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Akrilamid oda sıcaklığında, kokusuz, beyaz, katı kristal bir yapıya sahiptir. Suda 

çözünürlüğü yüksek olan, polar çözücülerde iyi çözünürken, polar olmayan 

çözücülerde ise çok az çözünen kimyasal bir maddedir. Doğada serbest olarak 

bulunmayıp kimyasal yollarla sentezlenir. Akrilamid, karbonhidrat açısından zengin 

gıdaların yüksek sıcaklıklarda veya diğer termal işlemlerde hazırlanması nedeniyle 

oluşan toksik bir kimyasal kanserojendir.  

 

Akrilamid toksik kimyasal bir madde olması sebebiyle reprodüktif sistemi etkilemekle 

birlikte ayrıca genotoksik, karsinojenik, ve nörotoksik etkileri bulunmaktadır. 

Akrilamidin özellikle nörotoksisite alanındaki araştırmaları büyük ilgi görmüştür.



v 

Akrilamid insanlarada olduğu kadar ratlarda da nörolojik bozuklukların ciddiyeti ve 

semptomların ilerlemesinin doz hızı ve konsantrasyonuna bağlı olarak alınan doz 

miktarına göre nöropatiye sebep olduğu hatta artan dozlarda ölümcül olduğu 

görülmüştür. 

 

Memelilerin pineal bezinden salgılanan ve çeşitli sirkadiyen ritimleri düzenleyen 

melatonin hormonunun, nöroprotektif etki, anti-amiloid etki, antilipidemik, 

antihipertansif ve antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda önemli 

rol oynamaktadır. Ayrıca serbest radikal süpürücü özelliğinin keşfinden sonra yapılan 

araştırmalar sonucu radikallerin detoksifikasyonunda işlev gördüğünde oluşan 

metabolitleri de radikal süpürücü özelliktedir. 

 

Çalışmamızda, ratlara pinealektomi işlemi uygulanarak melatonin yoksunluğu 

oluşturuldu. Ardından pinealektomi ve Sham pinealektomi uygulanan ratlar, art arda 

21 gün boyunca tek başına veya eksojen melatonin (10 mg/kg vücut ağırlığı, i.p.) 

varlığında akrilamide (25 mg/kg vücut ağırlığı, ağızdan) maruz bırakıldı. Böylelikle 

Wistar albino ratların beyin/beyincik dokusundaki oksidatif stres belirteçlerini ve 

serum melatonin düzeylerini ayrıca histopatolojik ve beyin/beyincik dokusunun 

immünohistokimyasal değerlendirmeleri göz önünde bulundurularak, akrilamid ile 

kombine edilmiş eksojen melatonin tedavisinin nörotoksisite üzerindeki olası 

etkilerini ve akrilamid kaynaklı nörotoksisitesinin olası rolünü değerlendirmeyi 

amaçladık. Bu amaçla altmış rat Sham ve pinealektomi olmak üzere iki ana gruba 

ayrıldıktan sonra bu iki ana grupta kendi içlerinde üçer gruba ayrıldı; (a) Sham (%0,5 

‘lik etanol çözeltisinden 21 gün boyunca i.p olarak uygulandı), (b) Sham+AKR grubu 

(deney süresince 25 mg/kg/gün akrilamid olacak şekilde 21 gün boyunca gavajla 

verildi), (c) Sham+AKR+MLT (deney süresince akrilamid 25 mg/kg/gün olacak 

şekilde 21 gün boyunca gavajla, melatonin ise 10 mg/kg/gün olacak şekilde 21 gün 

boyunca 0,5 ml hacminde i.p olarak uygulandı), (d) PINX grubu (Epifiz bezi 

pinealaktomi ile çıkarıldıktan sonra deney süresince 21 gün boyunca i.p olarak %0,5 

‘lik etanol çözeltsi uygulandı) (e) PINX + AKR grubu (Epifiz bezi pinealaktomi ile 

çıkarıldıktan sonra deney süresince 21 gün boyunca i.p olarak %0,5 ‘lik etanol 

çözeltisi, 21 gün boyunca 25 mg/kg/gün akrilamid olacak şekilde gavajla uygulandı), 

(f) PINX+AKR+MLT (Epifiz bezi pinealaktomi ile çıkarıldıktan sonra deney 
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süresince 21 gün boyunca i.p olarak %0,5 ‘lik etanol çözeltisi, 21 gün boyunca 25 

mg/kg/gün akrilamid olacak şekilde gavajla, melatonin ise 21 gün boyunca 10 

mg/kg/gün olacak şekilde uygulandı).  

 

Çalışmamıza göre pinealektomize ratlarda akrilamide maruz kalma sırasında beyin 

oksidan/antioksidan durumu, inflamatuar mediatörler ve apoptoz değişiklikleri, 

pinealektomize olmayan ratlardan daha fazlaydı. Ayrıca, akrilamid uygulamasından 

sonra pinealektomize ratların beyin dokusunda histopatolojik değişiklikler daha 

fazlaydı. Eksojen melatonin tedavisi, süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) 

gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttırdı ve beyin toplam antioksidan 

durumunu (TAS) iyileştirdi. Ayrıca melatonin, akrilamide maruz kalmış beyin 

dokularında lipid peroksidasyonunu, inflamatuar yolları ve apoptozu baskılamıştır. Ek 

olarak, akrilamide maruz kalmış ratlara eksojen melatonin müdahalesi, nöronal 

dokuların yapısını önemli ölçüde onarmıştır. Sonuç olarak, bu çalışma ilk kez ekzojen 

melatonin tedavisinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini artırarak, lipid 

peroksidasyonunu ve inflamasyonu inhibe ederek ve akrilamid uygulamasından sonra 

pinealektomize ratların beyin dokusundaki histopatolojik değişiklikleri iyileştirerek 

oksidatif hasarı azaltabileceğini öne sürdü.  

 

Anahtar Sözcükler : Pinealektomi, Melatonin, Nörotoksisite, Lipid Peroksidasyon, 

İnflamasyon, Akrilamid, Oksidatif Stres 

Bilim Kodu : 1090  
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Acrylamide is a chemical substance with high solubility in water, soluble well in polar 

solvents, and very slightly soluble in non-polar solvents. It is not found freely in nature 

and is synthesized by chemical means. Acrylamide is a toxic chemical carcinogen 

formed due to the preparation of carbohydrate-rich foods at high temperatures or other 

thermal processes. 

 

Since acrylamide is a toxic chemical substance, it affects the reproductive system, but 

also has genotoxic, carcinogenic, and neurotoxic effects. Acrylamide's researches, 

especially in the field of neurotoxicity, have received great attention. It has been 

observed that acrylamide causes neuropathy in rats as well as in humans depending
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on the dose rate and concentration of the severity of neurological disorders and the 

progression of symptoms, and even fatal at increasing doses. 

 

The hormone melatonin, which is secreted from the pineal gland of mammals and 

regulates various circadian rhythms, plays an important role in physiological and 

metabolic events such as neuroprotective effect, anti-amyloid effect, antilipidemic, 

antihypertensive and antioxidant defense. In addition, as a result of the research carried 

out after the discovery of its free radical scavenging feature, its metabolites formed 

when it functions in the detoxification of radicals also have radical scavenging 

properties. 

 

In our study, melatonin deprivation was created by applying pinealectomy to rats. 

Subsequently, rats undergoing pinealectomy and Sham pinealectomy were exposed to 

acrylamide (25 mg/kg body weight, orally) alone or in the presence of exogenous 

melatonin (10 mg/kg body weight, i.p.) for 21 consecutive days. Thus, we aimed to 

evaluate the possible effects of exogenous melatonin combined with acrylamide on 

neurotoxicity and the possible role of acrylamide-induced neurotoxicity, considering 

the oxidative stress markers and serum melatonin levels in the brain/cerebellum tissue 

of Wistar albino rats, as well as the histopathological and immunohistochemical 

evaluations of the brain/cerebellum tissue. For this purpose, after sixty rats were 

divided into two main groups as Sham and pinealectomy, they were divided into three 

groups in each of these two main groups; (a) Sham (0.5% ethanol solution 

administered i.p. for 21 days), (b) Sham+AKR group (25 mg/kg/day acrylamide was 

given by gavage for 21 days during the experiment), (c) Sham+AKR+MLT 

(acrylamide 25 mg/kg/day was administered by gavage for 21 days, melatonin 10 

mg/kg/day was administered as ip for 21 days in 0.5 ml volume during the experiment), 

(d) PINX group (After the pineal gland was removed by pinealactomy, 0.5% ethanol 

solution was applied i.p for 21 days during the experiment) (e) PINX + AKR group 

(after the pineal gland was removed by pinealactomy, i.p for 21 days during the 

experiment) 0.5% ethanol solution was gavaged at 25 mg/kg/day acrylamide for 21 

days), (f) PINX+AKR+MLT (After pineal gland removal by pinealactomy, 0% i.p. for 

21 days during the experiment. A 5% ethanol solution was administered by gavage at 

25 mg/kg/day acrylamide for 21 days, and melatonin at 10 mg/kg/day for 21 days). 
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According to our study, brain oxidant/antioxidant status, inflammatory mediators, and 

apoptosis changes during acrylamide exposure were higher in pinealectomized rats 

than in non-pinealectomized rats. In addition, histopathological changes were more 

common in the brain tissue of pinealectomized rats after acrylamide administration. 

Exogenous melatonin treatment increased the activities of antioxidant enzymes such 

as superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and improved brain total 

antioxidant status (TAS). In addition, melatonin suppressed lipid peroxidation, 

inflammatory pathways and apoptosis in acrylamide-exposed brain tissues. In 

addition, exogenous melatonin intervention in acrylamide-exposed rats significantly 

restored the structure of neuronal tissues. In conclusion, this study suggested for the 

first time that exogenous melatonin treatment may reduce oxidative damage by 

increasing the activities of antioxidant enzymes, inhibiting lipid peroxidation and 

inflammation, and improving histopathological changes in the brain tissue of 

pinealectomized rats after acrylamide administration. 

 

Key Words : Pinealectomy, Melatonin, Neurotoxicity, Lipid Peroxidation,  

Inflammation, Acrylamide, Oxidative Stress. 

 

Science Code : 1090 
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BÖLÜM 1 

 

GİRİŞ 

 

Akrilamid oda sıcaklığında, kokusuz, beyaz, katı kristal bir yapıya sahip olup suda 

çözünürlüğü yüksektir. Suda iyi çözünmesinin yanı sıra metanol, etanol vs. ortamlarda 

iyi çözünürken; hektan, heptan gibi ortamlar ise çözünürlük oranı düşer. Akrilamid 

normal şartlarda doğada kendiliğinden bulunmayıp kimyasal tepkimeler sonucu 

oluşan ve birçok alanda kullanılan bir kimyasaldır. Monomer ve polimer yapıda olmak 

üzere iki farklı şekilde bulunur. Monomer formu toksik özellik gösterirken 

poliakrilamid formu ise nontoksiktir. Monomer formunun omurgalılarda sinir sistemi 

üzerine zarar verir. Ayrıca karsinojenik, genotoksik ve nörotoksik etkileri de 

mevcuttur. Polimer formu ise kağıt ve tekstil ürünlerinde, atık su arıtma da, içme 

suyunun berraklaştırılmasında arıtıcı olarak, plastik üretimi gibi kullanım alanlarına 

ek olarak baraj temelleri ve tünel inşaatları için derz dolgu maddelerinin 

formülasyonunda kullanılır. Polimer formu aynı zamanda moleküler biyoloji alanında 

elekroforez jeli ve kromatografi de de kullanılır [1-3].  

 

Stockholm Üniversitesi araştırmacılarının 2002 yılında yaptığı araştırma sonucunda 

gıdalarda ilk defa akrilamidin tespit edilip sağlık açısından etkilerinin ortaya 

konulması ile tüm dünyanın dikkatini çekmiştir. Nisan 2002 yılında yaptıkları basın 

açıklaması üzerine akrilamidin monomerik formunun karbonhidratça zengin gıdaların 

yüksek sıcaklıkta (120 0C ve üzeri) kızartılması veya fırınlanması sonucu kanser 

oluşturma riskine sahip bir kimyasal madde olarak yüksek miktarda oluştuğunu 

duyurdular. Bunun üzerine Uluslararası Kanser Araştırma Merkezi nörolojik ve 

kanserojenik etkiler gösterdiği için akrilamidi “insanlar açısından potansiyel 

kanserojen madde” kategorisinde 2A grubunda sınıflandırdılar [4, 5]. 
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Akrilamidin ratlardaki nörotoksik etkileri üzerine yapılan çalışmalar da ise hem 

periferal hem de merkezi sinir sistemleri üzerine etkileri ortaya konmuştur. Örneğin, 

arka bacak ayak açıklığı, ataksi, iskelet kası zayıflığı, aksonal dejenerasyon, zayıf 

bacaklar, duyu kaybı, azalmış refleksler ve periferik ekstremite uyuşması gibi 

semptomlar görülmektedir. Ek olarak, inhalasyon veya deri yoluyla uzun süreli 

akrilamid maruziyetinin daha şiddetli serebellar disfonksiyon ve nöropati 

semptomlarına neden olduğu da gösterilmiştir [1-4].  

 

Serbest radikaller ile biyolojik sistemin reaktif ara ürünlerini detoksifiye etme veya 

oksidatif radikallerin neden olduğu hasarı onarma yeteneği arasındaki dengesizlik 

oksidatif stres olarak tanımlanır. Serbest radikalle, detoksifiye edilemediği takdirde 

hücrenin lipid, protein, karbonhidratlara saldırarak oksidatif hasarlar meydana 

getirirler. Hücreler meydana gelen bu oksidatif hasarı önlemek ve detoksifiye etmek 

için antioksidan savunma mekanizmalarını kullanırlar. Antioksidan savunma 

mekanizmaları da birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrılır. Birincil 

antioksidanlar radikal türlerini temizleyebilen zincir kırıcı antioksidanlarken, ikincil 

antioksidanlar ise singlet oksijen söndürücüler, radikal olmayan türler veren peroksit 

ayrıştırıcılar, metal şelatörler, oksidatif enzim inhibitörleri (örneğin lipooksijenaz) 

veya ultraviole absorblayıcılardır. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve 

nonenzimatik antioksidanlar olarak iki gruba ayrılır. Süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’ler enzimatik antioksidanlardır. 

Ayrıca bu antioksidanlara ek olarak, tioredoksinler (TRX'ler), peroksiredoksinler 

(PRX'ler) ve glutation transferaz (GST)’ da yer alır. C vitamini (askorbik asit), E 

vitamini (α-tokoferol), β-karoten ve glutatyon (GSH) ise enzimatik olmayan 

antioksidanları oluşturur [5-9]. 

 

Pineal bez sagital hat üzerinde yer alan, sağlam, çam kozalağı şeklinde, kırmızı-gri 

renkli, yaklaşık 5-9 mm uzunluğunda ve 1-5 mm genişliğinde olup ortalama 100-180 

mg ağırlığındadır. Omurgalılarda sirkadiyen ritimden sorumludur. Sirkadiyen ritim 

yaklaşık 24 saatlik biyolojik ritimlerdir ve açlık/tokluk, endokrin sistem, 

uyku/uyanıklık durumu, immün sistem gibi fizyolojik olayları kapsar. Memelilerin 

pineal bezinden salgılanan ve çeşitli sirkadiyen ritimleri düzenleyen melatonin 

hormonunun, nöroprotektif etki, anti-amiloid etki, antilipidemik, antihipertansif ve 
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antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda önemli rol oynamaktadır. 

Böylelikle serbest radikal süpürücü özelliğinin keşfinden sonra yapılan araştırmalar 

sonucu radikallerin detoksifikasyonunda işlev gördüğünde oluşan metabolitleri de 

radikal süpürücü özelliktedir [10-14]. 

 

Bu çalışmada ratlara pinealektomi işlemi uygulanarak vücutlarında doğal olarak 

bulunan ve en güçlü antioksidan olan melatoninin endojen yoksunluğunda akrilamid 

tarafından oluşturulan nörotoksisitenin beyin dokusu üzerindeki etkilerine karşın 

ekzojen melatoninin koruyuculuğunu inceledik. Bu sebeple pinealektomize edilmiş 

ratlara akrilamid ile oluşturulan nörotoksisite üzerine ekzojen melatonin uygulaması 

sonrası beyin ve beyincik dokularında MDA, GSH, TAS, TOS, OSI, CAT ve SOD 

incelenerek doku oksidatif hasar düzeyleri analiz edildi. Bunlara ek olarak aynı 

dokularda TNF-α, BDNF ve Dopamin düzeyleri analiz edildi. Ratların serumlarında 

melatonin düzeyleri ölçüldü. Ayrıca apopitoz düzeyi immünohistokimyasal olarak 

Kaspaz-3 boyama ile ortaya konuldu. Beyin ve beyicik dokularında histopatolojik 

incelemeler ışık mikroskobu ile yapıldı. 
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BÖLÜM 2 

 

OMURGALILARDA SİNİR SİSTEMİ VE BEYİN GELİŞİMİ 

 

Sinir sistemi kökenini nöral plaktan alarak notokord ve paraksiyal mezoderm 

üzerindeki ektoderm tabakasını nöral plağa farklılaşması için uyarır. Nöral katlantılar, 

nöral tüp ve nöral krista, nöral plaktan gelişen yapılarıdır. Nöral tüp santral sinir 

sistemine farklılaşırken; nöral krista ise posterior kök ganglionu, kraniyel sinirlerden 

V, VII, IX, X. sinirlerin duyu ganglionlarını, otonom ganglionları, Schwann 

hücrelerini, santral sinir sisteminin meningeal örtüleri olan piameter ve araknoidi 

oluşturur [15].  

