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Akrilamid oda sicakliginda, kokusuz, beyaz, kati kristal bir yapiya sahiptir. Suda
¢cOzilinlirliigli yiikksek olan, polar ¢d6ziiclilerde 1yi ¢Oziliniirken, polar olmayan
coziiciilerde ise ¢ok az c¢oziinen kimyasal bir maddedir. Dogada serbest olarak
bulunmayip kimyasal yollarla sentezlenir. Akrilamid, karbonhidrat agisindan zengin
gidalarin yiliksek sicakliklarda veya diger termal islemlerde hazirlanmasi nedeniyle

olusan toksik bir kimyasal kanserojendir.
Akrilamid toksik kimyasal bir madde olmasi sebebiyle reprodiiktif sistemi etkilemekle

birlikte ayrica genotoksik, karsinojenik, ve norotoksik etkileri bulunmaktadir.

Akrilamidin 6zellikle ndrotoksisite alanindaki arastirmalar1 biiyiik ilgi gormiistiir.
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Akrilamid insanlarada oldugu kadar ratlarda da ndrolojik bozukluklarin ciddiyeti ve
semptomlarm ilerlemesinin doz hizi ve konsantrasyonuna bagli olarak alman doz
miktarma goére ndropatiye sebep oldugu hatta artan dozlarda oliimciil oldugu

gorilmiistir.

Memelilerin pineal bezinden salgilanan ve gesitli sirkadiyen ritimleri diizenleyen
melatonin  hormonunun, ndroprotektif etki, anti-amiloid etki, antilipidemik,
antihipertansif ve antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica serbest radikal siipiiriicii 6zelliginin kesfinden sonra yapilan
arastirmalar sonucu radikallerin detoksifikasyonunda islev gordiigiinde olusan

metabolitleri de radikal siiptiriicii 6zelliktedir.

Calismamizda, ratlara pinealektomi islemi uygulanarak melatonin yoksunlugu
olusturuldu. Ardindan pinealektomi ve Sham pinealektomi uygulanan ratlar, art arda
21 giin boyunca tek basina veya eksojen melatonin (10 mg/kg viicut agirhigi, i.p.)
varliginda akrilamide (25 mg/kg viicut agirligi, agizdan) maruz birakildi. Boylelikle
Wistar albino ratlarin beyin/beyincik dokusundaki oksidatif stres belirteglerini ve
serum melatonin diizeylerini ayrica histopatolojik ve beyin/beyincik dokusunun
immiinohistokimyasal degerlendirmeleri géz Oniinde bulundurularak, akrilamid ile
kombine edilmis eksojen melatonin tedavisinin norotoksisite iizerindeki olas1
etkilerini ve akrilamid kaynakli norotoksisitesinin olasi roliinii degerlendirmeyi
amacladik. Bu amagcla altmis rat Sham ve pinealektomi olmak iizere iki ana gruba
ayrildiktan sonra bu iki ana grupta kendi i¢lerinde {icer gruba ayrildi; (a) Sham (%0,5
‘lik etanol ¢ozeltisinden 21 giin boyunca i.p olarak uygulandi), (b) Sham+AKR grubu
(deney siiresince 25 mg/kg/giin akrilamid olacak sekilde 21 giin boyunca gavajla
verildi), (c) Sham+AKR+MLT (deney siiresince akrilamid 25 mg/kg/giin olacak
sekilde 21 giin boyunca gavajla, melatonin ise 10 mg/kg/giin olacak sekilde 21 giin
boyunca 0,5 ml hacminde ip olarak uygulandi), (d) PINX grubu (Epifiz bezi
pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra deney siiresince 21 giin boyunca i.p olarak %0,5
‘lik etanol ¢ozeltsi uygulandi) (e) PINX + AKR grubu (Epifiz bezi pinealaktomi ile
cikarildiktan sonra deney siiresince 21 giin boyunca ip olarak %0,5 ‘lik etanol
cozeltisi, 21 giin boyunca 25 mg/kg/giin akrilamid olacak sekilde gavajla uygulandi),
(f) PINX+AKR+MLT (Epifiz bezi pinealaktomi ile g¢ikarildiktan sonra deney



stiresince 21 gilin boyunca i.p olarak %0,5 ‘lik etanol ¢ozeltisi, 21 giin boyunca 25
mg/kg/giin akrilamid olacak sekilde gavajla, melatonin ise 21 giin boyunca 10
mg/kg/giin olacak sekilde uyguland).

Calismamiza gore pinealektomize ratlarda akrilamide maruz kalma sirasinda beyin
oksidan/antioksidan durumu, inflamatuar mediatorler ve apoptoz degisiklikleri,
pinealektomize olmayan ratlardan daha fazlaydi. Ayrica, akrilamid uygulamasidan
sonra pinealektomize ratlarin beyin dokusunda histopatolojik degisiklikler daha
fazlaydi. Eksojen melatonin tedavisi, stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdi ve beyin toplam antioksidan
durumunu (TAS) iyilestirdi. Ayrica melatonin, akrilamide maruz kalmis beyin
dokularinda lipid peroksidasyonunu, inflamatuar yollar1 ve apoptozu baskilamistir. Ek
olarak, akrilamide maruz kalmis ratlara eksojen melatonin miidahalesi, néronal
dokularin yapisini 6nemli 6l¢iide onarmistir. Sonug olarak, bu calisma ilk kez ekzojen
melatonin tedavisinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak, lipid
peroksidasyonunu ve inflamasyonu inhibe ederek ve akrilamid uygulamasindan sonra
pinealektomize ratlarm beyin dokusundaki histopatolojik degisiklikleri iyilestirerek

oksidatif hasar1 azaltabilecegini 6ne siirdii.
Anahtar Sozciikler : Pinealektomi, Melatonin, Norotoksisite, Lipid Peroksidasyon,

Inflamasyon, 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

vii



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, 1.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), (¢) Shamt+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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BOLUM 1

GIRIS

Akrilamid oda sicakliginda, kokusuz, beyaz, kati kristal bir yapiya sahip olup suda
¢cOziinlirliigi yiiksektir. Suda 1y1 ¢6ziinmesinin yan1 sira metanol, etanol vs. ortamlarda
1yi ¢ozilinlirken; hektan, heptan gibi ortamlar ise ¢oziiniirlik oran1 diiser. Akrilamid
normal sartlarda dogada kendiliginden bulunmayip kimyasal tepkimeler sonucu
olusan ve bir¢ok alanda kullanilan bir kimyasaldir. Monomer ve polimer yapida olmak
iizere iki farkli sekilde bulunur. Monomer formu toksik ozellik gosterirken
poliakrilamid formu ise nontoksiktir. Monomer formunun omurgalilarda sinir sistemi
lizerine zarar verir. Ayrica karsinojenik, genotoksik ve norotoksik etkileri de
mevcuttur. Polimer formu ise kagit ve tekstil {iriinlerinde, atik su aritma da, igme
suyunun berraklastirilmasinda aritic1 olarak, plastik iiretimi gibi kullanim alanlarma
ek olarak baraj temelleri ve tiinel insaatlar1 icin derz dolgu maddelerinin
formiilasyonunda kullanilir. Polimer formu ayn1 zamanda molekiiler biyoloji alaninda

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

Stockholm Universitesi arastirmacilarmin 2002 yilinda yaptig1 arastirma sonucunda
gidalarda ilk defa akrilamidin tespit edilip saglik acisindan etkilerinin ortaya
konulmasi ile tiim diinyanin dikkatini ¢ekmistir. Nisan 2002 yilinda yaptiklar1 basin
aciklamasi lizerine akrilamidin monomerik formunun karbonhidratca zengin gidalarin
yiiksek sicaklikta (120 °C ve iizeri) kizartilmasi veya firmlanmasi sonucu kanser
olusturma riskine sahip bir kimyasal madde olarak yiiksek miktarda olustugunu
duyurdular. Bunun iizerine Uluslararas1 Kanser Arastrma Merkezi ndrolojik ve
kanserojenik etkiler gosterdigi icin akrilamidi “insanlar agisindan potansiyel

kanserojen madde” kategorisinde 2A grubunda smiflandirdilar [4, 5].



Akrilamidin ratlardaki norotoksik etkileri iizerine yapilan ¢aligmalar da ise hem
periferal hem de merkezi sinir sistemleri iizerine etkileri ortaya konmustur. Ornegin,
arka bacak ayak agikligi, ataksi, iskelet kas1 zayifligi, aksonal dejenerasyon, zayif
bacaklar, duyu kaybi, azalmis refleksler ve periferik ekstremite uyusmast gibi
semptomlar goriilmektedir. Ek olarak, inhalasyon veya deri yoluyla uzun siireli
akrilamid maruziyetinin daha siddetli serebellar disfonksiyon ve noropati

semptomlarma neden oldugu da gosterilmistir [1-4].

Serbest radikaller ile biyolojik sistemin reaktif ara tUriinlerini detoksifiye etme veya
oksidatif radikallerin neden oldugu hasar1 onarma yetenegi arasindaki dengesizlik
oksidatif stres olarak tanimlanir. Serbest radikalle, detoksifiye edilemedigi takdirde
hiicrenin lipid, protein, karbonhidratlara saldirarak oksidatif hasarlar meydana
getirirler. Hiicreler meydana gelen bu oksidatif hasar1 6nlemek ve detoksifiye etmek
icin antioksidan savunma mekanizmalarin1 kullanirlar. Antioksidan savunma
mekanizmalar1 da birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Birincil
antioksidanlar radikal tiirlerini temizleyebilen zincir kirici antioksidanlarken, ikincil
antioksidanlar ise singlet oksijen sondiiriiciiler, radikal olmayan tiirler veren peroksit
ayristiricilar, metal selatorler, oksidatif enzim inhibitorleri (6rnegin lipooksijenaz)
veya ultraviole absorblayicilardir. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve
nonenzimatik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’ler enzimatik antioksidanlardir.
Ayrica bu antioksidanlara ek olarak, tioredoksinler (TRX'ler), peroksiredoksinler
(PRX'ler) ve glutation transferaz (GST)’ da yer alir. C vitamini (askorbik asit), E
vitamini (a-tokoferol), B-karoten ve glutatyon (GSH) ise enzimatik olmayan

antioksidanlar1 olusturur [5-9].

Pineal bez sagital hat iizerinde yer alan, saglam, cam kozalag1 seklinde, kirmizi-gri
renkli, yaklasik 5-9 mm uzunlugunda ve 1-5 mm genisliginde olup ortalama 100-180
mg agirhigindadir. Omurgalilarda sirkadiyen ritimden sorumludur. Sirkadiyen ritim
yaklasik 24 saatlik biyolojik ritimlerdir ve aglik/tokluk, endokrin sistem,
uyku/uyaniklik durumu, immiin sistem gibi fizyolojik olaylar1 kapsar. Memelilerin
pineal bezinden salgilanan ve cesitli sirkadiyen ritimleri diizenleyen melatonin

hormonunun, néroprotektif etki, anti-amiloid etki, antilipidemik, antihipertansif ve



antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda 6nemli rol oynamaktadir.
Boylelikle serbest radikal siipiiriici 6zelliginin kesfinden sonra yapilan arastirmalar
sonucu radikallerin detoksifikasyonunda islev gordiigiinde olusan metabolitleri de

radikal stiptiriicti 6zelliktedir [10-14].

Bu calismada ratlara pinealektomi islemi uygulanarak viicutlarinda dogal olarak
bulunan ve en giiclii antioksidan olan melatoninin endojen yoksunlugunda akrilamid
tarafindan olusturulan norotoksisitenin beyin dokusu iizerindeki etkilerine karsin
ekzojen melatoninin koruyuculugunu inceledik. Bu sebeple pinealektomize edilmis
ratlara akrilamid ile olusturulan ndrotoksisite {izerine ekzojen melatonin uygulamasi
sonrasi beyin ve beyincik dokularinda MDA, GSH, TAS, TOS, OSI, CAT ve SOD
incelenerek doku oksidatif hasar diizeyleri analiz edildi. Bunlara ek olarak ayni
dokularda TNF-a, BDNF ve Dopamin diizeyleri analiz edildi. Ratlarin serumlarinda
melatonin diizeyleri 6l¢iildii. Ayrica apopitoz diizeyi immiinohistokimyasal olarak
Kaspaz-3 boyama ile ortaya konuldu. Beyin ve beyicik dokularinda histopatolojik

incelemeler 151k mikroskobu ile yapildi.



BOLUM 2

OMURGALILARDA SiNiR SiSTEMI VE BEYIN GELISIMi

Sinir sistemi kokenini noral plaktan alarak notokord ve paraksiyal mezoderm
iizerindeki ektoderm tabakasini ndral plaga farklilagmasi i¢cin uyarir. Noral katlantilar,
noral tiip ve noral krista, noral plaktan gelisen yapilaridir. Noral tiip santral sinir
sistemine farklilasirken; noral krista ise posterior kok ganglionu, kraniyel sinirlerden
V, VII, IX, X. sinirlerin duyu ganglionlarini, otonom ganglionlari, Schwann
hiicrelerini, santral sinir sisteminin meningeal Ortiileri olan piameter ve araknoidi

olusturur [15].

Norulasyon siireci noral plak ve noral tiip olusumuyla sonuglanan hiicresel ve yapisal
farklilasmay1 igerir. Bu siire¢ gebeligin {iciincii haftasinda baslar ve dordiincii
haftasinda zirve yapar. Noral katlantilarin birlesmesi kranial ve kaudal yonde her iki
u¢ i¢cinde kiiclik bir aciklik kalincaya kadar devam eder. Kranial agiklik 25. giinde,
kaudal aciklik ise 27. giinde kapanir. Noral kanaldan medulla spinalisin kanalis
sentralisini olusurken; noral tiipiin duvarlar1 kalinlasarak beyni ve medulla spinalisi

olusturur [16, 17].

Orta c¢izgide yer alan notokord uzantis1 denilen hiicresel kordon, mezensimal
hiicrelerin bir kisminmn primitif diigiim ve ¢ukurdan kraniale dogru go¢ etmesiyle

meydana gelerek notokord kanalini olusturur (Sekil 2.1) [17, 18].
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Sekil 2.1. Notokord uzantisinin gelisimi [18].

Notokord uzantisi silindirik endodermal hiicrelerin olusturdugu yuvarlak bir alan olan
prekordal plaga dogru ilerlerken ektoderm ve endoderm arasindan kraniale uzanir.
Prekordal plak ise iistiindeki ekdoderme sikica yapisik olmasindan dolay1r notokord
uzantisinin daha fazla ilerlemesine izin vermez. Boylelikle ileride agiz boslugunun
gelisecegi orofarengial membrani olusturur. Primitif ¢izginin kaudalinde ise dairesel
bir alan olan kloaka membrani bulunur ki buradan da ileri de aniis gelisir (Sekil 2.2)

[17, 18].

kanal

Horal Plak

Kloaka
membran

Hotoxord Endoderm

Sekil 2.2. Notokord uzantisindan ileride agiz ve aniis olusumunun gosterimi [18].



Notokord denilen yap1 (Sekil 2.3); hiicresel bir ¢ubuk olup, embriyonun primordiyal
eksenini ve omur cisimlerinin olusacagi yeri belirler. Embriyoya diklik verirken, kafa

ve omurga kemiklerinin gelisimi i¢cin 6nemli rol oynar [17, 18].

Horal oluk Horal Kivrim

Lateral )
mezoderm Paraksiyel
mezoderm
Ara E
Embriyonik
mezoderm endoderm
Hotokord

Sekil 2.3. Noral plaktan notokord olusumu [18].

2.1. BEYiN VE GELISIMI

Noral tiip, gebeligin 3. haftasinin sonunda olusur. Bu, gebeligin 18 ve 22. giinleri
arasinda meydana gelen noral plak olusumu ile baslar. Gebeligin 23. giiniinde, ndral
plagin her iki tarafinda ndral progenitor hiicrelerle cevrili iki sirt olusur. Sirtlar daha
sonra yukar1 dogru yiikselir ve fiizyon i¢in hazirlanmak iizere kendi i¢lerine dogru
kivrilmaya baslar. Filizyondan hemen Once, néral tiiplin 6n ucu ii¢ ayr1 keseye
farklilasir. Bu keselerin ilki ve en 6n kismi 6n beyni olusturan prosensefalondur.
Sonraki, orta beyni olusturan mezensefalondur. Ugiincii kese, arka beynin dnciisii olan
rombensefalondur. 4. haftanin baslamasiyla ise prosensefalon, telesefalon ve
diensefalon olmak {izere iki keseye ayrilir. 5. haftada ise rombensefalon da

metensefalon ve miyelensefalon olmak iizere iki keseye ayrilir [19, 20].

