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ÖZET 
 

Ratlarda Akrilamid ile İndüklenen Endoplazmik Retikulum Stresi, 

Nöroinflamasyon ve Nöronal Apoptozis Üzerine Melatoninin Etkileri 

 

Amaç: Endüstriyel alanda yaygın olarak kullanılan ACR bileşiği gıdasal ürünlerin 

yüksek sıcaklıklara maruz kalması sonucu oluştuğu bilinmektedir. ACR, çoklu organ 

hasarına neden olan nörotoksik bir ajandır. Bu çalışmada; ACR nörotoksisitesinde 

lokomotor aktivite, oksidatif stres, ER stresi, nöroinflamasyon ve nöronal apoptozis 

mekanizmaları üzerine MEL’in antioksidan, antiinflamatuar ve nöroprotektif etkilerinin 

incelenmesi amaçlandı.   

Materyal ve Metot: Bu tez çalışmasında 220-250 g ağırlığında 12 haftalık 

yetişkin Sprague Dawley cinsi 50 adet erkek rat kullanıldı. Her bir grupta 10 tane rat 

kullanılarak 5 grup oluşturuldu. Deney grupları Grup 1: Kontrol, Grup 2: ACR, Grup 3: 

MEL10+ACR, Grup 4: MEL20+ACR ve Grup 5: MEL20 olacak şekilde oluşturuldu. 

Deneysel uygulamalar MEL 10 ve 20 mg/kg i.p. dozları ile ACR’nin 50 mg/kg i.p., dozu 

şeklinde 14 gün süre ile uygulandı. ACR ve MEL enjeksiyonu yapıldıktan sonra 15. gün 

lokomotor aktivite ölçümleri yapılarak deneysel çalışma sonlandırıldı. Ratlardan alınan 

beyin dokularında biyokimyasal, moleküler ve histopatolojik incelemeler yapıldı. 

Bulgular: Lokomotor aktivite düzeyleri ACR grubunda, kontrole göre bir azalma 

gösterdi. Beyin dokularında MDA ve GSH seviyelerinin ACR grubunda arttığı, SOD,  

GPx ve KAT aktivitelerinin ise azaldığı tespit edildi. MEL20+ACR grubunda, lipit 

peroksidasyonunun azaldığı ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttığı belirlendi.  

TNF-α, IL-1β, IL-6 ve nNOS seviyelerinin ACR grubunda yükseldiği ve MEL’in yüksek 

dozunun bu artışları önlediği tespit edildi. Beyinde sinirsel aktivitelerde görev alan 

AChE-MAO seviyelerinin de ACR grubunda diğer gruplara göre önemli düzeyde arttığı 

belirlendi. ACR grubunda ER stresinin oluştuğu ve beyin dokusunda GRP78, ATF4, 

ATF6, sXBP1 ve CHOP gen ekspresyon seviyelerinin diğer gruplara kıyasla anlamlı 

düzeyde arttığı tespit edildi. Bax ve Cas-3 gen ekspresyon seviyelerinin ACR gruplarında 

arttığı, özellikle MEL’in yüksek dozunun bu artışları önlediği görüldü.  8-OHdG ve 

GFAP ekspresyonlarının ACR grubunda kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarına 

göre önemli düzeyde arttığı belirlendi. 

Sonuç: Bu çalışmanın sonucunda ratlara protektif amaçla uygulanan MEL 

bileşiğinin ACR kaynaklı nörotoksisiteyi önemli düzeyde önlediği saptandı.  

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Apoptozis, Endoplazmik retikulum stresi, 

Lokomotor aktivite, Melatonin, Nöroinflamasyon 

 

 



IX 

ABSTRACT 
 

Effects of Melatonin on Acrylamide-Induced Endoplasmic  

Reticulum Stress, Neuroinflammation and Neuronal Apoptosis in Rats 

 

Aim: It is known that the ACR compound, which is widely used in the industrial 

field, is formed as a result of exposure of food products to high temperatures. ACR is a 

neurotoxic agent that causes multiple organ damage. In this study; it was aimed to 

investigate the antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects of MEL on 

locomotor activity, oxidative stress, ER stress, neuroinflammation and neuronal apoptosis 

mechanisms in ACR neurotoxicity. 

Material and method: In this thesis study, 50 male Sprague Dawley rats that is 

12 weeks old and weight is 220-250 g were used. By using 10 rats for each group, 5 

groups were formed. Experimental groups were formed as Group 1: Control, Group 2: 

ACR, Group 3: MEL10+ACR, Group 4: MEL20+ACR and Group 5: MEL20. 

Experimental applications were applied as 10 and 20 mg/kg i.p. doses of MEL and 50 

mg/kg i.p. dose of ACR for 14 days. Experimental study was terminated by measuring 

locomotor activity on the 15th day after ACR and MEL injection. Biochemical, molecular 

and histopathological examinations were performed on brain tissues that were taken from 

rats. 

Results: Locomotor activity levels showed a decrease in the ACR group compared 

to the control group. It was determined that MDA and GSH levels in brain tissues 

increased in the ACR group, while SOD, GPx and KAT activities were decreased. In the 

MEL 20+ACR group, it was determined that lipid peroxidation decreased and the 

activities of antioxidant enzymes increased. It was determined that TNF-α, IL-1β, IL-6 

and nNOS levels were increased in the ACR group and the high dose of MEL prevented 

these increases. It was determined that AChE-MAO levels, which are involved in neural 

activities in the brain, increased significantly in the ACR group compared to the other 

groups. It was determined that ER stress occurred in the ACR group and GRP78, ATF4, 

ATF6, sXBP1 and CHOP gene expression levels in the brain tissue increased 

significantly compared to the other groups. It was observed that Bax and Cas-3 gene 

expression levels increased in the ACR groups, especially the high dose of MEL 

prevented these increases. It was determined that 8-OHdG and GFAP expressions were 

significantly increased in the ACR group compared to the control, MEL20+ACR and 

MEL20 groups. 

Conclusion: As a result of this study, it was determined that MEL compound, 

which was applied to rats for protective purposes, significantly prevented ACR-induced 

neurotoxicity.  

Key Words: Acrylamide, Apoptosis, Endoplasmic reticulum stress, Locomotor 

activity, Melatonin, Neuroinflammation   
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1. GİRİŞ 

Akrilamid (ACR), endüstriyel alanda yaygın olarak kullanılan suda çözünür vinil 

bir monomerdir. ACR özellikle atık suların saflaştırılmasında, bazı inşaat malzemelerinin 

üretiminde, jel kromotografisi için moleküler laboratuvarlarda, kalıcı pres kumaşların 

yapımında, kağıt ve kozmetik alanlarında yaygın olarak kullanılmaktadır.1, 2 Ayrıca sigara 

filtrelerinin yapısında da bulunduğu bilinmektedir. Yaygın olarak kullanılmasından 

dolayı özellikle inşaat ve diğer sektörlerde çalışan işçilerde de ACR’ye maruziyeti 

görülmektedir.3 İsveç’te yapılan bir araştırmada bir tünel inşaatında çalışan işçilerin ve 

sigara içmeyen kontrol grubu kişilerin kanlarında beklenmedik bir şekilde yüksek 

düzeyde ACR tespit edilmiştir. İnsanlarda ACR maruziyetine sanayi alanları ve 

ürünlerinin üretiminde çalışanlarının yanı sıra gıdalarla da bulaşma riskinin olabildiği 

belirlenmiştir.3, 4  Bilim insanları yaptıkları çalışmalar sonucunda, karbonhidratça zengin 

besinlerin 120°C ve üzeri sıcaklıklara maruz kalması sonucu ACR’nin ortaya çıktığını 

belirtmişlerdir.4, 5 ACR cilde temas ya da solunum sonucu mukoza yoluyla emilerek 

vücuda yayılabildiği gibi besinlerle gastrointestinal yolla da vücuda kolaylıkla 

geçebilmektedir. Ayrıca plasental bariyeri geçerek fötüste anomalilere sebep 

olabilmektedir.6, 7 ACR’nin kanserojen etkili olduğu 8 ve diyet ile alınan ACR’nin meme 

kanserini indüklediği belirlenmiştir.9 ACR’nin böbrek, mesane ve prostat kanserini 

tetiklediği10, üreme organları üzerinde toksik etkiye11 ve nöropatiye12 neden olduğu 

araştırmalarla rapor edilmiştir. ACR küçük ve hidrofilik bir moleküler yapıya sahiptir6 ve 

bu yüzden de tüm dokulara kolayca geçebilmekte, bu şekilde tüm vücuda 

yayılabilmektedir.13 Yine bu nedenle kan beyin bariyerini geçebilmekte ve beyin 

dokusunda oksidatif stresi tetikleyerek nörotoksik etki yapmaktadır.14, 15 ACR’nin hem 

insanlarda hem de deney hayvanlarında iskelet kası zayıflığı, kilo kaybı ve anormal 

yürüyüş gibi bazı olumsuzluklar oluşturabilecek nöropatik etkileri vardır.16, 17 Merkezi 
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sinir sisteminde astrositler ve mikroglia hücreleri nörotrofik destek, taşıyıcı regülasyon 

ve bağışıklık modülasyonu gibi yapıların oluşumunu sağlayarak beyin dokusunda temel 

düzenleyici bir rol oynayabilmektedirler.18 Glial hücrelerinin hasarlanması beyin 

dokusunda hasara ve nörotoksisiteye sebep olmaktadır.19 Nörodejenerasyon ya da beyin 

dokusundaki herhangi bir toksik etki reaktif oksijen türlerini (ROS) ve sitokinleri de 

aktifleştirir. Pre-inflamatuar öncülerin salgılanmasını sağlar.20 ACR’nin 

nörotoksisitesinin kimyasal ve biyokimyasal mekanizmaları kapsamlı bir şekilde 

incelenmesine rağmen6, 21, ACR nörotoksisitesinin gelişmesine yol açan hücre içi stres 

sinyal yolları belirsizliğini korumaktadır.21 

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, katlanması, translasyon sonrası 

modifikasyon gibi çeşitli biyolojik olayların kontrolünü yapan hücre içi organeldir.22 

Hücreler ekstraselülar strese maruz kaldığında, katlanmamış proteinler ER lümeninde 

birikmekte ve bu biriken proteinler ER’da strese neden olmaktadır. Daha sonra 

katlanmamış proteinler; hücrede katlanmamış protein yanıtı (Unfolding protein response: 

UPR) adı verilen bir sinyal yolunu aktif hale getirir ve hücreyi stresten kurtarmak için bu 

uyarlanabilir programı indüklemektedir.23 UPR sinyal yolları; pankreatik ER kinaz 

(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive transkripsiyon faktör 6 (AFT6) ve inozitol 

gerektiren enzim 1 (IRE1) olmak üzere üç önemli ER stres sinyal yolağından 

oluşmaktadır.24 Hücre dinlenme halinde iken ER şaperonları ile bağlantılı olduğu 

düşünülen bu üç sinyal yolu temel olarak inaktiftir. Glukoz düzenleyici protein 78 

(GRP78) bu yolakların inaktif halde tutulmasında en önemli şaperonlardan birisidir. 

Katlanmamış proteinlerin birikmesi sonucu ER’da stres meydana gelirse GRP78 hızlı bir 

şekilde ER zarından ayrılır ve ER stres reseptörlerinin aktivasyonunu sağlayarak UPR 

reaksiyonunu tetikler.24  UPR’nin temel amacı ise, hücrelerde meydana gelen çevresel 

değişikliklere adaptasyonu kolaylaştırmak, ER’de protein sentezini azaltarak ER’ye daha 
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fazla katlanmamış proteinin girişine engel olarak normal ER fonksiyonlarının yeniden 

oluşumunu ve devamını sağlamaktır. Bununla birlikte UPR, ER’de aşırı katlanmamış 

protein birikimini çözemezse, bu üç sinyal yolağından ER şaperonlarının ekspresyonunda 

artışa neden olarak hücrede inflamasyon ve apoptotik yolları etkinleştirir.25 UPR 

oluşturmada önemli bir sinyal yolu olan PERK-eIF2α (ökaryotik başlatıcı faktör 2α) 

yolağının transkripsiyon faktörü C/EBP homolog proteini (CHOP) ekspresyonunu 

arttırması hem in-vitro hem de in-vivo nöronal apoptotik hücre ölümünde önemli bir rol 

oynamaktadır.26 Ayrıca IRE1 yolağından C-jun N-terminal kinaz (JNK)’nın aktivasyonu 

ile inflamasyon uyarılır ve ATF6 yolağından da CHOP aracılı apoptozisi uyardığı 

bilinmektedir.27 

ER stresinin genellikle alzheimer, parkinson, amyotrofik lateral skleroz (ALS), 

poli glutamin hastalıkları, iskemi, ateroskleroz, bipolar bozukluk, prion hastalıkları, 

kanser, diyabet, otoimmun ve kardiyovasküler bozukluklar gibi hastalıklarda önemli bir 

rol oynadığı bildirilmiştir.28-34 Ayrıca hücresel enerji seviyesinde ki azalma, hücredeki 

redoks reaksiyon seviyesi ve kalsiyum (Ca2+) konsantrasyonun azalması da ER stresinin 

oluşumuna neden olmaktadır.  

