan ve dogum sonrasi 4.

giindeki erkek yavrularda gruplar arasinda fark yoktu. Gruplari kendi i¢lerinde zamana

bagl kiyasladigimizda, sadece DK grubundaki erkeklerde dogum sonrasi 4. giindeki
serbest testosteron degeri (2,88 + 0,91 pg/ml) yenidoganlarinkine (0,56 + 0,08 pg/ml)

gore artmistt (P<0,05) (Sekil 4.4a). Disilere baktigimizda, yenidogan ve dogum

sonrast 4. giinde serbest testosteron degerleri agisindan zamana bagl bir degisim s6z

konusu degildi. Ancak yenidoganlarda YK grubundaki disilerin serbest testosteron
degeri (0,27 £ 0,02 pg/ml) DK grubundaki disilere (0,12 £ 0,06 pg/ml) goére yiiksekti

(P<0,01) (Sekil 4.4b).
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Sekil 4.4. DO ve D4 giinlerindeki yavrularin gruplara gére serum serbest testosteron
degerleri (ort £ SH) *; (P <0,05). **; (P <0,01) KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein,

YK: Yiiksek doz kafein. (n: yavru sigan sayilari).
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4.2.2. Adrenal bez ve Gonad Agirhiklar::

Adrenal Bez:

Annelerin, fetiislerin ve yavrularin adrenal bez agirliklar1 viicut agirliklarina
gore oranlandi ve gram viicut agirligi basina miligram doku agirligi (mg/g) olarak ifade
edildi. Annelerin adrenal bez agirliklar1 agisindan gruplar arasinda fark yoktu (Tablo
4.6). Fetiis ve yavrularin ise adrenal bezlerinin gerek oranlanmis agirliklari, gerekse
de yiizdeleri tiim gruplarda hamileligin 19. giiniinden itibaren zamana bagli olarak

azald1 (P<0,05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.6. Annelerin adrenal bez agirliklari ve tim viicut agirligina gore yiizdeleri (ort

+ SH).

KO DK YK
Anne Sayilar 8 7 8
Adrenal Bez (mg/qg) 0,220 + 0,01 0,223+ 0,01 0,221+ 0,01
Viicut Agirligina Gore Yiizdesi % 0,02 % 0,02 % 0,02

KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein

Tablo 4.7. Fetiis ve yavrularin adrenal bez agirliklar1 ve tiim viicut agirligina gére

yiizdeleri (ort = SH)

KO DK YK
- Erkek i Erkek I Erkek Disi
HIS | A gtk (mere) | 1,17+ 0,04 | 1,08+ 0,03 | 1,06+ 0,04 | 1,07+ 0,04 | 0,90 = 0,03 | 0,99 + 0,03
Viicuda gre % | %0,109 | %0105 | %0105 | %0,107 | %0090 | %0,099
DO | psurlik (mee) | 0,45+ 0,03 | 0.47 0,04 | 0,44+ 0,05 | 0,48 +0,04 | 0,45+ 0,03 | 0,43 + 0,05
Viicuda gire % | % 0,045 | %0049 | %0043 | %0048 | %0045 | %0,043
D4 | n gk (mese) | 0,27+ 0,04 | 0,27+0,03 | 0,27+0,03 | 0,32+0,03 | 0,25+ 0,03 | 0,28+ 0,03
Viicuda gre % | %0,026 | %0027 | %0027 | %0032 | %0025 | %0,028

*Adrenal bez agirlig1 agisindan tiim cinsiyet ve gruplarda H19>D0>D4 (P <0,05).
H19: Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklari giin D4: Dogum sonrasi 4. giin
KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein. Cinsiyet ve gruplara ait
istatistiksel farkliliklar bu tabloda gosterilmemis olup Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da yer

almaktadir.
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Her ii¢ gruptaki erkek ve disilerin oranlanmis adrenal bez agirliklarinin zamana
gore degisimi incelendiginde, yenidoganlarda ve dogum sonrasi 4. giinde gruplar ya
da cinsiyetler arasinda herhangi anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 4.5). Hamileligin
19. giiniinde ise erkek fetiislerde YK grubundaki (0,90 + 0,03 mg/g) oranlanmis
adrenal bez agirliklari, KO (1,17 + 0,04 mg/g; P<0,001) ve DK (1,06 + 0,04 mg/qg;
P<0,05) gruplarindaki erkek fetiislere gore diisiiktii (Sekil 4.6). Kontrol ve DK grubu
arasinda ise fark yoktu. Hamileligin 19. gliniinde YK grubundaki disilerin adrenal bez
agirliklar erkeklere gore daha yiiksek goziikmekle birlikte aradaki fark anlamli degildi
(P=0,056) (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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H19 DO D4

Sekil 4.5. Kontrol ve kafein gruplarindaki fetiis/yavrularin viicut agirligina gore
oranlanmig adrenal bez agirliklarinin zamana gore degisimi (ort = SH). *; (P<0,05)
**. (P<0,001) H19 giinti YK grubundaki erkeklere gore. #; (P<0,05) Her grup kendi
icinde H19>D0>D4. H19: Hamileligin 19.giinii DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4:
Dogum sonrasi 4.giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein.

(n: fetlis/yavru sigan sayilart).
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Sekil 4.6. Hamileligin 19. giiniindeki fetiislerde viicut agirligina gore oranlanmig

adrenal bez agirliklart (ort £ SH). (n: fetiis sayilari).

Gonad:

Hamileligin 19. giiniindeki fetiislerin cinsiyet ayrimi anogenital mesafe
aracilifiyla yapildi. Testis ve ovarumlar ¢ikarilamadigi icin H19 giintindeki fetiislerin
gonad Kkarsilastirmalar1 yapilamadi. Yenidoganlar ve dogum sonrasi 4. giindeki
yavrularda ¢ikarilan gonadlar gram viicut agirlig1 basina miligram doku agirligi (mg/g)
olarak ifade edildi. Buna gore dogum sonrasi 4. giinde her ii¢ gruptaki erkeklerin
oranlanmus testis agirliklart ayni gruptaki yenidogan erkeklere gore yiiksekti (P<0,05).
Erkeklerde kafein dozajina bagl olarak testis agirliklarinda azalma egilimi olmasina
ragmen aradaki fark anlamli degildi (Sekil 4.7). Diger taraftan dogum sonrasi 4. giinde
her li¢ gruptaki disilerin oranlanmis ovaryum agirliklar1 aymi gruptaki yenidogan

disilere gore azalmist1 (P<<0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. DO ve D4 giinlerindeki erkek yavru siganlarin viicut agirligina gore
oranlanmis testis agirliklarinin gruplara-zamana gore degisimi (ort + SH). *;(P<0,05)
KO’ya gore #; (P <0,05) DK’ya gore §; (P <0,05) YK’ya gore. DO: Yavrularin
dogduklart giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK:

Yiiksek doz kafein. (n: yavru si¢an sayilari).
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KO DK YK KO DK YK
DO D4

Sekil 4.8. DO ve D4 giinlerindeki disi yavru siganlarin viicut agirligina gére oranlanmig
ovaryum agirliklarinin gruplara-zamana gére degisimi ve (ort + SH). DO: *;(P<0,05)
KO’ya gore #; (P <0,05) DK’ya gore §; (P <0,05) YK’ya gore. DO: Yavrularin
dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK:

Yiiksek doz kafein. (n: yavru si¢an sayilari).
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4.2.3. Anogenital Mesafe

Fetlis ve yavrularda oOlgiilen AGM degerleri, viicut agirhiginin kiip koki
(mm/g®) ile standardize edilerek her bir hayvana ait anogenital indeks olusturuldu.
Hamileligin 19. giinii, yenidogan ve dogum sonras1 4. giindeki tiim fetiis/yavrularda
erkeklerin anogenital indeksi disilere gore yiiksekti (p<0,001). Erkek fetiis/yavrularin
anogenital indekslerindeki zamana bagli degisimine bakildiginda, erkeklerde tiim
gruplarda zamanla beraber anogenital indekslerde bir artis gériilmektedir (P<0,05).
Ayrica dogum sonrasi 4. giindeki DK grubundaki erkeklerin anogenital indeksi (2,47
+ 0,05 mm/g®) ayn1 zaman dilimindeki KO grubu (2,28 + 0,05 mm/g~®) ve YK grubuna
(2,15 = 0,04 mm/g3) gore anlaml derecede yiiksekti (P<0,05) (Sekil 4.9).