Postembriyonik donemde eriskin beyninin agirhigr kisiden kisiye degisebilmekle
birlikte agirligi ortalama 1,2 kilogram olup %78 su, %10 yag ve %8 de proteinden
olusmaktadir. Yapigskan, peltemsi, {i¢ kath zar ile ortiilii, iki yarim kiireden olusan,

girintili-¢ikintilt yapiya sahip bir organdir [21, 22]. Postembriyonik donemde beyin



diencephalon, telencephalon, mesencephalon, pons, medulla oblongata ve cerebellum

Telencephalon
/K Thalamus

Epithalamus

olmak iizere alt1 kisma ayrilir (Sekil 2.4) [23].

Diencephalon

Midbrain

Pons 7)) 'Y
Medulla oblongata/\\ Cerebellum

Spinal cord

Sekil 2.4. Beynin kisimlar1 [23].

Diencephalon, beyin hemisferleri tarafindan ortiilmiis olup. epitalamus, metalamus,
hipotalamus, talamus ve subtalamus olmak iizere bes bdliimden olusur.
Mesencephalon, beynin en kiiciik pargasidir ve gérme ve isitme refleks merkezlerini
olustururlar. Pons, V, VI, VII, VIII kranial sinir niikleuslarinin ve tegmentum pontis’in
inen-¢ikan yollar1 igerir. Medulla oblangata, medulla spinalis ve ponns arasinda yer
alirken ventralinde kortikospinal yollari, dorsalinde tuberculum gracile, tuberculum
cuneatum ve fossa rhomboidea bulunur. Cerebellum, beynin ikinci biiylik kismudir.
Iskelet kaslarinin (istemsiz hareket eden) tonusunu kontrol eder. Telencephalon,
beynin en genis kismi olup iki hemisferden olusur. Bu iki hemisfer birbirine corpus
callosum ile baglanir. Hemisferlerde yer alan ¢ikintilar arasinda sulcus denilen yariklar
yer alir ki bu sulcuslara gore hemisferler frontal, parietal, oksipital ve temporal

loblardan olusur (Sekil 2.5) [24-26].



Parietal lob

Frontal lob _

Oksipital lob

Sekil 2.5. Beyin hemisferlerinde yer alan loblar [23].

2.2. NOROTROFIK FAKTOR

Norotrofinler, hiicre gévdesinden uzak bir mesafede, norotrofine duyarli néronlarin
aksonlar1 ile temas eden periferik dokular veya ndronlar tarafindan sentezlenir.
Norotrofin ailesi, sinir sistemi gelisimini, farklilamasi ve islevini etkileyen polipeptit
biliylime faktorleri grubudur [27]. Norotrofinler genel olarak ortak bir yapiya sahip
olup, promotor bodlgelerinde yer alan farkli domainler araciligiyla spesifik

reseptorlerine baglanarak biyolojik yanitlar olustururlar [28, 29].

Norotrofin ailesi liyeleri, sinir biiylime faktorii (NGF), norotrofin 3 (NT3), beyin
tiirevli nérotrofik faktor (BDNF) ve NT4” dir. Bu faktorlerin reseptorlerine baglanmasi
tropomiyozin ilgili kinaz (TrkA, TrkC ve TrkB) yolunun uyarilmasina sebep olur.
Norotrofinler c¢esitli sebeplerle azalma gosterdiklerinde beyinde etkili olduklar1

ndronlarm 6liimiiyle sonuglanacak biyolojik olaylar zincirini tetikleri bilinir [30-32].
2.2.1. Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF)
Beyin tiirevli norotrofik faktor, sinir sisteminde yer alan ndronlarin yasamasini,

biiyiimesini ve fonksiyonlarin1 diizenler. Sinaptik plastisitede saglarken, sinapslarin

akson ve dendrit dallanmalarin1 diizenleyen bir nérotrofindir [33].



BDNF temelde santral sinir sisteminde ndronlarmn gelismesine, yenilenmesine
yardimci olurken ndrotransmitterlerin rol aldiklar1 6nemli sinir yolaklarmim yapisal
olarak normal yapida olmalarini ve islevlerini saglikli bir sekilde stirdiirmelerine katki
saglamaktadir. Ogrenme ve hafizada mRNA ekspresyonunu artirirken, hiicresel
uyarilabilirligi artirarak davranis ve Ogrenme ilgili fonksiyonlar1 ve akabindeki
sinaptik degisiklikleri etkilemektedir. Fizyolojik ve patolojik durumlarda BDNF
miktar1 degismektedir [34-37].

BDNF’nin mRNA ve protein diizeyleri, hipokampus, serebellum, amigdala, striatum,
neokorteks, hipotalamus, talamusta tespit edilmistir. Ayrica bulbus olfaktoriusta,
adrenerjik beyin sap1 cekirdeklerinde ve de medulla spinaliste BDNF mRNA’s1
belirlenmistir. Yine kalpte, bobrekte, akciger ve mesane dokularinda, dalakta ve diiz

kas hiicrelerinde de tespit edilmistir [38-40].
2.3. DOPAMIN
Dopamin (3-hidroksitiramin), santral sinir sistemindeki ana katekolamindir (Sekil

2.6). Tirozin amino asitinin bir metaboliti olup 1957 yilinda Isvegli bilim adam1 Arvid

Carlsson tarafindan yaklagik 65 yil 6nce kesfedilmistir [41].

HO NH,

HO

Sekil 2.6. Dopamin hormonu [41].

Memeli beyninde dort dopaminerjik yolak tanimlanmis olup bunlar nigrostriatal,
mezolimbik, mezokortikal ve tuberoinfundibulardir. Bu yolaklardaki yer alan
dopaminerjik noronlar santral sinir sistemi fonksiyonlarinda 6nemli rol alan hareket,
beslenme, dikkat, 6diil, uyku, hafiza ve 6grenme gibi islevleri vardir. Bunlarin yani
sira dopaminin 6nemli fizyolojik siire¢lerde de rol aldig1 bilinmektedir. Bu fizyolojik

stiregclere ise koku alma, bagisiklik sistemi, hormonal diizenleme, bdbrek

9



fonksiyonlarmin diizenlenmesi ve kardiyovaskiiler diizenlemeyi 6rnek verebiliriz [42-

44].
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BOLUM 3

AKRILAMID

Akrilamid, 1893 yilinda Christian Moureau tarafindan kimyasal bir bilesik olarak
bulunmustur. Yapisinda reaktif etilenik ¢ift bag ve amid grubu igerir. Tabiatta dogal

olarak bulunmay1p kimyasal olarak sentezlenen toksik bir maddedir. [45].

Akrilamid oda sicakliginda kokusuz, beyaz, kati, kristal bir yapiya sahiptir. Suda
¢cOziinlirliigii yiiksektir (25 °C’ de 204 g/100 ml). Hem zay1f bazik hem de zayif asidik
Ozellige sahiptir. Akrilamid suda oldukg¢a 1yi ¢6zlinmesinin yani sira metanol, etanol
ve aseton gibi ortamlarda iyi ¢Ozilinlirken; hekzan ve heptan gibi ortamlarda ise
¢cOziinlirliik oran1 diiser. Kapali kimyasal formiilii C3HsNO’ dur. Molekiil agirhigi
71.08 g/mol’ diir. 84,5 °C’de erirken, (25 mmHg) 125 °C’de kaynar. Atmosfer
basincinda ise kaynama noktasi 192,6 °C’ ye kadar ¢ikmaktadir. Akrilamidin agik
formiilii asagida verilmistir (Sekil 3.1) [46, 47].

O—=0

CH,
\C/ AN

H 2

Sekil 3.1. Akrilamidin agik formiilii [46].

Akrilamid, monomer ve polimer yapida iizere iki farkli sekilde bulunur. Monomer
formu toksik 6zellik gosterirken, poliakrilamid formu ise nontoksiktir. Monomerik
formu omurgalilarda sinir sistemine zarar verir. Ayrica memeli hayvanlarda

kanserojen ve mutajen etki gosterdigi belirtilmektedir. Monomer formunun
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ndrotoksik, karsinojenik, ve genotoksik etkileri vardir. Polimer (poliakrilmid) formu
ise kagit ve tekstil iirlinlerinde, atik su aritiminda, igme suyunun berraklastirilmasinda
pihtilastirict olarak, plastik iiretimi gibi pek ¢ok kullanim alani bulurken, baraj
temelleri ve tiinel insaatlar1 i¢in derz dolgu maddelerinin formiilasyonunda da
kullanilir.  Poliakrilamid ayrica  molekiiler biyoloji  alaninda  arastirma
laboratuvarlarinda elektroforez jeli ve kromatografide kullanildigi gibi proteinlerin

ayristirilmasi ve saflastirilmasinda da kullanilmaktadir [48-51].

2002 yilinda Tareke ve arkadaslarini yaptiklar: calisma sonucunda gida igeriklerinde
akrilamidin varligmim bulunmasi ve zararh etkilerinin saghgi olumsuz yonde
etkiledigini bulmalar1 sonucu tiim diinyanin dikkatini cekmislerdir. Isve¢ Ulusal Gida
Komisyonu (NFA) ve Stockholm Universitesi’nin yiiriittiigii arastrrmalar sonucu
Nisan 2002’ de bir basin aciklamasi yaparak akrilamidin monomerik formunun
“karbonhidrat¢a zengin” gidalarm yiiksek sicaklik (120 °C ve iizeri) uygulanarak
kizartilmas1 veya firinlanmasi islemleri sonucunda kansere sebep olma riskini igeren
kimyasal bir madde olarak yiiksek oranlarda olustugunu ortaklasa duyurdular. Isvecli
bilim adamlarinin bu agiklamasinin ardindan dikkatlerin 1iyice akrilamide
yonelmesiyle birlikte Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) norotoksik ve
kanserojenik etkilere neden oldugu i¢in akrilamidi “insanlar i¢in potansiyel kanserojen
madde” kapsaminda 2A smifi olarak nitelendirmistir. Akrilamidin bu kategoride yer
almasmin ardindan Diinya Saglik Orgiiti (WHO) basta olmak iizere Birlesmis
Milletler (BM), Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), Ortak Gida Giivenligi ve Uygulamali
Beslenme Enstitiisii (JIFSAN) ve Ulusal Saglik ve Giivenlik Enstitiisii (NIOSH) gibi
kuruluslar bu konuyu giindemlerine almislardir. Avrupa Gida Giivenligi Ajansi
(EFSA) Haziran 2015’ te gida iceriklerindeki akrilamidin belirli kanser tiirlerini

gelistirme riskini tiim yas gruplarinda arttirdigini onaylamistir [52-56].

3.1. GIDALARDA AKRIiLAMID OLUSUMU

Akrilamid dogal olarak gidalarda bulunmay1p yiiksek sicakliklardaki 1sil islem sonucu
olusan toksik bir madde olup birden fazla mekanizma sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sebeple de gidalarda akrilamid olusumunu agiklayan birden fazla teori mevcuttur.

Akrilamid olusumuna giden olas1 yollardan biri amonyagin akrolein veya akroleinin
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oksidasyon {iriinii olan akrilik asit ile reaksiyonudur. Akrolein ve akrilik asit basit
sekerlerin enzimatik olmayan esmerlesmeye ugramasi sonucu olusabilecegi gibi
kizartma yaglarinda serbest kalan triagilgliserollerden de olusabilir. Bir bagka olasi
mekanizma ise alanin ve aspartik asit aminoasitlerinin ayrigmasi sonucu akrilik asitin
olusmasiyla akrilamid sentezlenebilir. Yine bir baska olas1 mekanizmalardan biri ise
asparajin aminoasiti ile indirgen sekerlerin reaksiyona girmesi sonucu akrilamid
olusabilir [57, 58]. Sekil 3.2” de gidalarda akrilamidin olusum tiim yollar1 verilmistir
[59].

HO—"“0H
O NH;

Aspartik asit

't
H3;C—(CH,)x C—OH
Yag Asitleri

N
Akrolein —

OH-~
OH
OH

Gliserol

3-aminopropinamid
O NH,
Asparagin

Sekil 3.2. Gidalarda akrilamidin olusum yollar1 [59].

Gidalarda akrilamidin olusum mekanizmasini agiklamak icin dort teori One

stiriilmiistiir. Bu teoriler ise asagida sirasiyla verilmistir:

e Teori 1: Dogrudan aminoasitlerden akrilamid olusumu
e Teori 2: Akrolein ara maddesine dayal yollar
e Teori 3: Akrilik asit ara maddesine dayali yollar

e Teori4: Maillard reaksiyonu sonucu akrilamid eldesidir.
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3.1.1. Teori 1: Dogrudan Aminoasitlerden Akrilamid Olusumu

Akrilamid olusumunda gerekli olan onciillerden birisi amino asitler ve proteinlerin
yapisinda bulunan a-amino grubundaki azottur. Bu sebeple de alanin, asparajin,
glutamin ve metiyonin amino asitlerine dayali birka¢ akrilamid mekanizmasi

onerilmistir.

Alanin aminoasitinden sekilde gosterildigi gibi dogrudan akrilamid sentezlenebilir

(Sekil 3.3) [60].

Dehidroalanin Akrilamid
H NH, 0 A i NH, 0 Dea H H 0
S A R W I e W

(=C—C—0H — (=(—(—NL,—  (=(—(—Nj,

Sekil 3.3. Alaninden akrilamid olusumu [60].

Asparagin ve glutamin aminoasitlerinden bir dizi reaksiyon sonucunda sekilde

gosterildigi akrilamid olusturulabilir (Sekil 3.4) [46, 60].

Asparajin
O
RN Il
* OH
Il | - H o
O NH, - | Il
—_—————— C— C— C—NH,
Glutamin T
™NH, .z -
LN O Akrilamid
Il Il
O O

Sekil 3.4. Asparajin ve glutamin aminoasitinden akrilamid olusumu [46, 60].

Sanders ve arkadaslar1 asagida gosterilen sekillerde yer alan kararli izotoplar (3C ve

>N) ile reaksiyon yolunun haritalanmasi gdsterilmis olup asparajin aminoasitini
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kullanarak gergeklestirdikleri reaksiyonlarda, reaksiyon yollarmi haritalamak i¢in ii¢

basamakli bir dogrulama deneyi yapmuslardir (Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7) [61].

ISNI‘Iz
|
C=0
| _—
CH,
|
NH,—CH — COOH

ISNHZ

|
C=0
|
CH,
I
CH,

“N- akrilamid

Sekil 3.5. Basamak 1: Asparajinlerin a-karbonunun bu reaksiyonda odak noktasi
oldugunu gosteren tepkime [61].

NH,

c=o0
CH,

NH,— (IJH — COOH

| _

NH,
&=
CH,
CH,

O

isaretlenmis akrilamid

Sekil 3.6. Basamak 2: a-amino grubunun akrilamid olusumuna katilmadigini gosteren

tepkime [61].

“NH, NH,
o im0
| —_—
“CHz 13(-:1_]2
| I
“NH,— “CH,—“COOH “CH,

ISN ].'IC IJC 13C 13C akrilamid

Sekil 3.7. Basamak 3: Asparagindeki amino asit R grubunun pirolitik parcalardan bir
araya getirilmek yerine bozulmadan kaldigin1 gésteren tepkime [61].

Metiyonin aminoasitinin Strecker bozunmasina ugramasi sonucu Sekil 3.8 te

gosterildigi gibi de akrilamid sentezlenebilir [60, 62].
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o R, CH,-S-CH, N R,
X > N2/ N
CH,—S— CH,— CH—NH, C - ¢ ~C
(lj - | —2 a’ | j A\
2N PN . -
o° ‘om o R, ) (0 C() R,
] . |
Metiyonin Dikarbonil bilesigi H
1 Co,
. CH,-S-CH
R R 3 2
HxN%cn/ ' Hzp\‘c/ ' H Se=n &
s
| == | + CH,-S-CH,-C_ 228 = Y
Z°N #5\ o =
o R, HO R, H—O R,
Methivonal
Aminoketon l
O%C/R‘
+ (CH,=CH-CHO) 4 CH,SH o |
Akrolein C
7N\
o R,
r — § 10] - . NH ey .
CH,= CH- CHO — H,C=CH-COOH —% CH,=CH - CONH,

Sekil 3.8. Metiyonin aminoasitinden Strecker bozunmasi ile akrilamid olusumu [62].

3.1.2. Teori 2: Akrolein ara maddesine dayah yollar

Akrolein, akrilamidin 6ncli maddesi olup lipidlerin, aminositlerin ve proteinlerin
bozunmasiyla meydana gelebilir. Akrolein ayrica okside olarak akrilamidin diger 6ncii
maddesi olan akrilik aside de doniisebilir. Sekil 3.9° de gosterildigi gibi akrolein ve

akrilamidin kimyasal yapilar1 birbirine ¢ok benzemektedir [63, 64].