 

Nörulasyon süreci nöral plak ve nöral tüp oluşumuyla sonuçlanan hücresel ve yapısal 

farklılaşmayı içerir. Bu süreç gebeliğin üçüncü haftasında başlar ve dördüncü 

haftasında zirve yapar. Nöral katlantıların birleşmesi kranial ve kaudal yönde her iki 

uç içinde küçük bir açıklık kalıncaya kadar devam eder. Kranial açıklık 25. günde, 

kaudal açıklık ise 27. günde kapanır. Nöral kanaldan medulla spinalisin kanalis 

sentralisini oluşurken; nöral tüpün duvarları kalınlaşarak beyni ve medulla spinalisi 

oluşturur [16, 17]. 

 

Orta çizgide yer alan notokord uzantısı denilen hücresel kordon, mezenşimal 

hücrelerin bir kısmının primitif düğüm ve çukurdan kraniale doğru göç etmesiyle 

meydana gelerek notokord kanalını oluşturur (Şekil 2.1) [17, 18]. 
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Şekil 2.1. Notokord uzantısının gelişimi [18]. 

 

Notokord uzantısı silindirik endodermal hücrelerin oluşturduğu yuvarlak bir alan olan 

prekordal plağa doğru ilerlerken ektoderm ve endoderm arasından kraniale uzanır. 

Prekordal plak ise üstündeki ekdoderme sıkıca yapışık olmasından dolayı notokord 

uzantısının daha fazla ilerlemesine izin vermez. Böylelikle ileride ağız boşluğunun 

gelişeceği orofarengial membranı oluşturur. Primitif çizginin kaudalinde ise dairesel 

bir alan olan kloaka membranı bulunur ki buradan da ileri de anüs gelişir (Şekil 2.2) 

[17, 18].  

 

 
 

Şekil 2.2. Notokord uzantısından ileride ağız ve anüs oluşumunun gösterimi [18]. 

 



6 

Notokord denilen yapı (Şekil 2.3); hücresel bir çubuk olup, embriyonun primordiyal 

eksenini ve omur cisimlerinin oluşacağı yeri belirler. Embriyoya diklik verirken, kafa 

ve omurga kemiklerinin gelişimi için önemli rol oynar [17, 18].  

 

 
 

Şekil 2.3. Nöral plaktan notokord oluşumu [18]. 
 

 

2.1. BEYiN VE GELİŞİMİ 

 

Nöral tüp, gebeliğin 3. haftasının sonunda oluşur. Bu, gebeliğin 18 ve 22. günleri 

arasında meydana gelen nöral plak oluşumu ile başlar. Gebeliğin 23. gününde, nöral 

plağın her iki tarafında nöral progenitör hücrelerle çevrili iki sırt oluşur. Sırtlar daha 

sonra yukarı doğru yükselir ve füzyon için hazırlanmak üzere kendi içlerine doğru 

kıvrılmaya başlar. Füzyondan hemen önce, nöral tüpün ön ucu üç ayrı keseye 

farklılaşır. Bu keselerin ilki ve en ön kısmı ön beyni oluşturan prosensefalondur. 

Sonraki, orta beyni oluşturan mezensefalondur. Üçüncü kese, arka beynin öncüsü olan 

rombensefalondur. 4. haftanın başlamasıyla ise prosensefalon, telesefalon ve 

diensefalon olmak üzere iki keseye ayrılır. 5. haftada ise rombensefalon da 

metensefalon ve miyelensefalon olmak üzere iki keseye ayrılır [19, 20]. 

 

Postembriyonik dönemde erişkin beyninin ağırlığı kişiden kişiye değişebilmekle 

birlikte ağırlığı ortalama 1,2 kilogram olup %78 su, %10 yağ ve %8 de proteinden 

oluşmaktadır. Yapışkan, peltemsi, üç katlı zar ile örtülü, iki yarım küreden oluşan, 

girintili-çıkıntılı yapıya sahip bir organdır [21, 22]. Postembriyonik dönemde beyin 
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diencephalon, telencephalon, mesencephalon, pons, medulla oblongata ve cerebellum 

olmak üzere altı kısma ayrılır (Şekil 2.4) [23]. 

 

 
 

Şekil 2.4. Beynin kısımları [23]. 

 

Diencephalon, beyin hemisferleri tarafından örtülmüş olup. epitalamus, metalamus, 

hipotalamus, talamus ve subtalamus olmak üzere beş bölümden oluşur. 

Mesencephalon, beynin en küçük parçasıdır ve görme ve işitme refleks merkezlerini 

oluştururlar. Pons, V, VI, VII, VIII kranial sinir nükleuslarının ve tegmentum pontis’in 

inen-çıkan yolları içerir. Medulla oblangata, medulla spinalis ve ponns arasında yer 

alırken ventralinde kortikospinal yolları, dorsalinde tuberculum gracile, tuberculum 

cuneatum ve fossa rhomboidea bulunur. Cerebellum, beynin ikinci büyük kısmıdır. 

İskelet kaslarının (istemsiz hareket eden) tonusunu kontrol eder. Telencephalon, 

beynin en geniş kısmı olup iki hemisferden oluşur. Bu iki hemisfer birbirine corpus 

callosum ile bağlanır. Hemisferlerde yer alan çıkıntılar arasında sulcus denilen yarıklar 

yer alır ki bu sulcuslara göre hemisferler frontal, parietal, oksipital ve temporal 

loblardan oluşur (Şekil 2.5) [24-26]. 
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Şekil 2.5. Beyin hemisferlerinde yer alan loblar [23]. 
 

2.2. NÖROTROFİK FAKTÖR 

 

Nörotrofinler, hücre gövdesinden uzak bir mesafede, nörotrofine duyarlı nöronların 

aksonları ile temas eden periferik dokular veya nöronlar tarafından sentezlenir. 

Nörotrofin ailesi, sinir sistemi gelişimini, farklılaması ve işlevini etkileyen polipeptit 

büyüme faktörleri grubudur [27]. Nörotrofinler genel olarak ortak bir yapıya sahip 

olup, promotor bölgelerinde yer alan farklı domainler aracılığıyla spesifik 

reseptörlerine bağlanarak biyolojik yanıtlar oluştururlar [28, 29]. 

 

Nörotrofin ailesi üyeleri, sinir büyüme faktörü (NGF), nörotrofin 3 (NT3), beyin 

türevli nörotrofik faktör (BDNF) ve NT4’ dir. Bu faktörlerin reseptörlerine bağlanması 

tropomiyozin ilgili kinaz (TrkA, TrkC ve TrkB) yolunun uyarılmasına sebep olur. 

Nörotrofinler çeşitli sebeplerle azalma gösterdiklerinde beyinde etkili oldukları 

nöronların ölümüyle sonuçlanacak biyolojik olaylar zincirini tetikleri bilinir [30-32].  

 

2.2.1. Beyin Türevli Nörotrofik Faktör (BDNF) 

 

Beyin türevli nörotrofik faktör, sinir sisteminde yer alan nöronların yaşamasını, 

büyümesini ve fonksiyonlarını düzenler. Sinaptik plastisitede sağlarken, sinapsların 

akson ve dendrit dallanmalarını düzenleyen bir nörotrofindir [33]. 
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BDNF temelde santral sinir sisteminde nöronların gelişmesine, yenilenmesine 

yardımcı olurken nörotransmitterlerin rol aldıkları önemli sinir yolaklarının yapısal 

olarak normal yapıda olmalarını ve işlevlerini sağlıklı bir şekilde sürdürmelerine katkı 

sağlamaktadır. Öğrenme ve hafızada mRNA ekspresyonunu artırırken, hücresel 

uyarılabilirliği artırarak davranış ve öğrenme ilgili fonksiyonları ve akabindeki 

sinaptik değişiklikleri etkilemektedir. Fizyolojik ve patolojik durumlarda BDNF 

miktarı değişmektedir [34-37]. 
 

BDNF’nin mRNA ve protein düzeyleri, hipokampus, serebellum, amigdala, striatum, 

neokorteks, hipotalamus, talamusta tespit edilmiştir. Ayrıca bulbus olfaktoriusta, 

adrenerjik beyin sapı çekirdeklerinde ve de medulla spinaliste BDNF mRNA’sı 

belirlenmiştir. Yine kalpte, böbrekte, akciğer ve mesane dokularında, dalakta ve düz 

kas hücrelerinde de tespit edilmiştir [38-40]. 

 

2.3. DOPAMİN 

 

Dopamin (3-hidroksitiramin), santral sinir sistemindeki ana katekolamindir (Şekil 

2.6). Tirozin amino asitinin bir metaboliti olup 1957 yılında İsveçli bilim adamı Arvid 

Carlsson tarafından yaklaşık 65 yıl önce keşfedilmiştir [41].  

 

 
 

Şekil 2.6. Dopamin hormonu [41]. 
 

Memeli beyninde dört dopaminerjik yolak tanımlanmış olup bunlar nigrostriatal, 

mezolimbik, mezokortikal ve tuberoinfundibulardır. Bu yolaklardaki yer alan 

dopaminerjik nöronlar santral sinir sistemi fonksiyonlarında önemli rol alan hareket, 

beslenme, dikkat, ödül, uyku, hafıza ve öğrenme gibi işlevleri vardır. Bunların yanı 

sıra dopaminin önemli fizyolojik süreçlerde de rol aldığı bilinmektedir. Bu fizyolojik 

süreçlere ise koku alma, bağışıklık sistemi, hormonal düzenleme, böbrek 
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fonksiyonlarının düzenlenmesi ve kardiyovasküler düzenlemeyi örnek verebiliriz [42-

44]. 
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BÖLÜM 3 

 

AKRİLAMİD 

 

Akrilamid, 1893 yılında Christian Moureau tarafından kimyasal bir bileşik olarak 

bulunmuştur. Yapısında reaktif etilenik çift bağ ve amid grubu içerir. Tabiatta doğal 

olarak bulunmayıp kimyasal olarak sentezlenen toksik bir maddedir. [45].  

 

Akrilamid oda sıcaklığında kokusuz, beyaz, katı, kristal bir yapıya sahiptir. Suda 

çözünürlüğü yüksektir (25 oC’ de 204 g/100 ml). Hem zayıf bazik hem de zayıf asidik 

özelliğe sahiptir. Akrilamid suda oldukça iyi çözünmesinin yanı sıra metanol, etanol 

ve aseton gibi ortamlarda iyi çözünürken; hekzan ve heptan gibi ortamlarda ise 

çözünürlük oranı düşer. Kapalı kimyasal formülü C3H5NO’ dur. Molekül ağırlığı 

71.08 g/mol’ dür. 84,5 oC’de erirken, (25 mmHg) 125 oC’de kaynar. Atmosfer 

basıncında ise kaynama noktası 192,6 oC’ ye kadar çıkmaktadır. Akrilamidin açık 

formülü aşağıda verilmiştir (Şekil 3.1) [46, 47].  

 

 
 

Şekil 3.1. Akrilamidin açık formülü [46]. 

 

Akrilamid, monomer ve polimer yapıda üzere iki farklı şekilde bulunur. Monomer 

formu toksik özellik gösterirken, poliakrilamid formu ise nontoksiktir. Monomerik 

formu omurgalılarda sinir sistemine zarar verir. Ayrıca memeli hayvanlarda 

kanserojen ve mutajen etki gösterdiği belirtilmektedir. Monomer formunun  
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nörotoksik, karsinojenik, ve genotoksik etkileri vardır. Polimer (poliakrilmid) formu 

ise kağıt ve tekstil ürünlerinde, atık su arıtımında, içme suyunun berraklaştırılmasında 

pıhtılaştırıcı olarak, plastik üretimi gibi pek çok kullanım alanı bulurken, baraj 

temelleri ve tünel inşaatları için derz dolgu maddelerinin formülasyonunda da 

kullanılır. Poliakrilamid ayrıca moleküler biyoloji alanında araştırma 

laboratuvarlarında elektroforez jeli ve kromatografide kullanıldığı gibi proteinlerin 

ayrıştırılması ve saflaştırılmasında da kullanılmaktadır [48-51]. 

 

2002 yılında Tareke ve arkadaşlarını yaptıkları çalışma sonucunda gıda içeriklerinde 

akrilamidin varlığının bulunması ve zararlı etkilerinin sağlığı olumsuz yönde 

etkilediğini bulmaları sonucu tüm dünyanın dikkatini çekmişlerdir. İsveç Ulusal Gıda 

Komisyonu (NFA) ve Stockholm Üniversitesi’nin yürüttüğü araştırmalar sonucu 

Nisan 2002’ de bir basın açıklaması yaparak akrilamidin monomerik formunun 

“karbonhidratça zengin” gıdaların yüksek sıcaklık (120 0C ve üzeri) uygulanarak 

kızartılması veya fırınlanması işlemleri sonucunda kansere sebep olma riskini içeren 

kimyasal bir madde olarak yüksek oranlarda oluştuğunu ortaklaşa duyurdular. İsveçli 

bilim adamlarının bu açıklamasının ardından dikkatlerin iyice akrilamide 

yönelmesiyle birlikte Uluslararası Kanser Araştırma Merkezi (IARC) nörotoksik ve 

kanserojenik etkilere neden olduğu için akrilamidi “insanlar için potansiyel kanserojen 

madde” kapsamında 2A sınıfı olarak nitelendirmiştir. Akrilamidin bu kategoride yer 

almasının ardından Dünya Sağlık Örgütü (WHO) başta olmak üzere Birleşmiş 

Milletler (BM), Gıda ve Tarım Örgütü (FAO), Ortak Gıda Güvenliği ve Uygulamalı 

Beslenme Enstitüsü (JIFSAN) ve Ulusal Sağlık ve Güvenlik Enstitüsü (NIOSH) gibi 

kuruluşlar bu konuyu gündemlerine almışlardır. Avrupa Gıda Güvenliği Ajansı 

(EFSA) Haziran 2015’ te gıda içeriklerindeki akrilamidin belirli kanser türlerini 

geliştirme riskini tüm yaş gruplarında arttırdığını onaylamıştır [52-56].  

 

3.1. GIDALARDA AKRİLAMİD OLUŞUMU 

 

Akrilamid doğal olarak gıdalarda bulunmayıp yüksek sıcaklıklardaki ısıl işlem sonucu 

oluşan toksik bir madde olup birden fazla mekanizma sonucu ortaya çıkmaktadır. Bu 

sebeple de gıdalarda akrilamid oluşumunu açıklayan birden fazla teori mevcuttur. 

Akrilamid oluşumuna giden olası yollardan biri amonyağın akrolein veya akroleinin 
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oksidasyon ürünü olan akrilik asit ile reaksiyonudur. Akrolein ve akrilik asit basit 

şekerlerin enzimatik olmayan esmerleşmeye uğraması sonucu oluşabileceği gibi 

kızartma yağlarında serbest kalan triaçilgliserollerden de oluşabilir. Bir başka olası 

mekanizma ise alanin ve aspartik asit aminoasitlerinin ayrışması sonucu akrilik asitin 

oluşmasıyla akrilamid sentezlenebilir. Yine bir başka olası mekanizmalardan biri ise 

asparajin aminoasiti ile indirgen şekerlerin reaksiyona girmesi sonucu akrilamid 

oluşabilir [57, 58]. Şekil 3.2’ de gıdalarda akrilamidin oluşum tüm yolları verilmiştir 

[59]. 

 

 
 

Şekil 3.2. Gıdalarda akrilamidin oluşum yolları [59]. 
 

Gıdalarda akrilamidin oluşum mekanizmasını açıklamak için dört teori öne 

sürülmüştür. Bu teoriler ise aşağıda sırasıyla verilmiştir:  

 

• Teori 1: Doğrudan aminoasitlerden akrilamid oluşumu 

• Teori 2: Akrolein ara maddesine dayalı yollar 

• Teori 3: Akrilik asit ara maddesine dayalı yollar 

• Teori 4: Maillard reaksiyonu sonucu akrilamid eldesidir.  
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3.1.1. Teori 1: Doğrudan Aminoasitlerden Akrilamid Oluşumu 

 

Akrilamid oluşumunda gerekli olan öncüllerden birisi amino asitler ve proteinlerin 

yapısında bulunan α-amino grubundaki azottur. Bu sebeple de alanin, asparajin, 

glutamin ve metiyonin amino asitlerine dayalı birkaç akrilamid mekanizması 

önerilmiştir. 