Nörotoksik ajanlar, kemoterapik ilaçlar ve gıda kaynaklı birçok kimyasal bileşik 

ER stresinin oluşmasına sebep olurlar. Bu ajanların oksidatif stresi tetikleyip 

nörotoksisite oluşturduğu35, oksidadif stresin ise ER stresini indüklediği36 ve 

inflamasyon27 oluşturarak hücreyi apoptozise37 götürdüğü yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. Bu da ER stresi ile ilişkili yukarıda belirtilen birçok patofizyolojik 

durumların oluşmasına neden olmaktadır. Hücrede ER stresini uyararak inflamasyon ve 

apoptozisi indükleyen ajanlardan birisi de ACR’dir. Yapılan bazı araştırmalarda ACR ile 

indüklenen nöronal ER stresi, nöroinflamasyon ve nöronal apoptozisin uyarıldığı tespit 

edilmiştir.38 ACR ile indüklenen nörotoksisitede bazı antioksidan ve antiinflamatuar 
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bileşikler protektif amaçlı kullanılmaktadır.39, 40 Farklı kimyasal bileşiklerle indüklenen 

organ toksisitesi çalışmalarında protektif veya terapötik amaçlı antioksidan, 

antiinflamatuar, hormon ve hormon benzeri bileşikler de kullanılmaktadır. Bu amaçla 

kullanılan hormon/bileşiklerden birisi de Melatonin (MEL)’dir.41-43  

MEL başlangıçta kurbağa ve balık melanositlerine etki eden cilt aydınlatıcı bir 

molekül olarak keşfedilmiştir.44 Daha sonra, epifiz bezi tarafından ritmik olarak 

salgılanan, sirkadiyen ritminin düzenlenmesinde rol oynayan önemli bir hormon olduğu 

bulunmuştur.45 MEL’in birçok omurgalı canlıda görüldüğü ve bakterilerden protozoalara, 

bitkilerden mantarlara ve omurgasızlara kadar neredeyse her canlıda sentezlendiği 

bilinmektedir.46 MEL, uyku-uyanıklık döngüsünü düzenleyen bir immünostimülatör ve 

sitoprotektif ajan olarak işlev görmektedir. Ayrıca MEL; T ve B lenfositlerin, natural 

killer hücrelerinin ve monositlerin aktivasyonunu uyarmaktadır ve timosit 

proliferasyonunu ve sitokinlerin salınımını indüklemektedir. Bununla birlikte 

antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve antiapoptotik etkisi de bildirilmiştir.47, 48 MEL 

aynı zamanda nöroprotektif etkilere sahiptir ve oksidatif stres kaynaklı nöronal 

apoptoziste ve nöronal dejenerasyonda protektif etkileri rapor edilmiştir.49, 50  

Tüm bu bilgiler ışığında, yaptığımız literatür taramalarında ACR uygulanan 

ratların beyin dokularında ER stresi, nöroinflmasyon ve nöronal apoptozis üzerine 

MEL’in etkileri ile alakalı herhangi bir araştırmaya rastlanılmamıştır.  Buradan hareketle, 

bu araştırmada ratlarda ACR ile indüklenen nörotoksisitede ER stresi, nöroinflmasyon ve 

nöronal apoptozis üzerine MEL’in etkilerinin araştırılması amaçlandı.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Nörodejeneratif bozuklukların büyük bir bölümü toksisite ve protein agregasyonu 

sonucunda meydana geldiği bilinmektedir. Bu nöronal bozukluklar için genler 

tanımlandıkça ve hücre kültürlerinde yapılan çalışmalar ile bu genlerdeki mutasyonların 

önemli bir bölümünün etkisi, nöronal kapanımlar ve plaklardaki yanlış katlanmış 

proteinlerin anormal işlenmesi ve birikmesine bağlı olduğu netlik kazanmıştır. Anormal 

proteinlerin atılmasına yönelik hücresel mekanizmaların ve toksik protein birikiminin 

nöronal hayatta kalma üzerindeki etkilerinin daha fazla anlaşılması, bu bozukluklar için 

etkili ve hızlı tedavi geliştirmesine olanak sağlayacaktır.  

Alzheimer hastalığı, parkinson hastalığı, prion hastalıkları, huntington hastalığı, 

frontotemporal demans ve motor nöron hastalığı gibi çok çeşitli nörodejeneratif 

bozukluklar gibi tüm nörodejeneratif hastalıklar, anormal protein birikimi ve agregasyonu 

gibi belirgin bir ortak özelliği paylaşırlar. Yanlış katlanmaya karşı ilk savunma hattı 

doğru katlanmayı destekleyen, hücrelerin hayatta kalması için sinyal yolaklarını 

aktifleştiren ve yanlış katlanmayı önleyen moleküler şaperonlardır. Merkezi sinir 

sistemindeki hücresel mekanizmalar ve bu mekanizmaların işlevlerinin hasara uğraması, 

bunların tamiri ve düzeltilmesini daha iyi anlamamız için öncelikle merkezi sinir sistemi, 

bölümleri ve foknsiyonları hakkında bilgi sahibi olmamız gerekmektedir.51 

2.1. Sinir Sistemi 

Sinir sistemi (systema nervosum) diğer sistemlere göre daha karmaşık olup, sinir 

hücreleri ve sinir liflerinden oluşan bir sistemdir. Vücüdun değişik duyu organlarından 

gelen binlerce bilgiyi, bu sistem ile taşır, işler ve bu uyarılara doğru cevaplar oluştururlar. 

Hücrelerin ve organların yaşamlarını sürdürebilmeleri için, iç ortamın sıcaklık ve 

kimyasal içeriği sürekli olarak değişmez tutulması gerekmektedir. Bu şekilde iç ortamın 

dengesinin muhafaza edilmesine homeostasis denir.52  
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Organizmada dolaşım, boşaltım, sindirim ve solunum gibi sistemlerin 

homeostasisi sağlamak için sürekli çalışır vaziyettedirler. Homeostasisin sağlanması 

amacı ile bu sistemlerin uyum içinde beraber çalışmaları şarttır. Ayrıca bu sistemlerin 

aktiviteleri, organların gereksinimi doğrultusunda farklılık ta göstermesi gerekir. Örneğin 

egzersizde solunum ve dolaşımın hızının artması, yemek yendikten sonra mide ve 

bağırsak etkinliğinin artması farklılık gösterebilir. Sinir sistemi, endokrin sistem ve diğer 

sistemler organizmada homeostasisin sağlanmasında iç ve dış ortamda oluşan 

değişikliklere karşı çok fazla sayıda düzenleyici olarak yanıtlar oluştururlar. Sinir sitemi 

hem iç ortamda hemde dış ortamda oluşan değişikliklere karşı ani yanıt oluşturrur. Bu 

sistem iskelet kaslarına gönderdiği emirlerle organizmanın dış ortamda gelişen 

değişikliklerini, düz kas, kalp kası ve salgı bezlerine gönderdiği emirlerle de iç ortamda 

oluşan değişiklikleri düzenleyip kontrol etme kabiliyetine sahiptir. 52 Örneğin aniden bir 

köpek ile karşılaştığımızda kaçmak, elimizi yakacak derecede bir sıcaklıktan hızla 

çekmek dış ortamda oluşan değişiklere karşı yanıt iken, kan basıncı düştüğü zaman 

damarların çaplarının daralıp, aynı zamanda kalp atım hızının artması, dokularda oksijen 

azalmasına bağlı olarak solunumun hızlanması ve kan şekerinin düşüşüne bağlı olarak 

açlığın hissedelmesi iç ortamda oluşan değişikliklere bir yanıt olarak homeostasisin 

düzenleyici fonksiyonudur. Endokrin sistem ise organizmadaki kimyasal değişikliklere 

karşı yavaş başlayan ve uzun süren yanıtları oluşturur.53 

Sinir sistemi vücudun elektiriksel ve kişmyasal iltişim ağıdır. Beynin çeşitli 

bölgelerinde bulunan, basit ve karmaşık olarak her türlü davranışı sinir hücrelerinin 

etkinliği ile oluşturan birim nöron olarak adlanırılmaktadır. Bu nöronlardaki iletişim 

sayesinde beyin ile vücut arasında kontrol meydana gelmektedir. Nöronlar arasında 

iletişim, aksiyon potansiyeli denilen kimyasal iletimin elektiriksel iletiye dönüşümü 

sayesinde oluşmaktadır. Bu aksiyon potansiyellerin oluşabilmesi için iç ve dış 
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ortamlardaki değişikliklerin bir reseptör aracılığı ile algılanması gerekmektedir. Sinir 

hücreleri ile bağlantıları olan bu reseptörler sayesinde çevresel değişiklikler ile oluşan 

enerji (ısı, ışık, mekanik gibi) tipleri, sinir hücresinde aksiyon potansiyeline 

dönüştürebilmektedir.  

Sinir sisteminin özelliklerinde ise uyarılabilme (irritabilite),  organizmada iç ve 

dış ortamda oluşan değişiklikler duyu sinirlerinin uçlarındaki reseptörler tarafından 

algılanır, reseptör fonksiyonudur. İletilebilme (conductive),  sinir uçlarındaki reseptörler 

tarafından alınan uyarılar afferent sinirler vasıtası ile ilgili merkeze taşır, nöron 

fonksiyonudur. Merkeze gelen uyarının değerlendirilmesi ve organizmanın kendisi ile 

uyaran arasında bir ilişkinin kurulması yani duyuları algılama (correlation), sinir 

merkezleri fonksiyonudur. Uyarılara cevap verilmesi (reaction), effektör fonksiyonudur 

yani motor sinirlerle kas ve bezlere uyarının iletilmesi gibi fonksiyonlar yer almaktadır.52, 

53 Sinir sistemi morfolojik ve fonksiyonel olarak ikiye ayrılır. Merkezi sinir sistemi 

(MSS) nöral tüp, perifer sinir sistemi ise (PSS) crista neuralis olmak üzere farklı 

kökenlerden gelişimlerini tamamlarlar. MSS beyin, beyincik, beyin kökü ve omurilikten, 

PSS ise somatik ve otonom sinir sistemini içeren sempatik, parasempatik sinirler 

gangliyonlar, perifer sinirler, perifer sinir sonlanmalarından meydana gelmektedir.54 

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi 

Merkezi sinir sistemi, sinir sisteminin en büyük bölümünü oluşturmakta, beyin ve 

omurilikten meydana gelmektedir. Santaral sinir sistemi olarakta adlandırılmaktadır. 

MSS gelişimi ise primer beyin veziküllerinden gelişen sekonder veziküllerden beynin 

farklı bölümleri ve beyincik oluşmaktadır (Telencephalon, diencephalon, mesencephalon 

vb.). Bu bölümler önden arkaya doğru telencephalondan gelişen bulbus olfactorius, 

cerebral corteks, hippocampus ve bazal gangliyonlar ile diencephalon’dan gelişen 

epithalamus, thalamus, hypothalamus nörohipofiz ve retina olarak sayılabilir. 
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Mesenchelon ise tectum ve tegmentuma farklılaşmaktadır. Mesencephalon kısmından 

pons ve beyincik farklılaşırken, myelencephalon kısmından kısmından medulla oblongata 

farklılaşır ve onu da medulla spinalis (omurilik) izler. Mesencephalon, pons ve medulla 

oblongata beyin sapı olarak ta adlandırılmaktadır. 