Bl 7 e i o e N L R =
§, # IR #it -

2,40 * %1 % : §

T § 1 k%

I T

2,10 * *

1,80 g

1,50
1,20
0,90
0,60
0,30

0,00
(n) (11 (13 (11 ) (12) (1s) (14  (17)

H1I9 DO D4 DO D4 HI9 DO D4
KO DK VK
Sekil 4.9. Erkek fetiis/yavrularin oranlanmig anogenital indekslerinin zamana gore
degisimi (ort = SH). *; (P<0,005) **; (P<0,001) H19’a gore, §; (P<0,001) D0’a gore,
#; (P<0,05) # #; (P<0,001). H19: Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklari

Anogenital indeks (mm/g-3)

giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz

kafein. (n: fetiis /yavru sigan sayilart).
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Disi fetiis/yavrularin anogenital indekslerindeki zamana bagli degisim Sekil 4.10°da
gosterilmektedir. Disilerde zamana bagli gelisen anogenital indeksteki artig egilimi
erkekteki kadar belirgin degildi. KO grubunda yenidoganlarda anogenital indeks
degeri (0,92 + 0,06 mm/g~®) hamileligin 19. giiniine (0,72 + 0,04 mm/g®) gore yiiksekti
(P<0,05). KO grubunda dogum sonras1 4. giin indeksi de hamileligin 19. giiniine gére
yiiksek goziikmekle beraber aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P=0,053).
DK grubunda zamana bagli bir degisim s6z konusu degildi. YK grubunda ise sadece
dogum sonras1 4. giindeki anogenital indeks degeri (0,93 + 0,05 mm/g) hamileligin

19. giiniine (0,76 + 0,05 mm/g®) gore yiiksekti (P<0,05) (Sekil 4.10).
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H19 DO D4 H19 DO D4 H19 DO D4
ok KO DK YK

Sekil 4.10. Disi fetiis/yavrularin oranlanmis anogenital indekslerinin zamana gore
degisimi (ort = SH). *; (P<0,05) H19: Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklari
giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz

kafein. (n: fetiis/yavru sigan sayilari).
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4.3. Beyin Dokusundaki Seks Steroit Hormonlarina Ait Bulgular

4.3.1. Frontal Korteks ve Hipotalamus Bolgelerinin Karsilastirilmasi

Doku Testosteron Seviyeleri:

Kontrol grubundaki yenidogan erkekler diginda tim gruplarda hipotalamustaki
testosteron seviyeleri frontal korteksten yiiksekti (P<0,05 ve P<0,001). Her ne kadar
kontrol grubunda yenidogan erkeklerde fark anlamli olmasa da P degeri istatistiksel
anlamlilik sinirina oldukga yakindi (P=0,058) (Sekil 4.11).

700
%
H Frontal Korteks Hipotalamus .
;5 600 . * % * b
[} = % % T T
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E b e
o 400 L
b I :
5 300 :
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7]
-
8 200
-
3
= 100 I I I
0
(n) (6) (6) [6) (6) (7) 7) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (7)(7) (7)(7)
H19 H19 H19
Kontrol (KO) Diisiik Doz Kafeln (DK) Yiiksek Doz Kafem (YK)
ERKEK FETUS VE YAVRULAR

Sekil 4.11. Erkek fetiis ve yavrularda frontal korteks ve hipotalamustaki testosteron
seviyeleri *; (P<0,05) **; (P<0,001) Frontal kortekse gore. Hamileligin 19. giinii DO:

Yavrularin dogduklart giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. (n: fetiis/yavru sican sayilari).

Disi fetiis ve yavrularda testosteron seviyeleri karsilastiridiginda, tim
gruplarda hem hamileligin 19. giinii, hem yenidoganlarda hem de dogum sonrasi 4.
giinde hipotalamustaki testosteron seviyeleri frontal korteksten yiiksekti (P<0,05 ve
P<0,001) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Disi fetiis ve yavrularda frontal korteks ve hipotalamustaki testosteron

seviyeleri *; (P<0,05), **; (P<0,001) Frontal kortekse gore. Hamileligin 19. giinii DO:

Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. (n: fetiis/yavru sican sayilari).

Doku Ostradiyol Seviyeleri:

Erkek fetiis ve yavrularda Ostradiyol seviyeleri karsilastiridiginda, kontrol

grubundaki yenidoganlar ve YK grubundaki fetiisler (H19) disinda kalan tiim

gruplarda hipotalamustaki Ostradiyol seviyesi frontal kortekse gore daha yiiksekti
(P<0,05 ve P<0,001) (Sekil 4.13).
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Kontrol (o)} Diisiik Doz Kafem (DK) Yiiksek Doz Kafeln (YK)
ERKEK FETUS VE YAVRULAR

Sekil 4.13. Erkek fetiis ve yavrularda frontal korteks ve hipotalamustaki stradiyol
seviyeleri *; (P<0,05), **; (P<0,001) Frontal kortekse gore. Hamileligin 19. giinii DO:

Yavrularin dogduklart giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. (n: fetiis/yavru sican sayilari).
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Disi fetiis ve yavrulardaki Ostradiyol seviyeleri incelendiginde, YK grubundaki
yenidoganlar disinda, hem hamileligin 19. giinii, hem yenidoganlarda hem de dogum
sonrasi 4. giinde tiim gruplarda hipotalamustaki 6stradiyol seviyeleri frontal kortekse
gore anlamli olarak yiiksekti (P<0,05 ve P<0,001) (Sekil 4.14). Her ne kadar YK
grubunda yenidogan disilerde fark anlamli olmasa da P degeri istatistiksel anlamlilik
siiria oldukga yakindi (P=0,054).
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Kontrol (KO) Diisiik Doz Kafein (DK Yiiksek Doz Kafein (YK)
Disi FETUS VE YAVRULAR

Sekil 4.14. Disi fetiis ve yavrularda frontal korteks ve hipotalamustaki Ostradiyol
seviyeleri *; (P<0,05), **; (P<0,001) Frontal kortekse gore. Hamileligin 19. giinii DO:

Yavrularin dogduklart giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. (n: fetiis/yavru sican sayilari).

Doku DHT Seviyeleri:

Fetiis ve yavrulardaki DHT seviyeleri karsilastirildiginda; erkeklerde, KO ve
YK gruplarindaki fetiisler (H19); disilerde ise KO ve YK gruplarindaki yenidoganlar
hari¢, tim gruplarda hipotalamustaki DHT seviyesi frontal kortekse gore anlamli
derecede yiiksekti (P<0,05 ve P<0,001) (sirasiyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Erkek fetiis ve yavrularda frontal korteks ve hipotalamustaki
dihidrotestosteron (DHT) seviyeleri *; (P<0,05), **; (P<0,001) Frontal kortekse gore.

Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklart giin D4:

fetilis/yavru sigan sayilart).

Dogum sonrasi 4. giin. (n:
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Sekil 4.16. Disi fetiis

ve vyavrularda frontal korteks

ve hipotalamustaki

dihidrotestosteron (DHT) seviyeleri *; (P<0,05), **; (P<0,001) Frontal kortekse gore.
Hamileligin 19. glinii DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin. (n:

fetlis/yavru sigan sayilari).
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4.3.2. Seks Steroit Hormonlarinin Zamana Bagh Degisimi

Doku Testosteron Seviyeleri:

Frontal korteksteki testosteron seviyeleri gruplarda zamana bagli olarak azalma
egilimi gostermekle birlikte, istatistiksel anlamlik sadece dogum sonrasi 4. giinlerde
s6z konusuydu. Dogum sonrasi 4. giindeki testosteron seviyeleri, tiim gruplardaki
erkek ve disilerde hamileligin 19. giiniine gore disik bulundu (P<0,05). Ayrica
dogum sonrasi 4. giin frontal korteksteki testosteron miktarlari, erkeklerde KO ve YK,
disilerde ise DK ve YK gruplarinda yenidoganlara gore de azalmist1 (P<0,05) (Sekil
4.17A). Diger taraftan, hipotalamustaki testosteron seviyelerini inceledigimizde,
erkeklerde zamana bagli herhangi bir degisiklik yokken disilerde dogum sonras1 4.
giindeki KO ve YK gruplarindaki testosteron seviyeleri hamileligin 19. giiniine gére
diisiiktii (P<0,05) (Sekil 4.17B).
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Sekil 4.17. Frontal korteks ve hipotalamustaki testosteron seviyelerinin zamana goére
degisimi *; (P<0,05) H19’a gore, #; (P<0,05) D0’a gore. H19: Hamileligin 19. giinii

DO: Yavrularin dogduklari giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Disiik
doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein.
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Doku Ostradiyol Seviyeleri:

Erkeklerin frontal korteksindeki &stradiyol seviyelerinin zamana bagh
degisimi incelendiginde dogum sonrasi 4. giinde KO ve DK gruplarindaki 6stradiyol
seviyeleri hamileligin 19. giiniine gore diisiik bulundu (P<0,05). YK grubunda ise bu
azalma gozlenmedi. Ayrica dogum sonrasi 4. giin KO grubunun frontal korteksindeki
Ostradiyol miktar1 yenidogan KO grubuna gore de diisiiktii (P<0,05) (Sekil 4.18A).
Diger taraftan disilerin frontal korteksinde, dogum sonrast 4. giin DK ve YK
gruplarindaki Ostradiyol miktari hamileligin 19. giiniine gore azalmisti (P<0,05).
Kontrol grubunda da azalma egilimi olmasina ragmen fark anlamli degildi (P=0,065).
Ayrica disilerde dogum sonrasi 4. giin tim gruplarin Ostradiyol seviyeleri

yenidoganlara gore diistikti (P<0,05) (Sekil 4.18A).
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Sekil 4.18. Frontal korteks ve hipotalamustaki ostradiyol seviyelerinin zamana gore
degisimi *; (P<0,05) H19’a gore, #; (P<0,05) DO’a gore. H19: Hamileligin 19. giinii
DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik
doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein.



