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Akrilamid (AA), beyaz kristal yapıda, düĢük molekül ağırlığında ve suda çözürlüğü 

yüksek olan bir maddedir. Doğada kendiliğinden bulunmamakta olup yüksek 

reaktiviteye sahiptir. Çok fazla endüstriyel alanda (kağıt, kimya gibi) kullanımı olan 

AA ısıl iĢlemler sonucunda gıdalarda da oluĢabilmektedir. Gıdalarda kızartma ve 

fırınlama gibi piĢirme yöntemleriyle  120  C de indirgeyici Ģekerler ve asparagin 

arasındaki Maillard reaksiyonu sonucunda oluĢmaktadır. AA, hayvanlarda ve 

insanlarda toksik etkiye neden olabilmektedir. AA nın karsinojenik, nörotoksik, 

genotoksik olması ve hidrofilik yapısı nedeniyle tüm organ ve dokulara kolaylıkla 

ulaĢabilmesi sağlık açısından büyük endiĢe yaratmaktadır. Bu nedenle AA bilim 

insanları tarafından büyük ilgiyle araĢtırılmaktadır. 
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Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan karaciğer üzerinde de AA nın 

toksik etkisi bulunmaktadır. AA nın karaciğerde detoksifikasyonu, oksidatif strese 

neden olup, reaktif oksijen ve nitrojen radikallerin artıĢı ile sonuçlanabilmektedir. Bu 

artıĢ karaciğerde glutatyonun tükenmesine, antioksidan enzimlerin azalmasına, hücre 

zarının oksidasyonuna neden olmaktadır. Buna bağlı olarak karaciğerde bulunan tüm 

hücrelerde inflamasyon, iskemi, fibroz, nekroz, apoptoz veya malign oluĢumu 

meydana gelebilmektedir.  

 

Antioksidatif etkili ilaçların veya farmakolojik konsantrasyonlarda doğal olarak 

oluĢan antioksidan takviyelerinin alınması oksidatif stresi değiĢtirmekte olup, bu 

takviyelerin çeĢitli hastalıklarda morbiditeyi ve mortaliteyi azalttığı düĢünülmektedir. 

Ġnsanlarda pineal bezden salgılanan melatonin (MLT) hormonu, endojen antioksidan 

olup ayrıca antiinflamatuar, antikanser gibi birçok fonsiyonel özelliği de 

bulunmaktadır. MLT ve metabolitleri hem oluĢan serbest radikallerin ortadan 

kaldırılmasını sağlamakta hem de radikal oluĢumunu azaltabilmektedir. Bu nedenle 

de lipid oksidasyonuna karĢı koruyucu rol oynamaktadır. Aynı zamanda prooksidan 

enzimlerin azalmasını ve antioksidan enzim düzeylerinde de artıĢ sağlamaktadır.   

 

Bu çalıĢmada amacımız hem pinealektomi iĢlemiyle MLT den yoksun bırakılan 

ratlarda hemde pinealektomi yapılmayan ratlarda AA ile oksidatif stres, 

inflamasyona bağlı olarak karaciğer dokusundaki hepatotoktosisiteye karĢı MLT nin 

tedavi edici etkisini biyokimyasal, histopataloji ve immünohistokimyasal açıdan 

gözlemlemekti. ÇalıĢmamızda, 60 adet erkek Wistar albino ratlar Sham ve PNX 

olmak üzere iki ana grup ve üçer alt grup olmak üzere 6 gruba ayrıldı. Ratlara etanol 

ve MLT uygulması intraperitonal (i.p.) yolla, AA uygulaması ise oral olarak gavajla 

uygulanmıĢtır. ÇalıĢmada 21 gün boyunca; 1.gruba (Sham grubu) %0,5‟lik etanol 

çözeltisi, 2. gruba (Sham+AA) 25 mg/kg/gün AA, 3. gruba (Sham+AA+MLT) 25 

mg/kg/gün AA ve 10 mg/kg/gün MLT 0,5 ml hacminde, 4. gruba (PNX grubu) 

pinealektomi iĢleminden sonra %0,5‟lik etanol çözeltisi, 5. gruba (PNX+AA grubu) 

pinealektomi iĢleminden sonra %0.5‟lik etanol çözeltisi ve 25 mg/kg/gün AA, 6. 

gruba (PNX+AA+MLT) pinealektomi iĢlemi sonrasında %0,5 etonal çözeltisi ve 10 

mg/kg/gün MLT, 25 mg/kg/gün AA uygulandı. 
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ÇalıĢmada hem Sham+AA hem de PNX+AA gruplarında Sham ve PNX gruplarına 

göre karaciğer dokusunda oksidan/antioksidan dengesinin oksidan lehine 

bozulmasına neden olarak total oksidan düzeyi (TOS) ve malondialdehit (MDA) 

düzeylerini arttırırken glutatyon (GSH), total antioksidan düzeyi (TAS), katalaz 

(CAT), süperoksit dismutaz (SOD) düzeylerini azalttı. PNX grubunda doğal 

antioksidan olan MLT yoksunluğuna bağlı olarak Sham grubuna göre TOS ve MDA 

düzeyleri daha fazla artarken, GSH, TAS, CAT ve SOD düzeyleri azaldı. Ekzojen 

MLT tedavisi sonucunda karaciğer dokusunda TOS ve MDA düzeyleri anlamlı 

derecede azalırken TAS ve GSH düzeyleri ile CAT, SOD aktivitilerinde artıĢ 

gözlendi. AA uygulanan ratlarda karaciğer dokusunda inflamasyon artıĢı, nekroz 

oluĢumu gözlendi, tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) düzeylerinde anlamlı artıĢ 

meydana geldi. MLT tedavisi sonrasında karaciğer dokusunda inflamasyonun 

azaldığı, apoptozun engellendiği ve hepatositlerde iyileĢmelerin olduğu gözlendi. 

ÇalıĢmamızın sonucu AA kaynaklı hepatotoksisite üzerinde MLT yoksunluğunda 

uygulanan ekzojen MLT`nin antioksidan, antiinflamatuar ve antiproliferatif etkisi 

sayesinde hepatositlerde oksidatif stresi, inflamasyonu, lipid peroksidasyonunu 

azaltabileceğini ve histopatolojik hasaları iyileĢtirebileceğini gösterdi. 

 

Anahtar Sözcükler : Pinealektomi, Karaciğer Hasarı, Melatonin, Akrilamid, 

Oksidatif Stres, Ġnflamasyon, 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  120  C. 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-α) 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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BÖLÜM 1 

 

GĠRĠġ 

 

Karaciğer, farklı fonksiyonel ve anatomik yapıları içermekte olup, karbonhidrat, 

protein, lipit metabolizmasının düzenlenmesi; albümin, pıhtılaĢma faktörleri gibi 

proteinlerin ve enzimlerin sentezlenmesini sağlamaktadır [1]. Karaciğer metabolik 

homeostazın korunmasında hayati bir organ olarak görülmekte olup ksenobiyotik 

maddelerin sistemik dolaĢıma girmeden önce maruz kaldığı ilk organ olarak da kabul 

edilmektedir. Ksenobiyotiklerin metabolizması, dağılımı ve atılımından da sorumlu 

tutulmaktadır. Bu nedenle, karaciğer hücreleri önemli miktarda ksenobiyotiklere 

maruz kalmakta ve bu maruziyet sonucu oluĢan karaciğer hasarı (hepatoksisite) 

büyük bir endiĢe meydana getirmektedir [2]. 

 

Gıda güvenliği, temel olarak gıda kaynaklı patojenler veya çevresel-kimyasal 

kalıntılar, iĢlenmiĢ gıdaların hijyenik olarak piĢirilmesi ve sunulması, gıda alerjileri 

ve intoleransı göz önüne alındığında önemli kabul edilmektedir [3]. Bununla birlikte, 

yemek piĢirme iĢlemleri sırasında bazı tehlikeler oluĢabilmekte ve sağlık için risk 

oluĢturabilmektedir [4]. Ġstenmeyen ısı kaynaklı kirleticilerden biri olan AA, 

Maillard reaksiyonları sırasında 120 °C'nin üzerinde amino asitlerin (esas olarak 

asparagin) ve indirgeyici Ģekerlerin karbonil grubu (örneğin glikoz ve fruktoz) 

arasındaki reaksiyonu sonucu oluĢan bir maddedir [5]. Toksik formu monomer hali 

iken, AA nın polimer formu da su arıtmada, kağıt, madencilik, Ģeker iĢleme ve suda 

çözünür maddelerin üretiminde yaygın olarak kullanılmaktadır [6]. AA, yüksek 

sıcaklıkta hazırlanan ekmek ve patates ürünleri baĢta olmak üzere birçok gıdada 

tespit edilmiĢ olup uzun yıllardır kanserojen madde olarak nitelendirilmektedir. Oral 

olarak alınan ve dolaĢıma katılan AA, DNA, nöronlar, hemoglobin ve enzimlerle 

reaksiyona girebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda AA‟nın, sinir sisteminde, 

üreme sisteminde, karaciğer ve böbreklerde birikimi artmaktadır [7]. 
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Oksidatif stres, DNA, lipidler ve proteinler gibi tüm biyolojik makromoleküllere 

zarar veren serbest radikaller dahil reaktif oksijen türlerinin artmasıyla iliĢkili bir 

süreç olarak değerlendirilmektedir [8]. Reaktif oksijen türleri (ROT), normal oksijen 

metabolizması sırasında üretilen oldukça reaktif radikallerdir. Bununla birlikte, aĢırı 

ROT üretimi, hücresel bileĢenlerde oksidatif hasara neden olmaktadır [9]. Karaciğer, 

ROT üretimi ile sonuçlanan çok aktif bir oksidatif metabolizmaya sahiptir. Oksidan 

hasarının karaciğer hastalıklarının indüklenmesinde önemli bir rol oynadığı kabul 

edilmektedir [10]. AA`ya maruziyet, karaciğerde oksidatif strese neden olabilmekte 

ve lipidlerin metabolizmasını (kolesterol metabolizması, sfingolipid metabolizması, 

gliserofosfolipid metabolizması ve yağ asidi β-oksidasyon metabolizması dahil) 

etkiyebilmektedir [11]. AA ve metaboliti glisidamit (GA) tehlikeli kanserojen 

maddeler olduğundan karaciğer gibi çeĢitli organlar için tehlike yarattığı 

bilinmektedir [12]. Oksidatif stres veya mitokondriyal hasar ile alkolsüz yağlı 

karaciğer hastalığı, ilaca bağlı steatohepatit, viral hepatit, biliyer siroz hepatoselüler 

karsinom, iskemi/reperfüzyon hasarı ve transplant reddi gibi karaciğer hastalıkları 

arasında bir bağlantı olduğu bildirilmiĢtir [13]. 

 

MLT, serotoninin metoksi türevi olan N-asetil-5-metoksitriptamin'in sığır epifiz 

dokusunda izolasyonuyla Lerner ve arkadaĢları tarafından 1958‟de tanımlanmıĢtır. 

Yeni keĢfedilen molekül, amfibilerin melanositlerindeki melanin (mela) agregasyonu 

üzerindeki etkileri ve serotoninden (tonin) türetilmesi nedeniyle MLT olarak 

adlandırılmıĢtır [14]. MLT, birçok organizmanın iĢlevinde ve hayatta kalmasında 

önemli rol oynayan doğal bir hormondur [15]. MLT insanlar, bitkiler, hayvanlar, 

bakteriler, diğer tek hücreli mikroorganizmalar dahil olmak üzere birçok canlı 

türünde bulunmaktadır [16]. MLT`nin biyolojik rolleri geniĢ çapta araĢtırılmıĢ olması 

nedeni ile, terapötik etkileri ve sağlık yararları da geniĢ bir aralığı kapsamaktadır. 

MLT, insan fizyolojik ritmini düzenlemekte, jetlag ve uykusuzluk gibi ilgili 

rahatsızlıkları hafifletmekte, serbest radikal türlerini temizlemekte, bağıĢıklık 

sistemini güçlendirmekte, yaĢlanma karĢıtı ve iltihap önleyici etkiler gösterebilmekte 
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ve antikanser aktiviteleri gerçekleĢtirebilmektedir [17]. MLT, doğrudan serbest 

radikalleri süpürürken dolaylı olarak da antioksidan enzimlerin artmasını, prooksidan 

enzimlerin azalmasını sağlamaktadır [18]. Bir MLT molekülü, serbest radikal 

süpürme yoluyla sekiz veya daha fazla reaktif oksijen türünü temizleyebilmektedir 

[19]. Son zamanlarda MLT`nin özellikle serbest radikallerin bolca üretildiği bir 

organel olan mitokondride yüksek konsantrasyonlarda olduğu bildirilmiĢtir. 

MLT`nin mitokondri ile yakın iliĢkisi, hastalıkların baĢlangıcının ertelenmesinde, 

yaĢam kalitesinin iyileĢtirilmesinde veya yaĢam ömrünün uzatılmasında MLT yi 

önemli bir hale getirmektedir [20]. 

 

Karaciğer, dolaĢımdaki MLT nin, idrarla atılan ürünlere metabolize edilebildiği tek 

organdır. MLT nin hepatositlerde yüksek afiniteye sahip bağlanma bölgeleri 

bulunmaktadır. MLT hepatositlerin proliferasyonunu inhibe ederek hücreleri 

oksidatif strese karĢı korumaktadır [21]. MLT tedavisinin, karaciğerdeki doku ve 

hücresel lezyonları azaltabildiği, lipidperoksidasyonu ve DNA hasarını inhibe ettiği 

ve nitrit oksit (NO) düzeylerini azalttığı düĢünülmektedir [22]. 

 

Mevcut araĢtırmamızın birincil amacı, MLT nin, pinealektomi uygulanmıĢ ratların 

karaciğer dokularında oksidatif stresi, inflamasyonu ve kanseri inhibe ederek AA'nın 

neden olduğu hepatotoksisiteye karĢı terapötik rolünü gözlemlemektir. Bu nedenle, 

pinealektomi uygulanmıĢ ratların karaciğer dokularında oksidatif stres ve 

inflamasyon belirteçleri biyokimyasal olarak analiz edildi. Ayrıca, proinflamatuar 

sitokinlerin çoğunun salınımını düzenlediği için baskın öneme sahip olan nükleer 

faktör kappa B (NF-κB) ve proliferasyon belirteci olan Ki67, immünohistokimyasal 

olarak değerlendirildi ve karaciğer dokuları ıĢık mikroskobu ile incelendi. 
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BÖLÜM 2 

 

KARACĠĞER 

 

Karaciğer yapısal ve iĢlevsel olarak heterojen bir organdır ve karmaĢıklığı 

bakımından beyinden sonra ikinci organ olarak kabul edilmektedir. YetiĢkin bir 

insanda karaciğer, yaklaĢık 1,5 kg ağırlıkta olup vücudun en büyük iç organını 

oluĢturmaktadır. Karaciğer, amino asitlerin, karbonhidratların, safra asitlerinin, 

kolesterolün, proteinlerin, lipitlerin, vitaminlerin, safranın metabolizması gibi birçok 

hayati fonksiyonda rol oynamaktadır [23]. Ġskelet kası ve yağ dokusu dahil olmak 

üzere çeĢitli dokular için metabolik olarak önemli olan karaciğer, vücut enerji 

metabolizmasının yönetilmesini sağlamaktadır [24]. Karaciğerdeki metabolik 

olayların gerçekleĢtiği bölümler, çeĢitli enzimlerin dağılımına, hepatositlerin 

fonksiyonel adaptasyonuna, farklı fizyolojik ve patolojik koĢullara göre 

değiĢmektedir [25]. 

 

Karaciğere kan getiren iki damar yolu bulunmaktadır:  %75-80`inden sorumlu olan 

portal ven iken %20-25`inden sorumlu olan hepatik arterdir. Portal ven, miks kanı ve 

sindirim sisteminden emilen besinleri hepatik sinüzoidlere taĢımaktadır. Hepatik 

arter ise, intrahepatik safra kanalları gibi parankimal olmayan yapılara dağıtılan 

oksijenli kanı karaciğere taĢımaktadır. Hepatik sinüzoidler intralobüler venlere 

boĢalmakta olup bunlar birleĢerek sublobüler venler meydana gelmekte ve sonunda 

birleĢerek inferior vena kavaya akan hepatik ven oluĢmaktadır (ġekil 2.1) [26,27]. 
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ġekil 2 .1. Karaciğerin kanlanması [27]. 

 

Karaciğer periportal bölgede, yağ asidi β-oksidasyonu, amino asit katabolizması ve 

üregenez dahil olmak üzere oksidatif enerji metabolizması, glukoneogenez, 

kolesterol metabolizması gerçekleĢirken; perisantral bölgede, glikoliz, glikozdan 

glikojen sentezi, liponeogenez, ketogenez, glutamin oluĢumu ve konjugasyon 

reaksiyonları dahil olmak üzere ksenobiyotik metabolizması gerçekleĢmektedir. 

Toplam karaciğer hacminin yaklaĢık %20'sini oluĢturan parankimal olmayan 

hücreler, Kupffer hücrelerinden (yerleĢik karaciğer makrofajları), stellat (yağ 

depolayan veya Ito) hücrelerden, endotelyal hücrelerden ve çukur hücrelerden 

(büyük granüler lenfositler) oluĢmaktadır (ġekil 2.2) [25, 28]. Kupffer hücreleri  

ağırlıklı olarak, gelen patojen yüklü kan için ilk temas noktası olan karaciğer 

asinusunun periportal bölgesinde bulunmaktadır. Kupffer, büyük bir fagositik 

kapasite ile birlikte yüksek lizozomal enzim aktivitesine sahiptir [29]. Aktif Kupffer 

hücrelerinden oksijen radikalleri, TNF-α, interlökinler ve prostaglandinler dahil 

olmak üzere çeĢitli toksik maddeler salınmaktadır. Ayrıca oksidanlar, TNF-α ve 

interlökinler gibi kritik sitokinlerin ekspresyonunun artıran redoks duyarlı 
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transkripsiyon faktörü NF-κB'yi aktive etmede önemli rol oynamaktadır [30]. TNF-

α‟nın hepatik ekspresyonu, birçok akut ve kronik karaciğer hastalığında ve 

hepatotoksik kimyasallara maruziyle artıĢ gösterebilmektedir. Özellikle fulminan 

karaciğer yetmezliği, viral hepatit, alkol kullanımı, metabolik hastalık, otoimmünite 

ve biliyer obstrüksiyonunda artıĢ meydana gelmektedir [31]. 

 

 

ġekil 2.2. Karaciğer hücreleri ve görevleri [28]. 

 

2.1. KARACĠĞER ENZĠMLERĠ 

 

Karaciğer enzimlerini, hepatositlerde sentezlenen alanin aminotransferaz (ALT) ve 

aspartat aminotransferaz (AST); safra kanalı epitel hücrelerinde sentezlenen gama-

glutamil transpeptidaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP) oluĢturmaktadır [32].  
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Karaciğer enzimleri, karaciğer fonksiyon kan testlerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. ALT ve AST düzeylerinin yükselmesi karaciğer hasarının bir 

göstergesi olarak kabul edilmektedir [33]. Serumdaki ALT ve AST düzeylerinin 

karaciğerden daha az olduğu bilinmektedir. Karaciğer hasarı durumunda serum ALT 

ve AST düzeylerinde artıĢ meydana gelmektedir [34]. Karaciğerde aminotransferaz 

enzimlerinin yükselme nedenleri arasında alkol, ilaç, gıda takviye ürünleri, besin 

piĢirme sırasında oluĢan kimyasal birleĢikler, viral hepatit, otoimmün hastalıklar, 

iskemik hepatit, çölyak hastalığı, hipotiroidizm, Addison hastalıkları gibi etkenler 

yer almaktadır [35]. ALP yüksekliği ise kolestatik hastalıklarda ortaya çıkmakta olup 

safra akıĢının hem intrahepatik hem de ekstrahepatik obstrüksiyonu sonucunda 

oluĢmaktadır. Ayrıca granülomatöz, infiltratif karaciğer hastalıklarında, karaciğer 

metastazında da ALP düzeylerinde artıĢ meydana gelmektedir [36]. 

 

2.2. KARACĠĞER HASARI 

 

Karaciğerin kronik patolojik süreçlerinde, viral enfeksiyon, alkolik karaciğer 

hastalığı, alkolsüz steatohepatit ve otoimmün hastalıklar yer almaktadır. Altta yatan 

karaciğer hasarının tipine bağlı olarak, immün reaksiyonları tetikleyen çeĢitli 

mekanizmalar bulunmaktadır. Karaciğerde kronik immün reaksiyonlar karaciğer 

fibrozuna yol açmaktadır [37]. Karaciğer fibrozu ciddi bir sağlık sorunudur. Tedavi 

edilmezse ilerlemiĢ karaciğer sirozuna ve hepatosellüler karsinoma neden 

olabilmektedir. Fibrojenez, miyofibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu ile 

baĢlamaktadır. Karaciğer fibrozu, ilerleyici olmadığı ve siroza yol açmadığı sürece 

geri dönüĢümlü bir süreçtir. Fibrotik yanıta neden olan ajanın uzaklaĢtırılması, 

karaciğer ileri siroz evresinde olmadığı sürece fibrozisin gerilemesine yardımcı 

olmaktadır [38]. Kronik inflamasyonun devam etmesi ve ilerleyici fibroz ise sirozla 

sonuçlanmaktadır. Bu son aĢamaya ilerleme tipik olarak değiĢken olup yavaĢ 

ilerlemektedir [39]. 
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Akut ve kronik karaciğer bozukluklarının çoğuna eĢlik eden hepatik inflamasyon, 

çeĢitli stres koĢullarına yanıt olarak ortaya çıkan karmaĢık bir süreçtir. Diğer 

organların çoğunda olduğu gibi, hepatositleri hasardan korumak, doku hasarının 

onarımını desteklemek için hepatik inflamasyon devreye girmektedir. Çok yoğun 

veya çözülemeyen (yani kronik hale gelen) inflamatuar tepkiler, neredeyse değiĢmez 

bir Ģekilde büyük bir hepatosit kaybıyla, karaciğer parankiminde geri dönüĢü 

olmayan bir hasara neden olmaktadır [40]. 

 

Karaciğer, ksenobiyotiklere maruz kalmakta olup, biyotransformasyonları için 

yüksek kapasiteye sahiptir. Sitokrom P450 enzimleri, terapötik ajanlar da dahil 

olmak üzere çeĢitli yabancı bileĢiklerin metabolizmasında birincil rol oynamaktadır. 