 

Alanin aminoasitinden şekilde gösterildiği gibi doğrudan akrilamid sentezlenebilir 

(Şekil 3.3) [60]. 

 

 
 

Şekil 3.3. Alaninden akrilamid oluşumu [60]. 
 

Asparagin ve glutamin aminoasitlerinden bir dizi reaksiyon sonucunda şekilde 

gösterildiği akrilamid oluşturulabilir (Şekil 3.4) [46, 60].  

 

 
 

Şekil 3.4. Asparajin ve glutamin aminoasitinden akrilamid oluşumu [46, 60]. 

 

Sanders ve arkadaşları aşağıda gösterilen şekillerde yer alan kararlı izotoplar (13C ve 
15N) ile reaksiyon yolunun haritalanması gösterilmiş olup asparajin aminoasitini 
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kullanarak gerçekleştirdikleri reaksiyonlarda, reaksiyon yollarını haritalamak için üç 

basamaklı bir doğrulama deneyi yapmışlardır (Şekil 3.5, Şekil 3.6 ve Şekil 3.7) [61]. 

 

 
 
Şekil 3.5. Basamak 1: Asparajinlerin α-karbonunun bu reaksiyonda odak noktası 

olduğunu gösteren tepkime [61]. 
 

 
 

Şekil 3.6. Basamak 2: α-amino grubunun akrilamid oluşumuna katılmadığını gösteren 
tepkime [61]. 

 

 
Şekil 3.7. Basamak 3: Asparagindeki amino asit R grubunun pirolitik parçalardan bir 

araya getirilmek yerine bozulmadan kaldığını gösteren tepkime [61]. 

 

Metiyonin aminoasitinin Strecker bozunmasına uğraması sonucu Şekil 3.8’ te 

gösterildiği gibi de akrilamid sentezlenebilir [60, 62]. 
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Şekil 3.8. Metiyonin aminoasitinden Strecker bozunması ile akrilamid oluşumu [62]. 
 

3.1.2. Teori 2: Akrolein ara maddesine dayalı yollar 

 

Akrolein, akrilamidin öncü maddesi olup lipidlerin, aminositlerin ve proteinlerin 

bozunmasıyla meydana gelebilir. Akrolein ayrıca okside olarak akrilamidin diğer öncü 

maddesi olan akrilik aside de dönüşebilir. Şekil 3.9’ de gösterildiği gibi akrolein ve 

akrilamidin kimyasal yapıları birbirine çok benzemektedir [63, 64].  

 
 

Şekil 3.9. Akrolein ve akrilamidin kimyasal yapısı [63]. 
 

Akrolein oluşumundaki potansiyel yollardan biri Şekil 3.10’ de gösterilen gliserol 

dehidrasyonu ve Şekil 3.11’ da gösterilen monogliseridin oksidasyonu sonucu 

gerçekleşen lipitlerin bozunması yoludur [60, 65].  
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Şekil 3.10. Gliserolün dehidrasyonu ile oluşan akroleinden akrilamid oluşumu [60]. 

 

 
 

Şekil 3.11. Monogliserolün oksidasyonuyla akrolein oluşumu [60]. 

 

Diğer bir potansiyel yol ise nişaştanın parçalanması ve yağların, proteinlerin, 

karbonhidratların pirolizi ve oksidasyonu sonucu yan ürün olarak ortaya çıkan 

asetaldehit ve formaldehitten de akrolein elde edilebilir. Bu elde edilme yolları 

aşağıdaki şekillerde gösterilmiştir (Şekil 3.12 ve Şekil 3.13) [60, 66]. 
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Şekil 3.12. Nişaştanın parçalanması ile akrolein eldesi [60]. 

 

 
 

Şekil 3.13. Basit aldehitlerin rekombinasyonu sonucu akrolein eldesi [60]. 

 

3.1.3. Teori 3: Akrilik Asit Ara Maddesine Dayalı Yollar 

 

Akroleinden akrilamid sentezi sırasında iki mekanizma önerilmiştir. Bunlardan biri 

Şekil 3.14’da gösterilen akroleinin akrilik asit ara maddesi yoluyla doğrudan 

oksidasyonu iken bir diğeri ise akroleinden akrilik asit oluşmaksızın aminasyon 

yoluyla akrilamid elde edilmesidir. Bununla birlikte Şekil 3.15’ de ki gibi doğrudan 

alanin aminoasitinden de akrilik asit oluşumu önerilmiştir [60, 67]. 
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Şekil 3.14. Akroleinden akrilamid oluşumu [60]. 
 

 
Şekil 3.15. Alanin aminoasitinden akrilik asit oluşumu[60]. 

 

3.1.4. Teori 4: Maillard Reaksiyonu Sonucu Akrilamid Eldesi 

 

Maillard reaksiyonu indirgen şekerlerin (glukoz, fruktoz gibi) karbonil grubu ile 

aminoasitlerin amino grubunun kondenzasyonu ile meydana gelir. Maillard 

reaksiyonu, ışıl işlem sonrası kızartma, fırınlama gibi işlemler sonucu elde edilen cips, 

kahve, ekmek gibi ürünlerde renk, tat, aroma gibi karakteristik oluşumlar görülür. 

Ancak bu ışıl işlemler sırasında sıcaklığın 120 °C ve üzerine çıkmaya başladıkça 

istenmeyen yan ürünlerde oluşmaktadır. Bu ürünlerden biri olan akrilamidin 

oluşumunda genel olarak kabul gören teori Maillard reaksiyonu olmakla birlikte 

akrilamid oluşumunda kilit rol oynayan majör aminoasit ise asparajindir. Akrilamidin 

Maillard reaksiyonu esnasında muhtemel oluşum aşamaları Şekil 3.16’ de verilmiştir 

[68]. 
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Şekil 3.16. Akrilamidin Maillard reaksiyonu sonucu muhtemel oluşum aşamaları [68]. 

 

3.2. AKRİLAMİDİN GIDALARDAKİ SINIR DEĞERLERİ 

 

Akrilamid toksik bir madde olarak kabul edilir. Ancak bu etkileri açısından başlangıç 

konsantrasyonlarının tam olarak tanımlanamadığı kimyasal maddeler grubunda yer 

almaktadır. Çünkü bu şekilde başlangıç konsantrasyonlarının tam olarak bilinemediği 

kimyasalların çok az miktarları bile bir risk taşır ve maruz kalındığında zararsızdır 

demek doğru olmaz. Gıdalardaki akrilamid içeriği ile ilgili sınırlı veri bulunmaktadır. 
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Bazı gıdaların örneğin patates kızartması, kahve, mısır gevreği gibi akrilamid içeriği 

genel olarak belirlenmiştir. Çizelge 3.1’ de Amerikan İlaç ve Gıda Dairesi (U.S. FDA) 

bazı gıdaların akrilamid içerikleri ile ilgili yaptığı çalışmalardaki veriler verilmiştir 

[69].  

 

Çizelge 3.1. U.S. FDA’nın yaptığı çalışmadaki bazı gıdaların akrilamid içerikleri [69]. 
 

  
 

Türkiye de akrilamidle ilgili çalışmalar kısıtlı olmakla birlikte TÜBİTAK-MAM 

araştırmacılarından Dr. Hülya ÖLMEZ ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada taze 

soyularak evde yapılan patates kızartmalarının restoranlarda doğranıp dondurulmuş 

patatesle yapılana nazaran daha az miktarda akrilamid oluştuğunu göstermiştir. 

TÜBİTAK-MAM tarafından kahve, bisküvi, kraker, çikolata, kızarmış ekmek gibi 
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gıdalar üzerinde yaptıkları çalışmalar sonucu akrilamid düzeyleri açısından elde edilen 

sonuçlar aşağıdaki çizelgede gösterilmiştir (Çizelge 3.2) [70]. 

 

Çizelge 3.2. TÜBİTAK-MAM’ ın çeşitli gıdalarda ölçtüğü akrilamid değerleri [70]. 
 
Çeşitli gıdalar Akrilamid (µg/kg) 

Pirinç pilavı Ölçülebilir değerin altında 

Tahin helvası Ölçülebilir değerin altında 

Kebap, döner, ızgara Ölçülebilir değerin altında 

Çavdar ekmeği Ölçülebilir değerin altında 

Beyaz ekmek (kabukta) 40-160 

Kızarmış ekmek (hazır) 200 

Hazır çorba 40-60 

Tulumba tatlısı 40-45 

Bebe bisküvisi 400-600 

Bisküvi 70-130 

Kraker  70-200 

Kahvaltılık gevrekler 80-350 

 

3.3. GIDALARDAKİ OLUŞUMUNU ETKİLEYEN FAKTÖRLER 

 

Akrilamid oluşumunu etkileyen birçok faktör bulunmaktadır. Bunlar arasında ısıtma 

süresi ve sıcaklığı, ortamın pH değeri, öncül madde konsantrasyonu ve bileşimi, su 

aktivitesi değeri gibi durumlardır [47, 71]. Akrilamid oluşumu da sıcaklık ve süreye 

bağlı olup ortam sıcaklığı 180 °C’ye ulaştığında en yüksek düzeye ulaştığı tespit 

edilmiştir. Bu yüzden ısıl işlem çeşidi, sıcaklığı ve süresi gibi proses parametrelerinin 

kontrolü, akrilamid düzeyini azaltmada etkili olabilmektedir. Işıl işlem ve 

uygulamalarının yanı sıra doğru depolama yöntemleriyle de akrilamid oluşumu 

azaltılabilir. Örneğin, patateslerin 8-10 °C'nin altında saklanması genellikle 

patateslerdeki şeker seviyelerini arttırır ve pişirme sonrasında potansiyel olarak daha 

yüksek akrilamid seviyelerine yol açar. Bu nedenle kızartılacak patateslerin bu sıcaklık 

altında depolanmaması gerekmektedir. Ayrıca patates dilimlerini suda veya sitrik asit 

solüsyonunda bekletmek, cipslerdeki akrilamid seviyelerini sırasıyla %40 veya %75'e 
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kadar azaltabilir. Alternatif diğer bir yol olarak kızartma öncesi patatesin haşlanması 

da akrilamid düzeylerini önemli ölçülerde azaltabilir [72-74]. 

 

3.4. AKRİLAMİDİN TOKSİK ETKİLERİ 

 

3.4.1. Akrilamidin Genotoksik ve Karsinojenik Etkileri 

 

Akrilamidin IARC tarafından “insanlar için olası bir kanserojen” olarak 

sınıflandırılmasının ardından 2011 yılında ABD Ulusal Toksikoloji ve Karsinojenler 

Raporunda, akrilamidi "insanlarda kanserojen olması makul bir şekilde tahmin 

edilmektedir" olarak sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırmalar, akrilamid ve glisidamitin 

DNA, hemoglobin ve -SH gibi farklı fonksiyonel protein grupları ile kovalent 

eklentiler oluşturabildiğini, gen mutasyonunu ve kromozomal bozuklukları 

indüklediğini, kemirgenlerde malign ve bening neoplasm’ı artırdığını gösteren çalışma 

tarafından desteklenmektedir [75-78]. 

 

Akrilamid ve ana metaboliti glisidamitin genotoksisitesi ile ilgili Alzahrani tarafından 

fareler üzerinde yapılan bir araştırmada 10, 20 ve 30 mg/kg tek doz şeklinde ve 1-2 

hafta boyunca tekrarlanan 10 mg/kg akrilamid dozu, fare kemik iliği hücrelerinde 

mikronükleus ve kromozom anormalliklerinde artış göstermiş olup kontrol grubuna 

kıyasla önemli ölçüde DNA hasarını da indüklediğini göstermiştir [79]. 

 

3.4.2. Akrilamidin Reprodüktif Sistem Üzerine Etkileri 

 

Erkeklerde akrilamide maruz kalma sonucunda sperm sayısını ve sperm hareketliliğini 

azalttığı gösterilmiştir. Akrilamidin neden olduğu periferik nöropati de üreme 

kapasitesi üzerinde dolaylı bir etki yapmaktadır. Hayvanda periferik parapleji, 

kavrama kuvvetinin azalması ve penil stimülasyon disfonksiyonu nedeniyle binme ve 

çiftleşmede zorluk yaşanır. Ayrıca, nörotoksisite erkek dayanıklılık seviyelerini 

azaltabilir ve bu da spermin rahme ulaşması için yeterince uzun süre çiftleşememesine 

yol açar [80, 81]. Bu nedenle akrilamid dolaylı olarak periferik nöropatiyi indükler, 

böylece çiftleşmede ve dolayısıyla yavru üretiminde bir azalmaya neden olur. 

Akrilamid sadece üreme sorunlarının dolaylı bir tetikleyicisi değildir, aynı zamanda 
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sperm morfolojisi, hareketliliği ve üretiminin toksikolojik etkilerinde de doğrudan bir 

rol oynayabilir. Çalışmalar, erkek fareler akrilamide maruz kaldığında spermde 

kusurlar olduğunu göstermiştir. Akrilamid ve ana metaboliti glisidamitin kinesin 

benzeri motor proteinlerin normal işlevini engellemesi düşük sperm üretimine neden 

olur. Ayrıca kinesin benzeri motor proteinlerin spermin kuyruğunda bulunması 

sebebiyle bu proteinin akrilamid kaynaklı hasarı sonucu spermin motilitesinin 

düşmesine sebep olarak döllenme için yumurtaya ulaşamamasına böylelikle döllenme 

ve yavru üretiminde azalmaya neden olmaktadır [82-84].  

 

3.4.3. Akrilamidin Nörotoksik Etkileri 

 

Nörotoksisite, akrilamid maruziyetinin önemli bir sonucudur ve bu araştırma alanına 

büyük ilgi gösterilmiştir. Akrilamid, insanlarda olduğu kadar ratlarda da nörolojik 

bozuklukların ciddiyeti ve semptomların ilerlemesinin doz hızı ve konsantrasyonuna 

bağlı olması nedeniyle kümülatif nörotoksik bir madde olarak kabul edilir. Ratlarda 

yapılan toksisite çalışmalarında, 10 ila 50 mg/kg vücut ağırlığı/gün olarak akrilamidin 

tekrarlanan dozlarına maruz kalmanın çoğu laboratuvar hayvan türünde nöropatiye 

neden olduğu rapor edilmişken, 100 ila 200 mg/kg'lık tek dozlara maruz kalmanın yine 

çoğu hayvanda ölümcül olduğu da bildirilmiştir [85, 86]. 

 

Akrilamidin ratlardaki nörotoksik etkileri üzerine yapılan çalışmalarda hem periferal 

hem de merkezi sinir sistemleri üzerine etkileri ortaya konmuştur. Örneğin, arka bacak 

ayak açıklığı, ataksi, iskelet kası zayıflığı, aksonal dejenerasyon, zayıf bacaklar, duyu 

kaybı, azalmış refleksler ve periferik ekstremite uyuşması gibi semptomlar 

görülmektedir [1-3]. Ek olarak, inhalasyon veya deri yoluyla uzun süreli akrilamid 

maruziyetinin daha şiddetli serebellar disfonksiyon ve nöropati semptomlarına neden 

olduğu da gösterilmiştir [4].  

 

Akrilamide bağlı nöron hasarının, akrilamidin doğrudan etkisi ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Yapılan son çalışmalar, izole beyin sinaptozomlarının in vitro olarak 

akrilamide maruz bırakılmasının nörotransmitter salınımını azaltacağı iddiasını 

desteklemektedir. Akrilamidin elektrofilik doğasının, bir nöronun aksonundaki tiyol 

gruplarına, özellikle de nörotransmiterlerin ekzositozunu düzenleyen proteinlere 
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bağlanmasına izin vermektedir. Sonuç olarak bu eylem, akson terminallerinden 

nörotransmitter salınımını engeller, böylece hem merkezi hem de periferik sinir 

sistemini etkiler. Ekzositozu düzenleyen proteinler tipik olarak sistein bakımından 

zengindir ve bu nedenle akrilamidin eklentiler oluşturması için bir mekanizma sağlar. 

Ek olarak, çalışmalar bu proteinlerin uzun bir yarı ömre sahip olduğunu ve dolayısıyla 

aksonal dejenerasyon üzerinde önemli bir etkiye sahip olabileceğini göstermiştir [51, 

87-89].  
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BÖLÜM 4 

 

MELATONİN 

 

Pineal bez ya da epifiz bezi, epitalamusun bir parçası olup üçüncü ventrikülün 

posterior kısmına doğrudan bağlıdır [90, 91]. Pineal bez sagital hat üzerinde yer alan, 

sağlam, çam kozalağı şeklinde, kırmızı-gri renkli, yaklaşık 5-9 mm uzunluğunda ve 1-

5 mm genişliğindedir. Ortalama 100-180 mg ağırlığındadır. Bezin damarlanması ise 

posterior koroidal arterler ve internal serebral venler tarafından sağlanır ve 

omurgalılarda sirkadiyen ritimden sorumludur [91-93]. Sirkadiyen ritim yaklaşık 24 

saatlik biyolojik ritimlerdir ve önemli fizyolojik olayları düzenler. Açlık/tokluk, 

endokrin sistem, uyku/uyanıklık durumu, immün sistem, sindirim sistemi ve dolaşım 

sistemi gibi fizyolojik olayları kapsar [94]. Şekil 4.1.’de epifiz bezi ve bezin konumu 

gösterilmiştir [95]. 

