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Akrilamid (AA), beyaz kristal yapida, diisiik molekiil agirhginda ve suda ¢oziirligii
yiikksek olan bir maddedir. Dogada kendiliginden bulunmamakta olup yiiksek
reaktiviteye sahiptir. Cok fazla endiistriyel alanda (kagit, kimya gibi) kullanim1 olan
AA 1s1l islemler sonucunda gidalarda da olusabilmektedir. Gidalarda kizartma ve
firmlama gibi pisirme yontemleriyle >120°C"de indirgeyici sekerler ve asparagin
arasindaki Maillard reaksiyonu sonucunda olugmaktadir. AA, hayvanlarda ve
insanlarda toksik etkiye neden olabilmektedir. AA'nin karsinojenik, norotoksik,
genotoksik olmasi ve hidrofilik yapisi nedeniyle tiim organ ve dokulara kolaylikla
ulasabilmesi saglik agisindan biiyiik endise yaratmaktadir. Bu nedenle AA bilim

insanlar1 tarafindan biiyiik ilgiyle aragtirilmaktadir.



Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan karaciger iizerinde de AA 'nin
toksik etkisi bulunmaktadir. AA'nin karacigerde detoksifikasyonu, oksidatif strese
neden olup, reaktif oksijen ve nitrojen radikallerin artisi ile sonuglanabilmektedir. Bu
art1s karacigerde glutatyonun tiilkenmesine, antioksidan enzimlerin azalmasina, hiicre
zarinin oksidasyonuna neden olmaktadir. Buna bagli olarak karacigerde bulunan tiim
hiicrelerde inflamasyon, iskemi, fibroz, nekroz, apoptoz veya malign olusumu

meydana gelebilmektedir.

Antioksidatif etkili ilaglarin veya farmakolojik konsantrasyonlarda dogal olarak
olusan antioksidan takviyelerinin alinmasi1 oksidatif stresi degistirmekte olup, bu
takviyelerin cesitli hastaliklarda morbiditeyi ve mortaliteyi azalttig1 diistiniilmektedir.
Insanlarda pineal bezden salgilanan melatonin (MLT) hormonu, endojen antioksidan
olup ayrica antiinflamatuar, antikanser gibi bir¢cok fonsiyonel o&zelligi de
bulunmaktadir. MLT ve metabolitleri hem olusan serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasini saglamakta hem de radikal olusumunu azaltabilmektedir. Bu nedenle
de lipid oksidasyonuna kars1 koruyucu rol oynamaktadir. Ayni1 zamanda prooksidan

enzimlerin azalmasini ve antioksidan enzim diizeylerinde de artis saglamaktadir.

Bu calismada amacimiz hem pinealektomi islemiyle MLT den yoksun birakilan
ratlarda hemde pinealektomi yapilmayan ratlarda AA ile oksidatif stres,
inflamasyona bagl olarak karaciger dokusundaki hepatotoktosisiteye karst MLT nin
tedavi edici etkisini biyokimyasal, histopataloji ve immiinohistokimyasal agidan
gozlemlemekti. Calismamizda, 60 adet erkek Wistar albino ratlar Sham ve PNX
olmak tizere iki ana grup ve iiger alt grup olmak iizere 6 gruba ayrildi. Ratlara etanol
ve MLT uygulmasi intraperitonal (i.p.) yolla, AA uygulamasi ise oral olarak gavajla
uygulanmistir. Calismada 21 giin boyunca; 1.gruba (Sham grubu) %0,5’1ik etanol
cozeltisi, 2. gruba (Sham+AA) 25 mg/kg/giin AA, 3. gruba (Sham+AA+MLT) 25
mg/kg/giin AA ve 10 mg/kg/gin MLT 0,5 ml hacminde, 4. gruba (PNX grubu)
pinealektomi isleminden sonra %0,5’1lik etanol ¢ozeltisi, 5. gruba (PNX+AA grubu)
pinealektomi isleminden sonra %0.5’1ik etanol ¢ozeltisi ve 25 mg/kg/giin AA, 6.
gruba (PNX+AA+MLT) pinealektomi islemi sonrasinda %0,5 etonal ¢6zeltisi ve 10
mg/kg/giin MLT, 25 mg/kg/giin AA uygulandi.



Calismada hem Sham+AA hem de PNX+AA gruplarinda Sham ve PNX gruplarina
gore karaciger dokusunda oksidan/antioksidan dengesinin oksidan lehine
bozulmasma neden olarak total oksidan diizeyi (TOS) ve malondialdehit (MDA)
diizeylerini arttirirken glutatyon (GSH), total antioksidan diizeyi (TAS), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerini azaltti. PNX grubunda dogal
antioksidan olan MLT yoksunluguna bagl olarak Sham grubuna gére TOS ve MDA
diizeyleri daha fazla artarken, GSH, TAS, CAT ve SOD diizeyleri azaldi. Ekzojen
MLT tedavisi sonucunda karaciger dokusunda TOS ve MDA diizeyleri anlaml
derecede azalirken TAS ve GSH diizeyleri ile CAT, SOD aktivitilerinde artis
gozlendi. AA uygulanan ratlarda karaciger dokusunda inflamasyon artisi, nekroz
olusumu gozlendi, tiimdr nekroz faktor alfa (TNF-a) diizeylerinde anlamli artis
meydana geldi. MLT tedavisi sonrasinda karaciger dokusunda inflamasyonun
azaldig1, apoptozun engellendigi ve hepatositlerde iyilesmelerin oldugu goézlendi.
Calismamizin sonucu AA kaynakli hepatotoksisite lizerinde MLT yoksunlugunda
uygulanan ekzojen MLT nin antioksidan, antiinflamatuar ve antiproliferatif etkisi
sayesinde hepatositlerde oksidatif stresi, inflamasyonu, lipid peroksidasyonunu

azaltabilecegini ve histopatolojik hasalar1 iyilestirebilecegini gosterdi.
Anahtar Sozciikler : Pinealektomi, Karaciger Hasari, Melatonin, Akrilamid,

Oksidatif Stres, inflamasyon, Apoptoz
Bilim Kodu : 1090
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Acrylamide (AA) is a white crystal structure, low molecular weight and highly
soluble in water. It does not occur spontaneously in nature and has high reactivity.
AA, which is used in many industrial areas (such as paper, chemistry), can also occur
in foods as a result of heat treatments. It is formed as a result of the Maillard reaction
between reducing sugars and asparagine in foods with cooking methods such as
frying and baking at >120C. AA causes toxic effects in animals and humans. The
fact that AA can easily reach all organs and tissues due to its carcinogenic,
neurotoxic, genotoxic and hydrophilic structure creates a great concern in terms of

health. For this reason, AA is being researched with great interest by scientists.
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AA has a toxic effect on the liver, which plays a role in the detoxification of
xenobiotics. Detoxification of AA in the liver may cause oxidative stress and result
in an increase in reactive oxygen and nitrogen radicals. This increase causes
depletion of glutathione in the liver, a decrease in antioxidant enzymes, and
oxidation of the cell membrane. Accordingly, inflammation, ischemia, fibrosis,

necrosis, apoptosis, or malignant formation may occur in all cells in the liver.

Taking antioxidative drugs or naturally occurring antioxidant supplements in
pharmacological concentrations changes oxidative stress, and these supplements are
thought to reduce morbidity and mortality in various diseases. The hormone
melatonin (MLT) secreted from the pineal gland in humans is an endogenous
antioxidant and also has many functional properties such as anti-inflammatory and
anti-cancer. MLT and its metabolites can both eliminate free radicals and reduce
radical formation. Therefore, it plays a protective role against lipid oxidation. At the
same time, it provides a decrease in prooxidant enzymes and an increase in

antioxidant enzyme levels.

In this study, our aim was to observe the therapeutic effect of MLT against
hepatotoxicity in liver tissue due to AA and oxidative stress and inflammation in
terms of biochemical, histopathology and immunohistochemistry, both in rats
deprived of MLT by pinealectomy procedure and in rats without pinealectomy. In
our study, 60 male Wistar albino rats were divided into 6 groups, two main groups as
Sham and PNX, and three subgroups each. Ethanol and MLT were administered
intraperitoneally, while AA was administered orally by gavage to rats. During the 21
days in the study; 1st group (Sham group) 0.5% ethanol solution, 2nd group
(Sham+AA) 25 mg/kg/day AA, 3rd group (Sham+AA+MLT) 25 mg/kg/day AA and
10 m/kg/day MLT, 0.5% ethanol solution after pinealectomy for group 4 (PNX
group), 0.5% ethanol solution for group 5 (PNX+AA group) after pinealectomy,
ethanol solution and 25 m/kg/day AA, group 6 (PNX+AA+MLT) after pinealectomy
0.5% etonal solution and 10 mg/kg/day MLT, 25 mg/kg by AA was applied.
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In the study, both the Sham+AA and PNX+AA groups increased the total oxidant
level (TOS) and malondialdehyde (MDA) levels by causing the oxidant/antioxidant
balance to deteriorate in favor of the oxidant in the liver tissue compared to the Sham
and PNX groups, while glutathione (GSH) and total antioxidant level (TAS)
increased. ), decreased catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) levels. In the
PNX group, TOS and MDA levels increased more than in the Sham group due to
MLT deprivation, which is a natural antioxidant, while GSH, TAS, CAT and SOD
levels decreased. As a result of exogenous MLT treatment, TOS and MDA levels in
liver tissue decreased significantly, while TAS and GSH levels and CAT, SOD
activities increased. In rats treated with AA, increased inflammation and necrosis
formation were observed in the liver tissue, and a significant increase in tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) levels occurred. After MLT treatment, it was observed
that inflammation in the liver tissue decreased, apoptosis was prevented, and
hepatocytes improved. The result of our study showed that exogenous MLT applied
in MLT withdrawal on AA-induced hepatotoxicity can reduce oxidative stress,
inflammation, lipid peroxidation and improve histopathological changes in
hepatocytes thanks to its antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative effects.

Key Words . Pinealectomy, Liver Injury, Melatonin, Acrylamide, Oxidative
Stress, Inflammation, Apoptosis
Science Code  : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Karaciger, farkli fonksiyonel ve anatomik yapilar igermekte olup, karbonhidrat,
protein, lipit metabolizmasinin diizenlenmesi; alblimin, pihtilasma faktorleri gibi
proteinlerin ve enzimlerin sentezlenmesini saglamaktadir [1]. Karaciger metabolik
homeostazin korunmasinda hayati bir organ olarak goriilmekte olup ksenobiyotik
maddelerin sistemik dolagima girmeden 6nce maruz kaldigi ilk organ olarak da kabul
edilmektedir. Ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dagilimi ve atilimindan da sorumlu
tutulmaktadir. Bu nedenle, karaciger hiicreleri 6nemli miktarda ksenobiyotiklere
maruz kalmakta ve bu maruziyet sonucu olusan karaciger hasari (hepatoksisite)

biiylik bir endise meydana getirmektedir [2].

Gida giivenligi, temel olarak gida kaynakli patojenler veya c¢evresel-kKimyasal
kalintilar, islenmis gidalarin hijyenik olarak pisirilmesi ve sunulmasi, gida alerjileri
ve intoleransi géz Oniine alindiginda énemli kabul edilmektedir [3]. Bununla birlikte,
yemek pigirme islemleri sirasinda bazi tehlikeler olusabilmekte ve saglik igin risk
olusturabilmektedir [4]. Istenmeyen 1s1 kaynakli kirleticilerden biri olan AA,
Maillard reaksiyonlart sirasinda 120 °C'nin {izerinde amino asitlerin (esas olarak
asparagin) ve indirgeyici sekerlerin karbonil grubu (6rnegin glikoz ve fruktoz)
arasindaki reaksiyonu sonucu olusan bir maddedir [5]. Toksik formu monomer hali
iken, AA'nin polimer formu da su aritmada, kagit, madencilik, seker isleme ve suda
¢Ozlinir maddelerin iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir [6]. AA, yiiksek
sicaklikta hazirlanan ekmek ve patates iirlinleri basta olmak iizere bircok gidada
tespit edilmis olup uzun yillardir kanserojen madde olarak nitelendirilmektedir. Oral
olarak alinan ve dolasima katilan AA, DNA, ndronlar, hemoglobin ve enzimlerle

reaksiyona girebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda AA’nin, sinir sisteminde,

tireme sisteminde, karaciger ve bobreklerde birikimi artmaktadir [7].



Oksidatif stres, DNA, lipidler ve proteinler gibi tiim biyolojik makromolekiillere
zarar veren serbest radikaller dahil reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla iliskili bir
stire¢ olarak degerlendirilmektedir [8]. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), normal oksijen
metabolizmasi sirasinda iiretilen oldukga reaktif radikallerdir. Bununla birlikte, asir1
ROT iiretimi, hiicresel bilesenlerde oksidatif hasara neden olmaktadir [9]. Karaciger,
ROT diiretimi ile sonuglanan ¢ok aktif bir oksidatif metabolizmaya sahiptir. Oksidan
hasarinin karaciger hastaliklarinin indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynadigi kabul
edilmektedir [10]. AA'ya maruziyet, karacigerde oksidatif strese neden olabilmekte
ve lipidlerin metabolizmasini (kolesterol metabolizmasi, sfingolipid metabolizmast,
gliserofosfolipid metabolizmasi ve yag asidi B-oksidasyon metabolizmasi dahil)
etkiyebilmektedir [11]. AA ve metaboliti glisidamit (GA) tehlikeli kanserojen
maddeler oldugundan karaciger gibi c¢esitli organlar icin tehlike yarattigi
bilinmektedir [12]. Oksidatif stres veya mitokondriyal hasar ile alkolsiiz yagh
karaciger hastaligi, ilaca bagli steatohepatit, viral hepatit, biliyer siroz hepatoseliiler
karsinom, iskemi/reperfiizyon hasar1 ve transplant reddi gibi karaciger hastaliklari

arasinda bir baglant1 oldugu bildirilmistir [13].

MLT, serotoninin metoksi tiirevi olan N-asetil-5-metoksitriptamin'in sigir epifiz
dokusunda izolasyonuyla Lerner ve arkadaslari tarafindan 1958’de tanimlanmaistir.
Yeni kesfedilen molekiil, amfibilerin melanositlerindeki melanin (mela) agregasyonu
tizerindeki etkileri ve serotoninden (tonin) tiiretilmesi nedeniyle MLT olarak
adlandirilmistir [14]. MLT, bir¢ok organizmanin islevinde ve hayatta kalmasinda
onemli rol oynayan dogal bir hormondur [15]. MLT insanlar, bitkiler, hayvanlar,
bakteriler, diger tek hiicreli mikroorganizmalar dahil olmak {izere birgcok canli
tirtinde bulunmaktadir [16]. MLT nin biyolojik rolleri genis ¢apta arastirilmis olmasi
nedeni ile, terapotik etkileri ve saglik yararlari da genis bir araligi kapsamaktadir.
MLT, insan fizyolojik ritmini diizenlemekte, jetlag ve uykusuzluk gibi ilgili
rahatsizliklar1 hafifletmekte, serbest radikal tiirlerini temizlemekte, bagisiklik

sistemini giiclendirmekte, yaslanma karsit1 ve iltihap Onleyici etkiler gosterebilmekte



ve antikanser aktiviteleri gerceklestirebilmektedir [17]. MLT, dogrudan serbest
radikalleri siipiiriirken dolayli olarak da antioksidan enzimlerin artmasini, prooksidan
enzimlerin azalmasini saglamaktadir [18]. Bir MLT molekiilii, serbest radikal
siiptirme yoluyla sekiz veya daha fazla reaktif oksijen tiirlinli temizleyebilmektedir
[19]. Son zamanlarda MLT nin ozellikle serbest radikallerin bolca iiretildigi bir
organel olan mitokondride yiiksek konsantrasyonlarda oldugu bildirilmistir.
MLT nin mitokondri ile yakin iliskisi, hastaliklarin baslangicinin ertelenmesinde,
yagam kalitesinin iyilestirilmesinde veya yasam Omriiniin uzatilmasinda MLT'yi

onemli bir hale getirmektedir [20].

Karaciger, dolasimdaki MLT nin, idrarla atilan {iriinlere metabolize edilebildigi tek
organdir. MLT'nin hepatositlerde yiiksek afiniteye sahip baglanma bolgeleri
bulunmaktadir. MLT hepatositlerin proliferasyonunu inhibe ederek hiicreleri
oksidatif strese karsi korumaktadir [21]. MLT tedavisinin, karacigerdeki doku ve
hiicresel lezyonlar1 azaltabildigi, lipidperoksidasyonu ve DNA hasarini inhibe ettigi

ve nitrit oksit (NO) diizeylerini azalttig1 diisiiniilmektedir [22].

Mevcut arastirmamizin birincil amaci, MLT nin, pinealektomi uygulanmis ratlarin
karaciger dokularinda oksidatif stresi, inflamasyonu ve kanseri inhibe ederek AA'nin
neden oldugu hepatotoksisiteye karsi terapdtik roliinii gozlemlemektir. Bu nedenle,
pinealektomi uygulanmis ratlarin karaciger dokularinda oksidatif stres ve
inflamasyon belirtegleri biyokimyasal olarak analiz edildi. Ayrica, proinflamatuar
sitokinlerin ¢ogunun salinimini diizenledigi i¢in baskin 6neme sahip olan niikleer
faktor kappa B (NF-kB) ve proliferasyon belirteci olan Ki67, immiinohistokimyasal

olarak degerlendirildi ve karaciger dokular1 1s1tk mikroskobu ile incelendi.



BOLUM 2

KARACIGER

Karaciger yapisal ve islevsel olarak heterojen bir organdir ve karmasiklig
bakimindan beyinden sonra ikinci organ olarak kabul edilmektedir. Yetiskin bir
insanda karaciger, yaklagik 1,5 kg agirlikta olup viicudun en biiyiik i¢ organini
olusturmaktadir. Karaciger, amino asitlerin, karbonhidratlarin, safra asitlerinin,
kolesteroliin, proteinlerin, lipitlerin, vitaminlerin, safranin metabolizmasi gibi bir¢ok
hayati fonksiyonda rol oynamaktadir [23]. Iskelet kas1 ve yag dokusu dahil olmak
tizere cesitli dokular i¢in metabolik olarak Gnemli olan karaciger, viicut enerji
metabolizmasinin  yonetilmesini saglamaktadir [24]. Karacigerdeki metabolik
olaylarin gerceklestigi bolimler, ¢esitli enzimlerin dagilimina, hepatositlerin
fonksiyonel adaptasyonuna, farkli fizyolojik ve patolojik kosullara gore
degismektedir [25].

Karacigere kan getiren iki damar yolu bulunmaktadir: %75-80"inden sorumlu olan
portal ven iken %20-25inden sorumlu olan hepatik arterdir. Portal ven, miks kan1 ve
sindirim sisteminden emilen besinleri hepatik siniizoidlere tasimaktadir. Hepatik
arter ise, intrahepatik safra kanallari gibi parankimal olmayan yapilara dagitilan
oksijenli kanmi karacigere tasimaktadir. Hepatik siniizoidler intralobiiler venlere
bosalmakta olup bunlar birleserek sublobiiler venler meydana gelmekte ve sonunda

birleserek inferior vena kavaya akan hepatik ven olusmaktadir (Sekil 2.1) [26,27].



Hepatik Ven

Lipoproteinler (LDL, HDL vb.)
Komplement, akut faz proteinleri
Sistemik bagisiklig: uyaran sitokinler

| \
I 7

ik
|

A

ed
Al

Qo) \Gan

oo\

DDDL)
St

opey!!

Hepatik Arter
Antibiyotikler
Sistemik enfeksiyon

A

Portal Ven
Bagirsak kaynakli patojenler
Mikrop kaynakli molekiiller
Besinler, lipidler + *

Sekil 2 .1. Karacigerin kanlanmasi [27].

Karaciger periportal bolgede, yag asidi B-oksidasyonu, amino asit katabolizmasi ve
tiregenez dahil olmak {izere oksidatif enerji metabolizmasi, glukoneogenez,
kolesterol metabolizmasi gergeklesirken; perisantral bolgede, glikoliz, glikozdan
glikojen sentezi, liponeogenez, ketogenez, glutamin olusumu ve konjugasyon
reaksiyonlar1 dahil olmak {iizere ksenobiyotik metabolizmas: ger¢eklesmektedir.
Toplam karaciger hacminin yaklagik 9%20'sini olusturan parankimal olmayan
hiicreler, Kupffer hiicrelerinden (yerlesik karaciger makrofajlari), stellat (yag
depolayan veya Ito) hiicrelerden, endotelyal hiicrelerden ve c¢ukur hiicrelerden
(bliyiik graniiler lenfositler) olusmaktadir (Sekil 2.2) [25, 28]. Kupffer hiicreleri
agirlikli olarak, gelen patojen yiikli kan icin ilk temas noktasi olan karaciger
asinusunun periportal bolgesinde bulunmaktadir. Kupffer, biiyiik bir fagositik
kapasite ile birlikte yiiksek lizozomal enzim aktivitesine sahiptir [29]. Aktif Kupffer
hiicrelerinden oksijen radikalleri, TNF-a, interlokinler ve prostaglandinler dahil
olmak tizere ¢esitli toksik maddeler salinmaktadir. Ayrica oksidanlar, TNF-a ve
interlokinler gibi kritik sitokinlerin ekspresyonunun artiran redoks duyarli
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transkripsiyon faktorii NF-kB'yi aktive etmede 6nemli rol oynamaktadir [30]. TNF-
a’nin hepatik ekspresyonu, bircok akut ve kronik karaciger hastaliginda ve
hepatotoksik kimyasallara maruziyle artis gosterebilmektedir. Ozellikle fulminan
karaciger yetmezIligi, viral hepatit, alkol kullanimi, metabolik hastalik, otoimmiinite

ve biliyer obstriiksiyonunda artis meydana gelmektedir [31].

Karaciger
" Lobiilii

O
\
~ETED>
Perisantral Periportal
S | TN I 2
Fonksiyonlar Fonksiyonlar
Glikozis, Liponeogenez, Safra asidi sentezi. Glukoneogenezis, B-oksidasyon, Kolesterol
Glutamin sentezi, Ksenobiyotik metabolizmas1 biyosentez, Uregenezis, Protein sekresyonu

Sekil 2.2. Karaciger hiicreleri ve gorevleri [28].