Ksenobiyotiklere bağlı karaciğer hasarı, serum transaminazlarda hafif yükselme, 

nadir de olsa potansiyel olarak yaĢamı tehdit eden ve karaciğer nakli gerektirebilen 

durumlara neden olabilmektedir [41]. 

 

AA metabolizması karaciğerde meydana geldiğinden AA`nın karaciğer dokusu 

üzerinde toksit etkileri bulunmaktadır [42]. de Conti vd tarafından 2019 yılında 

yapılan çalıĢmada AA`ya maruz kalan ratlarda karaciğer dokularında DNA 

eklentilerini uyardığı gözlemlenmiĢtir [43]. Erdemli vd çalıĢmasında 20 gün boyunca 

5 mg/kg/gün AA maruz bırakılan hamile ratların karaciğerinde antioksidan/oksidan 

dengesinin oksidan lehinde olduğu ve oksidatif stresin arttığı bildirilmiĢtir [44]. AA, 

ayrıca hepatositlerde nekroza, kanamalara, parankim dilatasyonuna ve belirgin bir 

inflamasyona neden olmaktadır [45]. 
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BÖLÜM 3 

 

AKRĠLAMĠD 

 

AA (2-propenamid), C3H5ON moleküler formülü olan, beyaz kristal yapıda ve suda 

yüksek çözünürlüğe sahip kokusuz bir madde olup düĢük molekül kütlesine (71 Da) 

sahiptir (ġekil 3.1) [46, 47]. AA‟nın yüksek reaktivitesi içerdiği çift bağ ve amid 

grubu ile iliĢkilidir. Bu sebeple hidrojen bağları oluĢturabilmekte ve hem amid hem 

de vinil gruplarıyla reaksiyon verebilmektedir. Ayrıca yüksek sıcaklık ve UV 

radyasyonu etkisiyle de polimerize olabilmektedir [48]. 

 

 

ġekil 3.1. Akrilamidin molekül yapısı [47]. 

 

AA monomer ve polimer yapıda bulunmaktadır. Monomer formu toksik olup 

kanserojen ve mutajen etki göstermektedir. Hatta omurgalı sinir sistemi üzerinde 

ciddi olumsuz etkisi bulunmaktadır. Polimer formu (poliakrilamid), içme suyunun 

arıtılması, endüstriyel atıkların temizlenmesi, kağıt ve kağıt hamuru iĢleme, gıda 

paketleme endüstrisi, petrol endüstrileri, boya ve gıda endüstrileri, kozmetik ve 

eczacılık dahil olmak üzere çok çeĢitli endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadır 

[49]. AA, tütün dumanında da bulunmaktadır ve bu nedenle hem sigara içenler hem 

de içmeyenler için maruziyet kaynağı haline gelmektedir [50]. Endüstriyel 

kullanımları nedeniyle, birçok insan iĢyerinde deriden emilim veya soluma yoluyla 

AA'ya maruz kalabilmektedir [51]. 
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Ġsveç Ulusal Gıda Ġdaresi, bazı gıdalarda uzun süreli ısıl iĢlemlerinin önemli 

miktarda gıda kaynaklı AA üretebileceğini duyurması 2002'de gerçekleĢmiĢtir [52]. 

Bu tarihten itibaren çeĢitli ülkelerde yapılan araĢtırmalar, patates kızartması, kahve, 

patates cipsi ve kurabiye gibi gıdalarda yüksek AA seviyeleri olduğunu 

göstermektedir (ġekil 3.2) [53, 54]. AA çiğ gıdalarda bulunmamaktadır [55]. AA'nın 

piĢirme, kızartma, kavurma, fırınlama sırasında ortaya çıktığı ve zararsız gıda 

bileĢenleri olarak bilinen doğal öncülerden kaynaklandığı bilinmektedir. Ana 

reaksiyon, ısıyla indirgeyici karbonhidratların asparagin ile Maillard reaksiyonu 

meydana getirmesiyle oluĢmaktadır [56]. 

 

 
 

ġekil 3.2. Akrilamid kullanım alanları ve kaynakları [54]. 

 

AA nın, gıdalarda bulunması genel nüfus ve bilim insanları arasında endiĢe 

yaratmaktadır [53]. AA nın, sitokrom P-450 CYP2E1 kataliziyle genotoksik olduğu 

kanıtlanmıĢ olan GA`ya dönüĢümüyle genotoksisiteye neden olabileceği 

düĢünülmektedir [57].  Bu bileĢik, farklı kanser türlerinin geliĢimi ile iliĢkili 



11 

olmasından dolayı Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA) bir halk sağlığı sorunu 

olarak tanımlanmaktadır [58]. 

 

AA potansiyel kanserojenliği göz önünde bulundurulduğunda uzun süre maruz 

kalmanın etkilerinin neler olduğunu değerlendirmek çok önemlidir [59]. AA, 

gıdalarda oluĢum mekanizması, gıdalardaki miktarının azaltılma yolları, gıdalardaki 

analiz yöntemleri ve tüketicilerin farklı yaĢ gruplarındaki maruziyetleri ile ilgili çok 

sayıda çalıĢma kapsamlı bir Ģekilde incelenmekte ve bilimsel bakıĢ açıları ve teoriler 

açısından değerlendirilmektedir [60]. Dünya Sağlık Örgütü (WHO), AA'nın güvenilir 

bir alt alım düzeyine sahip olmadığını belirtmektedir. Aynı zamanda düĢük dozlara 

maruz kalma durumunda AA nın zararlı etkilerinin klinik olarak belirgin 

olmayabileceği, ancak morfolojik ve biyokimyasal değiĢikliklerinin görülebileceği 

bir sessiz semptom döneminin olabileceği bildirilmektedir [61]. 

 

3.1. AKRĠLAMĠDĠN METABOLĠZMASI 

 

Gıda yoluyla alınan AA nın, ratlarda gastrointestinal sistem tarafından hızlı ve tam 

olarak emildiği ve periferik dokulara dağıldığı bilinmektedir [62]. Ġnsan vücudunda, 

ratlarda ve kemirgenlerde AA, glutatyon-S-transferaz (GST) tarafından katalize 

edilen GSH ile doğrudan konjugasyonla ya da sitokrom P-450 CYP2E1 aracılığıyla 

GA oluĢumu ve ardından GSH ile konjugasyonla enzimatik olarak metabolize 

edilmektedir [63,64]. GSH ile reaksiyon sonucunda AA ve türevleri toksik 

özelliklerini kaybeder ve organizmadan daha kolay atılmaktadır [48]. 

 

AA toksisitelerine, epoksit metaboliti olan GA da aracılık etmektedir. GA, ağırlıklı 

olarak sitokrom P-450CYP2E1 tarafından oluĢturulmaktadır. GA, mutajenite ve 

karsinojitenin ana nedeni gibi görünen AA'dan daha yüksek afinite ile DNA 

eklentileri oluĢturmaktadır [65]. Alınan bir AA dozunun en az %6'sı GA 

dönüĢtürülmektedir [66]. AA ve GA kısa bir yarı ömre sahip olduğu bilimektedir. 

Emilen AA nın çoğu, merkapturik asit türevlerine dönüĢtürüldükten sonra idrar 



12 

yoluyla elimine edilmektedir. AA ve GA nın GSH konjugatları sırasıyla merkapturik 

asit türevleri olan N-asetil-S-(2-karbamoiletil)-sistein (AAMA) ve N-asetil-S-(2-

karbamoil-2-hidroksietil)-sisteine (GAMA) dönüĢtürülür. Bu nedenle idrar AAMA 

ve GAMA seviyeleri, AA maruziyetinin yaygın olarak kabul edilen biyobelirteçleri 

haline gelmiĢtir (ġekil 3.3) [67-69]. AA günlük dozunun yaklaĢık %50'si idrarla 

organizmadan uzaklaĢtırılmaktadır [48]. 

 

 

 

ġekil 3.3. Akrilamid metabolizması [68,69]. 

 

AA, hemoglobinin (Hb) N-terminal valini dahil olmak üzere yapısal ve çözünür 

plazma proteinlerinin merkapto veya amino grupları gibi nükleofilik merkezlerine 

eklenmektedir. OluĢan Hb eklentileri, hayvan/insan eritrositlerinin yaklaĢık 3-4 aylık 

ömrü boyunca biriktiklerinden, uzun süreli maruziyeti yansıtan biyobelirteçler olarak 
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görülmektedir [70]. AA'nın gıda kontaminantındaki önemi, kızarmıĢ yemle beslenen 

ratlarda hemoglobin eklenti seviyesinde meydana gelen büyük bir artıĢ sonucunda 

anlaĢılmıĢtır [56]. 50–100 μg/kg dozlarda gıdalarla/suyla AA alımı, maruziyete bağlı 

olarak eritrositlerde AA-Hb eklentilerinin birikimiyle sonuçlanmaktadır. DüĢük 

dozlarda AA alımı, karaciğerde önemli GA oluĢumu göstermesine rağmen, Hb-GA 

eklentilerinde artıĢ gözlenmemektedir. Bu durum, alınan AA doz seviyelerine kadar 

(50-100 μg/kg), karaciğerde metabolik olarak oluĢan herhangi bir GA'nın glutatyon 

ile temizlenebileceğini ortaya çıkarmıĢtır [70]. 

 

ÇalıĢmalar yenidoğan kanında AA-Hb eklentilerinin varlığını gösterdiğinden, AA'nın 

plasenta bariyerini geçebildiği tespit edilmiĢtir [71]. Sağlıklı gönüllülerde yapılan bir 

keĢif çalıĢmasında AA'nın, emziren annelerde kan-anne sütü bariyerini geçebildiği de 

doğrulanmıĢtır. Anne sütünün 18,8 μg/L'ye kadar AA içerebileceği saptanmıĢtır. Bu 

nedenle hamile kadınların AA içeriği yüksek gıda ürünlerini tüketmemeleri 

önerilmektedir [72,73]. 

 

3.2. AKRĠLAMĠD OLUġUM MEKANĠZMALARI 

 

AA nın oluĢum mekanizmaları arasında: serbest aminoasitler ve indirgeyici Ģekerler 

arasında gerçekleĢen Maillard reaksiyonu, asparaginin dekarboksilasyonu ve 

deaminasyonu, amonyak ve akrolein veya akrilik asit arasındaki reaksiyon (lipid 

bozulması), 5-hidroksimetilfurfural (HMF) ve serbest asparagin reaksiyonları 

bulunmaktadır (ġekil 3.4) [74,75]. Gıdalarda AA oluĢumu için çok sayıda 

mekanizma rapor edilmiĢ olup, Maillard reaksiyonu en sık karĢılaĢılan mekanizma 

olarak öne sürülmektedir [76]. 
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ġekil 3.4. Akrilamid oluĢum mekanizmaları [75]. 

 

3.2.1. Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid OluĢumu 

 

Maillard reaksiyonu ilk olarak 1912'de bir Fransız kimyager Louis Camille Maillard 

tarafından tanımlanmıĢ olup, bugün anlaĢıldığı Ģekilde reaksiyondaki adımlar ilk 

olarak Amerikalı kimyager John Hodge tarafından "Hodge Scheme" olarak ileri 

sürülmüĢtür [77]. Maillard reaksiyonu tek bir reaksiyon olmamakla birlikte, gıdanın 

ısıl iĢlemi sırasında meydana gelen karmaĢık bir reaksiyon dizisidir. Bu enzimatik 

olmayan reaksiyon sırasında, indirgeyici Ģekerler (glukoz ve fruktoz), amino 

asitlerle, özellikle de asparaginle, genellikle Amadori düzenlemesiyle N-glikozit 

üretmek için yoğunlaĢmakta, melanoidin üretmek için farklı adımlardan geçmektedir 

[78]. ġeker-protein konjugatından suyun çıkarılmasıyla bir Schiff bazı oluĢmakta, bu 

da oksazolidin-5-on oluĢumuyla daha fazla dekarboksilatlanmaktadır. 

DekarboksilatlanmıĢ ürün, 3-aminopropionamid veya 3-oksopropanamid oluĢturmak 

üzere hidrolizden sonra veya imin eliminasyonu yoluyla AA`ya ayrıĢmaktadır (ġekil 
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3.5) [79-81]. Maillard reaksiyonunda, 1 mol asparagin baĢına 368 μmol AA 

oluĢmaktadır [73]. 

 

 

ġekil 3.5. Maillard reaksiyonu ile akrilamid oluĢum mekanizması [81]. 

 

3.2.2. Alternatif Yollar Üzerinden Akrilamid OluĢumu 

 

AA oluĢumunda rol oynayan karbonil birleĢikler arasında hidroksikarboniller, 

dikarboniller ve lipid oksidasyonuyla oluĢan alkadienaller bulunmaktadır. 

Sakkarozun kavurma sırasında glukoza parçalanması ve çok reaktif bir 

fruktofuranosil katyonu, dikarbonil bileĢik olan HMF oluĢumuna neden olmaktadır. 

HMF ile asparagin reaksiyonu sonucunda ise AA oluĢumu meydana gelmektedir 

(ġekil 3.6) [82]. Ayrıca fruktofuranosil katyonunun asparagin ile reaksiyonu 

sonucunda da AA oluĢmaktadır [83]. HMF taze, iĢlenmemiĢ gıdalarda 

bulunmamakta olup ancak yüksek sıcaklıklarda ısıtıldığında Maillard reaksiyonunda 

bir ara ürün olarak oluĢmaktadır. Glukozun HMF oluĢumu üzerindeki etkisi, 
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sakkarozun etkisinden çok daha yüksektir [84]. HMF'nin sadece Maillard 

reaksiyonları tarafından değil, aynı zamanda karamelizasyon degradasyonu sırasında 

da oluĢabilmektedir [85]. 

 

 

ġekil 3.6. HMF`den akrilamid oluĢumu [82]. 

 

Yağ, dumanlanma noktasının üzerindeki sıcaklıklarda ısıtıldığında önce gliserol ve 

yağ asitlerine hidrolize edilmektedir. Daha sonra suyun gliserolden bir heterolitik asit 

katalizli karbonyum iyonuyla ve ardından oksidasyon ile elimine edilmesiyle 

akrolein oluĢmaktadır. Ayrıca akrolein oksitlenmesiyle akrilik asit meydana 

gelmektedir (ġekil 3.7) [86]. 

 

 

ġekil 3.7. Gliserolden akrolein oluĢumu [86]. 
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Akrilik asit, aspartik asit, L-alanin ve L-arginin gibi bazı amino asitlerin termal 

ayrıĢmasından veya dolaylı olarak piruvik asit oluĢumu yoluyla serin ve sisteinden de 

oluĢabilmektedir. Akrolein ve akrilik asit, halihazırda mevcut olan veya amino 

asitlerin ve proteinlerin termolizi sırasında oluĢan amonyak (NH3) ile reaksiyona 

girerek AA oluĢturabilmektedir (ġekil 3.8) [81,87]. Ayrca et ürünlerindeki 

karnosinden, akrilik asit ve devamında da AA veya türevlerini oluĢturabilmektedir. 

Serin ve sistein gibi amino asitler, piruvik asit yoluyla termal olarak laktik aside 

dönüĢtürülebilmekte ve amonyak varlığında laktamit ve AA üretilmektedir [88]. 

 

ġekil 3.8. Akrolein ve akrilik asitten akrilamid oluĢumu [81]. 

 

3.3. AKRĠLAMĠDĠN OLUġTUĞU GIDALAR 

 

AA alımına en fazla katkı sağlayan besinler, ulusal beslenme biçimlerine ve besin 

hazırlama yöntemlerine bağlı olarak ülkeden ülkeye değiĢiklik göstermektedir. 

Bununla birlikte, birçok ülkede ekmek, tahıl bazlı gıdalar, kahve ve patates ürünleri 

AA alımına en fazla katkıda bulunan besinleri oluĢturmaktadır [49]. Bu ürünler, 

diğer gıdalara kıyasla çok daha yüksek seviyelerde AA içerdiklerinden veya genel 

popülasyon için normal beslenmenin bir parçası olduğundan, yüksek tüketim oranları 

AA maruziyet değerlendirmesi açısından önemli görülmektedir [89]. AA nın çok 

çeĢitli gıdalarda değiĢken düzeylerde bulunması ve bu gıdaların alımındaki 

farklılıklar sonucu kalınan maruziyetin doğru bir Ģekilde belirlenmesinde zorluklar 

yaĢanmaktadır [90]. Avrupa Birliği Komisyon Yönetmeliği 2017/2158 raporuna 
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göre, gıdalardaki (iĢlenmiĢ tahıl ürünleri, kahve ikameleri vb.) ortalama AA içeriği 

40-4000 μg/kg olarak bildirilmiĢtir [91]. 

 

Protein ve karbonhidrat içerikli yüksek ısıl iĢlem gören gıdalarda, orta (5–50 μg/kg) 

ve daha yüksek (yaklaĢık 150–4000 μg/kg) AA miktarları tespit edilmiĢtir [92]. 

Patatesler hem asparagin hem de glukoz ve fruktoz gibi indirgeyici Ģekerler açısından 

yüksek olduğundan ve kızartma iĢlemi uygulandığından patates cipsleri AA oluĢumu 

için optimum koĢulları sağlamaktadır [93]. Patates cipsi (318 ppb), öğütülmüĢ kahve 

(205 ppm), kraker, atıĢtırmalık (169 ppb) ve unlu mamuller (34 ppb) gibi fırınlanmıĢ 

ve derin yağda kızartılmıĢ gıdalarda önemli AA seviyeleri belirlenmiĢtir [65]. Mesias 

vd‟nin 2020 yılında yaptıkları bir çalıĢmada, ilkokul çocuklarının okul kantinlerinde 

tükettikleri patates kızartmasına bağlı olarak maruz kaldıkları AA düzeyi, 6-9 yaĢ 

arası öğrencileri (ortalama vücut ağırlığı 30 kg) için 0,03-0,07 μg/kg canlı 

ağırlık/gün; 10-11 yaĢ öğrenciler (ortalama vücut ağırlığı 45 kg) için ise 0,02-0,05 

μg/kg canlı ağırlık/gün olduğunu gözlenmiĢlerdir [94]. Lim vd tarafından yapılan 

çalıĢmada ise AA, patates cipslerinde 0,4-14,3 μg/kg aralığında ve patates 

kızartmasında 77,7-496,0 μg/kg gibi yüksek konsantrasyonlarda olduğu 

gözlemlenmiĢtir [95]. Ölmez vd tarafından Türkiye pazarından temin edilen 311 

gıdanın AA içeriğinin incelendiği bir çalıĢmada, en yüksek AA seviyesi, 2336 mg/kg 

patates cipsinde olmak üzere, kahvaltılık gevreklerinde 121 mg/kg, bisküvilerde 198 

mg/kg, krakerlerde 247 mg/kg, kavrulmuĢ fındıkta 128 mg/kg, kavrulmuĢ bademde 

260 mg/kg, kavrulmuĢ mısırda 194 mg/kg, türk kahvesinde 266 mg/kg, tulumba 

tatlısında 241 mg/kg, kemalpaĢa tatlında 512 mg/kg ortalama AA tespit edilmiĢtir 

[89]. ġenyuva vd tarafından Ankara yerel süpermarketlerindeki 120 gıda örneğinin 

incelendiği çalıĢmada, ortalama AA seviyelerine göre besin grupları, kraker (1072 

ng/g) > patates cipsi (433 ng/g) > bisküvi (389 ng/g) > kek (204 ng/g) > bebek 

mamaları (149 ng/g) > mısır cipsleri (132 ng/g) > kurabiyeler (126 ng/g) > 

kahvaltılık tahıllar (112 ng/g) > ekmekler (108 ng/g) > ızgara sebzeler (107 ng/g) > 

gofretler (106 ng/g) > çikolatalar (57 ng/g) olarak belirlenmiĢtir [96]. 
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Avrupa Birliği Komisyon Yönetmeliğinde kavrulmuĢ kahve için maksimum AA 

limiti 400 μg/kg olarak belirlenmiĢtir [91]. Lim vd tarafından yapılan çalıĢmada, 

kavrulmuĢ kahvedeki AA konsantrasyonu ortalama 10.6 μg/kg arasında olduğu tespit 

edilmiĢtir [95]. Kavurma iĢlemi baĢlangıcında AA seviyesini hızla yükseltmektedir. 

Daha sonra kavurma iĢleminin sonlarına doğru fiziksel ve kimyasal kayıplardan 

dolayı çok hızlı bir Ģekilde düĢmeye baĢlamaktadır [97]. Bu nedenle, hafif kavrulmuĢ 

kahve çekirdeklerinin, koyu kavrulmuĢ kahve çekirdeklerine kıyasla nispeten yüksek 

miktarda AA içerebileceği belirtilmektedir [98]. BaĢaran vd nin 2019 yılında 

yaptıkları çalıĢmada, ortalama AA içeriği 200 ml porsiyondaki hazır kahvelerde, 3‟ü 

bir arada kahve türlerinde 9,6 μg, fındık aromalı 3‟ü bir arada hazır kahve türlerinde 

8,0 μg, 2‟si 1 arada kahve türlerinde 9,1 μg, Mocha kahve türlerinde 13,3 μg, latte 

kahve türlerinde 6,8 μg; demlenmiĢ kahvelerden ise americano kahve türlerinde 3,9 

μg, filtre kahvede 3,3 μg, espresso 0,8 μg AA içerdiği gözlemlenmiĢtir [99]. Akgün 

vd tarafından 36 kahve numunesindeki AA miktarının analiz edildiği çalıĢmada, 

Türk kahvesinin 131-283 μg/kg, dibek kahvesinin 31-169 μg/kg ve menengiç 

kahvesinin 154,7-323,4 μg/kg AA içerdiği tespit edilmiĢtir [100]. Endeshaw vd 

tarafından yapılan çalıĢmada sokak satıcılarındaki toz ve demlenmiĢ kahvelerin AA 

miktarları sırasıyla 346 μg/kg ve 25 μg/L; endüstriyel iĢlenmiĢ kahvedeki AA miktarı 

ise 906 μg/kg ve 89 μg/L olduğu gözlenmiĢtir. Toz ve demlenmiĢ kahvelerin AA 

içerikleri arasında, sokak satıcıları ile endüstriyel olarak iĢlenmiĢ kahveler arasındaki 

farkın kavurma ve demleme koĢullarına bağlı olduğu düĢünülmektedir [101]. 