 

 
Şekil 4.1. Epifiz bezi ve bezin konumu [95]. 
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Memelilerin pineal bezinden salgılanan ve çeşitli sirkadiyen ritimleri düzenleyen 

melatonin hormonunun sentezi, ortamdaki ışık bilgisinin retina hücreleri ile alınması 

ve retinohipotalamik yol aracılığıyla suprakiazmik nükleus ile retinada yer alan 

fotoreseptif ganglion hücrelerinde melanopsin pigmentlerinin yıkımının 

gerçekleştirilmesi ya da sentezinin aktivasyonu veya inhibisyonu için pineal beze 

aktarılması ile gerçekleştirilir. Bu aktarım sonucunda da çevresel aydınlık/karanlık 

döngülerine yanıt olarak sentezlenen melatonin hormonunun miktarı karanlıkla 

artarken ışıkla baskılanır [96, 97]. Şekil 4.2’ de melatonin sentezinin nöral kontrolünün 

şematize edilmiş hali gösterilmiştir [98]. 

 

 
Şekil 4.2. Melatonin hormonu sentezinin nöral kontrolü. RHT, retinohipotalamik yol; 

SCN, suprakiazmik nukleus; SCG, sempatik servikal ganglion; MLT, 
melatonin [98].  

 



28 

Memelilerde melatonin hormonunun salgılanması gün batımı ile başlar ve özellikle 

gece saat 02.00-04.00 saatleri arasında pik yapar. Gece serum konsantrasyonları 80-

120 pg/ml’dir. Saat 04.00’ten sonra ise melatonin hormonunun serum konsantrasyonu 

giderek azalmaya başlar ve gündüz saatlerinde de azalmaya devam ederek 10-20 pg/ml 

arasında seyreder. Bu durum melatonin hormonunun yaklaşık %80’inin gece 

sentezlendiğini göstermektedir [99-101]. Şekil 4.3’te serum melatonin hormonunun 

düzeyinin aydınlık/karanlık döngüdeki konsantrasyonları gösterilmiştir [99]. 

 

 
 

Şekil 4.3. Serum melatonin düzeyinin aydınlık/karanlık döngüdeki konsantrasyonları 

[99]. 

 

4.1. HORMON OLARAK MELATONİNİN SENTEZİ 

 

Melatonin hormonu ya da diğer adıyla N-asetil-5-metoksitriptamin, Aaron Lerner 

tarafından 1958 yılında sığır epifiz bezinden izole edilerek tanımlanmıştır. Melatonin 

hormonunun açık formülü Şekil 4.4’te gösterilmiştir [98, 100]. 
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Şekil 4.4. Melatonin hormonunun açık formülü [98]. 

 

Melatonin hormonu, epifiz bezinden sentezlenip salgılanmasına rağmen; ekstrapineal 

dokulardan da salgılanmaktadır. Bu ekstrapineal dokulara deri, lens, siliyer cisim, 

gastrointestinal sistem, testis, yumurtalık, rahim, kemik iliği, plasenta, kırmızı kan 

hücreleri, trombositler, lenfositler, astrositler örnek verilebilir [102]. 

 

Epifiz bezinin bolca vaskülarize yapısı ve üçüncü ventrikül duvarına dorsal ve 

posterior olarak bağlanması sebebiyle melatonin hormonunu gece boyunca beyin 

omurilik sıvısı ve vasküler sisteme salınır. Melatonin hormonu pinealositler tarafından 

sentezlenirken depolanmayıp sentez sonrası hemen salınır. Böylelikle dolaşımda 

sistemine verildikten sonra dokulara, tükürük, idrar, semen, amniyon sıvısı, süt vs. 

çeşitli vücut sıvılarına salınır [103-105]. 

 

Melatonin hormonu esansiyel bir aminoasit olan triptofandan sentezlenir. Sentez, 

triptofanın triptofan hidroksilaz enzimi tarafından 5-hidroksitriptofana 

hidroksilasyonu ile başlar. Ardından 5-hidroksitriptofanın kan-beyin bariyerini 

geçmesi ile aromatik L-aminoasit dekarboksilaz enzimi olan 5-triptofan dekarboksilaz 

tarafından dekarboksilasyonla serotonine dönüşür. Melatonin hormonu direk 

serotoninden sentenlezmez. Ara bir basamak daha vardır. Bu ara basamakta ise 

serotonin, N-asetil transferaz veya arilalkilamin-N-transferaz (AANAT) enziminin 

asetilasyonu ile (AANAT, aynı zamanda hız sınırlayıcı basamak enzimidir) N-

asetilserotinine dönüşür. Son basamak olarak N-asetilserotininin asetilserotonin-O-

metiltransferaz (ASMT enzimin diğer adı hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT)) 

enzimi ile metilasyonu sonucunda melatonin hormonu sentezlenir. Tüm bu sentez 

basamakları Şekil 4.5’te gösterilmiştir [106-108].  
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Şekil 4.5. Melatonin hormonunun sentez basamakları [107]. 

 

Melatonin hormonu, nöroprotektif etki, anti-amiloid etki, antilipidemik, 

antihipertansif ve antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda önemli 

rol oynamaktadır [109, 110]. Melatonin hormonunun serbest radikal süpürücü 

aktivitesi ise yaklaşık 28 yıldır bilinmekte olup [111], bu durum in vivo ve in vitro 

yürütülen çalışmalarla moleküler düzeyin yanı sıra hem hücresel hem de doku 

düzeyindeki oksidatif hasarı engellediğine dair birçok çalışma mevcuttur [112-117]. 

 

Melatonin hormonunun serbest radikal süpürücü özelliğinin keşfinden sonra yapılan 

araştırmalar sonucu radikallerin detoksifikasyonunda işlev gördüğünde oluşan 

metabolitleri de radikal süpürücü özelliktedir [118, 119]. Böylelikle Şekil 4.6’da 

gösterilen melatonin hormonunun antioksidan kaskadı tanımlanmıştır. Bu antioksidan 
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kaskat içerisinde yer alan birinci, ikinci ve üçüncü nesil metabolitler ise sırasıyla 

şunlardır: siklik-3-hidroksimelatonin (c3OHM), N1-asetil-N2-formil-5-

metoksikinüramin (AFMK) ve N-asetil-metoksikinüramin (AMK)’dir [120]. 

 

 
 

Şekil 4.6. Melatonin ve onun metabolitleri [120]. 

 
Melatonin hormonunun doğada bulunan en güçlü antioksidan özelliğine sahip 

olmasını bu antioksidan kaskat sağlar. Bu antioksidan kaskat sayesinde tek bir 

oksitleyici molekülü detoksifiye eden klasik bir serbest radikal temizleyicinin aksine 

melatonin hormonu on ROT/reaktif azot türleri (RNT) ürünlerine kadar nötralize 

edebilme yeteneğine sahiptir [121, 122]. 

Melatonin ve onun metabolitleri olan c3OHM, AFMK ve AMK oksidatif stresle 

mücadelede birden fazla yolu kullanmaktadır. Bu yollardan bazıları aşağıdaki gibidir:  
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• Oksidasyon sonucu oluşan süperoksit (O2
•-), hidroksil (OH•), hidrojen peroksit 

(H2O2), peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksit (NO•), peroksil (CCl3O2
•) gibi 

ROT/RNT’ nin detoksifikasyonunda rol oynar [123, 124]. 

 

• SOD, GSH-Px, glutatyon redüktaz (GR), nitrik oksit sentaz (NOS), glutamil 

sistein ligaz, lipoksijenaz, hem-oksijenaz, katalaz gibi hücrenin redoks 

durumunu etkileyen enzimlerin sentezlenmesini uyarır veya inhibe eder. 

Örneğin glutamil sistein ligaz, önemli bir hücre içi antioksidan olan GSH ve 

GSH-Px’ i indüklerken, prooksidatif enzimler olan NO• ve lipoksijenazı inhibe 

eder [125-127]. 

 

• Ayrıca melatonin hormonu ve metabolitlerinin güçlü antioksidan özelliklerinin 

sayesinde fizyolojik ve metabolik olaylarda da ortaya çıkan oksidatif hasarı en 

aza indirmede önemli rol oynar. Örneğin melatonin hormonu iç mitokondriyal 

zarda elektron taşıma zincirindeki elektron sızıntısını sınırlamaya çalışması ile 

daha az oksijen molekülünün O2
•- radikaline indirgenmesine yardımcı olmaya 

çalışmaktadır. Bu durum radikal kaçınma olarak adlandırılmaktadır [125, 128, 

129]. 
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BÖLÜM 5 

 

SERBEST RADİKALLER VE ANTİOKSİDANLAR 

 

5.1. SERBEST RADİKALLER VE REAKTİF OKSİJEN TÜRLERİ 

 

Oksijen, aerobik yaşam süreçleri için hayati öneme sahiptir [130]. Temel haldeki 

oksijen molekülünün dış kabuğunda iki tane eşleşmemiş elektron bulunur. Bu iki 

eşleşmemiş elektron da aynı yönde dönüşe sahip olduğundan kimyasal bir bağda çok 

reaktif değildir. Öte yandan, eşleşmemiş iki elektronundan biri uyarılır ve dönüş 

yönünü değiştirirse, ortaya çıkan tür (singlet oksijen olarak bilinir) güçlü bir oksidan 

haline gelir. Çünkü zıt dönüşlere sahip iki elektron diğer elektron çiftleriyle hızla 

reaksiyona girer. Böylelikle reaktif oksijen türleri meydana gelir [131, 132].  

 

Oksidatif stres, ile antioksidanların reaktif ara ürünleri detoksifiye etme veya serbest 

radikallerin neden olduğu hasarı onarma yeteneği arasındaki dengesizlik olarak 

tanımlanır. Reaktif oksijen türleri olarak da adlandırılan oksidanlar, aerobik 

organizmalar tarafından kullanılan oksijen molekülünden üretilir ki bunlara endojen 

oksidanlar denir. Endojen oksidanların yanı sıra hava kirleticileri, sigara dumanı, ağır 

metal iyonları ve iyonlaştırıcı ultraviolet ışınlar vb. ekzojen oksidanlar da hücrelerin 

redoks (indirgeyici ve yükseltgeyici düzenleme) durumunu etkiler. Hücrelerin ve 

organların normal işleyiş sürecinde redoks durumu kritik öneme sahiptir. Düşük veya 

orta seviyelerde serbest radikaller, hücresel tepkiler ve bağışıklık fonksiyonu üzerinde 

faydalı etkiler gösterirken; yüksek konsantrasyonlarda ise karbonhidratlar, lipidler, 

proteinler gibi hücre yapılarına zarar verirler [133-136]. ROT’ ların yanı sıra bir dizi 

nitrojen bazlı reaktif türler olan RNT de mevcuttur ve en önemlileri de nitrik oksit ve 

peroksinitrittir. Vasküler düz kas hücrelerinin gevşemesi, anjiogenez, tromboz, 

vasküler tonus gibi birçok biyolojik süreçte yer alır [137].
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Şekil 5.1’de moleküler oksijenden meydana gelen başlıca ROT ve RNT’ler 

gösterilmiştir [138].  

 

 
 

Şekil 5.1. Başlıca ROT ve RNT’ler [138]. 
 

Oksidatif stres, kanser, nörodejenerasyona sebep olarak Parkinson, Alzheimer gibi 

rahatsızlıklara katkıda bulunur. Ayrıca ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/perfüzyon, 

diyabet, katarakt, idiyopatik pulmoner fibroz, ve astım gibi birçok patolojik duruma 

katkıda bulunur [139, 140]. 

 

5.2. ANTİOKSİDAN SAVUNMA SİSTEMLERİ 

 

Hücreler oksidasyon sonucu meydana gelen oksidatif hasarları önlemek ve detoksifiye 

etmek için antioksidan savunma mekanizmalarını kullanırlar. Antioksidan savunma 

mekanizmaları birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrılır. Birincil 

antioksidanlar radikal türleri temizleyebilen zincir kırıcı antioksidanlarken, ikincil 

antioksidanlar ise singlet oksijen söndürücüler, radikal olmayan türler veren peroksit 

ayrıştırıcılar, metal şelatörler, oksidatif enzim inhibitörleri (örneğin lipooksijenaz) 
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veya ultraviole absorblayıcılardır. İkincil antioksidanlar birkaç olası mekanizmayı 

izleyerek birincil antioksidanlarla kombinasyon halinde; asidik bir ortam oluşturarak 

birincil antioksidanları stabilize ederek, hidrojen bağışı ile birincil antioksidanları 

yenileyerek, prooksidatif geçiş metali katyonlarını şelatlayarak veya moleküler 

oksijeni söndürerek sinerjik bir etki gösterebilirler [141, 142]. Başlıca antioksidanlar 

ve detoksifikasyon mekanizmaları aşağıda verilmiştir (Şekil 5.2) [143].  

 

 
 

Şekil 5.2. Başlıca antioksidanlar ve detoksifiye mekanizmaları [143]. 

 

Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak 

üzere ikiye ayrılır. 

 

5.2.1. Enzimatik Antioksidanlar  

 

Enzimatik antioksidanlar sınıfında SOD, CAT ve GSH-Px yer alır. Bu ana enzimlere 

ek olarak, tioredoksinler (TRX'ler), peroksiredoksinler (PRX'ler) ve glutatiyon 

transferaz (GST) yer alır [144]. Çizelge 5.1’te enzimatik antioksidanlar ve katalizlediği 

reaksiyonlar verilmiştir [145]. 
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Çizelge 5.1. Enzimatik antioksidanlar ve katalizlediği reaksiyonlar [145]. 
 

 
 

Süperoksit dismutaz, ilk detoksifikasyon enzimi olup reaktif oksijen türlerine karşı 

birinci basamak olarak yer alan güçlü bir antioksidandır. O2
.- radikalini, H2O2 ve O2’ne 

katalize eder ve daha az zararlı hale getirir. SOD bir metalloenzimdir ve bu nedenle 

aktivitesi için demir (Fe), çinko (Zn) bakır (Cu) ve manganez (Mn) den biri olan metal 

iyonlarına ihtiyacı vardır. Fe-SOD, prokaryotlarda ve bazı bitkilerin kloroplastlarında 

yaygın olarak bulunurken; Mn-SOD, prokaryotlarda ve ökaryotların 

mitokondrilerinde ve Cu/Zn-SOD ise ökaryotlarda baskındır ve temel olarak sitozolde 

bulunur [146, 147]. 

 

Katalaz, aerobik canlıların dokularda var olan yaygın bir antioksidan enzimdir. CAT, 

kofaktör olarak Fe veya Mn kullanır. H2O2’ i H2O ve O2 ‘e indirgenmesini sağlar ve 

sonuç olarak SOD tarafından başlatılan detoksifikasyon süreci tamamlanır. CAT 

enzimi peroksizomlarda bulunur ve ayrıca birinci basamak bir antioksidan savunma 

enzimidir. Metanol, etanol, formik asit veya peroksidaz aktivitesi olan fenoller gibi 

hidrojen donörleri ile verimli bir şekilde reaksiyona girer. CAT aktivitesi iki adımda 

gerçekleşir. Birinci adımda bir molekül H2O2, hemi bir oksiferril türüne okside eder. 

Demirden bir oksidasyon eşdeğeri ve porfirin halkasından bir oksidasyon eşdeğeri 

çıkarıldığında bir porfirin katyon radikali üretilir. İkinci adımda ise ikinci H2O2 

molekülü, birer adet O2 ve iki adet H2O üreterek, dinlenme halindeki enzime yeniden 
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dönüştürmek için bir indirgeyici madde ödevi görür. H2O2, düşük miktarlarda hücre 

proliferasyonu, apoptoz, karbonhidrat metabolizması, mitokondriyal fonksiyon, 

trombosit aktivasyonu gibi bazı fizyolojik süreçleri düzenleme eğiliminde iken yüksek 

konsantrasyonlarda ise hücreler için çok zararlıdır [148-151].  

 

GSH-Px, H2O2 moleküllerini H2O’ ya parçalayan önemli bir hücre içi enzimdir. Genel 

olarak aktivasyonu için selenyum olarak bilinen bir mikro besin kofaktörüne bağlıdır. 

Dolayısıyla GSH-Px 'e genellikle selenosistein peroksidaz denir. Enzim, lipid 

peroksidasyon sürecini inhibe etmede daha önemli olup hücreleri oksidatif stresten 

korur [146, 152]. Morón ve Cortázar'a göre, insanda en az sekiz GSH-Px enzimi vardır 

ve gastrointestinal sistem, böbrek sperm gibi çeşitli yerlerde bulunurlar. İçlerinde en 

önemlisi fosfolipid hidroperoksitlerini parçalayan tek GSH-Px4’tür [153, 154]. 