44

Hipotalamustaki ostradiyol miktarina baktigimizda erkeklerde zamana bagli herhangi
bir degisiklik s6z konusu degildi. Disilerde ise dogum sonrasi 4. giin DK ve KO
gruplarindaki Ostradiyol seviyeleri hamileligin 19. giinline goére azalma egilimi
gostermekle birlikte aradaki fark anlamli degildi (DK i¢in P=0,066, KO igin
P=0,053). Sadece YK grubundaki dogum sonrasi 4. giin Ostradiyol seviyeleri
hamileligin 19. giiniine gore azalma gostermisti (P<0,05) (Sekil 4.18B).

Doku DHT Seviyeleri:

Erkeklerin frontal korteksindeki DHT seviyelerinin zamana bagli degisimine
baktigimizda, dogum sonras1 4. giinde KO ve DK gruplarindaki DHT seviyeleri
hamileligin 19. giiniine gore azalma gosterirken (P<0,05) bu azalma YK grubunda
anlamli degildi. Bununla beraber dogum sonrasi 4. giinde KO grubunun frontal
korteksindeki DHT seviyesi yenidoganlara gore de diisiiktii (P<0,05). Disilerin frontal
korteksinde dogum sonrasi 4. giinde tiim gruplarin DHT seviyeleri hamileligin 19.
giiniine gore azalmistt (P<0,05). Ayrica dogum sonrasi 4. ginde KO ve YK
gruplarinin frontal kortekslerindeki DHT seviyeleri yenidoganlara gére de disiik
bulundu (P<0,05) (Sekil 4.19A). Hipotalamustaki DHT miktarina baktigimizda,
erkeklerde zamana bagli herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Disilerde ise dogum
sonrasi 4. glinde KO ve YK gruplarindaki DHT seviyeleri hamileligin 19. glinline gore
azalmigt1 (P<0,05) (Sekil 4.19B).
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Sekil 4.19. Frontal korteks ve hipotalamustaki dihidrotestosteron (DHT) seviyelerinin
zamana gore degisimi *; (P<0,05) H19’a gore, #; (P<0,05) D0’a gore. H19:
Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO:
Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein.

4.3.3. Kontrol ve Kafein Gruplarimin Karsilastirilmasi

Doku Testosteron Seviyeleri:

Tim fetlis ve yavrularin frontal korteks ve hipotalamuslari incelendiginde,
diisiik doz kafein uygulamasinin doku testosteron seviyesi iizerine anlamli bir etkisinin
olmadig1 gozlendi. Yiiksek doz kafein uygulamasi ise, hamileligin 19. giiniindeki disi
fetiislerin frontal korteksinde, yenidogan (DO) erkeklerin ise hipotalamusunda doku
testosteron seviyelerinde artisa neden oldu (P<0,05) (Sekil 4.20). Gerek disi fetiislerin
frontal korteksinde, gerekse de yenidogan erkeklerin hipotalamusunda anlamliligin
olustugu bu donemlerde kafein dozajina bagl bir artis egilimi olmakla birlikte, diisiik

doz kafein gruplarindaki fark anlamliliga ulasmadi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Fetiis ve yavru sicanlarda kafein uygulamasinin frontal korteks ve

hipotalamustaki testosteron seviyeleri tizerine etkisi *; (P<0,05) KO’e gore. H19:

Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO:

Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: fetiis/yavru sigan sayilari)

Doku Ostradiyol ve DHT Seviyeleri:

Diisiik ve yiiksek doz kafein uygulamalarmin fetiis ve yavrularin frontal

korteks ve hipotalamuslarindaki ostradiyol ve DHT seviyeleri tizerine anlamli bir
etkisinin olmadig1 gozlendi (Sekil 4.21, Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. Fetiis ve yavru siganlarda kafein uygulamasmin frontal korteks ve

hipotalamustaki ostradiyol seviyeleri tizerine etkisi H19: Hamileligin 19. giinii DO:

Yavrularin dogduklari giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz

kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: fetiis/yavru sican sayilari)
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Sekil 4.22. Fetlis ve yavru siganlarda kafein uygulamasinin frontal korteks ve
hipotalamustaki dihidrotestosteron (DHT) seviyeleri tizerine etkisi H19: Hamileligin
19. giinii DO: Yavrularin dogduklari giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK:
Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: fetiis/yavru sigan sayilar)

4.3.4. Seks Steroit Hormonlarinin Cinsiyete Gore Degisimi

Frontal korteksteki testosteron, dstradiyol ve DHT seviyeleri agisindan erkek
ve disi fetiis/yavrular arasinda anlamli fark yoktu. Bununla birlikte, YK grubunda,
hamileligin 19. giiniindeki disi fetiislerin testosteron seviyesi erkek fetiislere gore
yiiksek goziikmekle birlikte aradaki fark anlamli degildi (P=0,054) (Sekil 4.23). Diger
taraftan hipotalamusa baktigimizda, YK grubunda hamileligin 19. giiniindeki disi
fetiislerin testosteron, Ostradiyol ve DHT seviyeleri YK grubundaki erkek fetiislere

gore daha yiiksekti (P<0,05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Frontal korteksteki testosteron, Ostradiyol ve dihidrotestosteron (DHT)
seviyelerinin cinsiyete gore karsilagtirtlmast H19: Hamileligin 19. gilinii DO:
Yavrularin dogduklar1 giin D4: Dogum sonrasi 4. giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz
kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: fetiis/yavru sican sayilari)
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Sekil 4.24. Hipotalamustaki testosteron, Ostradiyol ve dihidrotestosteron (DHT)
seviyelerinin cinsiyete gore karsilastirilmas1 *; (P<0,05) Kendi grubundaki erkege
gore H19: Hamileligin 19. giinii DO: Yavrularin dogduklari giin D4: Dogum sonrast 4.
giin KO: Kontrol, DK: Diisiik doz kafein, YK: Yiiksek doz kafein. (n: fetiis/yavru sigan

sayilari
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5-TARTISMA

Kadin ve erkek beyni arasinda, gerek yapisal, gerekse de davranigsal olarak
ortaya ¢ikan bir¢ok farklilik bulunmaktadir. Beyindeki bu temel farkliliklarin
olugmasindaki ana nedenin gelisim doneminde maruz kalinan seks steroit
hormonlarindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir. Ozellikle testosteron, stradiyol ve
DHT bu konuda baslica sorumlu seks steroit hormonlaridir (75, 108). Bu hormonlarin
tiretilmesinde kilit rollere sahip hipotalamus-hipofiz aksinda, ireme organlarinda ve
adrenal bezlerde adenozin reseptorleri bulunmaktadir (18, 31, 91, 93, 100). Kahve,
cikolata, gesitli icecekler ve ¢ok sayida tedavinin igeriginde yer alan kafein, adenozin
reseptor antagonisti olup bu yolaklar1 etkileme olasiligina sahiptir. Hamile kadinlarin
yaklagik %60°’1 kafein igeren igecekler tiikketmektedir (26). Kafein hem kan-beyin
bariyerini hem de plasenta bariyerini gecebilmektedir. Ayrica, fetiisteki yarilanma
omrii yenidoganlara gore daha uzundur (26, 93). Bu nedenlerle anne siganlarin
perinatal donemde tiikettikleri kafeinin fetiis ve yavru siganlarin beyin dokusundaki
seks steroit hormonlarinin diizeyi tizerine olan etkilerini incelemeyi amagladik. Bu
amag dogrultusunda kafein, diisiik ve yiiksek olmak {izere iki ayr1 dozda hamilelik ve
emzirme donemi boyunca annelerin igme suyuna karistirilarak verildi. Daha sonra
anne ve fetiis/yavru si¢anlara ait metabolik bulgular, kandaki serum serbest testosteron
ve kortizol diizeyleri, adrenal bez ve gonadlardaki agirlik degisimleri, anogenital
mesafe ve beyinde (frontal korteks ve hipotalamus) doku steroit seviyeleri arastirildi.
Sonuglarimiza gore, diisikk doz kafein (DK) uygulamasi dogum sonrasi 4. giinde hem
erkek hem de disi yavrularin agirliklarin1 ve sadece erkeklerin anogenital indeksini
artirirken, disilerde hipotalamusta dordiincii giinde azalmasi beklenen testosteron ve
DHT diizeylerinin yliksek kalmasina neden oldu. Yiiksek doz kafein (YK) uygulamasi
ise erkeklerde hamileligin 19. giinlinde adrenal bez agirligimi azaltti. Yenidogan
disilerde YK grubundaki serum serbest testosteron seviyesi DK grubuna gore yiiksek
bulundu. Ayrica YK uygulamasi hamileligin 19. giiniindeki disi fetiislerin frontal
korteksinde, yenidogan erkeklerin ise hipotalamusunda doku testosteron seviyelerinde
artisa neden oldu. Bununla birlikte erkeklerin frontal korteksinde dordiincii giinde
azalmasi beklenen ostradiyol ve DHT diizeyleri yiiksek kaldi. Cinsiyetler arasi farki