 

Ortalama kakao bazlı gıda AA içerikleri EFSA'da 104 ng/g ve Kanada'da 310-555 

ng/g olarak belirlenmiĢtir [58,102]. Jeong vd çalıĢmasında çikolatalardaki AA 

seviyeleri sırasıyla, bitter çikolata (54,9 ng/g, >%30 kakao) > sütlü çikolata (15,9 

ng/g, %20 kakao) > çikolata (8,6 ng/g, kakao içeriği > %7) > beyaz çikolata (3,5 

ng/g) içerdiği gözlenmiĢ olup, AA içeriğini katı kakao kütlesinin belirlediğini tespit 

edilmiĢtir [103]. 
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EFSA ya göre ekmek için ortalama AA konsantrasyonu 23 μg/kg olarak 

belirlenmiĢtir [58]. Andačić vd tarafından ekmek ve unlu mamullerden 100 ürün 

içerisindeki AA düzeyinin belirlenmesi üzerine yapılan çalıĢmada, en düĢük ortalama 

AA içeriği buğday bazlı ekmek ve unlu mamüllerde (51 μg/kg) olmak üzere; mısır 

bazlı grupta 56 μg/kg, çavdar bazlı grupta 133 μg/kg olarak bulunmuĢtur. Gruplar 

arasındaki AA içeriğindeki farklılıklar, tahıl veya hamurdaki farklı miktarda serbest 

asparaginden kaynaklı olduğu düĢünülmüĢtür [49]. AA, ekmeklerin dıĢ kısmında 

yoğun olarak bulunmakta olup buğday ekmeğinde, AA içeriğinin %99'undan fazlası 

kabukta tespit edilmiĢtir [104]. Boyacı Gündüz vd tarafından Türkiyede 22 

ekmekteki AA miktarlarının tespiti için yapılan çalıĢmada, en yüksek AA tam 

buğday ekmeğinde (479 μg/kg) olmak üzere sırasıyla; çavdar ekmeğinde 432 μg/kg, 

kepek ekmeğinde 307 μg/kg, taĢ fırın buğday ekmeğinde 171 μg/kg, beyaz buğday 

ekmeğinde ise 121 μg/kg tespit edilmiĢtir [105]. 

 

Hai vd tarafından 304 ürünün AA düzeyinin tespit edilmesi amacıyla yapılan 

çalıĢmada 35 ürünün AA seviyesinin  500 μg/kg olduğu gözlenmiĢtir. Özellikle 

yağda kızartılan patates cipsi, kızarmıĢ patates, kızarmıĢ eriĢte, pirinç krakeri ve 

kızarmıĢ kek gibi gıdalarda, 25-1782 μg/kg arasında yüksek AA konsantrasyonlarına 

sahipken; kurutulmuĢ patates, kurutulmuĢ muz, kurutulmuĢ sebzelerde, sadece 

ürünleri kurutmak için fırın ısısı kullanıldığından düĢük AA seviyesi 

gözlemlenmiĢtir. Bununla birlikte düĢük Ģekerli veya düĢük niĢastalı sebzeler (havuç, 

bamya), AA oluĢumunu azaltma yeteneğine sahip Ca
2+

, Mg
2+

, K
+
 ve Na

+
 gibi çok 

sayıda metal katyon içerdiğinden bu gıdalardaki düzeyler dikkate değer 

bulunmamıĢtır [106]. 

 

Jeong vd tarafından 16 adet karabiberdeki AA düzeyinin araĢtırıldığı çalıĢmada, 

biberin taneli ve toz halindeki formu arasında bir fark görülmezken, AA içeriğinin 

biber rengine göre farklılık gösterdiği gözlenmiĢtir. Beyaz biber (61,8 ng/g), 

örneklerinin AA içerikleri, karabiber (397 ng/g) örneklerine göre daha düĢük olduğu 

tespit edilmiĢtir. Karabiber, olgunlaĢmamıĢ meyvelerin ısıtılmasıyla üretilmektedir. 
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Beyaz biber ise olgun meyvelerden hazırlanmakta ve perikarpı çıkarılmaktadır. 

Perikarp varlığı, siyah ve beyaz biberler arasında AA içeriğinin farklı olmasına 

neden olduğu düĢünülmüĢtür [103]. 

 

Branciari vd tarafından yapılan çalıĢmada, 25 günlük okul kantininin yemek 

menüsünün, en yüksek ortalama AA konsantrasyonu patates gıda kategorisinde (841-

843 μg/kg) olup, bunu unlu mamuller (244-244 μg/kg), et (222-227 μg/kg) ve 

yumurta ürünlerinin (151-161 μg/kg) takip ettiği gözlenmiĢtir. 3-5 yaĢ arası çocuklar 

en yüksek AA alımına sahipken (2,91-3,25 mg/kg vücut ağırlığı/gün), bunu 6-11 

yaĢındakiler (2,03-2,28 mg/kg vücut ağırlığı/gün) ve 11-13 yaĢındakilerin (1,55-1,78 

mg/kg vücut ağırlığı/gün) takip ettiği gösterilmiĢtir [107]. Gıdaların AA alımına 

katkıları, gıdalardaki AA düzeylerinin değiĢkenliği ve farklı ülkelerdeki diyetlerin 

farklı yapısı nedeniyle ülkeden ülkeye önemli ölçüde değiĢiklik gösterebilmektedir 

[108]. Çocuklar ve ergenlerin, AA içeren gıdaları (örneğin patates cipsi, patates 

kızartması ve kurabiye) daha fazla tüketmeleri nedeniyle AA maruziyetleri 

yetiĢkinlerden daha yüksek olmaktadır [109]. Günlük AA alımı, ortalama 70 kg 

vücut ağırlığına sahip yetiĢkinler için 14 -70 μg/gün, çocuklar için ise 70- 280 μg/gün 

arasında olduğu düĢünülmektedir [66]. EFSA tarafından AA maruziyetinin, tüm yaĢ 

gruplarında ortalama 0,4 -1,9 μg/kg vücut ağırlığı/gün ve obez bireylerde 0,6-3,4 

μg/kg vücut ağırlığı/gün olduğunu düĢünülmektedir [58]. Gıda Katkı Maddeleri ve 

Kontaminantları Uzman Komitesi (JECFA), ortalama AA maruziyetini, yetiĢkinler 

için 0,2-1,0 μg/kg vücut ağırlığı/gün ve yüksek miktarda tüketiciler için (obez 

bireyler) 0,6-1,8 μg/kg vücut ağırlığı/gün olarak belirlemektedir [110]. 

 

Matthys vd tarafından ergenlerden 7 günlük besin tüketim kaydı alınarak yapılan bir 

çalıĢmada diyetle ortalama AA alımının 0,51 μg/kg vücut ağırlığı/gün olduğu 

belirlenmiĢtir [111]. Nematollahi vd tarafından farklı yaĢ gruplarında Tahran 

pazarındaki sıcaklıkla etkileĢime girmiĢ 7 gıda üzerinde yapılan çalıĢmada, tüm yaĢ 

gruplarında sırasıyla en yüksek ve en düĢük AA alım oranları (g/gün) ekmek ve 

kahvede bulunmuĢtur. Kahve, günlük tüketim oranı en düĢük olması nedeniyle en 
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yüksek AA miktarını göstermesine rağmen, tüm yaĢ gruplarında sadece %1-2'lik pay 

oranına sahip olduğu gözlemlenmiĢtir. Ekmek ise düĢük miktarda AA içermesine 

rağmen, yüksek miktarda tüketildiği için tüm yaĢ gruplarında (%50'den fazla) en 

önemli AA kaynağı olarak görülmektedir [112-113]. Bebekler de AA‟ya en çok 

maruz kalan grubu oluĢturmaktadır [114]. Abt vd tarafından 2011-2015 ve 2002-

2006 yılları arasındaki gıdalardaki AA maruziyet miktarlarının karĢılaĢtırılmasının 

yapıldığı bir çalıĢmada; bebek mamalarında (kavanozlu meyveler, kavanozlu 

sebzeler, kavanozlu karıĢımlar, diĢ çıkaran bisküviler, krakerler, puflar, peksimet) 

ortalama AA konsantrasyonu, 2002–2006 için 36,9 μg/kg, 2011-2015 için 165,1 

μg/kg tespit edilmiĢtir. En yüksek ortalama konsantrasyonlar, bebek krakerlerinde 

(826,9 μg/kg) ve diĢ çıkarma bisküvilerinde (414,5 μg/kg) olduğu gözlemlenmiĢtir 

[115]. 

3.4. GIDALARDA AKRĠLAMĠD OLUġUMUNU ETKĠLEYEN FAKTÖRLER 

 

AA oluĢumunu, sıcaklık, iĢleme süresi, pH, nem içeriği, reaktan konsantrasyonları ve 

reaktanların türü, ürünün depolanma koĢulları etkilemektedir (ġekil 3.9) [116,117]. 

 

 

ġekil 3.9. Akrilamid oluĢumunu etkileyen faktörler [117]. 
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3.4.1. Ġndirgeyici ġekerler 

 

Glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi mono veya disakkaritlerin varlığı AA oluĢumunu 

doğrudan etkilemektedir. ġekerlerin reaktivitesi zincir uzunluklarına göre farklılık 

göstermekte olup daha kısa karbon zincirlerine sahip Ģekerler, yüksek AA oluĢumuna 

neden olmaktadır. Bu nedenle, Maillard reaksiyonunda pentozlar, heksoz ve 

disakkaritlerden daha reaktif olmaktadır. Ayrıca aldo Ģekerler, keto Ģekerlerinden 

daha reaktiftir [118]. Gökmen vd tarafından kurabiyelerdeki Ģekerlerin AA`ya 

etkisini inceleyen çalıĢmada, kurabiye yapımı sırasında sakkaroz yerine glukoz 

kullanıldığında AA miktarında ciddi bir artıĢ olduğu gözlemlenmiĢtir. Sakkaroz 

miktarının 10 g'dan 35 g'a çıkarılması ise piĢirme sırasında oluĢan AA miktarını 

neredeyse iki katına kadar çıkmasına neden olmuĢtur [119]. Summa vd çalıĢmasında 

hamur tariflerinde sakkaroz yerine fruktoz kullanıldığında AA konsantrasyonunun 

daha yüksek olduğu gözlemlenmiĢtir [120]. Bertuzzi vd tarafından farklı kahve 

çekirdekleri üzerinde yapılan bir çalıĢmada, Arabica yeĢil kahve çekirdeklerinin 

Robusta‟dan daha fazla fruktoz ve glukoz içermesinden dolayı 10 dakika kavurma 

iĢleminden sonra Arabica kahve çekirdeğinde daha yüksek AA düzeyi tespit 

edilmiĢtir [121]. 

 

3.4.2. Aminoasitler 

 

Asparagin aminoasidi, AA nın ana öncüsü olarak kabul edilmekte olup AA 

oluĢumunu etkileyen en önemli hız sınırlayıcı faktör olarak kabul edilmektedir [108]. 

Fredriksson vd tarafından yapılan bir çalıĢmada; tam tahıllı buğday ununun 0,5 g/kg, 

tam tahıllı çavdar ununun 1,1 g/kg, buğday ununun 0,2 g/kg ve buğday tohumunun 

4,9 g/kg aspargin içerdiği tespit edilmiĢtir [122]. Türlerin ortalama serbest asparagin 

içeriği azalan sırayla Ģu Ģekildedir: çavdar > kabuksuz yulaf >mısır > kabuksuz arpa 

> makarnalık buğday > ekmeklik buğday [123-124]. Ţilić vd tarafından 2020 yılında 

farklı türde tahıllardan yapılan bisküvilerin karĢılaĢtırıldığı çalıĢmada, en yüksek 

serbest asparagin içeriğine sahip undan hazırlanan bisküvilerin en yüksek AA 
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içeriğine sahip olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu durum tahıl unundaki serbest 

asparaginin, bisküvilerde piĢirme sırasında AA oluĢumundaki ana faktörlerden biri 

olduğunu göstermektedir [125]. Mesias vd nin 2019 yılında Ġspanya pazarındaki 80 

ticari bisküvideki AA düzeyi ile ilgili yapılan çalıĢmada ise en yüksek AA içeriği 

çavdar bazlı numunelerde (2144 μg/kg) bulurken, bunu teff (1559 μg/kg) ve yulaf 

(1424 μg/kg) bazlı bisküviler takip etmiĢtir. Buna karĢılık pirinç, mısır ve buğday 

bazlı bisküvilerde en düĢük seviyelerde AA saptanmıĢtır [126]. 

 

3.4.3. Gıdanın pH'sı 

Besinlerdeki pH'nın düĢürülmesi, AA oluĢumuna yol açan Schiff bazı oluĢumunu 

durdurmaktadır [127]. Bu nedenle düĢürülen pH seviyeleri, azalan AA oluĢumunun 

eĢlik ettiği Maillard reaksiyonlarıyla sonuçlanmaktadır [128]. 

 

3.4.4. Gıdanın Nemi 

 

Gıdalarda bulunan toplam su miktarı, gıdalardaki AA içeriğini büyük ölçüde 

etkilemektedir. AA'nın su aktivitesi 0,4-0,8 arasında olan gıdalarda oluĢtuğu 

bulunmuĢtur. Su aktivitesi <0,4 olduğunda, AA oluĢumu azalmaktadır [129]. Anese 

vd tarafından yapılan bir çalıĢmada, kurabiyedeki su aktivitesi 0,83 iken AA nın %32 

azaldığı, su aktivitesi 0,12'de ise %12 azaldığı tespit edilmiĢtir [130]. 

 

3.4.5. Gıdalara Uygulanan Sıcaklık ve ĠĢlem Süresi 

 

Farklı sıcaklıklara maruz bırakılan yüksek karbonhidratlı gıdaların AA içeriğinin 

farklı olduğu gözlenmiĢ olup, iĢlem süresi ve sıcaklığın artıĢıyla AA içeriğinin de 

arttığı bildirilmiĢtir [131]. Matthäus vd`nin çalıĢmasında, 150-175  C arasındaki 

sıcaklıklarda AA miktarı nispeten düĢük iken, sıcaklık 180-190  C'ye ulaĢtığında 

ciddi bir artıĢ olduğu gözlemlenmiĢtir [132]. ĠĢlem süresi boyunca AA artmaya 

devam edip maksimum düzeye ulaĢtıktan sonra reaksiyona katılan öncüllerin 

tükenmesine bağlı olarak AA oluĢum hızı kademeli olarak azalmaktadır [133]. 
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3.5. AKRĠLAMĠDĠN SAĞLIK ÜZERĠNE ETKĠLERĠ 

 

AA, hidrofilik bir molekül olup vücuttaki her organ ve dokuya ulaĢabilmektedir. AA, 

Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansı tarafından "insanlar için muhtemel 

kanserojen" (grup 2A) bir madde olarak sınıflandırılmıĢtır. Bu bilimsel görüĢü 

takiben, kızarmıĢ patates, unlu mamüller ve kahve ürünleri gibi çok çeĢitli piĢmiĢ 

gıdalarda izin verilen AA seviyelerine iliĢkin dünya çapındaki mevzuatlar giderek 

daha kısıtlayıcı hale getirilmiĢtir [87]. Günde 1-2 mg/kg vücut ağırlığında AA 

maruziyetinin ratlarda kanser insidansını arttırdığı gözlemlenmiĢtir [114]. 

 

AA nın toksik etkileri arasında, genotoksik metabolitlerin oluĢumu, oksidatif stres, 

nöral sinyallerin etkilenmesi, merkezi sinir sisteminde ultrastrüktürel ve histolojik 

kusurlarda yer almaktadır. Bu maddeye mesleki ve tesadüfi yollarla uzun süre maruz 

kalmak insanların merkezi ve periferik sinir sistemlerinde nöral tahribat gibi bazı 

hasarlara neden olabilmektedir. ĠĢ yeri kaynaklı AA maruziyetinin, ataksi, yürüme 

anormallikleri, iskelet kası zayıflığı, cilt anormallikleri, el ve ayaklarda uyuĢmaya 

neden olabileceği belirtilmektedir. Hatta bazı toksikolojik araĢtırmalar, AA 

buharlarının gözleri ve cildi tahriĢ ettiğini ve beyin omurilik sisteminde felce neden 

olduğunu ileri sürmektedir [134]. Kimya fabrikalarında yapılan bir çalıĢmada kiĢisel 

solunum bölgelerinden toplanan hava örneklerinde 5-984 µg/m
3 
arasında AA tespit 

edilmiĢtir. Numune alınan iĢçilerde AA-Hb eklenti seviyeleri 15-1884 pmol/g 

arasında değiĢirken, GA eklentileri 9-1376 pmol/g arasında olduğu gözlemlenmiĢtir 

[135]. AA kaynaklı nörotoksisite için tolere edilebilir alım miktarı 40 mg/kg/gün 

iken kanser için tolere edilebilir AA ve GA alım miktarı sırasıyla 2,6 ve 16 

mg/kg/gün olduğu düĢünülmektedir [136]. 

 

AA‟de maruz bırakılan kemirgenlerde, AA nın hayvanlar üzerinde toksisiteye neden 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Bir toksisite çalıĢmasında, 10-50 mg/kg vücut ağırlığı/gün 

AA'ya tekrarlanan dozlarda maruziyetin birçok laboratuvar hayvan türünde 

nöropatiye sebep olduğu rapor edilmiĢken, 100-200 mg/kg'lık tek doz maruziyetin 
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birçok türde ölümcül olduğu rapor edilmiĢtir [78]. AA, ratlarda apoptozu 

indüklemekte ve mitokondride iĢlev bozukluğuna neden olmaktadır. Ayrıca AA 

verilen ratlarda ise arka bacak felci, vücut ağırlığı artıĢında azalma ve retikülositoz 

gibi toksik etkilerin meydana geldiği belirtilmektedir [137]. 

 

Gestasyonel dönemde AA maruz kalan farelerde de AA nın, plasental geliĢimi inhibe 

ettiği ve apoptozu indüklediği gözlenmiĢtir. Ayrıca AA nın, plasental geliĢim 

genlerinin ekspresyonunu da değiĢtirmiĢ olduğu saptanmıĢtır [138]. AA, toksik 

etkilerini makromoleküllerin nükleofilik kalıntıları, özellikle sistein kalıntıları (DNA 

ve hücresel proteinler dahil) ile etkileĢime girerek göstermektedir. Bu nedenle AA, 

hücre bölünmesi sırasında iğ ipliklerinin oluĢumundan sorumlu olan kinesin 

proteinlerine de müdahale ederek hücre proliferasyonunu inhibe edebilmektedir 

(ġekil 3.10) [139]. Ayrıca AA, lizin, histidin ve proteinlerin N-terminal aminleri ile 

de reaksiyona girebilmektedir. AA ve GA, N-7 konumunda guanin ile en güçlü 

eklentileri oluĢturmaktadır. Alzahrani tarafından fareler üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada, 10, 20 ve 30 mg/kg'lık doz AA 1 ve 2 hafta boyunca verildiğinde, kontrol 

grubuna kıyasla önemli ölçüde DNA hasarını indüklediğini ve farelerin kemik iliği 

hücrelerinde kromozom anormalliklerine neden olduğu gözlemlenmiĢtir [140]. 

 

 

ġekil 3.10. Akrilamid sistein eklentisinin oluĢumu [139]. 
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Karaciğer, kimyasallar, ilaçlar, alkol ve gıda katkı maddeleri gibi vücuda alınan 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan organdır. Karaciğerde 

detoksifikasyona uğrayan bileĢenlerden biride toksik etkisi bulunan AA dır. Bu 

bileĢenin karaciğerde detoksifikasyonu, glutatyon kaynağının tükenmesine, 

antioksidan enzimlerin azalmasına ve genellikle karaciğer ve diğer organlarda 

oksidatif strese neden olmaktadır. AA'nın neden olduğu oksidatif stres ve 

inflamasyon, hepatik hücre zarlarına zarar vermektedir (ġekil 3.9) [141]. AA 

takviyesiyle karaciğerde oluĢan SOD ve peroksidaz aktivitesindeki azalma, 

enzimlerin MDA ile çapraz bağlanarak inaktive olmasıyla gerçekleĢmektedir. Bu 

nedenle lipid peroksidasyon seviyesini gösteren MDA aynı zamanda hepatosellüler 

hasarın da derecesini yansıtmaktadır [142]. 

 

 

 

ġekil 3.11. Akrilamidin karaciğer üzerine etkisi [141]. 

 

3.6. AKRĠLAMĠD OLUġUMUNU AZALTMA STRATEJĠLERĠ 

 

Avrupa Birliği Komisyonu tarafından, gıdalarda AA varlığı ile ilgili 20 Kasım 2017 

tarihli ve 2017/2158 sayılı Komisyon Yönetmeliği kabul edilmiĢ olup, yönetmelik 11 

Nisan 2018 tarihinde yürürlüğe girmiĢtir. Yönetmelik, gıda güvenliğinin sağlanması 

ve gıda ürünlerinde AA düzeyinin düĢürülmesi amacıyla, azaltıcı önlemler Ģeklinde 
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yasal düzenlemeler getirmekte ve AA seviyelerinin gözden geçirilmesi için referans 

seviyeleri içermektedir. Seçilen gıda maddelerinde AA varlığı için referans seviyeleri 

(μg/kg), patates kızartması (tüketime hazır) için 500; taze patates ve patates 

hamurundan patates cipsleri ve patates bazlı krakerler için 750; gevrek ekmek için 

350; hazır (çözünür) kahve için 850 olarak belirlenmiĢtir [91]. 

 

Bazı tek ve çift değerli katyonların (örneğin Na
+
 veya Ca

+2
) gıdalarda AA oluĢumunu 

etkili bir Ģekilde azalttığı tespit edilmiĢtir. Örneğin, CaCl2 çözeltisine batırılan 

patateslerde, duyusal özellikleri olumsuz etkilenmeden kızartıldığında patateslerde 

oluĢan AA miktarının %95 azaldığı rapor edilmiĢtir. Bu iyonlar asparagin ile 

etkileĢerek Schiff bazının oluĢumu engellemekte ve AA oluĢumunu azaltmaktadır 

[119]. Patates cipsi için önerilen hafifletme önlemleri arasında, Ģeker oluĢumunu 

azaltmak için piĢirmeden önce patateslerin sıcaklık kontrolünün yapılması, daha 

düĢük Ģeker konsantrasyonlu patateslerin seçilmesi, patates hamurlarına asparaginaz 

eklenmesi, kızartma sıcaklıklarının düĢürülmesi yer almaktadır [143]. Depolama 

sırasında filizlenmenin önlenmesi ve filizlenmiĢ malzemenin besin zincirinden 

dıĢlanması önemli görülmektedir. Filizlenmenin oluĢumu solunumla niĢastanın bir 

kısmının Ģekere dönüĢtüğünü göstermektedir [144]. 