 

Ayrıca H2O2'yi detoksifiye etmek için TRX1 ve TRX2, tioredoksin redüktazlar 

(TRR'ler) ve PRX gibi birkaç tiyol içeren enzimle yakından ilişkilidir. İnsan 

hücrelerinde hem sitozolde hem de mitokondride bulunan TRX ve TRR 

tanımlanmıştır. Akciğerde TRX ve TRR’ler bronşiyal ve alveolar epitelde ve 

makrofajlarda eksprese edilir [155-157].  

 

Bir başka enzimatik antioksidan ailesinden olan GST'ler ise aldehitler, epoksitler ve 

hidroperoksitler gibi ikincil metabolitleri inaktive eder. Üç ana GST ailesi tanımlanmış 

olup eikosanoid ve glutatyon metabolizmasında rol oynar Bu ailenin üyeleri ise 

sitozolik GST, mitokondriyal GST ve membranla ilişkili mikrozomal GST’dir [158, 

159]. 

 

5.2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar 

 

Nonenzimatik antioksidanlar, Askorbik asit (C vitamini), α-tokoferol (E vitamini), β-

karoten(A vitamini), glutatyon transferaz (GSH) gibi antioksidanlardan oluşur [144]. 

Çizelge 5.2.’te enzimatik olmayan antioksidanlar ve kimyasal yapıları verilmiştir 

[145]. 
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Çizelge 5.2. Nonenzimatik antioksidanlar ve kimyasal yapıları [145]. 
 

 
 

Vitamin C (askorbat, askorbik asit), askorbat peroksidaz için bir substrat, OH• radikali 

için elektron donörü, iyi bir radikal süpürücü, antioksidanı indirgeyen ve elektronlarını 

ROT'a bağışlayan suda çözünür özelliğe sahip bir enzimatik olmayan antioksidandır. 
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Askorbat, askorbat-glutatyon döngüsü yoluyla H2O2'i ortadan kaldırır [160]. Vitamin 

C, membranlardaki ve lipoproteinlerdeki α-tokoferol radikallerinden α-tokoferolün 

yeniden üretilmesi için Vitamin E ile çalışır. Ayrıca hücre içi glutatyon seviyelerini 

yükselterek oksidasyona karşı proteinlerin tiyol grubunun korunmasında önemli rol 

oynar [161]. 

 

Vitamin E (α-tokoferol), yağda çözündüğü ve hücre membranının hidrofobik 

bölgesinde yer alır ve oksijen türlerinin neden olduğu membran hasarlarına karşı 

başlıca antioksidandır. Lipid peroksidasyonu sırasında üretilen peroksil radikaline 

elektron verir. Kanser hücrelerinin apoptozunu tetikler ve serbest radikal oluşumlarını 

engeller [162]. 

 

β-karoten, Vitamin A’nın öncü maddesidir ve bitkilerde bulunan bir pigmenttir. β -

karoten öncelikle OH• O2•- ve peroksil (ROO•) radikalleri ile reaksiyona girer. 

Karoten ve çeşitleri, antioksidan etkilerini düşük oksijen konsantrasyonlarında 

gösterirler, ancak daha yüksek oksijen konsantrasyonlarında ise pro-oksidan etkilere 

sahip olabilir [163].  

 

GSH, tüm hücre kısımlarında yüksek oranda bulunur ve başlıca çözünür 

antioksidandır. GSH/Okside glutatyon (GSSG) oranı, oksidatif stresin önemli bir 

belirleyicisidir. GSH, antioksidan etkilerini çeşitli şekillerde gösterir. GSH-Px'in etkisi 

ile H2O2 ve lipid peroksitleri detoksifiye eder. GSH, elektronunu H2O ve O2'ye 

indirgemek için H2O2'e bağışlar. GSSG, elektron donörü olarak NAD(P)H kullanır. 

Ardından GR tarafından tekrar GSH'ye indirgenir. GSH-Px'ler membran zarlarının 

lipid peroksidasyonundan korunmasında önemlidir. GSH, protonları zarda yer alan 

lipidlere bağışlar ve antioksidan özellik gösterir. GSH, GSH-Px ve transferaz gibi 

çeşitli antioksidan enzimler için bir kofaktördür. Ayrıca C ve E vitamininin aktif 

formlarına geri dönüştürülmesinde rolü vardır [164].  
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BÖLÜM 6 

 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

6.1. GEREÇLER 

 

6.1.1 Kimyasallar, Kullanılan Aletler ve Kitler 

 

Tez çalışması sırasında kullanılan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO4), 

tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit 

(DTNB), hidrojen peroksit (H2O2), disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA), 

potasyum sodyum tartarat, bakır (II) sülfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakır 

(II) klorür, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, Total 

Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS), TGF-β kiti kullanıldı. 

 

Çalışmada kullanılan aletler; manyetik karıştırıcı (Termal N11150M), otomatik 

pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica), 

soğutmalı santrifüj (Nüve NF 1200R), mikrosantrifüj (Nüve NF 048), 

spektrofotometre (Thermo Fisher Multıskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG 

Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizatör (Hangzhou Bioprep-24), 

sallayıcılı su banyosu (Nüve ST 30), mikroplaka yıkayıcı (Thermo Fisher Wellwash 

888). 

 

.
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6.2. YÖNTEMLER 

 

6.2.1. Akrilamid (AKR) ve Melatonin (MLT) Uygulaması 

 

Akrilamid serum fizyolojik içerisinde çözüldükten sonra 25 mg/kg olarak gavajla 

verildi [165]. 

 

Melatonin 10 mg/kg olacak şekilde %0,5 ‘lik etanol çözeltisinde çözüldükten sonra 

intraperitonal enjeksiyon (i.p) yoluyla uygulandı [166]. 

 

6.2.2. Deney Hayvanlarının Temini ve Bakımı 

 

Çalışmamızda, 225-250 gram arasında ağırlıkları değişen 60 adet erkek Wistar albino 

türü rat Zonguldak Bülent Ecevit Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Üretim 

ve Araştırma Merkezi (ZBEÜN-DEHAM) biriminden temin edildi ve Zonguldak 

Bülent Ecevit Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu onayı (Protokol No:2020-

21-03/09) alınarak başlandı. Tüm uygulamalar bu protokole uygun olarak yapıldı. 

İçme suları günlük olarak değiştirildi. Kafes temizliği gün aşırı olmak üzere yapıldı. 

Ratlar ortam sıcaklığın 21°C, ortam neminin %55-60 olduğu, 12 saat ışık (08:00-20:00 

saatleri) ve 12 saat karanlık uygulanan odalarda bakıldı. Çalışma süresince standart 

pellet yemle ad libitum olarak beslendi. 

 

6.2.3. Deney Hayvanları Protokolü 

 

Deney için alınacak 60 adet rat randomize olarak her grupta 30 adet rat olacak şekilde 

öncelikle Sham ve Pinealektomi (PINX) olmak üzere iki ana gruba ayrıldı. Sham 

grubu için ayrılan ratlara pinealektomi dışındaki tüm cerrahi işlemler yapıldıktan sonra 

kendi içinde 3 alt gruba (Sham, Sham AKR ve Sham AKR+MLT) ayrıldı. PINX grubu 

ise cerrahi işlemle pineal bezi çıkarıldıktan sonra kendi içinde 3 alt gruba (PINX, 

PINX+AKR ve PINX+AKR+MLT) ayrıldı.  Bu gruplar ve gruplara uygulanan 

kimyasallar aşağıda belirtildiği gibi yapılmıştır: Bu gruplar: 
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Grup 1: Sham grubu; Deney süresince ilk günden itibaren i.p şeklinde 0,5 ml günlük 

doz halinde %0,5 ‘lik etanol çözeltisinden 21 gün boyunca uygulandı. 

 

Grup 2: Sham + AKR grubu; Deney süresince akrilamid 25 mg/kg/gün doz halinde 

21 gün boyunca gavajla uygulandı [165].  

 

Grup 3: Sham + AKR + MLT grubu; Deney süresince akrilamid 25 mg/kg/gün doz 

halinde 21 gün boyunca gavajla, melatonin ise 10 mg/kg/gün doz halinde 21 gün 

boyunca 0,5 ml hacminde i.p şeklinde uygulandı [165, 166]. 

 

Grup 4: PINX grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile çıkarıldıktan sonra deney süresince 

ilk günden itibaren i.p olarak 0,5 ml günlük olacak şekilde şekilde %0,5 ‘lik etanol 

çözeltsinden 21 gün boyunca uygulandı [167].  

 

Grup 5: PINX + AKR grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile çıkarıldıktan sonra deney 

süresince akrilamid 25 mg/kg/gün doz halinde 21 gün boyunca gavajla uygulandı [165, 

167].  

 

Grup 6: PINX + AKR + MLT grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile çıkarıldıktan sonra 

deney süresince akrilamid 25 mg/kg/gün doz halinde 21 gün boyunca gavajla, 

melatonin ise 10 mg/kg/gün doz halinde 21 gün boyunca 0,5 ml hacminde i.p şeklinde 

uygulandı [165-167]. 

 

6.2.3.1. Pinealektomi İşlemi 

 

Çalışmanın başlangıcında PINX için ayrılan ratlara ketamin ve ksilazin (sırasıyla 80 

ve 8 mg/kg) anestezisi ile mikro freze matkap (Proxxon MİCROMOT 50/E, Almanya) 

yardımıyla 3 mm çapında bir delik açılarak kraniyotomi işlemi gerçekleştirildi. Cerrahi 

işlem Demir vd. yöntemine göre yapıldı [168] [167]. İşlemi sonrası hayvanlara ağrı 

kesici olarak 1 mg/kg i.p enjeksiyonu ile novalgine uygulaması yapıldı. 
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6.2.4. Deney Hayvanlarından Numune Alınması 

 

Deney sonunda deneklere i.p şeklinde 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer), 90 mg/kg 

ketamin (Ketalar-Eczacıbaşı) ile anestezi sonrası laparatomi işlemi ile abdominal 

venden tüplere kan alınarak hayvanlar dekapite edildi. Beyin ve beyincik dokuları 

steril bir şekilde kafatasından bütün olarak çıkarıldı. Sonrasında serum fizyolojik 

içerisinde yıkanarak doku üstündeki kanın uzaklaştırılması sağlandı. Ardından beyin 

ve beyincik dokusunu simetrik şekilde ayırdıktan sonra bir parçasını % 10’luk formol 

solusyonu içine koyarak histoloji açısından çalışmak için ayrıldı. Diğer yarısı ise 

alüminyum folyoya sarılarak çalışma gününe kadar -80 C°dolabında saklandı. Tüplere 

alınan kan numuneleri gerekli süre oda ısısında bekletildikten sonra 4000 rpm’de 20 

dakika santrifüj edilerek serum numuneleri elde edildi. Sonrasında melatonin 

seviyelerini ölçmek üzere uygun tüplere alınarak çalışma zamanına kadar -80 

C°dolabında bekletildi. 

 

6.2.5. Biyokimyasal Analizler 

 

6.2.5.1. Numunelerin Hazırlanması 

 

Çalışma günü beyin ve beyincik dokuları -80 C°dolabından alınarak MDA, GSH, 

SOD, CAT, TAS, TOS, OSI analizleri ve protein miktarlarını belirlemek için tartıldı. 

Fosfat tampon (pH:7.5) çözeltisinde %10’luk homojenatlar elde edildi ve numuneler 

12.000 rpm'de 1-2 dakika süreyle homojenizatör ile homojenize edildi. Beyin ve 

beyincik dokusuna ait MDA düzeyleri homojenatlarda belirlendi. Sonrasında 

homojenatlar +4 °C'de 5000 rpm'de 30 dakika santrifüj edildikten sonra elde edilen 

süpernatantlar, GSH, SOD, CAT, TAS, TOS, OSI ve protein seviyelerini belirlemek 

için kullanıldı.  
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6.2.5.2. Doku Oksidatif Hasar Düzeyinin Belirlenmesi 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında MDA Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait homojenatta Ohkawa vd. [169] tarif ettiği yönteme 

göre MDA analizi yapıldı. Numuneler, %1’lik fosforik asit (H3P04) ve %0.6’lık 

tiyobarbitürik asit ile cam tüp içerisinde vortekslendikten sonra 45 dakika boyunca 

kaynar su banyosunda inkübe edildi. İnkübasyon sonrası tüplere n-bütanol eklendikten 

sonra santrifüj işlemi sonucu n-bütanol fazında ayrılan pembe renk, gruplara göre 

mikroplaka kuyucuklarına yerleştirilerek ELİSA cihazında 535 nm dalga boyunda 

ölçümü yapıldı. Elde edilen veriler MDA seviyesinin hesaplaması için kullanıldı. Kör 

olarak n-bütanol ve standart olarak tetrametoksipropan kullanıldı. Sonuçlar nanomol/g 

yaş doku birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında GSH Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Ellman’ın [170] tarif ettiği yönteme 

göre GSH analizi yapıldı. Süpernatantlar deproteinize edildikten sonra ependorflar 

içerisinde 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokularak sarı-yeşil 

renk oluşması için inkubasyona bırakıldıktan sonra oluşan renkli ürün gruplarına göre 

mikroplaka kuyucuklarının içinde ELİSA cihazında 410 nm dalga boyunda ölçümü 

yapıldı. Elde edilen veriler GSH seviyesinin hesaplaması için kullanıldı. Kör olarak 

distile su ve standard olarak 5mM/L’lik stok GSH çözeltisinden hazırlanan farklı 

dilüsyonlar kullanıldı. Sonuçlar nanomol/g yaş doku birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında SOD Enziminde Aktivite Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantında Sun vd. [171] yöntemine göre SOD 

enziminin aktivite analizi yapıldı. Deney sürecinde ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu 

sonucu oluşan süperoksit radikalleri ortamdaki NBT’yi indirgeyerek mavi renkli 

formazan oluşmasına neden oldu. Doku SOD enziminin aktivite analizi mavi renkli 
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formazanın 560 nm'de ELİSA cihazında ölçülerek yapıldı. Sonuçlar U/g protein olarak 

birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında CAT Enziminde Aktivite Analizi 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Aebi vd. [172] yöntemine göre CAT 

enziminin aktivite analizi yapıldı. Deney ortamında süpernatant ile H2O2 içeren fosfat 

tamponu (pH: 7.5 mM) karıştırıldı. Süpernatandaki CAT aktivitesi ile H2O2, H2O ve 

O2' e parçalanır. Deney süresinde H2O2’lerin yıkımlanması sonucu 240 nm'de 

absorbans azalmasına neden olur. CAT enziminin aktivite analizini hesaplamak için 

absorbanstaki azalma 1 dakika takip edildi. Sonuçlar K/g protein birimine göre 

hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında Protein Miktarı Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Lowry vd. [173] yöntemine göre 

protein analizleri yapıldı. Oluşan mavi renk 540 nm dalga boyunda ELİSA cihazında 

ölçülerek protein içeriği hesaplandı. Sonuçlar mg/ml birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında TOS Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Erel’in [174] yöntemine göre TOS 

düzeyleri ölçüldü ve gerekli kit prosedürüne göre çalışıldı. Oluşan renkli bileşikler 660 

nm dalga boyunda ELİSA cihazı ile ölçüm yapılarak beyin ve beyincik dokularının 

TOS seviyeleri hesaplandı. Standart olarak 20 µmol/L’lik H2O2 solusyonu kullanıldı. 

Sonuçlar µmol H2O2 equiv /L birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında TAS Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Erel’in [175] metoduna bağlı kalınarak 

TAS düzeyleri ölçüldü ve gerekli kit prosedürüne göre çalışıldı. Kit talimatlarına göre 

mikroplakalara konan örneklerin herbirine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci 

okuma ardından reaktif 2 eklenerek ikinci okuma yapıldı. Yapılan okumalar sonucu 

absorbansların arasındaki farklar beyin ve beyincik dokularının TAS seviyeleri 
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hesaplandı. Kalibratör olarak E vitamininin suda çözünür bir analoğu olan Trolox 

kullanıldı. Sonuçlar mmol Trolox Equiv/L birimine göre hesaplandı. 

 

Beyin/ Beyincik Dokularında OSI Analizi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatantta Erel’in metoduna [176] göre OSI 

ölçümü hesaplandı. OSI, TOS'un TAS'a bölünmesine eşittir: OSI (Arbitrary Unit) = 

TOS (μmol H2O2 eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/l)x10]. Sonuçlar Arbitrary Unit 

(AU) birimine göre hesaplandı. 

 

6.2.6. Beyin/ Beyincik Dokularında Dopamin Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Beyin ve beyincik dokularına ait süpernatant dopamin düzeyleri Bioassay Technology 

Laboratory'den temin edilen Rat Dopamin ELISA kiti ile ölçüldü. Veriler ng/L 

birimine göre hesaplandı. 

 

6.2.7. Beyin/ Beyincik Dokularında BDNF Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Beyin ve beyincik süpernatantında BDNF seviyeleri Bioassay Technology 

Laboratory'den temin edilen Rat BDNF ELISA kiti ile ölçüldü. Veriler ng/ml birimine 

göre hesaplandı. 