inceledigimizde, sadece hamileligin 19. giiniinde YK grubundaki disilerin
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hipotalamusundaki testosteron, Ostradiyol ve DHT seviyeleri erkeklere gore daha
yiiksek bulundu. Diger doku steroit 6l¢limleri agisindan cinsiyetler arasi bir fark s6z
konusu degildi.

Insanlarda seks steroit hormonlarinin beyin iizerine olan etkisi prenatal
donemde belirginken, sicanlarda bu etki hamileligin son haftasi ve dogum sonrasi ilk
10 giin arasinda 6nemlidir (64, 85). Bu nedenle ¢alismamizda kontrol ve kafein
gruplarindaki fetiis/yavru sicanlari, hamileligin 19. giinii (H19), dogduklar1 giin (DO0)
ve dogum sonrasi 4. giin (D4) olacak sekilde 3 farkli zaman diliminde inceledik.
Hamile rodentlere kafein uygulamasi yapildiginda, fetal kafein seviyesinin annedeki
seviyenin %901 kadar olmas1 (26) ve hamile hayvanlarin igme suyuna karistirilan
kafeinin fetiise gegebilmesi (72) nedeniyle kafeini, annelerin igme suyuna
karistirllarak verdik. Literatiirde kafein uygulamasinda enjeksiyon ve gavaj gibi
alternatif yontemler olsa da bu uygulamalarin annelerde olusturabilecegi stres
sonuglarimizi etkileyebileceginden, kafeini igme suyu araciligiyla vermeyi tercih ettik.
Buna ek olarak anne siganlarda insan ve hayvan g¢alismalarinda (24, 86, 123) stres
gostergesi olarak kullanilan kan kortizol diizeyini 6lgtiik. Kan kortizol seviyesi
belirgin bir sirkadiyen ritme sahip olup giin i¢inde degisiklik gdstermektedir. O
nedenle ¢alismamizda tiim anne siganlarin cerrahisi ve kan alma islemlerini 12.00 —
14.00 aras1 yaptik. Calismamizda anne si¢anlarin kortizol seviyeleri acisindan gruplar
arasinda herhangi bir fark olmamasi, yapilan Olclimlerde anne siganlarin stres
diizeyleri arasinda bir fark olmadigini gostermektedir.

Hamile sicanlarda yapilan c¢alismalarda kafeinin igcme suyu araciligi ile
verilmeye basladig1 zaman ¢esitlilik gostermektedir. Literatiire baktigimizda yapilan
caligmalarin ¢gogunda kafein, igme suyu araciligiyla hamileligin 2. giiniinden itibaren
verilirken (1, 77, 78, 83) bazi ¢alismalarda hamileligin 7. giiniinden sonra verilmistir
(22, 122). Insanda kafein tiiketimi genellikle hamileligin basindan itibaren goriildiigii
icin caligmamizda kafein uygulamasini hamileligin 2. giiniinden itibaren baslattik.
Ayrica literatiirde siganlara igme suyu araciligiyla verilen kafeinin dozaji ile ilgili
cesitli galismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda genellikle 0,2 g/L (21, 114), 0,3 g/L
(1, 19) ve 1 g/L (78, 83) olacak sekilde kafeinin tek dozu tercih edilmistir. Ancak
labaratuvar hayvanlarinda kafeinin etkisi dozaja bagl olarak degismektedir (38, 122).

Ornegin, Bona ve dig. (22) dogumdan itibaren 7 giin boyunca anneye verilen farkli
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dozlardaki kafeinin yavrularin beynindeki adenozin reseptorleri tizerine farkli etkiler
yaptigin1  gostermistir. Anneye verilen diisik doz kafein (0,3g/L) yavrularin
beynindeki A; adenozin reseptorleri lizerine herhangi bir etki yapmazken, annelerdeki
yiiksek doz kafein (0,8 g/L) uygulamasi yavrularin beyninde A: adenozin reseptor
yogunlugunu degistirmektedir (22, 83). Bundan dolay1 ¢alismamizda kafeinin doza
bagimli etkisi nedeniyle diistik (0,3g/L) ve yiiksek (0,8 g/L) olmak tiizere iki farkli

kafein dozu kullandik.

Calismamizda elde edilen s1vi-yem tiiketimi, idrar tiretimi, agirlik degisimi gibi
tiim metabolik bulgular literatiir ile uyumlu olup aralarinda bir fark yoktu (21, 83, 114).
Hamileligin 18 giinii boyunca tiim gruplarda ortalama s1v1 tiiketimleri arasinda bir fark
olmamasina ragmen Su tiikketimini iiger gilinliikk donemlerde inceledigimizde bazi
noktalarda (4-6, 7-9 ve 13-15 giinleri arasinda) diisiik doz kafein verilen annelerde sivi
tiiketiminde bir artis gozlendi. Bobreklerden sodyum ve su atiliminda A1 reseptoriiniin
blokaji Az reseptor blokajindan daha 6nemlidir (120). Diisiikk doz kafein A1 ve Az
reseptorlerine baglanabilirken, yiliksek doz kafein Azg reseptoriine baglanabilmektedir
(46). Bu durum galismamizda sadece diisiik doz kafein grubunda goriilen ditiretik
etkinin yiiksek doz kafein uygulamasinda ortaya ¢ikmamasinin nedeni olabilir.

Calismamizda siganlarin kafein tiiketimlerini sivi tiiketimleri {izerinden
hesapladik (DK; 46,4 + 2,2 mg/kg/giin, YK; 113,1 + 4,3 mg/kg/giin). Siganlardaki
metilksantinin yarilanma Omriiniin ve viicut agirliklarinin insandan farkli olmasi
nedeniyle sicandaki 10mg/kg/giin tiiketimin insanda yaklasik 3,5mg/kg/giin tiiketime
karsilik geldigi kabul edilmektedir (46, 77). Bu dogrultuda hesapladigimizda,
calismamizda, DK grubundaki anne siganlarin giinliik tiikettigi kafein miktarinin
insandaki karsilig1 yaklagik 16mg/kg/gilin iken YK grubundakilerin tiikettigi kafein
miktarmin insandaki karsiligi 39,5mg/kg/giin olarak hesaplandi. Bu degerler ortalama
65 kg bir kadin i¢in diisiik doz kafeinde giinliik 5-7 fincan kahve-caya, yiiksek doz igin
ise 12-15 fincan kahve-caya karsilik gelmektedir.