2.1. KARACIGER ENZIMLERI

Karaciger enzimlerini, hepatositlerde sentezlenen alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST); safra kanali epitel hiicrelerinde sentezlenen gama-

glutamil transpeptidaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP) olusturmaktadir [32].



Karaciger enzimleri, karaciger fonksiyon kan testlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. ALT ve AST diizeylerinin yiikselmesi karaciger hasarmin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir [33]. Serumdaki ALT ve AST diizeylerinin
karacigerden daha az oldugu bilinmektedir. Karaciger hasari durumunda serum ALT
ve AST diizeylerinde artis meydana gelmektedir [34]. Karacigerde aminotransferaz
enzimlerinin yiikselme nedenleri arasinda alkol, ilag, gida takviye trtinleri, besin
pisirme sirasinda olusan kimyasal birlesikler, viral hepatit, otoimmiin hastaliklar,
iskemik hepatit, ¢olyak hastaligi, hipotiroidizm, Addison hastaliklar1 gibi etkenler
yer almaktadir [35]. ALP yiiksekligi ise kolestatik hastaliklarda ortaya ¢ikmakta olup
safra akisinin hem intrahepatik hem de ekstrahepatik obstriiksiyonu sonucunda
olugmaktadir. Ayrica graniilomatdz, infiltratif karaciger hastaliklarinda, karaciger

metastazinda da ALP diizeylerinde artis meydana gelmektedir [36].

2.2. KARACIGER HASARI

Karacigerin kronik patolojik siireclerinde, viral enfeksiyon, alkolik karaciger
hastaligi, alkolsiiz steatohepatit ve otoimmiin hastaliklar yer almaktadir. Altta yatan
karaciger hasarmin tipine bagli olarak, immiin reaksiyonlar1 tetikleyen cesitli
mekanizmalar bulunmaktadir. Karacigerde kronik immiin reaksiyonlar karaciger
fibrozuna yol agmaktadir [37]. Karaciger fibrozu ciddi bir saglik sorunudur. Tedavi
edilmezse ilerlemis karaciger sirozuna ve hepatoselliiler karsinoma neden
olabilmektedir. Fibrojenez, miyofibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu ile
baslamaktadir. Karaciger fibrozu, ilerleyici olmadig1 ve siroza yol agmadig: siirece
geri doniislimlii bir siirectir. Fibrotik yanita neden olan ajanin uzaklastirilmasi,
karaciger ileri siroz evresinde olmadigi siirece fibrozisin gerilemesine yardimci
olmaktadir [38]. Kronik inflamasyonun devam etmesi ve ilerleyici fibroz ise sirozla
sonuglanmaktadir. Bu son asamaya ilerleme tipik olarak degisken olup yavas

ilerlemektedir [39].



Akut ve kronik karaciger bozukluklarinin ¢oguna eslik eden hepatik inflamasyon,
cesitli stres kosullarmma yanit olarak ortaya c¢ikan karmasik bir siirectir. Diger
organlarin ¢ogunda oldugu gibi, hepatositleri hasardan korumak, doku hasarmin
onarimini desteklemek i¢in hepatik inflamasyon devreye girmektedir. Cok yogun
veya ¢Oziillemeyen (yani kronik hale gelen) inflamatuar tepkiler, neredeyse degismez
bir sekilde biiyiik bir hepatosit kaybiyla, karaciger parankiminde geri doniisii

olmayan bir hasara neden olmaktadir [40].

Karaciger, ksenobiyotiklere maruz kalmakta olup, biyotransformasyonlari igin
yiiksek kapasiteye sahiptir. Sitokrom P450 enzimleri, terapotik ajanlar da dahil
olmak iizere cesitli yabanci bilesiklerin metabolizmasinda birincil rol oynamaktadir.
Ksenobiyotiklere bagli karaciger hasari, serum transaminazlarda hafif yilikselme,
nadir de olsa potansiyel olarak yasami tehdit eden ve karaciger nakli gerektirebilen

durumlara neden olabilmektedir [41].

AA metabolizmas1 karacigerde meydana geldiginden AA nin karaciger dokusu
tizerinde toksit etkileri bulunmaktadir [42]. de Conti vd tarafindan 2019 yilinda
yapilan caligmada AA’ya maruz kalan ratlarda karaciger dokularinda DNA
eklentilerini uyardigi gozlemlenmistir [43]. Erdemli vd ¢aligmasinda 20 giin boyunca
5 mg/kg/giin AA maruz birakilan hamile ratlarin karacigerinde antioksidan/oksidan
dengesinin oksidan lehinde oldugu ve oksidatif stresin arttigi bildirilmistir [44]. AA,
ayrica hepatositlerde nekroza, kanamalara, parankim dilatasyonuna ve belirgin bir

inflamasyona neden olmaktadir [45].



BOLUM 3

AKRILAMID

AA (2-propenamid), C3HsON molekiiler formiilii olan, beyaz kristal yapida ve suda
yiiksek ¢Oziiniirliige sahip kokusuz bir madde olup diisiik molekiil kiitlesine (71 Da)
sahiptir (Sekil 3.1) [46, 47]. AA’nin yiiksek reaktivitesi icerdigi ¢ift bag ve amid
grubu ile iligkilidir. Bu sebeple hidrojen baglari olusturabilmekte ve hem amid hem
de vinil gruplariyla reaksiyon verebilmektedir. Ayrica yliksek sicaklik ve UV

radyasyonu etkisiyle de polimerize olabilmektedir [48].

O
R

Sekil 3.1. Akrilamidin molekiil yapis1 [47].

AA monomer ve polimer yapida bulunmaktadir. Monomer formu toksik olup
kanserojen ve mutajen etki gostermektedir. Hatta omurgali sinir sistemi iizerinde
ciddi olumsuz etkisi bulunmaktadir. Polimer formu (poliakrilamid), igme suyunun
aritilmasi, endiistriyel atiklarin temizlenmesi, kagit ve kagit hamuru isleme, gida
paketleme endiistrisi, petrol endiistrileri, boya ve gida endiistrileri, kozmetik ve
eczacilik dahil olmak {izere ¢ok cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir
[49]. AA, tiitiin dumaninda da bulunmaktadir ve bu nedenle hem sigara igenler hem
de igmeyenler i¢in maruziyet kaynagi haline gelmektedir [50]. Endiistriyel
kullanimlar1 nedeniyle, birgok insan isyerinde deriden emilim veya soluma yoluyla

AA'ya maruz kalabilmektedir [51].



Isve¢ Ulusal Gida Idaresi, bazi gidalarda uzun siireli 1s1l islemlerinin 6nemli
miktarda gida kaynakli AA iiretebilecegini duyurmasi 2002'de gergeklesmistir [52].
Bu tarihten itibaren cesitli iilkelerde yapilan arastirmalar, patates kizartmasi, kahve,
patates cipsi ve kurabiye gibi gidalarda yiiksek AA seviyeleri oldugunu
gostermektedir (Sekil 3.2) [53, 54]. AA ¢ig gidalarda bulunmamaktadir [55]. AA'nin
pisirme, kizartma, kavurma, firinlama sirasinda ortaya ciktigi ve zararsiz gida
bilesenleri olarak bilinen dogal Onciilerden kaynaklandigi bilinmektedir. Ana
reaksiyon, 1siyla indirgeyici karbonhidratlarin asparagin ile Maillard reaksiyonu

meydana getirmesiyle olusmaktadir [56].

AKRILAMID KULLANIM ALANLARI GUNLOK TUOKETILEM ORUMLERDE AKRILAMID
Kozmetik Ensdiistri — 4——— | Kavrulmus Yiyecekler
Tekstil Endiistrisi — #——— | Patates Kizartmasi
Cevher isleme —_— & E— Patates Cips
= I WASAN I
Kagrt Endustrisi — SiSiEMi H—— |Kahwaltilk Gevrekler |
Atk Suyu Arrtma [ —— | Tutln Duman:
Toprak Diizenleyici "
Clarak E— jest] Elmck
Laboratuarda > ‘ Kahwve

Sekil 3.2. Akrilamid kullanim alanlar1 ve kaynaklari [54].

AA'nin, gidalarda bulunmasi genel niifus ve bilim insanlar1 arasinda endise
yaratmaktadir [53]. AA nin, sitokrom P-450 CYP2EL1 kataliziyle genotoksik oldugu
kanitlanmis olan GA'ya donlisiimiiyle genotoksisiteye neden olabilecegi

distiniilmektedir [57]. Bu bilesik, farkli kanser tiirlerinin gelisimi ile iliskili
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olmasindan dolay1 Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) bir halk sagligi sorunu

olarak tanimlanmaktadir [58].

AA potansiyel kanserojenligi géz Ontinde bulunduruldugunda uzun siire maruz
kalmanin etkilerinin neler oldugunu degerlendirmek ¢ok oOnemlidir [59]. AA,
gidalarda olusum mekanizmasi, gidalardaki miktarinin azaltilma yollari, gidalardaki
analiz yontemleri ve tiiketicilerin farkli yas gruplarindaki maruziyetleri ile ilgili ¢ok
sayida ¢aligma kapsamli bir sekilde incelenmekte ve bilimsel bakis agilar1 ve teoriler
acisindan degerlendirilmektedir [60]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), AA'nin giivenilir
bir alt alim diizeyine sahip olmadigini belirtmektedir. Ayn1 zamanda diisiik dozlara
maruz kalma durumunda AA'nin zararhi etkilerinin klinik olarak belirgin
olmayabilecegi, ancak morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerinin goriilebilecegi

bir sessiz semptom doneminin olabilecegi bildirilmektedir [61].

3.1. AKRILAMIDIN METABOLIZMASI

Gida yoluyla aliman AA nin, ratlarda gastrointestinal sistem tarafindan hizli ve tam
olarak emildigi ve periferik dokulara dagildig: bilinmektedir [62]. insan viicudunda,
ratlarda ve kemirgenlerde AA, glutatyon-S-transferaz (GST) tarafindan katalize
edilen GSH ile dogrudan konjugasyonla ya da sitokrom P-450 CYP2E1 araciligiyla
GA olusumu ve ardindan GSH ile konjugasyonla enzimatik olarak metabolize
edilmektedir [63,64]. GSH ile reaksiyon sonucunda AA ve tiirevleri toksik

ozelliklerini kaybeder ve organizmadan daha kolay atilmaktadir [48].

AA toksisitelerine, epoksit metaboliti olan GA da aracilik etmektedir. GA, agirlikli
olarak sitokrom P-450CYP2EI tarafindan olusturulmaktadir. GA, mutajenite ve
karsinojitenin ana nedeni gibi goriinen AA'dan daha yiiksek afinite ile DNA
eklentileri olusturmaktadir [65]. Alinan bir AA dozunun en az %6'st GA
dontistirilmektedir [66]. AA ve GA kisa bir yar1 dmre sahip oldugu bilimektedir.

Emilen AA'nin ¢ogu, merkapturik asit tiirevlerine donistiiriildiikten sonra idrar
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yoluyla elimine edilmektedir. AA ve GA'nin GSH konjugatlari sirasiyla merkapturik
asit tiirevleri olan N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-sistein (AAMA) ve N-asetil-S-(2-
karbamoil-2-hidroksietil)-sisteine (GAMA) doniistiiriiliir. Bu nedenle idrar AAMA
ve GAMA seviyeleri, AA maruziyetinin yaygin olarak kabul edilen biyobelirtecleri
haline gelmistir (Sekil 3.3) [67-69]. AA giinlik dozunun yaklasik %50'si idrarla

organizmadan uzaklastirilmaktadir [48].

J\ CYP2EL Dﬂ/ﬂ\ GSH konjugesyonu H.l Jll/\w,
i {Hz oH

Akrilamid L
Glisidamid Gliseramid
GSH GSH
konjugesyonu konjugzsyonu
o, 0OH
1|2' OH
0
Ly YWY
H:N
Hz &
M-asetil-54{2-karbamaoil -2-
hidroksietilj-sistein (GAMA)

i0H

N N
0 GRS AP

M-asetil-5-| 2-karbamoiletil)- N-asetil-5{1-karbamail -2-
sistein [AANMA) hidroksietill-sistein [1S0-GAMA)

Sekil 3.3. Akrilamid metabolizmasi [68,69].

AA, hemoglobinin (Hb) N-terminal valini dahil olmak iizere yapisal ve ¢Oziiniir
plazma proteinlerinin merkapto veya amino gruplar gibi niikleofilik merkezlerine
eklenmektedir. Olusan Hb eklentileri, hayvan/insan eritrositlerinin yaklagik 3-4 aylik

omrii boyunca biriktiklerinden, uzun siireli maruziyeti yansitan biyobelirtecler olarak
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goriilmektedir [70]. AA'nin gida kontaminantindaki 6nemi, kizarmis yemle beslenen
ratlarda hemoglobin eklenti seviyesinde meydana gelen biiyiik bir artis sonucunda
anlasilmistir [56]. 50-100 ug/kg dozlarda gidalarla/suyla AA alimi, maruziyete bagl
olarak eritrositlerde AA-Hb eklentilerinin birikimiyle sonuglanmaktadir. Diisiik
dozlarda AA alimi, karacigerde dnemli GA olusumu gdstermesine ragmen, Hb-GA
eklentilerinde artis gézlenmemektedir. Bu durum, alinan AA doz seviyelerine kadar
(50-100 ng/kg), karacigerde metabolik olarak olusan herhangi bir GA'nin glutatyon

ile temizlenebilecegini ortaya ¢ikarmistir [70].

Calismalar yenidogan kaninda AA-Hb eklentilerinin varligin1 gosterdiginden, AA'nin
plasenta bariyerini gegebildigi tespit edilmistir [71]. Saglikli goniilliilerde yapilan bir
kesif ¢alismasinda AA'nin, emziren annelerde kan-anne siitii bariyerini gecebildigi de
dogrulanmistir. Anne siitiiniin 18,8 pg/L'ye kadar AA igerebilecegi saptanmistir. Bu
nedenle hamile kadinlarin AA igerigi yiiksek gida {rlinlerini tiikketmemeleri
onerilmektedir [72,73].

3.2. AKRILAMID OLUSUM MEKANIZMALARI

AA'nim olusum mekanizmalari arasinda: serbest aminoasitler ve indirgeyici sekerler
arasinda gergeklesen Maillard reaksiyonu, asparaginin dekarboksilasyonu ve
deaminasyonu, amonyak ve akrolein veya akrilik asit arasindaki reaksiyon (lipid
bozulmasi), 5-hidroksimetilfurfural (HMF) ve serbest asparagin reaksiyonlar
bulunmaktadir (Sekil 3.4) [74,75]. Gidalarda AA olusumu i¢in ¢ok sayida
mekanizma rapor edilmis olup, Maillard reaksiyonu en sik karsilasilan mekanizma

olarak 6ne siiriilmektedir [76].
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Sekil 3.4. Akrilamid olusum mekanizmalar1 [75].

3.2.1. Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid Olusumu

Maillard reaksiyonu ilk olarak 1912'de bir Fransiz kimyager Louis Camille Maillard
tarafindan tanimlanmis olup, bugiin anlasildig1 sekilde reaksiyondaki adimlar ilk
olarak Amerikali kimyager John Hodge tarafindan "Hodge Scheme" olarak ileri
stiriilmiisttir [77]. Maillard reaksiyonu tek bir reaksiyon olmamakla birlikte, gidanin
1s1l iglemi sirasinda meydana gelen karmagik bir reaksiyon dizisidir. Bu enzimatik
olmayan reaksiyon sirasinda, indirgeyici sekerler (glukoz ve fruktoz), amino
asitlerle, Ozellikle de asparaginle, genellikle Amadori diizenlemesiyle N-glikozit
tiretmek i¢in yogunlagsmakta, melanoidin iiretmek i¢in farkli adimlardan gegmektedir
[78]. Seker-protein konjugatindan suyun ¢ikarilmasiyla bir Schiff bazi olugmakta, bu
daha

Dekarboksilatlanmis iiriin, 3-aminopropionamid veya 3-oksopropanamid olusturmak

da  oksazolidin-5-on  olusumuyla fazla  dekarboksilatlanmaktadir.

tizere hidrolizden sonra veya imin eliminasyonu yoluyla AA ya ayrismaktadir (Sekil
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3.5) [79-81]. Maillard reaksiyonunda, 1 mol asparagin basina 368 umol AA
olusmaktadir [73].

(o] COOH
NH; NH; o COOH o
N R I )
% & OH NH l)ﬁo?
Schiff B
o chilt Bard Oksazplidin-5-on
Glukoz -CO,
o
0
R
: - H o
3-oksopropanamid Dekarboksillenmis Schiff

baz1

R a Q
O/Y . J\/\ )k/
OH i HaM NH, Z

Glukoz 3-aminopropionamid

AKRILAMID

Sekil 3.5. Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusum mekanizmasi [81].
3.2.2. Alternatif Yollar Uzerinden Akrilamid Olusumu

AA olusumunda rol oynayan karbonil birlesikler arasinda hidroksikarboniller,
dikarboniller ve lipid oksidasyonuyla olusan alkadienaller bulunmaktadir.
Sakkarozun kavurma sirasinda glukoza parcalanmast ve c¢ok reaktif bir
fruktofuranosil katyonu, dikarbonil bilesik olan HMF olusumuna neden olmaktadir.
HMF ile asparagin reaksiyonu sonucunda ise AA olusumu meydana gelmektedir
(Sekil 3.6) [82]. Ayrica fruktofuranosil katyonunun asparagin ile reaksiyonu
sonucunda da AA olusmaktadir [83]. HMF taze, islenmemis gidalarda
bulunmamakta olup ancak yiiksek sicakliklarda isitildiginda Maillard reaksiyonunda

bir ara uriin olarak olusmaktadir. Glukozun HMF olusumu {izerindeki etkisi,
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sakkarozun etkisinden ¢ok daha yiiksektir [84]. HMF'nin sadece Maillard

reaksiyonlari tarafindan degil, ayn1 zamanda karamelizasyon degradasyonu sirasinda

da olusabilmektedir [85].

HMF Akrilamid

Sekil 3.6. HMF den akrilamid olusumu [82].

Yag, dumanlanma noktasinin iizerindeki sicakliklarda isitildiginda once gliserol ve
yag asitlerine hidrolize edilmektedir. Daha sonra suyun gliserolden bir heterolitik asit
katalizli karbonyum iyonuyla ve ardindan oksidasyon ile elimine edilmesiyle

akrolein olugmaktadir. Ayrica akrolein oksitlenmesiyle akrilik asit meydana
gelmektedir (Sekil 3.7) [86].

L H— C—H
H t—oH Kat:1 asit bazh
H—C_OH kataliz&rler

| - C—H 4 2H;0
= 300 =C
H—CcC—O0H
| H— C—O
H
Gliserol Akrolein Su

Sekil 3.7. Gliserolden akrolein olusumu [86].
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Akrilik asit, aspartik asit, L-alanin ve L-arginin gibi bazi amino asitlerin termal
ayrismasindan veya dolayli olarak piruvik asit olusumu yoluyla serin ve sisteinden de
olusabilmektedir. Akrolein ve akrilik asit, halihazirda mevcut olan veya amino
asitlerin ve proteinlerin termolizi sirasinda olusan amonyak (NH3) ile reaksiyona
girerek AA olusturabilmektedir (Sekil 3.8) [81,87]. Ayrca et iriinlerindeki
karnosinden, akrilik asit ve devaminda da AA veya tiirevlerini olusturabilmektedir.
Serin ve sistein gibi amino asitler, piruvik asit yoluyla termal olarak laktik aside

doniistiiriilebilmekte ve amonyak varliginda laktamit ve AA tiretilmektedir [88].

H2C——OH CHO CHO o
| (0) |
HC=——0OH —™ CH, = H  —
2 ﬁ NH:A'I\/
H_?C — DH CHS C HE
Gliserol Akrolein Akrilik asit Akrilamid

Sekil 3.8. Akrolein ve akrilik asitten akrilamid olusumu [81].

3.3. AKRILAMIDIN OLUSTUGU GIDALAR

AA alimina en fazla katki saglayan besinler, ulusal beslenme bicimlerine ve besin
hazirlama yontemlerine bagli olarak iilkeden iilkeye degisiklik gostermektedir.
Bununla birlikte, bir¢ok tilkede ekmek, tahil bazli gidalar, kahve ve patates tirlinleri
AA alimma en fazla katkida bulunan besinleri olusturmaktadir [49]. Bu iiriinler,
diger gidalara kiyasla ¢ok daha yiiksek seviyelerde AA igerdiklerinden veya genel
popiilasyon i¢in normal beslenmenin bir parcasi oldugundan, yiiksek tiiketim oranlari
AA maruziyet degerlendirmesi agisindan 6nemli goriilmektedir [89]. AA'nin ¢ok
cesitli gidalarda degisken diizeylerde bulunmasi ve bu gidalarin alimindaki
farkliliklar sonucu kalinan maruziyetin dogru bir sekilde belirlenmesinde zorluklar

yasanmaktadir [90]. Avrupa Birligi Komisyon Yonetmeligi 2017/2158 raporuna
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gore, gidalardaki (islenmis tahil {iriinleri, kahve ikameleri vb.) ortalama AA igerigi

40-4000 pg/kg olarak bildirilmistir [91].