 

6.2.8. Beyin/ Beyincik Dokularında TNF-α Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Beyin ve beyincik süpernatantında TNF-α seviyeleri Bioassay Technology 

Laboratory'den satın alınan Rat TNF-α ELISA kiti ile ölçüldü. Veriler ng/L birimine 

göre hesaplandı. 

 

6.2.9. Serum Melatonin Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Çalışma günü serum örnekleri dondurucudan çıkarıldı ve oda ısısına gelmesi beklendi. 

Serum melatonin düzeylerini Bioassay Technology Laboratory'den satın alınan Rat 

Melatonin ELISA kiti ile ölçüldü. Veriler ng/L birimine göre hesaplandı. 
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6.2.10. Histopatolojik İnceleme 

 

Çalışmanın bitim günü ratlar ketamin/ksilazin anestezisi altında sakrifiye edildi. 

Çıkarılan beyin ve beyincikler fikse olması için %10’luk nötral tamponlanmış 

formaline (NTF) (104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. 

Organlar daha sonra 3­4 mm’lik daha küçük parçalara ayrılıp, plastik doku takip 

kasetlerine konularak NTF’de 48 saat süre ile fikse edildi. Fiksasyon işleminin 

bitmesini takiben parçalar 24 saat boyunca akan çeşme suyunda yıkandılar. Organların 

trimleri gerçekleştirildikten sonra 2x45 dakika %70, % 80, %95 ve %96’ lık artan alkol 

serilerinden geçirildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). Şeffaflaştırma 2x30 

dakika ksilol (108661, Merck, USA) ile gerçekleştirildi. Ardından 2x30 dakika parafin 

(Surgipath EM-400, Leica, GER) içerisinde bekletildi. Doku takibi için Leica TP 1020 

(Leica, GER) doku takibi cihazı kullanıldı (GER). Gömme işlemi sonrası bloklar 

soğumaya bırakıldı. Parafin bloklardan ışık mikroskopik incelemeler için Leica 

FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 5 μm’lik kesitler alındı. Hazırlanan 

lamlar dokunun lama adezyonunu artırmak için 37°C’lik etüvde 2 saat bekletildi. 

Kesitlere genel histolojik yapıyı gözlemlemek amacıyla Hematoksilen-Eozin (H-E) 

boyama yöntemi uygulandı. Beyin ve beyincik hasarı histopatolojik değişikliklerin 

derecesi ve yaygınlığına göre semikantitatif olarak 10 farklı alanda incelendi. Beyin 

kesitleri, inflamasyon, nöronal dejenerasyon, perinöronal ve perivasküler ödem 

açısından; beyincik kesitleri ise inflamasyon, Purkinje hücresi dejenerasyonu ve 

Purkinje hücre kaybı açısından değerlendirildi. Beyin ve beyincik dokuları hasarın 

şiddetine göre; 0 (değişiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (ağır) olarak skorlandı. 

Maksimum hasar skoru 9 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 80i ışık mikroskobu ve Nikon 

görüntü analiz sistemi ile incelenerek skorlandı ve fotoğrafları çekildi. 

 

6.2.11. İmmünohistokimyasal İnceleme 

 

Kesitler deparafinizasyon aşaması için sırasıyla 60°C etüvde ve 60°C sıcaklıktaki 

ksilol içerisinde 1 saat bekletildi. Ardından anti-kaspaz 3 antikoru ile aşağıdaki IHC 

boyama protokolü uygulandı. Preparatlar entallen ile kapatılarak Nikon Eclipse 80i 

digital kamera takılı ışık mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotoğraflandı.  

 



48 

IHC değerlendirme: Tüm gruplar için, her X20 büyütme alanında en az 100 hücre 

işaretlendi. Kesitlerde, boyanan hücrelerin yüzdesi ve boyanma derecesinin kriter 

olarak alındığı semikantitatif bir yöntemle skorlama yapıldı. Boyanma derecesi: 0 

(boyanma yok), 1 (zayıf boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (güçlü boyanma) olarak 

değerlendirildi. Her kesit için immünohistokimyasal boyanma skorlaması, H-Skoru 

adı verilen ve (I x PC), (I: boyanmanın derecesi, PC: her derecede boyanan hücrelerin 

yüzdesi) formülüyle hesaplanan bir skorlama algoritması kullanılarak yapıldı. 

 

6.2.12. İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazılım 

programı ile yapıldı. Tüm sonuçlar aritmetik ortalama ± standart hata (SE) olarak ifade 

edildi. Tüm gruplardaki ölçülebilir değişkenlerin Shapiro Wilk normallik testine göre 

normal dağılım göstermediği saptandı (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel 

değerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tüm 

değişkenler yönünden grupların genel karşılaştırılmasında kullanılırken, grupların ikili 

karşılaştırılmasında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. p<0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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BÖLÜM 7 

 

DENEYSEL SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

7.1. BİYOKİMYASAL BULGULAR 

 

7.1.1 Oksidatif Hasar Seviyeleri 

 

Pinealektomi ve akrilamid uygulanmış ratlarda melatonin tedavisi ile beyin ve 

beyincik dokularında oksidan-antioksidan seviyelerini ortaya koymak için doku MDA, 

GSH, TAS, TOS ve OSİ seviyeleri ile SOD ve CAT enzimlerinin aktivite analizi 

çalışılmıştır. 

 

7.1.1.1. Beyin/Beyincik Dokusu MDA ve GSH Seviyeleri 

 

Ratlara akrilamid uygulaması sonucu hem beyin hemde beyincik dokularında Sham 

grubuna göre MDA seviyelerinde ciddi artışa neden olurken (p< 0.001) (Şekil 7.1), 

GSH seviyelerinde ise ciddi düşüşlere (p< 0.001) (Şekil 7.2) neden olmuştur. İlave 

olarak akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapılan Sham+AKR+MLT grubunda, 

tedavi yapılmayan Sham+AKR grubuna göre MDA ve GSH seviyelerinde ciddi 

iyileşmeler (p< 0.01) olduğu gözlemlenmiştir.  

 

Pinealektomi işlemiyle birlikte beyin ve beyincikte melatonin yoksunluğuna bağlı 

olarak beyin ve beyincik GSH seviyelerinde Sham grubuna göre ciddi düşüşler 

(p<0.001) oluşmasına neden olurken MDA seviyesinde beyincikte anlamlı artışlar 

(p<0.005) oluşurken beyinde anlamlı olmayan artışa neden olmuştur.  

 



50 

 

 
 

Şekil 7.1. Beyin/beyin dokusu MDA seviyeleri (nmol/g yaş doku). 

 
Pinealektomi sonrası akrilamid uygulaması yapıldığında pinealektomi grubuna göre 

MDA seviyesi beyin ve beyincikte ciddi artışa neden (p<0.001) olurken GSH 

seviyelerinde ise ciddi düşüşlere neden olmuştur. Diğer yandan PINX+AKR grubuna 

ait beyin ve beyincik GSH seviyelerinin Sham+AKR grubuna göre ciddi düşüşe 

(p<0.001) neden olurken beyincik MDA seviyelerinde ciddi artış (p<0.05) olduğu 

gözlenmiştir. Ancak pinealektomi sonrası akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi 

yapıldığında PINX+AKR+MLT grubuna ait beyin ve beyincik dokularının MDA 

seviyelerinin tedavi yapılmayan PINX+AKR grubuna göre ciddi düşüşler (p<0.001), 

GSH seviyelerinde ise ciddi iyileşmeler (p<0.001) gözlemlenmiştir. 

 

Grafik 1. Ortalama beyin ve beyincik MDA (nmol/g yaş doku). 
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Şekil 7.2. Beyin/beyin dokusu GSH seviyeleri (nmol/g yaş doku). 
 

Beyin ve beyincik dokusuna ait MDA ve GSH seviyelerinin karşılaştırıldığı çizelge 

aşağıda sunulmuştur (Çizelge 7.1). 

 

Çizelge 7.1. Beyin/beyin dokusu MDA ve GSH seviyelerinin karşılaştırılması. 
 

Gruplar 

Beyin MDA             

 (nmol/g yaş 

doku) 

Beyin GSH 

(nmol/g yaş 

doku) 

Beyincik MDA             

 (nmol/g yaş 

doku) 

Beyincik GSH 

(nmol/g yaş 

doku) 

Sham 311.91±29.37 897.20±18.10 266.36±17.33 1110.14±22.74 

Sham+AKR 874.35±69.62a 565.26±7.65a 864.60±57.80a 363.78±7.40a 

Sham+AKR+MLT 582.90±46.41a,b 700.99±13.93a,b 658.81±25.03a,b 545.68±11.11a,b 

PINX 438.93±46.97 753.68±10.20a 366.77±21.02g 873.09±17.78a 

PINX+AKR 962.08±59.62c 448.60±9.05c,e 1123.98±75.14c,h 248.32±8.68c,e 

PINX+AKR+MLT 
684.80±25.25c,d 598.13±12.07c,d,f 690.73±34.08c,d 644.78±22.65c,d,f 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1         b p< 0.01 vs grup 2       c p< 0.001 vs grup 4        d p< 0.001 vs grup 5 

e p< 0.001 vs grup 2             f p< 0.001 vs grup 3         g p< 0.005 vs grup 1      h p< 0.05 vs grup 2 
 

Grafik 2. Ortalama beyin ve beyincik GSH (nmol/g yaş doku). 

 

⁎ 
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7.1.1.2. Beyin/Beyincik Dokusu SOD ve CAT Enzim Aktivite Seviyeleri 

 

Ratlara akrilamid uygulaması Sham grubuna göre beyin ve beyincik SOD 

aktivitelerinde (p<0.001) (Şekil 7.3); beyin (p<0.05) ve beyincik (p<0.001) (Şekil 7.4). 

CAT aktivitlerinde ciddi düşüşlere neden olmuştur. Diğer yandan akrilamid ile birlikte 

melatonin tedavisi yapılan Sham+AKR+MLT grubunda, tedavi yapılmayan 

Sham+AKR grubuna göre beyin (p<0.001) ile beyincik SOD (p<0.005) aktivitelerinde 

ve beyin (p<0.05) ile beyincik (p<0.001) CAT aktivitelerinde ciddi iyileşmeler 

oluşmuştur. 

 

Pinealektomi işlemi beyin (p<0.001) ile beyincik (p<0.05) SOD aktivitelerinde Sham 

grubuna göre ciddi düşüşlere neden olurken, CAT aktivitelerinde anlamlı olmayan 

düşüşler oluşturmuştur Pinealektomi ile melatonin yoksunluğu oluşturularak 

akrilamid uygulanması yapılan PINX+AKR grubunda, PINX grubuna göre beyin ile 

beyincik SOD aktivitelerinde (p<0.001) ve beyin (p<0.005) ile beyincik (p<0.001) 

CAT aktivitelerinde düşüşlere neden olmuştur.  

 

 
 

Şekil 7.3. Beyin ve beyincik dokusuna ait SOD enzim aktivite seviyeleri (U/g protein). 

 
Ancak pinealektomi işlemi sonrası akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapılan 

PINX+AKR+MLT grubunda tedavi yapılmayan pinealektomili PINX+AKR grubuna 

kıyasla beyin ile beyincik SOD enzim aktivitelerinde (p<0.001) ve beyin (p<0.005) ile 

beyincik (p<0.001) CAT enzim aktivitelerinde ciddi iyileşmeler olduğu gözlenmiştir 

Grafik 4. Ortalama beyin ve beyincik SOD değerleri (U/g protein). 
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Şekil 7.4. Beyin ve beyincik dokusuna ait CAT enzim aktivite seviyeleri (U/g protein). 

 

Beyin ve beyincik dokusuna ait SOD ve CAT enzim aktivitelerinin karşılaştırıldığı 

çizelge aşağıda sunulmuştur (Çizelge 7). 

 

Çizelge 7.2. Beyin/beyin dokusu SOD ve CAT enzim aktivitelerinin karşılaştırılması.  
 

Gruplar Beyin SOD                          
(U/g protein) 

Beyin CAT                   
(K/g protein) 

Beyincik SOD                          
(U/g protein) 

Beyincik CAT                   
(K/g protein) 

Sham 
81.35±2.89 3.22±0.44 80.15±5.46 4.54±0.49 

Sham+AKR 
34.31±2.30a 1.56±0.11h 35.01±2.46a 0.70±0.07a 

Sham+AKR+MLT 
68.62±4.61b,c 2.60±0.39d 54.27±4.05a,k 1.67±0.21a,c 

PINX 
53.36±3.90a 2.21±0.31 62.90±2.54b 3.63±0.39 

PINX+AKR 
26.68±1.99d,e 0.89±0.09c,i 17.56±6.12e,c 0.44±0.02e,c 

PINX+AKR+MLT 
47.56±3.54f,g 1.78±0.18j 49.90±3.27i,f 0.96±0.12e,f,m 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.05 vs grup 1          c p< 0.001 vs grup 2            d p< 0.05 vs grup 2  
e p< 0.001 vs grup 4            f p< 0.001 vs grup 5        g p< 0.005 vs grup 3            h p< 0.05 vs grup 1 
i p< 0.005 vs grup 4            j p< 0.005 vs grup 5         k p< 0.005 vs grup 2            m p< 0.05 vs grup 3   
 

Grafik 3. Ortalama beyin ve beyincik CAT değerleri (K/g protein). 
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7.1.1.3. Beyin/Beyincik Dokusu TAS, TOS ve OSI Seviyeleri 

 

Ratlara akrilamid uygulaması Sham grubuna göre beyin ve beyincik dokularında TAS 

seviyelerinde ciddi düşüşlere (p<0.001) (Şekil 7.5), TOS (p<0.001) (Şekil 7.6) ve OSI 

(p<0.001) (Şekil 7.7) seviyelerinde ise ciddi artışlara (p<0.001) neden olmuştur. 

Ayrıca akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapılan Sham+AKR+MLT grubunda, 

tedavi yapılmayan Sham+AKR grubuna kıyasla beyin ve beyincik dokularında ciddi 

iyileşmeler yaparak TAS seviyelerinin artışına (p<0.001), TOS ve OSI seviyelerinin 

ise düşüşüne (p<0.001) neden olmuştur. Diğer yandan ratlara pinealektomi yapılarak 

melatonin yoksunluğu oluşturulması Sham grubuna göre beyin (p<0.001) ile beyincik 

TAS seviyelerinde (p<0.01) ciddi düşüşler, beyin ile beyincik TOS ve OSİ 

seviyelerinde ciddi artışlar (p<0.001) gözlenmesine neden olmuştur. 

 

 
 

Şekil 7.5. Beyin ve beyincik dokusuna ait TAS seviyeleri (U/g protein). 

 

Pinealektomili ratlara akrilamid uygulanan PINX+AKR grubunun, akrilamid 

uygulanmayan PINX grubuna kıyasla beyin ve beyincik dokularındaki TAS 

seviyelerinde ciddi düşüşe (p<0.001), TOS ve OSI düzeylerinde ise ciddi artışa 

(p<0.001) neden olmuştur.  

 

Grafik 5. Ortalama beyin ve beyincik TAS değerleri (nmol Trolox Equiv/L). 
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Şekil 7.6. Beyin ve beyincik dokusuna ait TOS seviyeleri (U/g protein). 

 

Ancak pinealektomili ratlara akrilamid ile birlikte melatonin verilen 

PINX+AKR+MLT grubu, melatonin tedavisi yapılmayan PINX+AKR grubuna 

kıyasla beyin ve beyincikteki TAS, TOS ve OSI seviyelerinde ciddi iyileşmeler 

olmuştur (p< 0.001).  

 

 
 

Şekil 7.7. Beyin ve beyincik dokusuna ait OSI seviyeleri (Arbitrary Unit). 

 

Beyin ve beyincik dokusuna ait TAS ve TOS ve OSI seviyeleri aşağıdaki çizelgelerde 

sunulmuştur (Çizelge 7.3, Çizelge 7.4). 

Grafik 6. Ortalama beyin ve beyincik TOS değerleri (nmol H2O2 Equiv/L). 

 

Grafik 7. Ortalama beyin ve beyincik OSI değerleri (Arbitrary Unit). 
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Çizelge 7.3. Beyin/beyin dokusu TAS, TOS seviyeleri. 
 

Gruplar 
Beyin TAS   

(nmol  
Trolox 

Equiv/L)        

Beyin TOS  
(µmol  
H2O2 

Equiv/L) 

Beyincik TAS   
(nmol  
Trolox 

Equiv/L)  

Beyincik TOS  
(µmol  
H2O2 

Equiv/L) 

Sham 
1.34±0.02 6.12±0.62 1.30±0.01 3.97±0.39 

Sham+AKR 
0.90±0.01a 58.03±3.17a 0.36±0.00a 17.48±0.90a 

Sham+AKR+MLT 
1.08±0.04a,b 29.86±1.15a,b 0.95±0.06a,b 10.88±0.91a,b 

PINX 
1.14±0.03a 19.68±0.78a 1.06±0.06g 10.69±0.65a 

PINX+AKR 
0.40±0.01c,b 56.69±2.64c 0.27±0.01c 23.27±2.17c,h 

PINX+AKR+MLT 
0.97±0.04d,e,f 27.69±2.17 e 0.78±0.04e,f 12.23±0.63e 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.001 vs grup 2         c p< 0.001 vs grup 4       d p< 0.05 vs grup 4            
e p< 0.001 vs grup 5            f p< 0.005 vs grup 4         g p< 0.01 vs grup 1         h p< 0.05 vs grup 2 
 
 

Çizelge 7.4. Beyin/beyin dokusu OSI seviyesi. 
 