H H o H H O
\ I | \ I |
C=—C— C—H /C=C— C— NH,
H H
Akrolein (Z-propenal) Akrilamid (2-propenamid)

Sekil 3.9. Akrolein ve akrilamidin kimyasal yapis1 [63].

Akrolein olusumundaki potansiyel yollardan biri Sekil 3.10° de gosterilen gliserol
dehidrasyonu ve Sekil 3.11° da gosterilen monogliseridin oksidasyonu sonucu

gerceklesen lipitlerin bozunmast yoludur [60, 65].
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Gliserol
H H @ H H H H H
I | | I |
H—c—Cc—Cc—H =-%--- H—C—C—C—H ---» H—C—C—C—H
| | | | | | |
OH OH OH OH OH OH OH OH OH
11,0 b,
A, -HLO
2-0OH-Propanal 3-OH-2-Propanone
H H (o] H H
| I I | I I
H—C—C—C—H H—C—C—C—H
n
H OH OoH O H
Mag &
Akrilamid
¥ o Akrolein
H I " H H (4]
\ N I
C—C— C—NH; —-—7— /c=c—c—|[
H
H

Sekil 3.10. Gliseroliin dehidrasyonu ile olusan akroleinden akrilamid olusumu [60].

Monogliserid

\l.u_.o (|,
u H 0 ey By |{ " "@'\
: Ri
\ L] A “
|
i

c-c c}u—c R f (=C'= (=(=(= 00—) .( dﬂH — \c-c—c—H'Hou
/

T
H ” H  akeolein

oo i !

Sekil 3.11. Monogliseroliin oksidasyonuyla akrolein olusumu [60].

Diger bir potansiyel yol ise nisastanin pargalanmasi ve yaglarin, proteinlerin,
karbonhidratlarin pirolizi ve oksidasyonu sonucu yan iirliin olarak ortaya c¢ikan
asetaldehit ve formaldehitten de akrolein elde edilebilir. Bu elde edilme yollar
asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13) [60, 66].
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Nisasta— Glukoz —— Fragmentler

O
Il
(1 C—H
I
(@) H_?_OH A, 1) ve 2) 2 O
—_C— 1) Aynlma
4 H—C—OH s

I H
(5) H—C—OH

| (Greater amounts of acrolein fromC, ;¢ than C, , ;)
(6) CH,OH

AEkrolein

Sekil 3.12. Nisastanin parcalanmasi ile akrolein eldesi [60].

Asetaldehit - Formaldehit

O H O

I | I H-=,

H O H H O
H
~ T O I L
C=C—C—H+«———F—— H—C—C—C—H
't | |
H OH
Akrolein 2 OH-propanal

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

3.1.3. Teori 3: Akrilik Asit Ara Maddesine Dayah Yollar

Akroleinden akrilamid sentezi sirasinda iki mekanizma Onerilmistir. Bunlardan biri
Sekil 3.14°da gosterilen akroleinin akrilik asit ara maddesi yoluyla dogrudan
oksidasyonu iken bir digeri ise akroleinden akrilik asit olusmaksizin aminasyon
yoluyla akrilamid elde edilmesidir. Bununla birlikte Sekil 3.15” de ki gibi dogrudan

alanin aminoasitinden de akrilik asit olusumu 6nerilmistir [60, 67].
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Dogrudan oksidasvon
AKkrolein Akrilik asit AEkrilamid
H O H O H O
H Lo oy TN L ey s L
C=C—C—H — C=C—C—0H —3% C=C— C—NH,
u’ -’ H
Aminasvon
Akrolein Ekleme Akrilamid
H O H O H O
H [T GNP [ - ~ Lo
C=C—C—H —* C=C—C—NH, —— C=C— C—NH,
u- u’ o

Sekil 3.14. Akroleinden akrilamid olusumu [60].

o-Alanin B-Alanin
| 5 ™, O ™EL, L)
I T |
H—CC — O — C—— K H— —C—C— O
| | | | | |
H H H H H H
- NH, - B,
i
H — I 1]
C=— C— OH
] R
Akrilikk asit

Sekil 3.15. Alanin aminoasitinden akrilik asit olusumu[60].

3.1.4. Teori 4: Maillard Reaksiyonu Sonucu Akrilamid Eldesi

Maillard reaksiyonu indirgen sekerlerin (glukoz, fruktoz gibi) karbonil grubu ile
aminoasitlerin amino grubunun kondenzasyonu ile meydana gelir. Maillard
reaksiyonu, 151l islem sonrasi kizartma, firinlama gibi islemler sonucu elde edilen cips,
kahve, ekmek gibi iirlinlerde renk, tat, aroma gibi karakteristik olusumlar goriiliir.
Ancak bu 151l islemler sirasinda sicakligmn 120 °C ve ilizerine ¢ikmaya basladikca
istenmeyen yan {riinlerde olusmaktadir. Bu iirlinlerden biri olan akrilamidin
olusumunda genel olarak kabul goren teori Maillard reaksiyonu olmakla birlikte
akrilamid olusumunda kilit rol oynayan major aminoasit ise asparajindir. Akrilamidin
Maillard reaksiyonu esnasinda muhtemel olusum asamalar1 Sekil 3.16” de verilmistir

[68].
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Amadori bilegifi =---=---==-==sesssssssseccessaaany
.‘ Karbonil kaynag I',

: {glukoz) i

. : HLO

E + : ]I[ l]l {
.\.Jl_-—r.i'u—i_'umli..__—"' H——N—CH—COOH a—— Ll—r.l' i_lll—t_uull :
' e R i.l'J 5 R 4_| H,

i‘l =0 I'I =0

e ) ; i {I

oy, NH, ; NH, NI

oA .

I". Asparajin “J

i % . N-glnkorilasparajin ‘/( Schifl Ban
‘ - -
:

H—{i'—‘?:J (=CH H—g = NIJ—{I']l
H R Ll'}l: — R {I'}l_-
i 1.|'={]' -LI'=U
NH, NH;
] i
: PO
: De-karboksillenmiy Amadori bilegigi J
Strecker
aldehit
i
; ]l—ll —_— NH:-—{l'H_- H—'ti'="?\.'li Ll'ltl_.
' '
! It T f.l'J b R Y LI' Ha i
i F- —— ke
i {I'=t: C=0 x
; |
| MNH, NH,
x ]-.&mimprupilm mrmbd Akrilwmid

i CHy
; 1l
‘ CHz
b i ol NH,

[

N,

Aberilamid

Sekil 3.16. Akrilamidin Maillard reaksiyonu sonucu muhtemel olusum asamalar1 [68].

3.2. AKRILAMIDIN GIDALARDAKI SINIR DEGERLERI

Akrilamid toksik bir madde olarak kabul edilir. Ancak bu etkileri agisindan baslangi¢
konsantrasyonlarinin tam olarak tanimlanamadigi kimyasal maddeler grubunda yer
almaktadir. Ciinkii bu sekilde baslangi¢ konsantrasyonlarinin tam olarak bilinemedigi
kimyasallarin ¢ok az miktarlar1 bile bir risk tasir ve maruz kalindiginda zararsizdir

demek dogru olmaz. Gidalardaki akrilamid icerigi ile ilgili smirli veri bulunmaktadir.
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Bazi gidalarin 6rnegin patates kizartmasi, kahve, misir gevregi gibi akrilamid icerigi
genel olarak belirlenmistir. Cizelge 3.1” de Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi (U.S. FDA)
baz1 gidalarin akrilamid igerikleri ile ilgili yaptig1 ¢alismalardaki veriler verilmistir

[69].

Cizelge 3.1. U.S. FDA’nin yaptig1 ¢aligmadaki bazi1 gidalarin akrilamid icerikleri [69].

Gda/Urainbar Ortalama M nimum-Maksimum Ornek Sayes
Palates Zipsi 1312 170-2287 38
FPatates <izarmas 537 =50-3500 39
Haslanmis Patates =30 - -
Risar cipsi 218 34-416 T
Patlarmig misir 500 IB5-T15 3
Misir Gewvredi 122 35478 T
Hamur Dribnleri 35 w5042 2
Finmlanmig Orinler 112 <HO-450 19
Makarna =30 - -
Biskinsd 198 =10-G48 16
Babe Biskinvisi 152 J32-613 24
Diyvabedik biskivi 270 10-15685 125
BOskiviHurabiye 300 < 30-540 11
Tath Biskivi 443 =G8-1150 15
Tu=u Biskiwi 178 13-224 2
Cocuk Biskivisi 108 5432 130
Ekmek 38 =10-85 22
Tast Ekrmagi 164 41-474 5
Kraker 247 2G-587 18
Kakhwaltilhik @hidlar a8 =30-1348 9
SOl ekrmek 50 =30-162 41
Picha =10 =10-16 L]
Pogaca 120 =10-441 4
Balik wea daniz drinlari a5 30-33 &
Kimes hayvanlan 52 3954 2
HAdana kebap 127 49250 4
Kusbas 57 52-63 3
Et diner 65 - 3
Cézinor (instant) malt icecekleri 50 <50-70 3
Cikolata tomu Fil<] =<50-100 2
Hakao =10 - 3
Kakhwe lozu 200 170-230 3
Cikalata Fil=] J7-100 5
Kavrulmus Badem 2560 207-313 2
Kawvrulmuws Fimdik 128 =< 10-421 5
Favrulmws Fistik 66 =< 10-120 5
Kavrulmws Leblaebi 12 =10-33 L
Fimdik ezmeasi 53 < 10141 L
Fislik azmeasi 54 45-63 2
Paksimat 300 = 30- 1200 5
Pakmaz as =< 10-2897 4
Tulumbsa 241 =< 10-701 5
Feadayf =10 =10-23 L]
Keamalpasa tatlisi 512 445-5T8 2
Tahin Late] =10-145 5
Helva a3 =10-229 T
Cilek receli =10 - 1
Bira =30 =30 1
Filaw =10 - &
Tilrk kahwesi 2566 200-336 &
Kavrulmus Kahwve 21 T9-975 3

Tiirkiye de akrilamidle ilgili ¢alismalar kisith olmakla birlikte TUBITAK-MAM
aragtrmacilarindan Dr. Hiilya OLMEZ ve arkadaslarnm yaptig1 ¢ahsmada taze
soyularak evde yapilan patates kizartmalarinin restoranlarda dogranip dondurulmus
patatesle yapilana nazaran daha az miktarda akrilamid olustugunu gostermistir.

TUBITAK-MAM tarafindan kahve, biskiivi, kraker, ¢ikolata, kizarmis ekmek gibi
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gidalar iizerinde yaptiklari caligmalar sonucu akrilamid diizeyleri agisindan elde edilen

sonuclar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 3.2) [70].

Cizelge 3.2. TUBITAK-MAM’ 1 ¢esitli gidalarda dl¢tiigii akrilamid degerleri [70].

Cesitli gidalar Akrilamid (ng/kg)

Piring pilavi Olgiilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olgiilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olgiilebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160

Kizarmis ekmek (hazir) 200

Hazir ¢orba 40-60

Tulumba tatlis 40-45

Bebe biskiivisi 400-600

Biskiivi 70-130

Kraker 70-200

Kahvaltilik gevrekler 80-350

3.3. GIDALARDAKI OLUSUMUNU ETKILEYEN FAKTORLER

Akrilamid olusumunu etkileyen bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bunlar arasinda 1sitma
stiresi ve sicakligi, ortamim pH degeri, 6nciil madde konsantrasyonu ve bilesimi, su
aktivitesi degeri gibi durumlardir [47, 71]. Akrilamid olusumu da sicaklik ve siireye
bagli olup ortam sicakligi 180 °C’ye ulastiginda en yiliksek diizeye ulastigi tespit
edilmistir. Bu yiizden 1s1l iglem ¢esidi, sicaklig1 ve siiresi gibi proses parametrelerinin
kontrolii, akrilamid diizeyini azaltmada etkili olabilmektedir. Isil islem ve
uygulamalarinin yami swra dogru depolama yontemleriyle de akrilamid olusumu
azaltilabilir. Orne@in, patateslerin 8-10 °C'nin altinda saklanmasi genellikle
patateslerdeki seker seviyelerini arttirir ve pigirme sonrasinda potansiyel olarak daha
yiiksek akrilamid seviyelerine yol agar. Bu nedenle kizartilacak patateslerin bu sicaklik
altinda depolanmamasi gerekmektedir. Ayrica patates dilimlerini suda veya sitrik asit

soliisyonunda bekletmek, cipslerdeki akrilamid seviyelerini sirasiyla %40 veya %75'e
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kadar azaltabilir. Alternatif diger bir yol olarak kizartma Oncesi patatesin haglanmasi

da akrilamid diizeylerini 6nemli dlgiilerde azaltabilir [72-74].

3.4. AKRILAMIDIN TOKSIK ETKIiLERI

3.4.1. Akrilamidin Genotoksik ve Karsinojenik Etkileri

Akrilamidin TARC tarafindan “insanlar icin olast bir kanserojen” olarak
smiflandirilmasmnin ardindan 2011 yilinda ABD Ulusal Toksikoloji ve Karsinojenler
Raporunda, akrilamidi "insanlarda kanserojen olmasi makul bir sekilde tahmin
edilmektedir" olarak smiflandirilmistir. Bu simiflandirmalar, akrilamid ve glisidamitin
DNA, hemoglobin ve -SH gibi farkli fonksiyonel protein gruplar1 ile kovalent
eklentiler olusturabildigini, gen mutasyonunu ve kromozomal bozukluklar1
indiikledigini, kemirgenlerde malign ve bening neoplasm’1 artirdigini gosteren ¢aligma

tarafindan desteklenmektedir [75-78].

Akrilamid ve ana metaboliti glisidamitin genotoksisitesi ile ilgili Alzahrani tarafindan
fareler lizerinde yapilan bir arastirmada 10, 20 ve 30 mg/kg tek doz seklinde ve 1-2
hafta boyunca tekrarlanan 10 mg/kg akrilamid dozu, fare kemik iligi hiicrelerinde
mikroniikleus ve kromozom anormalliklerinde artig géstermis olup kontrol grubuna

kiyasla 6nemli 6l¢tide DNA hasarini da indiikledigini géstermistir [79].

3.4.2. Akrilamidin Reprodiiktif Sistem Uzerine Etkileri

Erkeklerde akrilamide maruz kalma sonucunda sperm sayisini ve sperm hareketliligini
azalttig1 gosterilmistir. Akrilamidin neden oldugu periferik néropati de iireme
kapasitesi iizerinde dolayli bir etki yapmaktadir. Hayvanda periferik parapleji,
kavrama kuvvetinin azalmasi ve penil stimiilasyon disfonksiyonu nedeniyle binme ve
ciftlesmede zorluk yasanir. Ayrica, ndrotoksisite erkek dayaniklilik seviyelerini
azaltabilir ve bu da spermin rahme ulagmasi igin yeterince uzun siire ¢iftlesememesine
yol agar [80, 81]. Bu nedenle akrilamid dolayli olarak periferik ndropatiyi indiikler,
boylece ¢iftlesmede ve dolayisiyla yavru iiretiminde bir azalmaya neden olur.

Akrilamid sadece lireme sorunlarinin dolayl bir tetikleyicisi degildir, ayn1 zamanda
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sperm morfolojisi, hareketliligi ve iiretiminin toksikolojik etkilerinde de dogrudan bir
rol oynayabilir. Calismalar, erkek fareler akrilamide maruz kaldiginda spermde
kusurlar oldugunu gostermistir. Akrilamid ve ana metaboliti glisidamitin kinesin
benzeri motor proteinlerin normal islevini engellemesi diigiik sperm iiretimine neden
olur. Ayrica kinesin benzeri motor proteinlerin spermin kuyrugunda bulunmasi
sebebiyle bu proteinin akrilamid kaynakli hasari sonucu spermin motilitesinin
diismesine sebep olarak déllenme i¢in yumurtaya ulasamamasina bdylelikle dollenme

ve yavru iiretiminde azalmaya neden olmaktadir [82-84].

3.4.3. Akrilamidin Norotoksik Etkileri

Norotoksisite, akrilamid maruziyetinin 6nemli bir sonucudur ve bu arastirma alanma
bliyiik ilgi gosterilmistir. Akrilamid, insanlarda oldugu kadar ratlarda da noérolojik
bozukluklarin ciddiyeti ve semptomlarin ilerlemesinin doz hizi ve konsantrasyonuna
bagli olmas1 nedeniyle kiimiilatif norotoksik bir madde olarak kabul edilir. Ratlarda
yapilan toksisite ¢aligmalarinda, 10 ila 50 mg/kg viicut agirligi/giin olarak akrilamidin
tekrarlanan dozlarina maruz kalmanin ¢cogu laboratuvar hayvan tiirtinde noropatiye
neden oldugu rapor edilmigken, 100 ila 200 mg/kg'lik tek dozlara maruz kalmanin yine

¢ogu hayvanda 6liimciil oldugu da bildirilmistir [85, 86].