MSS’ne ait yapılar genelde iki ana madde içermektedir. Bunlardan ilki substantia 

grisea olarak adlandırılan boz madde ya da gri cevher’dir. Diğeri ise substantia alba olarak 

adlanırılan ak madde ya da beyaz cevher’dir. Substantia grisea, sinir hücrelerinin ve glial 

hücrelerinin yapısında bulunan ayrıca bunların uzantıları ile birlikte bol miktarda kan 

kapilarları taşımaktadır. MSS’de glia hücrelerinin tüm tipleri bulunsada en yaygın olarak 

astrositler ve oligodentrositler bulunmaktadır. Substansiya albada ise çoğunluğu miyelinli 

sinir telleri ve bu sinir telleri arasında ki glia hücreleri ile bunların uzantıları yer 

almaktadır.53, 54 

2.1.1.1. Tüm Beyin (Encephalon) 

Beyin billateral simetrik olarak iki loba sahip, yumuşak, jelatimsi yapıda olup, 

bebeklerde yaklaşık 400 gr yetişkinlerde ise 1250-1450 gram (gr) ağırlığında vücudun 

önemli bir organıdır. Beyinde yaklaşık olarak 100 milyar nöron ve triliyonlarca glia 

hücreleri bulunmaktadır. Beyin, anatomik olarak fonksiyonları ile alakalı çeşitli işlevsel 

alanlara ayrılmıştır. 1800’lü yıllarda anatomiye dayalı karakterize edilen beyinin işlevsel 

alanlarının ortaya çıkarılması için çalışma yürüten ilk nöroanatomist Franz Josef Gall’dir. 

Daha sonra insanlar ve hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalar ile beynin fizyolojik 

işlevselliği yani uyarılabilme ve cevap oluşturabilme yetenekleri keşfedilmiştir.  

Beyin buruşuk ve pembemsi gri renkli bir yapıya, üzerinde girinti ve çıktılardan 

oluşan yumaşak bir dokuya sahiptir. Beyin sert bir kafatası kemiği ile çevrelenmiştir, aynı 

zamanda üç ince membrandan (dura mater, arachnoid mater ve pia mater )oluşan meninks 
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ve beyin omurilik sıvısı tarafından korunmaktadır. Meninks beynin kan damarlarını ve 

venöz sinüslerinin etrafını çevreyelen yapıları korur.55 

Sinir dokusu nöron adı verilen sinir tellerinden oluşmuştur. Nöronların arasında 

destek görevi gören ve nöronların iletişiminde rol alan glia veya nörogliya adı verilen 

sinir hücreleri de bulunur. Merkezi sinir sisteminde üç tip gliya hücresi vardır:  

1- Microglia: kandan sinir dokusuna geçen savunma hücreleridir. 

2- Oligodentroglia: sinir tellerinin myelin tabakasını meydana getirirler. 

3- Astrositler: beyinde bol miktarda bulunurlar. Kan damarlarına birtakım 

uzantılarla tutunurlar. Kan beyin bariyerinden de sorumludurlar.52 

2.1.1.1.1. Beyin Sapı (Truncus Encephali) 

Beyin sapı anatomik olarak medulla spinalisi beyne bağlayan bir köprü görevi 

görmektedir. Beynin yüksek merkezleri ile omurilik arasında bilgi taşıyan sinir tellerinin 

geçtiği bölgedir. I ve II. kraniyal sinirler dışında diğer tüm sinirler bu merkezden çıkarlar. 

Beyin sapı medulla oblongata, pons ve mezensefalon (orta beyin) olmak üzere üç 

kısımdan oluşur. 

 Birincisi Medulla oblangata, Bulbus ya da Soğanilik olarak adlandırılır. Beyin 

sapının en alt kısmında medulla spinalisin devamı niteliğinde, birinci boyun atlası ön 

kemerinden başlar pons ile biter. Medulla spinalisin üst kısmı ile ponsun arasında 

beyinciğin alt tarafında bulunur.  Medulla oblangata üzerinde medulla spinalise giden ve 

gelen motor ve sensitif yollar vardır. IX, X, XI, XII. kraniyal sinirlerin çekeridekleri 

medulla oblangatada yer alır. Ayrıca dolaşım ve solunum gibi hayati merkezler, yutma 

çiğneme, öksürme, hapşırma, kan damarlarının büzülmesi ve kusma gibi refleksleride 

kontrol eden merkezlerde burda bulunur. 

Beyin sapında bulunan bölümün ikincisi olarak Köprü veya Pons vardır. Beyin 

sapının orta kısmında köprü gibi durmaktadır. Medulla oblangata ile orta beyni 
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birleştirdiği için bu ismi almaktadır. V, VI, VII ve VIII. kraniyal sinirlerin çekirdekleri 

burada bulunmaktadır. Solunum merkezinin kontrölünde önemli rolü vardır. Afferent ve 

efferent sinir yolları ponstan geçerek merkezi sinir siteminin paçalarını birbirine bağlar. 

Son olarak mezensefalon veya orta beyin ise, pons ve ara beyin arasında bulunan 

beyin sapının en küçük ve kısa bölümünü oluşturur. III ve IV. kraniyal sinirlerin 

çekirdekleri burada yer alır.  Burası pupilla refleksi ile yürüme ve canlının yer değiştirme 

merkezini içerir. Beyin sapından beynin daha üst merkezlerine uyarıları taşırlar. Özellikle 

dopamin salgılayan merkezlerde burada bulunur. Bu merkezin hasarı sonucu dopamin 

eksikliği olursa Parkinson hastalığı, fazlalığında ise şizofreni görülebilir. Orta beyinde 

ayrıca retiküler formasyon alanıda bulunur. Bu alan aynı zamanda omurilik ve 

diencephalon içinde yayılmıştır. Retiküler formasyon alanı hem duysal hemde motor 

fonksiyonları vardır. İskelet kaslarının tonusunun ayarlanmasında ve uyku uyanıklık 

durumunun düzenlenmesinde, bilincin açılması ve devamlılığını sağlayan önemli bir 

merkezdir.52-54 

2.1.1.1.2. Beyin (Cerebrum) 

Beyin, anatomik olarak üzerinde girinti ve çıkıntılar bulunan kompleks bir 

organdır. Beyin önden arkaya doğru derin bir yarıkla iki hemisfere ayrılmıştır. Bu iki 

hemisfer arasındaki yarığa fissura longitudinalis cerebri denir. Her iki hemisferi birbirine 

bağlayan yapıya da corpus callosum adı verilir. Cerebrumun sağ hemisferi bedenin sol 

tarafını, sol hemisferi ise vücüdun sağ tarafını kontrol eder.  

Beynin gri cevherden oluşan en dış tabakasına cerebral corteks denilir. Corteksin 

yaklaşık kalınlığı 2-6 mm arasındadır. Cerebral corteksin yüzeyi çok fazla girinti ve 

çıkıntılarla kaplıdır. Bu çıkıntılara gyrus, girintilere ise sulcus denilmektedir. Beynin en 

yüksek sinir aktivitesinin gerşekleştiği yerdir. Cerebral cortekste motor alanları ve duyu 

merkezi bulunmaktadır. Beynin bu alanları afferent sinirlerin son bulduğu ve efferent 
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sinirlerinin başladığı yerleri oluşturur. Sağ ve sol hemisferlerin iç kısımları beyaz 

cevherden meydana gelmiştir. Beyaz cevher içinde miyelinli sinir tellerinden başka bazal 

gangliyonlar adı verilen nükleuslar da bulunur. Bazan gangliyonların, beyincik ve corteks 

ile birlikte iskelet kaslarının motor fonksiyonlarının düzenlenmesinde görev aldığı 

bilinmektedir. Bazal gangliyonlar genellikle istekle başlatılan bir kas hareketinin 

otomotik olarak düzenlenmesinde ve devam etmesinde rol alan nükleuslardır.  

Beyin hemisferlerinin dış yüzeyinde sulcus centralis, sulcus parieta-occipitalis, 

sulcus calcarinus, sulcus lateralis, ve sulcus cinguli gibi önemli oluklar yer alır. 

Hemisferler dört ana loba ayrılmıştır. Frontal, paryetal, temporal ve oksipital olmak üzere 

her lobun farklı işlevler yerine getirdiği ve bunların isimlerini bulunduğu bölgenin komşu 

kafa kemiklerinden aldığı bilinmektedir.55 

 

 

Şekil 2.1. Beynin anatomik olarak bölümleri ve lobları 

Frontal lob, Şekil.2.1’de53 de görüldüğü gibi diğer üç loba göre en fazla alana sahip 

beyin bölgesidir. Lobus frontalis üzerinde motor ve duyu merkezleri ile konuşma alanı 

da bulunmaktadır. Frontal lobun 6. motor alanın da (premotor alan) karışık kas 
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hareketlerinin koordine edilmesinde görev alan sinir yolları bulunur. Ayrıca frontal göz 

alanı heriki gözün koordineli ve aynı anda aşağı yukarı sağa sola hareketlerini sağlar. Bu 

alan istekle yapılan göz hareketlerini düzenleyen merkezleride taşımaktadır.  

Paryetal lob, önünde sulcus centralis aşağısında sylvius, arkasında ise sulcus 

parietooccipitalis ile sınırlanır. Öğrenme, mantık ve hafıza gibi duyuların 

değerlendirildiği ve duysal merkezlerin bulunduğu lobtur. 

Temporal lob, sulcus lateralis ile paryetal lobdan ve occipital çentiğe inen yerden 

sınırlandırılır. Sulcus lateralis ve derinliklerinde ise insula ile komşudur. Gyri temporales 

primer işitme merkezidir ve işitme merkezinin düzenlenmesi ile ilgili temel işitme 

bölümleri de burada bulunur. Ayrıca koku ve tat merkezleri de temporal lobda yer 

almaktadır.  

 Oksipital lob, hemisferin arka kısmında bulunan cerebral corteksin dört lobundan 

biri olan bu lob piramit şeklinde bir yapıya sahip olup diğer loblara göre küçük bir hacmi 

vardır. Görme ve farklı görsel işlevleri olan alanlara ayrılır. Bu alanların hasarı sonucu 

görme defektleri ortaya çıkmaktadır.56 

2.1.1.1.3. Ara Beyin (Diencephalon) 

3. ventrikül içinde yer alan ara beyin, orta beyin ile beyin yarım küresi arsındadır. 

Ara beyin talamus, hipotalamus ve epitalamustan meydana gelir.  

Talamus, beynin üçüncü ventrikulus duvarı boyunca yer alan gri cevher 

kitlesinden oluşmuş bir yapıdır. Bu ventrikulus sağ ve sol talamusun arasında yer alıp ve 

massa intermedia iki talamusu birbirine bağlamaktadır. Talamus bütün duyu alanlarından 

gelen afferent sinirlerin toplandığı yerdir. İsteğimizle, idrak edilerek yapılan davranışlar, 

bu sistem aracılığı ile yapılmaktadır. Otuz kadar olan talamus nükleuslarını dört ana grup 

altında inceleyebiliriz; 

1- Spesifik talamus nükleusları 
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2- Nonspesifik talamus nükleusları 

3- Motor fonksiyonlarla ilgili nükleuslar  

4- Assosiyatif fonksiyonu olan nükleuslardır. 

Hipotalamus, hem sinirsel aktivitelerde hem de hormonal işlevlerde önemli bir 

role sahiptir. Otonom sinir sistemi ve endokrin sistem ile ilişkili olduğu kadar, somatik 

reaksiyonların kontrolünde de görev almaktadır.  Kısaca bütün organların veya organ 

sistemlerinin fonksiyonlarında düzenleyici görevlerinin yanı sıra homeostasisin 

sağlanmasına yönelik görevleride vardır. Kısaca hipotalamusun fonksiyonlarını şöyle 

sıralayabiliriz; 

✓ Somatomotor-visseromotor aktivitelerin koordinasyonunu, 

✓ Hipofiz bezinden hormonların salgılanmasını, 

✓ Vücudun su dengesi ve susamanın kontrolünü, 

✓ Açlık, tokluk merkezi ve iştah ile ilgili reseptörler burada bulunur. Vücut 

ağırlığının kontrolünü, 

✓ Reprodüksiyon ve seksüel davranışların kontrolünü, 

✓ Vücut sıcaklığının düzenleyen merkezler burada bulunur. İlgili 

reseptörlerden gelen uyarılara göre sıcaklık dengesinin kontrolünü, 

✓ Retiküler formasyondan gelen ve beyin corteksine giden sinir yolları 

hipotalamustan geçtiği için uyku ve uyanıklık hallerinin düzenlenmesini, 

✓ Heyecan, korku, acı, ağrı ve kızgınlık gibi hislerin kontrolünü sağlar. 