Gruplar 
Beyin OSI   

  (Arbitrary Unit) 

Beyincik OSI 

(Arbitrary Unit) 

Sham 
45.68±4.96 30.35±2.84 

Sham+AKR 
644.35±31.59a 480.91±29.59a 

Sham+AKR+MLT 
281.89±18.98a,b 116.21±10.87a,b 

PINX 
173.65±8.03a 104.50±9.21a 

PINX+AKR 
1410.31±60.11b,c 886.12±119.62b,c 

PINX+AKR+MLT 
287.20±22.57c,d 159.62±9.93c,d,e 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.001 vs grup 2         c p< 0.001 vs grup 4       d p< 0.001 vs grup 5    
e p<0.005 vs grup 3 
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7.1.2. Beyin/Beyincik Dokusu TNF-α Seviyeleri 

 

Ratlara akrilamid uygulaması beyin ve beyincik dokusunda Sham grubuna göre TNF-

α seviyelerinde ciddi artışa (p< 0.001) (Şekil 7.8) neden olmuştur.  

 

 
 

Şekil 7.8. Beyin ve beyincik dokusuna ait TNF-α seviyeleri (ng/L). 
 

Akrilamid uygulamasının melatoninle birlikte yapıldığı Sham+AKR+MLT grubunda 

ise beyin ve beyincikteki TNF α seviyelerinde ciddi gerilemeler gözlenmesine neden 

olmuştur (p<0.001).  

 

Ratlara pinealektomi işlemi ile melatonin yoksunluğu oluşturulan PINX grubunda, 

Sham grubuna göre beyin (p<0.001) ve beyincikte (p<0.005) TNF α seviyelerinde artış 

gözlenmesine neden olmuştur. Diğer yandan pinealektomi işlemi sonrası akrilamid 

uygulanması PINX+AKR grubunda, pinealektomi yapılan PINX grubuna kıyasla 

beyin ve beyincikteki TNF α seviyelerinde ciddi artışlar oluşmasına (p<0.001) neden 

olmuştur. Ancak pinealektomi sonrası akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapılan 

PINX+AKR+MLT grubu, tedavi yapılmayan PINX+AKR grubuna kıyasla beyin ve 

beyincik TNF α seviyelerinde ciddi düzelmeler olduğu gözlenmiştir (p<0.001). 

 

Grafik 9. Ortalama beyin ve beyincik TNF-alfa düzeyleri (ng/L).    
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Beyin ve beyincik dokusuna ait TNF α seviyeleri aşağıdaki çizelgede (Çizelge 7.5) 

sunulmuştur. 

 

Çizelge 7.5. Beyin/beyin dokusu ait TNF α seviyeleri. 
 

Gruplar 
Beyin TNF-α 

(ng/L)    

Beyincik TNF-α 

(ng/L)    

Sham 
113.96±6.34 90.40±3.97 

Sham+AKR 
576.23±14.93a 520.04±14.38a 

Sham+AKR+MLT 
368.58±17.25a,b 306.68±10.04a,b 

PINX 
177.56±10.96a 106.44±3.54e 

PINX+AKR 
586.70±12.73c 573.59±20.93c,f 

PINX+AKR+MLT 
377.01±10.46c,d 312.92±18.03c,d 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.001 vs grup 2         c p< 0.001 vs grup 4       d p< 0.001 vs grup 5             
e p<0.005 vs grup 1                     f p< 0.05 vs grup 2          
 

7.1.3. Beyin/Beyincik Dokusu BDNF ve Dopamin Seviyeleri 

 

Ratlara akrilamid uygulaması yapılan Sham+AKR grubu, Sham grubuna göre beyin 

ve beyincik dokuları BDNF seviyelerinde ciddi düşüşlere (p<0.001) (Şekil 7.9) neden 

olurken, dopamin seviyelerinde ise ciddi artışlara (p<0.001) (Şekil 7.10) neden 

olmuştur. Ancak akrilamid uygulaması ile birlikte melatonin tedavisi yapılan 

Sham+AKR+MLT grubu, melatonin tedavisi yapılmayan Sham +AKR grubuna 

kıyasla beyin ve beyincik BDNF seviyelerinde artış oluşmasına neden olurken 

(p<0.001), dopamin seviyelerinde beyin (p<0.001) ve beyincikte (p<0.005) ciddi 

düşüşler oluşmasına neden olmuştur. 
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Şekil 7.9. Beyin ve beyincik dokusuna ait BDNF seviyeleri (ng/ml). 
 

Ratlara pinealektomi yapılarak melatonin yoksunluğu oluşturulan PINX grubu, Sham 

grubuna göre beyin ve beyincik dokularında BDNF seviyelerinde ciddi düşüşe (p< 

0.05) neden olurken, dopamin seviyeleri beyin (p< 0.05) ve beyincik (p< 0.001) 

dokularında artış gözlenmesine neden olmuştur. 

 

 
 

Şekil 7.10. Beyin ve beyincik dokusuna ait dopamin seviyeleri (ng/ml). 
 

Diğer yandan pinealektomi sonrası ratlara akrilamid uygulanan PINX+AKR grubu, 

akrilamid verilmeyen pinealektomi işlemi uygulanan PINX grubuna kıyasla beyin ve 

Grafik 8. Ortalama beyin ve beyincik BDNF düzeyleri (ng/ml). 

 

Grafik 10. Ortalama beyin ve beyincik dopamin düzeyleri (ng/ml). 

 



60 

beyincik dokularında BDNF seviyelerinde ciddi düşüşler (p<0.001) gözlenmesine, 

dopamin seviyelerinde ise ciddi artış gözlenmesine (p<0.001) neden olmuştur. Ancak 

pinealektomi işlemi uygulanan ve akrilamid yanında melatonin takviyesi yapılan 

PINX+AKR+MLT gruba, tedavi yapılmayan PINX+AKR grubuna kıyasla beyin ve 

beyincik dokularında BDNF ve dopamin düzeylerinde ciddi iyileşmeler gözlenmiştir 

(p<0.001). 

 

Beyin ve beyincik dokusuna ait BDNF ve dopamin seviyeleri aşağıdaki çizelgede 

sunulmuştur (Çizelge 7.6). 

 

Çizelge 7.6. Beyin ve beyincik dokusuna ait BDNF ve dopamin seviyeleri. 
 

Gruplar 
Beyin  

BDNF 

(ng/ml) 

Beyin  

Dopamin 

(ng/ml) 

Beyincik  

BDNF 

(ng/ml) 

Beyincik 

Dopamin 

(ng/ml) 

Sham 
5.01±0.40 5.11±0.25 3.63±0.25 2.08±0.21 

Sham+AKR 
1.34±0.11a 9.20±0.44a 1.43±0.11a 4.79±0.37a 

Sham+AKR+MLT 
2.86±0.29a,b 5.92±0.21b,c 2.47±0.14a,b 3.34±0.10a,f 

PINX 
3.65±0.17c 6.06±0.29c 2.85±0.15c 3.28±0.16a 

PINX+AKR 
1.04±0.08d 11.37±0.44d,f 0.78±0.07d 5.59±0.44d 

PINX+AKR+MLT 
2.07±0.24d,e 6.46±0.35e 2.61±0.15e,b 2.99±0.16e 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).  
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.001 vs grup 2         c p< 0.05 vs grup 1       d p< 0.001 vs grup 4             
e p<0.001 vs grup 5                     f p< 0.005 vs grup 2          
 

7.1.4. Serum Melatonin Seviyeleri 

 

Pinealektomi işlemi yapılan PINX gruplarında melatonin (p<0.001) (Şekil 7.11) 

seviyelerinin Sham gruplarına kıyasla ciddi oranda azalarak melatonin yoksunluğu 

oluştuğu gözlenmiştir. Pinealektomi sonrası melatonin uygulanan PINX+AKR+MLT 

grubu, melatonin uygulanmayan pinealektomi işlemi uygulanan PINX grublarına 

kıyasla anlamlı artış (p<0.005) oluşturmuştur. 
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Şekil 7.11. Grupların serum melatonin seviyeleri (ng/L). 
 

Serum melatonin seviyeleri aşağıdaki çizelgede sunulmuştur (Çizelge 7.7).  

 

Çizelge 7.7. Serum melatonin seviyeleri. 
 

Gruplar 
Melatonin 

(ng/L)    

Sham 
280.81±10.44 

Sham+AKR 
214.27±11.35a 

Sham+AKR+MLT 
267.84±14.19b 

PINX 
36.76±6.56a 

PINX+AKR 
30.71±4.90c 

PINX+AKR+MLT 
68.04±5.68d,e,f 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10).    
a p< 0.001 vs grup 1            b p< 0.005 vs grup 2         c p< 0.001 vs grup 2       d p< 0.005 vs grup 4  
e p<0.001 vs grup 5                     f p< 0.001 vs grup 3          
 

 

Grafik 11. Serum melatonin düzeyleri (ng/L).    
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7.2. HİSTOPATOLOJİK BULGULAR 

 

Sham grubuna ait beyin ve beyincik dokuları normal histolojik görünümdeydi. PINX 

grubunda hafif derecede hasar mevcuttu (Şekil 7.12). Sham ve PINX gruplarının hasar 

skorları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulundu (p<0.005, p<0.001, 

sırasıyla beyin ve beyincik için). Sham+AKR grubu ve PINX+AKR grubuna ait beyin 

dokularında; koroid pleksusta ve diğer alanlarda konjesyon, perivasküler ödem, 

inflamasyon, nöronal dejenerasyon ve perinöronal ödem tespit edildi. Beyincikte ise; 

dejenere Purkinje hücresi, Purkinje hücre kaybı ve inflamasyon alanları tespit edildi 

(Şekil 7.13). Sham+AKR grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru beyin için 

1.70±0.21 ve beyincik için 1.40±0.16 idi. PINX+AKR grubunda ise hasarın şiddeti 

hem beyinde hem de beyincikte artmıştı. Beyin dokusunda yaygın inflamatuvar hücre 

infiltrasyonu dikkat çekiciydi. PINX+AKR grubunun ortalama histopatolojik hasar 

skoru beyin için 5.30±0.30 ve beyincik için 3.00±0.33 idi. Sham+AKR+MLT grubu 

ve PINX+AKR+MLT grubunda histopatolojik değişikliklerin hem beyin dokusunda 

hem de beyincikte belirgin olarak azaldığı tespit edildi (Şekil 7.14). Sham+AKR grubu 

ve Sham+AKR+MLT grubu karşılaştırıldığında hasar skorunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma bulundu (p<0.001, p<0.005, sırasıyla beyin ve beyincik için). 

PINX+AKR grubu ve PINX+AKR+MLT grubu karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulundu (p<0.001, p<0.005, sırasıyla beyin ve beyincik için). Her grup ve 

organ için ortalama histopatolojik hasar skoru aşağıdaki tabloda verildi (Çizelge 7.8). 
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Çizelge 7.8. Beyin/beyincik dokusu histopatolojik hasar skoru. 
 

Gruplar Beyin Hasar Skoru Beyincik Hasar Skoru 

Sham 
0.30±0.15 0.10±0.10 

Sham+AKR 
3.40±0.30a 2.60±0.22a 

Sham+AKR+MLT 
1.70±0.21a,b 1.40±0.16a,f 

PINX 
1.30±0.15c 1.40±0.16a 

PINX+AKR 
5.30±0.30b,d 3.00±0.33d 

PINX+AKR+MLT 
2.30±0.26d,e 1.60±0.16g 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10). 
a p< 0.001 vs grup 1       b p< 0.001 vs grup 2    c p< 0.005 vs grup 1        d p< 0.001 vs grup 4           
e p< 0.001 vs grup 5          f p< 0.005 vs grup 2     g p< 0.005 vs grup 5           
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Sham grubuna ait beyin ve beyincik dokuları normal histolojik görünümdeydi. 

 

 
 

Şekil 7.12. Sham ve PINX gruplarına ait beyin ve beyincik dokuları histopatolojisi. A. 
Sham grubu (beyin), B. Sham grubu (beyincik). PINX grubunda hafif hasar 
mevcuttu. C. PINX grubu (beyin), D. PINX grubu (beyincik). H-E; X20. 
Bar: 20 µm. 
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Şekil 7.13. Sham+AKR ve PINX+AKR gruplarına ait beyin ve beyincik dokuları 

histopatolojisi A. Sham+AKR grubu (beyin), B. Sham+AKR grubu (beyin), 
C. PINX+AKR grubu (beyin), D. PINX+AKR grubu (beyin), E. 
Sham+AKR grubu (beyincik), F. PINX+AKR grubu (beyincik). H-E; X20. 
Bar: 20 µm.  

 
Sham +AKR ve PINX+AKR gruplarına ait beyin dokusunda koroid plexusta (siyah 

asterisk) ve diğer alanlarda konjesyon (kırmızı asterisk), yaygın inflamatuvar hücre 

infiltrasyonu (siyah kalın ok), nöronal dejenerasyon (siyah ince ok), perinöronal 
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(kırmızı ince ok) ve perivasküler ödem (kırmızı kalın ok) içeren hasarlı alanlar 

bulunmaktaydı. PINX+AKR grubundaki hasar daha şiddetliydi. Sham+AKR ve 

PINX+AKR gruplarına ait beyincikte dokusunda dejenere Purkinje hücresi (siyah 

kalın ok), Purkinje hücre kaybı ve inflamasyon alanları tespit edildi. PINX+AKR 

grubundaki hasar daha şiddetliydi. 

 

 
Şekil 7.14. Sham+AKR+MLT ve PINX+AKR+MLT gruplarına ait beyin ve beyincik 

dokuları histopatolojisi A. Sham+AKR+MLT grubu (beyin), B. 
PINX+AKR+MLT grubu (beyin), C. Sham+AKR+MLT grubu (beyincik), 
D. PINX+AKR+MLT grubu (beyincik). H-E; X20. Bar: 20 µm. 

 

Akrilamid kaynaklı beyin ve beyincik hasarında melatoninin etkisiyle histopatolojik 

değişikliklerde belirgin azalma gözlendi. 



67 

7.3. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL BULGULAR 

 

7.3.1 Kaspaz-3 İmmünoreaktivitesi 

 

Sham ve PINX grupları ile karşılaştırıldığında, akrilamid uygulanan hasar gruplarında 

ait beyin dokularındaki kaspaz-3 ifadesinin artmış olduğu tespit edildi. PINX grubunda 

kaspaz-3 ifadesi hafif şiddetteyken, Sham+AKR ve PINX+AKR gruplarında ise 

ifadenin yüksek şiddette olduğu görüldü (Şekil 7.15). Melatonin ile kaspaz-3 

ifadesinin şiddetinde azalma tespit edildi. Kaspaz-3 immün boyamasına ait H-skoru 

aşağıdaki tabloda gösterildi (Çizelge 7.9). 

 

Çizelge 7.9 Beyin dokusundaki Kaspaz-3 immünoreaktivitesi.  
 

Gruplar H-Skoru 

Sham 
124.00±6.35 

Sham+AKR 
212.50±7.64a 

Sham+AKR+MLT 
154.50±7.39b,c 

PINX 
154.50±9.32 

PINX+AKR 
293.00±10.41c,d 

PINX+AKR+MLT 
208.00±16.63e,f,g 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10). 
  a p< 0.001 vs grup 1       b p< 0.005 vs grup 1    c p< 0.001 vs grup 2        d p< 0.001 vs grup 4           
  e p< 0.001 vs grup 3          f p< 0.01 vs grup 4     g p< 0.001 vs grup 5           
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Şekil 7.15. Kaspaz-3 immünoreaktivitesi A. SHAM grubu, B. PINX grubu, C. 

SHAM+AKR grubu, D. PINX+AKR grubu, E. SHAM+AKR +MLT 
grubu, F. PINX+AKR+MLT grubu. Anti-kaspaz-3; X20. Bar: 20 µm. 

 

Sham grubuna ait beyin dokusunda az yoğunlukta boyanma vardı. PINX grubunda ise 

boyanma hafif şiddetdeydi. Sham+AKR ve Sham+AKR +PINX gruplarında en 

şiddetli boyanma mevcuttu. Bu gruplara melatonin uygulanması ile Kaspaz-3 ile 

boyanma yoğunluğunun azaldığı tespit edildi. 

 

7.4. TARTIŞMA 

 

Suda çözündüğü bilinen ve toksik bir kimyasal olan akrilamid, özellikle Batı tarzı 

atıştırmalıklar gibi karbonhidrat açısından zengin gıdaların yüksek sıcaklıkta 

pişirilmesi sonucu oluşur [177]. Gastrointestinal sistemden, güçlü bir geçirgen olması 

sebebiyle, kolayca emilebilir ve dolaşım sistemi aracılığıyla tüm vücuda yayılabilir. 