Calismamizda hamileligin 19. giiniindeki fetiislerde ve yenidogan yavrularda
viicut agirliklari agisindan gruplar arasinda fark olmasa da dogum sonrasi 4. giinde DK
grubunda hem erkek hem de disilerdeki viicut agirliginin YK ve KO grubuna gore

yiiksek oldugunu gozlemledik. Yavrularin anne siitiiyle beslendikleri donemde bu



54

farkin olugmasi kafein ile siit tiretimi arasinda bir iligki olabilecegini gostermektedir.
Literatiirde hamilelik doneminde anne tarafindan tiiketilen kafeinin dogum agirliklari
ve siit tiretimi lizerine olan etkisi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Hart ve dig.nin
(59) igme suyu araciliiyla kafein tiiketen anne si¢anlarin yavrularimi inceledigi
calismalarinda kullandiklar1 kafein miktari (50 mg/kg/giin) bizim g¢alismamizda diisiik
doz i¢in kullandigimiz miktara (46,4 mg/kg/giin) olduk¢a yakindi. Bu g¢alismanin
sonucunda kafein verilen annelerin yavrulart1 dogum agirliklar1 agisindan kontrol
grubundan farkli olmamasina ragmen, laktasyon doneminde annesi kafein tiiketen
gruptaki yavrular kontrole gore daha fazla agirlik artis1 gostermistir (59). Bu bulgular
bizim ¢alismamizda buldugumuz sonuglar ile uyusmaktadir. Ayrica Sheffield ve dig.
(118) farelerin meme dokusunda yaptiklar1 calismada toplam DNA ve RNA
miktarlarinin kafein grubunda daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte
annelerin siit analizleri yapildiginda, siitiin yag ve protein yiizdelerinin kafeinden
etkilenmedigini ortaya koymuslardir. Bu da kafeinin asil olarak, siitiin igeriginden
ziyade meme bezlerinde hiicre sayisin1 artirarak siit hacmini  etkiledigini
gostermektedir (59, 118). Bizim ¢alismamizda siit ile ilgili bir analiz yapilmamis
olmasina ragmen yukaridaki literatiir bilgisi dogrultusunda DK grubunda dogum
sonrast 4. giinde meydana gelen agirlik artiginin kafeinin annedeki siit hacmini
artirmasiyla ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. Hamilelik boyunca yiiksek doz kafein
(1g/L) kullanilan ¢alismalarda dogum agirliklart agisindan kontrol ve kafein gruplari
arasinda fark bulunmamistir (37, 83) ve bu sonuglar bizim YK grubunda elde ettigimiz
bulgular ile uyusmaktadir. Bizim sonuglarimizdan farkli olarak giinde 0,2g/L kafein
kullanilan baz1 ¢alismalarda kafein grubunun dogum agirliklar1 kontrole gore daha
yiiksek olarak bulunmustur (21, 114). Bu sonug diisiik doz kafeinin siitten bagimsiz

bir sekilde de yavrunun agirligini artirabilecegini gdstermektedir.

Dolagimdaki testosteronun biiyiikk kismi (%65) seks hormonu baglayici
globiiline bagh bir sekilde taginir. Bu kisim biyolojik olarak inaktiftir. Geriye kalan
kismu ise biyolojik kullanilabilirligi yiiksek olan, albiimine bagl testosteron (%33) ve
herhangi bir tasityict molekiile baglanmadan serbest bir sekilde taginan testosteron
olusturur. Toplam testosteronun yaklasik %1-2’lik kismini olusturan serbest

testosteron, aktif biyolojik etkiyi gosterdiginden calismamizda serbest testosteron



55

degerlerini karsilastirdik. (41). Fetiislerde kan miktarinin oldukga az olmasi nedeniyle
hamileligin 19. giiniine ait hi¢cbir hayvanin kan analizi yapilamadi. Sadece
yenidoganlarin ve dogum sonrasi 4. giindeki yavrularin kanlar1 analiz edildi.
Yavrularin dogduklari giin (DO0) yapilan cerrahi saatleri literatiire gore belirlendi (127).
Ciinkii yenidogan erkek siganlarda plazma testosteron diizeyi, dogumu takiben 1. ve
2. saatlerde maksimum seviyeye ¢ikip sonrasinda normal seviyeye donmektedir.
Ancak disilerde benzer degisiklik goriilmemektedir (127). Dogumu takiben testosteron
seviyesindeki bu ani yiikselisin sonuglarimizi etkilememesi agisindan ¢alismamizda
siganlarin cerrahisi dogumu takiben yaklasik 6-10 saat sonra gergeklestirildi.
Literatiirde genellikle kandaki toplam testosteron diizeyleri arastirilmistir. Serbest
testosteronun, toplam testosteronun yaklasik %1-2’lik kismina karsilik geldigini
diisiindiigiimiizde 6l¢tiiglimiiz serbest testosteron degerleri, yeni doganlar ve dogum
sonrast donemin incelendigi ¢alismalarda elde edilen bulgular ile tutarlilik
gostermektedir (20, 127). Ayrica dogum sonrasi 12. giinden itibaren erkek yavrularda
serbest testosteron Sl¢iimlerinin yapildigl ¢alismada elde edilen deger araliklar1 da
bizim sonug¢larimiz ile uyusmaktadir (111). Serum serbest testosteron degerlerinin
cinsiyete gore degisimine baktigimizda, ¢alismamizda gerek yenidoganlarda gerekse
de dogum sonrasi 4. giindeki yavrularda erkeklerin serbest testosteron diizeyleri
disilere gore daha yiiksek bulundu. Insan ve hayvanlarda gergeklestirilen gesitli
caligmalarda da testosteron ya da serbest testosteron degerlerinin erkeklerde daha
yiiksek oldugu gosterilmektedir (51, 127, 128).

Hamilelik ve emzirme doneminde anne tarafindan tiiketilen kafeinin etkilerinin
incelendigi bir calismada, erkek yavrularda serum testosteron degerleri dlglilmiis ve
dogum sonrasi 1. giin ve 150. giinler arasinda dokuz farkli zaman diliminde kafein
tilketen gruptaki yavrularin serum testosteron degerleri kontrole gore diisiik
bulunmustur (40). Ayni ¢alismada erkek yavrularin testis agirliklarinda da bir azalma
s0z konusu olup bu azalmanin diisiik testosteron seviyesi ile ilgili olabilecegi 6ne
striilmiistiir. Diger taraftan kafein uygulamasinin testosteronun plazma seviyesini
artirdigini gosteren galismalar da bulunmaktadir. Ornegin Pollard ve dig. (104)’nin
yaptiklar1 calismada, 85 giinliik siganlarda kafeinin akut uygulamasi (30 veya 60
mg/kg) sonucu testosteronun plazma seviyesi artmis, 1-4 saat sonra normale

donmiistiir. Bir bagka ¢alismada yetiskin erkek siganlarda kronik kola tiiketimi sonucu
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alinan kafeinin (30 —-60 mg/kg/giin), testosteron ve Ostradiyol seviyelerini artirdigi
ortaya konulmustur (30). Bes haftalik erkek siganlara 120 giin boyunca 20 mg/L kafein
verilen baska bir ¢calismada, plazmadaki testosteron ve DHT seviyelerinin yiikseldigi
gosterilmistir (115). Kafeinin testisteki leydig hiicrelerini sempatik sistem araciligiyla
uyararak plazma testosteron seviyesini artirdigi diisiiniilmektedir (42, 129). Biz ise bu
calismamizda erkek yavrularda gruplar arasinda serbest serum testosteron seviyeleri
acisindan bir fark bulamadik. Her ne kadar gruplar arasinda fark olmasa da, DK
grubundaki erkeklerde serbest testosteron seviyelerinde zamana bagli bir artis
gozlemledik. Calismamizda DK grubunda gozlenen zamana bagli bu artis ve
literatiirde diisiikk doz kafeinin testosteron seviyesini artirdigini gosteren ¢aligmalarin
yetiskinlerde yapilmis olmasi, kafeinin testosteron iizerine artirici etkisinin ilerleyen
donemlerde daha net ortaya ¢ikacagini gosterebilir.

Literatiirii inceledigimizde disilerdeki serum testosteron degerleri agisindan
fetiis ve yenidoganlarda yapilan bir ¢alismaya rastlamadik. Bununla birlikte insanda
postmenapozal kadinlarda kafein aliminin testosteron seviyesini degistirmedigini (54)
ya da azalttigmi (43) gosteren calismalar bulunmaktadir. Bizim c¢alismamizda
yavrularin dogduklar1 donemde YK grubundaki disilerin serbest testosteron miktari
DK grubuna gore yiiksekti. Bu durum kafeinin doza bagl etkisinin, disilerin serum
serbest testosteron degerleri lizerine olan etkisinin yenidoganlarda daha baskin ortaya
ciktigin1 gostermektedir. Ayrica DO giiniinde gozlenen YK ve DK arasindaki bu fark
dogum sonras1 4. giinde ortadan kalkti. Disilerde serbest testosteron kaynagi olan
adrenal bez ve ovaryumlarin oranlanmig agirliklarinin D4 giiniinde DO giiniine gore

azalmis olmasi bu farkin ortadan kalkmasinin nedenlerinden biri olabilir.