 

Asparaginaz kullanımının, tahıl bazlı ürünler için üreticiler tarafından benimsenen en 

etkili uygulamalardan biri olduğu belirtilmiĢ olup, buğday krakerlerinde %85'lik 

azalmalar rapor edilmiĢtir. Vıncı vd ye göre asparaginaz enziminin kullanımı, 

asparaginin, aspartik asit ve amonyağa hidrolizini katalize ettiği için AA oluĢumunun 

azaltılmasında etkili bir strateji olarak görülmektedir [145]. Yine Morales vd  yaptığı 

çalıĢmada olduğu gibi gıdalara ısıl iĢlem öncesinde amino asit eklenmesi, Maillard 

reaksiyonunda asparagin ile rekabet ederek veya AA oluĢumundan sonra AA ile 

reaksiyona girerek AA oluĢumunu azaltmada bir diğer yol olarak da görülmektedir 

[146]. 
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Laktik asit bakterileri, AA'yı bağlayarak onu bir karbon kaynağı olarak 

kullanabilmektedir. Laktik asit bakterileri sayesinde ekĢi ekmek hamurunda uzun 

süreli fermantasyonla ekmekteki AA içeriğinin azaltılabileceği gösterilmiĢtir [66]. 

Buna göre, %2-4 Lactobacillus plantarum içeren ekmeklerde, AA içeriğinin %16,6-

27,4 oranında azaldığı saptanmıĢtır [147]. Akıllıoğlu vd tarafından yapılan 

çalıĢmada, %2 maya içeren grupta, %1 maya içeren gruba göre AA bozunmasının 

daha hızlı gerçekleĢtiği tespit edilmiĢtir [148]. 
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BÖLÜM 4 

 

OKSĠDATĠF STRES 

 

Oksidatif stres ilk olarak Ġngiltere'de Harmna tarafından yaĢlanma üzerine yapılan 

çalıĢmada keĢfedilmiĢ olup, daha sonra 1985'te Almanya'da Sies tarafından 

kavramsal olarak tanımlanmıĢtır. Oksidatif stres, bir sistemdeki serbest radikallerin 

ve aktif ara ürünlerinin nötralize edilememesi veya ortadan kaldırılamaması 

sonucunda meydana gelmektedir. Oksidan-antioksidan dengesinin, oksidan lehine 

olması sonucunda ortaya çıkmaktadır [149,150]. 

 

ROT, genellikle oksidatif strese neden olabilecek bileĢenleri belirtmek için kullanılan 

terim olup, normal hücresel metabolizmanın bir sonucu olarak canlı organizmalar 

tarafından üretilmekte ve fizyolojik hücre süreçlerinde de yer almaktadır [151]. ROT 

üretimi, sinyal iletim yollarında, patojen mikroorganizmalara karĢı savunmada, 

büyümenin veya ölümün teĢvik edilmesinde, gen ekspresyonu gibi hücresel 

fonksiyonlarda sorumlu olan aerobik yaĢamın doğal bir parçası olarak kabul 

edilmektedir. ROT düzeylerindeki artıĢ ve oksidatif stres, hücre ölümlerine neden 

olan nekroz ve apoptozun uyarılmasına neden olarak hücre ve doku hasarına yol 

açmaktadır. Oksidatif reaksiyonlar, kardiyovasküler hastalıklar, akciğer hastalıkları, 

diyabet, nörodejeneratif hastalıklar ve kanser dahil olmak üzere yaĢlanma ve birçok 

hastalık sürecine eĢlik etmektedir [152]. 

 

ROT'un baĢlıca endojen kaynaklarını, mitokondri, peroksizom, endoplazmik 

retikulum ve lizozom gibi hücresel organeller ile enzimler [nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz, miyeloperoksidaz, ksantin oksidaz, nitrik oksit 

sentaz] oluĢturmaktadır (ġekil 4.1). ROT oluĢumuna neden olan ekzojen kaynaklar 

arasında ise kemoterapötikler, çevresel toksinler, ultraviyole ıĢını, radyasyon, piĢirme 

sırasında oluĢan maddeler yer almaktadır [153]. 
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ġekil 4.1. Oksidan oluĢumuna neden olan endojen kaynaklar [153]. 

 

ROT un keĢfinden beri özellikle oksijen merkezli radikallerin hem patolojik hem de 

fizyolojik süreçlere etkisi araĢtırılmaktadır. Serbest radikaller birçok elementten 

üretilebilmekte olup, biyolojik sistemde en önemlileri oksijen ve nitrojen içerenler 

olarak kabul edilmektedir. ROT, süperoksit anyon radikali (O2
.-
), hidroksil radikali 

(OH
.
), hidrojen peroksit (H2O2), ozon (O3), singlet oksijen (

1
O2) oluĢturmakta iken; 

reaktif nitrojen türlerini (RNT), nitrik oksit radikali (NO
.
), dinitrojen trioksit (N2O3), 

peroksinitrit (ONOO
-
), nitrit (NO2), nitrat (NO3) ve nitroksil (HNO) oluĢturmaktadır 

[154]. Özellikle radikal olmayan H2O2, 
1
O2, O3 ve ONOO

-
, kimyasal açıdan daha az 

reaktif olup, makromoleküller ve hücresel metabolitlerle reaksiyona girerek kolayca 

radikal hale gelebilmektedir [155]. 

 

Fizyolojik koĢullar altında, en yaygın serbest oksijen radikali O2
.- 

olup ana 

kaynağının mitokondri olduğu bilinmektedir. Elektronların solunum zinciri transferi 

boyunca tamamen verimli olmaması, elektronların sızmasına neden olmakta ve 

moleküler oksijen (O2), özellikle kompleks I ve III'de O2
.–

`ye dönüĢmesine neden 
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olmaktadır (ġekil 4.2) [156]. Organeller içerisinde veya dıĢında O2
.-
 üretilebilmekte-

dir. Normal metabolik süreçler sırasında insan vücudunda yılda 2 kg'dan fazla O2
.- 

üretimi meydana gelmektedir [155]. 

 

 

ġekil 4.2. Mitokontride süperoksit anyon radikalinin üretimi [156]. 

 

O2`nin suya indirgenmesiyle O2
.–

, H2O2 oluĢabilmektedir. Ana toksisiteden sorumlu 

olan radikal ise H2O2`den geçiĢ metalleri aracılığıyla (Haber-Weiss ve Fenton 

reaksiyonu) oluĢan OH
. 
olarak görülmektedir (ġekil 4.3) [157]. Fenton 

reaksiyonlarına katılan indirgenmiĢ serbest Fe
2+

 ve Cu
1+

 metalleri, Fe
3+

 ve Cu
2+

'ya 

oksitlenerek OH
. 
radikalinin yanı sıra hidroksil anyonunun (OH

-
) üretilmesine sebep 

olabilmektedir. Bu formlar (OH
.
, OH

-
) daha sonra bir indirgeme reaksiyonu yoluyla 

hidroperoksil radikalleri (HOO
.
) ve protonlar oluĢturmak üzere H2O2'yi 

oksitleyebilmekte ve böylece döngüsel bir Ģekilde yeni peroksidasyon reaksiyonları 

meydana gelebilmektedir [155]. OH
.
, bir kez oluĢtuğunda hücre içi/hücre dıĢı 
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serbestçe hareket edebildiğinden hücre altı zarları geçebilmekte ve bu nedenle 

DNA‟ya ulaĢabilmektedir. O2
.-
, ONOO

-
 oluĢturmak için NO ile reaksiyona 

girebilmektedir [158]. Özellikle OH
. 
ve ONOO

-
 membran lipidleri, yapısal proteinler, 

enzimler ve nükleik asitler dahil olmak üzere makromolekülleri doğrudan 

oksitleyerek anormal hücre fonksiyonuna ve ölümüne yol açmaktadır. Bununla 

birlikte bu oksidanlar, ekzojen küçük moleküller tarafından etkili bir Ģekilde temiz-

lenememektedir [159]. 

 

 

ġekil 4.3. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonları [157]. 

ROT'u doğru bir Ģekilde ölçmek, kararsız yapısından ve yarı ömürlerinin nispeten 

kısa olmasından kaynaklı zor olmaktadır. Örneğin, O
2.-
'nin yarı ömrü 10

−6
-10

−9
 

saniye iken OH
. 

10
−9

 saniye olduğu bilinmektedir. Bu nedenle oksidatif stresin 

belirlenmesinde baĢlıca biyobelirteçler kullanılmaktadır: 3-nitrotirozin, 4-hidroksi-

nonenal ve MDA gibi lipid oksidasyon ürünleri; F2-izoprostanlar ve 8-oksoguanin 

gibi DNA/RNA oksidasyon ürünleri bulunmaktadır [160]. MDA, lipid oksidasyonu 

için yaygın olarak kullanılan bir oksidatif stres biyobelirtecidir. OksitlenmiĢ lipid 

birikiminin, endotelde değiĢiklikler ve kronik inflamasyon sonucunda oluĢabileceği 

bilinmektedir. Bu nedenle bir hepatosit membran oksidasyonunda, MDA‟da artıĢ 

gözlenmektedir [161,162]. 

 

4.1. OKSĠDATĠF STRESĠN KARACĠĞERE ETKĠSĠ 

 

Oksidatif stres, karaciğer patolojisinde ve çeĢitli karaciğer hastalıklarında önemli 

faktör olarak kabul edilmektedir. Karaciğer, metabolik süreçleri nedeniyle ROT 

saldırısının hedefi olarak görülmektedir. Sağlıklı beslenme ile genellikle oksidanlar 

ve antioksidanlar arasındaki denge korunsa da hepatosit fonksiyonlar, diyetteki 
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yabancı ekzojen kimyasallar, toksinler, bitkisel ürünler ve tıbbi ilaçların metabolize 

edilmesi sonucunda olumsuz etkilenebilmektedir. Bu tür bileĢikler, normal hücre 

biyokimyasını destabilize etmekte olup, ROT ve serbest radikallerin üretimini 

arttırmaktadır [163,164]. ROT ve RNT nedeniyle geliĢen oksidatif stres, hepatositler, 

Kupffer hücreleri, hepatik stellat ve endotel hücreleri de dahil olmak üzere 

karaciğerde bulunan tüm hücrelerde inflamasyon, iskemi, fibroz, nekroz, apoptoz 

veya malign transformasyonu indükleyerek zarar verebilmektedir. Bunun yanısıra 

hepatositlerde, hepatik stellat hücrelerde daha fazla mitokondri bulunduğundan çok 

sayıda kararsız ROT üretilebilmektedir. Ayrıca karaciğer enzimleri olan diamin 

oksidaz, aldehit dehidrojenaz, ve sitokrom P450 enzim sistemi de oksidasyona neden 

olabilmektedir [165]. 

 

TNF-α gibi çeĢitli sitokinler, oksidatif stresle indüklenen Kupffer hücrelerinde 

üretilebilmekte, bu da inflamasyonu ve apoptozu arttırabilmektedir. Kupffer hücre 

aktivasyonu, plazma membranında NADPH oksidaz seviyesinin artıĢına bağlı olarak 

meydana gelmektedir [166]. Aynı zamanda nitrik oksit sentazın indüklenmesiyle 

ROT ve NO arasında da reaksiyon meydana gelmektedir. NO, nitrotirozin gibi, 

karaciğer nekrozuna yol açabilen nitrojen içeren reaktif ara ürünler oluĢturmakta 

olup, bu ara ürünler mitokondri fonksiyonunu inhibe etmekte ve hücresel pirimidin 

nükleotitlerini tüketerek DNA zincirinin kırılmasına neden olmaktadır. Artan serbest 

radikal oluĢumu ve DNA hasarı da karaciğer kanserine neden olabilmektedir [167]. 

Ayrıca alkolsüz veya alkolik steatohepatit ve viral hepatit gibi çeĢitli karaciğer 

hastalıklarında da, hepatosit hasarı artıran nedenin oksidatif stres ve serbest radikaller 

olduğu düĢünülmektedir [164]. 

 

4.2. ANTĠOKSĠDAN SAVUNMA SĠSTEMLERĠ 

 

ROT birikimi, birçok hücresel sinyal yolunu etkileyerek, hücrelerde fonksiyon 

bozukluğuna ve ardından çeĢitli patolojik durumun geliĢmesine neden olabilmektedir 

[168]. Antioksidanlar ise ROT a bağlı oksidatif stresi azaltarak patolojik durumların 
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geliĢimini engellemektedir. Vücutta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 

olmak üzere hücre içi veya hücre dıĢında görevli antioksidanlar bulunmaktadır [169]. 

Antioksidanların serbest radikalleri yok etme yetenekleri ne kadar güçlü olursa, 

serbest radikallerin vücuda verdiği zarar o kadar az olmaktadır [149]. 

 

Antioksidanlar, dokuların korunmasını üç düzeyde sağlanmaktadır: ilk olarak serbest 

radikal oluĢumunu katalize eden enzimlerin inhibitörleriyle oluĢumunu engellemek; 

ikinci olarak oluĢan serbest radikalleri, radikal ve toksik olmayan ürünlere 

dönüĢtürerek ortadan kaldırmak; son olarak da oksidatif olarak modifiye edilmiĢ 

proteinler, lipitler ve DNA bazlarında onarımı gerçekleĢtirmek [170]. 

 

4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar 

 

Ġnsan vücudu, serbest radikallere karĢı etkili bir antioksidan mekanizmaya sahiptir. 

Aerobik metabolizmanın neden olduğu oksidatif strese karĢı süperoksit dismutaz 

(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon redüktaz (GR) ile 

birlikte bir dizi antioksidan savunma sistemi bulunmaktadır (ġekil 4.4). Bu enzimler, 

spesifik organlarda bulunmakta olup, bakır, çinko, manganez, demir ve selenyum 

gibi metallerin katalizörlüğünde iĢlev göstermektedir [171,172]. 

 

 

 

ġekil 4.4. Antioksidan enzimlerin reaktif oksijen türleri üzerindeki etkileri [172]. 
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Memelilerde, amino asit diziliĢine, substrat spesifikliğine ve hücre lokalizasyonuna 

göre sitozolde GPx1, gastrointestinal sistemde GPx2, plazmada GPx3, fosfolipid 

hidroperoksitte GPx4, epididimalde GPx5, koku alma epitelinde GPx6 ve 

endoplazmik retikulumda GPx7 ve GPx8 olmak üzere 8 tane GPx enzimi 

bulunmaktadır. Substrat olarak GSH kullanan GPx, H2O2`yi suya dönüĢtürmekte ve 

reaksiyon, oksitlenmiĢ glutatyon (GSSG) ile sonuçlanmaktadır. GPx, aktif merkezde 

bir selenyum içermekte ve enzim ağırlıklı olarak hücrenin sitoplazmasında 

bulunmaktadır [173]. Enzim, H202‟yi düĢük konsantrasyonlarda etkin bir Ģekilde 

metabolize etmekte olup, optimal aktivite için yüksek konsantrasyonlarda GSH‟a 

ihtiyaç duymaktadır. Bu reaksiyonda pentoz fosfat yolunda üretilen NADPH elektron 

vericisi olarak kullanılmaktadır. ROT artıĢıyla beraber hücrelerde, glukoz 

metabolizmasında pentoz fosfat yolundaki glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktive 

edilerek NADP
+
'nın NADPH indirgenmesi sağlanmaktadır [174]. 

 

SOD, insan organizmasındaki en önemli antioksidan enzimlerden biridir ve oksidatif 

strese karĢı ön savunma hattını oluĢturmaktadır. SOD, O2
.–

`den H2O2 oluĢturarak 

ROT‟u nötralize etmektedir [159]. SOD1, Fe içermekte olup prokoryadlarda ve bazı 

bitilerin kloroplastlarında bulunmaktadır. SOD2 Mn içermekte olup sadece 

mitokondriyal matrikste lokalizedir. SOD3 ise Cu ve Zn içermekte olup, 

sitoplazmada lokalize halde bulunmaktadır [175]. 

 

CAT, H2O2'yi OH
. 
oluĢmaması için oksijen ve suya dönüĢtürmektedir. Enzim 4 tane 

hem grubu içermekte olup, karaciğerde yüksek konsantrasyonlarda bulunmakta olup 

hemen hemen tüm canlı organizmalarda bulunan yaygın bir enzimdir [171]. 

 

4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

 

Enzimatik olmayan antioksidanlar endojen ve ekzojen olarak sınıflandırılmaktadır. 

Endojen antioksidanlar ökaryotik hücreler tarafından sentezlenebilirken ekzojen 

antioksidanlar besinler yoluyla alınmaktadır [158]. Enzimatik olmayan baĢlıca 
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endojen antioksidanlar, glutatyon, albümin ve melatonin iken; ekzojen antioksidanlar 

ise vitaminler (askorbik asit, α-tokoferol, β-karoten), çinko, selenyum, flavonoidler, 

fenolik asitlerdir. Özellikle ekzojen antioksidanlardan α-tokoferol, askorbik asit, 

karotenoidler gibi diyetle alınan antioksidanların, antioksidan mekanizmanın 

güçlenmesinde etkili oldukları bilinmektedir [176]. 

 

Yağda çözünen α-tokoferol oksidan kaynaklı hücre zarı hasarında temel savunmayı 

oluĢturmaktadır. α-tokoferol, lipit peroksidasyonu sırasında üretilen peroksil 

radikaline elektron vererek inaktive olmasını sağlamaktadır. Böylece α-tokoferol 

membrandaki uzun zincirli çoklu doymamıĢ yağ asitlerin bütünlüğünün korunmasına 

yardımcı olmaktadır. Karotenoidler bitkilerde bulunan pigmentleri oluĢturmaktadır 

ve β-karoten, ROO
.
, OH

. 
ve O2

.–
 radikalleri ile reaksiyona girebilmektedir [151]. 

Suda çözünen askorbik asit ise öncelikle serbest oksijen radikallerini yakalayarak 

antioksidan kapasiteyi arttırmaktadır. Plazma düzeyinin yaĢla birlikte düĢtüğü 

bilinmektedir. Askorbik asit, hücrelerin içinde ROT ile reaksiyona giren α-

tokoferolün tekrar aktif forma dönüĢmesini sağlamaktadır. Ayrıca askorbik asit güçlü 

bir oksidan olan bakırı da bağlayabilmektedir [156]. 

 

GSH, memeli hücrelerinde enzimatik olmayan ana endojen antioksidan olarak kabul 

edilmektedir. Glutatyon, peroksitleri temizlemek, kritik hücresel süreçleri modüle 

etmek (hücre proliferasyonu, apoptoz, mikrotübüler ile ilgili süreçler ve immünolojik 

fonksiyon), -SH gruplarının oksidasyonunu önlemek gibi birçok hayati fonksiyonları 

yerine getirmektedir. Yüksek hücre içi glutatyon konsantrasyonu (genellikle 5-10 

mM), yüksek miktarda oluĢan serbest radikalleri absorbe etmek için etkili bir redoks 

tamponu gibi görev yapmaktadır [177,178]. Albümin ise Fenton reaksiyonunun 

katalizörü olan demir ve bakırı bağlayarak serbest radikal üretimini engellemektedir. 

Ayrıca albüminin methionine ve sistein aminoasitlerinden dolayı serbest sülfhidril 

grubu içermesi, OH
. 
temizlenmesine yardımcı olmaktadır. MLT çok etkili bir OH

. 

tutucucusu olup 
1
O2, ONOO

-
 ve NO gibi bazı ROT ve RNT'leri detoksifiye etme 

yeteneğine sahiptir. Ayrıca bazı antioksidan enzimlerin düzenleyicisi olarak görev 
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yapmakta ve mitokondriyal aktivite sırasında artan ROT seviyelerinin oluĢmasını 

engellemektedir [179]. 
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BÖLÜM 5 

 

MELATONĠN 

 

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) (MLT), memeli sirkadiyen ritimlerinde rol 

oynayan endojen bir hormondur (ġekil 5.1). MLT`nin, moleküler ağırlığı 232,28 

g/mol ve yoğunluğu 1,175 g/cm
3
'tür. Erime noktası 116,5-118  C arasında değiĢmekte 

olup kaynama noktası 512,8  C olduğu bilinmektedir. Kimyasal açıdan MLT, 

C13H16N2O2 kimyasal formülüyle ifade edilmektedir. Moleküle amfifilik özelliği 

sağlayan 3-amid ve 5-alkoksil grupları, MLT nin biyolojik zarlardan kolay 

geçmesini sağlamaktadır [180]. Epifiz bezi tarafından üretilmesinin yanı sıra cilt, 

retina, beyincik, böbrekler, karaciğer, pankreas ve yumurtalıklar dahil olmak üzere 

diğer birçok organda da bulunmaktadır. Epifiz bezinden farklı olarak bu organların 

çoğu MLT yi sirkadiyen bir Ģekilde sentezleyememekte ve kana önemli miktarda 

katkı sağlamamaktadır. Bu organlarda MLT, hücre içi olayları düzenlemek için 

bulunmaktadır [181]. 

 

 

ġekil 5.1. Melatoninin yapısı [180]. 

 

Ġnsanlarda epifiz bezi, beynin merkezinde, üçüncü ventrikülün arkasında yer almakta 

olup, hem indolaminleri (çoğunlukla MLT) hem de peptitleri (arginin, vazotosin 

gibi) baskın olarak üreten pinealositler ve nöroglial hücrelerden oluĢmaktadır. 

Epifizde MLT suprakiazmatik çekirdekten gelen sirkadiyen bir sinyal tarafından 

kontrol edilmekte olup triptofandan üretilmektedir [182]. Biyosentezinde, triptofan 
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önce triptofan 5-hidroksilaz tarafından 5-hidroksitriptofana, daha sonra 

dekarboksilasyon ile 5-hidroksi triptamin (serotonin) dönüĢtürülmektedir. 

Serotoninden MLT sentezi, büyük ölçüde epifiz bezinde bulunan iki enzim 

(arilalkilamin N-asetiltransferaz ve hidroksiindol-O-metiltransferaz) tarafından 

katalize edilmektedir (ġekil 5.2) [183]. 

 

 

 

ġekil 5.2. Melatonin sentezi [183]. 