İnsanların yaşamları boyunca karbonhidratça zengin gıdaların yüksek ısıda 
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kızartılması ya da fırınlanması sonucu oluşan küçük miktarlardaki akrilamide kronik 

olarak maruz kalmaları sonucu toksik etkileri beyin dahil birçok dokuda 

gözlenmektedir [178]. Bu nedenle, son zamanlarda yapılan çalışmalar, akrilamidin 

toksik etki mekanizmalarını ortaya çıkarmak ve dokuları onun hasarlarına karşı 

korumak için yeni terapötik ajanların denendiğini göstermiştir [179]. Bizim 

çalışmamız bildiğimiz kadarıyla ilk kez yapılmış olup pinealektomi ile vücudun en 

güçlü antioksidanı olan melatonin hormonunun sentezini yok ederek oksidan 

saldırılara açık hale getirilen ratlara akrilamid uygulaması sonucu beyin-beyincik 

dokularındaki nörotoksik etkisi sonucu bozulan oksidan-antioksidan durumu, 

immünohistokimyası, histopatolojisi ve serum melatonin düzeyi üzerine ekzojen 

melatoninin tedavi edici etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Bulgularımızda ise 

akrilamidin (25 mg/kg/gün canlı ağırlık) nörotoksisitesinin, artan oksidatif stres 

endeksleri ile kanıtlandığını ve pinealektomiyi takiben beyin ve beyincik dokularının 

endojen antioksidan stastüsünün azalmasının, mikromorfolojik değişikliklerinin yanı 

sıra inflamasyonu ve Kaspaz-3 immünlokalizasyonunu artırdığını ortaya koydu.  

 

Süperoksit, peroksitler ve hidroksil radikalleri gibi ROS'lar oksidatif metabolizma 

sırasında oluşarak DNA hasarına, lipid peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna 

ve diğer etkilere aracılık ederek oksidatif hasara neden olur [180]. SOD, CAT gibi 

enzimatik antioksidanlar ve GSH, melatonin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar 

vücudun antioksidan savunma sistemleri olup normal fizyolojik şartlar altında aktive 

ederek ROS kaynaklarının hızlıca süpürürülmesi ile dokuları oksidatif strese karşı 

korumakla sorumludurlar [181]. 

 

Akrilamid gibi çok sayıda toksik kimyasalın metabolizması sırasında ROS üretimi 

aşırı derecede artarve oksidan/antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulur [182]. 

Beyin dokusunun daha yüksek oranda çoklu doymamış yağ asitleri içermesi, daha 

düşük oranda antioksidan savunma ve nispeten yüksek oksijen tüketim oranı ile daha 

az rejenerasyon kapasitesi içermesinin yanı sıra, diğer dokulara göre ROS kaynaklı 

lipid peroksidasyonuna karşı çok daha duyarlı olmasına neden olur [183]. Önceki 

çalışmalar, aşırı ROS üretiminin akrilamid ile bağlantılı olduğunu ve beyin dokusunda 

nörodejenerasyon yoluyla fonksiyonel bozukluğa yol açtığını göstermiştir [184, 185]. 

Ayrıca akrilamid metabolizması sırasında aşırı GSH tüketimi oksidan ve antioksidan 
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arasındaki dengeyi bozar [186]. Önceki çalışmalarla uyumlu olarak, bizim çalışmamız 

bildiğimiz kadarıyla alanında ilk kez yapılmış olup pinealektomiyi takiben endojen 

melatonin yokluğunda akrilamid uygulaması ile antioksidan enzimlerin aktivitelerini 

azaltarak ve lipid peroksidasyonunu pinealektomi yapılmayan ratlara göre daha fazla 

artırarak oksidatif stresi indüklediğini göstermiştir. 

 

Melatonin hormonunun, serbest radikalleri ya doğrudan nötralize ederek ya da SOD 

ve GPx dahil olmak üzere antioksidan enzimleri artırarak antioksidan etki gösterdiği 

bilinmektedir [187]. Doku antioksidanlarının tüketimi ise hücre içi 

oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasına neden olarak oksidatif hasara neden 

olmaktadır. El Helaly vd. akrilamidin karaciğer, böbrek ve beyin dokularında oksidatif 

stresi artırdığı ve -SH gruplarına bağlanarak antioksidan enzim aktivitelerini azaltarak 

doku DNA'sında hasara yol açtığını bildirmişlerdir [188]. Ayrıca Jiang vd. MDA'nın 

aşırı üretiminin ve SOD, CAT ve GPx dahil olmak üzere antioksidan enzimlerin 

azalmış aktivitesi akrilamidin toksik yan etkileri ile ilişkili olduğunu bildirmiştir [189]. 

Ayrıca Gür vd. akrilamid uygulaması ile MDA içeriğinde bir artma, GSH içeriğinde 

ve SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde azalma gözlemlemiştir [190]. Bizim 

çalışmamızda, pinealektomi sonrası akrilamid ile eş zamanlı olarak ekzojen melatonin 

ile tedavi edilen ratlarda beyin dokusunun antioksidan kapasitesinde bir iyileşme 

olduğu ve lipid peroksidasyonunun azaldığını görüldü. İlginç bir şekilde, sonuçlarımız 

akrilamide maruz bırakılan sham pinealektomize ratların tedavisinin, akrilamide 

maruz kalan pinealektomize ratların tedavisinden daha fazla iyileşme olasılığının 

olduğunu gösterdi. Böylelikle akrilamide maruz kalan beyin dokusunda bozulan 

oksidan/antioksidan dengesinin yeniden sağlanmasında melatoninin önemli bir rolü 

olduğu görüldü.  

 

Akrilamide maruz kalmanın ardından hafıza, öğrenme, bilişsel işlevlerin olduğu bazı 

beyin bölgelerinde ve periferik sinirde nörodejenerasyon gözlemlendi. Bir başka 

araştırmada ise araştırmacılar, hayvanlara iki farklı dozda akrilamid (50 ve 21 

mg/kg/gün) uygulayarak tüm beyin bölgelerinde ki nörodejenerasyonu ve ataksi, kas 

parezi gibi nörolojik disfonksiyonları gözlemlediler [191]. Erdemli vd. yaptığı bir 

çalışmada ise gebe ratlara akrilamid uygulamasının ardından fetal beyninde nöronal 

hasarın tetiklediğini ve BDNF düzeylerini azalttığını bildirmişleridir [192]. 
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Akrilamid tarafından indüklenen nörotoksisite mekanizması henüz tam olarak 

bilinmemekle birlikte, şu üç mekanizma kabul edilmiş görünmektedir: (1) kinesinin 

hızlı aksonal taşınmasının bloke edilmesi; (2) nörotransmiterlerin miktarındaki 

bozukluklar; (3) nörotransmitterlerin doğrudan bloke edilmesi [193]. Çalışmamızda 

bu hipotezleri doğrulamak için, akrilamid uygulamasını takiben sham pinealektomize 

ve pinealektomize ratların beyin ve beyincik dokularında dopamin ve BDNF 

seviyelerindeki değişiklikleri gözlemlemeye çalıştık. Çalışmamızdaki verilerimiz 21 

gün boyunca 25 mg/kg/gün dozda akrilamid uygulamasının sham pinealektomize 

ratlarda ve özellikle pinealektomize ratlarda BDNF seviyesinde önemli bir azalmaya 

ve dopamin seviyesinde ise belirgin bir yükselmeye neden olduğuna işaret etti. Diğer 

taraftan, pinealektomize ratlarda ve özellikle sham pinealektomize ratlarda dopamin 

ve BDNF düzeylerindeki bozuklukların akrilamidle birlikte ekzojen melatoninin 

uygulanmasıyla düzeldiğini gözlemledik. Bizim çalışmamızla uyumlu olarak, Pan vd. 

akrilamide maruz kalmanın dopaminerjik nöronlarda dopamin seviyelerinde bir 

yükselmeye, dopamin alımında değişikliğe ve akrilamid metabolizması ile ilişkili gen 

ekspresyonunda azalmaya neden olduğunu bildirmiştir [194]. Ayrıca Zargar vd. 

akrilamide maruz kalan ratların beyninde serotonin azalmasını doğruladı ve dopamin, 

interferon-γ ve 8 hidroksiguanozinde de artışlar gözlemledi [195]. 

 

Alternatif bir moleküler mekanizma olarak, nörodejeneratif bozuklukların 

etiyolojilerinden biri de santral sinir sistemindeki inflamatuar süreçlerle bağlantılıdır 

[196, 197]. Nükleer transkripsiyon faktörü (NF-κB), inflamatuar süreçlerden sorumlu 

olan TNF-α ve IL-1β dahil olmak üzere proinflamatuar sitokinlerin ve mediatörlerin 

salınmasına neden olarak inflamasyonun patogenezinde kritik bir rol oynar [198]. 

Yakovleva vd.’ nin yaptığı çalışma ile de oksidatif stres tarafından uyarılan NF-κB'nin 

santral sinir sistemindeki nöroinflamasyonda temel bir rolü olduğunu bildirmiştir 

[199]. Bir başka çalışma da ise akrilamidin NF-κB'yi uyardığı ve proinflamatuar 

sitokin seviyelerinde yükselme nedeniyle nöroinflamasyona yol açtığı bulunmuştur 

[200]. Benzer şekilde, bizim çalışmamız akrilamide maruz kalmanın beyin ve beyincik 

dokularında TNF-α seviyelerinde bir yükselmeye neden olduğunu ve böylece 

nöroinflamasyona yol açtığını göstermiştir. NF-κB aktivasyonu, nöroinflamasyona yol 

açan önemli bir faktör olduğundan, yeni terapötik ajanların kullanımının, inflamatuar 

mediatörleri azaltmak için sinyal yollarını baskılayarak inflamatuar ajanlara karşı 
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önemli avantajlar sağlayabileceği iyi bilinmektedir. Bir başka çalışma ise melatoninin, 

NF-κB yolunu baskılayarak TNF-α ve IL-1β'yi azalttığı böylece beyni sisplatin 

kaynaklı nörotoksisiteye karşı koruduğunu göstermiştir [201]. Benzer şekilde, bizim 

çalışmamızda da melatonin, akrilamid kaynaklı NF-κB aktivasyonunu inhibe ederek 

iltihabı baskıladığını ve beyin dokularında TNF-α salınımını azalttığı gözlemlendi. 

 

Akrilamid kaynaklı nörotoksisite, santral sinir sistemindeki apoptoz ile ilişkilidir 

[171]. Normal olarak, Bax'ın Bcl-2 proteini tarafından inhibisyonu, membran 

potansiyelini arttırır, böylece apoptotik süreçleri baskılar [202]. Ratlarda akrilamid 

kaynaklı nörotoksisitede Kaspaz-3' ün aktivasyonu, apoptotik sürecin başlamasına 

katkıda bulunur [203]. Özellikle olumsuz durumlarda sitokrom c salınımına neden 

olarak ve Bax ve p38α MAPK'yı artırarak ve Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak Kaspaz-

3 aktive olur ve böylece apoptotik sürecin başlamasına yol açar [204]. Chen vd. yaptığı 

çalışmada akrilamide maruz kalmanın Bax/Bcl-2 oranının yükselmesine, sitokrom c 

salınımına ve apoptotik süreçlerin aktivasyonuna neden olduğu bildirilmiştir [205]. 

Önceki çalışmalarla uyumlu olarak bizim çalışmamızda, pinealektomize ve sham 

pinealektomize ratların beyin dokularında Kaspaz-3 ekspresyonunun yoğunluğu 

akrilamide maruz kaldıktan sonra ilk kez incelenmiş olup Kaspaz-3 ekspresyonunun 

PINX+AKR grubunda Sham +AKR grubuna göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir. 

İlginç bir şekilde, gözlemlerimiz, melatonin tedavisinin, apoptotik yolakları 

baskılayarak akrilamide maruz kalma sırasında artan Kaspaz-3 aktivasyonunu tersine 

çevirdiğini ortaya koydu. Sonuçlarımızla uyumlu olarak, Motallebzadeh vd. yaptığı 

çalışma da melatonin tedavisinin ratların beyin sapında radyasyona bağlı apoptoz ile 

artan Kaspaz-3 ekspresyonunda önemli bir azalma sağlayabildiğini bildirdi [206]. 

Ayrıca Li vd. yaptığı çalışma da subaraknoid kanamayı takiben melatonin tedavisi ile 

yüksek Kaspaz-3 seviyesinin azaldığını kanıtladı [207]. 

 

Ek olarak, akrilamid tarafından indüklenen başka bir nörotoksisite mekanizması ise 

akrilamide subakut maruziyetten sonra sinaptik veziküllerdeki proteinlere verilen 

hasarın neden olduğu veziküler disfonksiyondur. LoPachin vd. yaptığı çalışmada 

akrilamidin, striatal sinaptik veziküllere dopamin alımını inhibe ettiğini, dopaminin 

depolanmasını kesintiye uğrattığını ve yetersiz bir presinaptik salıverilmesine neden 

olduğunu kanıtladılar [208]. Dopamin dahil katekolaminler, yeniden alım, veziküler 
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geri alım, ekstranöronal yeniden alım veya monoamin oksidaz gibi enzimatik bozunma 

ile elimine edilir. Akrilamide maruz kalmanın neden olduğu dopamin metabolizması 

bozukluğunun beyin dokusunda dopamin seviyelerinde artışa yol açabileceği 

düşünülmüştür. Öte yandan melatonin, dopamin taşıyıcısını (DAT) hücre içinde 

olgunlaşmamış glikosile edilmemiş formunda depolayarak santral sinir sisteminde 

dopamin alımı üzerinde önemli bir etkiye sahiptir [209]. Bununla birlikte 

Leeboonngam vd. yaptığı bir çalışmada uzun süreli melatonin uygulamasının, 

Parkinson hastalığında DAT' ın aşağı regülasyonunu ve çoğunlukla antioksidan 

etkisiyle ilişkili olarak amfetamin kaynaklı hipokampal hasarı engellediğini 

göstermiştir [210, 211]. Literatürle uyumlu olarak, çalışmamızın sonuçları 21 günlük 

melatonin tedavisinin antioksidan özelliklerinden dolayı akrilamidin neden olduğu 

yüksek dopamin seviyelerini azalttığını gösterdi. 

 

Biyokimyasal bulgularla uyumlu olarak çalışmamızdaki histopatolojik 

değerlendirmelerimiz akrilamide maruz kalmanın santral sinir sisteminde 

nörotoksisiteye neden olduğunu ortaya koydu. Akrilamid uygulaması, Sham+AKR ve 

PINX+AKR gruplarındaki ratların koroid pleksusunda ve serebellumunun diğer 

alanlarında, tıkanıklık, perivasküler ödem, inflamasyon, nöronal dejenerasyon ve 

perinöronal ödem gibi değişiklikler gözlenmiştir. Ek olarak ratların beyinlerinde 

Purkinje hücrelerinin dejenerasyonu, Purkinje hücrelerinin kaybı ve inflamasyon 

gözlemlenmiş olup bizim çalışmamız ile Goudarzi vd.’ nin [212] 2019 yılında yaptığı 

çalışma ile de tutarlı olduğu görülmüştür. Çalışmamızla birlikte pinealektomize ratlara 

akrilamid uygulaması ilk kez çalışıldı ve diğer gruplara kıyasla beyin ve beyincikte 

daha fazla nöronal hasar tespit edildi. Buna karşılık akrilamid uygulanmış ratlara 

ekzojen melatonin müdahalesi, nöronal dokuların yapısını önemli ölçüde onardı. 

Çalışmamızın sonuçları Edres vd.’nin [213] 2021 yılında yaptığı çalışma ile uyumlu 

olup akrilamid kaynaklı nörotoksisite de melatonin tedavisinin ile akrilamid hasarının 

azaldığını göstermiştir. 

 

Sonuç olarak, bu bulgular melatoninin, antioksidan enzimlerin seviyesini artırarak ve 

oksidanların seviyesini azaltarak akrilamid kaynaklı beyin oksidatif hasarını 

iyileştirebildiğini göstermiştir. Ayrıca melatonin, inflamatuar yolları düzenlemiş ve 

inflamatuar mediatörlerin salınımını engelleyerek anti-inflamatuar etkiler 
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göstermiştir. Benzer şekilde dopamin ve BDNF seviyelerindeki değişiklikler, 

dopaminerjik nöronlarda dopamin seviyeleri ve dopamin alımındaki değişiklik 

düzenlenerek modüle edildi. Ayrıca melatonin, akrilamide maruz kalmayı takiben 

Kaspaz-3 aktivasyonunu baskılayarak anti-apoptotik etki göstermiştir. Bununla 

birlikte, endojen melatoninin yokluğunda ekzojen melatoninin moleküler 

mekanizmasını kanıtlamak için daha fazla araştırma ve klinik çalışma gereklidir.
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