Epitalamus, burada epifiz (pineal) bezi bulunmaktadır. Epifiz bezi beynin 3. 

ventrikulusun tavanına bir sap ile bağlanmıştır. Bu bezde sinir yapıları gözün retinesından 

başlar, buradan da hipotalamusta bulunan supraşiyazmatik nükleuslara, daha sonra 

paraventrüküler nükleuslara gelerek buradan mediyan önbeyin demeti, retiküler 

formasyon, medulla spinalis yoluyla süperiyor servikal gangliyona ve en son da sempatik 
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impluslar pineal beze ulaşırlar. Servikal gangliyonlardan çıkan sinirler kan damarları ile 

kafatasına ordan da beyine gelip doğrudan pineal bez hücreleri ile bağlantı kurarlar. 

Epifiz bezi hücreleri MEL hormonu salgılarlar. MEL, memelilerde reprodüksiyon 

olaylarını kordine eden bir sinyal aracı olarak görev yapar. Bu hormon iki tane enzimin 

etkisi ile seratoninden sentezlenmektedir. Pineal bezde seratonin miktarı güzdüz artarken 

gece ise MEL sentezi artmaktadır. Bunun nedeni ise ışık süresi ve miktarına bağlı olarak 

MEL salgılanmasıdır.  

 MEL’in salgılanması ise, gece gözü etkileyen ışık enerjisi miktarı değiştikçe 

sempatik sinirler aktive olmaktadır. Sempatik sinir uçlarından norepinefrin salınarak 

pineal bez hücrelerini etkilemektedir. Bu hücreler beta adrenerjik reseptörler yolu ile 

MEL’in sentezini başlatmaktadır. Gece karanlıkta melatonin seviyesi giderek 

artmaktadır.52 

2.1.1.1.4. Beyincik (Cerebellum) 

Beynin ikinci büyük parçasını cerebellum oluşturmaktadır. İki yarım küreden 

oluşmakta ve dış kısmı gri madde iç kısmında ise ak madde içermektedir. Cerebelluma 

gelen sinir telleri talamusa oradan da cerebral cortekse geçmektedir. Motor 

fonksiyonlarının düzenlenmesi ile ilgili görevleri vardır. Eklem, kas-tendon mekiği ve 

kas reseptörlerinden gelen bilgiler doğrultusunda motor koordinasyonlarını ayarlarlar. 

Özellikle corteks cerebri ve bazal gangliyonlarla beraber kas hareketlerini düzenler. 

Koşma, yazı yazma, klavye kullanma ve piyano çalma gibi hızlı kas aktivitelerini kontrol 

eder. Ayrıca iç kulaktaki denge merkezinden de sinirler alarak vücudun antigravite kas 

koordinasyonunda ve dengenin muhafazasında görev alır.54 

2.1.1.1.5. Limbik Sistem 

Beyin kabuğunun hemen altında diensefelonu halka şeklinde saran bir yapıdır. 

Limbik sistem daha çok içgüdü ile alakalı davranışları, heyecan olayları, şahsın hayatını 
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devam ettirebilmesi için gerekli davranışları ve seksüel dürtüleri kontrol eder. Kısaca 

limbik sistem; 

✓ Şahsın hayatını sürdürebilmesi için gerekli olan davranışları, yeme içme, düşmanı 

ile karşılaştığında kızma, hiddet, kavga veya kaçma gibi reaksiyonları,  

✓ Şahsın ve türünün devamını sağlaması için çiftleşme, yavru yapma ve yavruların 

bakımı ve büyütülmesi ile ilgili davranışları,  

✓ Bu davranışlar ile ilgibi olarak iç organların aktivitelerini ayarlar ve özellikle 

bunları hipotalamus ile gerçekleştirir. Kızma ve hiddet sırasında taşikardi ve kan 

basıncının yükselmesi gibi visseral aktivitenin düzenlenmesini de limbik sistem 

kontrol eder.52 

2.1.1.2. Omurilik (Medulla spinalis) 

Omurilik gri ve beyaz cevherden oluşmaktadır. Omurilik pia meter adı verilen kan 

damarlarınca zengin bir zar ile çevrelenmiştir. Reseptörlerden gelen tüm afferent sinirler 

gri cevherin posterior (dorsal) kolonuna girerler. Bu sinir hücrelerinin gövdeleri ise 

medulla spinalis dışında posterior gangliyonu içinde bulunurlar. Anterior ve lateral 

kolondaki motor nöronların akzonları anterior (ventral) kökten omuriliğini terkederler. 

Omuriliğinin esas iki fonksiyonu vardır: birincisi gövde ve ekstremite kaslarını kontrol 

eden refleks merkezi olarak işlev yapmakta, ikincisi ise bu refleks merezleri ile beyinin 

ve daha yüksek merkezleri arasında koordineli bağlantıyı sağlayan yollar olarak görev 

almaktadır.55, 56  

2.1.2. Perifer Sinir Sistemi 

Periferik sinir sistemi 12 çift kraniyal kafa siniri ve 31 çift omurilik sinirlerinden 

meydana gelmektedir. Perifer sinirler merkezi sinir sistemi ile duyu organları, kas sistemi, 

bezler ve diğer organlar arasında bağlantıları sağlayan yapılardır. Bu organlardan merkezi 
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sinir sistemine implusları taşıyan sensorik ve duysal sinirlerdir. Merkezi sinir sisteminden 

organlara implus ileten sinirlere ise motor sinirler denilmektedir.56 

2.1.2.1. Oniki Çift Kraniyal Sinirler 

Kraniyal sinirler veya kafa sinirleri 12 çifttir. İlk ikisi dışında hepsinin nükeusları 

yani merkezleri beyin kökünde bulunmaktadır. Bu sinirlerin numaralandırılması beyin 

köküne bağlanış sırasına göre numaralandırılmıştır. I. N. Olfactorius koku alma siniridir. 

II. N. Opticus görme siniridir. III. N. Occulomotorius, IV. N. Trochlearis ve VI. N. 

Abdunces göz kaslarına giderler ve gözün ritmik olarak hareketinden sorumludur. V. N. 

Trigeminus yüzdeki ve ağız boşluğundaki ağrı, ısı, temas ve basınç duyularını ponsa 

ileten sinirlerdir.  VII. N. Facialis motorik ve sensorik kısımları vardır. Yüzün mimik 

hareketlerini kontrol eden ve yüzün ter bezlerini innerve eden sinirdir. VIII. N. Acusticus 

işitme ve denge merkezi ile ilgili siniridir. IX. N. Glossopharyngeus farinks ve yutma 

bölgesini sinirlendirir. Parotis bezini ve dilin gerisindeki lezzet reseptörlerini sinirlendirir. 

X. N. Vagus vejetatif fonksiyonlarda çok önemli bir sinirdir. Mide bağırsak kaslarınının 

hareketini arttır, kalp hareketlerini inhibe eder, mide bezleri ve pankreas salgısını da arttır. 

XI. N. Accesorius bu sinirin eksternal kolları başın öne, arkaya, geriye ve yana çeken 

kaslarını innerve ederler. İnternal kolları ise n.vagus ile birleşerek motor sinirlerini 

oluştururlar. XII. N. Hypoglossusun tüm sinirleri motoriktir. Dilin iç kaslarını 

sinirlendirir.52 

2.1.2.2. Omurilik Sinirleri 

Merkezi sinir sisteminin omurilik bölümünden 31 çift sinir çıkmaktadır. Bu 

sinirler medulla spinalisten çıkan radiks anterior (ön kök) ve radiks posterior (arka kök) 

omurlar arası delikler hizasında birleşmesinden oluşmaktadır. Radiks anterior kökünden 

duyu, radiks posteriordan ise motor sinireler çıkar. Bu spinal sinirler omurlararası 

yerlerinden çıkınca ön ve arka iki dala ayrılmaktadır. Arka dallara giden sinirler vücudun 
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sırt derisine duyu sinirlerini, kaslara ise motor sinirleri taşımaktadır. Spinal sinirlerin ön 

dalları ise birbirlerine bağlanarak pleksuslar oluşturmaktadır. 53 

2.1.2.3.  Otonom Sinir Sistemi 

Vücutta düz kaslar, kan damarları, kalp ve bezlerin aktivitelerini kontrol eden sinir 

sistemine otonom ya da vejetatif sinir sistemi denilmektedir. Özellikle homeostasisin 

sağlanması, strese karşı vücudun reaksiyonunun ayarlanması, adaptasyon 

mekanizmalarını sağlarlar. Genel olarak sinir sistteminde motorik aktivitelerde görevli 

iki farklı bölümü vardır. Somatik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olarak ikiye ayrılır. 

Otonom sinir sistemi sempatik ve parasempatik sistemlerden oluşmaktadır. Bu sempatik 

ve parasempatik sistemler bir birlerinin antagonisti olarak görev yaparlar. Bazı refleksler 

vardır ki her iki sistemde de görev alır. Bazı refleks merkezleri ve yolları bu iki sistemin 

aktivitelerinin birbirine uygun biçimde yapılmasını kontrol eder.56, 57 

2.1.2.3.1. Sempatik Sinir Sistemi 

Sempatik sinir sisteminin sinirleri medulla spinalisin ilk torasik segmentinden 

üçüncü lumbar segmentine kadar olan sinir köklerinden çıkarlar. Genellikle duyularla 

hareketi sağlayan kısım sempatik sinir sistemidir. Stres, korku ve üzüntüde aktiviteleri 

artar, kalp atışları hızlanır ve sindirim aktiviteleri de yavaşlar. Sempatik sistemin 

aktivasyonu ile kısaca; 

✓ Göz bebekleri ya da pupillalarda genişleme gözlenir. 

✓ Kan basıncını yükseltir ve kalp atım sayısının artar. 

✓ Dolaşım sistemindeki kanın hayati organlara gitmesini sağlar. 

✓ Tükürük sekresyonunun azalmasına neden olur. 

✓ Solunumu hızlandırır ve solunum yollarını açarak genişletir.  

✓ Kan glikoz düzeyini artırır. 

✓ Mide hareketlerini azaltır.  
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✓ Sindirim ve üriner sistemdeki sfinkterleri kapatır.57 

2.1.2.3.2. Parasempatik Sinir Sistemi 

Bu sistemin sinirlerinden bır kısmı beyin kökünden çıkan kraniyal sinirlerden (N. 

Oculamatorius, N. Glossopharyngeus, N. Facialis ve N. Vagus) diğer bir kısmı ise 

medulla spinalisin ikinci, üçüncü ve dördüncü sakral segmentlerinden çıkarak, anterior 

kökler içinde omuriliğini terkederler. N. Pelvicus adı altında kolon, rektum, anüs ve idrar 

kesesine girerek bu organların aktivitesini artırıcı motorik etkili bir sinirdir. Parasempatik 

sistemin organlar üzerinde ekileri ise kısaca; 

✓ Kalp atım hızını yavaşlatırlar. 

✓ Solunum yollarında daralma ve solunumun yavaşlamasını sağlarlar. 

✓ Göz pupillalarını daraltırlar. 

✓ Tükürük sekresyonunu arttırırlar. 

✓ Mide hareketlerinde artışa neden olurlar. 

✓ Bağırsak salgılarını ve bağırsak hareketlerini arttırırlar. 

✓ Kalbi besleyen croner damarları daraltırlar.57 

2.2. Nörotoksisite 

Genellikle belirli bir nöral sinir grubunu (örn. dopaminerjik sinirler) veya ortak 

özelliklere sahip nöronların alt kümesini (reseptörleri) lezyona uğratmak için uygulanan 

eksojen maddelere nörotoksinler denilmektedir. Bu terim daha sonra nöronal hücre 

ölümüne yol açan apoptotik ve nekrotik olayları başlatabilen endojen maddeleri ve 

metabolitleri de kapsayacak şekilde genişletilmiştir. Nöronal hücre ölümünü veya hücre 

hasarını tetikleyebilen birçok farklı aşama ve yol vardır. Bu şekilde oluşan hasar normal 

hücresel süreçlerin bozulmasına neden olarak anormal sinir fonksiyonuna yol açmaktadır. 