 

Memeli epifizinde hız sınırlayıcı enzim olan arilalkilamin N-asetiltransferaz (AA-

NAT), suprakiazmatik çekirdeğin kontrolü altında bulunmaktadır [184]. Ortamda 

bulunan ıĢık, retina ganglion hücrelerinin bir alt kümesi tarafından algılanmaktadır. 

Bu hücreler, ortam ıĢığı bilgisini merkezi sinir sistemindeki suprakiazmatik 

çekirdeğe göndermektedir. Bu çekirdek, 24 saatlik gündüz/gece döngüsünün ve 

epifiz bezinden MLT salgılanması gibi diğer iĢlevlerin düzenlenmesinden sorumlu 

olmaktadır. Suprakiazmatik çekirdekler ve epifiz bezi arasında doğrudan bir 
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anatomik yol bulunmakta olup, az sayıda ekzojen faktörün MLT konsantrasyonunu 

etkilediği bilinmektedir (ġekil 5.3) [185]. MLT`nin birincil fizyolojik iĢlevi, günlük 

ıĢık ve karanlık döngüsü ile ilgili bilgileri vücut fizyolojisine iletmektir. Günün 

karanlık fazında sentezlenmekte ve salgılanmaktadır. Bu durumu MLT sentezi için 

gerekli olan enzimlerden hidroksiindol O-metiltransferaz aktivitesinin gece, 

gündüzden daha yüksek olması da desteklemektedir [186]. MLT`nin kandaki 

seviyesi saat 22:00‟dan sonra yükselmeye baĢlamakta olup saat 03:00 civarında zirve 

yapmakta ve saat 09:00‟da gündüz seviyelerine dönmektedir. Serum 

konsantrasyonları 80-120 pg/ml arasında değiĢmektedir. Günün aydınlık döneminde 

serum düzeylerinin düĢük (10-20 pg/ml) olduğu bilinmektedir [187]. 

 

 

 

ġekil 5.3. Pineal bezden melatonin sentezinin kontrolü [185]. 

 

MLT epifiz bezinde, daha sonra salgılanmak üzere depolanmamaktadır. MLT 

pinealositlerden, bez içindeki zengin kapiller yatağa ve daha sonra doğrudan üçüncü 

ventrikülden beyin omurilik sıvısına hızla yayılmaktadır. Serumdaki yarı ömrünün 

30-50 dakika olduğu saptanmıĢtır. Sentezlendikten sonra safra, tükürük, meni, 

yumurtalık foliküler sıvısı ve amniyotik sıvı gibi diğer vücut sıvılarına ulaĢmaktadır 

[188]. Lipidlerdeki geniĢ çözünürlüğü nedeniyle, periferik dolaĢımdan diğer sıvılara 

veya hücrelere kolayca geçebilmektedir. Serumda, %70'i albüminlere bağlanmakta 

olup %30'u ise çevre dokulara yayılmaktadır. Kana salınan MLT`nin yaklaĢık %90'ı 
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karaciğerde sitokrom P450 enzimleri tarafından enzimatik olarak 6-OH- melatonine 

dönüĢtürülmektedir [189]. MLT`nin bir kısmı safraya salınırken geri kalanı sülforik 

asit ve glukuronik asit ile konjuge edildikten sonra idrarla atılmaktdır. Ġnsanlarda 600 

ml/gün safrayla yaklaĢık 51 ng MLT safra kanalıyla bağırsağa geçebilmektedir [190]. 

Ġdrarla ise MLT, 6-sülfatoksimelatonin Ģeklinde atılmakta olup, dolaĢımdaki MLT 

sadece yaklaĢık %1‟i herhangi bir değiĢiklik olmadan idrarla atılabilmektedir [191]. 

Doğumdan 3-4 gün sonra annelerin, anne sütünde MLT tespit edilmiĢtir. Gündüzleri 

anne sütünde saptanabilir MLT bulunmazken, geceleri anne sütünde, serumundan üç 

kat daha yüksek MLT bulunmuĢtur. Sütteki MLT, yenidoğanın sağlığı için önemli 

olabilmektedir [182]. Zamanında doğan bebeklerde MLT ritmi belirgin olmamakta 

ve ancak doğumdan sonraki dokuzuncu ve on ikinci haftalar arasında geliĢmektedir. 

YaĢamın ilk yılının sonunda, dolaĢımdaki MLT seviyelerine bağlı gündüz-gece farkı 

belirginleĢmekte ve çocukluk dönemi boyunca MLT ritmi devam etmektedir. 

Ergenlik döneminde ise, gece MLT değerlerindeki düĢüĢe bağlı olarak gündüz-gece 

MLT düzeylerinin oranında önemli bir azalma olmaktadır. 45-65 yaĢ arasında, hem 

kadınlarda hem de erkeklerde gece MLT seviyeleri kademeli olarak düĢmektedir. 

Böylece yaĢlılarda gündüz ve gece MLT seviyeleri eĢdeğer olmaktadır [192]. 

 

MLT`nin fonksiyonları çok çeĢitli olup antioksidan savunma, kan basıncı, vücut ısısı, 

kortizol ritmi, üreme ve bağıĢıklık fonksiyonunun doğrudan ve dolaylı 

modülasyonları, mitokondri aktivitesinin arttırılması, yağ dokusu aktivitelerinin 

düzenlenmesi, bağırsak mikrobiyotasının düzenlenmesi, karaciğer dokusunda steatoz 

oluĢumunun azaltılması yer almaktadır (ġekil 5.4) [193,194]. Ekzojen MLT`nin, 

yaĢlanmaya bağlı bozukluklar, nörodejeneratif bozukluklar, bakteriyel ve viral 

enfeksiyonlar dahil olmak üzere çeĢitli nörolojik hastalıklarda antiinflamatuar etkisi 

sayesinde koruyucu olduğu bilinmektedir. Ayrıca akut cerrahi koĢullarda, MLT 

kullanımı kaygıyı azaltmakta olup ameliyat öncesi ve sonrasında analjeziyi de 

artırmaktadır [195, 196]. 
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ġekil 5.4. Melatoninin fonksiyonları [194]. 

 

MLT, kanser hücrelerinin sirkadiyen biyolojisinde klinik düzeyde etkileri 

bulunmaktadır. Günün geç saatlerine kadar yapay mavi ıĢığa uzun süre maruz 

kalmak MLT sentezinde bozukluklara yol açabilmekte ve bu da meme, kolorektal, 

karaciğer ve akciğer kanserleri dahil olmak üzere çeĢitli kanserlerin geliĢme riskini 

artırabilmektedir [197]. Ayrıca MLT nin, radyasyon ve kemoterapi ile oluĢan 

istenmeyen semptomların iyileĢtirilmesinde de yardımcı olabileceği düĢünülmektedir 

[198]. 

 

Gıdalar yoluyla alınan ekzojen MLT, uyku kalitesini arttırmakta ve uykunun 

baĢlatılmasını sağlamaktadır. Uykusuzluk, jetlag, gece vardiyasında çalıĢma 

bozukluğu, gecikmiĢ uyku fazı sendromu ve uyku-uyanıklık ritminde yaĢa bağlı 

bozukluklar gibi birçok uyku bozukluğunda MLT baĢarılı bir tedavi olarak 

kullanılmakadır [179]. Gece vardiyasında çalıĢan kiĢilere MLT uygulandıktan sonra, 

uyku süresinde değiĢiklik olmaksızın uyku sırasında kiĢilerin bildirdiği uyanmalarda 

azalma olduğunu gözlemlenmiĢtir [199]. EFSA tarafından MLT`nin uykuya dalma 

süresini azalttığı ve bu nedenle yatmadan önce 1 mg MLT tüketilmesi gerektiği 

bildirilmiĢtir [190]. 
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MLT birçok ülkede besin takviyesi olarak ticarileĢtirilmiĢtir. Bu takviyelerin düĢük 

yan etkileri olduğu veya hiç yan etkileri olmadığı bildirilmektedir. Son 30 yılda 3 

milyondan fazla Amerikalı yetiĢkinin (%1.3) MLT kullandığı bildirilmiĢ olup, 

özellikle Amerika BirleĢik Devletleri'nde doktor reçetesine ihtiyaç duymadan bir 

diyet takviyesi olarak alımının arttığı gözlemlenmiĢtir. Norveç gibi MLT nin 

reçetesiz temin edilemediği diğer ülkelerde ise, 2004-2011 yıllarında hem 

yetiĢkinlere hem de çocuklara reçete edilenlerin sayısında önemli bir artıĢ olduğu 

bildirilmiĢtir [200]. Sağlıklı deneklerde ağızdan 20-100 mg/gün MLT kullanımının, 

herhangi bir fizyolojik veya biyokimyasal olarak önemli bir yan etkiye sahip 

olmadığı gözlemlenmiĢtir [201]. Terapötik konsantrasyonlara ulaĢmak için ekzojen 

MLT yüksek dozlarda uygulanabilmektedir [193]. Yatmadan 2-4 saat önce oral 

verilen 0,3 mg MLT`nin, gece normal konsantrasyonda plazma MLT sağladığı 

bildirilmiĢtir. Ek olarak, 80 mg MLT`in oral alımdan 180 dakika sonra, plazma MLT 

konsantrasyonunun 0,4 saat ve eliminasyon yarı ömrünün 0,8 saat arttığı 

gözlemlenmiĢtir [190]. MLT, hamilelik boyunca yüksek dozlarda (günde 200 mg/kg) 

verildiğinde bile toksisite oluĢturmadığından güvenli bir molekül olarak kabul 

edilmektedir [185]. Bununla birlikte, ratlarda 800 mg/kg'lık bir dozda bile, MLT nin 

herhangi bir ölçülebilir toksik yan etkiye neden olmadığı gözlemlenmiĢtir [202]. 

 

Menopoz dönemindeki kadınlarda sirkadiyen sistemdeki bozulmalar, fizyolojik ve 

fiziksel değiĢikliklere yol açmaktadır. Menopoz sonrası kadınlarda oral olarak 

verilen 1 mg MLT`nin, glukoz toleransını ve insülin duyarlılığını azalttığı 

gözlemlenmiĢtir. Tip 2 diyabetikli ratlarda uzun süreli MLT tedavisinin, 

hiperinsülinemi, hipertrigliseridemi, hiperleptinemiyi azalttığı saptanmıĢtır [203]. 

Ayrıca günlük 3 mg MLT tüketiminin aĢırı kilolu ve obez bireylerde bel çevresini 

önemli ölçüde azaltabildiği, kahverengi yağ doku aktivitesini değiĢtirerek vücut 

ağırlığını ve vücut yağ kütlesini etkilediği bildirilmiĢtir [204]. 
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5.1. MELATONĠNĠN ANTĠOKSĠDAN ETKĠSĠ 

 

MLT bir indol heterosiklo ve 5-metoksi grubu ile 3-amid grubu olmak üzere iki yan 

zincir içermektedir. Yüksek elektroreaktiviteye sahip, elektronca zengin indol kısmı, 

MLT`nin güçlü serbest radikal süpürme kapasitesini belirlemektedir. MLT`nin ROT 

süpürme yeteneği diğer antioksidanlardan daha etkili görülmektedir [205,206]. MLT, 

hem oluĢan serbest radikallerin ortadan kaldırılmasını sağlamakta hem de radikal 

oluĢumunu azaltabilmektedir. Oksidasyon potansiyeli yaklaĢık +570 mV'dir. Böylece 

bu oksidasyon potansiyelinde MLT, kendisinden çok daha yüksek oksidasyon 

potansiyeline sahip ROT`a bir elektron verebilmektedir [207]. MLT, OH
.
, ONOO

-
, 

1
O2, NO, O2

.-
, H2O2 dahil olmak üzere çeĢitli serbest radikalleri hücre zarından 

kolayca geçerek detoksifiye etmekte ve hücre içi makromolekülleri 

koruyabilmektedir [208]. 

 

MLT serbest radikallerle etkileĢiminden sorumlu birkaç mekanizma öne 

sürülmektedir: (a) bir elektron transfer reaksiyonu, O2
.- 

ile reaksiyona giren MLT`nin 

katyon oluĢturmasına dayanmaktadır; (b) MLT`nin hidrojen atomu transferi ile NH 

grubu varlığında gerçekleĢmektedir; (c) radikal ekleme reaksiyonunda MLT, iki OH
. 

radikalini deaktive edebilmektedir; (d) MLT`de yer değiĢtirme reaksiyonu, C 

atomlarında meydana gelmekte olup, indol halkasının 2, 3 veya 7. konumdaki C 

atomları kolayca OH⋅ ile reaksiyon verebilmektedir; (e) nitrozasyon reaksiyonunda 

MLT, NO ile reaksiyonu sonucunda N-nitrosomelatonin üretilebilmektedir [209]. 

MLT, pro-oksidatif enzim olan nitrik oksit sentazı da baskılamaktadır. 

AraĢtırmacılar, MLT`nin peroksil radikal süpürücü yeteneğinin α-tokoferol, C 

vitamini ve indirgenmiĢ glutatyondan daha iyi olduğunu ve OH
. 
kaynaklı oksidatif 

DNA hasarının inhibisyonunda, ksantorenik asit, resveratrol, vitamin C ve α-lipoik 

asitten daha güçlü olduğunu bildirmiĢtir. MLT`nin, DNA hasar belirteci 8-hidroksi-

2′-deoksiguanozin oluĢumunu askorbik asit veya α- tokoferolden 60-70 kat daha 

etkili bir Ģekilde azalttığı gözlemlenmiĢtir. MLT ayrıca hücre membranları lipid 

peroksidasyonuna karĢı korumada önemli bir rol oynamaktadır [210]. MLT hücre 
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zarı ile temas ettiğinde, fosfolipid tabakasının dıĢ yüzeyine yapıĢmakta ve serbest 

radikallerle zardan önce temas ederek onları detoksifiye etmektedir. Böylece MLT, 

çekirdek, organeller ve hücre zarının serbest radikal hasarına karĢı etkili bir Ģekilde 

korunmasını sağlamaktadır (ġekil 5.5) [211]. 

 

 

ġekil 5.5. Melatoninin hücre zarındaki koruyucu etkisi [211]. 

 

MLT reaktif türleri (oksijen/nitrojen) detoksifiye ettiğinde oluĢan metabolitlerinin 

bazıları da etkili antioksidan özelliğine sahip olmaktadır. MLT oksidasyonunun bir 

ürünü olan N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK) ve N-asetil-5-

metoksikinuramin (AMK) serbest radikallerin temizlenmesinde rol oynamaktadır. 

MLT ve metabolitleri tarafından ardıĢık süpürme etkisi, serbest radikal süpürme 

kaskadı olarak adlandırılmakta ve bu nedenle MLT diğer antioksidan moleküllerden 

ayrılmaktadır [212]. Dolayısıyla MLT nin birinci, ikinci ve üçüncü nesil 

metabolitlerinin hepsi iyi bir radikal süpürücü olduğu bildirilmiĢtir. AFMK, lipid 

peroksidasyonunu ve oksidatif DNA hasarını azaltmakta ve H2O2 neden olduğu 

nöron hücre hasarını önlemektedir. AFMK ve MLT, O2
.-
 benzer etkide 

temizlemektedir [213]. AMK, AFMK'nin deformilasyonu ile oluĢmaktadır. AMK'nın 

güçlü bir 
1
O2 ve NO temizleyici olduğu, AFMK'nin ise bu açıdan oldukça etkisiz 
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olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca AMK, OH
. 
ile MLT`den  daha hızlı reaksiyona girdiği, 

MLT`nin ise AMK ye göre trikolorometilperoksi radikali (OOCCl3
.
) ile daha hızlı 

reaksiyona girdiği tespit edilmiĢtir. Genel olarak radikal süpürme faaliyetleri 

sırasıyla Ģu Ģekildedir: AFMK > MLT> AMK [209]. MLT'nin bir diğer metaboliti 

olan siklik 3-hidroksimelatonin (c3OHM), OH
. 

ve HOO
. 

temizlenmesinde rol 

oynamaktadır. c3OHM, MLT`den daha hızlı bir Ģekilde peroksit radikali (ROO
.
) ile 

etkileĢime girebilmektedir [214]. 

 

MLT`nin oksidatif hasarı giderme kapasitesiyle ilgili olarak bir baĢka fonksiyonu ise 

ağır metalleri bağlama yeteneğidir. MLT, OH
.
 oluĢturmak için Fenton reaksiyonuna 

katılan  Fe
+3

 ve Fe
+2
 yi bağlayabilmektedir [215]. Aynı Ģekilde MLT ve 

metabolitleri, Cu
+2

`yi bağlayarak inhibe etmektedir. MLT, AFMK ve c3OHM ayrıca 

Haber-Weiss reaksiyonunun ilk adımını tamamen önleyebilmekte ve Fenton 

reaksiyonu yoluyla OH
. 
 üretimini durdurabilmektedir [180]. 

 

MLT antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu da modüle etmektedir. MLT ve 

metabolitlerinin seviyeleri, insan serumundaki redoks durumunu belirlemektedir. 

Hücresel redoks durumundaki değiĢiklikler, NF-κB gibi bazı kritik transkripsiyon 

faktörlerin aktivitelerine aracılık etmekte ve antioksidatif enzimlerin gen 

ekspresyonunu düzenlemektedir. MLT, GPx, GR, SOD ve CAT gibi antioksidan 

enzimleri ve GSH sentezini uyarırken pro-oksidan enzimleri de inhibe etmektedir 

[216, 217]. Ayrıca MLT, iç mitokondriyal zardaki elektron taĢıma zincirinin 

etkinliğini arttırmakta ve mikrozomal membranı stabilize etmektedir [218]. 

 

5.2. MELATONĠNĠN KARACĠĞER ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

 

Kronik karaciğer hastalıkları, önemli bir halk sağlığı sorunu olarak kabul 

edilmektedir. Karaciğerdeki ksenobiyotiklerin metabolizması sonucu oluĢan 

metabolitler, karaciğer dokusunun makromolekülleri ile kovalent olarak birleĢerek 

yağ asitlerinin birikmesine, proteinlerin ve DNA'nın zarar görmesine ve ROT 
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oluĢumuna yol açabilmekte ve bunun sonucunda dejenerasyon, nekroz, fibroz ve 

inflamasyon oluĢabilmektedir [219]. 

 

Hepatositler, hücre dıĢı zararlı uyarıcılara maruz kaldığında, transkripsiyonel 

inhibitörlerin NF-κB sinyal yolu aktivitesi üzerindeki inhibitör etkisi ortadan 

kalkmakta ve NF-κB sinyal yolunun aktivasyonuyla TNF-α indüklenmektedir. MLT, 

hepatosit hasarında, NF-κB sinyal yolunun aktivitesini azaltarak, inflamatuar yanıtı 

hafifletmektedir [220]. Ayrıca MLT tedavisinden sonra, plazma AST, ALT 

düzeylerinin ve karaciğer hasar skorunun önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmektedir 

[221]. 

 

ÇeĢitli karaciğer yaralanmalarında kullanılan MLT dozlarının, 100 mcg/kg ile 100 

mg/kg'a kadar büyük farklılıklar göstermesine rağmen, her durumda, MLT nin 

hepatoprotektif etkileri olduğu bildirilmektedir (ġekil 5.6.) [222]. Oleshchuk vd 

çalıĢmasında toksik hepatitli ratlara uygulanan MLT tedavisiyle; karaciğerin 

fonksiyonel durumunun iyileĢtiği, hepatositlerde mitokondriyal solunum 

aktivasyonunun sağlandığı, nekrotik belirtilerin ve inflamasyonun azaldığı, 

apoptozun engellendiği, oksidatif belirtilerin azaldığı ve antioksidan sistem 

dengesinin sağlandığı gözlemlenmiĢtir. MLT`nin mitokondriyal solunum zincirinde 

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

 

 

ġekil 5.6. Karaciğer hasarında melatonin etkisi [222]. 
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BÖLÜM 6 

 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

6.1. GEREÇLER 

 

6.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler, Kitler, Aletler ve Yöntemler 

 

Tez çalıĢmasında kimyasal maddeler olarak, disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO4), 

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

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

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

(II) klorür, bovine serum albümin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, TAS ve 

TOS;  kit olarak TNF-α kullanıldı. 

 

ÇalıĢma sırasında kullanılan aletler: manyetik karıĢtırıcı (Termal N11150M), pipetler 

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

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

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

pH metre (Adwa 1000), homojenizatör (Hangzhou Bioprep-24), sallayıcı su banyosu 

(Nüve ST 30), mikroplaka yıkayıcı (Thermo Fisher Wellwash 888), Nikon Eclipse 

80i ıĢık mikroskobu, Nikon görüntü analiz sistemi. 

 

6.2. YÖNTEMLER 

 

6.2.1. Akrilamid ve Melatonin Uygulaması 

 

AA, 25 mg/kg olacak Ģekilde serum fizyolojikte çözüldükten sonra gavajla ratlara 

verildi [224]. 
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MLT uygulaması, %0,5‟lik etanol çözeltisinde çözüldükten sonra 10 mg/kg olacak 

Ģekilde intraperitonal (i.p) enjeksiyonla gerçekleĢtirildi [225]. 

 

6.2.2. Deney Hayvanlarının Temini ve Bakımı 

 

Bu çalıĢmada, Zonguldak Bülent Ecevit Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları 

Üretim ve AraĢtırma Merkezi (ZBEÜN-DEHAM) biriminden 225-250 gram arasında 

60 adet erkek Wistar albino türü rat sağlandı. ÇalıĢmamız, Zonguldak Bülent Ecevit 

Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu onayı (Protokal No: 2021-21-02/09) ile 

tüm deneysel prosedürler Hayvan Etik Kurulu Yönergelerine uygun olarak 

yürütüldü. Deneysel sürec boyunca tüm ratlar, standart pellet yemle ad libitum olarak 

beslendi ve sıcaklık kontrollü odada (21 C), 12 saat aydınlık (saat 08:00-20:00 arası) 

ve 12 saat karanlık döngüsünde tutuldu. 

 

6.2.3. Rat Gruplarının OluĢturulması 

 

Deney için 60 adet rat temin edilerek, her grupta 10 adet rat olacak Ģekilde rastgele 

dağılımları yapılarak ilk önce ratlar iki ana gruba ve ana gruplar da üçer gruba 

ayrılarak toplam altı grup oluĢturuldu. Tüm gruplarda deneysel süreçler aĢağıdaki 

gibi uygulanmıĢtır: 

 

Grup 1: Sham grubu; Bu gruba pinealektomi dıĢındaki tüm cerrahi iĢlemler yapıldı. 