Fetlis ve yavrularin adrenal bezlerini inceledigimizde, hamileligin 19. giiniinde
erkek fetiislerin adrenal bez agirliklarinda kafein dozajina bagl bir azalma egilimi s6z
konusuydu. Ancak istatistiksel anlamlilik sadece YK grubunda (KO ve DK grubuna
gore) olustu. Literatiire baktigimizda hamilelik doneminde alinan kafeinin fetiislerin
adrenal bez agirligi lizerine olan etkisi ile ilgili bir caligmaya rastlamadik. Dogrudan
kafein verilen hayvanlarda ise adrenal bez agirliklarinin genellikle degismedigi
gosterilmistir. Pettenuzzo ve dig. (103) tarafindan yapilan calismada 60 giinliik

sicanlarda bizim ¢alismamizda kullanilan dozlar 40 giin boyunca uygulanmis olmasina
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ragmen adrenal bez agirliklarinda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Benzer
sonuglar siganlarda yapilan bir baska ¢alismada da gosterilmistir (97). Onsekiz aylik
erkek siganlarda yapilan egzersiz aragtirmasinda, 30 mg/kg kafeinin gavaj araciligiyla
haftada 5 giin boyunca 4 hafta siireyle verildigi ¢alismada, adrenal bez agirligi
acisindan gruplar arasinda herhangi bir fark olusmamustir (97). Diger taraftan Tinwell
ve dig. (124)’nin yaptiklan ¢alismada, erkek ve disi sicanlara yaklasik 20. ve 50.
giinler aras1 kafein verildiginde erkekler arasinda bir fark olugsmazken 100 mg/kg/giin
kafein verilen disi siganlarda adrenal bezlerin net agirliklar1 anlamli bigimde
azalmistir. Calismamizda kullanilan yliksek doz kafein miktar1 Tinwell ve dig.
(124)’nin disilerde uyguladig1 doza benzerlik gostermekte olup bizim sonuglarimiza
gore disilerde higbir déonemde adrenal bez agirliklari agisindan kontrol ve kafein
gruplart arasinda fark olugsmamistir. Tinwell ve dig. (124)’nin bulduklar1 azalma
sadece adrenal bezlerin net agirliklarinin karsilagtirilmasinda bulunmus olup bizim
calismamizda adrenal bez agirliklart viicut agirliklarina gore oranlanmistir. Diger
taraftan erkeklere baktigimizda sadece hamileligin 19. giinlinde YK grubunda viicut
agirligina oranlanmis adrenal bez agirliklarinda bir azalma s6z konusuydu. Bu durum
erkeklerde yiiksek doz kafein uygulamasinin prenatal donemde adrenal bez iizerinde
atrofiye edici bir etkisinin oldugunu gostermektedir. Ancak H19 giiniine ait serum

serbest testosteron degerlerini dlgebilseydik bu bulgumuzu daha gii¢lii savunabilirdik.

Kafein aliminin erkek iireme sistemi lizerine yaptigi etkiler ile ilgili gesitli
calismalar bulunmaktadir. Friedman ve dig. (47) 4-6 haftalik erkek si¢anlarda
yaptiklar1 calismada, kafein tiikketiminin testislerde atrofiye neden oldugunu
gostermiglerdir. Kafein mitotik hiicrelerin sayis1 azaltmakta ve spermatogenezi
bozmaktadir (42, 129). Testis agirligi, cogunlukla farklilasmis spermatojenik
hiicrelerin kiitlesine baglidir (23, 89) ve kafeinin spermatojenik hiicre sayisini azalttigi
ileri siiriilmektedir (10). Ornegin hamilelik ve emzirme doneminde 45mg/kg/giin
kafein tiiketen annelerin yavrularinin dogum sonrasi 1, 7, 21, 28, 60, 90, 120 ve 150.
giinlerde incelendigi ¢calismada; testis agirliklarinda 1. ve 7. giinlerde kontrol grubuna
gore bir fark goriilmemis olup, 21. giin ve sonraki giinlerde azalma meydana gelmistir
(40). Bu caligmada kullanilan kafein dozu (45mg/kg/giin) bizim g¢alismamizda
kullanilan diisiik kafein dozu ile benzerdir. Bizim ¢alismamizda da DK grubundaki

yenidoganlarda ve dogum sonrasi 4. giindeki yavrularin testis agirliklarinda kontrole
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gore azalma egilimi olsa da arada bir fark olmayis1 yukaridaki ¢alisma ile uyum
gostermektedir. Gerek bizim ¢alismamiz gerekse de literatiirde gortildiigi tizere, artan
kafein dozaji dogum sonrasi ilerleyen donemlerde erkeklerde olusabilecek testikiiler

atrofinin daha belirgin gézilkmesine neden olmaktadir.

Kafein tiikketiminin disilerin ovaryum agirliklari iizerine yaptig1 etkiler kafeinin
uygulanma zamanma gore degisiklik gostermektedir. Ornegin West ve dig. (130)
siganlarda yaptiklar1 caligmada, hamileligin 3. ve 19. giinleri arasinda anne sicanlara
gavaj araciligiyla ¢esitli dozlarda kafein (5, 25, 50 ve 75mg/kg/giin) vermislerdir. Disi
yavrular 9 haftalik oldugunda, 75mg/kg/giin kafein alan gruptaki disilerin ovaryum
agirliginin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (130). Bir
baska calismada hamilelik doneminde kafein tiikketen anne si¢anlarin disi fetiislerinde,
ovaryum farklilasmasinin oldugu erken dénemlerden hamileligin sonuna kadar olan
zamanda ovaryumlarda morfolojik bir farklilik gozlenmemistir (105). Kafeinin
sicanlara 3 farkli dozda (5, 20 ve 100 mg/kg/giin) 22. ve 50. giinler arasi gavaj
araciligiyla verildigi bir baska caligmada ise, 5 ve 20 mg/kg/giin verilen siganlarin
ovaryum agirliklarinda bir degisiklik olmamakla birlikte 100 mg/kg/giin kafein verilen
disi siganlarda ovaryum agirliklart azalmigtir (124). Yukaridaki caligmalarin ortak
noktasi, diisiik kafein dozlar1 genel anlamda ovaryum agirligini etkilememektedir. Bu
sonu¢ bizim bulgularimiz ile uyusmaktadir. Yiiksek doz kafein agisindan sonuglari
birbirleriyle ¢elisen iki ¢alismadan ilkinde yiiksek doz kafein anne araciligi ile
hamilelik doneminde verilirken (130) diger calismada kafein dogrudan disi yavrulara
verilmektedir (124). Bizim ¢alismamizda yenidoganlarda ve dogum sonrasi 4. giindeki
yiiksek doz kafein grubundaki disi yavrularin ovaryum agirliklari kontrole gore yiiksek
goziikmekle birlikte aradaki fark anlamli degildi. Sonug olarak hamilelik déneminde
tilketilen yiiksek doz kafeinin disi yavrularin ovaryumlari iizerindeki etkisinin agirlik

artis1 yoniinde olabilecegi daha olas1 goziikmektedir.

Fetiis ve yavrularda viicut agirligi kiibik olarak artis gosterirken AGM lineer
bir artig gosterdigi igin, ¢alismamizda dlgiilen AGM degerleri, viicut agirlhiginin kiip
kokii (mm/g®) ile standardize edilerek karsilastirildi (49). Prenatal androjen

maruziyetinin AGM lizerine yaptig1 etkiler ile ilgili bircok c¢alisma bulunmaktadir.
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Genellikle erkeklerin AGM’si disilerin yaklagik iki katidir. Hamilelik doneminde
anneye disaridan verilen testosteron ve tiirevleri disi yavrularda AGM’nin uzamasina
ve diger maskiilin profillerin gelismesine neden olmaktadir (131, 134). Hamilelik
doneminde testosteron propionat alan anne siganlarda, dogum sonrasi 2. giinde disi
yavrularin AGM’leri artarken erkek yavrularda herhangi bir degisiklik olugsmamistir
(69, 135). Diger taraftan, hamilelik doneminde verilen antiandrojenik ilaglar erkek
yavrularda maskiilin 6zelliklerin ve AGM’nin azalmasina neden olmaktadir (55, 60,
68, 133). Ornegin Wolf ve dig. (135)’nin yaptiklari ¢calismada hamileligin 14 ve 19.
giinleri arasinda anne siganlara androjen reseptdr antagonisti vinclozin verilmistir.
Erkek yavrularin dogduktan iki giin sonra yapilan dl¢iimlerinde AGM’nin kontrole
gore azaldigi gosterilmistir. Disilerde ise boyle bir durum s6z konusu olmamustir.
Ozetle prenatal testosteron’un artmasi disilerdeki AGM’yi artirmakta, azalmasi ise
erkeklerdeki AGM’yi azaltmaktadir.