Fonksiyonel sinirlerde oluşan lezyonlar ise çeşitli nörodejeneratif hastalıkların 

oluşmasına neden olmaktadır. Alzheimer hastalığı, parkinson hastalığı ve prion 
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hastalıkları gibi çeşitli nörodejeneratif hastalıklar sinir sisteminde oluşan bu lezyonların 

tamir edilememesi sonucu ortaya çıkmaktadır.58   

Fizyolojik olarak hücre ölümü; dokuların organ boyutlarını ve işlevlerini korumak 

için gerekli olan oldukça düzenlenmiş ve programlanmış önemli bir homeostatik 

mekanizmadır. Sinir sisteminde aşırı çoğalan nöronların uzaklaştırılması fonksiyonel 

devre oluşumu için gerekliyken, anormal nöron ölümü, akut ve kronik nörodejeneratif 

hastalığın temel nedenlerinden biridir. Nörotoksinler hücrelerde ölüm ya da hayatta kalım 

yolaklarını aktifleştirerek nörodejeneratif hastalıklara karşı bir koruma reaksiyonu 

şekillendirirler. Nöronal hücrelerde biriken nörotoksinler, katlanmamış protein 

agregasyonu ve yanlış katlanmış proteinlerin birikmesi sonucu hücrelerde 

nöroinflamasyon ve apoptozisi uyararak hayatta kalım ya da ölüm kaskadlarını aktif hale 

getirmektedir. Bu yolakların aktivasyonu ile glial hücreler, astrositler ya da farklı sinir 

hücrelerinin etkileşimi ile mitokondriyal yolakların aktivasyonu ve en son olarak da 

apoptsozis ile hücre ortadan kaldırılır. Eğer nörotoksinler, katlanmamış proteinler ya da 

yanlış katlanmış proteinler hücresel mekanizmalar ile uzaklaştırılamazsa sinir sisteminde 

hasar oluşarak çeşitli nörodejeneratif hastalıklar ortaya çıkmaktadır. Yapılan çalışmalarda 

sinir sisteminde hasara neden olan, inflamasyonu ve apoptozisi uyaran birçok bileşik 

gösterilmiştir.59 Yapılan bu çalışmada ise pekçok organda hasara neden olan özellikle 

sinir sistemini etkilediği bilinen ACR bileşiği ele alınmıştır. 

2.2.1. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) 

Astroglialarda bulunan Tip III ara filament olarak bilinen bir proteindir. Ara 

filament proteinleri, ökaryotlarda bulunan 8-10 nm’lik sıkı fibröz proteinlerdir. Bu 

proteinler hücre iskeletinin oluşması, mitoz, sitoplazmik alan düzenlenmesi ve hücre 

hareketinin sağlanmasında önemli rol oynar. İnsanlarda onyedinci kromozomun uzun 

kolu üzerinde eksprese edilir, küçük ve asidik bir proteindir. Hücrelerin şekil ve mekanik 
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dayanıklılığını sağlamaktadır.60 Beyinde astrositler dışında da bulunmaktadır. Gözde 

Müller hücresinde, testiküler leydig hücresinde, pankreas ve karaciğerdeki stellat 

hücrelerde, podosit, kondrosit ve mezengial hücrelerde de bir kısım farklı izoformlarda 

sentezlendiği saptanmıştır.61 Hücrelerde yapı iskeletini ve hareketi, sinyal iletimini, mitoz 

olaylarını, kan-beyin bariyerinin işlevlerinin fonksiyonel olması gibi birçok hücresel 

olayda görevlidir. Bu asidik proteinler astrositlerin şekil ve mekanik olarak 

dayanıklıklarını sağlamaktadır. Olgunlaşmış hücrelerde gen knockout çalışmalarında 

GFAP’ın foksiyonları ortaya konmuştur. Bu tip farelerde spinal kord ve hipocampusta 

beyaz madde oluşmamaktadır. Astrositlerin fonksiyonları dejeneredir, miyelinizasyon 

anormal derecede ve kan-beyin bariyeri bozulmuştur.62 Bazı RNA çalışmalarında GFAP 

içermeyen astrositlerin nöronlar ile bağlantı oluşturmadıkları ve GFAP’ın purkinje hücre 

iletiminin devamlılığında önemli olduğu bildirilmiştir.63  

Santral sinir sisteminde travma, hastalık, genetik bozukluklar veya çeşitli kimyasal 

bileşiklerin hasarı sonucu astrositler reaktif hale gelir. Mikroglia ve astrositlerin aktive 

fenotipleri yaralanmaya veya hasara bağlı transformasyonu genellikle reaktif gliosis veya 

basitçe gliosis olarak adlandırılır.  Gliosis oluştuğunda hücre çekirdeğinde bulunan 

DNA’dan GFAP gen eksperesyonunun arttığı ve hücrede hasar sonucu ölüm 

kaskadlarının aktifleştiği bilinmektedir. Bu yüzden hasarlı hücrelerde yıkım 

gerçekleşmektedir. Nöronal hücrelerde hasar sonucunda GFAP regülasyonunda 

bozulmalar meydana gelmektedir. Akut cerebral hasar sonrası kan-beyin bariyerinde 

hasar oluşmakta ve buna bağlı olarak GFAP’ın arttığı da bilinmektedir. Travma, iskemi, 

bulaşıcı ve nörolojik hastalıklar ve kimyasal bileşiklere maruziyetlerin hepsinin gliozise 

neden olduğu bilinmektedir.64 
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2.2.2. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Monoamin Oksidaz (MAO) 

Asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolinin ve nörotransmitter olarak işlev gören 

diğer bazı kolin esterlerinin parçalanmasını katalize eden bir enzimdir. AChE esas olarak 

nöromüsküler kavşaklarda sinaptik iletimi sonlandırmaya hizmet ettiği kolinerjik tipteki 

kimyasal sinapslarda bulunur. Nörotransmisyon sırasında, ACh presinaptik nörondan 

sinaptik aralığa salınır ve sinaptik sonrası zardaki ACh reseptörlerine bağlanarak sinirden 

gelen sinyali iletir. Post-sinaptik zarda da bulunan AChE, ACh’ı hidrolize ederek sinyal 

iletimini sonlandırır. Serbest kalan kolin tekrar pre-sinaptik nöron tarafından alınır ve 

kolin asetiltransferazın etkisiyle asetil-CoA ile birleşerek ACh sentezlenir.65  

Monoamin oksidazlar (MAO), amin gruplarını kesmek için oksijen kullanarak 

monoaminlerin oksidasyonunu katalize eden enzimdir. Seratonin, dopamin ve 

norepinefrin gibi monoamninlerin parçalanmasını sağlar. Vücudun çoğu hücre tipinde 

mitokondrinin dış zarına bağlı olarak bulunurlar.66 MAO’lar, flavin içeren amin 

oksidoredüktazların protein ailesine aittir. Monoamin oksidazlar, monoaminlerin 

oksidatif deaminasyonunu katalize eder.67 Oksijen, bir molekülden bir amin grubunu (artı 

bitişik hidrojen atomunu) çıkarmak için kullanılır, bu da karşılık gelen keton (veya 

aldehit) ve amonyak ile sonuçlanır. Monoamin oksidazlar, kovalent olarak bağlı kofaktör 

flavin adenin dinükleotidi (FAD) içerir ve bu nedenle flavoproteinler olarak 

sınıflandırılır.68 

2.3. Akrilamid (ACR) 

2.3.1. ACR’nin Genel Özellikleri 

 Akrilamid (ACR), ya da akrilik amid olarak adlandırılan bu bileşik özellikle oda 

sıcaklığında beyaz kıristalli, kokusuz ve katı bir maddedir. ACR’nin açık kimyasal 

formülü Şekil 2.2.69’de görüldüğü gibidir. Moleküler formu ve ağırlığı ise C3H5NO/71,08 

olarak bilinmektedir. ACR 125°C, 25 mm Hg kaynama noktasına, 84.5°C erime 
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noktasına ve 1.27 g/ml (25 °C) yoğunluğa sahiptir. ACR oda sıcaklığında suda kolaylıkla 

çözünür ayrıca aseton, metanol ve etanol gibi diğer polar çözücülerde de çözünmektedir. 

Karbon tetraklorür gibi polar olmayan çözücülerde ise neredeyse çözünmez. ACR ilk defa 

1893 yılında Almanya’da Christian Moureau tarafından kimyasal bir bileşik olarak 

bulunmuştur. ACR, kimyasal olarak sentezlenebilen oldukça toksik, doymamış çift bağ 

içeren bir amid olup; tekstil, kâğıt, kozmetik üretimi, içme sularının iyileştirilmesi gibi çok 

farklı endüstriyel alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. ACR endüstriyel olarak 

üretilmiş konjuge reaktif bir bileşik olup, poliakrilamid sentezlemek için dünya çapında 

yaygın olarak kullanılmaktadır.70 

 

           Şekil 2.2. Akrilamidin yapısal formülü 

2.3.2. ACR’nin Kullanım Alanları ve Besinlerde Bulunuşu 

ACR birçok endüstriyel alanda kullanılan suda çözünür vinil bir monomerdir. 

ACR’nin birincil kullanımı, polimerlerin ve kopolimerlerin üretimidir. Poliakrilamidin 

en fazla kanalizasyon ve atık su arıtma tesislerinde topaklaştırıcı olarak kullanılmaktadır. 

Aynı zamanda içme suyunun pıhtılaştırıcı olarak arıtılmasında da kullanılır. Ayrıca kâğıt 

ve karton ürünlerinin kalitesini güçlendirmek ve iyileştirmek için poliakrilamid 

kullanılmaktadır. Suda çözünür poliakrilamid petrol endüstrisi tarafından petrol geri 

kazanımını artırmak için bir katkı maddesi olarak da kullanılmaktadır. Son yıllarda ise 

ACR, inşaat sektörü, kozmetik, tekstil endüstrisi, moleküler laboratuvarlarda elektroforez 
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ve jel kromotografilerinde, deneysel araştırmalarda proteinlerin ayrılması için katı bir 

destek olarak çok sayıda uygulama alanında yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.70, 71 

Ayrıca sigara filtrelerinin yapısında ve siğara ürünlerinde de bulunduğu bilinmektedir. 

Yaygın olarak kullanılmasından dolayı özellikle inşaat sektöründe ve diğer sektörlerde 

çalışan işçilerde de ACR’ye maruziyet görülmektedir. İsveç’te yapılan bir araştırmada bir 

tünel inşaatında çalışan işçilerde ve sigara içmeyen kontrol grubu kişilerin kanlarında da 

beklenmedik bir şekilde yüksek düzeyde ACR tespit edilmiştir. Bu bilgiler ışığında 

yapılan çalışmalarda ACR’nin sadece dış faktörlere bağlı olarak değil aynı zamanda 

gıdasal ürünler ile de vücuda bulaşabildiği fikri ortaya çıkmıştır. Yapılan bir çalışmada 

besinlerin yüksek sıcaklıklara maruz kalması sonucu ACR’nin oluştuğu gözlemlenmiştir. 

Genel olarak 120 0C ve üzerinde yüksek ısıya maruz kalan ekmek, kızartma, patates cipsi, 

kavrulmuş kahve, bisküvi, kraker ve ızgara gibi besinlerde ACR meydana 

gelebilmektedir. Bu oluşum hızı ve miktarı çeşitli faktörlere bağlı olmakla birlikte ısı 

miktarına göre sıcaklık arttıkça logaritmik olarak artmaktadır. Özellikle karbonhidrat 

bakımından zengin besinlerde, asparajin aminoasitlerince zengin besinlerde daha fazla 

miktarda toksik ACR bileşiği oluştuğu bilinmektedir.1-3 

2.3.3. ACR’nin Kimyasal Olarak Oluşumu 

 Pişirme sırasında çeşitli gıdalardaki potansiyel kansere neden olan ajan ACR’nin 

keşfi büyük bir ilgi uyandırmıştır. Gıda kaynaklı ACR özellikle 120 °C ve üzeri 

sıcaklıklarda glikoz ve fruktoz gibi indirgeyici şekerlerden ve çeşitli aminoasitlerden 

örneğin; asparajin aminoasiti arasında oluşan Maillard esmerleşme reaksiyonu sonucu 

yapılarındaki reaktif karbonillerden spontan olarak oluştuğu bilinmektedir.  ACR 

oluşumu Şekil 2.3.’de3 gösterildiği gibi Maillard reaksiyonu sonucu oluşmaktadır.72  

Proteinlerin yapısında bulunan 20 aminoasitten biri olan Asparajin’in yüksek ısı 

ile ACR oluşturma yeteneği, diğer aminoasitlerden veya glikoz ve früktozdan daha fazla 
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etkili olduğu bilinmektedir. Asparajin aminoasitinin yanısıra alanin,  arginin, aspartik asit, 

sistein, glutamin, metiyonin, treonin ve valininde yüksek sıcaklıklarda ACR oluşturduğu 

bilinmektedir. 72, 73 

 

 

Şekil 2.3. Maillard reaksiyonu sonucu ACR oluşumu 

2.3.4. ACR’nin Metabolizması 

İnşaat ve kozmetik sektörü gibi alanlarda çalışanlarda yüksek düzeyde ACR 

maruziyeti görülmektedir. ACR maruziyetinin gıdalar aracılığıyla da gerçekleşebildiği 

bilinmektedir. Daha önceki toksikinetik çalışmalar ACR’nin hızlı bir şekilde yan etkisinin 

ortaya çıktığı ve ACR’ye maruz kalan dokuda hasar meydana geldiği gözlemlenmiştir. 