Akrilamidin ratlardaki norotoksik etkileri iizerine yapilan ¢alismalarda hem periferal
hem de merkezi sinir sistemleri iizerine etkileri ortaya konmustur. Ornegin, arka bacak
ayak acikligi, ataksi, iskelet kas1 zay1fligi, aksonal dejenerasyon, zayif bacaklar, duyu
kaybi, azalmis refleksler ve periferik ekstremite uyusmasi gibi semptomlar
goriilmektedir [1-3]. Ek olarak, inhalasyon veya deri yoluyla uzun siireli akrilamid
maruziyetinin daha siddetli serebellar disfonksiyon ve ndropati semptomlarina neden

oldugu da gosterilmistir [4].

Akrilamide bagli noron hasarmm, akrilamidin dogrudan etkisi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan son ¢aligmalar, izole beyin sinaptozomlarnin in vitro olarak
akrilamide maruz brrakilmasinin ndrotransmitter salmimini azaltacagi iddiasini
desteklemektedir. Akrilamidin elektrofilik dogasinin, bir néronun aksonundaki tiyol

gruplarina, ozellikle de nodrotransmiterlerin ekzositozunu diizenleyen proteinlere
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baglanmasina izin vermektedir. Sonu¢ olarak bu eylem, akson terminallerinden
ndrotransmitter salmimini1 engeller, boylece hem merkezi hem de periferik sinir
sistemini etkiler. Ekzositozu diizenleyen proteinler tipik olarak sistein bakimindan
zengindir ve bu nedenle akrilamidin eklentiler olusturmasi i¢in bir mekanizma saglar.
Ek olarak, caligmalar bu proteinlerin uzun bir yar1 dmre sahip oldugunu ve dolayisiyla

aksonal dejenerasyon iizerinde dnemli bir etkiye sahip olabilecegini gdstermistir [51,
87-89].
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BOLUM 4

MELATONIN

Pineal bez ya da epifiz bezi, epitalamusun bir parcasi olup ii¢lincli ventrikiiliin
posterior kismina dogrudan baghdir [90, 91]. Pineal bez sagital hat {izerinde yer alan,
saglam, ¢am kozalag1 seklinde, kirmizi-gri renkli, yaklasik 5-9 mm uzunlugunda ve 1-
5 mm genisligindedir. Ortalama 100-180 mg agirligindadir. Bezin damarlanmasi ise
posterior koroidal arterler ve internal serebral venler tarafindan saglanir ve
omurgalilarda sirkadiyen ritimden sorumludur [91-93]. Sirkadiyen ritim yaklasik 24
saatlik biyolojik ritimlerdir ve 6nemli fizyolojik olaylar1 diizenler. Aclik/tokluk,
endokrin sistem, uyku/uyaniklik durumu, immiin sistem, sindirim sistemi ve dolagim
sistemi gibi fizyolojik olaylar1 kapsar [94]. Sekil 4.1.”de epifiz bezi ve bezin konumu
gosterilmistir [95].

Sekil 4.1. Epifiz bezi ve bezin konumu [95].
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Memelilerin pineal bezinden salgilanan ve cesitli sirkadiyen ritimleri diizenleyen
melatonin hormonunun sentezi, ortamdaki 151k bilgisinin retina hiicreleri ile alinmas1
ve retinohipotalamik yol aracilifiyla suprakiazmik niikleus ile retinada yer alan
fotoreseptif  ganglion hiicrelerinde  melanopsin  pigmentlerinin  yikiminin
gerceklestirilmesi ya da sentezinin aktivasyonu veya inhibisyonu i¢in pineal beze
aktarilmasi ile gergeklestirilir. Bu aktarim sonucunda da g¢evresel aydinlik/karanlik
dongiilerine yanit olarak sentezlenen melatonin hormonunun miktar1 karanlikla
artarken 1s1ikla baskilanir [96, 97]. Sekil 4.2° de melatonin sentezinin noral kontroliiniin

sematize edilmis hali gosterilmistir [98].
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Sekil 4.2. Melatonin hormonu sentezinin noral kontrolii. RHT, retinohipotalamik yol;
SCN, suprakiazmik nukleus; SCG, sempatik servikal ganglion; MLT,
melatonin [98].
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Memelilerde melatonin hormonunun salgilanmasi giin batim ile baslar ve 6zellikle
gece saat 02.00-04.00 saatleri arasinda pik yapar. Gece serum konsantrasyonlar1 80-
120 pg/ml’dir. Saat 04.00’ten sonra ise melatonin hormonunun serum konsantrasyonu
giderek azalmaya baglar ve giindiiz saatlerinde de azalmaya devam ederek 10-20 pg/ml
arasinda seyreder. Bu durum melatonin hormonunun yaklasik %80’inin gece
sentezlendigini gostermektedir [99-101]. Sekil 4.3’te serum melatonin hormonunun

diizeyinin aydinlk/karanlik dongiideki konsantrasyonlar1 gosterilmistir [99].

150 —

Serum melatonin (pg/ml)

Sekil 4.3. Serum melatonin diizeyinin aydinlik/karanlik dongiideki konsantrasyonlari

[99].

4.1. HORMON OLARAK MELATONININ SENTEZi

Melatonin hormonu ya da diger adiyla N-asetil-5-metoksitriptamin, Aaron Lerner

tarafindan 1958 yilinda sig1ir epifiz bezinden izole edilerek tanimlanmigtir. Melatonin

hormonunun ag¢ik formiilii Sekil 4.4’te gosterilmistir [98, 100].
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Sekil 4.4. Melatonin hormonunun ag¢ik formiilii [98].

Melatonin hormonu, epifiz bezinden sentezlenip salgilanmasina ragmen; ekstrapineal
dokulardan da salgilanmaktadir. Bu ekstrapineal dokulara deri, lens, siliyer cisim,
gastrointestinal sistem, testis, yumurtalik, rahim, kemik iligi, plasenta, kirmiz1 kan

hiicreleri, trombositler, lenfositler, astrositler 6rnek verilebilir [102].

Epifiz bezinin bolca vaskiilarize yapist ve tliglincii ventrikiil duvarmna dorsal ve
posterior olarak baglanmasi sebebiyle melatonin hormonunu gece boyunca beyin
omurilik s1vis1 ve vaskiiler sisteme salinir. Melatonin hormonu pinealositler tarafindan
sentezlenirken depolanmayip sentez sonrasi hemen salmir. Boylelikle dolasimda
sistemine verildikten sonra dokulara, tiikiiriik, idrar, semen, amniyon sivisi, siit vs.

cesitli viicut sivilarma salmir [103-105].

Melatonin hormonu esansiyel bir aminoasit olan triptofandan sentezlenir. Sentez,
triptofanin  triptofan  hidroksilaz  enzimi  tarafindan  5-hidroksitriptofana
hidroksilasyonu ile baglar. Ardindan 5-hidroksitriptofanin kan-beyin bariyerini
gegmesi ile aromatik L-aminoasit dekarboksilaz enzimi olan 5-triptofan dekarboksilaz
tarafindan dekarboksilasyonla serotonine doniigiir. Melatonin hormonu direk
serotoninden sentenlezmez. Ara bir basamak daha vardir. Bu ara basamakta ise
serotonin, N-asetil transferaz veya arilalkilamin-N-transferaz (AANAT) enziminin
asetilasyonu ile (AANAT, ayni zamanda hiz sinirlayici basamak enzimidir) N-
asetilserotinine doniislir. Son basamak olarak N-asetilserotininin asetilserotonin-O-
metiltransferaz (ASMT enzimin diger adi hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT))
enzimi ile metilasyonu sonucunda melatonin hormonu sentezlenir. Tiim bu sentez

basamaklar1 Sekil 4.5°te gosterilmistir [106-108].
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Sekil 4.5. Melatonin hormonunun sentez basamaklar1 [107].

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

antihipertansif ve antioksidan savunma gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda 6nemli

rol oynamaktadir [109, 110]. Melatonin hormonunun serbest radikal siipiiriicii

aktivitesi ise yaklagik 28 yildir bilinmekte olup [111], bu durum in vivo ve in vitro

yiiriitiilen caligmalarla molekiiler diizeyin yani siwra hem hiicresel hem de doku

diizeyindeki oksidatif hasar1 engelledigine dair bir¢cok calisma mevcuttur [112-117].

Melatonin hormonunun serbest radikal siipiiriicii 6zelliginin kesfinden sonra yapilan

aragtirmalar sonucu radikallerin detoksifikasyonunda islev gordiigiinde olusan

metabolitleri de radikal siipiiriicii 6zelliktedir [118, 119]. Bdoylelikle Sekil 4.6’da

gosterilen melatonin hormonunun antioksidan kaskadi tanimlanmistir. Bu antioksidan
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kaskat icerisinde yer alan birinci, ikinci ve ticlincli nesil metabolitler ise sirasiyla
sunlardir: siklik-3-hidroksimelatonin (c30HM), Nl asetil-N?-formil-5-
metoksikiniiramin (AFMK) ve N-asetil-metoksikiniiramin (AMK)’dir [120].
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Sekil 4.6. Melatonin ve onun metabolitleri [120].

Melatonin hormonunun dogada bulunan en gii¢lii antioksidan o6zelligine sahip
olmasint bu antioksidan kaskat saglar. Bu antioksidan kaskat sayesinde tek bir
oksitleyici molekiilii detoksifiye eden klasik bir serbest radikal temizleyicinin aksine
melatonin hormonu on ROT/reaktif azot tiirleri (RNT) iiriinlerine kadar nétralize
edebilme yetenegine sahiptir [121, 122].

Melatonin ve onun metabolitleri olan ¢c30OHM, AFMK ve AMK oksidatif stresle

miicadelede birden fazla yolu kullanmaktadir. Bu yollardan bazilar1 asagidaki gibidir:
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Oksidasyon sonucu olusan siiperoksit (O2"), hidroksil (OH"), hidrojen peroksit
(H202), peroksinitrit (ONOQO"), nitrik oksit (NO®), peroksil (CCl30;") gibi
ROT/RNT’ nin detoksifikasyonunda rol oynar [123, 124].

SOD, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GR), nitrik oksit sentaz (NOS), glutamil
sistein ligaz, lipoksijenaz, hem-oksijenaz, katalaz gibi hiicrenin redoks
durumunu etkileyen enzimlerin sentezlenmesini uyarir veya inhibe eder.
Ornegin glutamil sistein ligaz, dnemli bir hiicre ici antioksidan olan GSH ve
GSH-Px’ 1 indiiklerken, prooksidatif enzimler olan NO® ve lipoksijenazi inhibe

eder [125-127].

Ayrica melatonin hormonu ve metabolitlerinin gii¢lii antioksidan 6zelliklerinin
sayesinde fizyolojik ve metabolik olaylarda da ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 en
aza indirmede dnemli rol oynar. Ornegin melatonin hormonu i¢ mitokondriyal
zarda elektron tagima zincirindeki elektron sizitisini sinirlamaya ¢aligmasi ile
daha az oksijen molekiiliiniin O>" radikaline indirgenmesine yardimci olmaya
calismaktadir. Bu durum radikal kaginma olarak adlandirilmaktadir [125, 128,
129].
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BOLUM 5

SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIiDANLAR

5.1. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Oksijen, aerobik yasam stiregleri i¢in hayati dneme sahiptir [130]. Temel haldeki
oksijen molekiiliiniin dis kabugunda iki tane eslesmemis elektron bulunur. Bu iki
eslesmemis elektron da ayn1 yonde doniise sahip oldugundan kimyasal bir bagda ¢ok
reaktif degildir. Ote yandan, eslesmemis iki elektronundan biri uyarilir ve doniis
yoniinii degistirirse, ortaya ¢ikan tiir (singlet oksijen olarak bilinir) giiclii bir oksidan
haline gelir. Clinkii zit doniislere sahip iki elektron diger elektron ciftleriyle hizla
reaksiyona girer. Boylelikle reaktif oksijen tiirleri meydana gelir [131, 132].

Oksidatif stres, ile antioksidanlarin reaktif ara tiriinleri detoksifiye etme veya serbest
radikallerin neden oldugu hasar1 onarma yetenegi arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanir. Reaktif oksijen tiirleri olarak da adlandirilan oksidanlar, aerobik
organizmalar tarafindan kullanilan oksijen molekiiliinden tiretilir ki bunlara endojen
oksidanlar denir. Endojen oksidanlarin yani sira hava kirleticileri, sigara dumani, agir
metal iyonlar1 ve iyonlastirici ultraviolet 1ginlar vb. ekzojen oksidanlar da hiicrelerin
redoks (indirgeyici ve yiikseltgeyici diizenleme) durumunu etkiler. Hiicrelerin ve
organlarin normal isleyis siirecinde redoks durumu kritik 6neme sahiptir. Diisiik veya
orta seviyelerde serbest radikaller, hiicresel tepkiler ve bagisiklik fonksiyonu lizerinde
faydal etkiler gosterirken; yiiksek konsantrasyonlarda ise karbonhidratlar, lipidler,
proteinler gibi hiicre yapilarina zarar verirler [133-136]. ROT’ larin yani sira bir dizi
nitrojen bazli reaktif tiirler olan RNT de mevcuttur ve en 6nemlileri de nitrik oksit ve
peroksinitrittir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesi, anjiogenez, tromboz,

vaskiiler tonus gibi bir¢ok biyolojik siiregte yer alir [137].
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Sekil 5.1’de molekiiler oksijenden meydana gelen baslica ROT ve RNT’ler
gosterilmistir [138].
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HOCl |—|'0, |+ CI

Hipokloroz asit Singlet oksijen
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Nitrik oksit Peroksinitrit Nitrik asit
Sekil 5.1. Baslica ROT ve RNT’ler [138].

Oksidatif stres, kanser, ndrodejenerasyona sebep olarak Parkinson, Alzheimer gibi
rahatsizliklara katkida bulunur. Ayrica ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/perfiizyon,
diyabet, katarakt, idiyopatik pulmoner fibroz, ve astim gibi bir¢ok patolojik duruma
katkida bulunur [139, 140].

5.2. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Hiicreler oksidasyon sonucu meydana gelen oksidatif hasarlar1 nlemek ve detoksifiye
etmek icin antioksidan savunma mekanizmalarini kullanirlar. Antioksidan savunma
mekanizmalart birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Birincil
antioksidanlar radikal tiirleri temizleyebilen zincir kirict antioksidanlarken, ikincil
antioksidanlar ise singlet oksijen sondiiriiciiler, radikal olmayan tiirler veren peroksit

ayristiricilar, metal selatorler, oksidatif enzim inhibitorleri (6rnegin lipooksijenaz)
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veya ultraviole absorblayicilardir. ikincil antioksidanlar birkag olasit mekanizmay1
izleyerek birincil antioksidanlarla kombinasyon halinde; asidik bir ortam olusturarak
birincil antioksidanlar1 stabilize ederek, hidrojen bagisi ile birincil antioksidanlari
yenileyerek, prooksidatif ge¢is metali katyonlarmi selatlayarak veya molekiiler
oksijeni sondiirerek sinerjik bir etki gosterebilirler [141, 142]. Baslica antioksidanlar

ve detoksifikasyon mekanizmalari agagida verilmistir (Sekil 5.2) [143].
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Sekil 5.2. Baslica antioksidanlar ve detoksifiye mekanizmalar1 [143].

Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak

iizere ikiye ayrilir.
5.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar siifinda SOD, CAT ve GSH-Px yer alir. Bu ana enzimlere
ek olarak, tioredoksinler (TRX'ler), peroksiredoksinler (PRX'ler) ve glutatiyon
transferaz (GST) yer alir [144]. Cizelge 5.1 te enzimatik antioksidanlar ve katalizledigi

reaksiyonlar verilmistir [145].
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Cizelge 5.1. Enzimatik antioksidanlar ve katalizledigi reaksiyonlar [145].