Bu gruba, %0,5‟lik etanol çözeltisi i.p Ģeklinde günlük 0,5 ml olacak Ģekilde 21 gün 

boyunca verildi 

 

Grup 2: Sham+AA grubu; Bu gruba 21 gün boyunca, 25 mg/kg/gün AA gavaj ile 

verildi [224]. 
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Grup 3: Sham + AA + MLT grubu; Bu gruba 21 gün boyunca, 25 mg/kg/gün AA 

verilirken, MLT ise 10 mg/kg/gün olarak 21 gün boyunca 0,5 ml hacminde i.p 

Ģeklinde verildi [224, 225]. 

 

Grup 4: PNX grubu; Bu grupta pinealektomi yapılarak epifiz bezi çıkarıldı.  Bu 

gruptaki ratlara 21 gün boyunca %0,5‟lik etanol, günlük 0,5 ml olacak Ģekilde i.p 

olarak verildi. 

 

Grup 5: PNX +AA grubu: Bu grupta pinealektomi yapılarak epifiz bezi çıkarıldı. 

Deneyde 21 gün boyunca 25 mg/kg/gün AA gavaj halinde verildi [224, 226]. 

 

Grup 6: PNX + AA+ MLT grubu: Bu grupta, pinealektomi iĢlemiyle pineal bezi 

çıkarıldıktan sonra ratlara, 21 gün boyunca hem gavaj Ģeklinde 25 mg/kg /gün AA; 

hem de i.p. olarak 10 mg/kg/gün dozunda MLT günlük 0,5 ml hacminde verildi 

[224-226]. 

 

6.2.3.1. Pinealektomi ĠĢlemi 

 

Pinealektomi (PNX) uygulanan ratlarda kraniyotomi Demir vd. yöntemine uygun 

olarak, önce ksilazin (8 mg/kg) ve ketamin (80 mg/kg) anestezi verilip daha sonra 

mikro freze matkap (Proxxon MĠCROMOT 50/E, Almanya) ile 3 mm çapında delik 

açılarak yapıldı [226, 227]. Ameliyat sonrasında ratların ağrılarını azaltmak için 1 

mg/kg i.p Ģeklinde novalgine verildi. 

 

6.2.4. Ratlardan Numune Alınması 

 

ÇalıĢma sonunda tüm gruplara 10 mg/kg ksilazin (Rompun-Bayer), 90 mg/kg 

ketamine (Ketalar-EczacıbaĢı) i.p. olarak anestezi yapıldıktan sonra ratların 

abdominal veninden kan alınarak tüplere konuldu ve ratlar dekapite edildi. Tüm 

ratlardan karaciğer dokusu steril olarak tek parça halinde çıkarıldı. Doku üstünde 



52 

bulunan kan, serum fizyolojik ile temizlendi. Karaciğer dokusu ikiye bölünerek 

parçalardan biri histolojik olarak incelenmek için %10‟luk formol solüsyona 

konuldu. Diğer doku parçası ise alüminyum folyo içerisinde çalıĢma gününe kadar -

80  C‟de derin dondurucuda muhafaza edildi. Tüp içerisine alınan taze kanlarda AST, 

ALT, ALP ve lipid düzeylerinin analizi gerçekleĢtirildi.  

 

6.2.5. Biyokimyasal Analizler 

 

6.2.5.1. Numunelerin Hazırlanması 

 

ÇalıĢma günü -80  C‟deki karaciğer dokuları çıkarıldı ve ilk olarak tartma iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmada karaciğer dokusunda MDA, GSH, SOD, CAT, TAS, 

TOS, OSI ve protein miktarı parametrelerine bakıldı. Fosfat tamponu (pH:7.5) ile 

%10‟luk homojenat oluĢumu sağlanarak, numuneler homojenizatör yardımıyla 

12000 rpm‟de 1-2 dakika boyunca homojenizasyonu sağlandı. Elde edilen 

homojenatlardan karaciğer dokusundaki MDA düzeyi saptandı. Homojenatlar, 30 

dakika boyunca 5000 rpm‟de ve 4  C‟de santrifüj edilerek süpernatant elde edildi. 

Süpernatantlar ise GSH, SOD, CAT, TAS, TOS, OSI ve protein miktar tayininde 

kullanıldı. Tüplere alınan taze kanlarda, 10 dakika 3500 rpm'de santrifüj edilerek 

elde edilen serumlar otoanalizörde AST, ALT, ALP, yüksek yoğunluklu lipoprotein 

(HDL), çok düĢük yoğunluklu lipoprotein (VLDL), trigliserid (TG) ve Total 

Kolesterol düzeyleri tespit edildi. 

 

 6.2.5.2. Karaciğer Dokusu Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi 

 

Karaciğer Dokusunda MDA Analizi 

 

Karaciğer dokusundaki MDA analizi, Ohkawa vd [228] yöntemine göre 

gerçekleĢtirildi. MDA tayini için homojenattan tüp içerisine alınan numuneler, 

%1‟lik fosforik asit (H3PO4) ve % 0,6‟lık tiyobarbitürik asit ile reaksiyona 
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girebilmesi için 45 dakika süresince 95  C sıcaklıkta sıcak su banyosu içerisinde 

inkübasyona bırakıldı. Daha sonra tüplere n-bütanol eklendikten sonra santrifüj 

gerçekleĢtirildi. Reaksiyon sonrasında tüplerde n-bütanol fazında oluĢan pembe 

renkli ürün, gruplara uygun olarak mikroplaka kuyucuklarına yerleĢtirilerek ELĠSA 

cihazında 535 nm dalga boyunda analizi gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmada n-bütanol kör 

olarak kullanılırken, tetrametoksipropanın standart olarak kullanımıyla da sonuçlar 

belirlendi. MDA analiz sonucu nanomol/g yaĢ doku olarak belirlenmiĢtir. 

 

Karaciğer Dokusunda GSH Analizi 

 

Karaciğer dokularından elde edilen süpernatantlarda GSH analizi, Ellman‟ın [229] 

yöntemine göre gerçekleĢtirildi. Deproteinize edilen süpernatantaların, DTNB ile 

reaksiyonu sonucunda sarı-yeĢil renk oluĢumu sağlandı. Reaksiyon sonucunda oluĢan 

madde, gruplara uygun olarak mikroplak kuyucuklarına yerleĢtirilerek ELĠSA 

cihazında 410 nm dalga boyunda analizi gerçekleĢtirildi. Distile su, kör olarak 

mikroplaka kuyucuklarına eklenirken, standart olarak 5 mM/L stok GSH 

çözeltisinden farklı dilüsyonlardaki GSH çözeltisi kullanılarak sonuçlar belirlendi. 

GSH analiz sonucu, nanomol/g yaĢ doku olarak belirlenmiĢtir. 

 

Karaciğer Dokusunda SOD Enziminin Aktivite Analizi 

 

Karaciğer dokularından elde edilen süpernatantlarda SOD enzim analizi Sun vd 

[230] yöntemine göre gerçekleĢtirildi. Analiz sırasında ksantin-ksantin oksidaz ile 

oluĢan süperoksit radikali, NBT (nitro blue tetrazolium) ile reaksiyonu sonucunda 

mavi renkli formazanın meydana gelmesini sağladı. Formazan, deney gruplarına 

uygun olarak mikroplaka kuyucuklarına eklenerek ELĠSA cihazında 560 nm dalga 

boyunda analizi gerçekleĢtirildi. Kör olarak distike su kullanılırken, hazırlanan köre 

göre de enzim aktivitesi kullanıldı. SOD enzim analiz sonucu, U/g protein olarak 

belirlenmiĢtir. 
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Karaciğer Dokusunda CAT Enziminin Aktivite Analizi 

 

Karaciğer dokularından elde edilen süpernatantlarda CAT enzim analizi Aebi vd 

[231] yöntemi ile gerçekleĢtirildi. Ġlk olarak içerisinde H2O2 bulunan fosfat tamponu 

(Ph:7,5 mM), numunelere eklendi. Numulerde bulunan katalaz enzimi H2O2‟nin su 

ve oksijene dönüĢmesini sağladı. Bu dönüĢüm 240 nm‟de absorbans azalmasını 

sağladı. Absorbanstaki bu azalma spektrofotometrede 1 dakika süresince 240 nm‟de 

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

 

Karaciğer Dokusu Protein Analizi 

 

Karaciğer dokularından elde edilen süpernatantlarda protein miktarlarının ölçümü 

Lowry vd [232] yöntemi ile gerçekleĢtirildi. Sonuçlar ELĠSA‟da 540 nm dalga 

boyunda gerçekleĢtirildi. Protein miktarının birimi, mg/ml olarak belirlendi. 

 

Karaciğer Dokusu TOS Analizi 

 

Karaciğer dokusu süpernatantlarındaki TOS analizi, Erel‟in [233] yöntemi ile ticari 

kit (Rel Assay Diagnostics) prosedürüne uygun Ģekilde gerçekleĢtirildi. Kit 

prosedürüne göre reaktifler ve süpernatantlar grup sırasına dikkat edilerek 

mikroplaka kuyucuklarına konularak renkli bileĢik oluĢumu gözlendi. OluĢan bileĢik 

ile TOS düzeyinin ölçümü, ELĠSA cihazı kullanılarak 660 nm dalga boyunda 

gerçekleĢtirildi. Analizde standart olarak H2O2 solusyonu 20 μmol/L olarak 

mikroplaka kuyucuğa eklendi. TOS miktarının birimi, equiv/L olarak belirlendi. 

 

Karaciğer Dokusu TAS Analizi 

 

Karaciğer dokusu süpernatantlarındaki TAS analizi, Erel‟in [234] yöntemi ile ticari 

kit (Rel Assay Diagnostics) prosedürüne uygun olarak gerçekleĢtirildi. Ġlk olarak 

mikroplaklara gruplara uygun Ģekilde eklenen numunelerin üzerine reaktif 1 ilave 
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edilerek 660 nm‟de ilk okuma ve daha sonrada reaktif 2 eklenerek ikinci okuma 

gerçekleĢtirildi. Ġki okuma arasındaki absorbans farkından karaciğer dokusundaki 

TAS düzeyi belirlendi. Analizde E vitamininin suda çözünür analoğu olan Trolox, 

kalibratör olarak kullanıldı. TAS miktarının birimi, equiv/L olarak belirlendi. 

 

Karaciğer Dokusu OSI Analizi 

Karaciğer dokusuna ait süpernatantta Erel‟in [234] yöntemi ile gerçekleĢtirildi. OSI 

analizi, TOS/TAS ile ölçüldü: OSI (Arbitrary Unit) = TOS (μmol H2O2 eqv/l) / 

[(TAS (mmol Trollox eqv/l) x 100]. OSI analiz miktarı, Arbitrary Unit (AU) olarak 

belirlendi. 

 

6.2.6. Serum AST, ALT, ALP Analizi 

 

Karaciğer dokusunda AST düzeyleri (Architect/Aeroset Aspartate Aminotransferase 

Reagent Kit), ALT düzeylerini (Architect/Aeroset Alanine Aminotransferase 

Reagent Kit) ve ALP seviyelerini (Architect/Aeroset Alkaline Phophatase Reagent 

Kit) tespit etmek amacıyla kitler kullanıldı. Düzeyler enzimatik-kolorimetrik metod 

ve otoanalizör (Architect C8000) aracılığıyla tespit edildi. Sonuçlar U/L olarak 

belirlendi. 

 

6.2.7. Serum Lipid Düzeylerinin Analizi 

 

Karaciğer dokusunda VLDL, HDL, Total Kolesterol, TG düzeyleri için Architect 

C1600 otoanalizör kit (Abbott, Abbott Park, Illinois, USA) kullanıldı. Sonuçlar 

mg/dl olarak belirlendi. 
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6.2.8. Karaciğer Dokusunda TNF-α Analizi  

 

Karaciğer dokusundan elde edilen süpernatantlarda TNF-α düzeyi, Bioassay 

Technology Laboratory‟den temin edilen Rat TNF-α ELISA kiti kullanılarak 

belirlendi. TNF-α analiz sonuçlarının birimi, ng/L olarak belirlendi. 

 

6.2.9. Histopatolojik Analiz 

 

Ratlara, 21. günden sonra ketamin/ksilazin anestezisiyle sakrifiye yapıldı. ĠĢlem 

sonucunda elde dilen karaciğer dokusu fikse olması için %10‟luk nötral 

tamponlanmıĢ formalin (NTF) (104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) 

içerisinde bekletildi. Bekleme sonunda karaciğer, 3-4 mm‟lik küçük doku parçalarına 

ayrılıp plastik doku takip kasetlerine eklenerek formalinde 24 saat süre ile fikse 

edildi. Fiksasyon iĢeminin hemen ardından doku parçalarına akan çeĢme suyu altında 

24 saat boyunca yıkama iĢlemi yapıldı. Doku parçalarının trimleri gerçekleĢtikten 

sonra 2x45 dakika %70, %80, %95 ve %96‟lık yükselen alkol serilerine maruz 

bırakıldı (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). ġeffaflama iĢlemi, 2x30 dakika ksilol 

(108661, Merck, ABD) ile gerçekleĢtirildi. ĠĢlem sonrasında 2x30 dakika parafin 

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

1020 (Leica, GER) doku takibi cihazı kullanıldı (GER). Gömme iĢlemi sonrası 

bloklar soğumaya bırakıldı. IĢık mikroskobik ve immunohistokimyasal yöntemlerde 

kullanmak için parafin bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 

5 μm‟lik kesitler jelatin kaplı lamlara alındı. Hazırlanan lamlar dokunun lama 

adezyonunu arttırmak için 37  C‟lik etüvde 2 saat bekletildi. Kesitlere genel histolojik 

yapıyı gözlemlemek amacıyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yöntemi 

kullanıldı. Karaciğer hasarı, histopatalojik değiĢikliklerin derecesi ve yaygınlığına 

göre semikantitatif olarak belirlendi. Bu Ģekilde kesitler, hepatositlerd vakuolizasyon, 

vasküler konjesyon, sinüzoidal dilatasyon ve inflamatuvar hücre infiltrasyonu 

yönünden 10 farklı alanda değerlendirildi. Karaciğer doku hasarının Ģiddetin göre; 0 

(değiĢiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (ağır) Ģeklinde skorlandı. Maksimum hasar 
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skoru 12 olarak kabul edildi. Preparatlar Nikon Eclipse 80i ıĢık mikroskobu ve Nikon 

görüntü analiz sistemi ile incelenerek skorlandı ve fotoğrafları çekildi. 

 

6.2.10. Ġmmünohistokimyasal Analiz 

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

ksilol içerisinde 1 saat bekletildi. Ardından anti-Ki67 (Bioss, bs-23105R) ve anti-NF-

κB (NovusBio, NB100-2176) antikorları ile IHC boyama protokolü uygulandı. 

Preparatlar entallen ile kapatılarak Nikon Eclipse 80i digital kamera takılı ıĢık 

mikroskobu ile fotoğraflandı. 

 

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

iĢaretlendi. Kesitlerde, boyanan hücrelerin yüzdesi ve boyanma derecesinin kriter 

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

(boyanma yok), 1 (zayıf boyanma), 3 (güçlü boyanma) olarak değerlendirildi. Her 

kesit için immünohistokimyasal boyanma skorlaması, H-skoru olarak adlandırılan ve 

(I x PC), (I: boyanmanın derecesi, PC: her derecede boyanan hücrelerin yüzdesi) 

formülüyle hesaplanan bir skorlama algoritması kullanılarak yapıldı. 

 

6.2.11. Ġstatistiksel Analiz 

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

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

ifade edildi. Tüm gruplardaki ölçülebilir değiĢkenlerin Shapiro Wilk normallik 

testine göre normal dağılım göstermediği saptandı (p>0,05). Bu nedenle istatistiksel 

değerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tüm 

değiĢkenler yönünden grupların genel karĢılaĢtırılmasında kullanılırken, grupların 

ikili karĢılaĢtırılmasında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. p<0,05 istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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BÖLÜM 7 

 

BULGULAR VE TARTIġMA 

 

7.1. BĠYOKĠMYASAL BULGULAR 

 

7.1.1. Karaciğer Dokusu Oksidan/Antioksidan Düzeylerinin KarĢılaĢtırılması 

 

Pinealektomi yapılan deney hayvanlarına AA uygulaması ve MLT tedavisi yapılması 

sonrası karaciğer dokusu oksidan/antioksidan düzeylerini ortaya koymak için ratların 

karaciğer dokusunda MDA, GSH, TAS, TOS ve OSĠ seviyeleri ile SOD ve CAT 

aktivite düzeyleri ölçülmüĢtür. 

 

7.1.1.1. Karaciğer Dokusu MDA ve GSH Seviyeleri 

 

Ratların karaciğer dokusuna ait MDA ve GSH düzeyleri Çizelge 7.1‟de sunulmuĢtur. 

 

Çizelge 7.1.Ortalama karaciğer doku MDA ve GSH düzeyleri (nmol/g yaĢ doku). 

 

GRUPLAR MDA 

(nmol/g yaĢ doku) 

GSH 

(nmol/g yaĢ 

doku) 

Grup 1: Sham 361,16±24,16
a,b

 1017,65±80,19
c,d

 

Grup 2: Sham + AA 1044,52±64,22
a
 324,98±23,89

a
 

Grup 3: Sham + AA + MLT 556,80±27,87 768,73±52,92 

Grup 4: PNX 575,44±39,50
a
 759,84±57,76

a
 

Grup 5: PNX + AA 1117,45±55,28
a
 258,98±2,85

a
 

Grup 6: PNX + AA + MLT 658,34±47,48 646,23±30,28 

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

b
p< 0,005 grup 1 vs grup 4.  

c
p< 0,001 grup 1 vs grup 2.       

d
p< 0,05 grup 1 vs grup 3, 4. 
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Sham için ayrılan ratlara AA uygulaması (Sham+AA) karaciğer dokusu 

oksidan/antioksidan dengesinin, oksidanlar lehine bozulmasına neden olmuĢ ve doku 

MDA seviyelerinde Sham grubuna kıyasla anlamlı yükseliĢlere (p< 0,001), GSH 

düzeylerinde ise önemli düĢüĢlere (p< 0,001) neden olmuĢtur. Ayrıca AA uygulanan 

bu ratlara MLT tedavisi yapılması (Sham+AA+MLT), MLT tedavisi yapılmayan AA 

grubuna (Sham+AA) kıyasla karaciğer dokusu oksidan/antioksidan dengenin 

antioksidanlar lehine düzelmesini sağlayarak MDA ve GSH seviyelerinde ciddi geri 

dönüĢler (p< 0,001) oluĢmasına sebep olmuĢtur (ġekil 7.1). Diğer yandan ratların 

pinealektomi iĢlemine tabi tutulması (PNX) hayvanlarda en güçlü antioksidan olan 

MLT yoksunluğuna sebep olarak karaciğerde oksidan/antioksidan dengede bozukluk 

oluĢmasına neden olmuĢ ve Sham grubuna göre karaciğer MDA seviyelerinde (p< 

0,005) artıĢlar, GSH seviyelerinde ise ciddi düĢüĢler (p< 0,05) gözlenmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 7.1. Ortalama doku MDA ve GSH düzeyleri (nmol/g yaĢ 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 grup 1 vs grup 2.     

 # 
p< 0,05 grup 1 vs grup 3, 4. 
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Pinealektomi yapılmıĢ ratlara AA uygulanması (PNX+AA), AA uygulanmayan 

pinealektomi grubuna (PNX) göre MLT yoksunluğundan dolayı antioksidan 

savunma sisteminin zayıflamasına bağlı olarak karaciğer MDA seviyesinde ciddi 

artıĢa neden (p< 0.001) olurken GSH seviyelerinde ise ciddi düĢüĢlere (p< 0.001) 

neden olmuĢtur. Öte yandan Pinealektomi iĢlemi sonrası AA verilen hayvanlara 

MLT tedavisi yapılması (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen 

pinealektomili hayvanlara kıyasla (PNX+AA) karaciğer MDA seviyelerinde dikkat 

çekici bir azalma (p< 0,001), GSH seviyelerin de ise anlamlı artıĢlar (p< 0,001) 

oluĢturmuĢtur.  

 

7.1.1.2. Karaciğer Dokusu SOD ve CAT Aktivite Seviyeleri 

 

Ratların karaciğer dokusuna ait SOD ve CAT aktivite seviyeleri Çizelge 7.2‟de 

sunulmuĢtur. 

 

Çizelge 7.2. Ortalama karaciğer doku SOD ve CAT aktiviteleri. 

 

GRUPLAR SOD 

(U/g protein) 

CAT 

(K/g protein) 

Grup 1: Sham 177,74±14,45
a
 107,36±9,07

c,d
 

Grup 2: Sham + AA 52,86±2,35
a
 43,53±4,21

a
 

Grup 3: Sham + AA + MLT 99,47±2,62 76,62±3,59 

Grup 4: PNX 107,02±9,45
a,b

 82,02±6,78
a,b

 

Grup 5: PNX + AA 33,88±2,45
a
 29,22±1,57

e
 

Grup 6: PNX + AA + MLT 69,63±3,29 50,33±4,22 

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

b
p< 0,005 grup 4 vs grup 6. 

c
p< 0,001 grup 1 vs grup 2. 

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

e
p< 0,005 grup 5 vs grup 6. 
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Sham grubu ratlara AA uygulaması (Sham+AA), karaciğer dokusu 

oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasına neden olarak AA 

uygulanmayan Sham grubuna kıyasla karaciğerin enzimatik antioksidan savunma 

sisteminde görevli enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi bir düĢüĢ (p< 

0,001) gözlenmesine neden olmuĢtur. Ġlave olarak AA uygulanan bu hayvanların 

MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrası MLT tedavisi yapılmayan gruba göre 

(Sham+AA), SOD (p<0,001) (ġekil 7.2) ve CAT (p< 0,01) (ġekil 7.3) aktivitelerinde 

iyileĢme ortaya koymuĢtur. Ayrıca hayvanların pinealektomi altına alınması (PNX), 

Sham grubuna kıyasla MLT yoksunluğunda bu enzimatik antioksidanların (SOD ve 

CAT) aktivitelerinde anlamlı düĢüĢler (p< 0,001) oluĢturmuĢtur. 