Bu şekilde hızlı etkisinin olması metabolizmasından ileri gelmektedir. Yapılan 

çalışmalarda intraperitonal (i.p.) ve intragastrik (i.g.) uygulamalardan sonra emilen ACR, 

kanda özellikle hemoglobine bağlı olarak, kas dokusunda, karaciğerde, beyin ve testis 

gibi dokularda birikerek toksik etki göstermektedir.74 ACR’nin absorbsiyonu ve 
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metabolizması sonucu vücutta oksidasyon enzimleri vasıtasıyla metabolize olduğu 

bildirilmektedir. Sitoktrom P450 2E1 (CYP2E1) vücutta biriken birçok toksik,  

kanserojen ve yabancı bileşiklerin parçalanmasından sorumlu oksidaz sisteminin bir 

üyesidir. Aynı zamanda CYP2E1 yağ asitlerinin oksidasyonları gibi temel metabolik 

reaksiyonlarda da görev almaktadır. CYP2E1, özellikle yoğun olarak karaciğerde 

eksprese edilen bir membran proteinidir. Bu yüzden karaciğerde CYP2E1 aracılığı ile 

vücuda giren yabancı toksinlerin deaktivasyonu sağlanarak uzaklaştırıldığı yerdir.70, 74, 75 

Yapılan çalışmalarda ACR’nin absorbsiyonundan sonra metabolizması için 

özellikle iki yol olduğu gösterilmiştir. Birincisi glutatyon-S-transferaz (GST) enziminin 

aktivitesi ile glutatyon (GSH) birleşerek metabolize olmaktadır. İkinci yol olarak ta 

CYP2E1’in oksidasyonu ile Glycidamid bileşiğine dönüştüğü gözlemlenmiştir (Şekil 

2.4.6). Daha sonra glycidamid yine transferaz enziminin aktivitesi sonucunda GSH ile 

birleşerek veya epoksi hidrolaz enzimleri ile N-asetil-S sistein konjuge türevine 

dönüştürülerek vücud dışına atılmaktadır. Bu olay en çok hemoglobin, karaciğer, böbrek 

ve beyin gibi organlarda gerçekleşmektedir. Yapılan başka çalışmalarda ise ACR’nin 

GST enzimini inhibe ettiği ve bunun sonucu olarak CYP2E1 yolu ile glycidamid 

metabolizmasının arttığı gözlemlenmiştir. ACR en çok karaciğerde glycidamide 

metabolize olmaktadır. Glycidamid bileşiği ACR gibi toksik etkili ve aynı zamanda 

DNA’ya bağlanarak genotoksisiteye neden olmaktadır. ACR’nin metabolizması kısaca 

Şekil 2.4’de gösterilmiştir.75-78   

Hem ACR hem de glycidamid sülfhidril ve amino grupları gibi nükleofilik 

bölgelere karşı reaktiftirler. Bu bileşiklerin özellikle ACR’nin farklı organlarda 

mikronükleusları indükleyerek kanserojen etki yaptığı, plasental bariyeri geçerek 

anomalilere neden olduğu, yüksek dozlarda genetik mutasyonlara ve özellikle sinirsel 

nöropatilere sebep olduğu bilinmektedir. Ayrıca ACR maruziyetinin germ hücre 
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mutajenitesinden dolayı reprodüktif toksisiteye, gelişim bozukluklarına ve farklı organlar 

üzerinde etkili olduğu ve diyet ile ACR maruziyetinin meme kanserini indüklediği rapor 

edilmiştir.79-82  

 

Şekil 2.4. CYP2E1 oksidasyonu sonucu ACR’nin Glycidamide metabolize olması  

2.3.5. ACR Nörotoksisitesi 

ACR monomerlerinin endüstrilerde yaygın olarak kullanılmasından dolayı maruz 

kalan kişilerde ataksi (açık alanda yürüme anormallikleri), iskelet kası zayıflığı (ön ve 

arka bacak kavrama gücünde azalma), hind limb paralizis (arka bacak felci), bilişsel 

bozukluk ve ekstremitelerde uyuşma ile karakterize benzer nörotoksik belirtilerin 

görüldüğü ve mesleki maruziyetin sonucunda oluştuğu kanısına varılmıştır. ACR 
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monomerleri ile yapılan deneysel çalışmalar sonucu laboratuvar hayvanlarında görülen 

belirtilerin insanlar ile aynı nörotoksik septomlara sahip olduğu bildirilmiştir.12, 75  

Yapılan morfolojik çalışmalar sonucunda ACR nörotoksisitesinin cerebellar 

purkinje hücre ölümü, distal akzonların ve sinir terminallerinin dejenerasyonu ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. ACR bileşiğinin hasara neden olan birinci bölgesi sinir terminalleri 

olduğunu, nörotoksisitenin MSS ve PSS’de bozulmuş sinaptik iletimin bir sonucu olarak 

geliştiği bilinmektedir. Ayrıca yapılan çalışmalarda ACR’nin spesifik proteinler üzerinde 

sistein kalıntılar ile seçici eklentiler oluşturarak presinaptik nörotransmitter salınımını, 

membrana yeniden alımını ve veziküler depolamayı bozduğu gösterilmiştir.21, 75 ACR, 

birçok kimyasal veya kimyasalların metabolitleri gibi, biyolojik makromoleküller 

(örneğin enzimler, DNA) üzerinde elektronca zengin (nükleofilik) kalıntılarla kovalent 

bağlar oluşturarak sitotoksisiteye neden olduğu bilinmektedir.83 ACR ile yapılan 

elektrofizyolojik çalışmalar sonucunda deney hayvanlarının omurilik birincil afferent 

sinir terminallerinde, perifer nöromüsküler bağlantılarında ve otonom sinapslarında 

nörotransmisyonun bozluduğu gösterilmiştir.84, 85 Özellikle ACR nörotoksisitesinin 

oluşumuna neden olan iki yol olduğu çalışmalarda bildirilmektedir. Birincisi, kinesin 

bazlı hızlı akzonal transportun inhibisyonu, ikincisi ise nörotransmisyonun doğrudan 

inhibisyonudur.6 ACR nörotoksisitesinin mekanizmaları hala araştırma konusudur. Beyin 

hücrelerinde gelişen sitotoksisitenin ve hücresel hasarın mekanizmaları üzerine birçok 

çalışma ele alınmıştır. Özellikle gıdalardan kaynaklanan ACR’nin toksik ve kanserojen 

etkili olması nedeniyle bu konu üzerinde çalışılması daha da önem kazanmaktadır. 

ACR’nin ilk klinik septomları el ve ayaklarda uyuşma, yorgunluk, kas zayıflığı ve motor 

hareketlerde düzensizlik ile ilişkili olduğu için davranışsal, lokomotor aktivite ve açık 

alan testleri de ACR maruziyeti sonucu yapılan analizler arasındadır. Araştırmacılar açık 

alan değerlendirmelerinde, yürüme analizinde, kavrama kuvvetinde, arka bacaklarda 
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oynamada ve koordinasyonda ataksiyi ölçmek için davranış analizlerini 

kullanmaktadırlar.86, 87 Araştırmamızda, ACR uygulanması sonucu gelişen motor 

aktivitelerindeki değişimin lokomotor aktivite üzerindeki etkisi, ayrıca nörotransmitter 

düzenleyici enzimler olan AChE, MAO enzimlerindeki artış, özellikle MSS’de hasar 

sonucu artan GFAP ekspresyonları araştırıldı. Nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve ROS 

artışı ile gelişen oksidatif stres parametrelerinin artışı, ayrıca DNA hasarı ile ilişkili 

mekanizmalar üzerindeki etkileri de ele alındı. Oksidatif stres, nöroinflamasyon ve ER’de 

gelişen stress sonucu oluşan apoptozisin; ACR’nin hücresel mekanizmaları üzerinde ne 

denli etkili olduğu ve bu hasarı azaltmak için MEL hormonunun etkileri incelendi. 

2.4. Lokomotor Aktivite (LMA) 

Metodolojik farklılıklara göre belirlenmiş anksiyete ve nörodejeneratif 

bozukluklarının küresel yaygınlığı oldukça yüksektir. Dünya çapında çalışma 

yöntemlerinde önemli farklılıklar olmasına rağmen, anksiyete benzeri bozuklukların 

yaygınlığı Afrika'da en düşük ve Avrupa, Kuzey ve Güney Amerika, Asya ve Batı 

Pasifik'te daha yüksektir. Tüm bölgelerde kadınlarda erkeklere göre prevalans yaklaşık 

1,75 kat daha yüksektir. Anksiyete bozuklukları, dünya çapında ölümcül olmayan sağlık 

kayıplarına en çok katkıda bulunan hastalık grubu arasındadır. Bu nedenle yeni ve etkili 

terapötiklerin geliştirilmesi ve nörodejeneratif hastalıklar ile ilişkili çalışmalar da 

artmaktadır.88 Deneysel çalışmalarda gözlemlenen stresin, beyin işlevi üzerinde güçlü bir 

etkiye sahip olduğu ve hem kısa hem de uzun vadeli davranış değişikliklerine yol 

açabildiği bilinmektedir.89 Bu şekilde gelişen streslere hücresel ve davranışsal yanıt her 

zaman içeriğe bağlıdır ve çeşitli çevresel faktörler bireyin strese tepkisini 

şekillendirebilir.90 Deney hayvanlarında en sık kullanılan davranışsal testlerden biri, yeni 

çevreleri keşfetmeye ve parlak/açık alanlardan korkuyla kapalı koyu alanlara kaçmak ve 

sinme şeklinde olan açık alan testidir. Açık alan testi ilk olarak Calvin Hall tarafından 
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1930’larda kemirgenlerde bir hastalık indeksi olarak dışkılamayı ölçmek için 

geliştirilmiştir.91  

Açık alan testi, kemirgenlerde hareket, kaygı ve tımarlama ve yetiştirme gibi 

önemli davranışları analiz etmek için kullanılır. Ratlar için, test alanı normalde 42x42 

cm2 bir polivinil klorür (PVC) kutusundan oluşur ve kutunun merkezi ve çevresel 

alanlarının içini ve etrafındaki hareketi izlemek için bir kamera kullanılır. Hareketteki 

değişiklikler, değişen nörolojik süreçlerin göstergesi olabilir ve bu nedenle anormal beyin 

işlevini yansıtabilir. Ek olarak, bu test bir hayvanın genel sağlığını ve refahını 

değerlendirmek için de kullanılabilir. Sağlıklı olmayan hayvanlar bölge içinde daha az 

hareket etme eğilimindedir. Stresli ratlar açık alanda daha az aktivite ve artmış stereotipik 

davranış gösterir. Bu tür davranışlar, tekrarlayan, değişmeyen ve görünüşte amaçsız 

olanları içerebilir. Duvarlara yakın durmayı ve çevrede daha çok seyahat etmeyi tercih 

eden ratlar, anksiyete benzeri davranış belirtileri gösteren tigmotaksi (katı bir nesneye 

doğru hareket) olarak tanımlanabilir. Daha düşük kaygılı ratlar, kutunun merkezi, açık 

alanında daha fazla zaman geçirme eğiliminde olduğu şekilde de gösterilmiştir.  Şekil 