Protein ve karbonhidrat igerikli yiiksek 1s1l islem goren gidalarda, orta (5-50 pg/kg)
ve daha yiiksek (yaklasik 150-4000 pg/kg) AA miktarlar tespit edilmistir [92].
Patatesler hem asparagin hem de glukoz ve fruktoz gibi indirgeyici sekerler a¢isindan
yiiksek oldugundan ve kizartma islemi uygulandigindan patates cipsleri AA olusumu
icin optimum kosullar1 saglamaktadir [93]. Patates cipsi (318 ppb), 6giitiilmiis kahve
(205 ppm), kraker, atigtirmalik (169 ppb) ve unlu mamuller (34 ppb) gibi firinlanmis
ve derin yagda kizartilmis gidalarda 6nemli AA seviyeleri belirlenmistir [65]. Mesias
vd’nin 2020 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, ilkokul ¢ocuklarinin okul kantinlerinde
tiikettikleri patates kizartmasina bagli olarak maruz kaldiklar1 AA diizeyi, 6-9 yas
arast Ogrencileri (ortalama viicut agirligi 30 kg) icin 0,03-0,07 pg/kg canli
agirlik/giin; 10-11 yas 6grenciler (ortalama viicut agirligi 45 kg) i¢in ise 0,02-0,05
pg/kg canli agirlik/giin oldugunu goézlenmislerdir [94]. Lim vd tarafindan yapilan
calismada ise AA, patates cipslerinde 0,4-14,3 ug/kg araliginda ve patates
kizartmasinda 77,7-496,0 pg/kg gibi yiksek konsantrasyonlarda oldugu
gdzlemlenmistir [95]. Olmez vd tarafindan Tiirkiye pazarindan temin edilen 311
gidanin AA igeriginin incelendigi bir ¢alismada, en yiiksek AA seviyesi, 2336 mg/kg
patates cipsinde olmak {iizere, kahvaltilik gevreklerinde 121 mg/kg, biskiivilerde 198
mg/kg, krakerlerde 247 mg/kg, kavrulmus findikta 128 mg/kg, kavrulmus bademde
260 mg/kg, kavrulmus misirda 194 mg/kg, tiirk kahvesinde 266 mg/kg, tulumba
tatlisinda 241 mg/kg, kemalpasa tatlinda 512 mg/kg ortalama AA tespit edilmistir
[89]. Senyuva vd tarafindan Ankara yerel siipermarketlerindeki 120 gida 6rneginin
incelendigi ¢aligmada, ortalama AA seviyelerine gore besin gruplari, kraker (1072
ng/g) > patates cipsi (433 ng/g) > biskiivi (389 ng/g) > kek (204 ng/g) > bebek
mamalar1 (149 ng/g) > musir cipsleri (132 ng/g) > kurabiyeler (126 ng/g) >
kahvaltilik tahillar (112 ng/g) > ekmekler (108 ng/g) > 1zgara sebzeler (107 ng/g) >
gofretler (106 ng/g) > ¢ikolatalar (57 ng/g) olarak belirlenmistir [96].
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Avrupa Birligi Komisyon Yonetmeliginde kavrulmus kahve igin maksimum AA
limiti 400 pg/kg olarak belirlenmistir [91]. Lim vd tarafindan yapilan ¢alismada,
kavrulmus kahvedeki AA konsantrasyonu ortalama 10.6 ng/kg arasinda oldugu tespit
edilmistir [95]. Kavurma islemi basglangicinda AA seviyesini hizla yiikseltmektedir.
Daha sonra kavurma isleminin sonlarma dogru fiziksel ve kimyasal kayiplardan
dolay1 ¢ok hizli bir sekilde diismeye baslamaktadir [97]. Bu nedenle, hafif kavrulmus
kahve ¢ekirdeklerinin, koyu kavrulmus kahve ¢ekirdeklerine kiyasla nispeten yiiksek
miktarda AA igerebilecegi belirtilmektedir [98]. Basaran vd'nin 2019 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, ortalama AA igerigi 200 ml porsiyondaki hazir kahvelerde, 3’1
bir arada kahve tiirlerinde 9,6 pg, findik aromali 3’1 bir arada hazir kahve tiirlerinde
8,0 ug, 2’si 1 arada kahve tiirlerinde 9,1 pg, Mocha kahve tiirlerinde 13,3 g, latte
kahve tiirlerinde 6,8 pg; demlenmis kahvelerden ise americano kahve tiirlerinde 3,9
ug, filtre kahvede 3,3 ug, espresso 0,8 ug AA igerdigi gézlemlenmistir [99]. Akgiin
vd tarafindan 36 kahve numunesindeki AA miktariin analiz edildigi ¢alismada,
Tirk kahvesinin 131-283 png/kg, dibek kahvesinin 31-169 pg/kg ve menengig
kahvesinin 154,7-323,4 ng/kg AA igerdigi tespit edilmistir [100]. Endeshaw vd
tarafindan yapilan ¢alismada sokak saticilarindaki toz ve demlenmis kahvelerin AA
miktarlari sirasiyla 346 pg/kg ve 25 pg/L; endiistriyel islenmis kahvedeki AA miktari
ise 906 pg/kg ve 89 pg/L oldugu gozlenmistir. Toz ve demlenmis kahvelerin AA
icerikleri arasinda, sokak saticilari ile endiistriyel olarak islenmis kahveler arasindaki

farkin kavurma ve demleme kosullarina baglh oldugu diisiiniilmektedir [101].

Ortalama kakao bazli gida AA igerikleri EFSA'da 104 ng/g ve Kanada'da 310-555
ng/g olarak belirlenmistir [58,102]. Jeong vd calismasinda ¢ikolatalardaki AA
seviyeleri sirasiyla, bitter ¢ikolata (54,9 ng/g, >%30 kakao) > siitlii ¢ikolata (15,9
ng/g, %20 kakao) > ¢ikolata (8,6 ng/g, kakao igerigi > %7) > beyaz ¢ikolata (3,5
ng/g) igerdigi gozlenmis olup, AA igerigini kat1 kakao kiitlesinin belirledigini tespit
edilmistir [103].
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EFSA'ya gore ekmek icin ortalama AA konsantrasyonu 23 pg/kg olarak
belirlenmistir [58]. Andaci¢ vd tarafindan ekmek ve unlu mamullerden 100 {iriin
igcerisindeki AA diizeyinin belirlenmesi lizerine yapilan ¢alismada, en diisiik ortalama
AA igerigi bugday bazli ekmek ve unlu mamiillerde (51 pg/kg) olmak iizere; misir
bazli grupta 56 pg/kg, cavdar bazli grupta 133 pg/kg olarak bulunmustur. Gruplar
arasindaki AA igerigindeki farkliliklar, tahil veya hamurdaki farkli miktarda serbest
asparaginden kaynakli oldugu disiiniilmiistiir [49]. AA, ekmeklerin dis kisminda
yogun olarak bulunmakta olup bugday ekmeginde, AA igeriginin %99'undan fazlasi
kabukta tespit edilmistir [104]. Boyaci Giindiiz vd tarafindan Tirkiyede 22
ekmekteki AA miktarlarinin tespiti i¢in yapilan ¢alismada, en yiiksek AA tam
bugday ekmeginde (479 pg/kg) olmak iizere sirasiyla; ¢avdar ekmeginde 432 pg/kg,
kepek ekmeginde 307 ug/kg, tas firin bugday ekmeginde 171 pg/kg, beyaz bugday
ekmeginde ise 121 pg/kg tespit edilmistir [105].

Hai vd tarafindan 304 iriiniin AA diizeyinin tespit edilmesi amaciyla yapilan
calismada 35 iiriiniin AA seviyesinin >500 pg/kg oldugu gozlenmistir. Ozellikle
yagda kizartilan patates cipsi, kizarmis patates, kizarmis eriste, piring krakeri ve
kizarmug kek gibi gidalarda, 25-1782 pg/kg arasinda yiiksek AA konsantrasyonlarina
sahipken; kurutulmus patates, kurutulmus muz, kurutulmus sebzelerde, sadece
driinleri kurutmak i¢in firmm 1s1s1 kullanildigindan  diisik AA  seviyesi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte diisiik sekerli veya diisiik nisastali sebzeler (havug,
bamya), AA olusumunu azaltma yetenegine sahip Ca?*, Mg®*, K* ve Na* gibi ¢ok
sayida metal katyon icerdiginden bu gidalardaki diizeyler dikkate deger
bulunmamustir [106].

Jeong vd tarafindan 16 adet karabiberdeki AA diizeyinin arastirildigi calismada,
biberin taneli ve toz halindeki formu arasinda bir fark goriilmezken, AA igeriginin
biber rengine gore farklilik gosterdigi gozlenmistir. Beyaz biber (61,8 ng/g),
orneklerinin AA igerikleri, karabiber (397 ng/g) drneklerine gore daha diisiik oldugu

tespit edilmistir. Karabiber, olgunlasmamis meyvelerin 1sitilmasiyla tiretilmektedir.
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Beyaz biber ise olgun meyvelerden hazirlanmakta ve perikarp: g¢ikarilmaktadir.
Perikarp varligi, siyah ve beyaz biberler arasinda AA igeriginin farkli olmasina

neden oldugu diistintilmustiir [103].

Branciari vd tarafindan yapilan c¢alismada, 25 giinliik okul kantininin yemek
meniisiiniin, en yiiksek ortalama AA konsantrasyonu patates gida kategorisinde (841-
843 pug/kg) olup, bunu unlu mamuller (244-244 pg/kg), et (222-227 pg/kg) ve
yumurta iiriinlerinin (151-161 pg/kg) takip ettigi gdzlenmistir. 3-5 yas arast ¢ocuklar
en yiikksek AA alimina sahipken (2,91-3,25 mg/kg viicut agirligi/glin), bunu 6-11
yasindakiler (2,03-2,28 mg/kg viicut agirligi/giin) ve 11-13 yasindakilerin (1,55-1,78
mg/kg viicut agirligi/glin) takip ettigi gosterilmistir [107]. Gidalarin AA alimina
katkilari, gidalardaki AA diizeylerinin degiskenligi ve farkli iilkelerdeki diyetlerin
farkli yapis1 nedeniyle iilkeden iilkeye onemli Ol¢iide degisiklik gosterebilmektedir
[108]. Cocuklar ve ergenlerin, AA igeren gidalari (6rnegin patates cipsi, patates
kizartmas1 ve kurabiye) daha fazla tiiketmeleri nedeniyle AA maruziyetleri
yetiskinlerden daha yiiksek olmaktadir [109]. Giinlik AA alimi, ortalama 70 kg
viicut agirligina sahip yetiskinler i¢in 14 -70 pg/giin, ¢ocuklar i¢in ise 70- 280 pg/gtin
arasinda oldugu diistiniilmektedir [66]. EFSA tarafindan AA maruziyetinin, tim yas
gruplarinda ortalama 0,4 -1,9 pg/kg viicut agirhgi/giin ve obez bireylerde 0,6-3,4
pg/kg viicut agirlig/giin oldugunu diistiniilmektedir [58]. Gida Katki Maddeleri ve
Kontaminantlari Uzman Komitesi (JECFA), ortalama AA maruziyetini, yetiskinler
icin 0,2-1,0 pg/kg viicut agirligi/giin ve yiiksek miktarda tiiketiciler i¢in (obez
bireyler) 0,6-1,8 pug/kg viicut agirligi/giin olarak belirlemektedir [110].

Matthys vd tarafindan ergenlerden 7 giinliik besin tiiketim kaydi alinarak yapilan bir
calismada diyetle ortalama AA aliminin 0,51 pg/kg viicut agirhigi/giin oldugu
belirlenmistir [111]. Nematollahi vd tarafindan farkli yas gruplarinda Tahran
pazarindaki sicaklikla etkilesime girmis 7 gida ilizerinde yapilan ¢aligmada, tim yas
gruplarinda sirasiyla en yiiksek ve en diisiik AA alim oranlar1 (g/giin) ekmek ve

kahvede bulunmustur. Kahve, giinliik tiiketim orani en diisiik olmasi nedeniyle en
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yiiksek AA miktarini gdstermesine ragmen, tiim yas gruplarinda sadece %1-2'lik pay
oranina sahip oldugu gozlemlenmistir. Ekmek ise diisiik miktarda AA i¢ermesine
ragmen, yliksek miktarda tiiketildigi i¢in tim yas gruplarinda (%50'den fazla) en
onemli AA kaynagi olarak goriilmektedir [112-113]. Bebekler de AA’ya en ¢ok
maruz kalan grubu olusturmaktadir [114]. Abt vd tarafindan 2011-2015 ve 2002-
2006 yillar1 arasindaki gidalardaki AA maruziyet miktarlarinin karsilagtirilmasinin
yapildig1 bir c¢alismada; bebek mamalarinda (kavanozlu meyveler, kavanozlu
sebzeler, kavanozlu karisimlar, dis c¢ikaran biskiiviler, krakerler, puflar, peksimet)
ortalama AA konsantrasyonu, 2002-2006 i¢in 36,9 pg/kg, 2011-2015 igin 165,1
ng/kg tespit edilmistir. En yiiksek ortalama konsantrasyonlar, bebek krakerlerinde
(826,9 ng/kg) ve dis ¢ikarma biskiivilerinde (414,5 pg/kg) oldugu gozlemlenmistir
[115].

3.4. GIDALARDA AKRILAMID OLUSUMUNU ETKILEYEN FAKTORLER

AA olusumunu, sicaklik, isleme siiresi, pH, nem igerigi, reaktan konsantrasyonlar1 ve

reaktanlarin tiirdi, tiriiniin depolanma kosullar etkilemektedir (Sekil 3.9) [116,117].

L
o L P T glukoz/fruktoz c%J
H —
DTJ._ i S—_ MNH,
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Akrilamid ' Pigirme
- metodu
Pisirmeden Olusumunu ; =
once Etkileyen Faktiirler /!
depolama § —
- ) i Pisirme
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pH Gadia Swcakhk )

Bilesimi

Sekil 3.9. Akrilamid olusumunu etkileyen faktorler [117].
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3.4.1. Indirgeyici Sekerler

Glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi mono veya disakkaritlerin varligt AA olusumunu
dogrudan etkilemektedir. Sekerlerin reaktivitesi zincir uzunluklarina gore farklilik
gostermekte olup daha kisa karbon zincirlerine sahip sekerler, yiiksek AA olusumuna
neden olmaktadir. Bu nedenle, Maillard reaksiyonunda pentozlar, heksoz ve
disakkaritlerden daha reaktif olmaktadir. Ayrica aldo sekerler, keto sekerlerinden
daha reaktiftir [118]. Gokmen vd tarafindan kurabiyelerdeki sekerlerin AA'ya
etkisini inceleyen c¢alismada, kurabiye yapimi sirasinda sakkaroz yerine glukoz
kullanildiginda AA miktarinda ciddi bir artis oldugu gézlemlenmistir. Sakkaroz
miktarmin 10 g'dan 35 g'a ¢ikarilmasi ise pisirme sirasinda olusan AA miktarini
neredeyse iki katina kadar ¢ikmasina neden olmustur [119]. Summa vd ¢aligmasinda
hamur tariflerinde sakkaroz yerine fruktoz kullanildiginda AA konsantrasyonunun
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir [120]. Bertuzzi vd tarafindan farkli kahve
cekirdekleri tizerinde yapilan bir ¢aligmada, Arabica yesil kahve cekirdeklerinin
Robusta’dan daha fazla fruktoz ve glukoz igermesinden dolayr 10 dakika kavurma
isleminden sonra Arabica kahve c¢ekirdeginde daha yiiksek AA diizeyi tespit
edilmistir [121].

3.4.2. Aminoasitler

Asparagin aminoasidi, AA'nin ana Onciisii olarak kabul edilmekte olup AA
olusumunu etkileyen en 6nemli hiz sinirlayici faktor olarak kabul edilmektedir [108].
Fredriksson vd tarafindan yapilan bir ¢aligmada; tam tahilli bugday ununun 0,5 g/kg,
tam tahilli ¢avdar ununun 1,1 g/kg, bugday ununun 0,2 g/kg ve bugday tohumunun
4,9 g/kg aspargin icerdigi tespit edilmistir [122]. Tiirlerin ortalama serbest asparagin
icerigi azalan sirayla su sekildedir: cavdar > kabuksuz yulaf >misir > kabuksuz arpa
> makarnalik bugday > ekmeklik bugday [123-124]. Zili¢ vd tarafindan 2020 yilinda
farkli tiirde tahillardan yapilan biskiivilerin karsilagtirildigi ¢alismada, en yiiksek

serbest asparagin igerigine sahip undan hazirlanan biskiivilerin en yiiksek AA
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icerigine sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu durum tahil unundaki serbest
asparaginin, biskiivilerde pisirme sirasinda AA olusumundaki ana faktorlerden biri
oldugunu gostermektedir [125]. Mesias vd'nin 2019 yilinda Ispanya pazarindaki 80
ticari biskiivideki AA diizeyi ile ilgili yapilan calismada ise en yiiksek AA igerigi
cavdar bazli numunelerde (2144 pg/kg) bulurken, bunu teff (1559 pg/kg) ve yulaf
(1424 pg/kg) bazl biskiiviler takip etmistir. Buna karsilik piring, misir ve bugday
bazli biskiivilerde en diisiik seviyelerde AA saptanmistir [126].

3.4.3. Gidanin pH's1

Besinlerdeki pH'nin diisiiriilmesi, AA olusumuna yol agan Schiff bazi olusumunu
durdurmaktadir [127]. Bu nedenle diisiiriilen pH seviyeleri, azalan AA olusumunun

eslik ettigi Maillard reaksiyonlariyla sonu¢lanmaktadir [128].

3.4.4. Gidanin Nemi

Gidalarda bulunan toplam su miktari, gidalardaki AA igerigini biiylik Ol¢iide
etkilemektedir. AA'nmin su aktivitesi 0,4-0,8 arasinda olan gidalarda olustugu
bulunmustur. Su aktivitesi <0,4 oldugunda, AA olusumu azalmaktadir [129]. Anese
vd tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kurabiyedeki su aktivitesi 0,83 iken AA 'nin %32
azaldig1, su aktivitesi 0,12'de ise %12 azaldig: tespit edilmistir [130].

3.4.5. Gidalara Uygulanan Sicaklik ve Islem Siiresi

Farkli sicakliklara maruz birakilan yliksek karbonhidrathi gidalarin AA igeriginin
farkli oldugu gozlenmis olup, islem siiresi ve sicakligin artisiyla AA igeriginin de
arttigr bildirilmistir [131]. Matthdus vd'nin ¢alismasinda, 150-175 C arasindaki
sicakliklarda AA miktar1 nispeten diigiik iken, sicaklik 180-190C'ye ulastiginda
ciddi bir artis oldugu gozlemlenmistir [132]. Islem siiresi boyunca AA artmaya
devam edip maksimum diizeye ulastiktan sonra reaksiyona katilan Onciillerin

tiikenmesine bagli olarak AA olusum hizi kademeli olarak azalmaktadir [133].
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3.5. AKRILAMIDIN SAGLIK UZERINE ETKIiLERI

AA, hidrofilik bir molekiil olup viicuttaki her organ ve dokuya ulasabilmektedir. AA,
Uluslararas1 Kanser Aragtirmalart Ajanst tarafindan "insanlar i¢in muhtemel
kanserojen" (grup 2A) bir madde olarak siniflandirilmistir. Bu bilimsel goriisii
takiben, kizarmis patates, unlu mamdiiller ve kahve iriinleri gibi ¢ok c¢esitli pismis
gidalarda izin verilen AA seviyelerine iligkin diinya ¢apindaki mevzuatlar giderek
daha kisitlayici hale getirilmistir [87]. Giinde 1-2 mg/kg viicut agirliginda AA

maruziyetinin ratlarda kanser insidansini arttirdigi gézlemlenmistir [114].

AA'nin toksik etkileri arasinda, genotoksik metabolitlerin olusumu, oksidatif stres,
noral sinyallerin etkilenmesi, merkezi sinir sisteminde ultrastriiktiirel ve histolojik
kusurlarda yer almaktadir. Bu maddeye mesleki ve tesadiifi yollarla uzun siire maruz
kalmak insanlarin merkezi ve periferik sinir sistemlerinde noral tahribat gibi bazi
hasarlara neden olabilmektedir. Is yeri kaynakli AA maruziyetinin, ataksi, yiiriime
anormallikleri, iskelet kas1 zayifligi, cilt anormallikleri, el ve ayaklarda uyusmaya
neden olabilecegi belirtilmektedir. Hatta bazi toksikolojik aragtirmalar, AA
buharlarmin goézleri ve cildi tahris ettigini ve beyin omurilik sisteminde felce neden
oldugunu ileri siirmektedir [134]. Kimya fabrikalarinda yapilan bir ¢alismada kisisel
solunum bdlgelerinden toplanan hava orneklerinde 5-984 ug/m3 arasinda AA tespit
edilmistir. Numune alinan isgilerde AA-Hb eklenti seviyeleri 15-1884 pmol/g
arasinda degisirken, GA eklentileri 9-1376 pmol/g arasinda oldugu goézlemlenmistir
[135]. AA kaynakli norotoksisite i¢in tolere edilebilir alim miktar1 40 mg/kg/giin
iken kanser icin tolere edilebilir AA ve GA alim miktar1 sirasiyla 2,6 ve 16

mg/kg/giin oldugu diistiniilmektedir [136].

AA’de maruz birakilan kemirgenlerde, AA nin hayvanlar iizerinde toksisiteye neden
oldugu gozlemlenmistir. Bir toksisite ¢calismasinda, 10-50 mg/kg viicut agirligi/giin
AA'ya tekrarlanan dozlarda maruziyetin bir¢ok laboratuvar hayvan tiiriinde

noropatiye sebep oldugu rapor edilmisken, 100-200 mg/kg'lik tek doz maruziyetin
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birgok tiirde Oliimciil oldugu rapor edilmistir [78]. AA, ratlarda apoptozu
indiiklemekte ve mitokondride islev bozukluguna neden olmaktadir. Ayrica AA
verilen ratlarda ise arka bacak felci, viicut agirligi artisinda azalma ve retikiilositoz

gibi toksik etkilerin meydana geldigi belirtilmektedir [137].