ANTIOKSIDAN ADI KISALTMASI KATALIZLEDIGI REAKSIYON

Siiperoksit dismutaz SOD M®+*D*.80D + 0,” — M**-S0D + 0,
Mr+.S0D + 0, + 2H* — M®+D+.80D + H,0,

Katalaz CAT 2H,0, - 0, + 2H,0

H,0, + Fe(ll)-E - H,0 + 0 = Fe(IV)}-E(.+)
H,0, + 0 = Fe(IV)-E(+) = H,0 + Fe(Il-E + 0,

Glutatyon peroksidaz GTPx 2GSH +H,0, — GSSG +2H,0
2GSH+ ROOH — GSSG + ROH + H,0
Tioredoksin TRX Adenozin monofosfat + silfit + tioredoksin disiilfit =

5'-adeninil stlfat + tioredoksin adenozin 3',5'-bifosfat +
siilfit + tioredoksin distilfit = 3'-fosfoadeninil siilfat +

tioredoksin
Peroksiredoksin PRX 2R'-SH + ROOH = R-S-S-R + H,0 + ROH
Glutatyon fransferaz GST RX + GSH = HX + R-S-GSH

Stiperoksit dismutaz, ilk detoksifikasyon enzimi olup reaktif oksijen tiirlerine karsi
birinci basamak olarak yer alan gii¢lii bir antioksidandir. O>” radikalini, H>O> ve O2’ne
katalize eder ve daha az zararli hale getirir. SOD bir metalloenzimdir ve bu nedenle
aktivitesi icin demir (Fe), ¢inko (Zn) bakir (Cu) ve manganez (Mn) den biri olan metal
iyonlarma ihtiyaci vardir. Fe-SOD, prokaryotlarda ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda
yaygin  olarak  bulunurken; Mn-SOD, prokaryotlarda ve  Okaryotlarin
mitokondrilerinde ve Cu/Zn-SOD ise dkaryotlarda baskindir ve temel olarak sitozolde

bulunur [146, 147].

Katalaz, aerobik canlilarin dokularda var olan yaygin bir antioksidan enzimdir. CAT,
kofaktor olarak Fe veya Mn kullanir. H>O2’ 1 H2O ve O: ‘e indirgenmesini saglar ve
sonu¢ olarak SOD tarafindan baslatilan detoksifikasyon siireci tamamlanir. CAT
enzimi peroksizomlarda bulunur ve ayrica birinci basamak bir antioksidan savunma
enzimidir. Metanol, etanol, formik asit veya peroksidaz aktivitesi olan fenoller gibi
hidrojen dondrleri ile verimli bir sekilde reaksiyona girer. CAT aktivitesi iki adimda
gerceklesir. Birinci adimda bir molekiil H>O, hemi bir oksiferril tiiriine okside eder.
Demirden bir oksidasyon esdegeri ve porfirin halkasindan bir oksidasyon esdegeri
¢ikarildiginda bir porfirin katyon radikali iiretilir. Ikinci adimda ise ikinci H>O»

molekiilii, birer adet O2 ve iki adet H2O {ireterek, dinlenme halindeki enzime yeniden
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doniistiirmek i¢in bir indirgeyici madde ddevi goriir. H>O», diisiik miktarlarda hiicre
proliferasyonu, apoptoz, karbonhidrat metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyon,
trombosit aktivasyonu gibi baz1 fizyolojik stiregleri dliizenleme egiliminde iken yiiksek

konsantrasyonlarda ise hiicreler i¢in ¢ok zararhidir [148-151].

GSH-Px, H,02 molekiillerini H2O’ ya pargalayan 6nemli bir hiicre i¢i enzimdir. Genel
olarak aktivasyonu i¢in selenyum olarak bilinen bir mikro besin kofaktoriine baghdir.
Dolayisiyla GSH-Px 'e genellikle selenosistein peroksidaz denir. Enzim, lipid
peroksidasyon siirecini inhibe etmede daha 6nemli olup hiicreleri oksidatif stresten
korur [146, 152]. Mordn ve Cortazar'a gore, insanda en az sekiz GSH-Px enzimi vardir
ve gastrointestinal sistem, bobrek sperm gibi cesitli yerlerde bulunurlar. i¢lerinde en

onemlisi fosfolipid hidroperoksitlerini parcalayan tek GSH-Px4’tiir [153, 154].

Ayrica H20O:'yi detoksifiye etmek icin TRX1 ve TRX2, tioredoksin rediiktazlar
(TRR'ler) ve PRX gibi birkac tiyol igeren enzimle yakindan iligkilidir. Insan
hiicrelerinde hem sitozolde hem de mitokondride bulunan TRX ve TRR
tanimlanmistir. Akcigerde TRX ve TRR’ler bronsiyal ve alveolar epitelde ve

makrofajlarda eksprese edilir [155-157].

Bir bagka enzimatik antioksidan ailesinden olan GST'ler ise aldehitler, epoksitler ve
hidroperoksitler gibi ikincil metabolitleri inaktive eder. U¢ ana GST ailesi tanimlanmis
olup eikosanoid ve glutatyon metabolizmasinda rol oynar Bu ailenin iiyeleri ise
sitozolik GST, mitokondriyal GST ve membranla iligskili mikrozomal GST dir [158,
159].

5.2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar
Nonenzimatik antioksidanlar, Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), -
karoten(A vitamini), glutatyon transferaz (GSH) gibi antioksidanlardan olusur [144].

Cizelge 5.2.’te enzimatik olmayan antioksidanlar ve kimyasal yapilar1 verilmistir

[145].
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Cizelge 5.2. Nonenzimatik antioksidanlar ve kimyasal yapilar1 [ 145].
Yapisi

Kimyasal Adi
HO

Antioksidan Adi
Askorbik asit HO \/\B/ifo
HO OH

Vitamin C

o-Tokoferol
Oj b
/

Vitamin E
H,C <\—

\\\\\\

HS
7 H
Hooc:\_/\)LN N.__COOH
= H

H o)

B-karoten

Glutatyon

Zlu

Vitamin C (askorbat, askorbik asit), askorbat peroksidaz i¢in bir substrat, OHe radikali
i¢in elektron dondrtl, 1yi bir radikal siiptiriicii, antioksidani indirgeyen ve elektronlarini

ROT'a bagislayan suda ¢oziiniir 6zellige sahip bir enzimatik olmayan antioksidandir
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Askorbat, askorbat-glutatyon dongiisii yoluyla H20:'1 ortadan kaldirir [160]. Vitamin
C, membranlardaki ve lipoproteinlerdeki a-tokoferol radikallerinden a-tokoferoliin
yeniden tretilmesi i¢in Vitamin E ile ¢alisir. Ayrica hiicre i¢i glutatyon seviyelerini
yiikselterek oksidasyona karsi proteinlerin tiyol grubunun korunmasinda 6nemli rol

oynar [161].

Vitamin E (o-tokoferol), yagda ¢0ziindiigii ve hiicre membranmin hidrofobik
bolgesinde yer alir ve oksijen tiirlerinin neden oldugu membran hasarlarina karsi
baslica antioksidandir. Lipid peroksidasyonu sirasinda iiretilen peroksil radikaline
elektron verir. Kanser hiicrelerinin apoptozunu tetikler ve serbest radikal olusumlarini

engeller [162].

B-karoten, Vitamin A’nin oncli maddesidir ve bitkilerde bulunan bir pigmenttir. 8 -
karoten Oncelikle OHe Oje- ve peroksil (ROO-¢) radikalleri ile reaksiyona girer.
Karoten ve cesitleri, antioksidan etkilerini diisiik oksijen konsantrasyonlarinda
gosterirler, ancak daha yliksek oksijen konsantrasyonlarinda ise pro-oksidan etkilere

sahip olabilir [163].

GSH, tiim hiicre kisimlarinda yiiksek oranda bulunur ve baslica ¢oziiniir
antioksidandir. GSH/Okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif stresin onemli bir
belirleyicisidir. GSH, antioksidan etkilerini ¢esitli sekillerde gosterir. GSH-Px'in etkisi
ile H,O> ve lipid peroksitleri detoksifiye eder. GSH, elektronunu H,O ve O)'ye
indirgemek i¢in H>Ox'e bagislar. GSSG, elektron donorii olarak NAD(P)H kullanir.
Ardindan GR tarafindan tekrar GSH'ye indirgenir. GSH-Px'ler membran zarlarinin
lipid peroksidasyonundan korunmasinda dnemlidir. GSH, protonlar1 zarda yer alan
lipidlere bagislar ve antioksidan 6zellik gosterir. GSH, GSH-Px ve transferaz gibi
cesitli antioksidan enzimler i¢in bir kofaktordiir. Ayrica C ve E vitamininin aktif

formlarma geri doniistiiriilmesinde rolii vardir [164].
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BOLUM 6

GEREC VE YONTEMLER

6.1. GERECLER

6.1.1 Kimyasallar, Kullamlan Aletler ve Kitler

Tez caligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (NaxHPOys),
tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H20.), disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na,EDTA),
potasyum sodyum tartarat, bakir (II) siilfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakir
(IT) klortir, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, Total

Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS), TGF-p kiti kullanild1.

Calismada kullanilan aletler; manyetik karistiric1 (Termal N11150M), otomatik
pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmalt santrifiij (Niive NF 1200R), mikrosantrifij (Niive NF 048),
spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG
Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizatér (Hangzhou Bioprep-24),
sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayici (Thermo Fisher Wellwash
888).
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6.2. YONTEMLER

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

Akrilamid serum fizyolojik icerisinde ¢oziildiikkten sonra 25 mg/kg olarak gavajla

verildi [165].

Melatonin 10 mg/kg olacak sekilde %0,5 ‘lik etanol ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra
intraperitonal enjeksiyon (i.p) yoluyla uygulandi [166].

6.2.2. Deney Hayvanlarimin Temini ve Bakim

Calismamizda, 225-250 gram arasinda agirliklar1 degisen 60 adet erkek Wistar albino
tiirli rat Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Arastirma Merkezi (ZBEUN-DEHAM) biriminden temin edildi ve Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 (Protokol No:2020-
21-03/09) alinarak baslandi. Tiim uygulamalar bu protokole uygun olarak yapild.
I¢me sular1 giinliik olarak degistirildi. Kafes temizligi giin asir1 olmak iizere yapildi.
Ratlar ortam sicakligin 21°C, ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00
saatleri) ve 12 saat karanlik uygulanan odalarda bakildi. Caligma siiresince standart

pellet yemle ad libitum olarak beslendi.

6.2.3. Deney Hayvanlar Protokolii

Deney icin almacak 60 adet rat randomize olarak her grupta 30 adet rat olacak sekilde
oncelikle Sham ve Pinealektomi (PINX) olmak iizere iki ana gruba ayrildi. Sham
grubu i¢in ayrilan ratlara pinealektomi digindaki tiim cerrahi islemler yapildiktan sonra
kendi iginde 3 alt gruba (Sham, Sham AKR ve Sham AKR+MLT) ayrildi. PINX grubu
ise cerrahi islemle pineal bezi ¢ikarildiktan sonra kendi i¢inde 3 alt gruba (PINX,
PINX+AKR ve PINX+AKR+MLT) ayrildi. Bu gruplar ve gruplara uygulanan
kimyasallar agagida belirtildigi gibi yapilmistir: Bu gruplar:
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Grup 1: Sham grubu; Deney siiresince ilk giinden itibaren i.p seklinde 0,5 ml giinliikk

doz halinde %0,5 ‘lik etanol ¢ézeltisinden 21 giin boyunca uygulandu.

Grup 2: Sham + AKR grubu; Deney siiresince akrilamid 25 mg/kg/giin doz halinde
21 giin boyunca gavajla uygulandi [165].

Grup 3: Sham + AKR + MLT grubu; Deney siiresince akrilamid 25 mg/kg/giin doz
halinde 21 giin boyunca gavajla, melatonin ise 10 mg/kg/giin doz halinde 21 giin
boyunca 0,5 ml hacminde 1.p seklinde uygulandi [165, 166].

Grup 4: PINX grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra deney siiresince
ilk gilinden itibaren i.p olarak 0,5 ml giinliik olacak sekilde sekilde %0,5 ‘lik etanol
¢Ozeltsinden 21 giin boyunca uygulandi [167].

Grup 5: PINX + AKR grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra deney
stiresince akrilamid 25 mg/kg/giin doz halinde 21 giin boyunca gavajla uygulandi[165,
167].

Grup 6: PINX + AKR + MLT grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra
deney siiresince akrilamid 25 mg/kg/giin doz halinde 21 giin boyunca gavajla,

melatonin ise 10 mg/kg/giin doz halinde 21 giin boyunca 0,5 ml hacminde 1.p seklinde
uyguland1 [165-167].

6.2.3.1. Pinealektomi Islemi

Calismanin baglangicinda PINX i¢in ayrilan ratlara ketamin ve ksilazin (sirastyla 80
ve 8 mg/kg) anestezisi ile mikro freze matkap (Proxxon MICROMOT 50/E, Almanya)
yardimiyla 3 mm ¢apinda bir delik agilarak kraniyotomi islemi gergeklestirildi. Cerrahi
islem Demir vd. yontemine gore yapildi [168] [167]. Islemi sonras1 hayvanlara agri

kesici olarak 1 mg/kg i.p enjeksiyonu ile novalgine uygulamasi yapildi.
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6.2.4. Deney Hayvanlarindan Numune Alinmasi

Deney sonunda deneklere i.p seklinde 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer), 90 mg/kg
ketamin (Ketalar-Eczacibagi) ile anestezi sonrasi laparatomi islemi ile abdominal
venden tiliplere kan alinarak hayvanlar dekapite edildi. Beyin ve beyincik dokular1
steril bir sekilde kafatasindan biitiin olarak ¢ikarildi. Sonrasinda serum fizyolojik
icerisinde yikanarak doku iistiindeki kanin uzaklastirilmasi saglandi. Ardindan beyin
ve beyincik dokusunu simetrik sekilde ayirdiktan sonra bir pargasini % 10’luk formol
solusyonu i¢ine koyarak histoloji agisindan ¢alismak i¢in ayrildi. Diger yarisi ise
aliminyum folyoya sarilarak ¢aligma giiniine kadar -80 C°dolabinda saklandi. Tiiplere
alman kan numuneleri gerekli siire oda 1s1sinda bekletildikten sonra 4000 rpm’de 20
dakika santrifiij edilerek serum numuneleri elde edildi. Sonrasinda melatonin
seviyelerini Olgcmek tlizere uygun tiiplere almarak ¢aligma zamanina kadar -80

C°dolabinda bekletildi.

6.2.5. Biyokimyasal Analizler

6.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii beyin ve beyincik dokular1 -80 C°dolabindan alinarak MDA, GSH,
SOD, CAT, TAS, TOS, OSI analizleri ve protein miktarlarmni belirlemek i¢in tartildi.
Fosfat tampon (pH:7.5) ¢6zeltisinde %10’luk homojenatlar elde edildi ve numuneler
12.000 rpm'de 1-2 dakika siireyle homojenizator ile homojenize edildi. Beyin ve
beyincik dokusuna ait MDA diizeyleri homojenatlarda belirlendi. Sonrasinda
homojenatlar +4 °C'de 5000 rpm'de 30 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
stipernatantlar, GSH, SOD, CAT, TAS, TOS, OSI ve protein seviyelerini belirlemek
i¢cin kullanild.
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6.2.5.2. Doku Oksidatif Hasar Diizeyinin Belirlenmesi

Beyin/ Beyincik Dokularinda MDA Analizi

Beyin ve beyincik dokularina ait homojenatta Ohkawa vd. [169] tarif ettigi yonteme
gore MDA analizi yapildi. Numuneler, %1’lik fosforik asit (H3P04) ve 9%0.6’lik
tiyobarbitiirik asit ile cam tiip icerisinde vortekslendikten sonra 45 dakika boyunca
kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere n-biitanol eklendikten
sonra santrifiij islemi sonucu n-biitanol fazinda ayrilan pembe renk, gruplara gore
mikroplaka kuyucuklarma yerlestirilerek ELISA cihazinda 535 nm dalga boyunda
Olciimii yapildi. Elde edilen veriler MDA seviyesinin hesaplamasi i¢in kullanildi. Kor
olarak n-biitanol ve standart olarak tetrametoksipropan kullanildi. Sonuglar nanomol/g

yas doku birimine gdre hesaplandi.

Beyin/ Beyincik Dokularinda GSH Analizi

Beyin ve beyincik dokularina ait siipernatantta Ellman’in [170] tarif ettigi yonteme
gore GSH analizi yapildi. Siipernatantlar deproteinize edildikten sonra ependorflar
icerisinde 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokularak sari-yesil
renk olugmasi i¢in inkubasyona birakildiktan sonra olusan renkli iiriin gruplarina gore
mikroplaka kuyucuklarinin i¢inde ELISA cihazinda 410 nm dalga boyunda &l¢iimii
yapildi. Elde edilen veriler GSH seviyesinin hesaplamasi i¢in kullanildi. Kor olarak
distile su ve standard olarak 5SmM/L’lik stok GSH ¢o6zeltisinden hazirlanan farkli

diliisyonlar kullanildi. Sonuglar nanomol/g yas doku birimine gore hesaplandi.
Beyin/ Beyincik Dokularinda SOD Enziminde Aktivite Analizi

Beyin ve beyincik dokularina ait siipernatantinda Sun vd. [171] yontemine gére SOD
enziminin aktivite analizi yapildi. Deney siirecinde ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu

sonucu olusan siiperoksit radikalleri ortamdaki NBT’yi indirgeyerek mavi renkli

formazan olusmasima neden oldu. Doku SOD enziminin aktivite analizi mavi renkli
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formazanin 560 nm'de ELISA cihazinda &lgiilerek yapildi. Sonuglar U/g protein olarak

birimine gore hesaplandi.