 

 

ġekil 7.2. Ortalama doku SOD aktivite düzeyleri (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 yapılan ratlara AA uygulanması (PNX+AA) AA uygulanmayan 

pinealektomi grubuna (PNX) göre MLT yoksunluğundan dolayı karaciğer 

dokusunun antioksidan savunma sisteminin zayıflamasına bağlı olarak karaciğer 
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antioksidan enzimleri olan SOD ve CAT aktivitelerin de ciddi düĢüĢlere (p< 0,001) 

yol açmıĢtır. Diğer yandan pinealektomi iĢlemi sonrası AA verilen hayvanlara MLT 

tedavisi yapılması (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen 

pinealektomili hayvanlara kıyasla (PNX+AA) karaciğer dokusu SOD (p< 0,001) ve 

CAT (p< 0,05) aktivitelerinde ciddi iyileĢme sağlamıĢtır. 

 

 

ġekil 7. 3. Ortalama CAT aktivite düzeyleri (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< 0,01 grup 1 vs grup 3       

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

 

7.1.1.3. Karaciğer Dokusu TAS, TOS ve OSĠ Seviyeleri 

 

Ratların karaciğer dokusuna ait TAS ve TOS seviyeleri Çizelge 7.3.‟te, OSĠ 

düzeyleri ise Çizelge 7.4.‟te sunulmuĢtur. 
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Çizelge 7.3.Ortalama karaciğer doku TAS, TOS düzeyleri 

 

GRUPLAR TAS  

(nmol Trolox 

Equiv/L) 

TOS  

(μmol H2O2 

Equiv/L) 

Grup 1: Sham 2,17±0,05
 a
 55,15±2,69

 b,c
 

Grup 2: Sham+ AA 1,08±0,10
 a
 112,66±6,23

 a
 

Grup 3: Sham+ AA+ MLT 1,81±0,02 62,37±3,14 

Grup 4: PNX 1,63±0,07
 a
 70,36±3,83

 a
 

Grup 5: PNX + AA 0,73±0,08
 a
 132,38±7,75

 a
 

Grup 6: PNX + AA + MLT 1,52±0,05 76,73±3,36 

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

b
p< 0,001 grup 1 vs grup 2.

c
p< 0,005 grup 1 vs grup 4. 

 

Çizelge 7.4.Ortalama OSI değeri (Arbitrary Unit). 

 

GRUPLAR OSI 

(Arbitrary Unit) 

Grup 1: Sham 2544,08±133,04
a,b

 

Grup 2: Sham + AA 12709,65±3104,63
a
 

Grup 3: Sham + AA + MLT 3446,64±185,05 

Grup 4: PNX 4364,42±295,83
a
 

Grup 5: PNX + AA 22829,43±4863,98
a
 

Grup 6: PNX + AA + MLT 5115,92±335,78 

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

b
p< 0,005 grup 1 vs grup 3. 

 

Sham grubu ratlara AA uygulaması (Sham+AA) karaciğer dokusu 

oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasına neden olmuĢ ve AA 

uygulanmayan Sham grubuna kıyasla karaciğerin TAS düzeylerinde ciddi bir azalma 

(p< 0,001) (ġekil 7.4), TOS (ġekil 7.5) ve OSĠ (ġekil 7.6) düzeylerinde ise ciddi bir 

artıĢ (p< 0,001) oluĢtuğu gözlenmiĢtir. 
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ġekil 7.4. Ortalama TAS değerleri (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. 

 

 

Ġlave olarak AA uygulanan bu hayvanların MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrası 

MLT tedavisi yapılmayan gruba göre (Sham+AA) karaciğer dokusu 

oksidan/antioksidan dengenin antioksidanlar lehine düzelmesini sağlamıĢ ve doku 

TAS düzeyini artırıken, TOS ve OSĠ değerlerinde ise azalma (p< 0,001) 

oluĢturmuĢtur. Öte yandan, hayvanlara pinealektomi uygulanması (PNX), Sham 

grubuna kıyasla MLT yoksunluğunda karaciğer dokusunun antioksidan dengesinin 

bozulmasına neden olmuĢ ve TAS seviyelerinde azalma (p< 0,001) oluĢtururken, 

TOS (p< 0,05) ve OSĠ (p< 0,001) seviyelerinde ise artıĢ ortaya çıkarmıĢtır. 
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ġekil 7.5.Ortalama TOS değerleri (nmol H2O2 Equiv/L). 

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; grup 5 vs grup 6. 

** 
p< 0,001 grup 1 vs grup 4. 

 

Pinealektomi yapılan ratlara AA uygulanması (PNX+AA) AA uygulanmayan 

pinealektomi grubuna (PNX) göre MLT yoksunluğundan dolayı karaciğer 

dokusunun antioksidan savunma sisteminin zayıflamasına bağlı olarak karaciğer 

TAS düzeyinde ciddi azalmalar, TOS ve OSĠ değerlerinde ise anlamlı artıĢlar (p< 

0,001) oluĢturmuĢtur. Ancak pinealektomi iĢlemi sonrası AA verilen hayvanlara 

MLT tedavisi yapılması (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen 

pinealektomili hayvanlara kıyasla (PNX+AA) karaciğer dokusu oksidan/antioksidan 

dengesini antioksidanlar lehine düzelterek TAS, TOS ve OSĠ değerlerinde ciddi 

iyileĢmeler (p< 0,001) sağlamıĢtır. 
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ġekil 7.6. Ortalama OSI değerleri (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. Karaciğer Dokusu TNF-α Düzeyleri  

Pinealektomi yapılan deney hayvanlarına AA uygulaması ve MLT tedavisi yapılması 

sonrası karaciğer dokusu inflamasyon düzeyini ortaya koymak için ratların karaciğer 

dokusunda TNF-α seviyeleri ölçülmüĢtür. Ratların karaciğer dokusuna ait TNF-α 

seviyeleri Çizelge 7.5‟te sunulmuĢtur. 
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Çizelge 7.5.Ortalama karaciğer doku TNF-α düzeyleri (ng/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

b
p< 0,005 grup 1 vs grup 4. 

 

Sham grubu ratlara AA uygulanması karaciğer dokusunda inflamasyona neden olmuĢ 

ve sham grubuna göre TNF α seviyelerinde ciddi artıĢa (p<0,001) neden olmuĢtur 

(ġekil 7.7). AA uygulanan bu hayvanların MLT tedavisi (Sham+AA+MLT) sonrası 

tedavi yapılmayan gruba göre (Sham+AA) karaciğer dokusunda inflamasyonu 

baskılayarak TNF-α düzeylerinde ciddi bir azalma   (p<0,001) oluĢturmuĢtur. Ġlave 

olarak, hayvanlara pinealektomi uygulaması (PNX) Sham grubuna kıyasla TNF-α 

düzeylerinde artıĢa (p<0,05) neden olmuĢtur. Pinealektomi yapılan ratlara AA 

uygulanması (PNX+AA), AA uygulanmayan pinealektomi grubuna (PNX) göre 

MLT yoksunluğundan dolayı karaciğer dokusunda inflamasyondaki artıĢa bağlı 

olarak inflamasyon belirteçlerinden TNF-α düzeylerinde ciddi artıĢ (p<0,001) 

oluĢturmuĢtur. Diğer yandan pinealektomi iĢlemi sonrası AA verilen hayvanlara 

MLT tedavisi yapılması (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi uygulanmadan AA verilen 

pinealektomili hayvanlara kıyasla (PNX+AA) karaciğer dokusunda TNF-α 

düzeylerinde ciddi geri dönüĢler (p<0,001) elde edilmiĢtir.  

 

GRUPLAR TNF-α 

(ng/L) 

Grup 1: Sham 148,28±4,02
a,b

 

Grup 2: Sham + AA 338,53±19,46
a
 

Grup 3: Sham + AA + MLT 192,74±12,19 

Grup 4: PNX 186,98±9,94
a
 

Grup 5: PNX + AA 355,09±24,81
a
 

Grup 6: PNX + AA + MLT 209,47±10,18 
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ġekil 7.7.Ortalama TNF-α düzeyleri (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 alınan kan numunelerinden elde edilen serum örneklerinde karaciğer 

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

Kolesterol, TG, VLDL ve HDL değerleri ölçülmüĢtür. 

 

7.1.2.1. Serum AST, ALT ve ALP Seviyeleri 

Ratların serum numunelerine ait karaciğer fonksiyon testleri olan AST, ALT ve ALP 

değerleri Çizelge 7.6‟da sunulmuĢtur. 
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Çizelge 7.6.Ortalama serum AST, ALT, ve ALP düzeyleri (U/L). 

 

GRUPLAR ALT 

(U/L) 

AST 

(U/L) 

ALP 

(U/L) 

Grup 1: Sham 42,50±1,31
a
 109,00±6,09

a,c
 124,40±5,94

a,c
 

Grup 2: Sham +AA 58,70±2,80
b
 202,40±21,81

c
 238,70±18,63

c
 

Grup 3: Sham + AA + MLT 46,10±1,87 110,80±2,79 121,10±9,91 

Grup 4: PNX 43,20±1,58
a
 137,70±6,44

a
 185,00±8,35

d
 

Grup 5: PNX + AA 60,20±3,01
b
 234,70±18,48

c
 240,70±15,69

c
 

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).  
a
p< 0,001 grup 1 vs grup 2; grup 4 vs grup 5                

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

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

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

 

Sham grubu ratlara AA uygulaması karaciğer dokusunda hasara neden olmuĢ ve AA 

uygulanmayan Sham grubuna göre serum AST, ALT ve ALP düzeylerinde ciddi artıĢ 

(p< 0,001) oluĢturmuĢtur (ġekil 7.8). AA uygulanan bu hayvanların MLT tedavisi 

(Sham+AA+MLT) sonrası MLT tedavisi yapılmayan gruba göre (Sham+AA) 

karaciğer dokusundaki AA kaynaklı hasar baskılanmıĢ ve serum AST ile ALP 

(p<0,001) ve ALT (p<0,05) düzeylerinde ciddi düĢüĢler oluĢturmuĢtur. Ġlave olarak 

hayvanlarda pinealektomi uygulaması (PNX) Sham grubuna kıyasla AST ve ALP 

düzeylerinde artıĢa neden olurken (p<0,001) ALT düzeylerinde herhangi bir 

değiĢiklik oluĢturmamıĢtır. 
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ġekil 7.8. Serum ALT, AST ve ALP düzeyleri (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 

Ayrıca, pinealektomi yapılan ratlara AA uygulanması (PNX+AA) AA uygulanmayan 

pinealektomi grubuna (PNX) göre MLT yoksunluğundan dolayı karaciğer dokusunda 

AA kaynaklı oluĢan hasara bağlı olarak ALT ile AST (p<0.001) ve ALP (p<0.05)  

seviyelerinde ciddi artıĢ oluĢturmuĢtur. Ancak pinealektomi iĢlemi sonrası AA 

verilen hayvanlara MLT tedavisi yapılması (PNX+AA+MLT), MLT tedavisi 

uygulanmadan AA verilen pinealektomili hayvanlara kıyasla (PNX+AA) karaciğer 

dokusunda ortaya çıkan hasarın MLT tarafından azaltılmasına bağlı olarak serum 

ALT (p<0.05) seviyesi ile AST ve ALP (p<0.001) seviyelerinde ciddi düĢüĢ olduğu 

gözlenmiĢtir. 

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

Ratların serum numunelerine ait kan yağları olan Total Kolesterol, TG, VLDL ve 

HDL değerleri Çizelge 7.7‟de sunulmuĢtur.  
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Çizelge 7.7.Ortalama serum Total Kolesterol, TG, VLDL, HDL düzeyleri (mg/dl) 

 

 

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

b
p< 0,05 grup 4 vs grup 5.   

 

Sham grubu ratlara AA uygulamasının, AA uygulanmayan Sham grubuna kıyasla 

kan yağları üzerinde anlamlı değiĢikliklere sebep olmadığı tespit edilmiĢtir. Ancak 

pinealektomize edilen ratlara AA uygulaması sonrası MLT tedavisi yapılması 

(PNX+AA+MLT), MLT tedavisi yapılmadan AA verilen pinealektomili ratlara göre 

(PNX+AA) Total Kolesterol ve HDL düzeylerinde düĢüĢe (p< 0,05) neden olmuĢtur. 

Diğer yandan bu gruplar arasında TG ve VLDL düzeylerinde ise anlamlı bir 

değiĢiklik gözlemlenmemiĢtir. 

 

7.2. HĠSTOPATOLOJĠK BULGULAR 

Sham grubuna ait karaciğer dokuları normal histolojik görünümdeydi (ġekil 7.9.A). 

PNX grubunda hafif derecede hasar mevcuttu (ġekil 7.10. A). Sham ve PNX grupları 

karĢılaĢtırıldığında; hasar skorları açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark vardı 

(p< 0,001). Sham+AA grubu ve PNX+AA grubuna ait karaciğer dokularında; 

vasküler konjesyon, hepatositlerde vakuolizasyon, sinüzoidal dilatasyon ve 

GRUPLAR Total 

Kolesterol 

(mg/dl)    

TG 

(mg/dl) 

VLDL 

(mg/dl) 

HDL 

(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 + 

AA+ MLT  

43.00±1.34
 

56.70±5.75
 

11.34±1.15
 

26.61±1.00
 

Grup 4: PNX  44.90±1.24
a 

83.60±4.84
a 

16.72±0.96
a 

28.29±0.66
b 

Grup 5: PNX + AA 47.30±2.79
a 

66.40±6.51
 

13.28±1.30
 

32.68±1.91
a 

Grup 6: PINX + 

AA+ MLT  

35.80±4.22
 

62.00±5.21
 

12.40±1.04
 

27.00±1.99
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inflamatuvar hücre infiltrasyonu tespit edildi. Nekroza giden hepatositler bulundu 

(ġekil 7.9.B, C; ġekil 7.10.B, C). Sham+AA grubunun ortalama histopatolojik hasar 

skoru 2,90±0,23 idi. PNX+AA grubunda da benzer bulgular mevcuttu ancak 

hasarının Ģiddeti arttı. 

Portal alanda yaygın inflamatuvar hücre infiltrasyonu dikkat çekiciydi. 

Kondense/piknotik nukleusa sahip hepatositler yaygın olarak görüldü. PNX+AA 

grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru 4,20±0,55 idi. Sham+AA+MLT grubu 

ve PNX+AA+MLT grubunda histopatolojik değiĢikliklerin MLT uygulaması ile 

belirgin olarak azaldığı tespit edildi (ġekil 7.9.D, ġekil 7.10.D). Sham+AA grubu ve 

Sham+AA+MLT grubu karĢılaĢtırıldığında hasar skorunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma vardı (p<0,001). PNX+AA grubu ve PNX+AA+MLT grubu 

karĢılaĢtırıldığında da istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,001). Tüm 

gruplara ait ortalama histopatolojik hasar skoru Çizelge 7.8.' de verildi. 

 

Çizelge 7.8.Ortalama histopatolojik hasar skoru. 

 

Gruplar Hasar Skoru 

Grup 1: Sham 0,10±0,10
a 

Grup 2: Sham + AA 2,90±0,23
a 

Grup 3: Sham + AA + MLT 1,50±0,16 

Grup 4: PNX 1,40±0,16
a 

Grup 5: PNX + AA 4,20±0,55
a 

Grup 6: PNX + AA + MLT 1,80±0,20 

Veriler aritmetik ortalama±SE olarak ifade edildi (n=10). 
a 
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. 
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ġekil 7.9. Sham gruplarının karaciğer histopatolojisi. A. Sham grubu, B. Sham+AA 

grubu,  C. Sham+AA grubu, D. Sham+AA+MLT grubu. H-E; X20. 

 

Sham grubuna ait karaciğer dokusu normal histolojik görünümdeydi. Sham+AA 

grubunda; vasküler konjesyon, hepatositlerde vakuolizasyon, sinüzoidal dilatasyon ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonu tespit edildi. Bazı alanlarda nekroza giden 

hepatositler bulunmaktaydı. Sham+AA+MLT grubunda histopatolojik değiĢikliklerin 

MLT uygulaması ile belirgin olarak azaldığı görüldü.  

 



74 

 

ġekil 7.10. PNX gruplarının karaciğer histopatalojisi. A. PNX grubu, B. PNX+AA 

grubu,  C. PNX+AA grubu, D. PNX+AA+MLT grubu. H-E; X20.  

PNX grubuna ait karaciğer dokusunda hafif derecede hasar mevcuttu. PNX+AA 

grubunda; vasküler konjesyon (asteriks), hepatositlerde vakuolizasyon, sinüzoidal 

dilatasyon (A-ince ok) ve inflamatuvar hücre infiltrasyonun (kalın ok) Ģiddeti 

Sham+AA grubuna göre artmıĢtı. Portal alanda yaygın inflamatuvar hücre 

infiltrasyonu dikkat çekiciydi. Kondense/piknotik nukleusa sahip hepatositler 

bulunmaktaydı (B-ince ok). PNX+AA+MLT grubunda histopatolojik değiĢikliklerin 

MLT uygulaması ile belirgin olarak azaldığı görüldü.  
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7.3. ĠMMÜNOHĠSTOKĠMYASAL BULGULAR 

Sham ve PNX grupları ile karĢılaĢtırıldığında, AA uygulanan gruplarda Ki67 ve NF-

κB ifadesinin artmıĢ olduğu tespit edildi. PNX grubunda Ki67 ve NF-κB ifadesi hafif 

Ģiddetteyken, Sham+AA ve PNX+AA gruplarında ise yüksek Ģiddette olduğu 

görüldü. MLT ile Ki67 ve NF-κB ifadesinin Ģiddetinde azalma tespit edildi (ġekil 

7.11; ġekil 7.12; ġekil 7.13). Ġmmün boyamalara ait H-skoru Çizelge 7.9  da 

gösterildi. 

Çizelge 7.9. Ki67 ve NF-κB immünreaktivitesi için ortalama H-Skoru. 

 

Gruplar Ki67 H-Skoru NF-κB H-Skoru 

Grup 1: Sham 207,70±4,17
a,b 

174,60±11,95
a,d 

Grup 2: Sham + AA 230,40±3,44
b 

256,50±4,34
d 

Grup 3: Sham + AA + MLT 215,80±1,13 233,50±2,36
e 

Grup 4: PNX 212,50±2,32
c 

238,40±6,69
f 

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). 
a
p< 0,001 grup 1 vs grup 2            

b 
p< 0,005 grup 1 vs grup 3; grup 2 vs grup 3              

c
p< 0,01 grup 4 vs grup 5      

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

    e 
p< 0,005 grup 3 vs grup 6            

f 
p< 0,05 grup 4 vs grup 5, 6 
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ġekil 7.11. Karaciğer dokusunda vena sentralis çevresindeki Ki67 immünreaktivitesi. 

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 µm. 

 

 

ġekil 7.12. Karaciğer parankiminde Ki67 immünreaktivitesi. 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 µm. 
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ġekil 7.13. Karaciğer dokusunda vena sentralis çevresindeki NF-κB 

immünreaktivitesi. 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-κB; X20. Bar: 20 µm. 

 

7.4. TARTIġMA 

Bu çalıĢmada MLT`nin pinealektomi uygulanmıĢ ratlarda AA ile indüklenen 

hepatotoksisite üzerindeki potansiyel koruyucu etkileri araĢtırıldı. Mevcut çalıĢmanın 

verileri, AA uygulamasının ratların karaciğer dokusunda oksidatif strese, 

iltihaplanmaya ve kansere neden olduğunu ve pinealektomize ratların AA'nın zararlı 

sonuçlarına Sham ratlarından daha duyarlı olduğunu ortaya çıkardı. 21 günlük 

ekzojen MLT tedavisi, hem pinealektomize hem de Sham ratlarında AA'nın neden 

olduğu hepatotoksisiteyi tersine çevirebileceğini gösterdi. 

 

DüĢük moleküler ağırlıklı bir nörotoksin olan AA, su ve atık su arıtımı, tekstil, kağıt 

ve kozmetik gibi çeĢitli endüstriyel alanlarda kullanılmakta ve ayrıca özellikle 

fırınlanmıĢ ve yağda kızartılmıĢ gıdalar olmak üzere ısıtma iĢlemi sırasında Maillard 

reaksiyonu ile oluĢmaktadır. Bu nedenle insanlar yaĢamları boyunca içme suyu, 
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kozmetikler ve yiyecekler, özellikle batı tarzı atıĢtırmalıklar gibi çeĢitli kaynaklardan 

AA'ya maruz kalabilmektedir. BaĢlangıçta, AA'ya maruz kalmanın zararlı sonuçları, 

bu kimyasala mesleki olarak maruz kalan sanayi iĢçilerinde gözlenen bu toksisite 

nedeniyle özellikle nörotoksisite üzerinde odaklanmıĢtır. AA'nın neden olduğu 

nörotoksisite, AA'ya maruz kalmanın en bilinen zararlı sonucudur ve insanlarda ve 

hayvanlarda kilo kaybı, iskelet kası zayıflığı ve ataksi dahil olmak üzere çeĢitli 

değiĢikliklere neden olabilmektedir. Bununla birlikte karaciğer, neredeyse tüm 

ksenobiyotiklerin metabolizmasındaki merkezi rolü nedeniyle toksinler için birincil 

hedef olarak görülmektedir. Neredeyse tüm ksenobiyotikler, hepatositlerde 

detoksifikasyon için biyokimyasal reaksiyonlar yoluyla metabolize edilmekte ve 

suda çözünür metabolitler olarak safra veya idrarla atılmaktadır. AA ve metaboliti 

GA toksik ve kanserojen kimyasallardandır. ġimdiye kadar, AA'nın neden olduğu 

toksisitenin altında yatan mekanizmayı araĢtırmak için çok sayıda deneysel hayvan 

ve laboratuvar çalıĢması yapılmıĢ olup, ancak henüz tam olarak kanıtlanamamıĢtır. 