Gestasyonel donemde AA maruz kalan farelerde de AA nin, plasental gelisimi inhibe
ettigi ve apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Ayrica AA'nin, plasental gelisim
genlerinin ekspresyonunu da degistirmis oldugu saptanmustir [138]. AA, toksik
etkilerini makromolekiillerin niikleofilik kalintilari, 6zellikle sistein kalintilart (DNA
ve hiicresel proteinler dahil) ile etkilesime girerek gdstermektedir. Bu nedenle AA,
hiicre boliinmesi sirasinda ig ipliklerinin olusumundan sorumlu olan Kkinesin
proteinlerine de miidahale ederek hiicre proliferasyonunu inhibe edebilmektedir
(Sekil 3.10) [139]. Ayrica AA, lizin, histidin ve proteinlerin N-terminal aminleri ile
de reaksiyona girebilmektedir. AA ve GA, N-7 konumunda guanin ile en giiglii
eklentileri olusturmaktadir. Alzahrani tarafindan fareler iizerinde yapilan bir
calismada, 10, 20 ve 30 mg/kg'lik doz AA 1 ve 2 hafta boyunca verildiginde, kontrol
grubuna kiyasla onemli 6l¢iide DNA hasarimi indiikledigini ve farelerin kemik iligi

hiicrelerinde kromozom anormalliklerine neden oldugu gozlemlenmistir [140].
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Sekil 3.10. Akrilamid sistein eklentisinin olusumu [139].
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Karaciger, kimyasallar, ilaglar, alkol ve gida katki maddeleri gibi viicuda alinan
ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda rol oynayan organdir. Karacigerde
detoksifikasyona ugrayan bilesenlerden biride toksik etkisi bulunan AA'dir. Bu
bilesenin karacigerde detoksifikasyonu, glutatyon kaynaginin tiikenmesine,
antioksidan enzimlerin azalmasina ve genellikle karaciger ve diger organlarda
oksidatif strese neden olmaktadir. AA'min neden oldugu oksidatif stres ve
inflamasyon, hepatik hiicre zarlarina zarar vermektedir (Sekil 3.9) [141]. AA
takviyesiyle karacigerde olusan SOD ve peroksidaz aktivitesindeki azalma,
enzimlerin MDA ile ¢apraz baglanarak inaktive olmasiyla gerceklesmektedir. Bu
nedenle lipid peroksidasyon seviyesini gosteren MDA ayni zamanda hepatoselliiler

hasarin da derecesini yansitmaktadir [142].
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Sekil 3.11. Akrilamidin karaciger {izerine etkisi [141].

3.6. AKRILAMID OLUSUMUNU AZALTMA STRATEJILERI

Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan, gidalarda AA varlig ile ilgili 20 Kasim 2017
tarihli ve 2017/2158 sayili Komisyon Yonetmeligi kabul edilmis olup, yonetmelik 11
Nisan 2018 tarihinde yiiriirlige girmistir. Yonetmelik, gida giivenliginin saglanmast

ve gida Urlinlerinde AA diizeyinin diisliriilmesi amaciyla, azaltict dnlemler seklinde
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yasal diizenlemeler getirmekte ve AA seviyelerinin gdzden gegirilmesi icin referans
seviyeleri icermektedir. Secilen gida maddelerinde AA varlig1 i¢in referans seviyeleri
(ug/kg), patates kizartmasi (tikketime hazir) ig¢in 500; taze patates ve patates
hamurundan patates cipsleri ve patates bazli krakerler igin 750; gevrek ekmek i¢in

350; hazir (¢oziiniir) kahve igin 850 olarak belirlenmistir [91].

Baz1 tek ve ¢ift degerli katyonlarin (6rnegin Na* veya Ca+2) gidalarda AA olusumunu
etkili bir sekilde azalttigi tespit edilmistir. Ornegin, CaCl, ¢ozeltisine batirilan
patateslerde, duyusal 6zellikleri olumsuz etkilenmeden kizartildiginda patateslerde
olusan AA miktarmin %95 azaldigi rapor edilmistir. Bu iyonlar asparagin ile
etkileserek Schiff bazinin olusumu engellemekte ve AA olusumunu azaltmaktadir
[119]. Patates cipsi i¢in Onerilen hafifletme Onlemleri arasinda, seker olusumunu
azaltmak i¢in pisirmeden Once patateslerin sicaklik kontroliiniin yapilmasi, daha
diisiik seker konsantrasyonlu patateslerin se¢ilmesi, patates hamurlarina asparaginaz
eklenmesi, kizartma sicakliklarinin distiriilmesi yer almaktadir [143]. Depolama
sirasinda filizlenmenin Onlenmesi ve filizlenmis malzemenin besin zincirinden
diglanmasi1 6nemli goriilmektedir. Filizlenmenin olusumu solunumla nisastanin bir

kisminin sekere doniistiigiinii gostermektedir [144].

Asparaginaz kullaniminin, tahil bazli iiriinler i¢in tireticiler tarafindan benimsenen en
etkili uygulamalardan biri oldugu belirtilmis olup, bugday krakerlerinde %85'lik
azalmalar rapor edilmistir. Vinct vd'ye gore asparaginaz enziminin kullanimi,
asparaginin, aspartik asit ve amonyaga hidrolizini katalize ettigi icin AA olusumunun
azaltilmasinda etkili bir strateji olarak goriilmektedir [145]. Yine Morales vd yaptigi
calismada oldugu gibi gidalara 1s1l islem Oncesinde amino asit eklenmesi, Maillard
reaksiyonunda asparagin ile rekabet ederek veya AA olusumundan sonra AA ile
reaksiyona girerek AA olusumunu azaltmada bir diger yol olarak da goriilmektedir
[146].
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Laktik asit bakterileri, AA'yr baglayarak onu bir karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Laktik asit bakterileri sayesinde eksi ekmek hamurunda uzun
stireli fermantasyonla ekmekteki AA igeriginin azaltilabilecegi gosterilmistir [66].
Buna gore, %2-4 Lactobacillus plantarum igeren ekmeklerde, AA igeriginin %16,6-
27,4 oraninda azaldigr saptanmistir [147]. Akillioglu vd tarafindan yapilan
calismada, %2 maya iceren grupta, %1 maya iceren gruba gére AA bozunmasinin

daha hizli gergeklestigi tespit edilmistir [148].
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BOLUM 4

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres ilk olarak Ingiltere'de Harmna tarafindan yaslanma iizerine yapilan
calismada kesfedilmis olup, daha sonra 1985'te Almanya'da Sies tarafindan
kavramsal olarak tanimlanmastir. Oksidatif stres, bir sistemdeki serbest radikallerin
ve aktif ara driinlerinin ndtralize edilememesi veya ortadan kaldirilamamasi
sonucunda meydana gelmektedir. Oksidan-antioksidan dengesinin, oksidan lehine

olmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [149,150].

ROT, genellikle oksidatif strese neden olabilecek bilesenleri belirtmek i¢in kullanilan
terim olup, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak canli organizmalar
tarafindan iretilmekte ve fizyolojik hiicre siire¢lerinde de yer almaktadir [151]. ROT
tiretimi, sinyal iletim yollarinda, patojen mikroorganizmalara karsi savunmada,
bliylimenin veya oOliimiin tesvik edilmesinde, gen ekspresyonu gibi hiicresel
fonksiyonlarda sorumlu olan aerobik yasamin dogal bir pargasi olarak kabul
edilmektedir. ROT diizeylerindeki artis ve oksidatif stres, hiicre 6liimlerine neden
olan nekroz ve apoptozun uyarilmasina neden olarak hiicre ve doku hasarina yol
acmaktadir. Oksidatif reaksiyonlar, kardiyovaskiiler hastaliklar, akciger hastaliklari,
diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve kanser dahil olmak {izere yaslanma ve bir¢cok

hastalik siirecine eslik etmektedir [152].

ROT'un baslica endojen kaynaklarini, mitokondri, peroksizom, endoplazmik
retikulum ve lizozom gibi hiicresel organeller ile enzimler [nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz, miyeloperoksidaz, ksantin oksidaz, nitrik oksit
sentaz] olusturmaktadir (Sekil 4.1). ROT olusumuna neden olan ekzojen kaynaklar
arasinda ise kemoterapdtikler, ¢evresel toksinler, ultraviyole 1gin1, radyasyon, pisirme

sirasinda olusan maddeler yer almaktadir [153].
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Sekil 4.1. Oksidan olusumuna neden olan endojen kaynaklar [153].

ROT 'un kesfinden beri 6zellikle oksijen merkezli radikallerin hem patolojik hem de
fizyolojik siireglere etkisi arastirilmaktadir. Serbest radikaller birgok elementten
tiretilebilmekte olup, biyolojik sistemde en onemlileri oksijen ve nitrojen igerenler
olarak kabul edilmektedir. ROT, siiperoksit anyon radikali (O,"), hidroksil radikali
(OH"), hidrojen peroksit (H,0,), ozon (Os), singlet oksijen (*O,) olusturmakta iken;
reaktif nitrojen tiirlerini (RNT), nitrik oksit radikali (NO"), dinitrojen trioksit (N,O3),
peroksinitrit (ONOO"), nitrit (NO,), nitrat (NO3) ve nitroksil (HNO) olusturmaktadir
[154]. Ozellikle radikal olmayan H,0,, '0,, O3 ve ONOO', kimyasal acidan daha az
reaktif olup, makromolekiiller ve hiicresel metabolitlerle reaksiyona girerek kolayca

radikal hale gelebilmektedir [155].

Fizyolojik kosullar altinda, en yaygin serbest oksijen radikali O,  olup ana

kaynagimin mitokondri oldugu bilinmektedir. Elektronlarin solunum zinciri transferi
boyunca tamamen verimli olmamasi, elektronlarin sizmasina neden olmakta ve

molekiiler oksijen (O,), 6zellikle kompleks | ve Ill'de O, ye doniismesine neden
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olmaktadir (Sekil 4.2) [156]. Organeller igerisinde veya disinda O, iiretilebilmekte-

dir. Normal metabolik siiregler sirasinda insan viicudunda yilda 2 kg'dan fazla O,"

tiretimi meydana gelmektedir [155].
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Sekil 4.2. Mitokontride siiperoksit anyon radikalinin tiretimi [156].

O2'nin suya indirgenmesiyle 0,7, H,O, olusabilmektedir. Ana toksisiteden sorumlu
olan radikal ise H,O, den gecis metalleri aracihigiyla (Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonu) olusan OH'  olarak goriilmektedir (Sekil 4.3) [157]. Fenton
reaksiyonlarina katilan indirgenmis serbest Fe?* ve Cu'* metalleri, Fe** ve Cu**'ya
oksitlenerek OH' radikalinin yan1 sira hidroksil anyonunun (OH") iiretilmesine sebep
olabilmektedir. Bu formlar (OH', OH") daha sonra bir indirgeme reaksiyonu yoluyla
hidroperoksil radikalleri (HOO’) ve protonlar olusturmak iizere H>0;'yi

oksitleyebilmekte ve bdylece dongiisel bir sekilde yeni peroksidasyon reaksiyonlari

meydana gelebilmektedir [155]. OH, bir kez olustugunda hiicre igi/hiicre disi
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serbestce hareket edebildiginden hiicre alt1 zarlar1 gecebilmekte ve bu nedenle
DNA’ya ulasabilmektedir. O,°, ONOO™ olusturmak i¢in NO ile reaksiyona
girebilmektedir [158]. Ozellikle OH ve ONOO™ membran lipidleri, yapisal proteinler,
enzimler ve niikleik asitler dahil olmak iizere makromolekiilleri dogrudan
oksitleyerek anormal hiicre fonksiyonuna ve Oliimiine yol agmaktadir. Bununla
birlikte bu oksidanlar, ekzojen kiiglik molekiiller tarafindan etkili bir sekilde temiz-
lenememektedir [159].

Fe” + H;0;, ———>Fe” + OH + OH  Fenton Reaksiyonu

0;" + H; 0 ——> 0; + 0OH +O0H Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 4.3. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari [157].

ROT'u dogru bir sekilde 6lgmek, kararsiz yapisindan ve yari dmiirlerinin nispeten
kisa olmasindan kaynakli zor olmaktadir. Ornegin, O%*'nin yart Oomri 10°-107°
saniye iken OH' 10°° saniye oldugu bilinmektedir. Bu nedenle oksidatif stresin
belirlenmesinde baslica biyobelirtegler kullanilmaktadir: 3-nitrotirozin, 4-hidroksi-
nonenal ve MDA gibi lipid oksidasyon {iriinleri; F2-izoprostanlar ve 8-oksoguanin
gibi DNA/RNA oksidasyon iiriinleri bulunmaktadir [160]. MDA, lipid oksidasyonu
icin yaygin olarak kullanilan bir oksidatif stres biyobelirtecidir. Oksitlenmis lipid
birikiminin, endotelde degisiklikler ve kronik inflamasyon sonucunda olusabilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle bir hepatosit membran oksidasyonunda, MDA’da artis
gozlenmektedir [161,162].

4.1. OKSIDATIF STRESIN KARACIGERE ETKISi

Oksidatif stres, karaciger patolojisinde ve cesitli karaciger hastaliklarinda 6nemli
faktor olarak kabul edilmektedir. Karaciger, metabolik siirecleri nedeniyle ROT
saldirisinin hedefi olarak goriilmektedir. Saglikli beslenme ile genellikle oksidanlar
ve antioksidanlar arasindaki denge korunsa da hepatosit fonksiyonlar, diyetteki
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yabanci ekzojen kimyasallar, toksinler, bitkisel iiriinler ve tibbi ilaglarin metabolize
edilmesi sonucunda olumsuz etkilenebilmektedir. Bu tiir bilesikler, normal hiicre
biyokimyasini destabilize etmekte olup, ROT ve serbest radikallerin tiretimini
arttirmaktadir [163,164]. ROT ve RNT nedeniyle gelisen oksidatif stres, hepatositler,
Kupffer hiicreleri, hepatik stellat ve endotel hiicreleri de dahil olmak iizere
karacigerde bulunan tiim hiicrelerde inflamasyon, iskemi, fibroz, nekroz, apoptoz
veya malign transformasyonu indiikleyerek zarar verebilmektedir. Bunun yanisira
hepatositlerde, hepatik stellat hiicrelerde daha fazla mitokondri bulundugundan ¢ok
sayida kararsiz ROT firetilebilmektedir. Ayrica karaciger enzimleri olan diamin
oksidaz, aldehit dehidrojenaz, ve sitokrom P450 enzim sistemi de oksidasyona neden
olabilmektedir [165].

TNF-0 gibi gesitli sitokinler, oksidatif stresle indiiklenen Kupffer hiicrelerinde
tiretilebilmekte, bu da inflamasyonu ve apoptozu arttirabilmektedir. Kupffer hiicre
aktivasyonu, plazma membraninda NADPH oksidaz seviyesinin artisina bagl olarak
meydana gelmektedir [166]. Ayni1 zamanda nitrik Oksit sentazin indiiklenmesiyle
ROT ve NO arasinda da reaksiyon meydana gelmektedir. NO, nitrotirozin gibi,
karaciger nekrozuna yol agabilen nitrojen igeren reaktif ara iriinler olusturmakta
olup, bu ara iriinler mitokondri fonksiyonunu inhibe etmekte ve hiicresel pirimidin
niikleotitlerini tiiketerek DNA zincirinin kirilmasina neden olmaktadir. Artan serbest
radikal olusumu ve DNA hasar1 da karaciger kanserine neden olabilmektedir [167].
Ayrica alkolsiiz veya alkolik steatohepatit ve viral hepatit gibi ¢esitli karaciger
hastaliklarinda da, hepatosit hasar1 artiran nedenin oksidatif stres ve serbest radikaller
oldugu distiniilmektedir [164].

4.2. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMLERI

ROT birikimi, bircok hiicresel sinyal yolunu etkileyerek, hiicrelerde fonksiyon
bozukluguna ve ardindan ¢esitli patolojik durumun gelismesine neden olabilmektedir

[168]. Antioksidanlar ise ROT a bagli oksidatif stresi azaltarak patolojik durumlarin
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gelisimini engellemektedir. Viicutta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olmak tizere hiicre i¢i veya hiicre disinda gorevli antioksidanlar bulunmaktadir [169].
Antioksidanlarin serbest radikalleri yok etme yetenekleri ne kadar gii¢lii olursa,

serbest radikallerin viicuda verdigi zarar o kadar az olmaktadir [149].

Antioksidanlar, dokularin korunmasini {i¢ diizeyde saglanmaktadir: ilk olarak serbest
radikal olusumunu katalize eden enzimlerin inhibitorleriyle olusumunu engellemek;
ikinci olarak olusan serbest radikalleri, radikal ve toksik olmayan iriinlere
doniistiirerek ortadan kaldirmak; son olarak da oksidatif olarak modifiye edilmis

proteinler, lipitler ve DNA bazlarinda onarimi gergeklestirmek [170].

4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Insan viicudu, serbest radikallere karsi etkili bir antioksidan mekanizmaya sahiptir.
Aerobik metabolizmanin neden oldugu oksidatif strese karsi siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) ile
birlikte bir dizi antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir (Sekil 4.4). Bu enzimler,
spesifik organlarda bulunmakta olup, bakir, ¢inko, manganez, demir ve selenyum

gibi metallerin katalizorliigiinde islev gostermektedir [171,172].
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Sekil 4.4. Antioksidan enzimlerin reaktif oksijen tiirleri tizerindeki etkileri [172].
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Memelilerde, amino asit dizilisine, substrat spesifikligine ve hiicre lokalizasyonuna
gore sitozolde GPx1, gastrointestinal sistemde GPx2, plazmada GPx3, fosfolipid
hidroperoksitte GPx4, epididimalde GPx5, koku alma epitelinde GPx6 ve
endoplazmik retikulumda GPx7 ve GPx8 olmak flizere 8 tane GPx enzimi
bulunmaktadir. Substrat olarak GSH kullanan GPx, H,0,'yi suya doniistiirmekte ve
reaksiyon, oksitlenmis glutatyon (GSSG) ile sonuglanmaktadir. GPXx, aktif merkezde
bir selenyum igermekte ve enzim agirlikli olarak hiicrenin sitoplazmasinda
bulunmaktadir [173]. Enzim, H,0,’yi diisiik konsantrasyonlarda etkin bir sekilde
metabolize etmekte olup, optimal aktivite i¢in yiiksek konsantrasyonlarda GSH’a
ihtiya¢ duymaktadir. Bu reaksiyonda pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH elektron
vericisi olarak kullanilmaktadir. ROT artisiyla beraber hiicrelerde, glukoz
metabolizmasinda pentoz fosfat yolundaki glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktive
edilerek NADP"'nin NADPH indirgenmesi saglanmaktadir [174].

SOD, insan organizmasindaki en énemli antioksidan enzimlerden biridir ve oksidatif
strese karst 6n savunma hattin1 olusturmaktadir. SOD, O, den H,0, olusturarak
ROT’u nétralize etmektedir [159]. SOD1, Fe icermekte olup prokoryadlarda ve bazi
bitilerin kloroplastlarinda bulunmaktadir. SOD2 Mn igermekte olup sadece
mitokondriyal matrikste lokalizedir. SOD3 ise Cu ve Zn igermekte olup,

sitoplazmada lokalize halde bulunmaktadir [175].

CAT, H,0,'yi OH' olusmamasi igin oksijen ve suya doniistiirmektedir. Enzim 4 tane
hem grubu icermekte olup, karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakta olup

hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan yaygin bir enzimdir [171].

4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar endojen ve ekzojen olarak siniflandirilmaktadir.
Endojen antioksidanlar okaryotik hiicreler tarafindan sentezlenebilirken ekzojen

antioksidanlar besinler yoluyla alinmaktadir [158]. Enzimatik olmayan baslica
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endojen antioksidanlar, glutatyon, albiimin ve melatonin iken; ekzojen antioksidanlar
ise vitaminler (askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten), ¢inko, selenyum, flavonoidler,
fenolik asitlerdir. Ozellikle ekzojen antioksidanlardan a-tokoferol, askorbik asit,
karotenoidler gibi diyetle alinan antioksidanlarin, antioksidan mekanizmanin

giiclenmesinde etkili olduklar1 bilinmektedir [176].

Yagda ¢6ziinen a-tokoferol oksidan kaynakli hiicre zar1 hasarinda temel savunmayi
olusturmaktadir. oa-tokoferol, lipit peroksidasyonu sirasinda iiretilen peroksil
radikaline elektron vererek inaktive olmasini saglamaktadir. Boylece a-tokoferol
membrandaki uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerin biitiinliigliniin korunmasina
yardimer olmaktadir. Karotenoidler bitkilerde bulunan pigmentleri olusturmaktadir
ve B-karoten, ROO,, OH ve O~ radikalleri ile reaksiyona girebilmektedir [151].
Suda ¢oziinen askorbik asit ise Oncelikle serbest oksijen radikallerini yakalayarak
antioksidan kapasiteyi arttirmaktadir. Plazma diizeyinin yasla birlikte distigi
bilinmektedir. Askorbik asit, hiicrelerin iginde ROT ile reaksiyona giren a-
tokoferoliin tekrar aktif forma donlismesini saglamaktadir. Ayrica askorbik asit giiclii

bir oksidan olan bakir1 da baglayabilmektedir [156].

GSH, memeli hiicrelerinde enzimatik olmayan ana endojen antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Glutatyon, peroksitleri temizlemek, kritik hiicresel siiregleri modiile
etmek (hiicre proliferasyonu, apoptoz, mikrotiibiiler ile ilgili siire¢ler ve immiinolojik
fonksiyon), -SH gruplarinin oksidasyonunu 6nlemek gibi birgok hayati fonksiyonlari
yerine getirmektedir. Yiiksek hiicre igi glutatyon konsantrasyonu (genellikle 5-10
mM), yiiksek miktarda olusan serbest radikalleri absorbe etmek igin etkili bir redoks
tamponu gibi gorev yapmaktadir [177,178]. Albiimin ise Fenton reaksiyonunun
katalizorli olan demir ve bakir1 baglayarak serbest radikal iiretimini engellemektedir.
Ayrica albliminin methionine ve sistein aminoasitlerinden dolayr serbest siilthidril
grubu icermesi, OH' temizlenmesine yardimci olmaktadir. MLT ¢ok etkili bir OH
tutucucusu olup *0,, ONOO™ ve NO gibi bazt ROT ve RNT'leri detoksifiye etme

yetenegine sahiptir. Ayrica bazi antioksidan enzimlerin diizenleyicisi olarak gorev
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yapmakta ve mitokondriyal aktivite sirasinda artan ROT seviyelerinin olugsmasini
engellemektedir [179].
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BOLUM 5
MELATONIN

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) (MLT), memeli sirkadiyen ritimlerinde rol
oynayan endojen bir hormondur (Sekil 5.1). MLT nin, molekiiler agirhg 232,28
g/mol ve yogunlugu 1,175 g/lcm>tiir. Erime noktas1 116,5-118 C arasinda degismekte
olup kaynama noktasi 512,8 “C oldugu bilinmektedir. Kimyasal agidan MLT,
Ci3H16N20, kimyasal formiiliiyle ifade edilmektedir. Molekiile amfifilik o6zelligi
saglayan 3-amid ve 5-alkoksil gruplari, MLT'nin biyolojik zarlardan kolay
gegmesini saglamaktadir [180]. Epifiz bezi tarafindan iiretilmesinin yani sira cilt,
retina, beyincik, bobrekler, karaciger, pankreas ve yumurtaliklar dahil olmak tizere
diger bir¢ok organda da bulunmaktadir. Epifiz bezinden farkli olarak bu organlarin
¢ogu MLT'yi sirkadiyen bir sekilde sentezleyememekte ve kana 6nemli miktarda
katki saglamamaktadir. Bu organlarda MLT, hiicre igi olaylar1 diizenlemek igin
bulunmaktadir [181].
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Sekil 5.1. Melatoninin yapis1 [180].