Kafeinin AGM iizerine olan etkisinin incelendigi bir ¢calismada, 30mg/kg/giin
kafeinin verilen hamile si¢anlarin yavrularinin, dogduklart giin Slgiilen AGM’leri
acisindan, kontrol ve kafein grubu arasinda herhangi bir fark bulunmamistir (106). Bu
sonug¢ bizim c¢alismamizdaki yenidogan siganlarin bulgulariyla uyusmaktadir. Diger
taraftan calismamizda dogum sonrast 4. giinde DK grubundaki erkek yavrularin
AGM’si hem kontrol hem de YK grubuna gore yiiksek bulundu. Erkeklerdeki bu
farkin sadece 4. giinde goriilmesi, tiim gruplardaki erkek sicanlarin AGM’sinin
zamana bagli artis géstermesinden kaynaklanmis olabilir. Sadece diisiik doz da ortaya
¢ikmasinin nedeni ise yiiksek doz kafein tiiketiminin testislerde neden oldugu atrofiye
bagl olabilir (47). Diger taraftan ¢alismamizda disi fetiis ve yavrularin AGM’sinde
erkeklerdekine benzeyen zamana bagl bir artis s6z konusu olmamakla birlikte sadece
YK grubundaki disi yavrularin AGM’si dogum sonrasi 4. giinde prenatal doneme gore
yiiksek bulundu. Bu durum c¢alismamizda yenidogan disilerde goriilen serbest

testosteron miktarinin yiiksek seviyede olmasiyla ilgili olabilir.

Beyindeki dokular toplanmadan once tiim kanin bosaltilmasi gibi bir islem
yapilmadi. Ciinkii daha 6nce yapilan bir ¢alisma, perinatal beyin dokusunda steroit
Olglimlerinin bu durumdan etkilenmedigini gostermistir (6). Literatirde kafein

uygulamasi ve beyin dokusundaki seks steroit hormonlarinin ilisikisi iizerine bir
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yayina rastlanmamis olup beyin dokusunda seks steroit hormonlarinin seviyelerinin
Olciildiigli calisma sayist da oldukga sinirlidir.

Seks steriot hormonlarinin  beyindeki bolgelere (frontal korteks ve
hipotalamus) goére dagilimma baktigimizda, c¢alismamizdaki kontrol gruplari
acisindan; hamileligin 19. giiniindeki erkeklerde ve yenidogan disilerde DHT seviyesi
ile yenidogan erkeklerdeki testosteron ve Ostradiyol seviyeleri disinda tiim erkek ve
disi fetiis/yavrularda hipotalamustaki testosteron, dstradiyol ve DHT seviyeleri her ti¢
zaman diliminde de frontal korteksten yiiksekti. Konkle ve McCharty’nin
calismasinda (76), hem prenatal hem de postnatal donemlerde hipotalamustaki
testosteron seviyesi frontal korteksten diisiik bulundu. DHT seviyeleri ise prenatal
donemde frontal kortekste postnatal donemde ise hipotalamusta daha yiiksek olarak
bulundu. Ostradiyol seviyeleri agisindan prenatal dénemde hipotalamus ve frontal
korteks arasinda fark yokken, postnatal donemde hipotalamustaki Gstradiyol seviyesi
daha yiiksekti (76). Amateu ve dig.nin (6) calismasinda ise, yenidogan si¢anlarda
Ostradiyol seviyesi agisindan frontal korteks ve hipotalamus arasinda herhangi bir fark
yokken, dogumdan 32 saat sonra yaptiklari incelemede hipotalamustaki 6stradiyol
seviyesi frontal korteksten disiik bulundu (6). Seks steroit hormon seviyelerinin
zamana gore (H19, DO ve D4) degisimine baktigimizda, ¢alismamizda kontrol gruplari
acisindan erkek ve disilerin frontal korteksinde ve sadece disilerin hipotalamusunda
prenatal donemdeki (H19) testosteron ve DHT miktarlar1 postnatal doneme (D4) gore
yiiksekti. Erkeklerin hipotalamusunda ise postnatal donemde bir azalma egilimi
olmasina ragmen aradaki fark anlamli degildi. Ostradiyol seviyeleri agisindan da
postnatal déonemde bir azalma egilimi olmasina ragmen fark sadece erkeklerin frontal
korteksinde olustu. Konkle ve McCharty’nin ¢alismasinda (76) tim bolgelerde
prenatal donemdeki testosteron, ostradiyol ve DHT seviyeleri postnatal doneme gore
daha yiiksekti. Hem bolgesel (hipotalamus ve frontal korteks) hem de zamana bagh
(prenatal ve postnatal donem) sonuglarimiz yukaridaki iki ¢alisma (6, 76) ile genelde
benzerlik gostermekte olup bazi sonuglarimiz uyusmamaktadir. Bunun nedeni
yontemlerimizde yer alan bir takim farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Ornegin
Konkle ve McCharty’nin ¢alismasinda (76) prenatal donem (19 ve 21. giinler) ve
postnatal donem (0 ve 60. giinler arasi) birbirleriyle karsilastirilirken ozellikle

postnatal kistmda daha genis bir zaman aralig1 s6z konusudur. Ayrica Amateu ve dig.
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(6)’nin ¢aligmasinda ise postnatal donem sadece dogum sonrasi 32. saatte

incelenmistir.

Tim fetiis ve yavrularin frontal korteks ve hipotalamustalarindaki steroit
seviyeleri incelendiginde, kafein dozaji arttik¢a testosteron diizeylerinde bir artis
egilimi s6z konusu olmasina ragmen Ostradiyol ve DHT i¢in boyle bir durum s6z
konusu degildi. Testosteronun kafein dozajina bagl artis egilimi sadece YK grubunda
hamileligin 19. giiniindeki disilerin frontal korteksinde ve yenidogan erkeklerin
hipotalamusunda anlamliliga ulasti. Bu bulgulara ek olarak yenidogan erkeklerde
Ostradiyol ve testosteron seviyeleri agisindan hipotalamus ve frontal korteks arasinda
bir fark yokken, kafein uygulamasi (DK ve YK) ostradiyol ve testosteron diizeylerini
etkileyerek hipotalamusla frontal korteks arasinda farkin olusmasina yol agti. Tim
bunlarin yaninda YK uygulamasi postnatal donemdeki erkek yavrularin frontal
kortesindeki azalmasi beklenen &stradiyol ve DHT diizeylerinin yiiksek kalmasina,
disilerde ise DK uygulamasi hipotalamusta testosteron ve DHT diizeylerinin yiiksek
kalmasina neden oldu. Calismamizda kafein gruplarinda meydana gelen bu farklarin
periferal steroit kaynaklarindan bagimsiz ger¢eklesmis olabilecegini diisiinmekteyiz.
Ciinkii yenidogan erkeklerde periferal serbest testosteron miktar1 diger gruplardan
farkli degilken hipotalamustaki doku testostron miktart yiiksek bulunmustur. Ayrica
periferal steroit kaynaklar1 hakkinda dolayli bilgi veren adrenal bez ve gonadlarda da
yenidogan erkeklerde gruplar arasinda bir fark olmayis1 bu bulguyu desteklemektedir.
Hamileligin 19. giiniindeki disi fetiislerde herhangi bir serum analizi yapilamamis olsa
da yiliksek doz kafein uygulamasi bu fetiislerin adrenal bezlerinde bir degisiklik
yaratmamustir. Diger taraftan literatiirde beyindeki seks steroit hormonlarinin periferal
steroitlerden etkilenmedigi konusuyla ilgili gesitli galismalar bulunmaktadir. Ornegin
yapilan bir ¢alismada beyin dokusundaki 6stradiyol ile dolasimdaki 6stradiyol seviyesi
arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir (76). Ayrica dogduklart giin
steriodojenik organlar1 (gonad ve adrenal bez) ¢ikarilan yavru sicanlarda dogumdan
li¢ giin sonra yapilan incelemede beyindeki testosteron, dstradiol ve DHT seviyelerinin
degismedigi gortlmistiir (76). Yani periferdeki steroit hormonlarinin tiretilmesinden
sorumlu olan yapilarin ¢ikarilmas1 sonrasinda beyindeki steroit miktarlarinin

degismemesi, beyinde muhtemel bir lokal sentez olabilecegini gostermektedir.
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Yapilan baska bir ¢calismada saglam si¢anlardaki serum ostradiyol seviyesi, gonadlari
cikarilan si¢anlardan yiiksek olmakla birlikte bu fark beyin dokusunda kendini
gostermemistir. Erkek ve disi siganlarin amigdalasindaki ve disi siganlarin prefrontal
korteksindeki Ostradiyol miktar1 saglam ve gonadlar1 ¢ikarilmis sicanda benzer
konsantrasyonda bulunmustur (12). Ayrica kus beyninde yapilan gesitli ¢alismalarda
de novo dstrojen sentezi (67, 116) ve sican hipokampiis kiiltiiriinde in vitro dstrojen
sentezi gosterilmistir (107). Bu sonuglar beynin ¢esitli bolgelerinde perifer steroid
kaynaklarindan bagimsiz lokal steroit sentezi olabilecegini gostermektedir (13, 126).
Sonug olarak ¢aligmamizda hamilelik doneminde tiiketilen kafein, perifer kaynakli
steroitlerden bagimsiz bir sekilde beyindeki olasi lokal steroit hormon sentezini
etkilemis olabilir. Bu etki erkekte hipotalamus bolgesinde diside ise frontal kortekste

daha belirgin géziikmektedir.