Beyin/ Beyincik Dokularinda CAT Enziminde Aktivite Analizi

Beyin ve beyincik dokularma ait slipernatantta Aebi vd. [172] yontemine gore CAT
enziminin aktivite analizi yapildi. Deney ortaminda siipernatant ile H>O; igeren fosfat
tamponu (pH: 7.5 mM) karistirildi. Siipernatandaki CAT aktivitesi ile H2O2, H>O ve
0O,' e parcalanir. Deney siiresinde H>Oo-lerin yikimlanmasit sonucu 240 nm'de
absorbans azalmasina neden olur. CAT enziminin aktivite analizini hesaplamak i¢in
absorbanstaki azalma 1 dakika takip edildi. Sonuglar K/g protein birimine gore

hesaplandu.

Beyin/ Beyincik Dokularinda Protein Miktar1 Analizi

Beyin ve beyincik dokularina ait siipernatantta Lowry vd. [173] yOntemine gore
protein analizleri yapildi. Olusan mavi renk 540 nm dalga boyunda ELISA cihazinda

Olciilerek protein icerigi hesaplandi. Sonuglar mg/ml birimine gore hesaplandi.

Beyin/ Beyincik Dokularinda TOS Analizi

Beyin ve beyincik dokularma ait siipernatantta Erel’in [174] yontemine gore TOS
diizeyleri 6lctildii ve gerekli kit prosediiriine gore ¢alisildi. Olusan renkli bilesikler 660
nm dalga boyunda ELISA cihaz ile él¢iim yapilarak beyin ve beyincik dokularmin
TOS seviyeleri hesaplandi. Standart olarak 20 pmol/L’lik H>O» solusyonu kullanildi.

Sonuglar pmol H>O2 equiv /L birimine gore hesaplandi.

Beyin/ Beyincik Dokularinda TAS Analizi

Beyin ve beyincik dokularima ait slipernatantta Erel’in [175] metoduna bagl kalinarak
TAS diizeyleri 6l¢iildii ve gerekli kit prosediiriine gore ¢alisildi. Kit talimatlarina gore
mikroplakalara konan Orneklerin herbirine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci
okuma ardindan reaktif 2 eklenerek ikinci okuma yapildi. Yapilan okumalar sonucu

absorbanslarin arasindaki farklar beyin ve beyincik dokularmm TAS seviyeleri
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hesaplandi. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢dziiniir bir analogu olan Trolox

kullanildi. Sonuglar mmol Trolox Equiv/L birimine gore hesaplandi.

Beyin/ Beyincik Dokularinda OSI Analizi

Beyin ve beyincik dokularina ait stipernatantta Erel’in metoduna [176] gore OSI
Ol¢ctimii hesaplandi. OSI, TOS'un TAS'a boliinmesine esittir: OSI (Arbitrary Unit) =
TOS (umol H20; eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/1)x10]. Sonuglar Arbitrary Unit
(AU) birimine gore hesaplanda.

6.2.6. Beyin/ Beyincik Dokularinda Dopamin Diizeylerinin Belirlenmesi

Beyin ve beyincik dokularma ait siipernatant dopamin diizeyleri Bioassay Technology
Laboratory'den temin edilen Rat Dopamin ELISA kiti ile 6l¢iildii. Veriler ng/L

birimine gore hesaplanda.

6.2.7. Beyin/ Beyincik Dokularinda BDNF Diizeylerinin Belirlenmesi

Beyin ve beyincik siipernatantinda BDNF seviyeleri Bioassay Technology
Laboratory'den temin edilen Rat BDNF ELISA kiti ile 6l¢iildii. Veriler ng/ml birimine

gore hesaplandi.

6.2.8. Beyin/ Beyincik Dokularinda TNF-a Diizeylerinin Belirlenmesi

Beyin ve beyincik siipernatantinda TNF-o seviyeleri Bioassay Technology
Laboratory'den satin alinan Rat TNF-a ELISA Kkiti ile 6l¢iildii. Veriler ng/L birimine

gore hesaplandi.

6.2.9. Serum Melatonin Diizeylerinin Belirlenmesi

Caligma giinii serum 6rnekleri dondurucudan ¢ikarildi ve oda 1sisina gelmesi beklendi.
Serum melatonin diizeylerini Bioassay Technology Laboratory'den satin alinan Rat

Melatonin ELISA kiti ile 6l¢iildii. Veriler ng/L birimine gore hesaplandi.
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6.2.10. Histopatolojik inceleme

Calismanin bitim gilinii ratlar ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildi.
Cikarilan beyin ve beyincikler fikse olmasi i¢in %10’luk nétral tamponlanmis
formaline (NTF) (104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu.
Organlar daha sonra 3-4 mm’lik daha kiiciik pargalara ayrilip, plastik doku takip
kasetlerine konularak NTF’de 48 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin
bitmesini takiben parcalar 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Organlarin
trimleri gerceklestirildikten sonra 2x45 dakika %70, % 80, %95 ve %96’ lik artan alkol
serilerinden gecirildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). Seffaflastrma 2x30
dakika ksilol (108661, Merck, USA) ile gergeklestirildi. Ardindan 2x30 dakika parafin
(Surgipath EM-400, Leica, GER) igerisinde bekletildi. Doku takibi i¢in Leica TP 1020
(Leica, GER) doku takibi cihazi kullanildi (GER). Gomme islemi sonrasi bloklar
sogumaya birakildi. Parafin bloklardan 151k mikroskopik incelemeler i¢in Leica
FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 5 pm’lik kesitler alindi. Hazirlanan
lamlar dokunun lama adezyonunu artrmak i¢in 37°C’lik etiivde 2 saat bekletildi.
Kesitlere genel histolojik yapiy1 gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E)
boyama yontemi uygulandi. Beyin ve beyincik hasar1 histopatolojik degisikliklerin
derecesi ve yaygihigina gore semikantitatif olarak 10 farkl alanda incelendi. Beyin
kesitleri, inflamasyon, ndronal dejenerasyon, perindronal ve perivaskiiler 6dem
acisindan; beyincik kesitleri ise inflamasyon, Purkinje hiicresi dejenerasyonu ve
Purkinje hiicre kaybi agisindan degerlendirildi. Beyin ve beyincik dokular1 hasarin
siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agwr) olarak skorlandi.
Maksimum hasar skoru 9 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 801 151k mikroskobu ve Nikon

goriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflar1 ¢ekildi.

6.2.11. Immiinohistokimyasal inceleme

Kesitler deparafinizasyon asamasi igin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki
ksilol icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan anti-kaspaz 3 antikoru ile agsagidaki IHC

boyama protokolii uygulandi. Preparatlar entallen ile kapatilarak Nikon Eclipse 801
digital kamera takili 151k mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotografland.
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IHC degerlendirme: Tim gruplar i¢in, her X20 biiyiitme alaninda en az 100 hiicre

isaretlendi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesinin kriter
olarak alindig1 semikantitatif bir yontemle skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (giiclii boyanma) olarak
degerlendirildi. Her kesit icin immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-Skoru
adi verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin

yiizdesi) formiiliiyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak yapild.

6.2.12. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programui ile yapildi. Tiim sonuclar aritmetik ortalama =+ standart hata (SE) olarak ifade
edildi. Tiim gruplardaki 6l¢iilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik testine gore
normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarm ikili
karsilagtirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BOLUM 7

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

7.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

7.1.1 Oksidatif Hasar Seviyeleri

Pinealektomi ve akrilamid uygulanmis ratlarda melatonin tedavisi ile beyin ve
beyincik dokularinda oksidan-antioksidan seviyelerini ortaya koymak i¢cin doku MDA,
GSH, TAS, TOS ve OSI seviyeleri ile SOD ve CAT enzimlerinin aktivite analizi
calisilmastir.

7.1.1.1. Beyin/Beyincik Dokusu MDA ve GSH Seviyeleri

Ratlara akrilamid uygulamasi sonucu hem beyin hemde beyincik dokularinda Sham
grubuna gére MDA seviyelerinde ciddi artisa neden olurken (p< 0.001) (Sekil 7.1),
GSH seviyelerinde ise ciddi diisiislere (p< 0.001) (Sekil 7.2) neden olmustur. lave
olarak akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapilan Sham+AKR+MLT grubunda,
tedavi yapilmayan Sham+AKR grubuna géore MDA ve GSH seviyelerinde ciddi

tyilesmeler (p< 0.01) oldugu gézlemlenmistir.

Pinealektomi islemiyle birlikte beyin ve beyincikte melatonin yoksunluguna bagli
olarak beyin ve beyincik GSH seviyelerinde Sham grubuna gore ciddi diisiisler
(p<0.001) olusmasma neden olurken MDA seviyesinde beyincikte anlamli artiglar

(p<0.005) olusurken beyinde anlamli olmayan artiga neden olmustur.
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DBeyin 311,91 874,35 582, 138,93 962,08 6848
BBeyinck 266,36 864,6 658,81 366,77 1123,08 690,73

Sekil 7.1. Beyin/beyin dokusu MDA seviyeleri (nmol/g yas doku).

Pinealektomi sonrasi akrilamid uygulamasi yapildiginda pinealektomi grubuna gore
MDA seviyesi beyin ve beyincikte ciddi artisa neden (p<0.001) olurken GSH
seviyelerinde ise ciddi diislislere neden olmustur. Diger yandan PINX+AKR grubuna
ait beyin ve beyincik GSH seviyelerinin Sham+AKR grubuna gore ciddi diisiise
(p<0.001) neden olurken beyincik MDA seviyelerinde ciddi artis (p<0.05) oldugu
gozlenmistir. Ancak pinealektomi sonrasi akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi
yapildiginda PINX+AKR+MLT grubuna ait beyin ve beyincik dokularmm MDA
seviyelerinin tedavi yapilmayan PINX+AKR grubuna gore ciddi diistisler (p<0.001),
GSH seviyelerinde ise ciddi iyilesmeler (p<0.001) gézlemlenmistir.
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Sekil 7.2. Beyin/beyin dokusu GSH seviyeleri (nmol/g yas doku).

Beyin ve beyincik dokusuna ait MDA ve GSH seviyelerinin karsilastirildig: ¢izelge

asagida sunulmustur (Cizelge 7.1).

Cizelge 7.1. Beyin/beyin dokusu MDA ve GSH seviyelerinin karsilastirilmasi.

Beyin MDA Beyin GSH Beyincik MDA | Beyincik GSH
Gruplar (nmol/g yas (nmol/g yas (nmol/g yas (nmol/g yas
doku) doku) doku) doku)
311.91+29.37 897.20+18.10 266.36+17.33 1110.14+22.74
Sham
Sham+AKR 874.35+69.62° 565.26+7.65* 864.60+57.80° 363.78+7.40°
ab ab ab ab
Sham+AKR+MLT 582.90+46.41 700.99+13.93 658.81+25.03 545.68+11.11
PINX 438.93+46.97 753.68+10.20° 366.77+21.02¢ 873.09+17.78*
c c,e c,h c,e
PINX+AKR 962.08+59.62 448.60+9.05 1123.98+75.14 248.32+8.68
684.80+25.25%¢ | 598.13+12.07°%f | 690.73+34.08%¢ | 644.78422.65%%1
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

p<0.001 vs grup 1
‘p<0.001 vs grup 2

®p<0.01 vs grup 2
'p<0.001 vs grup 3
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7.1.1.2. Beyin/Beyincik Dokusu SOD ve CAT Enzim Aktivite Seviyeleri

Ratlara akrilamid uygulamasi Sham grubuna gore beyin ve beyincik SOD
aktivitelerinde (p<0.001) (Sekil 7.3); beyin (p<0.05) ve beyincik (p<0.001) (Sekil 7.4).
CAT aktivitlerinde ciddi diisiislere neden olmustur. Diger yandan akrilamid ile birlikte
melatonin tedavisi yapilan Sham+AKR+MLT grubunda, tedavi yapilmayan
Sham+AKR grubuna gore beyin (p<0.001) ile beyincik SOD (p<0.005) aktivitelerinde
ve beyin (p<0.05) ile beyincik (p<0.001) CAT aktivitelerinde ciddi iyilesmeler

olusmustur.

Pinealektomi islemi beyin (p<0.001) ile beyincik (p<0.05) SOD aktivitelerinde Sham
grubuna gore ciddi diisiislere neden olurken, CAT aktivitelerinde anlamli olmayan
disigler olusturmustur Pinealektomi ile melatonin yoksunlugu olusturularak
akrilamid uygulanmasi1 yapilan PINX+AKR grubunda, PINX grubuna gore beyin ile
beyincik SOD aktivitelerinde (p<0.001) ve beyin (p<0.005) ile beyincik (p<0.001)

CAT aktivitelerinde diisiislere neden olmustur.
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%1 Sham Sham+AKR Sham+AKR+MLT PINX PINX+AKR PINX+AKR+MLT
O Beyin 81,35 34,31 68,62 53,36 26,68 47,56
OBeyincik 80,15 3501 54,27 62,9 17,56 49,9

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

Ancak pinealektomi islemi sonrasi akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapilan
PINX+AKR+MLT grubunda tedavi yapilmayan pinealektomili PINX+AKR grubuna
kiyasla beyin ile beyincik SOD enzim aktivitelerinde (p<0.001) ve beyin (p<0.005) ile
beyincik (p<0.001) CAT enzim aktivitelerinde ciddi iyilesmeler oldugu gézlenmistir
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| Sham Sham+AKR Sham+AKR+MLT PINX PINX+AKR PINX+AKR+MLT

OBeyin 3,22 1,56 2,6 2,21 0,89 1,78
@ Beyincik 454 0,7 1,67 3,63 0,44 0,96

Sekil 7.4. Beyin ve beyincik dokusuna ait CAT enzim aktivite seviyeleri (U/g protein).

Beyin ve beyincik dokusuna ait SOD ve CAT enzim aktivitelerinin karsilastirildig:

cizelge asagida sunulmustur (Cizelge 7).

Cizelge 7.2. Beyin/beyin dokusu SOD ve CAT enzim aktivitelerinin karsilastirilmasi.

Gruplar Beyin SOD Beyin CAT Beyincik SOD | Beyincik CAT
P (U/g protein) (K/g protein) (U/g protein) (K/g protein)
81.35+2.89 3.22+0.44 80.15+5.46 4.544+0.49
Sham
34.314+2.30° 1.56+0.11" 35.01+2.46* 0.70+0.072
Sham+AKR
68.62+4.61%¢ 2.60+0.39¢ 54.27+4.05% 1.67+£0.21%¢
Sham+AKR+MLT
53.36+3.90° 2.21+0.31 62.90+2.54° 3.63+0.39
PINX
26.68+1.99%¢ 0.89+0.09% 17.56+6.12%¢ 0.44+0.02%¢
PINX+AKR
47.56+3.54%¢ 1.78+0.18 49.90+3.274f 0.96+0. 125
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

2p<0.001 vs grup 1 >p< 0.05 vs grup 1 ¢p<0.001 vs grup 2
¢p<0.001 vs grup 4 fp<0.001 vs grup 5 £p<0.005 vs grup 3
p<0.005 vs grup 4 ip<0.005 vs grup 5 kp<0.005 vs grup 2
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"p<0.05 vs grup 1
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7.1.1.3. Beyin/Beyincik Dokusu TAS, TOS ve OSI Seviyeleri

Ratlara akrilamid uygulamasi Sham grubuna goére beyin ve beyincik dokularinda TAS
seviyelerinde ciddi disiislere (p<0.001) (Sekil 7.5), TOS (p<0.001) (Sekil 7.6) ve OSI
(p<0.001) (Sekil 7.7) seviyelerinde ise ciddi artislara (p<0.001) neden olmustur.
Ayrica akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapilan Sham+AKR+MLT grubunda,
tedavi yapilmayan Sham+AKR grubuna kiyasla beyin ve beyincik dokularinda ciddi
tyilesmeler yaparak TAS seviyelerinin artigina (p<0.001), TOS ve OSI seviyelerinin
ise diislisiine (p<0.001) neden olmustur. Diger yandan ratlara pinealektomi yapilarak
melatonin yoksunlugu olusturulmas: Sham grubuna gore beyin (p<0.001) ile beyincik
TAS seviyelerinde (p<0.01) ciddi diisiisler, beyin ile beyincik TOS ve OSI

seviyelerinde ciddi artiglar (p<0.001) gézlenmesine neden olmustur.
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Sham Sham+AKR | Sham+AKR+MLT | PINX PINKFAKR | PINKAKRMILT
OBeyin 130 0,9 1,08 114 04 0,97
B Beyincik 13 0,36 0,95 1,06 0,27 0,78

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

Pinealektomili ratlara akrilamid uygulanan PINX+AKR grubunun, akrilamid
uygulanmayan PINX grubuna kiyasla beyin ve beyincik dokularmdaki TAS
seviyelerinde ciddi diisiise (p<0.001), TOS ve OSI diizeylerinde ise ciddi artisa
(p<0.001) neden olmustur.
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OBeyin 6,12 58,03 29,86 19,68 56,69 27,69
@ Beyincik 3,97 17,48 10,88 10,69 23,27 12,23

Sekil 7.6. Beyin ve beyincik dokusuna ait TOS seviyeleri (U/g protein).