Insanlarda epifiz bezi, beynin merkezinde, iigiincii ventrikiiliin arkasinda yer almakta
olup, hem indolaminleri (¢ogunlukla MLT) hem de peptitleri (arginin, vazotosin
gibi) baskin olarak {lireten pinealositler ve ndroglial hiicrelerden olusmaktadir.
Epifizde MLT suprakiazmatik g¢ekirdekten gelen sirkadiyen bir sinyal tarafindan
kontrol edilmekte olup triptofandan tiretilmektedir [182]. Biyosentezinde, triptofan
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once triptofan 5-hidroksilaz tarafindan  5-hidroksitriptofana, daha sonra
dekarboksilasyon ile 5-hidroksi triptamin  (serotonin)  donistiirilmektedir.
Serotoninden MLT sentezi, biiylik oOlgiide epifiz bezinde bulunan iki enzim
(arilalkilamin N-asetiltransferaz ve hidroksiindol-O-metiltransferaz) tarafindan
katalize edilmektedir (Sekil 5.2) [183].

Triptofan Hidroksilaz S-hidrotriptofen Dekarboksilaz

!

e 5-hidroksi triptamin {serotonin)

Triptofan - S

Arilakilamin M-
asetiltransferaz

5-asetil-5 -hidroksitriptamin

M-aseil-5-Metoksitriptamin Hidroksiindol-O-metiltransferaz
[Melatonin)

Sekil 5.2. Melatonin sentezi [183].

Memeli epifizinde hiz sinirlayict enzim olan arilalkilamin N-asetiltransferaz (AA-
NAT), suprakiazmatik ¢ekirdegin kontrolii altinda bulunmaktadir [184]. Ortamda
bulunan 1s1k, retina ganglion hiicrelerinin bir alt kiimesi tarafindan algilanmaktadir.
Bu hiicreler, ortam 1s181 bilgisini merkezi sinir sistemindeki suprakiazmatik
cekirdege gondermektedir. Bu c¢ekirdek, 24 saatlik giindiiz/gece dongiisiiniin ve
epifiz bezinden MLT salgilanmasi gibi diger islevlerin diizenlenmesinden sorumlu

olmaktadir. Suprakiazmatik c¢ekirdekler ve epifiz bezi arasinda dogrudan bir
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anatomik yol bulunmakta olup, az sayida ekzojen faktériin MLT konsantrasyonunu
etkiledigi bilinmektedir (Sekil 5.3) [185]. MLT nin birincil fizyolojik islevi, giinliik
151k ve karanlik dongiisii ile ilgili bilgileri viicut fizyolojisine iletmektir. Giiniin
karanlik fazinda sentezlenmekte ve salgilanmaktadir. Bu durumu MLT sentezi i¢in
gerekli olan enzimlerden hidroksiindol O-metiltransferaz aktivitesinin gece,
giindiizden daha yiiksek olmasi da desteklemektedir [186]. MLT nin kandaki
seviyesi saat 22:00’dan sonra yilikselmeye baslamakta olup saat 03:00 civarinda zirve
yapmakta ve saat 09:00’da giindiiz seviyelerine donmektedir. Serum
konsantrasyonlar1 80-120 pg/ml arasinda degismektedir. Giiniin aydinlik doneminde

serum diizeylerinin diisiik (10-20 pg/ml) oldugu bilinmektedir [187].

Sekil 5.3. Pineal bezden melatonin sentezinin kontrolii [185].

MLT epifiz bezinde, daha sonra salgilanmak {izere depolanmamaktadir. MLT
pinealositlerden, bez i¢indeki zengin kapiller yataga ve daha sonra dogrudan iigiincii
ventrikiilden beyin omurilik sivisina hizla yayilmaktadir. Serumdaki yar1 dmriiniin
30-50 dakika oldugu saptanmustir. Sentezlendikten sonra safra, tiikiiriik, meni,
yumurtalik folikiiler sivis1 ve amniyotik sivi gibi diger viicut sivilarina ulagmaktadir
[188]. Lipidlerdeki genis ¢oziinlirliigii nedeniyle, periferik dolasimdan diger sivilara
veya hiicrelere kolayca gecebilmektedir. Serumda, %70'1 albliminlere baglanmakta

olup %30'u ise ¢evre dokulara yayilmaktadir. Kana saliman MLT nin yaklasik %90"
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karacigerde sitokrom P450 enzimleri tarafindan enzimatik olarak 6-OH- melatonine
doniistiiriilmektedir [189]. MLT nin bir kismu safraya salinirken geri kalani siilforik
asit ve glukuronik asit ile konjuge edildikten sonra idrarla atilmaktdir. insanlarda 600
ml/giin safrayla yaklasik 51 ng MLT safra kanaliyla bagirsaga gegebilmektedir [190].
Idrarla ise MLT, 6-siilfatoksimelatonin seklinde atilmakta olup, dolasimdaki MLT
sadece yaklasik %1°1 herhangi bir degisiklik olmadan idrarla atilabilmektedir [191].

Dogumdan 3-4 giin sonra annelerin, anne siitlinde MLT tespit edilmistir. Giindiizleri
anne siitiinde saptanabilir MLT bulunmazken, geceleri anne siitiinde, serumundan ti¢
kat daha yiiksek MLT bulunmustur. Siitteki MLT, yenidoganin sagligi i¢cin dnemli
olabilmektedir [182]. Zamaninda dogan bebeklerde MLT ritmi belirgin olmamakta
ve ancak dogumdan sonraki dokuzuncu ve on ikinci haftalar arasinda gelismektedir.
Yasamin ilk yilinin sonunda, dolasimdaki MLT seviyelerine bagl giindiiz-gece farki
belirginlesmekte ve c¢ocukluk donemi boyunca MLT ritmi devam etmektedir.
Ergenlik doneminde ise, gece MLT degerlerindeki diisiise bagl olarak giindiiz-gece
MLT diizeylerinin oraninda énemli bir azalma olmaktadir. 45-65 yas arasinda, hem
kadinlarda hem de erkeklerde gece MLT seviyeleri kademeli olarak diismektedir.

Boylece yaslilarda giindiiz ve gece MLT seviyeleri esdeger olmaktadir [192].

MLT "nin fonksiyonlar1 ¢ok gesitli olup antioksidan savunma, kan basinci, viicut 1sisi,
kortizol ritmi, tlreme ve bagisiklik fonksiyonunun dogrudan ve dolayh
modiilasyonlari, mitokondri aktivitesinin arttirilmasi, yag dokusu aktivitelerinin
diizenlenmesi, bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesi, karaciger dokusunda steatoz
olusumunun azaltilmasi yer almaktadir (Sekil 5.4) [193,194]. Ekzojen MLT nin,
yaslanmaya bagli bozukluklar, nérodejeneratif bozukluklar, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar dahil olmak iizere ¢esitli nérolojik hastaliklarda antiinflamatuar etkisi
sayesinde koruyucu oldugu bilinmektedir. Ayrica akut cerrahi kosullarda, MLT
kullanimi kaygiy1 azaltmakta olup ameliyat Oncesi ve sonrasinda analjeziyi de

artirmaktadir [195, 196].
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Sekil 5.4. Melatoninin fonksiyonlar1 [194].

MLT, kanser hiicrelerinin sirkadiyen biyolojisinde klinik diizeyde etkileri
bulunmaktadir. Gliniin ge¢ saatlerine kadar yapay mavi 1s18a uzun siire maruz
kalmak MLT sentezinde bozukluklara yol acabilmekte ve bu da meme, kolorektal,
karaciger ve akciger kanserleri dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerin gelisme riskini
artirabilmektedir [197]. Ayrica MLT nin, radyasyon ve kemoterapi ile olusan
istenmeyen semptomlarin tyilestirilmesinde de yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir
[198].

Gidalar yoluyla alman ekzojen MLT, uyku Kkalitesini arttirmakta ve uykunun
baslatilmasin1 saglamaktadir. Uykusuzluk, jetlag, gece vardiyasinda c¢alisma
bozuklugu, gecikmis uyku fazi sendromu ve uyku-uyaniklik ritminde yasa bagh
bozukluklar gibi birgok uyku bozuklugunda MLT bagarili bir tedavi olarak
kullanilmakadir [179]. Gece vardiyasinda galisan kisilere MLT uygulandiktan sonra,
uyku stiresinde degisiklik olmaksizin uyku sirasinda kisilerin bildirdigi uyanmalarda
azalma oldugunu gozlemlenmistir [199]. EFSA tarafindan MLT nin uykuya dalma
stiresini azaltti1 ve bu nedenle yatmadan 6nce 1 mg MLT tiiketilmesi gerektigi

bildirilmistir [190].
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MLT birgok {iilkede besin takviyesi olarak ticarilestirilmistir. Bu takviyelerin diisiik
yan etkileri oldugu veya hi¢ yan etkileri olmadig: bildirilmektedir. Son 30 yilda 3
milyondan fazla Amerikali yetiskinin (%1.3) MLT kullandig1 bildirilmis olup,
ozellikle Amerika Birlesik Devletleri'nde doktor regetesine ihtiyag duymadan bir
diyet takviyesi olarak alimmin arttigi gozlemlenmistir. Norveg gibi MLT nin
recetesiz  temin edilemedigi diger tilkelerde ise, 2004-2011 yillarinda hem
yetiskinlere hem de gocuklara recete edilenlerin sayisinda 6nemli bir artis oldugu
bildirilmistir [200]. Saglikli deneklerde agizdan 20-100 mg/giin MLT kullaniminin,
herhangi bir fizyolojik veya biyokimyasal olarak onemli bir yan etkiye sahip
olmadig1 goézlemlenmistir [201]. Terapotik konsantrasyonlara ulasmak igin ekzojen
MLT yiiksek dozlarda uygulanabilmektedir [193]. Yatmadan 2-4 saat once oral
verilen 0,3 mg MLT nin, gece normal konsantrasyonda plazma MLT sagladig
bildirilmistir. EK olarak, 80 mg MLT in oral alimdan 180 dakika sonra, plazma MLT
konsantrasyonunun 0,4 saat ve eliminasyon yari Omriiniin 0,8 saat arttigi
gozlemlenmistir [190]. MLT, hamilelik boyunca yiiksek dozlarda (giinde 200 mg/kg)
verildiginde bile toksisite olusturmadigindan giivenli bir molekiil olarak kabul
edilmektedir [185]. Bununla birlikte, ratlarda 800 mg/kg'lik bir dozda bile, MLT nin
herhangi bir dlgiilebilir toksik yan etkiye neden olmadigi gézlemlenmistir [202].

Menopoz donemindeki kadinlarda sirkadiyen sistemdeki bozulmalar, fizyolojik ve
fiziksel degisikliklere yol agmaktadir. Menopoz sonrasi kadinlarda oral olarak
verilen 1 mg MLTnin, glukoz toleransini ve insilin duyarliligini azalttigi
gozlemlenmistir. Tip 2 diyabetikli ratlarda uzun sireli MLT tedavisinin,
hiperinsiilinemi, hipertrigliseridemi, hiperleptinemiyi azalttigi saptanmistir [203].
Ayrica giinliik 3 mg MLT tiiketiminin asir1 kilolu ve obez bireylerde bel gevresini
onemli Ol¢iide azaltabildigi, kahverengi yag doku aktivitesini degistirerek viicut

agirligini ve viicut yag kiitlesini etkiledigi bildirilmistir [204].
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5.1. MELATONININ ANTIiOKSIDAN ETKIiSi

MLT bir indol heterosiklo ve 5-metoksi grubu ile 3-amid grubu olmak iizere iki yan
zincir igermektedir. Yiiksek elektroreaktiviteye sahip, elektronca zengin indol kismu,
MLT nin giiglii serbest radikal siipiirme kapasitesini belirlemektedir. MLT nin ROT
stiplirme yetenegi diger antioksidanlardan daha etkili goriilmektedir [205,206]. MLT,
hem olusan serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglamakta hem de radikal
olusumunu azaltabilmektedir. Oksidasyon potansiyeli yaklasik +570 mV'dir. Boylece
bu oksidasyon potansiyelinde MLT, kendisinden ¢ok daha yiiksek oksidasyon
potansiyeline sahip ROT a bir elektron verebilmektedir [207]. MLT, OH, ONOO,

'0,, NO, 0,", H,0, dahil olmak iizere ¢esitli serbest radikalleri hiicre zarindan

kolayca gecerek detoksifiye etmekte ve hiicre i¢i makromolekiilleri

koruyabilmektedir [208].

MLT serbest radikallerle etkilesiminden sorumlu birkag mekanizma One
stiriilmektedir: (a) bir elektron transfer reaksiyonu, O, ile reaksiyona giren MLT nin
katyon olusturmasina dayanmaktadir; (b) MLT nin hidrojen atomu transferi ile NH
grubu varhiginda gerceklesmektedir; (c) radikal ekleme reaksiyonunda MLT, iki OH'
radikalini deaktive edebilmektedir; (d) MLT de yer degistirme reaksiyonu, C
atomlarinda meydana gelmekte olup, indol halkasinin 2, 3 veya 7. konumdaki C
atomlar1 kolayca OH- ile reaksiyon verebilmektedir; (e) nitrozasyon reaksiyonunda
MLT, NO ile reaksiyonu sonucunda N-nitrosomelatonin iretilebilmektedir [209].
MLT, pro-oksidatif enzim olan nitrik oksit sentazi1 da baskilamaktadir.
Arastirmacilar, MLT nin peroksil radikal stipiiriicii yeteneginin o-tokoferol, C
vitamini ve indirgenmis glutatyondan daha iyi oldugunu ve OH kaynakli oksidatif
DNA hasarmin inhibisyonunda, ksantorenik asit, resveratrol, vitamin C ve a-lipoik
asitten daha giiclii oldugunu bildirmistir. MLT nin, DNA hasar belirteci 8-hidroksi-
2'-deoksiguanozin olusumunu askorbik asit veya a- tokoferolden 60-70 kat daha
etkili bir sekilde azalttigi gozlemlenmistir. MLT ayrica hiicre membranlart lipid

peroksidasyonuna karsi korumada 6nemli bir rol oynamaktadir [210]. MLT hiicre
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zari ile temas ettiginde, fosfolipid tabakasinin dis yiizeyine yapismakta ve serbest
radikallerle zardan once temas ederek onlar1 detoksifiye etmektedir. Boylece MLT,
cekirdek, organeller ve hiicre zarinin serbest radikal hasarina karsi etkili bir sekilde

korunmasini saglamaktadir (Sekil 5.5) [211].
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Sekil 5.5. Melatoninin hiicre zarindaki koruyucu etkisi [211].

MLT reaktif tiirleri (oksijen/nitrojen) detoksifiye ettiginde olusan metabolitlerinin
bazilar1 da etkili antioksidan 6zelligine sahip olmaktadir. MLT oksidasyonunun bir
iriini  olan N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin  (AFMK) ve N-asetil-5-
metoksikinuramin (AMK) serbest radikallerin temizlenmesinde rol oynamaktadir.
MLT ve metabolitleri tarafindan ardisik siipiirme etkisi, serbest radikal siipiirme
kaskadi olarak adlandirilmakta ve bu nedenle MLT diger antioksidan molekiillerden
ayrilmaktadir [212]. Dolayisiyla MLT'nin birinci, ikinci ve Tglinci nesil
metabolitlerinin hepsi iyi bir radikal siipiiriicii oldugu bildirilmistir. AFMK, lipid
peroksidasyonunu ve oksidatif DNA hasarmi azaltmakta ve HO, neden oldugu
noron hiicre hasarint  Onlemektedir. AFMK ve MLT, O, benzer etkide
temizlemektedir [213]. AMK, AFMK'nin deformilasyonu ile olusmaktadir. AMK'nin
giiclii bir 'O, ve NO temizleyici oldugu, AFMK'nin ise bu agidan oldukga etkisiz
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oldugu bildirilmistir. Ayrica AMK, OH' ile MLT den daha hizli reaksiyona girdigi,
MLT nin ise AMK'ye gore trikolorometilperoksi radikali (OOCCIy) ile daha hizli
reaksiyona girdigi tespit edilmistir. Genel olarak radikal siiplirme faaliyetleri
sirastyla su sekildedir: AFMK > MLT> AMK [209]. MLT'nin bir diger metaboliti
olan siklik 3-hidroksimelatonin (c30OHM), OH ve HOO' temizlenmesinde rol
oynamaktadir. C3OHM, MLT den daha hizli bir sekilde peroksit radikali (ROO) ile
etkilesime girebilmektedir [214].

MLT nin oksidatif hasar1 giderme kapasitesiyle ilgili olarak bir baska fonksiyonu ise
agir metalleri baglama yetenegidir. MLT, OH olusturmak i¢in Fenton reaksiyonuna
katilan  Fe™ ve Fe™yi baglayabilmektedir [215]. Aym sekilde MLT ve
metabolitleri, Cu*?'yi baglayarak inhibe etmektedir. MLT, AFMK ve c30HM ayrica
Haber-Weiss reaksiyonunun ilk adimmi tamamen Onleyebilmekte ve Fenton

reaksiyonu yoluyla OH' iiretimini durdurabilmektedir [180].

MLT antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu da modiile etmektedir. MLT ve
metabolitlerinin seviyeleri, insan serumundaki redoks durumunu belirlemektedir.
Hiicresel redoks durumundaki degisiklikler, NF-xB gibi bazi kritik transkripsiyon
faktorlerin  aktivitelerine aracilik etmekte ve antioksidatif enzimlerin gen
ekspresyonunu diizenlemektedir. MLT, GPx, GR, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimleri ve GSH sentezini uyarirken pro-oksidan enzimleri de inhibe etmektedir
[216, 217]. Ayrica MLT, i¢ mitokondriyal zardaki elektron tasima zincirinin

etkinligini arttirmakta ve mikrozomal membrani stabilize etmektedir [218].
5.2. MELATONININ KARACIGER UZERINE ETKISi

Kronik karaciger hastaliklari, onemli bir halk sagligi sorunu olarak kabul
edilmektedir. Karacigerdeki ksenobiyotiklerin metabolizmast sonucu olusan
metabolitler, karaciger dokusunun makromolekiilleri ile kovalent olarak birleserek

ag asitlerinin birikmesine, proteinlerin ve nin zarar gormesine ve
y tl birik , teinl DNA' ROT
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olusumuna yol agabilmekte ve bunun sonucunda dejenerasyon, nekroz, fibroz ve

inflamasyon olusabilmektedir [219].

Hepatositler, hiicre dis1 zararli uyaricilara maruz kaldiginda, transkripsiyonel
inhibitorlerin NF-xB sinyal yolu aktivitesi {izerindeki inhibitoér etkisi ortadan
kalkmakta ve NF-kB sinyal yolunun aktivasyonuyla TNF-a indiiklenmektedir. MLT,
hepatosit hasarinda, NF-kB sinyal yolunun aktivitesini azaltarak, inflamatuar yanitt
hafifletmektedir [220]. Ayrica MLT tedavisinden sonra, plazma AST, ALT
diizeylerinin ve karaciger hasar skorunun 6nemli 6l¢iide azaldigi gozlemlenmektedir

[221].

Cesitli karaciger yaralanmalarinda kullanilan MLT dozlarinin, 100 mcg/kg ile 100
mg/kg'a kadar biiyiik farkliliklar géstermesine ragmen, her durumda, MLT nin
hepatoprotektif etkileri oldugu bildirilmektedir (Sekil 5.6.) [222]. Oleshchuk vd
caligmasinda toksik hepatitli ratlara uygulanan MLT tedavisiyle; karacigerin
fonksiyonel  durumunun iyilestigi, hepatositlerde mitokondriyal —solunum
aktivasyonunun saglandigi, nekrotik Dbelirtilerin ve inflamasyonun azaldigi,
apoptozun engellendigi, oksidatif belirtilerin azaldigi ve antioksidan sistem
dengesinin saglandigi gozlemlenmistir. MLT nin mitokondriyal solunum zincirinde

kompleks I ve IV aktivitelerini artirdig1 da bilinmektedir [223].

[ Antioksidan ]

[ Steatozun énlenmesi

{ Anti-inflamatuar ]

azaltmak

{Apoptotik orani azaltmakl

MELATONIN Hepatik detoksifikasyon ]
ETKILERIT sisteminin iyilestirilmesi

[ Nekrozun énlenmesi ]

J
[ ot miasyomme |
]

Zayiflatici1 mitokondriyal
- - hasar ]
[ Otofajik hiicre Sliimiiniin ]

baskilanmasi

= Morfolojik ve histopatolojik
degisiklikleri tersine cevirmek

Sekil 5.6. Karaciger hasarinda melatonin etkisi [222].
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BOLUM 6

GEREC VE YONTEMLER

6.1. GERECLER

6.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler, Kitler, Aletler ve Yontemler

Tez ¢alismasinda kimyasal maddeler olarak, disodyumhidrojen fosfat (Na;HPOy,),
tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5’ dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit, disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na;EDTA),
potasyum sodyum tartarat, bakir (II) siilfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakir
(IT) klortir, bovine serum albiimin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, TAS ve
TOS; kit olarak TNF-a kullanilda.