Bu arada, AA hepatositlerde CYP 450 enzimleri tarafından epoksidasyon yoluyla 

reaktif GA oluĢturmak üzere metabolize olmakta veya AA ve GA enzimatik olmayan 

veya enzimatik GST reaksiyonları ile GSH ile konjugatlar oluĢturmak üzere 

metabolize edilebilmektedir [235,236]. AA'ya maruz kalan hepatositlerde artan 

CYP2E1 aktivitesi, aĢırı ROT ve lipid peroksit oluĢumuna neden olmaktadır. Ayrıca 

GSH oluĢumu konjugatlar GSH'nin tükenmesine yol açmakta ve bu durum hücrenin 

redoks sürecini bozarak hücre fonksiyonunun hasar görmesine ve ölümüne sebep 

olmaktadır [237]. Ayrıca, AA'ya kronik maruz kalma CYP2E1 yoluyla metabolizma 

edilmesi sonucunda reaktif GA artıĢına neden olmaktadır [238]. Hücre GSH'sinin 

tükenmesinin sonucu, hücresel redoks dengesinin bozulmasına neden olmakta ve bu 

durum oksidatif doku hasarıyla sonuçlanmaktadır. Ek olarak, reaktif GA'nın DNA'ya 

bağlanarak AA'nın genotoksisitesinde yer aldığı düĢünülmektedir [239]. Son 

araĢtırmalar, AA'nın neden olduğu toksisitenin, yüksek DNA oksidatif hasarı ve 

dokuların enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini bozarak 

karaciğer, böbrek ve beyinde doku hasarına ve apoptoza yol açtığını ortaya 

koymuĢtur [240,241]. Ayrıca, önceki raporlar yeni terapötik ajanların AA kaynaklı 
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toksisiteyi azaltabileceğini veya önleyebileceğini kanıtlamaktadır. Burada, mevcut 

çalıĢma, literatür taramamıza göre ilk kez, pinealektomi uygulanmıĢ ratlarda AA 

kaynaklı hepatotoksisiteye karĢı ekzojen MLT uygulamasının genel olumlu etkilerini 

ortaya koymaktadır. Bu çalıĢma, AA'nın (25 mg/kg vücut ağırlığı) 

hepatotoksisitesinin, artmıĢ oksidatif stres, bozulmuĢ antioksidan savunma sistemi, 

artmıĢ inflamasyon, indüklenmiĢ proliferasyon ve ayrıca doku yapısındaki 

değiĢiklikler ile kanıtlandığını ve bu değiĢikliklerin pinealektomi prosedüründen 

sonra daha Ģiddetli olduğunu göstermiĢtir. Son kanıtlar, AA'nın, yüksek ROT'un eĢlik 

ettiği antioksidanlar ve oksidanlar arasındaki bozulmaya neden olabileceğini ve 

oksidatif hasara yol açabileceğini doğrulamıĢtır [242]. Donmez vd nin 2020 yılındaki 

çalıĢmasında 21 gün boyunca 40 mg/kg/gün AA takviyesi alan ratlarda karaciğer 

dokusunda AA nın TAS düzeylerini azalttığı, TOS ve OSI düzeylerini arttırdığı 

gözlemlenmiĢtir [243]. Antioksidanlar ve oksidatif stres arasındaki bozulma, NF-κB, 

TNF-α ve IL-1β dahil olmak üzere artmıĢ inflamatuar indekslere de yol açmaktadır 

[244]. 

 

Dokular vücudu oksidanların zararlı etkilerine karĢı korumak için kararlı durum 

koĢullarında onları temizlemede çok önemli bir role sahip olan SOD ve CAT gibi 

enzimatik ve GSH ve MLT gibi enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini 

içermektedir [245]. AĢırı ROT üretimi, AA gibi ksenobiyotiklerin metabolizması 

dahil olmak üzere oksidatif koĢullar altında lipid membranların oksidasyonu ve DNA 

hasarı yoluyla oksidatif hasara neden olabilmektedir [246]. Önceki kanıtlar, AA'nın 

serbest radikaller üretmeye yol açtığını ve antioksidan savunmaları çökerterek 

kanserojenez ve oksidatif strese yol açtığını doğrulamaktadır [247]. Önceki 

bulgularla uyumlu olarak, ilk kez verilerimiz AA kaynaklı hepatotoksisitenin hem 

Sham hem de pinealektomi uygulanmıĢ ratlarda gözlemlendiğini ortaya koydu; 

bununla birlikte, AA'nın zararlı etkileri, pinealektomi prosedüründen sonra epifiz 

bezinden MLT salınımının olmaması durumunda daha belirgindi, bu da ratların 

karaciğer dokusunda antioksidan savunma sisteminin zayıflamasına ve lipid 

peroksidasyonunun artmasına neden oldu. Dolayısıyla doku oksidan/antioksidan 
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dengesinin oksidanlar yönünde bozulması oksidatif hasara neden olur. Mevcut 

araĢtırma ile tutarlı olarak, Kandemir vd, on gün boyunca 38,27 mg/kg AA 

uygulamasının, MDA'da kayda değer bir Ģekilde artıĢ gösterdiğini ve ayrıca oksidatif 

stresi artırarak hepatorenal toksisiteye neden olduğunu ortaya çıkarmıĢlardır [248]. 

Ek olarak, bu araĢtırmacılar AA tedavisinin, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin 

aktivitelerinin ve GSH düzeylerinin azalması gibi antioksidan kapasitenin 

tükenmesine eĢlik ettiğini bildirmektedir. Hamdy vd çalıĢmasında da 2 ay boyunca 5 

mg/kg/gün AA takviyesi verilen gruplarda kontrol grubuna göre MDA, SOD, CAT 

düzeylerinde anlamlı artıĢ, GSH düzeyinde anlamlı derecede azalma gözlemlenmiĢtir 

[249]. Son zamanlarda, Uthra vd çalıĢması, 38,27 mg/kg dozda 10 gün süreyle AA 

tedavisinin, karaciğer, böbrek ve beyinde artmıĢ lipid peroksidasyonu, azalmıĢ GSH 

ve antioksidan enzimler açısından oksidatif stresi indüklediğini doğrulamaktadır 

[250]. Ayrıca Jiang vd [241] ve Gur vd [251], AA'nın neden olduğu doku 

toksisitesinin artan lipid peroksidasyonu ve doku antioksidan kapasitesindeki 

bozukluklar tarafından belirlendiğini bildiren çeĢitli yakın tarihli çalıĢmaların 

sonuçlarıyla tutarlıdır. Yapılan çalıĢmada gösterildiği gibi, SOD ve CAT 

aktivitelerinde, karaciğer dokularının GSH ve TAS seviyelerinde bir düĢüĢ ve MDA 

ve TOS seviyelerinde önemli bir artıĢ saptandı. Bu arada liteatür taramamıza göre, 

ilk kez bu çalıĢma, karaciğerin antioksidan durumunda AA'nın neden olduğu bu 

bozuklukların, pinealektomili ratlarda Sham ratlarına göre daha belirgin olduğunu 

gösterdi. Gerçekten de MLT, serbest radikalleri temizleyerek ve SOD, CAT ve GPx 

gibi antioksidan enzim aktivitelerini artırarak ve lipid peroksidasyonunu azaltarak 

antioksidan özellikler sağlamaktadır [186]. MLT, kan-beyin bariyeri gibi tüm 

fizyolojik engelleri geçebilmekte ve tüm vücut sıvılarına ve hücrelere kolayca 

dağılabilmektedir, bu durum MLT'nin bir antioksidan olarak gücünü arttırmaktadır 

[252,253]. Ayrıca bu çalıĢmada AA ve MLT'nin kombine tedavisinin karaciğer 

dokularının SOD ve CAT aktivitelerinde, GSH ve TAS düzeylerinde iyileĢmeye ve 

MDA ve TOS düzeylerinde anlamlı azalmaya yol açtığı gözlenmiĢtir. Ayrıca, ilk 

kez, bu çalıĢmanın bulguları, ekzojen MLT tedavisi ile karaciğerin antioksidan 

kapasitesindeki artıĢın, AA'ya maruz bırakılan Sham ratlarında, AA'ya maruz 
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bırakılan PNX ratlarına göre daha anlamlı olduğunu gösterdi. Bu çalıĢmada da 

görüldüğü gibi endojen MLT varlığında ve yokluğunda AA maruziyeti sonrası 

karaciğerin antioksidan durumunun düzenlenmesinde ekzojen MLT tedavisinin 

bozulmuĢ oksidan/antioksidan denge açısından hayati bir rol oynadığı kanıtlanmıĢtır. 

MLT uygulamasının AA ile indüklenen hepatotoksisiteye karĢı güçlü bir 

farmakolojik ajan olduğu düĢünülmektedir [254]. 

 

Kandaki aminotransferaz enzim aktivitelerindeki artıĢlar karaciğer hasarını 

düĢündürmektedir, bu nedenle artmıĢ ALT, AST ve ALP seviyeleri hepatoselüler 

hasarı göstermek için kullanılmaktadır. AA metabolizması sırasında aĢırı ROT 

üretiminin meydana geldiği ve bu radikallerin hepatositlerin hücre zarlarındaki çoklu 

doymamıĢ yağ asitlerine saldırarak hücre zarı hasarına neden olduğu bilinmektedir. 

Böylece AST, ALT ve ALP gibi hepatoselüler enzimler, hücre bütünlüğünün 

bozulması nedeniyle kana sızar ve bu enzimlerin plazma seviyeleri aĢırı derecede 

yükselmektedir [255]. Mevcut araĢtırmada, AA alan grupta (Sham+AA ve 

PNX+AA) kontrol grupları (Sham ve PNX) ile karĢılaĢtırıldığında ALT, AST ve 

ALP seviyelerinde önemli bir artıĢ gösterdi. Ayrıca, AA indüksiyonu ile bu 

enzimlerin plazma seviyelerindeki artıĢın, PNX grubu ratlarda Sham ratlarına göre 

daha anlamlı olduğunu ilk kez ortaya çıkardık. Elhelaly vd. çalıĢmasında 14 gün 

boyunca ağızdan 20 mg/kg/gün AA verilen ratlarda karaciğer fonksiyon testlerinin 

(AST, ALT, ALP) önemli ölçüde arttığı belirtilmiĢtir [240]. Mevcut veriler, 

MLT`nin hücre zarının bütünlüğünü koruduğunu ve radikalleri temizleyerek ve 

karaciğerin antioksidan durumunu iyileĢtirerek plazma ALT, AST ve ALP 

seviyelerini düĢürdüğünü kanıtladı. Mevcut veriler, MLT`nin hücre zarının 

bütünlüğünü geri kazandırdığını ve radikalleri temizleyerek ve karaciğerin 

antioksidan durumunu iyileĢtirerek plazma ALT, AST ve ALP düzeylerini 

düĢürdüğünü kanıtladı. Bu çalıĢma ile uyumlu olarak, Gedik vd [224] ve Kandemir 

vd [248], AA uygulamasının yüksek plazma ALT, AST ve ALP seviyelerine neden 

olduğunu bildirmiĢtir; bununla birlikte, AA kaynaklı hepatotoksisiteye karĢı krosin 

ve morin takviyesi, AA'ya maruz kalan ratlara kıyasla bu enzimlerin seviyelerini 
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önemli ölçüde azaltmaktadır. Lebda vd çalıĢmasında tiyoasetamid takviyesiyle 

hepatik siroz oluĢturulan ratlarda, 5 mg/kg MLT tedavisi uygulandığında MLT'nin 

antioksidan ve antiinflamatuar etkileri sayesinde, serum ALT ve AST düzeylerinde 

önemli bir azalma gösterdiğini ve karaciğer fonksiyonlarını da iyileĢtirdiğini bildirdi 

[256]. Ayrıca Rezayat vd tarafından 7 farklı çalıĢmanın incelendiği meta-analizde, 

alkolsüz steatohepatitli hastalara MLT uygulanması sonrasında AST, ALT ve ALP 

düzeylerinde önemli ölçüde düĢüĢ olduğu gözlemlenmiĢtir [257]. 

 

Antiinflamatuar ve proinflamatuar mediatörler arasındaki bozukluklar, artmıĢ 

inflamasyona yol açmakta olup bu duruma bazı proteinler aracılık edebilmektedir 

[258]. NF-κB, çeĢitli inflamatuar mediatörlerin ekspresyonunu düzenlemede bir 

transkripsiyon faktörü olarak hayati bir rol oynamakta olup oksidatif stress ve 

sitokinler tarafından uyarılabilmektedir [244]. Ayrıca NF-κB tarafından düzenlenen 

genler, hücrede ROT üretimini düzenlemek gibi temel bir iĢleve sahiptir [259,260]. 

Fizyolojik koĢullar altında, NF-κB sitoplazmada inhibitor kappa B (IκB-α) tarafından 

tutulmakta ve aktifleĢmesi engellenmektedir. Ancak IκB-α'nın fosforilasyonu, NF-κB 

sinyal yolunu aktifleĢtirmekte ve NF-κB'nin alt birimi olan p65 çekirdeğe 

geçmektedir. Çekirdeğe geçen p65, NF-κB ile ilgili gen bölgesine bağlanmakta ve 

ekspresyon seviyesinin artmasını sağlamaktadır [261]. Bununla birlikte, MLT 

takviyesinin NF-κB (p65 alt birimi) ekspresyonunu azalttığı western blot ve 

immünohistokimyasal çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Ayrıca MLT tedavisi IκB-α'nın 

fosforilasyonunu engellemektedir. Önceki çalıĢmalar, NF-κB'nin inflamasyona neden 

olduğunu ve bu duruma karĢı MLT'nin koruyucu etkisinin bulunduğunu bildirilmiĢtir 

[262-265]. NF-κB'nin uyarılması, TNF-α ve IL-1β dahil olmak üzere birçok 

inflamatuar sitokinin salınmasına yol açabilmektedir [266]. TNF-α, çeĢitli 

toksisitelere aracılık yanıtı olarak yükselen en güçlü ve tehlikeli immünolojik 

belirteçlerden biri olarak kabul edilmektedir [267]. AA'nın NF-κB sinyal yolunu 

indüklediği ve TNF-α IL-1β ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokin seviyelerinde önemli 

bir artıĢa neden olduğu bildirilmektedir [268]. Önceki çalıĢmalarla uyumlu olarak, 

sonuçlarımız AA'nın indüklediği hepatik inflamasyonun hem Sham hem de 
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pinealektomi uygulanmıĢ ratlarda NF-κB ve proinflamatuar sitokin düzeylerinde artıĢ 

olduğunu kanıtladı; bununla birlikte, pinealektomili ratlarda endojen MLT`nin NF-

κB sinyal yolu üzerindeki modülatör etkilerinin olmaması nedeniyle AA'nın 

inflamatuar etkileri, pinealektomize ratlarda daha belirgindi. NF-κB 

ekspresyonundaki ve TNF-α seviyelerindeki bu değiĢiklikler, AA'ya maruz kalan rat 

karaciğerinde NF-κB'nin aktivasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerdeki önemli 

artıĢa bağlıdır. Tersine, MLT`nin p-NF-κB, TNF-α ve IL-1β ekspresyonunu azaltarak 

antiinflamatuar etkiler gösterdiği iyi bilinmektedir [269]. Song vd çalıĢmasında, 

TNF-α ile muamele edilerek mitokondriyal stress yaratılan farelerde MLT 

tedavisinden sonra mitokondriyal ROT üretiminin azaldığı, mitokondriyal 

antioksidan seviyelerinin arttığı, mitokondriyal apoptozun bloke edildiği ve 

inflamasyon aracılı hepatik hasarın azaldığı bildirilmiĢtir [270]. Melatoninin, NF-κB 

aktivasyonu sonucu proinflamatuar sitokinlerin üretimi yoluyla hepatik inflamasyona 

neden olan AA üzerindeki antiinflamatuar etkilerini analiz etmek için, NF-κB'yi 

immünohistokimyasal olarak ve TNF-α seviyelerini ratlara spesifik ELĠSA kitleri ile 

değerlendirdik. Literatür taramasına göre bu araĢtırma, pinealektomi uygulanmıĢ 

ratlarda AA'nın neden olduğu hepatik inflamasyona karĢı ekzojen MLT`nin 

düzenleyici etkilerini gösteren türünün ilk örneğidir. Bu çalıĢma, ekzojen MLT 

tedavisinin, Sham ve PNX ratlarda inflamasyonla iliĢkili parametreleri azaltarak AA 

yoluyla tetiklenen hepatik inflamasyonu baskıladığını ortaya çıkardı. Ayrıca MLT 

takviyesi yoluyla inflamasyonun iyileĢtirilmesi Sham+AA ratlarda PNX+AA ratlara 

göre daha anlamlıydı. Gerçekten de, MLT nin AA toksisitesinin neden olduğu 

hepatik hasar üzerindeki koruyucu etkilerini, inflamasyonun baskılanmasına nispeten 

atfedilebileceğini doğruladık. Mevcut çalıĢma ile uyumlu olarak, morin [248], ellagik 

asit [271] allisin [272] ve krosinin [224] AA kaynaklı hepatotoksisiteye karĢı 

inflamatuar iliĢkili proteinleri azaltarak, TNF-α IL-1β ve IL-6 dahil olmak üzere 

inflamatuar sitokin düzeylerini önemli ölçüde düĢürdüğü bildirilmiĢtir. Li vd 

çalıĢmasında ratlarda 10 mg MLT takviyesinin NF-κB yolunun inhibisyonunu 

sağladığı ve hemorajik Ģok olan ratlara göre karaciğer hasarının derecesinin, 
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hepatosit apoptoz oranının, TNF-α, IL-6 seviyelerinin önemli ölçüde azaldığı, 

hepatik iskemik hasarın hafiflediği gözlemlenmiĢtir [273]. 

 

Hepatosellüler karsinom (HCC), kronik karaciğer iltihabı ve ardından fibroz veya 

sirozun ilerlemesi nedeniyle geliĢmektedir. ÇeĢitli risk faktörleri HCC geliĢimine 

katkıda bulunabilmekte ve histopatolojik olarak farklı preneoplastik 

lezyonlar/değiĢiklikler tarafından belirlenebilmektedir. Karaciğer lezyonları, kronik 

hepatoselüler hasar, inflamasyon, hepatositlerin dejenerasyonu/rejenerasyonu, nekroz 

ve minör hücresel displazi ile iliĢkilidir. AA'nın ayrıca klastojenik ve mutajenik 

özelliklere sahip olduğu da bildirilmiĢtir [274]. Hamdy vd tarafından 2 ay boyunca 5 

mg/kg/gün AA uygulanan ratların karaciğer histopatalojisinin, hepatositlerde 

vakuoller, portal ve periferik boĢluklarda geniĢlemiĢ masif lenfosit infiltrasyonla 

uyumlu olduğu bildirilmiĢtir [249]. Jiang vd, AA'ya maruz kalan HepG2 hücrelerinin 

çekirdeklerinin, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8 OHdG) ile güçlü bir Ģekilde 

boyandığını gösterdiğini ve Comet analizi ile doza bağlı bir Ģekilde hücrelerde DNA 

hasarı sergilediğini bildirdi [275]. Ayrıca CYP2E1 aracılı AA'nın GA'ya 

dönüĢümünün HepG2 hücrelerinde DNA hasarına neden olduğu bildirilmiĢtir. Tümör 

oluĢumunun en belirgin özelliklerinden biri, hücre proliferasyonu ile apoptoz 

arasındaki dengenin bozulmasıdır ve bu da sonuçta tümör oluĢumuna yol 

açabilmektedir. Ki-67'nin hücre döngüsü fazlarında, özellikle hepatoselüler 

karsinomlarda daha yüksek aktivite ile iliĢkili olan G0 fazında ifade edilen 

karaciğerin hücre proliferasyonu ve karsinojenitesi için istisnai belirteçlerden biri 

olduğu bildirilmiĢtir [276]. Bu bağlamda Ki-67, tümör oluĢumuna ve geliĢimine 

neden olabilmektedir. AA kaynaklı hepatoselüler proliferasyon üzerinde apoptozun 

düzenlenmesi yoluyla MLT`nin anti-tümör etkilerini göstermek için, Ki-67 

ekspresyonunu immünohistokimyasal olarak analiz ettik. Son kanıtlar, MLT nin 

hücre tipine bağlı olarak pro-oksidan özellikler gösterdiğini bildirmiĢtir. Bu 

bağlamda MLT, kanser hücreleri için pro-apoptotik olabileceği gibi normal hücreler 

için doza bağımlı bir Ģekilde anti-apoptotik olabilir [277]. Literatürle uyumlu olarak, 

ekzojen MLT takviyesinin Sham ve PNX ratlarında Ki-67 ekspresyonunu azaltarak 
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AA kaynaklı hepatoselüler proliferasyona karĢı anti-tümör etkiler gösterdiğini 

gözlemledik. 

 

AA'nın hepatotoksisitesi hakkında daha fazla bilgi vermek için, bu çalıĢma AA'nın 

hepatoselüler hücrelerde vakuolizasyon, inflamatuar hücre infiltrasyonu, vasküler 

konjesyon ve nekrotik piknoz gibi belirgin histolojik değiĢikliklere neden olduğunu 

gösterdi. Bu sonuçlar Kandemir vd [248] çalıĢmasıyla uyumludur; ancak, 

pinealektomize ratlarda AA ile tetiklenen hepatotoksisite ilk kez çalıĢıldı ve 

yaralanmanın Ģiddeti, PNX+AA'da Sham+AA'ya göre daha yoğun olduğunu 

gözlendi. Öte yandan, AA'nın indüklediği hepatotoksisitede ekzojen MLT 

uygulaması, karaciğer dokularını önemli ölçüde geri kazandırdı. Mevcut çalıĢma ile 

uyumlu olarak, Mousa vd [278] çalıĢması, AA kaynaklı hepatotoksisitede MLT 

uygulaması ile karaciğer hasarının normale döndüğünü bildirdi. Yang vd. 

çalıĢmasında kadminyum ile oluĢturulan karaciğer hasarının MLT uygulamasından 

sonra normal hücre morfoloji, daha az kanama ve inflamatuar hücre infiltrasyonu 

dahil olmak üzere karaciğer dokusunun patolojik değiĢikliklerini iyileĢtirdiğini 

gözlemlenmiĢtir [279]. 

 

Sonuç olarak, bu çalıĢma ekzojen MLT`nin fizyolojik melatonin yokluğunda AA 

kaynaklı hepatotoksisiteyi azaltabileceğini kanıtlamaktadır. MLT`nin koruyucu 

etkisi, hasarlı hepatositler üzerindeki antioksidan, antiinflamatuar ve antiproliferatif 

özellikleriyle açıklanabilir. YaĢın ilerlemesine bağlı olarak melatonin 

salgılanmasındaki azalma, antioksidan savunmanın azalmasına ve dolayısıyla bireyin 

oksidatif strese maruziyetini arttırmaktadır. Bu nedenle ileri yaĢ grubunun oksidatif 

stres ve hasarına karĢı melatonin takviyesi kullanması gerekmektedir. Bununla 

birlikte, ekzojen MLT`nin oksidatif stres, inflamatuar yanıt ve proliferasyon 

üzerindeki etki mekanizmalarını ve AA'nın neden olduğu hepatotoksisiteyi takiben 

endojen MLT ile iliĢkisini ortaya koymak için daha ileri çalıĢmalara ihtiyaç 

bulunmaktadır. 
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