Ancak pinealektomili ratlara akrilamid ile Dbirlikte melatonin verilen
PINX+AKR-+MLT grubu, melatonin tedavisi yapilmayan PINX+AKR grubuna
kiyasla beyin ve beyincikteki TAS, TOS ve OSI seviyelerinde ciddi iyilesmeler

olmustur (p< 0.001).
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Sham Sham+AKR  Sham+AKR+MLT PINX PINX+AKR | PINX+AKR+MLT

OBeyin 45,68 644,35 281,88 173,65 1410,31 287,2
B Beyinck 30,55 480,91 116,21 104,5 386,12 159,62

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

Beyin ve beyincik dokusuna ait TAS ve TOS ve OSI seviyeleri asagidaki ¢izelgelerde
sunulmustur (Cizelge 7.3, Cizelge 7.4).
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Cizelge 7.3. Beyin/beyin dokusu TAS, TOS seviyeleri.

Beyin TAS Beyin TOS Beyincik TAS | Beyincik TOS
Gruplar (nmol (pmol (nmol (umol
Trolox H:0: Trolox H20:
Equiv/L) Equiv/L) Equiv/L) Equiv/L)
1.34+0.02 6.12+0.62 1.30+0.01 3.97+0.39
Sham
0.90+0.012 58.03£3.17° 0.36+0.00* 17.48+0.90?
Sham+AKR
1.08+0.04%° 29.86+1.150 0.95+0.06%° 10.88+0.91%°
Sham+AKR+MLT
1.14+0.032 19.68+0.78* 1.06+0.068 10.6940.65?
PINX
0.40+0.01¢° 56.69+2.64°¢ 0.27+0.01¢ 23.274+2.17%h
PINX+AKR
0.97+0.04%ef 27.69+2.17° 0.78+0.04%f 12.234+0.63°
PINX+AKR+MLT
Veriler aritmetik ortalama=+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001 vs grup 1 >p<0.001 vs grup 2 °p<0.001 vs grup4  9p<0.05 vs grup 4
¢p<0.001 vs grup 5 fp<0.005 vs grup 4 €p< 0.01 vs grup 1 " p<0.05 vs grup 2
Cizelge 7.4. Beyin/beyin dokusu OSI seviyesi.
Beyin OSI Beyincik OSI
Gruplar
(Arbitrary Unit) (Arbitrary Unit)
45.68+4.96 30.35+2.84
Sham
644.35£31.592 480.91+29.59?
Sham+AKR
281.89+18.9820 116.21£10.87%b
Sham+AKR+MLT
173.65+8.03% 104.50+9.21°
PINX
1410.31£60.11%¢ 886.12+119.625¢
PINX+AKR
287.20+22.57°4 159.62+9.93¢4¢
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

2p<0.001 vs grup 1 >p<0.001 vs grup 2 °p<0.001 vs grup 4

4p<0.001 vs grup 5
¢p<0.005 vs grup 3
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7.1.2. Beyin/Beyincik Dokusu TNF-a Seviyeleri

Ratlara akrilamid uygulamasi beyin ve beyincik dokusunda Sham grubuna gére TNF-

a seviyelerinde ciddi artigsa (p< 0.001) (Sekil 7.8) neden olmustur.
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Sekil 7.8. Beyin ve beyincik dokusuna ait TNF-a seviyeleri (ng/L).

Akrilamid uygulamasinin melatoninle birlikte yapildigr Sham+AKR+MLT grubunda
ise beyin ve beyincikteki TNF a seviyelerinde ciddi gerilemeler gozlenmesine neden

olmustur (p<0.001).

Ratlara pinealektomi iglemi ile melatonin yoksunlugu olusturulan PINX grubunda,
Sham grubuna gore beyin (p<0.001) ve beyincikte (p<0.005) TNF a seviyelerinde artis
gbzlenmesine neden olmustur. Diger yandan pinealektomi iglemi sonrasi akrilamid
uygulanmast PINX+AKR grubunda, pinealektomi yapilan PINX grubuna kiyasla
beyin ve beyincikteki TNF a seviyelerinde ciddi artiglar olusmasina (p<0.001) neden
olmustur. Ancak pinealektomi sonras1 akrilamid ile birlikte melatonin tedavisi yapilan
PINX+AKR+MLT grubu, tedavi yapilmayan PINX+AKR grubuna kiyasla beyin ve
beyincik TNF a seviyelerinde ciddi diizelmeler oldugu gozlenmistir (p<0.001).
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Beyin ve beyincik dokusuna ait TNF a seviyeleri agsagidaki ¢izelgede (Cizelge 7.5)

sunulmustur.
Cizelge 7.5. Beyin/beyin dokusu ait TNF a seviyeleri.
Beyin TNF-a Beyincik TNF-a
Gruplar
(ng/L) (ng/L)
113.96+6.34 90.40+3.97
Sham
576.23+14.93¢% 520.04+14.38*
Sham+AKR
368.58+17.25%b 306.68+10.04%P
Sham+AKR+MLT
177.56£10.96° 106.44+3.54°
PINX
586.70+12.73¢ 573.59+20.93¢f
PINX+AKR
377.01£10.46%¢ 312.92+18.03¢4
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.001 vs grup 1 >p<0.001 vs grup 2 °p<0.001 vs grup 4
¢p<0.005 vs grup 1 fp<0.05 vs grup 2

4p<0.001 vs grup 5

7.1.3. Beyin/Beyincik Dokusu BDNF ve Dopamin Seviyeleri

Ratlara akrilamid uygulamasi yapilan Sham+AKR grubu, Sham grubuna gore beyin
ve beyincik dokular1 BDNF seviyelerinde ciddi diisiislere (p<0.001) (Sekil 7.9) neden
olurken, dopamin seviyelerinde ise ciddi artislara (p<0.001) (Sekil 7.10) neden
olmustur. Ancak akrilamid uygulamasi ile birlikte melatonin tedavisi yapilan
Sham+AKR+MLT grubu, melatonin tedavisi yapilmayan Sham +AKR grubuna
kiyasla beyin ve beyincik BDNF seviyelerinde artis olusmasmna neden olurken
(p<0.001), dopamin seviyelerinde beyin (p<0.001) ve beyincikte (p<0.005) ciddi

diistisler olusmasma neden olmustur.
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O Beyincik 3,63 1,43 2,47 2,85 0,78 2,61

Sekil 7.9. Beyin ve beyincik dokusuna ait BDNF seviyeleri (ng/ml).

Ratlara pinealektomi yapilarak melatonin yoksunlugu olusturulan PINX grubu, Sham
grubuna gore beyin ve beyincik dokularinda BDNF seviyelerinde ciddi diistise (p<
0.05) neden olurken, dopamin seviyeleri beyin (p< 0.05) ve beyincik (p< 0.001)

dokularinda artis gdzlenmesine neden olmustur.
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OBeyin 5,11 9,2 5,92 6,06 11,37 6,46
@ Beyincik 2,08 4,79 3,34 3,28 5,59 2,99

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

Diger yandan pinealektomi sonrasi ratlara akrilamid uygulanan PINX+AKR grubu,

akrilamid verilmeyen pinealektomi islemi uygulanan PINX grubuna kiyasla beyin ve
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beyincik dokularinda BDNF seviyelerinde ciddi diisiisler (p<0.001) gozlenmesine,
dopamin seviyelerinde ise ciddi artis gozlenmesine (p<0.001) neden olmustur. Ancak
pinealektomi islemi uygulanan ve akrilamid yaninda melatonin takviyesi yapilan
PINX+AKR+MLT gruba, tedavi yapilmayan PINX+AKR grubuna kiyasla beyin ve
beyincik dokularinda BDNF ve dopamin diizeylerinde ciddi iyilesmeler gézlenmistir

(p<0.001).

Beyin ve beyincik dokusuna ait BDNF ve dopamin seviyeleri asagidaki ¢izelgede

sunulmustur (Cizelge 7.6).

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

Beyin Beyin Beyincik Beyincik
Gruplar BDNF Dopamin BDNF Dopamin
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
5.01£0.40 5.1140.25 3.63+0.25 2.08+0.21
Sham
1.34+0.112 9.20+0.442 1.43£0.112 4.79+0.37*
Sham+AKR
2.86+0.29%° 5.9240.21%¢ 2.47+0.14% 3.3440.10%f
Sham+AKR+MLT
3.65+0.17¢ 6.06+£0.29¢ 2.85+0.15¢ 3.28+0.16*
PINX
1.04+0.08¢ 11.37+0.44%f 0.78+0.07¢ 5.59+0.44¢
PINX+AKR
2.07+0.24%¢ 6.46+0.35° 2.61+0.15¢%° 2.99+0.16°
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001 vs grup 1 >p<0.001 vs grup 2 °p<0.05 vs grup 1
¢p<0.001 vs grup 5 fp< 0.005 vs grup 2

4p<0.001 vs grup 4

7.1.4. Serum Melatonin Seviyeleri

Pinealektomi islemi yapilan PINX gruplarinda melatonin (p<0.001) (Sekil 7.11)
seviyelerinin Sham gruplarina kiyasla ciddi oranda azalarak melatonin yoksunlugu
olustugu gozlenmistir. Pinealektomi sonras1 melatonin uygulanan PINX+AKR+MLT
grubu, melatonin uygulanmayan pinealektomi islemi uygulanan PINX grublarina

kiyasla anlaml1 artis (p<<0.005) olusturmustur.
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OMelatonin 280,81 214,27 267,84 36,76 30,71 68,04

Sekil 7.11. Gruplarin serum melatonin seviyeleri (ng/L).

Serum melatonin seviyeleri asagidaki ¢izelgede sunulmustur (Cizelge 7.7).

Cizelge 7.7. Serum melatonin seviyeleri.

Melatonin
Gruplar
(ng/L)
280.81+10.44
Sham
214.27+11.35°
Sham+AKR
267.84+14.19°
Sham+AKR+MLT
36.76+6.56%
PINX
30.71+4.90°¢
PINX+AKR
68.04+5.68%1
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

2p<0.001 vs grup 1
¢p<0.001 vs grup 5

b p< 0.005 vs grup 2
fp<0.001 vs grup 3
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7.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Sham grubuna ait beyin ve beyincik dokular1 normal histolojik goriinimdeydi. PINX
grubunda hafif derecede hasar mevcuttu (Sekil 7.12). Sham ve PINX gruplarinin hasar
skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.005, p<0.001,
sirasiyla beyin ve beyincik i¢in). Sham+AKR grubu ve PINX+AKR grubuna ait beyin
dokularinda; koroid pleksusta ve diger alanlarda konjesyon, perivaskiiler 6dem,
inflamasyon, ndronal dejenerasyon ve perindronal 6dem tespit edildi. Beyincikte ise;
dejenere Purkinje hiicresi, Purkinje hiicre kayb1 ve inflamasyon alanlar1 tespit edildi
(Sekil 7.13). Sham+AKR grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru beyin i¢in
1.70+£0.21 ve beyincik i¢in 1.4040.16 idi. PINX+AKR grubunda ise hasarin siddeti
hem beyinde hem de beyincikte artmisti. Beyin dokusunda yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu dikkat c¢ekiciydi. PINX+AKR grubunun ortalama histopatolojik hasar
skoru beyin i¢in 5.30+0.30 ve beyincik i¢in 3.00+£0.33 idi. Sham+AKR+MLT grubu
ve PINX+AKR+MLT grubunda histopatolojik degisikliklerin hem beyin dokusunda
hem de beyincikte belirgin olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 7.14). Sham+AKR grubu
ve Sham+AKR-+MLT grubu karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma bulundu (p<0.001, p<0.005, sirasiyla beyin ve beyincik icin).
PINX+AKR grubu ve PINX+AKR+MLT grubu karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p<0.001, p<0.005, sirasiyla beyin ve beyincik i¢in). Her grup ve
organ i¢in ortalama histopatolojik hasar skoru asagidaki tabloda verildi (Cizelge 7.8).
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Cizelge 7.8. Beyin/beyincik dokusu histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Beyin Hasar Skoru Beyincik Hasar Skoru
0.30+0.15 0.10+0.10
Sham
3.40+0.30° 2.60+0.22°
Sham+AKR
1.70+0.21*° 1.40+0.16
Sham+AKR+MLT
1.30£0.15°¢ 1.40+0.16°
PINX
5.30+0.30¢ 3.00+0.33¢
PINX+AKR
2.30+0.26% 1.60+0.16%
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
p<0.001 vs grup 1 ®p<0.001 vs grup 2 “p< 0.005 vs grup 1 4p<0.001 vs grup 4
°p<0.001 vs grup 5 "p<0.005 vs grup2  ¢p<0.005 vs grup 5
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Sham grubuna ait beyin ve beyincik dokular1 normal histolojik gériiniimdeydi.

Sekil 7.12. Sham ve PINX gruplarma ait beyin ve beyincik dokular1 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 pm.
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Sekil 7.13. Sham+AKR ve PINX+AKR gruplarina ait beyin ve beyincik dokular1
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 um.

Sham +AKR ve PINX+AKR gruplarna ait beyin dokusunda koroid plexusta (siyah
asterisk) ve diger alanlarda konjesyon (kirmizi asterisk), yaygm inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu (siyah kalin ok), ndronal dejenerasyon (siyah ince ok), perindronal
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(kirmiz1 ince ok) ve perivaskiiler 6dem (kirmizi kalin ok) iceren hasarli alanlar
bulunmaktaydi. PINX+AKR grubundaki hasar daha siddetliydi. Sham+AKR ve
PINX+AKR gruplarina ait beyincikte dokusunda dejenere Purkinje hiicresi (siyah
kalin ok), Purkinje hiicre kayb1 ve inflamasyon alanlar1 tespit edildi. PINX+AKR
grubundaki hasar daha siddetliydi.

Sekil 7.14. Sham+AKR+MLT ve PINX+AKR+MLT gruplarina ait beyin ve beyincik
dokular1 histopatolojisi A. Shamt+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 pm.

Akrilamid kaynakli beyin ve beyincik hasarinda melatoninin etkisiyle histopatolojik
degisikliklerde belirgin azalma go6zlendi.
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7.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

7.3.1 Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi

Sham ve PINX gruplar ile karsilastirildiginda, akrilamid uygulanan hasar gruplarinda
ait beyin dokularindaki kaspaz-3 ifadesinin artmis oldugu tespit edildi. PINX grubunda
kaspaz-3 ifadesi hafif siddetteyken, Sham+AKR ve PINX+AKR gruplarinda ise
ifadenin yiiksek siddette oldugu gorildi (Sekil 7.15). Melatonin ile kaspaz-3
ifadesinin siddetinde azalma tespit edildi. Kaspaz-3 immiin boyamasina ait H-skoru

asagidaki tabloda gosterildi (Cizelge 7.9).

Cizelge 7.9 Beyin dokusundaki Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi.

Gruplar H-Skoru

124.00+6.35
Sham

212.50+7.64*

Sham+AKR
154.50+7.39¢
Sham+AKR+MLT
154.50+9.32
PINX
293.00+10.41¢¢
PINX+AKR
208.00+16.63%¢
PINX+AKR+MLT

Veriler aritmetik ortalama=+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.00l vsgrupl  °p<0.005vsgrupl ©°p<0.001 vsgrup2  4p<0.001 vs grup 4
°p<0.001 vs grup3  fp<0.0l vsgrup4 2p<0.001 vs grup 5
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Sekil 7.15. Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi 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 um.

Sham grubuna ait beyin dokusunda az yogunlukta boyanma vardi. PINX grubunda ise
boyanma hafif siddetdeydi. Sham+AKR ve Sham+AKR +PINX gruplarinda en
siddetli boyanma mevcuttu. Bu gruplara melatonin uygulanmasi ile Kaspaz-3 ile

boyanma yogunlugunun azaldig: tespit edildi.