Calisma sirasinda kullanilan aletler: manyetik karistiric1 (Termal N11150M), pipetler
(Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica), sogutmali
santrifiij (Niive NF 1200R), mikrosantrifiij (Niive NF 048), spektrofotometre
(Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG Instruments),
pH metre (Adwa 1000), homojenizator (Hangzhou Bioprep-24), sallayici su banyosu
(Niive ST 30), mikroplaka yikayict (Thermo Fisher Wellwash 888), Nikon Eclipse

80i 151k mikroskobu, Nikon goriintii analiz Sistemi.

6.2. YONTEMLER

6.2.1. Akrilamid ve Melatonin Uygulamasi

AA, 25 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte ¢oziildiikten sonra gavajla ratlara
verildi [224].
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MLT uygulamasi, %0,5’lik etanol ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra 10 mg/kg olacak
sekilde intraperitonal (i.p) enjeksiyonla gerceklestirildi [225].

6.2.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Bu calismada, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi (ZBEUN-DEHAM) biriminden 225-250 gram arasinda
60 adet erkek Wistar albino tiirii rat saglandi. Calismamiz, Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 (Protokal No: 2021-21-02/09) ile
tim deneysel prosediirler Hayvan Etik Kurulu Yonergelerine uygun olarak
yiirlitiildii. Deneysel siirec boyunca tiim ratlar, standart pellet yemle ad libitum olarak
beslendi ve sicaklik kontrollii odada (21C), 12 saat aydinlik (saat 08:00-20:00 arasi)

ve 12 saat karanlik dongiisiinde tutuldu.

6.2.3. Rat Gruplarimin Olusturulmasi

Deney i¢in 60 adet rat temin edilerek, her grupta 10 adet rat olacak sekilde rastgele
dagilimlar1 yapilarak ilk once ratlar iki ana gruba ve ana gruplar da liger gruba
ayrilarak toplam alti grup olusturuldu. Tiim gruplarda deneysel siiregler asagidaki

gibi uygulanmstir:
Grup 1: Sham grubu; Bu gruba pinealektomi disindaki tiim cerrahi islemler yapildi.
Bu gruba, %0,5°1lik etanol ¢ozeltisi i.p seklinde giinliik 0,5 ml olacak sekilde 21 giin

boyunca verildi

Grup 2: Sham+AA grubu; Bu gruba 21 giin boyunca, 25 mg/kg/giin AA gavaj ile
verildi [224].
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Grup 3: Sham + AA + MLT grubu; Bu gruba 21 giin boyunca, 25 mg/kg/giin AA
verilirken, MLT ise 10 mg/kg/giin olarak 21 giin boyunca 0,5 ml hacminde i.p
seklinde verildi [224, 225].

Grup 4: PNX grubu; Bu grupta pinealektomi yapilarak epifiz bezi ¢ikarildi. Bu
gruptaki ratlara 21 giin boyunca %0,5’lik etanol, giinliik 0,5 ml olacak sekilde i.p

olarak verildi.

Grup 5: PNX +AA grubu: Bu grupta pinealektomi yapilarak epifiz bezi ¢ikarildi.
Deneyde 21 giin boyunca 25 mg/kg/giin AA gavaj halinde verildi [224, 226].

Grup 6: PNX + AA+ MLT grubu: Bu grupta, pinealektomi islemiyle pineal bezi
cikarildiktan sonra ratlara, 21 giin boyunca hem gavaj seklinde 25 mg/kg /giin AA,;
hem de i.p. olarak 10 mg/kg/giin dozunda MLT giinliik 0,5 ml hacminde verildi
[224-226].

6.2.3.1. Pinealektomi Islemi

Pinealektomi (PNX) uygulanan ratlarda kraniyotomi Demir vd. yontemine uygun
olarak, once ksilazin (8 mg/kg) ve ketamin (80 mg/kg) anestezi verilip daha sonra
mikro freze matkap (Proxxon MICROMOT 50/E, Almanya) ile 3 mm capinda delik
acilarak yapildi [226, 227]. Ameliyat sonrasinda ratlarin agrilarini azaltmak igin 1

mg/kg i.p seklinde novalgine verildi.

6.2.4. Ratlardan Numune Alinmasi

Calisma sonunda tiim gruplara 10 mg/kg ksilazin (Rompun-Bayer), 90 mg/kg
ketamine (Ketalar-Eczacibasi) i.p. olarak anestezi yapildiktan sonra ratlarin
abdominal veninden kan alinarak tiiplere konuldu ve ratlar dekapite edildi. Tiim

ratlardan karaciger dokusu steril olarak tek parca halinde ¢ikarildi. Doku {istiinde
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bulunan kan, serum fizyolojik ile temizlendi. Karaciger dokusu ikiye bdliinerek
parcalardan biri histolojik olarak incelenmek icin %10’luk formol soliisyona
konuldu. Diger doku pargasi ise aliiminyum folyo igerisinde ¢alisma giiniine kadar -
80 C’de derin dondurucuda muhafaza edildi. Tiip igerisine alinan taze kanlarda AST,

ALT, ALP ve lipid diizeylerinin analizi gergeklestirildi.

6.2.5. Biyokimyasal Analizler

6.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii -80°C’deki karaciger dokular1 c¢ikarildi ve ilk olarak tartma islemi
gerceklestirildi. Calismada karaciger dokusunda MDA, GSH, SOD, CAT, TAS,
TOS, OSI ve protein miktar1 parametrelerine bakildi. Fosfat tamponu (pH:7.5) ile
%10’luk homojenat olusumu saglanarak, numuneler homojenizatdr yardimiyla
12000 rpm’de 1-2 dakika boyunca homojenizasyonu saglandi. Elde edilen
homojenatlardan karaciger dokusundaki MDA diizeyi saptandi. Homojenatlar, 30
dakika boyunca 5000 rpm’de ve 4°C’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi.
Stipernatantlar ise GSH, SOD, CAT, TAS, TOS, OSI ve protein miktar tayininde
kullanildi. Tiplere alinan taze kanlarda, 10 dakika 3500 rpm'de santrifiij edilerek
elde edilen serumlar otoanalizérde AST, ALT, ALP, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL), ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL), trigliserid (TG) ve Total
Kolesterol diizeyleri tespit edildi.

6.2.5.2. Karaciger Dokusu Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

Karaciger Dokusunda MDA Analizi

Karaciger dokusundaki MDA analizi, Ohkawa vd [228] yontemine gore

gerceklestirildi. MDA tayini i¢in homojenattan tiip igerisine aliman numuneler,

%]1°1lik fosforik asit (H3POs) ve % 0,6’lik tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona
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girebilmesi i¢in 45 dakika siiresince 95°C sicaklikta sicak su banyosu igerisinde
inkiibasyona birakildi. Daha sonra tiiplere n-biitanol eklendikten sonra santrifiij
gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasinda tiiplerde n-biitanol fazinda olusan pembe
renkli iiriin, gruplara uygun olarak mikroplaka kuyucuklarma yerlestirilerek ELISA
cihazinda 535 nm dalga boyunda analizi ger¢eklestirildi. Calismada n-biitanol kor
olarak kullanilirken, tetrametoksipropanin standart olarak kullanimiyla da sonuglar

belirlendi. MDA analiz sonucu nanomol/g yas doku olarak belirlenmistir.

Karaciger Dokusunda GSH Analizi

Karaciger dokularindan elde edilen siipernatantlarda GSH analizi, Ellman’in [229]
yontemine gore gerceklestirildi. Deproteinize edilen siipernatantalarin, DTNB ile
reaksiyonu sonucunda sari-yesil renk olusumu saglandi. Reaksiyon sonucunda olusan
madde, gruplara uygun olarak mikroplak kuyucuklarmna yerlestirilerek ELISA
cihazinda 410 nm dalga boyunda analizi gerceklestirildi. Distile su, kor olarak
mikroplaka kuyucuklarina eklenirken, standart olarak 5 mM/L stok GSH
cozeltisinden farkli diliisyonlardaki GSH ¢ozeltisi kullanilarak sonuglar belirlendi.

GSH analiz sonucu, nanomol/g yas doku olarak belirlenmistir.

Karaciger Dokusunda SOD Enziminin Aktivite Analizi

Karaciger dokularindan elde edilen silipernatantlarda SOD enzim analizi Sun vd
[230] yontemine gore gergeklestirildi. Analiz sirasinda ksantin-ksantin oksidaz ile
olusan siiperoksit radikali, NBT (nitro blue tetrazolium) ile reaksiyonu sonucunda
mavi renkli formazanin meydana gelmesini sagladi. Formazan, deney gruplarina
uygun olarak mikroplaka kuyucuklarmna eklenerek ELISA cihazinda 560 nm dalga
boyunda analizi gergeklestirildi. Kor olarak distike su kullanilirken, hazirlanan kore
gore de enzim aktivitesi kullanildi. SOD enzim analiz sonucu, U/g protein olarak

belirlenmistir.
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Karaciger Dokusunda CAT Enziminin Aktivite Analizi

Karaciger dokularindan elde edilen siipernatantlarda CAT enzim analizi Aebi vd
[231] yontemi ile gergeklestirildi. ilk olarak igerisinde H,O, bulunan fosfat tamponu
(Ph:7,5 mM), numunelere eklendi. Numulerde bulunan katalaz enzimi H,O’nin su
ve oksijene doniismesini sagladi. Bu doniisim 240 nm’de absorbans azalmasini
sagladi. Absorbanstaki bu azalma spektrofotometrede 1 dakika siiresince 240 nm’de

olgtildi. Enzim aktivitelerinin birimi, K/g protein olarak belirlendi.

Karaciger Dokusu Protein Analizi

Karaciger dokularindan elde edilen siipernatantlarda protein miktarlarinin 6lgiimii
Lowry vd [232] yontemi ile gerceklestirildi. Sonuclar ELISA’da 540 nm dalga

boyunda gergeklestirildi. Protein miktarinin birimi, mg/ml olarak belirlendi.

Karaciger Dokusu TOS Analizi

Karaciger dokusu siipernatantlarindaki TOS analizi, Erel’in [233] yontemi ile ticari
kit (Rel Assay Diagnostics) prosediirine uygun sekilde gerceklestirildi. Kit
prosediiriine gore reaktifler ve silipernatantlar grup sirasina dikkat edilerek
mikroplaka kuyucuklarina konularak renkli bilesik olusumu gozlendi. Olusan bilesik
ile TOS diizeyinin 6l¢iimii, ELISA cihaz1 kullanilarak 660 nm dalga boyunda
gergeklestirildi. Analizde standart olarak H,O, solusyonu 20 pmol/L olarak
mikroplaka kuyucuga eklendi. TOS miktarmin birimi, equiv/L olarak belirlendi.

Karaciger Dokusu TAS Analizi

Karaciger dokusu siipernatantlarindaki TAS analizi, Erel’in [234] yontemi ile ticari
kit (Rel Assay Diagnostics) prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi. ilk olarak

mikroplaklara gruplara uygun sekilde eklenen numunelerin iizerine reaktif 1 ilave
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edilerek 660 nm’de ilk okuma ve daha sonrada reaktif 2 eklenerek ikinci okuma
gerceklestirildi. 1ki okuma arasindaki absorbans farkindan karaciger dokusundaki
TAS diizeyi belirlendi. Analizde E vitamininin suda ¢6ziliniir analogu olan TroloX,

kalibrator olarak kullanildi. TAS miktarinin birimi, equiv/L olarak belirlendi.

Karaciger Dokusu OSI Analizi

Karaciger dokusuna ait siipernatantta Erel’in [234] yontemi ile gergeklestirildi. OSI
analizi, TOS/TAS ile 6l¢iildii: OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol H,O, eqv/l) /
[(TAS (mmol Trollox eqv/l) x 100]. OSI analiz miktari, Arbitrary Unit (AU) olarak

belirlendi.

6.2.6. Serum AST, ALT, ALP Analizi

Karaciger dokusunda AST diizeyleri (Architect/Aeroset Aspartate Aminotransferase
Reagent Kit), ALT diizeylerini (Architect/Aeroset Alanine Aminotransferase
Reagent Kit) ve ALP seviyelerini (Architect/Aeroset Alkaline Phophatase Reagent
Kit) tespit etmek amaciyla kitler kullanildi. Diizeyler enzimatik-kolorimetrik metod
ve otoanalizor (Architect C8000) araciligiyla tespit edildi. Sonuglar U/L olarak

belirlendi.
6.2.7. Serum Lipid Diizeylerinin Analizi
Karaciger dokusunda VLDL, HDL, Total Kolesterol, TG diizeyleri i¢in Architect

C1600 otoanalizor kit (Abbott, Abbott Park, Illinois, USA) kullanildi. Sonuglar
mg/dl olarak belirlendi.
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6.2.8. Karaciger Dokusunda TNF-a Analizi

Karaciger dokusundan elde edilen siipernatantlarda TNF-o diizeyi, Bioassay
Technology Laboratory’den temin edilen Rat TNF-o ELISA kiti kullanilarak

belirlendi. TNF-a analiz sonuglarinin birimi, ng/L olarak belirlendi.

6.2.9. Histopatolojik Analiz

Ratlara, 21. giinden sonra ketamin/ksilazin anestezisiyle sakrifiye yapildi. Islem
sonucunda elde dilen karaciger dokusu fikse olmasi icin %10’luk notral
tamponlanmis formalin (NTF) (104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD)
icerisinde bekletildi. Bekleme sonunda karaciger, 3-4 mm’lik kiigiik doku pargalarina
ayrilip plastik doku takip kasetlerine eklenerek formalinde 24 saat siire ile fikse
edildi. Fiksasyon iseminin hemen ardindan doku parcalarina akan ¢esme suyu altinda
24 saat boyunca yikama islemi yapildi. Doku pargalarinin trimleri gergeklestikten
sonra 2x45 dakika %70, %80, %95 ve %96’lik yiikselen alkol serilerine maruz
birakildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). Seffaflama islemi, 2x30 dakika ksilol
(108661, Merck, ABD) ile gerceklestirildi. Islem sonrasinda 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. Isik mikroskobik ve immunohistokimyasal yontemlerde
kullanmak i¢in parafin bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile
5 um’lik kesitler jelatin kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlar dokunun lama
adezyonunu arttirmak i¢in 37 ‘C’lik etiivde 2 saat bekletildi. Kesitlere genel histolojik
yapiyl gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi
kullanildi. Karaciger hasari, histopatalojik degisikliklerin derecesi ve yayginligina
gore semikantitatif olarak belirlendi. Bu sekilde kesitler, hepatositlerd vakuolizasyon,
vaskiiler konjesyon, sinilizoidal dilatasyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
yoniinden 10 farkli alanda degerlendirildi. Karaciger doku hasarimin siddetin gore; 0

(degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) seklinde skorlandi. Maksimum hasar
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skoru 12 olarak kabul edildi. Preparatlar Nikon Eclipse 80i 151k mikroskobu ve Nikon

gorilintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflari ¢ekildi.

6.2.10. Immiinohistokimyasal Analiz

Kesitler deparafinizasyon asamasi i¢in sirastyla 60 °C etiivde ve 60 °C sicakliktaki
ksilol igerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan anti-Ki67 (Bioss, bs-23105R) ve anti-NF-
kB (NovusBio, NB100-2176) antikorlar1 ile IHC boyama protokolii uygulandi.
Preparatlar entallen ile kapatilarak Nikon Eclipse 80i digital kamera takili 11k

mikroskobu ile fotograflandi.

IHC degerlendirme: Tiim gruplar icin, her X20 biiyiitme alaninda en az 100 hiicre

isaretlendi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesinin kriter
olarak alindigi semikantitatif bir yontemle skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 3 (gii¢lii boyanma) olarak degerlendirildi. Her
kesit i¢in immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-skoru olarak adlandirilan ve
(I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi)

formiiliiyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak yapildu.

6.2.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programi ile yapildi. Tiim sonuglar aritmetik ortalama + stantart hata (SE) olarak
ifade edildi. Tim gruplardaki Olg¢iilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik
testine gére normal dagilim géstermedigi saptandi (p>0,05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tiim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarin
ikili karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 7

BULGULAR VE TARTISMA
7.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR
7.1.1. Karaciger Dokusu Oksidan/Antioksidan Diizeylerinin Karsilastiriimasi
Pinealektomi yapilan deney hayvanlarina AA uygulamasi ve MLT tedavisi yapilmasi
sonrast karaciger dokusu oksidan/antioksidan diizeylerini ortaya koymak i¢in ratlarin
karaciger dokusunda MDA, GSH, TAS, TOS ve OSI seviyeleri ile SOD ve CAT
aktivite diizeyleri 6l¢tilmiistiir.
7.1.1.1. Karaciger Dokusu MDA ve GSH Seviyeleri

Ratlarin karaciger dokusuna ait MDA ve GSH diizeyleri Cizelge 7.1°de sunulmustur.

Cizelge 7.1.0rtalama karaciger doku MDA ve GSH diizeyleri (nmol/g yas doku).

GRUPLAR MDA GSH
(nmol/g yas doku) (nmol/g yas
doku)
Grup 1: Sham 361,16+24,16*" 1017,65+80,19%1
Grup 2: Sham + AA 1044,52+64,22° 324,98+23,89°
Grup 3: Sham + AA + MLT 556,80+27,87 768,73+52,92
Grup 4: PNX 575,44+39,50° 759,84+57,76°
Grup 5: PNX + AA 1117,45+55,28° 258,98+2,85%
Grup 6: PNX + AA + MLT 658,34+47,48 646,23+30,28

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

4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,005 grup 1 vs grup 4.

‘p< 0,001 grup 1 vs grup 2. dp< 0,05 grup 1 vs grup 3, 4.
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Sham igin ayrilan ratlara AA uygulamasi (Sham+AA) karaciger dokusu
oksidan/antioksidan dengesinin, oksidanlar lehine bozulmasina neden olmus ve doku
MDA seviyelerinde Sham grubuna kiyasla anlamli yiikselislere (p< 0,001), GSH
diizeylerinde ise onemli diisiislere (p< 0,001) neden olmustur. Ayrica AA uygulanan
bu ratlara MLT tedavisi yapilmasi (Sham+AA+MLT), MLT tedavisi yapilmayan AA
grubuna (Sham+AA) kiyasla karaciger dokusu oksidan/antioksidan dengenin
antioksidanlar lehine diizelmesini saglayarak MDA ve GSH seviyelerinde ciddi geri
doniisler (p< 0,001) olusmasina sebep olmustur (Sekil 7.1). Diger yandan ratlarin
pinealektomi islemine tabi tutulmasi1 (PNX) hayvanlarda en giiclii antioksidan olan
MLT yoksunluguna sebep olarak karacigerde oksidan/antioksidan dengede bozukluk
olugmasina neden olmus ve Sham grubuna gore karaciger MDA seviyelerinde (p<

0,005) artiglar, GSH seviyelerinde ise ciddi diisiisler (p< 0,05) gézlenmistir.
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Sham Sham +AA  Sham+AA+MLT PNX PNX+AA  PNX+AA+MLT
@ MDA 361,16 1044,52 556,8 575,44 1117,45 658,34
BGSH 1017,65 324,98 768,73 759,84 258,98 646,23

Sekil 7.1. Ortalama doku MDA ve GSH diizeyleri (nmol/g yas doku).

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

“p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
“p< 0,005 grup 1 vs grup 4.

““p< 0,001 grup1vsgrup2. “p<0,05grup 1 vsgrup 3, 4.
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Pinealektomi yapilmig ratlara AA uygulanmasi (PNX+AA), AA uygulanmayan
pinealektomi grubuna (PNX) goére MLT yoksunlugundan dolayr antioksidan
savunma sisteminin zayiflamasina bagli olarak karaciger MDA seviyesinde ciddi
artisa neden (p< 0.001) olurken GSH seviyelerinde ise ciddi diisiislere (p< 0.001)
neden olmustur. Ote yandan Pinealektomi islemi sonrast AA verilen hayvanlara
MLT tedavisi yapilmasi (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen
pinealektomili hayvanlara kiyasla (PNX+AA) karaciger MDA seviyelerinde dikkat
¢ekici bir azalma (p< 0,001), GSH seviyelerin de ise anlamli artiglar (p< 0,001)

olusturmustur.

7.1.1.2. Karaciger Dokusu SOD ve CAT Aktivite Seviyeleri

Ratlarin karaciger dokusuna ait SOD ve CAT aktivite seviyeleri Cizelge 7.2°de

sunulmustur.

Cizelge 7.2. Ortalama karaciger doku SOD ve CAT aktiviteleri.

GRUPLAR SOD CAT

(U/g protein) (K/g protein)

Grup 1: Sham 177,74+14,45° 107,36+9,07%¢
Grup 2: Sham + AA 52,86+2,35° 43 53+4,21°
Grup 3: Sham + AA + MLT 99,47+2,62 76,62+3,59
Grup 4: PNX 107,02+9,45%P 82,02+6,78*°
Grup 5: PNX + AA 33,88+2,45% 29,22+1,57¢
Grup 6: PNX + AA + MLT 69,63+3,29 50,33+4,22

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

4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,005 grup 4 vs grup 6.

‘p< 0,001 grup 1 vs grup 2.

%p< 0,01 grup 1 vs grup 3.

®p< 0,005 grup 5 vs grup 6.
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Sham grubu ratlara AA uygulamasi (Sham+AA), karaciger dokusu
oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasmma neden olarak AA
uygulanmayan Sham grubuna kiyasla karacigerin enzimatik antioksidan savunma
sisteminde gorevli enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi bir diisiis (p<
0,001) gbzlenmesine neden olmustur. Ilave olarak AA uygulanan bu hayvanlarin
MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrast MLT tedavisi yapilmayan gruba gore
(Sham+AA), SOD (p<0,001) (Sekil 7.2) ve CAT (p< 0,01) (Sekil 7.3) aktivitelerinde
iyilesme ortaya koymustur. Ayrica hayvanlarin pinealektomi altina alinmasi (PNX),
Sham grubuna kiyasla MLT yoksunlugunda bu enzimatik antioksidanlarin (SOD ve
CAT) aktivitelerinde anlamli diisiisler (p< 0,001) olusturmustur.
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Sham Sham +AA  Sham+AA+MLT PNX PNX+AA  PNX+AA+MLT
@soD 177,74 52,86 99,47 107,02 33,88 69,63

Sekil 7.2. Ortalama doku SOD aktivite diizeyleri (U/g protein).
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

“p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
“ p<0,005 grup 4 vs grup 6.