Seks steroit hormonlarini cinsiyete gore inceledigimizde c¢alismamizdaki
kontrol gruplarinda her ii¢ steroit hormon (testosteron, dstradiyol ve DHT) agisindan,
higbir dénemde (H19, DO ve D4) beyindeki bolgelerde (frontal korteks ve
hipotalamus) erkek ve disiler arasinda fark yoktu. Konkle ve McCharty’nin
calismasinda (76) prenatal donemdeki hipotalamus ve frontal korteksteki, postnatal
donemde ise hipotalamustaki testosteron diizeyleri agisindan cinsiyetler arasinda fark
yoktu. Bu sonug¢ bizim kontrol hayvanlarimizin sonuglari ile uyum gostermektedir.
Diger taraftan ayn1 ekip bizim sonug¢larimizdan farkli olarak frontal kortekste dogum
sonrast 4. giindeki erkeklerde testosteron seviyesinin disilere gore daha yiiksek
oldugunu gostermistir (76). Caruso ve dig. (28) 2 aylik siganlarda yaptiklari galismada
erkeklerin frontal korteksindeki testosteron seviyesini disilere gore daha yiiksek

bulmustur.

Beyindeki 0stradiyol seviyeleri agisindan ise literatiirde farkli sonuglar
bulunmaktadir. Amateu ve dig. (6)’nin yaptiklari ¢alismada yenidogan erkeklerdeki
Ostradiyol seviyesi hem korteks hem de hipotalamusta disilere gore yliksek
bulunmustur. Dogum sonrasi 32. saatte ise sadece hipotalamusta erkeklerin Ostradiyol
seviyesi yiiksek bulunurken, kortekste cinsiyetler arasi bir fark gozlenmemistir.

Konkle ve McCharty’nin ¢aligmasinda (76) prenatal donemdeki Ostradiyol seviyesi
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acisindan frontal kortekste herhangi bir fark yokken, hipotalamusta iki durum soz
konusudur. H19 giiniinde cinsiyetler arasinda herhangi bir fark gozlenmezken H21
giiniinde erkeklerin 6stradiyol seviyesi daha yiiksek bulunmustur. Postnatal dénemde
ise hipotalamusta herhangi bir fark ortaya ¢cikmamustir. Bununla birlikte frontal
kortekste dogum sonrasi 4. giinde erkeklerdeki Ostradiyol seviyesi yliksekken, 6.
giinde disilerdeki Ostradiyol seviyesi daha yiiksek bulunmustur. Caligma ekibi 4 ve 6.
giinlerdeki bu farki agiklamak i¢in siirekli aktif halde olan dinamik bir Oriiniitiiniin
olabilecegini 6ne siirmiiglerdir (76). Barker ve dig. (12)’nin yetiskin si¢anlarda
yaptiklar1 calismada, prefrontal korteks, amigdala ve hipokampiiste yapilan
Olciimlerde erkek ve disi siganlarda beyin dokusundaki dstradiyol seviyeleri arasinda
fark bulunmamistir. Caruso ve dig. (28)’nin 2 aylik sicanlarda yaptiklar1 ¢calismada
frontal korteksteki Ostradiyol seviyesi disilerde daha yiiksek bulunmustur. DHT
acisindan inceledigimizde, Konkle ve McCharty’nin ¢alismasinda (76) embriyonik ve
postnatal donemdeki DHT seviyesi agisindan cinsiyetler arasinda herhangi bir fark
saptanmamistir. Bu sonu¢ bizim bulgularimiz ile uyusmaktadir. Caruso ve dig.
(28)’nin ¢alismasinda frontal korteksteki DHT seviyesi erkeklerde daha yiiksek
bulunmustur. Cinsiyetler arasinda beyindeki steroit seviyelerinde farkli sonuglarin
bulunmasinin nedeni fetiislerin farkli intrauterin pozisyonlar: olabilir. Yapilan ¢esitli
caligmalar, fetiislerin intrauterin pozisyonlarinin fetiisiin gelisiminde ve dogum sonrasi
fizyolojisinde énemli etkileri oldugunu géstermektedir (45, 61, 113). Ornegin yapilan
bir calismada Wistar siganlarda hamileligin 18 ve 21. giinlerinde beyindeki testosteron
ve Ostradiyol seviyelerinin intrauterin pozisyona gore degisip degismedigi enzim
immunoassay yontemiyle aragtirtlmigtir. Hamileligin 18. giinlinde gruplar arasinda bir
fark gozlenmemistir. Diger taraftan hamileligin 21. giiniinde intrauterin pozisyonlarina
gore 2 erkek fetiis arasinda yer alan erkek fetiislerdeki testosteron ve Ostradiyol
seviyesi, 2 disi fetiis arasinda yer alan erkek fetiisteki seviyelerden daha yiiksek olarak
bulunmustur. Ayrica 2 erkek arasinda yer alan disi fetiis ile 2 disi arasinda yer alan disi
fetiis arasinda ise fark yoktur (101). Bu sonuglar fetiislerin intrauterin poziyonun
ozellikle doguma yakin donemlerde beyin steroit hormon diizeyleri {izerine etkisi
oldugunu gostermektedir.

Kafein uygulamasinin cinsiyete bagimli etkilerini inceledigimizde, yiiksek doz

kafein hamileligin 19. glinlindeki disilerin hipotalamusunda testosteron, ostradiyol ve
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DHT seviyelerinin erkeklerden daha yiiksek olmasina neden oldu. Hipotalamustaki bu
bulgular ve yiiksek doz kafeinin frontal korteksteki (H19) testosteron seviyesi
tizerindeki artiric1 etkisi goz Oniine alindiginda, yiiksek doz kafein uygulamasinin
disilerin beynindeki steroit seviyeleri lizerine dzellikle prenatal donemde daha etkili

olabilecegi diisliniilmektedir.
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6-SONUC VE ONERILER

Arastirmamizdan elde edilen bulgular, hamilelik ve emzirme doneminde
tilketilen kafeinin, fetiis ve yavrularin beyin dokusu, tireme organlar1 ve adrenal bezleri
lizerinde kafeinin dozajina ve cinsiyete gore ¢esitli etkiler yapabilecegini
gostermektedir.

Hamilelik ve emzirme doneminde annenin diisiik doz kafein tiiketimi, dogum
sonras1 donemdeki erkek ve disi yavrularin agirhigmi, sadece erkek yavrularin ise
anogenital indeksini artirmaktadir. Disi yavrularin hipotalamusunda ise dordiincii
giinde azalmasi beklenen testosteron ve DHT diizeylerinin yiiksek kalmasina neden
olmaktadir.

Hamilelik ve emzirme déneminde annenin yiiksek doz kafein tiiketimi ise
erkeklerde hamileligin 19. gliniinde adrenal bez agirligin1 azaltmaktadir. Yenidogan
disilerde ise serum serbest testosteron seviyesinin, anneleri diisiik doz kafein tiiketen
yavrulara gore daha yliksek seviyede olmasina neden olmaktadir. Ayrica yiiksek doz
kafein tiiketimi hamileligin 19. giiniindeki disi fetiislerin frontal korteksinde,
yenidogan erkeklerin ise hipotalamusunda doku testosteron seviyelerini artirmaktadir.
Bununla birlikte erkeklerin frontal korteksinde dogum sonrasi dénemde azalmasi
beklenen 6stradiyol ve DHT diizeylerinin yiiksek kalmasina neden olmaktadir.

Fetiis ve yavrularda cinsiyetler arasi farki inceledigimizde, anneleri yiliksek doz
kafein tiiketen disi fetiislerin hipotalamusundaki testosteron, Ostradiyol ve DHT
seviyeleri erkeklere gore daha yiiksek seviyede bulunmaktadir.

Kafeinin beyin dokusundaki seks steroit seviyeleri iizerine olan etkilerinin
periferal steroit kaynaklarindan bagimsiz da olabilecegi diisiiniilmektedir. Kafeinin,
beyin dokusundaki muhtemel lokal steroit sentezi lizerine olabilecek etkilerinin
ayrintili mekanizmasinin daha ileri c¢alismalarla arastirilmasi konunun agikliga
kavugmasi ve kafeinin beynin gelisim donemindeki etkilerinin daha net ortaya ¢ikmasi
agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu calismanin sonuglarinin insanda beyin cinsiyetleri iizerine yapilacak
caligmalara katkida bulunabilecegi, hamilelik ve emzirme déneminde annelerin
beslenme  aligkanliklarinin ~ diizenlenmesinde  yol  gostereci  olabilecegi

diistiniilmektedir.
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