2.5’te88 gösterildiği gibi sol taraftaki kafeste bulunan rat daha çok strese maruz kaldığı 

için katı bir nesneye doğru yönelerek zaman geçirmiştir. Sağ kafesteki rat ise açık alanda 

daha fazla zaman geçirmektedir. Bu göstergeler bize hayvanlarda genel motor aktivite ya 

da lokomotor aktivite hakkında önemli bilgiler vermektedir.88, 91  

  

Şekil 2.5. Lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri davranışları ölçmek için kullanılan 

açık alan testi 
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Genel motor aktivite ve davranış üzerindeki etkilerinin analizi, bilimsel çalışma 

alanlarının merkezinde yer almıştır. Aslında, belirli açılardan motor aktivite çalışmaları, 

ilaçların veya bileşiklerin davranış üzerindeki etkilerine ilişkin bilginin temelini 

oluşturur. Son yirmi yılda uyarıcılar, opiatlar, benzodiazepinler ve diğer ilaç sınıfları 

hakkındaki bilgilerin çoğu, bu tekniklerin kullanımıyla elde edilmiştir. Motor aktivite 

veya keşif araştırmasının bazen basit veya bilgilendirici olmadığı düşünülse de, bu 

davranışlardaki değişiklikler, öğrenme ve hafıza, ödül veya korku tepkileri gibi daha 

spesifik süreçleri incelemeyi amaçlayan paradigmalar için önemli sonuçlara sahip 

olabilir. Bu nedenle, incelenen bileşiğin genel motor aktiviteyi nasıl etkilediğinin farkında 

olunması zorunludur. Kemirgenlerin spontan motor aktivitesini ve keşfini etkileyen 

birçok faktör vardır ve bu davranışları ölçmenin birçok yolu vardır. Lokomotor terimi, 

bir konumdan diğerine hareket anlamına gelir. Kemirgenlerde, uzaysal araştırmanın 

önemli bir bileşeni harekettir (ambulasyon olarak da adlandırılır) ve açıkça bu aktivite, 

ratların spontan davranış repertuarında en belirgin olanlardan biridir. Bununla birlikte 

hareketin, bir hayvanın çevresinin keşfi ile ilişkilendirilebilmesine rağmen, bu davranışın 

mutlaka gerçek keşfi yansıtmayabileceğini belirtmek önemlidir. Başka bir deyişle, 

lokomotor aktivite, keşfetme dürtüsünün yanı sıra çeşitli faktörlerden de etkilenebilir. 

Bileşiklerin veya ilaçların spontan motor davranışlar üzerindeki etkilerini test ederken, 

bu ilk noktanın farkında olmak önemlidir. Keşif, duyusal süreçleri, araştırmayı ve yeni 

uyaranlara yanıt vermeyi ve bilgi toplamayı içeren karmaşık bir bilişsel süreçtir. Örneğin, 

meraklı bir hayvan olan rat aktivite monitörüne ilk kez yerleştirildiğinde, çevresini 

keşfedecektir. Hayvanın çevresel uyaranlarla temasa geçmesine hizmet eden hareket, 

yetiştirme, koklama ve kafayı dürtücü tepkilerle meşgul olacaktır. Motor aktivite keşif 

dürtüsü, donma veya diğer korkuyla ilgili davranışlar, hastalık, sirkadiyen döngüdeki 

göreceli zamandan ve diğer birçok değişkenden etkilenebilir. Açık alan testi ayrıca 
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bileşiklerin yatıştırıcı, toksik veya uyarıcı etkilerini değerlendirmek için kullanılan çok 

yaygın bir testtir.91, 92 

Geniş endüstriyel, farmasötik ve tarımsal uygulamaları olan birçok kimyasal 

bileşik, insanlarda ve deney hayvanlarında kilo kaybı, iskelet kası zayıflığı ve ataksi (açık 

alanda yürüme anormallikleri) gibi bir çok nörotoksik sendrom oluşturmaktadır. Çok 

yaygın olarak kullanılan bir bileşik olan ACR maruziyetinde, ataksi, iskelet kası zayıflığı 

(ön ve arka bacak kavrama gücünde azalma), hind limb paralizis (arka bacak felci), 

bilişsel bozukluk ve ekstremitelerde uyuşma ile karakterize benzer nörotoksik belirtiler 

görülür. ACR’nin sinirlerde distal akson yaralanması, merkezi ve perifer sinir sistemleri 

ile ilişkili hasar oluşturduğu bilinmektedir. Bu tip toksik nöropatiler, distal akson 

bölgelerinin çok odaklı şişmesi ve daha proksimal bölümlerin dejenerasyonu ile 

karakterize edilir. Ataksi ve iskelet kası zayıflığı, aksonopatilere neden olan kimyasalların 

ürettiği ayırt edici nörolojik kusurlar gibi görünmektedir. ACR, distal aksonopati üreten 

kimyasallar arasında prototipik olarak kabul edilir.86, 93, 94 Çalışmamızda ACR’den 

kaynaklı nöropatinin biyokimyasal ve moleküler parametrelerdeki değişiklikler ile ilişkili 

nörolojik dejenerasyonun, lokomotor aktivite üzerindeki etkileri ve bu parametreler 

üzerine MEL’nin uygulamasının olası protektif etkileri araştırıldı. 

2.5. Oksidatif Stres ve 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG) 

Biyolojik sistemler için hem olumlu yararları hem de potansiyel olarak zararlı yan 

etkileri olduğu için oksijen genellikle Janus gazı olarak adlandırılır. Reaktivite, oksijenin 

yüksek enerjili elektron transferlerine katılmasına izin verir ve dolayısıyla oksidatif 

fosforilasyon yoluyla büyük miktarlarda Adenozin trifosfat (ATP) oluşumunu destekler. 

Çok hücreli organizmalarda gerçekleşen bu reaktivite protein, lipid veya DNA gibi 

herhangi bir biyolojik moleküle saldırmayı da yatkın hale getirir. DNA’ya saldırması 

sonucu 8-OHdG miktarında artışa neden olmaktadır. Sonuç olarak, vücudumuz ROS’un 
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sürekli oksidatif saldırısı altındadır. Bu saldırıyı genellikle dengede tutan karmaşık bir 

antioksidan savunma sistemi gelişmiştir. Ancak bazı durumlarda bu denge bozulabilir ve 

oksidatif strese neden olabilir. Bu antioksidan sisteminin üyeleri süperoksit dismutaz 

(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), glutatyon (GSH) enzimleri olabildiği 

gibi endojen ve ekzojen moleküller (E vitamini, glutatyon, ürat, bilirubin) de 

olabilmektedir. Oksijen toksisitesinin oluşturduğu oksidatif stres, prooksidan-antioksidan 

dengesinde bir bozulma ile potansiyel hasara yol açan değişiklik olarak tanımlanır. 

Oksidatif stresin birçok doku hasarında, pekçok farklı bozukluğun patofizyolojisinde 

merkezi bir rol oynadığı artık kabul edilmektedir.95 

Oksidatif stresin anlaşılmasında prooksidan-antioksidan dengesi kavramı çok 

önemlidir. Bu dengenin her iki tarafındaki değişiklikler sonucu oksidatif stresin oluştuğu 

yani anormal derecede yüksek ROS üretimi veya antioksidan savunmasındaki eksiklikler 

sonucun da geliştiği bildirilmektedir. ROS, aerobik metabolizmanın potansiyel olarak 

zararlı yan ürünleri olarak ilk kez dikkatleri çekmiş olsa da, artık birçok hücre içi sinyal 

yolağında ikincil haberciler olarak önemli roller oynadıkları kabul edilmektedir. Bu 

nedenle prooksidan-antioksidan dengesindeki küçük değişiklikler hücreiçi veya 

hücredışında değişikliklere yanıt olarak homeostatik adaptasyonlara yol açabilir. Eğer 

daha büyük değişimler gözlemlenirse ve hasar onarılamaz ise fizyolojik olarak hücrenin 

ölümüne yol açabilir.96  

2.5.1. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) 

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eşleşmemiş elektron içeren türler olarak 

tanımlanır ve yüksek reaktivitelerini veren bu eksik elektron kabuğudur. Serbest 

radikaller birçok elementten üretilebilir, ancak biyolojik sistemlerde en önemlileri oksijen 

ve nitrojen içerenlerdir. Fizyolojik koşullar altında, en yaygın oksijensiz radikal 

süperoksit anyondur (O2
- ) ve mitokondri ana kaynağı olarak kabul edilmektedir. Oluşum 
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hızı, zincirde bulunan elektronların sayısı ile belirlenir ve bu nedenle, diyabette olduğu 

gibi hiperoksi ve yüksek glikoz koşulları altında yükselir. Normal koşullar altında, 

tüketilen oksijenin % 2’si suya indirgenmek yerine mitokondride O2
-’ye dönüştürülür. 

Yükünden dolayı O2
- membran geçirimsizdir ve bu nedenle mitokondriyal matriks içinde 

kalır.97 ROS miktarı nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimleri, 

sitokrom P450 ve diğer oksido-redüktazlar yoluyla da artabilir. Bu nedenle, çeşitli 

büyüme faktörleri, ilaçlar ve toksinler artan ROS oluşumuna neden olur.98  

SOD enzimleri ile hidrojen peroksit (H2O2) detoksifiye edilmektedir. H2O2 serbest 

bir radikal değildir ve dolayısıyla O2 radikalinden daha az reaktiftir. Polar olmadığından, 

hücre ve organel zarlarından geçebilir ve bu nedenle sinyal iletim yollarında ikinci bir 

haberci olarak geniş çapta hareket eder. Hidrojen peroksit, KAT ve GPx enzimleri 

tarafından suya detoksifiye edilir. O2 radikali ve H2O2 konsantrasyonlarındaki bir 

dengesizlik çok daha tehlikeli hidroksil iyonunun (OH- radikali) oluşumuna neden 

olabileceğinden, antioksidan enzimlerin birlikte hareket etmesi önemlidir. Bu reaksiyon, 

Fenton reaksiyonunda serbest demir iyonları tarafından katalize edilir. Hidroksil 

iyonunun tahmini ömrü 10−9 saniyedir ve hemen yakınındaki herhangi bir biyolojik 

molekülle difüzyonla sınırlı bir şekilde reaksiyona girer. Çok reaktif olduğu için, OH- 

radikalinin bilinen bir süpürücüsü yoktur.99  

2.5.2. Antioksidan Sistemi 

Antioksidan sistem, enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sisteminin oksidan 

saldırısını engeller. Enzimatik savunmaların hepsinin çekirdeğinde, detoksifikasyon 

işlemi sırasında elektronları aktarırken farklı değerler alabilen bir geçiş metali vardır. 

SOD’un iki izoformu, O2 radikalini H2O2, mitokondri ile sınırlı manganez formuna ve 

sitozolde bulunan bakır ve çinko formuna dönüştürür. H2O2 daha sonra, tetramerik bir 

selenoprotein olan KAT veya GPx hareketleriyle suya parçalanır. Enzimatik olmayan 
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savunmalar arasında askorbat (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) bulunur. 

Seruloplazmin ve transferrin ayrıca serbest demir iyonlarını tutup, böylece Fenton 

reaksiyonunu ve OH- radikali üretimini inhibe ederek önemli roller oynar. 100  

2.5.2.1. Enzim Yapısında Olan Antioksidanlar 

GPx, hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumludur. Molekül ağırlıkları 85000 

daltondur. Genellikle H2O2’in redüksiyonu ile meydana gelen GSSG, glutatyon 

reduktazın katalizlediği reaksiyon ile tekrar GSH’a dönüşür. SOD, iki süperoksid 

radikalini hidrojen perokside dönüştürmektedir. SOD’un sitozolik ve mitokondriyal 

olmak üzere iki formu vardır. KAT, dört adet hem grubuna sahip hemoproteindir. KAT, 

H2O2’i oksijen ve H2O’ya ayırmaktadır. Bunların yanı sıra Glutatyon-S-Transferanslar 

(GST) ve Mitokondrial Sitokrom Oksidazlar’da bulunmaktadır. GST sitozolde bulunan 

yabancı maddelerin biyotransformasyonunda çok önemli rolleri vardır. Mitokondriyal 

sitokrom oksidazlar ise solunum zincilerinin en son enzimi görevini yaparak buradaki 

reaksiyonları katalize eder.101 

2.5.2.2. Enzim Yapısında Olmayan Antioksidanlar 

GSH glutamik asit, sistein ve glisinden oluşan birçok önemli fonksiyona sahip 

düşük molekül ağırlığında bir tripeptittir. Birçok organizmada bulunan GSH sitozolde 

bulunur ve en çoğuda tiyoldur. GSH hücrelerde ROS temizleyici olarak görev 

yaptığından güçlü bir antioksidandır. Genellikle detoksifikasyon reaksiyonlarında GST 

için kofaktör ve ayrıca gamaglutamil transpeptidazlar için substrat olma özelliğine 

sahiptir. Bunun yanında askorbik asit (vitamin C), E vitamini, karotenoidler, MEL ve 

çeşitli flanovoidler de enzim yapısında olmayan antioksidanlar sınıfında yer 

almaktadırlar.101  
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2.5.3. Lipid Peroksidasyon 

Lipid peroksidasyonu redoks homeostasisindeki bozulmalar, ROS’un aşırı üretimi 

veya hücresel yanıt olarak azaltma kabiliyetinin kaybı nedeniyle oksitleyici moleküllerin 

birikmesinden kaynaklanır. Her iki durumda da, biriken oksitleyici maddeler DNA'yı, 

proteinleri ve lipidleri oksitleyebilir, böylece yapılarını, aktivitelerini ve fiziksel 

özelliklerini değiştirebilirler.   