7.4. TARTISMA

Suda ¢oziindiigii bilinen ve toksik bir kimyasal olan akrilamid, 6zellikle Bati tarzi
atistirmaliklar gibi karbonhidrat agisindan zengin gidalarin yiiksek sicaklikta
pisirilmesi sonucu olusur [177]. Gastrointestinal sistemden, giiclii bir ge¢irgen olmasi
sebebiyle, kolayca emilebilir ve dolagim sistemi araciligtyla tiim viicuda yayilabilir.

Insanlarin yasamlar1 boyunca karbonhidrat¢a zengin gidalarin yiiksek 1sida
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kizartilmasi ya da firnlanmas1 sonucu olusan kiigiik miktarlardaki akrilamide kronik
olarak maruz kalmalar1 sonucu toksik etkileri beyin dahil bircok dokuda
gozlenmektedir [178]. Bu nedenle, son zamanlarda yapilan ¢alismalar, akrilamidin
toksik etki mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak ve dokulari onun hasarlarina karsi
korumak i¢in yeni terapotik ajanlarin denendigini goOstermistir [179]. Bizim
calismamiz bildigimiz kadariyla ilk kez yapilmig olup pinealektomi ile viicudun en
giicli antioksidanit olan melatonin hormonunun sentezini yok ederek oksidan
saldirilara agik hale getirilen ratlara akrilamid uygulamasi sonucu beyin-beyincik
dokularindaki norotoksik etkisi sonucu bozulan oksidan-antioksidan durumu,
immiinohistokimyasi, histopatolojisi ve serum melatonin diizeyi iizerine ekzojen
melatoninin tedavi edici etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bulgularimizda ise
akrilamidin (25 mg/kg/giin canli agirlik) norotoksisitesinin, artan oksidatif stres
endeksleri ile kanitlandigin1 ve pinealektomiyi takiben beyin ve beyincik dokularinin
endojen antioksidan stastiistiniin azalmasinin, mikromorfolojik degisikliklerinin yani

sira inflamasyonu ve Kaspaz-3 immiinlokalizasyonunu artirdigini ortaya koydu.

Stiperoksit, peroksitler ve hidroksil radikalleri gibi ROS'lar oksidatif metabolizma
sirasinda olugsarak DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna
ve diger etkilere aracilik ederek oksidatif hasara neden olur [180]. SOD, CAT gibi
enzimatik antioksidanlar ve GSH, melatonin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar
viicudun antioksidan savunma sistemleri olup normal fizyolojik sartlar altinda aktive
ederek ROS kaynaklarmin hizlica siipiirtiriilmesi ile dokular1 oksidatif strese karsi

korumakla sorumludurlar [181].

Akrilamid gibi ¢ok sayida toksik kimyasalin metabolizmas: sirasinda ROS {iretimi
asir1 derecede artarve oksidan/antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulur [182].
Beyin dokusunun daha yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asitleri icermesi, daha
diisiik oranda antioksidan savunma ve nispeten yiiksek oksijen tiiketim orani ile daha
az rejenerasyon kapasitesi igermesinin yani sira, diger dokulara gére ROS kaynakli
lipid peroksidasyonuna kars1 cok daha duyarli olmasma neden olur [183]. Onceki
caligmalar, asir1 ROS {iretiminin akrilamid ile baglantili oldugunu ve beyin dokusunda
ndrodejenerasyon yoluyla fonksiyonel bozukluga yol actigini géstermistir [184, 185].

Ayrica akrilamid metabolizmasi sirasinda asir1 GSH tiiketimi oksidan ve antioksidan
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arasindaki dengeyi bozar [186]. Onceki calismalarla uyumlu olarak, bizim ¢alismamiz
bildigimiz kadariyla alaninda ilk kez yapilmis olup pinealektomiyi takiben endojen
melatonin yoklugunda akrilamid uygulamasi ile antioksidan enzimlerin aktivitelerini
azaltarak ve lipid peroksidasyonunu pinealektomi yapilmayan ratlara gore daha fazla

artirarak oksidatif stresi indiikledigini gostermistir.

Melatonin hormonunun, serbest radikalleri ya dogrudan nétralize ederek ya da SOD
ve GPx dahil olmak iizere antioksidan enzimleri artirarak antioksidan etki gdsterdigi
bilinmektedir [187]. Doku antioksidanlarinin  tiiketimi ise hiicre igi
oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina neden olarak oksidatif hasara neden
olmaktadir. El Helaly vd. akrilamidin karaciger, bobrek ve beyin dokularinda oksidatif
stresi artirdig1 ve -SH gruplarina baglanarak antioksidan enzim aktivitelerini azaltarak
doku DNA'sinda hasara yol agtigin1 bildirmislerdir [188]. Ayrica Jiang vd. MDA'nin
asir1 iretiminin ve SOD, CAT ve GPx dahil olmak iizere antioksidan enzimlerin
azalmig aktivitesi akrilamidin toksik yan etkileri ile iliskili oldugunu bildirmistir [ 189].
Ayrica Giir vd. akrilamid uygulamasi ile MDA igeriginde bir artma, GSH igeriginde
ve SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde azalma goézlemlemistir [190]. Bizim
calismamizda, pinealektomi sonrasi akrilamid ile es zamanli olarak ekzojen melatonin
ile tedavi edilen ratlarda beyin dokusunun antioksidan kapasitesinde bir iyilesme
oldugu ve lipid peroksidasyonunun azaldigimi goriildii. ilging bir sekilde, sonuglarimiz
akrilamide maruz birakilan sham pinealektomize ratlarin tedavisinin, akrilamide
maruz kalan pinealektomize ratlarin tedavisinden daha fazla iyilesme olasiligmin
oldugunu gosterdi. Bdoylelikle akrilamide maruz kalan beyin dokusunda bozulan
oksidan/antioksidan dengesinin yeniden saglanmasinda melatoninin énemli bir roli

oldugu goriildii.

Akrilamide maruz kalmanin ardindan hafiza, 6grenme, bilissel islevlerin oldugu baz1
beyin bolgelerinde ve periferik sinirde norodejenerasyon gdézlemlendi. Bir baska
arastrmada ise arastirmacilar, hayvanlara iki farkli dozda akrilamid (50 ve 21
mg/kg/giin) uygulayarak tiim beyin bolgelerinde ki ndrodejenerasyonu ve ataksi, kas
parezi gibi ndrolojik disfonksiyonlar1 gézlemlediler [191]. Erdemli vd. yaptig1 bir
caligmada ise gebe ratlara akrilamid uygulamasmin ardindan fetal beyninde ndronal

hasarm tetikledigini ve BDNF diizeylerini azalttigini bildirmigleridir [192].
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Akrilamid tarafindan indiiklenen norotoksisite mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte, su ii¢c mekanizma kabul edilmis goriinmektedir: (1) kinesinin
hizli1 aksonal tasmmmasinin bloke edilmesi; (2) norotransmiterlerin miktarindaki
bozukluklar; (3) norotransmitterlerin dogrudan bloke edilmesi [193]. Calismamizda
bu hipotezleri dogrulamak i¢in, akrilamid uygulamasini takiben sham pinealektomize
ve pinealektomize ratlarin beyin ve beyincik dokularinda dopamin ve BDNF
seviyelerindeki degisiklikleri gozlemlemeye calistik. Calismamizdaki verilerimiz 21
giin boyunca 25 mg/kg/glin dozda akrilamid uygulamasinin sham pinealektomize
ratlarda ve 6zellikle pinealektomize ratlarda BDNF seviyesinde onemli bir azalmaya
ve dopamin seviyesinde ise belirgin bir yiikselmeye neden olduguna isaret etti. Diger
taraftan, pinealektomize ratlarda ve 6zellikle sham pinealektomize ratlarda dopamin
ve BDNF diizeylerindeki bozukluklarin akrilamidle birlikte ekzojen melatoninin
uygulanmasiyla diizeldigini gozlemledik. Bizim ¢alismamizla uyumlu olarak, Pan vd.
akrilamide maruz kalmanin dopaminerjik ndronlarda dopamin seviyelerinde bir
yilikselmeye, dopamin aliminda degisiklige ve akrilamid metabolizmasi ile iliskili gen
ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu bildirmistir [194]. Ayrica Zargar vd.
akrilamide maruz kalan ratlarin beyninde serotonin azalmasini dogruladi ve dopamin,

interferon-y ve 8 hidroksiguanozinde de artislar gozlemledi [195].

Alternatif bir molekiiler mekanizma olarak, norodejeneratif bozukluklarin
etiyolojilerinden biri de santral sinir sistemindeki inflamatuar siireclerle baglantilidir
[196, 197]. Niikleer transkripsiyon faktorii (NF-xB), inflamatuar siire¢lerden sorumlu
olan TNF-a ve IL-1B dahil olmak iizere proinflamatuar sitokinlerin ve mediatorlerin
salmmasma neden olarak inflamasyonun patogenezinde kritik bir rol oynar [198].
Yakovleva vd.” nin yaptig1 ¢alisma ile de oksidatif stres tarafindan uyarilan NF-kB'nin
santral sinir sistemindeki ndroinflamasyonda temel bir rolii oldugunu bildirmistir
[199]. Bir baska calisma da ise akrilamidin NF-xB'yi uyardig1 ve proinflamatuar
sitokin seviyelerinde ylikselme nedeniyle ndroinflamasyona yol actigi bulunmustur
[200]. Benzer sekilde, bizim ¢alismamiz akrilamide maruz kalmanin beyin ve beyincik
dokularinda TNF-a seviyelerinde bir yiikselmeye neden oldugunu ve boylece
ndroinflamasyona yol a¢tigini gostermistir. NF-xB aktivasyonu, néroinflamasyona yol
acan onemli bir faktor oldugundan, yeni terapotik ajanlarn kullaniminin, inflamatuar

mediatorleri azaltmak i¢in sinyal yollarmi baskilayarak inflamatuar ajanlara karsi
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Oonemli avantajlar saglayabilecegi iyi bilinmektedir. Bir bagka ¢aligma ise melatoninin,
NF-kB yolunu baskilayarak TNF-a ve IL-1B'yi azalttig1 boylece beyni sisplatin
kaynakli norotoksisiteye karst korudugunu gostermistir [201]. Benzer sekilde, bizim
calismamizda da melatonin, akrilamid kaynakli NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek

iltihab1 baskiladigini ve beyin dokularinda TNF-a salimimini azalttig1 gozlemlendi.

Akrilamid kaynakli ndrotoksisite, santral sinir sistemindeki apoptoz ile iliskilidir
[171]. Normal olarak, Bax'n Bcl-2 proteini tarafindan inhibisyonu, membran
potansiyelini arttirir, boylece apoptotik siirecleri baskilar [202]. Ratlarda akrilamid
kaynakli norotoksisitede Kaspaz-3' iin aktivasyonu, apoptotik siirecin baglamasina
katkida bulunur [203]. Ozellikle olumsuz durumlarda sitokrom c salinimma neden
olarak ve Bax ve p38a MAPK'y1 artirarak ve Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak Kaspaz-
3 aktive olur ve boylece apoptotik siirecin baglamasina yol acar [204]. Chen vd. yaptig1
calismada akrilamide maruz kalmanin Bax/Bcl-2 oraninin yiikselmesine, sitokrom c
salmimia ve apoptotik siireclerin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir [205].
Onceki calismalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda, pinealektomize ve sham
pinealektomize ratlarin beyin dokularinda Kaspaz-3 ekspresyonunun yogunlugu
akrilamide maruz kaldiktan sonra ilk kez incelenmis olup Kaspaz-3 ekspresyonunun
PINX+AKR grubunda Sham +AKR grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Iiging bir sekilde, gdzlemlerimiz, melatonin tedavisinin, apoptotik yolaklari
baskilayarak akrilamide maruz kalma sirasinda artan Kaspaz-3 aktivasyonunu tersine
cevirdigini ortaya koydu. Sonuglarimizla uyumlu olarak, Motallebzadeh vd. yaptigi
calisma da melatonin tedavisinin ratlarin beyin sapinda radyasyona bagli apoptoz ile
artan Kaspaz-3 ekspresyonunda 6nemli bir azalma saglayabildigini bildirdi [206].
Ayrica Li vd. yaptig1 calisma da subaraknoid kanamay1 takiben melatonin tedavisi ile

yiiksek Kaspaz-3 seviyesinin azaldigini kanitladi [207].

Ek olarak, akrilamid tarafindan indiiklenen baska bir nérotoksisite mekanizmasi ise
akrilamide subakut maruziyetten sonra sinaptik vezikiillerdeki proteinlere verilen
hasarin neden oldugu vezikiiler disfonksiyondur. LoPachin vd. yaptig1 ¢alismada
akrilamidin, striatal sinaptik vezikiillere dopamin alimini inhibe ettigini, dopaminin
depolanmasini kesintiye ugrattigini ve yetersiz bir presinaptik saliverilmesine neden

oldugunu kanitladilar [208]. Dopamin dahil katekolaminler, yeniden alim, vezikiiler
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gerialim, ekstrandronal yeniden alim veya monoamin oksidaz gibi enzimatik bozunma
ile elimine edilir. Akrilamide maruz kalmanin neden oldugu dopamin metabolizmasi
bozuklugunun beyin dokusunda dopamin seviyelerinde artisa yol agabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ote yandan melatonin, dopamin tasiyicisini (DAT) hiicre i¢inde
olgunlagsmamis glikosile edilmemis formunda depolayarak santral sinir sisteminde
dopamin alimi tizerinde Onemli bir etkiye sahiptir [209]. Bununla birlikte
Leeboonngam vd. yaptigi bir c¢alismada uzun siireli melatonin uygulamasinin,
Parkinson hastalifinda DAT' in asag1 regiilasyonunu ve cogunlukla antioksidan
etkisiyle iligkili olarak amfetamin kaynakli hipokampal hasar1 engelledigini
gostermistir [210, 211]. Literatiirle uyumlu olarak, ¢calismamizin sonuglar1 21 giinliik
melatonin tedavisinin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 akrilamidin neden oldugu

yiiksek dopamin seviyelerini azalttigini gosterdi.

Biyokimyasal  bulgularla uyumlu olarak  calismamizdaki  histopatolojik
degerlendirmelerimiz  akrilamide maruz kalmanin santral sinir sisteminde
norotoksisiteye neden oldugunu ortaya koydu. Akrilamid uygulamasi, Sham+AKR ve
PINX+AKR gruplarindaki ratlarin koroid pleksusunda ve serebellumunun diger
alanlarinda, tikaniklik, perivaskiiler 6dem, inflamasyon, ndéronal dejenerasyon ve
perindronal 6dem gibi degisiklikler gozlenmistir. Ek olarak ratlarmm beyinlerinde
Purkinje hiicrelerinin dejenerasyonu, Purkinje hiicrelerinin kaybi ve inflamasyon
gbdzlemlenmis olup bizim ¢alismamiz ile Goudarzi vd.” nin [212] 2019 yilinda yaptig1
calisma ile de tutarhi oldugu goriilmiistiir. Calismamizla birlikte pinealektomize ratlara
akrilamid uygulamasi ilk kez ¢alisild1 ve diger gruplara kiyasla beyin ve beyincikte
daha fazla ndronal hasar tespit edildi. Buna karsilik akrilamid uygulanmig ratlara
ekzojen melatonin miidahalesi, néronal dokularin yapismni 6nemli Olciide onardi.
Calismamizin sonuglar1 Edres vd.’nin [213] 2021 yilinda yaptig1 ¢alisma ile uyumlu
olup akrilamid kaynakli norotoksisite de melatonin tedavisinin ile akrilamid hasarmin

azaldigini gostermistir.

Sonug olarak, bu bulgular melatoninin, antioksidan enzimlerin seviyesini artirarak ve
oksidanlarin seviyesini azaltarak akrilamid kaynakli beyin oksidatif hasarmi
iyilestirebildigini gdstermistir. Ayrica melatonin, inflamatuar yollar1 diizenlemis ve

inflamatuar  mediatorlerin ~ salimimimni  engelleyerek  anti-inflamatuar  etkiler
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gostermistir. Benzer sekilde dopamin ve BDNF seviyelerindeki degisiklikler,
dopaminerjik noronlarda dopamin seviyeleri ve dopamin alimindaki degisiklik
diizenlenerek modiile edildi. Ayrica melatonin, akrilamide maruz kalmayi takiben
Kaspaz-3 aktivasyonunu baskilayarak anti-apoptotik etki gostermistir. Bununla
birlikte, endojen melatoninin yoklugunda ekzojen melatoninin molekiiler

mekanizmasini kanitlamak i¢in daha fazla arastirma ve klinik ¢aligma gereklidir.
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