Pinealektomi yapilan ratlara AA uygulanmasi (PNX+AA) AA uygulanmayan
pinealektomi grubuna (PNX) gore MLT yoksunlugundan dolayr karaciger

dokusunun antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina bagl olarak karaciger
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antioksidan enzimleri olan SOD ve CAT aktivitelerin de ciddi distislere (p< 0,001)
yol agmustir. Diger yandan pinealektomi islemi sonras1t AA verilen hayvanlara MLT
tedavisi yapilmasi (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen
pinealektomili hayvanlara kiyasla (PNX+AA) karaciger dokusu SOD (p< 0,001) ve
CAT (p< 0,05) aktivitelerinde ciddi iyilesme saglamistir.
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@ CAT 107,36 43,53 76,62 82,02 29,22 50,33

Sekil 7. 3. Ortalama CAT aktivite diizeyleri (K/g protein).

Veriler aritmetik ortalama + SE olarak ifade edildi (n=10).
“p< 0,001 grup 1 vs grup 2; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5
“p<0,0lgruplvsgrup3 p< 0,005 grup 4 vs grup 6; grup 5 vs grup 6

7.1.1.3. Karaciger Dokusu TAS, TOS ve OSI Seviyeleri

Ratlarin karaciger dokusuna ait TAS ve TOS seviyeleri Cizelge 7.3.’te, OSI

diizeyleri ise Cizelge 7.4.’te sunulmustur.
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Cizelge 7.3.0rtalama karaciger doku TAS, TOS diizeyleri

GRUPLAR TAS TOS
(nmol Trolox (umol H,O,
Equiv/L) Equiv/L)
Grup 1: Sham 2,17+0,052 55,15+2,69°¢
Grup 2: Sham+ AA 1,084+0,10% 112,66+6,23%
Grup 3: Sham+ AA+ MLT 1,81+0,02 62,37+3,14
Grup 4: PNX 1,6340,072 70,36+3,83%
Grup 5: PNX + AA 0,73+0,08% 132,38+7,75°
Grup 6: PNX + AA + MLT 1,52+0,05 76,73+3,36

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,001 grup 1 vs grup 2.°p< 0,005 grup 1 vs grup 4.

Cizelge 7.4.0rtalama OSI degeri (Arbitrary Unit).

GRUPLAR ON]|
(Arbitrary Unit)
Grup 1: Sham 2544,08+133,042°
Grup 2: Sham + AA 12709,65+3104,63°
Grup 3: Sham + AA + MLT 3446,64+185,05
Grup 4: PNX 4364,42+295,83%
Grup 5: PNX + AA 22829,43+4863,98°
Grup 6: PNX + AA + MLT 5115,92+335,78

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,005 grup 1 vs grup 3.

Sham grubu ratlara AA uygulamasit (Sham+AA) karaciger dokusu
oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasina neden olmus ve AA
uygulanmayan Sham grubuna kiyasla karacigerin TAS diizeylerinde ciddi bir azalma
(p< 0,001) (Sekil 7.4), TOS (Sekil 7.5) ve OSI (Sekil 7.6) diizeylerinde ise ciddi bir
artis (p< 0,001) olustugu gozlenmistir.
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Sham Sham+AA  Sham+AA+MLT  PNX PNX+AA  PNX+AA+MLT
@A 217 1,08 181 1,63 073 152

Sekil 7.4. Ortalama TAS degerleri (nmol Trolox Equiv/L).

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.

Ilave olarak AA uygulanan bu hayvanlarin MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrasi
MLT tedavisi yapilmayan gruba gore (ShamtAA) karaciger dokusu
oksidan/antioksidan dengenin antioksidanlar lehine diizelmesini saglamis ve doku
TAS diizeyini artirken, TOS ve OSI degerlerinde ise azalma (p< 0,001)
olusturmustur. Ote yandan, hayvanlara pinealektomi uygulanmasi (PNX), Sham
grubuna kiyasla MLT yoksunlugunda karaciger dokusunun antioksidan dengesinin
bozulmasina neden olmus ve TAS seviyelerinde azalma (p< 0,001) olustururken,

TOS (p< 0,05) ve OSI (p< 0,001) seviyelerinde ise artis ortaya ¢ikarmustir.
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Sekil 7.5.0rtalama TOS degerleri (nmol H,0, Equiv/L).

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
< 0,001 grup 1 vs grup 2; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
p< 0,001 grup 1 vs grup 4.

Pinealektomi yapilan ratlara AA uygulanmasi (PNX+AA) AA uygulanmayan
pinealektomi grubuna (PNX) goére MLT yoksunlugundan dolayr karaciger
dokusunun antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina bagli olarak karaciger
TAS diizeyinde ciddi azalmalar, TOS ve OSI degerlerinde ise anlaml artiglar (p<
0,001) olusturmustur. Ancak pinealektomi islemi sonrasit AA verilen hayvanlara
MLT tedavisi yapilmast (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen
pinealektomili hayvanlara kiyasla (PNX+AA) karaciger dokusu oksidan/antioksidan
dengesini antioksidanlar lehine diizelterek TAS, TOS ve OSI degerlerinde ciddi
iyilesmeler (p< 0,001) saglamistir.
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Sekil 7.6. Ortalama OSI degerleri (Arbitrary Unit).

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
_p<0,001 grup 1 vs grup 2, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6
p< 0,005 grup 1 vs grup 3.

7.1.1.4. Karaciger Dokusu TNF-a Diizeyleri

Pinealektomi yapilan deney hayvanlarina AA uygulamasi ve MLT tedavisi yapilmasi
sonrast karaciger dokusu inflamasyon diizeyini ortaya koymak icin ratlarin karaciger
dokusunda TNF-a seviyeleri dl¢iilmiistiir. Ratlarin karaciger dokusuna ait TNF-a

seviyeleri Cizelge 7.5’te sunulmustur.
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Cizelge 7.5.0rtalama karaciger doku TNF-a diizeyleri (ng/L).

GRUPLAR TNF-a

(ng/L)
Grup 1:; Sham 148,28+4,02%P
Grup 2: Sham + AA 338,53+19,46%
Grup 3: Sham + AA + MLT 192,74+12,19
Grup 4: PNX 186,98+9,94%
Grup 5: PNX + AA 355,09+24,81°
Grup 6: PNX + AA+ MLT 209,47+10,18

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,005 grup 1 vs grup 4.

Sham grubu ratlara AA uygulanmasi karaciger dokusunda inflamasyona neden olmus
ve sham grubuna gore TNF a seviyelerinde ciddi artisa (p<0,001) neden olmustur
(Sekil 7.7). AA uygulanan bu hayvanlarin MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrasi
tedavi yapilmayan gruba goére (Sham+AA) karaciger dokusunda inflamasyonu
baskilayarak TNF-a diizeylerinde ciddi bir azalma (p<0,001) olusturmustur. ilave
olarak, hayvanlara pinealektomi uygulamasi (PNX) Sham grubuna kiyasla TNF-a
diizeylerinde artisa (p<0,05) neden olmustur. Pinealektomi yapilan ratlara AA
uygulanmas1 (PNX+AA), AA uygulanmayan pinealektomi grubuna (PNX) gore
MLT yoksunlugundan dolayr karaciger dokusunda inflamasyondaki artisa baglh
olarak inflamasyon belirteglerinden TNF-a diizeylerinde ciddi artis (p<0,001)
olusturmustur. Diger yandan pinealektomi islemi sonrasi AA verilen hayvanlara
MLT tedavisi yapilmast (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen
pinealektomili hayvanlara kiyasla (PNX+AA) karaciger dokusunda TNF-a
diizeylerinde ciddi geri doniisler (p<0,001) elde edilmistir.
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14828 338,53 192,74 186,98 355,09 209,47

Sekil 7.7.0rtalama TNF-a diizeyleri (ng/L).

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6
“p< 0,005 grup 1 vs grup 4

7.1.2. Serum Biyokimya Parametreleri

Ratlardan aliman kan numunelerinden elde edilen serum oOrneklerinde karaciger

fonksiyon testleri olan AST, ALT ve ALP seviyeleri ile kan yaglart olan serum Total

Kolesterol, TG, VLDL ve HDL degerleri l¢tilmiistiir.

7.1.2.1. Serum AST, ALT ve ALP Seviyeleri

Ratlarin serum numunelerine ait karaciger fonksiyon testleri olan AST, ALT ve ALP

degerleri Cizelge 7.6’da sunulmustur.
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Cizelge 7.6.0rtalama serum AST, ALT, ve ALP diizeyleri (U/L).

GRUPLAR ALT AST ALP
(UIL) (UIL) (UL)
Grup 1: Sham 42,50+1,31% | 109,00+6,09°° | 124,40+5,94°°
Grup 2: Sham +AA 58,70+2,80° | 202,40+21,81° | 238,70+18,63°
Grup 3: Sham + AA + MLT 46,10+1,87 | 110,80+2,79 | 121,10+9,91
Grup 4: PNX 43,20+1,58° | 137,7046,44° | 185,00+8,35°
Grup 5: PNX + AA 60,203,017 | 234,70+18,48° | 240,70+15,69°
Grup 6: PNX + AA + MLT 48,70+2,08 | 129,40+3,342 | 142,80+9,07

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

®0p< 0,001 grup 1 vs grup 2; grup 4 vs grup 5
bp< 0,005 grup 2 vs grup 3; grup 5 vs grup 6

p< 0,001 grup 1 vs grup 4; grup 2 vs grup 3; grup 5 vs grup 6

p< 0,005 grup 4 vs grup 5, 6

Sham grubu ratlara AA uygulamasi karaciger dokusunda hasara neden olmus ve AA

uygulanmayan Sham grubuna gore serum AST, ALT ve ALP diizeylerinde ciddi artis

(p< 0,001) olusturmustur (Sekil 7.8). AA uygulanan bu hayvanlarin MLT tedavisi

(Sham+AA+MLT) sonrast MLT tedavisi yapilmayan gruba goére (Sham+AA)

karaciger dokusundaki AA kaynakli hasar baskilanmis ve serum AST ile ALP

(p<0,001) ve ALT (p<0,05) diizeylerinde ciddi diisiisler olusturmustur. Ilave olarak

hayvanlarda pinealektomi uygulamasi (PNX) Sham grubuna kiyasla AST ve ALP

diizeylerinde artisa neden olurken (p<0,001) ALT diizeylerinde herhangi bir

degisiklik olusturmamustir.
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Sekil 7.8. Serum ALT, AST ve ALP diizeyleri (mg/dl).

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

“p< 0,001 grup 1 vs grup 2; grup 4 vs grup 5

“p< 0,005 grup 2 vs grup 3; grup 5 vs grup 6

““p< 0,001 grup 1 vs grup 4; grup 2 vs grup 3; grup 5 vs grup 6

#*p< 0,005 grup 4 vs grup 5, 6

Ayrica, pinealektomi yapilan ratlara AA uygulanmasi (PNX+AA) AA uygulanmayan
pinealektomi grubuna (PNX) gore MLT yoksunlugundan dolay1 karaciger dokusunda
AA kaynakli olusan hasara bagli olarak ALT ile AST (p<0.001) ve ALP (p<0.05)
seviyelerinde ciddi artis olusturmustur. Ancak pinealektomi islemi sonrast AA
verilen hayvanlara MLT tedavisi yapilmast (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi
uygulanmadan AA verilen pinealektomili hayvanlara kiyasla (PNX+AA) karaciger
dokusunda ortaya cikan hasarin MLT tarafindan azaltilmasina bagli olarak serum

ALT (p<0.05) seviyesi ile AST ve ALP (p<0.001) seviyelerinde ciddi diisiis oldugu

gozlenmistir.
7.1.2.2. Serum Total Kolesterol, TG, VLDL ve HDL Seviyeleri

Ratlarin serum numunelerine ait kan yaglar1 olan Total Kolesterol, TG, VLDL ve

HDL degerleri Cizelge 7.7°de sunulmustur.
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Cizelge 7.7.0rtalama serum Total Kolesterol, TG, VLDL, HDL diizeyleri (mg/dl)

GRUPLAR Total TG VLDL HDL
Kolesterol (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
(mg/dl)

Grup 1: Sham 44.20+2.03 | 70.10+8.15 | 14.02+1.63 | 24.91+1.34
Grup 2: Sham + AA | 42.60+1.68 | 66.00+£5.75 | 13.20+1.15 | 25.99+0.80
Grup 3: Sham + 43.00+1.34 | 56.70+£5.75 | 11.34+1.15 | 26.61£1.00
AA+ MLT

Grup 4: PNX 44.90+1.24% | 83.60+4.84% | 16.72+0.96* | 28.29+0.66°
Grup 5: PNX + AA | 47.30+2.79% | 66.40+6.51 | 13.28+1.30 | 32.68+1.91°
Grup 6: PINX + 35.80+4.22 | 62.00+£5.21 | 12.40+1.04 | 27.00+1.99
AA+ MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
®p< 0,05 grup 4 vs grup 6; grup 5 vs grup 6.
®p< 0,05 grup 4 vs grup 5.

Sham grubu ratlara AA uygulamasmin, AA uygulanmayan Sham grubuna kiyasla
kan yaglar1 iizerinde anlamli degisikliklere sebep olmadig: tespit edilmistir. Ancak
pinealektomize edilen ratlara AA uygulamasi sonrast MLT tedavisi yapilmasi
(PNX+AA+MLT), MLT tedavisi yapilmadan AA verilen pinealektomili ratlara gore
(PNX+AA) Total Kolesterol ve HDL diizeylerinde diisiise (p< 0,05) neden olmustur.

Diger yandan bu gruplar arasinda TG ve VLDL diizeylerinde ise anlamli bir

degisiklik gozlemlenmemistir.

7.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Sham grubuna ait karaciger dokular1 normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil 7.9.A).
PNX grubunda hafif derecede hasar mevcuttu (Sekil 7.10. A). Sham ve PNX gruplari
karsilastirildiginda; hasar skorlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi
(p< 0,001). Sham+AA grubu ve PNX+AA grubuna ait karaciger dokularinda;
sinlizoidal dilatasyon ve

vaskiiler konjesyon, hepatositlerde vakuolizasyon,

71



inflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Nekroza giden hepatositler bulundu
(Sekil 7.9.B, C; Sekil 7.10.B, C). Sham+AA grubunun ortalama histopatolojik hasar
skoru 2,90+0,23 idi. PNX+AA grubunda da benzer bulgular mevcuttu ancak

hasarinin siddeti artt1.

Portal alanda yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu dikkat cekiciydi.
Kondense/piknotik nukleusa sahip hepatositler yaygin olarak goriildii. PNX+AA
grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru 4,20+0,55 idi. Sham+AA+MLT grubu
ve PNX+AA+MLT grubunda histopatolojik degisikliklerin MLT uygulamasi ile
belirgin olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 7.9.D, Sekil 7.10.D). Sham+AA grubu ve
Sham+AA+MLT grubu Kkarsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma vard:r (p<0,001). PNX+AA grubu ve PNX+AA+MLT grubu
karsilagtirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,001). Tiim
gruplara ait ortalama histopatolojik hasar skoru Cizelge 7.8." de verildi.

Cizelge 7.8.Ortalama histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Hasar Skoru
Grup 1: Sham 0,10+0,10%
Grup 2: Sham + AA 2,90+0,23%
Grup 3: Sham + AA + MLT 1,50+0,16
Grup 4: PNX 1,40+0,16%
Grup 5: PNX + AA 4,20+0,55%
Grup 6: PNX + AA + MLT 1,80+0,20

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p< 0,001 grup 1 vs grup 2, 3, 4; grup 2 vs grup 3; grup 4 vs grup 5; grup 5 vs grup 6.

72



Sekil 7.9. Sham gruplarinin karaciger histopatolojisi. A. Sham grubu, B. Sham+AA
grubu, C. Sham+AA grubu, D. Sham+AA+MLT grubu. H-E; X20.

Sham grubuna ait karaciger dokusu normal histolojik goriiniimdeydi. Sham+AA
grubunda; vaskiiler konjesyon, hepatositlerde vakuolizasyon, siniizoidal dilatasyon ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Bazi1 alanlarda nekroza giden
hepatositler bulunmaktaydi. Sham+AA+MLT grubunda histopatolojik degisikliklerin

MLT uygulamasi ile belirgin olarak azaldigi goriildii.
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Sekil 7.10. PNX gruplarinin karaciger histopatalojisi. A. PNX grubu, B. PNX+AA
grubu, C. PNX+AA grubu, D. PNX+AA+MLT grubu. H-E; X20.

PNX grubuna ait karaciger dokusunda hafif derecede hasar mevcuttu. PNX+AA
grubunda; vaskiiler konjesyon (asteriks), hepatositlerde vakuolizasyon, sintizoidal
dilatasyon (A-ince ok) ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonun (kalin ok) siddeti
Sham+AA grubuna gore artmisti. Portal alanda yaygmn inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu dikkat ¢ekiciydi. Kondense/piknotik nukleusa sahip hepatositler
bulunmaktaydi (B-ince ok). PNX+AA+MLT grubunda histopatolojik degisikliklerin
MLT uygulamasi ile belirgin olarak azaldig goriildii.
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7.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Sham ve PNX gruplari ile karsilastirildiginda, AA uygulanan gruplarda Ki67 ve NF-
kB ifadesinin artmis oldugu tespit edildi. PNX grubunda Ki67 ve NF-«xB ifadesi hafif
siddetteyken, Sham+AA ve PNX+AA gruplarinda ise yiiksek siddette oldugu
goriildii. MLT ile Ki67 ve NF-xB ifadesinin siddetinde azalma tespit edildi (Sekil
7.11; Sekil 7.12; Sekil 7.13). Immiin boyamalara ait H-skoru Cizelge 7.9° da
gosterildi.

Cizelge 7.9. Ki67 ve NF-kB immiinreaktivitesi igin ortalama H-Skoru.

Gruplar Ki67 H-Skoru  NF-kB H-Skoru
Grup 1: Sham 207,70+4,17*°  174,60+11,95*
Grup 2: Sham + AA 230,40+3,44" 256,50+4,34°
Grup 3: Sham + AA + MLT 215,80+1,13 233,50+2,36°
Grup 4: PNX 212,5042,32° 238,40+6,69"
Grup 5: PNX + AA 235,10+8,69 262,60+5,83
Grup 6: PNX + AA + MLT 217,80+2,04 259,10+4,64
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

%0< 0,001 grup 1 vs grup 2 ®p< 0,005 grup 1 vs grup 3; grup 2 vs grup 3

“p< 0,01 grup 4 vs grup 5 9p< 0,001 grup 1 vs grup 3, 4; grup 2 vs grup 3

®p< 0,005 grup 3 vs grup 6 "p<0,05grup 4 vsgrup 5, 6
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Sekil 7.11. Karaciger dokusunda vena sentralis ¢evresindeki Ki67 immiinreaktivitesi.
A. Sham grubu, B. PNX grubu, C. Sham+AA grubu, D. PNX+AA grubu,
E. Sham+AA+MLT grubu, F. PNX+AA+MLT grubu. Anti-Ki67; X20.
Bar: 20 pm.

Sekil 7.12. Karaciger parankiminde Ki67 immiinreaktivitesi. A. Sham grubu, B.
PNX grubu, C. Sham+AA grubu, D. PNX+AA grubu, E.
Sham+AA+MLT grubu, F. PNX+AA+MLT grubu. Anti-Ki67; X20.
Bar: 20 um.
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Sekil 7.13. Karaciger dokusunda vena sentralis c¢evresindeki NF-«xB
immiinreaktivitesi. A. Sham grubu, B. PNX grubu, C. Sham+AA
grubu, D. PNX+AA grubu, E. Sham+AA+MLT grubu, F.
PNX+AA+MLT grubu. Anti-NF-«B; X20. Bar: 20 um.

7.4. TARTISMA

Bu ¢alismada MLT nin pinealektomi uygulanmis ratlarda AA ile indiiklenen
hepatotoksisite lizerindeki potansiyel koruyucu etkileri arastirildi. Mevcut ¢caligsmanin
verileri, AA uygulamasinin ratlarin karaciger dokusunda oksidatif strese,
iltihaplanmaya ve kansere neden oldugunu ve pinealektomize ratlarin AA'nin zararl
sonuglarina Sham ratlarindan daha duyarli oldugunu ortaya ¢ikardi. 21 giinlik
ekzojen MLT tedavisi, hem pinealektomize hem de Sham ratlarinda AA'nin neden

oldugu hepatotoksisiteyi tersine ¢evirebilecegini gosterdi.

Diisiik molekiiler agirlikli bir nérotoksin olan AA, su ve atik su aritimi, tekstil, kagit
ve kozmetik gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilmakta ve ayrica Ozellikle
firmlanmis ve yagda kizartilmis gidalar olmak iizere 1sitma islemi sirasinda Maillard

reaksiyonu ile olugsmaktadir. Bu nedenle insanlar yasamlari boyunca i¢me suyu,
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kozmetikler ve yiyecekler, dzellikle bati tarz1 atistirmaliklar gibi ¢esitli kaynaklardan
AA'ya maruz kalabilmektedir. Baslangigta, AA'ya maruz kalmanin zararli sonuglari,
bu kimyasala mesleki olarak maruz kalan sanayi iscilerinde gozlenen bu toksisite
nedeniyle Ozellikle norotoksisite iizerinde odaklanmistir. AA'nin neden oldugu
norotoksisite, AA'ya maruz kalmanin en bilinen zararli sonucudur ve insanlarda ve
hayvanlarda kilo kaybi, iskelet kasi zayifligi ve ataksi dahil olmak iizere ¢esitli
degisikliklere neden olabilmektedir. Bununla birlikte karaciger, neredeyse tiim
ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki merkezi rolii nedeniyle toksinler igin birincil
hedef olarak goriilmektedir. Neredeyse tiim ksenobiyotikler, hepatositlerde
detoksifikasyon i¢in biyokimyasal reaksiyonlar yoluyla metabolize edilmekte ve
suda ¢Oziiniir metabolitler olarak safra veya idrarla atilmaktadir. AA ve metaboliti
GA toksik ve kanserojen kimyasallardandir. Simdiye kadar, AA'nin neden oldugu
toksisitenin altinda yatan mekanizmayi arastirmak i¢in ¢ok sayida deneysel hayvan
ve laboratuvar ¢aligmasi yapilmis olup, ancak heniiz tam olarak kanitlanamamustir.
Bu arada, AA hepatositlerde CYP 450 enzimleri tarafindan epoksidasyon yoluyla
reaktif GA olusturmak iizere metabolize olmakta veya AA ve GA enzimatik olmayan
veya enzimatik GST reaksiyonlari ile GSH ile konjugatlar olusturmak iizere
metabolize edilebilmektedir [235,236]. AA'ya maruz kalan hepatositlerde artan
CYP2ELI aktivitesi, asirt ROT ve lipid peroksit olusumuna neden olmaktadir. Ayrica
GSH olusumu konjugatlar GSH'nin tiikkenmesine yol agmakta ve bu durum hiicrenin
redoks siirecini bozarak hiicre fonksiyonunun hasar goérmesine ve Sliimiine sebep
olmaktadir [237]. Ayrica, AA'ya kronik maruz kalma CYP2EL yoluyla metabolizma
edilmesi sonucunda reaktif GA artisina neden olmaktadir [238]. Hiicre GSH'sinin
tilkenmesinin sonucu, hiicresel redoks dengesinin bozulmasina neden olmakta ve bu
durum oksidatif doku hasariyla sonug¢lanmaktadir. Ek olarak, reaktif GA'nin DNA'ya
baglanarak AA'nin genotoksisitesinde yer aldigi disiiniilmektedir [239]. Son
aragtirmalar, AA'nin neden oldugu toksisitenin, yiikksek DNA oksidatif hasar1 ve
dokularin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini bozarak
karaciger, bobrek ve beyinde doku hasarina ve apoptoza yol agtigini ortaya

koymustur [240,241]. Ayrica, 6nceki raporlar yeni terapdtik ajanlarin AA kaynakli
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toksisiteyi azaltabilecegini veya Onleyebilecegini kanitlamaktadir. Burada, mevcut
calisma, literatiir taramamiza gore ilk kez, pinealektomi uygulanmis ratlarda AA
kaynakli hepatotoksisiteye kars1 ekzojen MLT uygulamasinin genel olumlu etkilerini
ortaya koymaktadir. Bu c¢alisma, AAmm (25 mgkg viicut agirligi)
hepatotoksisitesinin, artmis oksidatif stres, bozulmus antioksidan savunma sistemi,
artmis inflamasyon, indiiklenmis proliferasyon ve ayrica doku yapisindaki
degisiklikler ile kanitlandigmmi ve bu degisikliklerin pinealektomi prosediiriinden
sonra daha siddetli oldugunu gostermistir. Son kanitlar, AA'nin, yiikksek ROT'un eslik
ettigi antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki bozulmaya neden olabilecegini ve
oksidatif hasara yol agabilecegini dogrulamistir [242]. Donmez vd'nin 2020 yilindaki
calismasinda 21 giin boyunca 40 mg/kg/giin AA takviyesi alan ratlarda karaciger
dokusunda AA'nin TAS diizeylerini azalttigi, TOS ve OSI diizeylerini arttirdigi
gozlemlenmistir [243]. Antioksidanlar ve oksidatif stres arasindaki bozulma, NF-«B,
TNF-a ve IL-1pB dahil olmak iizere artmis inflamatuar indekslere de yol agmaktadir
[244].

Dokular viicudu oksidanlarin zararli etkilerine karsi korumak i¢in kararli durum
kosullarinda onlar1 temizlemede ¢ok 6nemli bir role sahip olan SOD ve CAT gibi
enzimatik ve GSH ve MLT gibi enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini
icermektedir [245]. Asir1 ROT firetimi, AA gibi ksenobiyotiklerin metabolizmasi
dahil olmak {izere oksidatif kosullar altinda lipid membranlarin oksidasyonu ve DNA
hasar1 yoluyla oksidatif hasara neden olabilmektedir [246]. Onceki kanitlar, AA'nin
serbest radikaller iiretmeye yol agtigin1 ve antioksidan savunmalari ¢okerterek
kanserojenez ve oksidatif strese yol agtiim dogrulamaktadir [247]. Onceki
bulgularla uyumlu olarak, ilk kez verilerimiz AA kaynakli hepatotoksisitenin hem
Sham hem de pinealektomi uygulanmis ratlarda gozlemlendigini ortaya koydu;
bununla birlikte, AA'nin zararh etkileri, pinealektomi prosediiriinden sonra epifiz
bezinden MLT saliniminin olmamasi durumunda daha belirgindi, bu da ratlarin
karaciger dokusunda antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina ve lipid

peroksidasyonunun artmasimna neden oldu. Dolayisiyla doku oksidan/antioksidan
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dengesinin oksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif hasara neden olur. Mevcut
arastirma ile tutarli olarak, Kandemir vd, on giin boyunca 38,27 mg/kg AA
uygulamasinin, MDA'da kayda deger bir sekilde artis gosterdigini ve ayrica oksidatif
stresi artirarak hepatorenal toksisiteye neden oldugunu ortaya ¢ikarmislardir [248].
Ek olarak, bu arastirmacilar AA tedavisinin, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin
aktivitelerinin ve GSH diizeylerinin azalmasi gibi antioksidan kapasitenin
tilkenmesine eslik ettigini bildirmektedir. Hamdy vd ¢alismasinda da 2 ay boyunca 5
mg/kg/giin AA takviyesi verilen gruplarda kontrol grubuna gore MDA, SOD, CAT
diizeylerinde anlamli artis, GSH diizeyinde anlamli derecede azalma gozlemlenmistir
[249]. Son zamanlarda, Uthra vd ¢alismasi, 38,27 mg/kg dozda 10 giin siireyle AA
tedavisinin, karaciger, bobrek ve beyinde artmis lipid peroksidasyonu, azalmis GSH
ve antioksidan enzimler acisindan oksidatif stresi indiikledigini dogrulamaktadir
[250]. Ayrica Jiang vd [241] ve Gur vd [251], AA'nin neden oldugu doku
toksisitesinin artan lipid peroksidasyonu ve doku antioksidan kapasitesindeki
bozukluklar tarafindan belirlendigini bildiren cesitli yakin tarihli g¢alismalarin
sonuclariyla tutarlidir. Yapilan c¢alismada gosterildigi gibi, SOD ve CAT
aktivitelerinde, karaciger dokularinin GSH ve TAS seviyelerinde bir diisiis ve MDA
ve TOS seviyelerinde 6nemli bir artis saptandi. Bu arada liteatiir taramamiza gore,
ilk kez bu caligma, karacigerin antioksidan durumunda AA'min neden oldugu bu
bozukluklarin, pinealektomili ratlarda Sham ratlarina gore daha belirgin oldugunu
gosterdi. Gergekten de MLT, serbest radikalleri temizleyerek ve SOD, CAT ve GPx
gibi antioksidan enzim aktivitelerini artirarak ve lipid peroksidasyonunu azaltarak
antioksidan Ozellikler saglamaktadir [186]. MLT, kan-beyin bariyeri gibi tiim
fizyolojik engelleri gegebilmekte ve tiim viicut sivilarina ve hiicrelere kolayca
dagilabilmektedir, bu durum MLT'nin bir antioksidan olarak giiclinii arttirmaktadir
[252,253]. Ayrica bu calismada AA ve MLT'nin kombine tedavisinin karaciger
dokularinin SOD ve CAT aktivitelerinde, GSH ve TAS diizeylerinde iyilesmeye ve
MDA ve TOS diizeylerinde anlamli azalmaya yol actigr goézlenmistir. Ayrica, ilk
kez, bu calismanin bulgulari, ekzojen MLT tedavisi ile karacigerin antioksidan

kapasitesindeki artisin, AA'ya maruz birakilan Sham ratlarinda, AA'ya maruz
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birakilan PNX ratlarina gore daha anlamli oldugunu gosterdi. Bu caligmada da
gorildiigi gibi endojen MLT varliginda ve yoklugunda AA maruziyeti sonrasi
karacigerin antioksidan durumunun diizenlenmesinde ekzojen MLT tedavisinin
bozulmus oksidan/antioksidan denge acisindan hayati bir rol oynadigi kanitlanmistir.
MLT uygulamasinin AA ile indiiklenen hepatotoksisiteye kars1 giicli bir
farmakolojik ajan oldugu diistiniilmektedir [254].

Kandaki aminotransferaz enzim aktivitelerindeki artislar karaciger hasarimni
diistindiirmektedir, bu nedenle artmig ALT, AST ve ALP seviyeleri hepatoseliiler
hasar1 gostermek igin kullanilmaktadir. AA metabolizmasi sirasinda asir1 ROT
iiretiminin meydana geldigi ve bu radikallerin hepatositlerin hiicre zarlarindaki ¢oklu
doymamis yag asitlerine saldirarak hiicre zar1 hasarina neden oldugu bilinmektedir.
Boylece AST, ALT ve ALP gibi hepatoseliiler enzimler, hiicre biitiinligiiniin
bozulmas1 nedeniyle kana sizar ve bu enzimlerin plazma seviyeleri asir1 derecede
yikselmektedir [255]. Mevcut arastirmada, AA alan grupta (Sham+AA ve
PNX+AA) kontrol gruplari (Sham ve PNX) ile karsilagtirlldiginda ALT, AST ve
ALP seviyelerinde oOnemli bir artis gosterdi. Ayrica, AA indiiksiyonu ile bu
enzimlerin plazma seviyelerindeki artisin, PNX grubu ratlarda Sham ratlarina gore
daha anlamli oldugunu ilk kez ortaya c¢ikardik. Elhelaly vd. ¢alismasinda 14 giin
boyunca agizdan 20 mg/kg/giin AA verilen ratlarda karaciger fonksiyon testlerinin
(AST, ALT, ALP) onemli olglide arttigi belirtilmistir [240]. Mevcut veriler,
MLT nin hiicre zarmin bitiinligiinii korudugunu ve radikalleri temizleyerek ve
karacigerin antioksidan durumunu iyilestirerek plazma ALT, AST ve ALP
seviyelerini diigiirdiigiinii  kanitladi. Mevcut veriler, MLT nin hiicre zarmin
bitlinliigiinii geri kazandirdifim1 ve radikalleri temizleyerek ve karacigerin
antioksidan durumunu iyilestirerek plazma ALT, AST ve ALP diizeylerini
diistirdiigiinii kanitladi. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak, Gedik vd [224] ve Kandemir
vd [248], AA uygulamasinin yiiksek plazma ALT, AST ve ALP seviyelerine neden
oldugunu bildirmistir; bununla birlikte, AA kaynakli hepatotoksisiteye kars1 krosin

ve morin takviyesi, AA'ya maruz kalan ratlara kiyasla bu enzimlerin seviyelerini
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Oonemli Olclide azaltmaktadir. Lebda vd calismasinda tiyoasetamid takviyesiyle
hepatik siroz olusturulan ratlarda, 5 mg/kg MLT tedavisi uygulandiginda MLT'nin
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri sayesinde, serum ALT ve AST diizeylerinde
onemli bir azalma gosterdigini ve karaciger fonksiyonlarini da iyilestirdigini bildirdi
[256]. Ayrica Rezayat vd tarafindan 7 farkli ¢alismanin incelendigi meta-analizde,
alkolsiiz steatohepatitli hastalara MLT uygulanmasi sonrasinda AST, ALT ve ALP

diizeylerinde 6nemli 6l¢iide diisiis oldugu gozlemlenmistir [257].

Antiinflamatuar ve proinflamatuar mediatorler arasindaki bozukluklar, artmisg
inflamasyona yol agmakta olup bu duruma bazi proteinler aracilik edebilmektedir
[258]. NF-xB, ¢esitli inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu diizenlemede bir
transkripsiyon faktorii olarak hayati bir rol oynamakta olup oksidatif stress ve
sitokinler tarafindan uyarilabilmektedir [244]. Ayrica NF-«xB tarafindan diizenlenen
genler, hiicrede ROT f{iretimini diizenlemek gibi temel bir isleve sahiptir [259,260].
Fizyolojik kosullar altinda, NF-kB sitoplazmada inhibitor kappa B (IkB-a) tarafindan
tutulmakta ve aktiflesmesi engellenmektedir. Ancak lkB-a'nin fosforilasyonu, NF-xB
sinyal yolunu aktiflestirmekte ve NF-kB'nin alt birimi olan p65 c¢ekirdege
geemektedir. Cekirdege gegen p65, NF-xB ile ilgili gen bolgesine baglanmakta ve
ekspresyon seviyesinin artmasimni saglamaktadir [261]. Bununla birlikte, MLT
takviyesinin NF-xB (p65 alt birimi) ekspresyonunu azalttigi western blot ve
immiinohistokimyasal ¢aligmalarla gosterilmistir. Ayrica MLT tedavisi IkB-a'nin
fosforilasyonunu engellemektedir. Onceki galismalar, NF-xB'nin inflamasyona neden
oldugunu ve bu duruma karst MLT'nin koruyucu etkisinin bulundugunu bildirilmistir
[262-265]. NF-kB'nin uyarilmasi, TNF-o ve IL-1B dahil olmak iizere bir¢ok
inflamatuar  sitokinin salinmasina yol agabilmektedir [266]. TNF-a, cesitli
toksisitelere aracilik yaniti olarak yiikselen en giiclii ve tehlikeli immiinolojik
belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir [267]. AA'nin NF-kB sinyal yolunu
indiikledigi ve TNF-a IL-1P ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokin seviyelerinde énemli
bir artisa neden oldugu bildirilmektedir [268]. Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak,

sonuclarimiz AA'nin indiikledigi hepatik inflamasyonun hem Sham hem de
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pinealektomi uygulanmis ratlarda NF-kB ve proinflamatuar sitokin diizeylerinde artis
oldugunu kanitladi; bununla birlikte, pinealektomili ratlarda endojen MLT nin NF-
kB sinyal yolu {iizerindeki modiilator etkilerinin olmamasi nedeniyle AA'nin
inflamatuar  etkileri,  pinealektomize ratlarda daha belirgindi. NF-xB
ekspresyonundaki ve TNF-a seviyelerindeki bu degisiklikler, AA'ya maruz kalan rat
karacigerinde NF-kB'nin aktivasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerdeki onemli
artisa baglidir. Tersine, MLT nin p-NF-kB, TNF-a ve IL-1p ekspresyonunu azaltarak
antiinflamatuar etkiler gosterdigi iyi bilinmektedir [269]. Song vd calismasinda,
TNF-o ile muamele edilerek mitokondriyal stress yaratilan farelerde MLT
tedavisinden sonra mitokondriyal ROT iiretiminin azaldigi, mitokondriyal
antioksidan seviyelerinin arttig1, mitokondriyal apoptozun bloke edildigi ve
inflamasyon aracili hepatik hasarin azaldig: bildirilmistir [270]. Melatoninin, NF-xB
aktivasyonu sonucu proinflamatuar sitokinlerin tiretimi yoluyla hepatik inflamasyona
neden olan AA tizerindeki antiinflamatuar etkilerini analiz etmek igin, NF-xB'yi
immiinohistokimyasal olarak ve TNF-a seviyelerini ratlara spesifik ELISA kitleri ile
degerlendirdik. Literatiir taramasina gore bu arastirma, pinealektomi uygulanmis
ratlarda AA'min neden oldugu hepatik inflamasyona karst ekzojen MLT nin
diizenleyici etkilerini gosteren tiirtiniin ilk ornegidir. Bu calisma, ekzojen MLT
tedavisinin, Sham ve PNX ratlarda inflamasyonla iliskili parametreleri azaltarak AA
yoluyla tetiklenen hepatik inflamasyonu baskiladigini ortaya ¢ikardi. Ayrica MLT
takviyesi yoluyla inflamasyonun iyilestirilmesi Sham+AA ratlarda PNX+AA ratlara
gore daha anlamliydi. Gergekten de, MLT nin AA toksisitesinin neden oldugu
hepatik hasar tizerindeki koruyucu etkilerini, inflamasyonun baskilanmasina nispeten
atfedilebilecegini dogruladik. Mevcut ¢alisma ile uyumlu olarak, morin [248], ellagik
asit [271] allisin [272] ve krosinin [224] AA kaynakli hepatotoksisiteye karsi
inflamatuar iligkili proteinleri azaltarak, TNF-a IL-1B ve IL-6 dahil olmak tizere
inflamatuar sitokin diizeylerini Onemli o6l¢iide diistirdigii bildirilmistir. Li vd
caligmasinda ratlarda 10 mg MLT takviyesinin NF-xB yolunun inhibisyonunu

sagladigt ve hemorajik sok olan ratlara gore karaciger hasarinin derecesinin,
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hepatosit apoptoz oraninin, TNF-a, IL-6 seviyelerinin onemli Olgiide azaldigi,
hepatik iskemik hasarin hafifledigi gozlemlenmistir [273].

Hepatoselliiler karsinom (HCC), kronik karaciger iltihab1 ve ardindan fibroz veya
sirozun ilerlemesi nedeniyle gelismektedir. Cesitli risk faktorleri HCC gelisimine
katkida  bulunabilmekte ve histopatolojik  olarak  farkli  preneoplastik
lezyonlar/degisiklikler tarafindan belirlenebilmektedir. Karaciger lezyonlari, kronik
hepatoseliiler hasar, inflamasyon, hepatositlerin dejenerasyonu/rejenerasyonu, nekroz
ve mindr hiicresel displazi ile iligkilidir. AA'nin ayrica klastojenik ve mutajenik
ozelliklere sahip oldugu da bildirilmistir [274]. Hamdy vd tarafindan 2 ay boyunca 5
mg/kg/giin - AA uygulanan ratlarin karaciger histopatalojisinin, hepatositlerde
vakuoller, portal ve periferik bosluklarda genislemis masif lenfosit infiltrasyonla
uyumlu oldugu bildirilmistir [249]. Jiang vd, AA'ya maruz kalan HepG2 hiicrelerinin
¢ekirdeklerinin, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8 OHAG) ile giglii bir sekilde
boyandigini gosterdigini ve Comet analizi ile doza bagl bir sekilde hiicrelerde DNA
hasart sergiledigini bildirdi [275]. Ayrica CYP2E1 aracii AA'nin GA'ya
dontistimiiniin HepG2 hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir. Timor
olusumunun en belirgin O6zelliklerinden biri, hiicre proliferasyonu ile apoptoz
arasindaki dengenin bozulmasidir ve bu da sonugta tiimdr olusumuna yol
acabilmektedir. Ki-67'nin hiicre dongiisii fazlarinda, 6zellikle hepatoseliiler
karsinomlarda daha yiiksek aktivite ile iligkili olan GO fazinda ifade edilen
karacigerin hiicre proliferasyonu ve karsinojenitesi igin istisnai belirteglerden biri
oldugu bildirilmistir [276]. Bu baglamda Ki-67, timér olusumuna ve gelisimine
neden olabilmektedir. AA kaynakli hepatoseliiler proliferasyon tizerinde apoptozun
diizenlenmesi yoluyla MLT nin anti-timor etkilerini  gostermek  igin, Ki-67
ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak analiz ettik. Son kanitlar, MLT nin
hiicre tipine bagli olarak pro-oksidan ozellikler gosterdigini bildirmistir. Bu
baglamda MLT, kanser hiicreleri i¢in pro-apoptotik olabilecegi gibi normal hiicreler
icin doza bagimli bir sekilde anti-apoptotik olabilir [277]. Literatiirle uyumlu olarak,
ekzojen MLT takviyesinin Sham ve PNX ratlarinda Ki-67 ekspresyonunu azaltarak
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AA kaynakli hepatoseliiler proliferasyona karsi anti-tiimor etkiler gosterdigini

gozlemledik.

AA'nin hepatotoksisitesi hakkinda daha fazla bilgi vermek i¢in, bu ¢alisma AA'nin
hepatoseliiler hiicrelerde vakuolizasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon ve nekrotik piknoz gibi belirgin histolojik degisikliklere neden oldugunu
gosterdi. Bu Sonuglar Kandemir vd [248] c¢alismasiyla uyumludur; ancak,
pinealektomize ratlarda AA ile tetiklenen hepatotoksisite ilk kez calisildi ve
yaralanmanin siddeti, PNX+AA'da Sham+AA'ya gore daha yogun oldugunu
gozlendi. Ote yandan, AA'min indiikledigi hepatotoksisitede ekzojen MLT
uygulamasi, karaciger dokularin1 6nemli dl¢iide geri kazandirdi. Mevcut ¢alisma ile
uyumlu olarak, Mousa vd [278] c¢alismasi, AA kaynakli hepatotoksisitede MLT
uygulamasi ile karaciger hasarinin normale dondiigini bildirdi. Yang vd.
calismasinda kadminyum ile olusturulan karaciger hasarinin MLT uygulamasindan
sonra normal hiicre morfoloji, daha az kanama ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu
dahil olmak tizere karaciger dokusunun patolojik degisikliklerini iyilestirdigini

gozlemlenmistir [279].

Sonug olarak, bu ¢alisma ekzojen MLT nin fizyolojik melatonin yoklugunda AA
kaynakli hepatotoksisiteyi azaltabilecegini kanitlamaktadir. MLT nin koruyucu
etkisi, hasarli hepatositler tizerindeki antioksidan, antiinflamatuar ve antiproliferatif
ozellikleriyle  aciklanabilir.  Yasin  ilerlemesine bagli  olarak  melatonin
salgilanmasindaki azalma, antioksidan savunmanin azalmasina ve dolayisiyla bireyin
oksidatif strese maruziyetini arttirmaktadir. Bu nedenle ileri yag grubunun oksidatif
stres ve hasarina kargt melatonin takviyesi kullanmasi gerekmektedir. Bununla
birlikte, ekzojen MLT nin oksidatif stres, inflamatuar yanit ve proliferasyon
tizerindeki etki mekanizmalarini ve AA'nin neden oldugu hepatotoksisiteyi takiben
endojen MLT ile iligkisini ortaya koymak i¢in daha ileri g¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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