Lipitler, hücresel yapıyı koruyan ve hücrelerin işlevini kontrol eden hücre 

zarlarının temel bileşenleridir. Oksijen serbest radikalleri gibi ROS saldırısının birincil 

hedefleridir ve lipidin oksidasyonu çeşitli patolojik durumlarla ilişkilidir. Lipitler, 

hücresel zarların bütünlüğünün korunmasından sorumlu olduklarından, lipidlerin yoğun 

peroksidasyonu, lipid zarların birleşimini, yapısını ve dinamiklerini değiştirir. Oldukça 

reaktif bileşikler olarak, lipid peroksitler ayrıca daha fazla ROS’u arttırabilirler.102 Lipid 

peroksidasyonu, lipidlerin parçalanması ile konjuge dienler ve lipid hidroperoksitler gibi 

çok çeşitli birincil oksidasyon ürünlerinin oluşumuna neden olur. Ayrıca malondialdehit 

(MDA), F2-izoprostan gibi ikincil oksidasyon ürünlerinin oluşmasına da yol açar. 101, 102  

ACR toksisitesi hem deney hayvanlarında hem de insanlarda kapsamlı bir şekilde 

incelenmiştir. Serbest radikallerin ve ROS’un üretimi ve uzaklaştırılması arasındaki 

dengesizlik, bazı nörodejeneratif hastalıkların patogenezinde rol oynayan oksidatif stresi 

artırır. Ayrıca ACR ile indüklenen nörotoksisite çalışmalarında, sinir sisteminde lipid 

peroksidasyonunu indüklediği ve antioksidan kapasiteyi düşürdüğü bildirilmiştir. Bu 

nedenle oksidatif stres, ACR ile indüklenen toksisitede önemli rol oynar. ACR’nin in 

vitro nörotoksisite modellerinde de ROS üretimini indüklediği gösterilmiştir.103-105  

2.5.4. 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG) 

Genetik materyalin moleküler yapısında meydana gelen her türlü değişikliklere 

DNA hasarı adı verilmektedir. Bu DNA hasrı ya endojen ya da ekzojen kaynaklı 
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gelişebilmektedir. Bu yüzden DNA sürekli çevresel olarak bir tehtit altındadır. Hücresel 

yaşam döngüsünde meydana gelen mutasyonlar, yaşlanma ve kanser gibi etkiler hücre 

ölümlerine neden olmaktadır. Özellikle ROS’tan kaynaklı DNA hasarıda oluşmaktadır. 

ROS kaynaklı 20’den fazla bazın hasarı sonucu DNA hasarı oluşmaktadır. Bu bazların en 

önemlisi 8-OHdG, oldukça hassas ve oksidatif stres artışı sonucu paralel olarak artan ve 

yarılanma ömrü oldukça kısa olan oksidatif DNA hasarı parametresidir. Guanin bazı 

DNA bazları içerisinde yapısal olarak zayıf ve oksidasyona eğilimli baz tipidir. 8-OHdG, 

DNA yapısında ROS’un oluşturduğu 20’den fazla oksidatif baz hasarlanma ürünlerinden 

bir tanesi olup; guanine ait sekizinci karbon atomuna bağlı hidroksil radikalinin yaptığı 

indüksayonlar sonucu meydana gelen oksidatif DNA hasarının en önemli 

belirteçlerindendir. Hidroksil radikeli ile reaksiyona girerek DNA ürün radikali olan 8-

OHdG’e okside olmaktadır. DNA replikasyonları meydana geldiğinde baz değişimleri 

sırasında mutasyon olasılığını arttırmaktadır.106-109 Bu yüzden DNA’da meydana gelen 

hasarın belirlenmesinde en çok çalışılan yöntemlerden biri olmuştur. Çeşitli kimyasal 

maddelerin 8-OHdG seviyelerinde artışa neden olduğu da bilinmektedir. Etil alkol, 

asbest, sigara ve kadmiyum gibi maddelerinde deneysel olarak uygulanması 8-OHdG 

düzeyinde artışa neden olmaktadır.110 

2.6. Nöroinflamasyon ve Neuronal Nitrik Oksit Sentaz 

Mikroglialar, bir organizmanın savunmasında ve doku onarımında kritik bir rol 

oynayan yerleşik beyin makrofajlarıdır. Beyin inflamasyonunda ve inflamasyonlu 

nörodejeneratif hastalıklarda anahtar hücrelerdir. Nöroinflamasyon, multipl skleroz, 

alzheimer hastalığı, parkinson hastalığı ve narkolepsi gibi birçok nörodejeneratif 

hastalığın önemli bir özelliğidir. Nöroinflamasyonun ilk belirtisi mikroglia 

aktivasyonudur. Mikroglia patojenler, doku hasarı, anormal stimülasyon, nörotoksinler, 

enfeksiyon veya yaralanma varlığında aktive olurlar. Bu durumda, sağlıklı nöronlara 
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fiziksel olarak, fagositoz yoluyla veya salgılanan apoptoz faktörleri yoluyla bile 

saldırabilirler. Aktive olduktan sonra mikroglialar toplanır, çoğalır, göç ederler. 

İnterleukin 1-beta (IL-1β),  tümör nekroz faktör alfa (TNF-α),  interleukin-6 (IL-6), 

siklooksijenaz-1 (COX-1), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve ROS potansiyel olarak nöronal 

disfonksiyona, hücre ölümlerine neden olan nörotoksik bileşikler gibi çeşitli oksidanları 

indüklemektedir. Aktive olmuş bir mikroglia hücresi nöronları öldürebilir 

(nörodejeneratif rol), aynı zamanda patojenleride öldürebilir veya ortadan kaldırabilir 

(nöroprotektif rol). Tüm ökaryotik hücrelerde enfeksiyonlar, enflamatuar sitokinler ve 

çoklu stres durumları dahil olmak üzere hücre dışı sinyallerin çoğu nükleer faktör kappa 

B (NF-κB)’yi aktive edebilir. NF-κB, inflamasyon, apoptoz, immünite, hücre sağkalımı 

ve kanser dahil olmak üzere birçok süreci kontrol eder. İmmün ve inflamatuar yanıt 

genlerinin indüklenebilir ekspresyonunu düzenler. Nöronlarda NF-κB’nin aktivasyonu, 

hücrelerin hayatta kalmasını desteklemektedir. Öte yandan, glial hücreleride NF-κB 

aktivasyonu ve nörodejeneratif olan inflamatuar süreçlerde önemli bir rol oynar.111 

Aynı hücrede bulunan bir sitokin, hem poliferasyonu sağlayabilirken hemde 

hücrenin ölüm yolaklarını ve hayatta kalma sinyallerini verebilir. Mikroglialar TNF-α 

sinyalleşmesi ve bunun hem inflamasyon hemde apoptozisin düzenlenmesi ile ilişkilidir. 

Hipokampal nöron apoptozunun derecesinin TNF-α mRNA seviyeleri ile ilişkili olduğu 

ve apoptotik yolakların başlaması için TNF-α konsantrasyonu için bir eşik gerekmesi 

ihtimali olduğu bilinmektedir. Nöronal hasar oluştuğunda IL-1β ve TNF-α seviyelerinde 

bir artışa neden olmaktadır. Başlangıçta inflamasyon genellikle TNF-α, IL-1β ve IL-6 

gibi proinflamatuar sitokinler ve ayrıca adezyon moleküllerinin salınmasıyla 

başlamaktadır. Buda kan beyin bariyerinde bozulma ile adezyon moleküllerinin 

ekspresyonunu düzünleme ve nitrok oksit (NO) gibi toksik maddelerin düfüzyonunu 

arttırabilmektedir. TNF-α, hücre içi bir ölüm kaskadını tanımlayan homolog bir 
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sitoplazmik sekans içeren reseptörlerin aktivasyonu yoluyla apoptozu indükleyebilen çok 

potansiyelli, enflamatuar bir sitokindir. IL-1β için ise IL-1β reseptörü olan IL-1R1 

aracılık etmektedir. TNFR1 aktivasyonu, moleküler bir mekanizma sağlayarak, kaspaz 3 

(Cas-3) aracılı bir yolla nöronların hızlı apoptozuna neden olabilir. Nöronal ölümde yer 

alan apoptozun membran reseptör mekanizmaları, ER stresi yolakları,  NF-κB ve 

kaspazlar gibi hücre içi ölüm sinyali komplekslerini içeren kompleks bir mekanizmaya 

sahiptir. Beyindeki protein yükünün homeostatik dengesini korumak ve 

nörodejenerasyon gelişimini önlemek için fagositoz ve anormal veya fazla proteinlerin 

temizlenmesi için etkili, aktif bir işlem gereklidir. Birçok proapoptotik yolla, 

nöroinflamasyon sırasında aşırı miktarda üretilen sinyal molekülleri aracılık eder, bu da 

nöroinflamasyonun nöronal apoptozu doğrudan etkileyebileceğini ve mikrogliayı 

etkinleştirebileceğini düşündürür.112-115 

Serbest gaz halindeki bir sinyal molekülü olan nirtik oksit (NO), sinir ve bağışıklık 

sistemini düzenler. NO öncü L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) tarafından 

sentezlenmektedir. NOS’un üç izoformu vardır; NO üretimini açıklayan NOS, yani 

nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) dır. Nöroinflamasyonun, nöronal apoptozu 

doğrudan etkilemesinin başka bir yolu da NO reaksiyonunu katalize eden iNOS 

tarafından indüklenmesidir. Artan NO seviyeleri alzheimer, parkinson ve ALS dâhil 

olmak üzere nörodejeneratif hastalıklara neden olan proteinlerin nitrasyonu sonucu 

gelişebilmektedir. Patolojik koşullar altında ve nörotoksik ajanlara maruz kaldıktan 

sonra, artan miktarlarda süperoksit anyonu ve NO görülebilir. Bu da beyinde nitroksidatif 

strese neden olur. NO ve süperoksit anyonun bir arada bulunması, nöronal hücre 

ölümünün daha fazla gerçekleştiği ve sitotoksik ajanların buna neden olduğu 

bilinmektedir.116-118 
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2.7. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Nöronal Apoptozis 

2.7.1. Endoplazmik Retikulum Stresi 

Endoplazmik retikulum (ER) hücrede bulunan, ağ benzeri bir yapıya sahip, tüpler, 

veziküller ve sisternalardan oluşmuş bir organeldir. Bu organelin çeşitli fonksiyonları 

vardır. Membran proteinlerinin veya bir membran içinden geçerek salgılanacak olan 

proteinlerin çevrimi yani işlenmesi, katlanması ve taşınması gibi; kalsiyum, bazı lipit ve 

makromoleküllerin depolanması şeklinde çok önemli görevleri vardır. Keith R. Porter, 

Albert Claude ve Ernest F. Fullam tarafından 1945 yılında elektron mikroskobu ile 

yaptıkları çalışmalarda hücrenin sitoplazmasında dantel görünümünde bir ağ yapısına 

sahip olduğunu saptamışlardır. Bu yapının hücrede ektoplazmada gözükmediğinden 

dolayı buna araşrıtmacılar ER adını vermişlerdir. ER üzerinde taşıdıkları ribozom 

yapılarına göre isimlendirilmektedir. Ribozom taşıyan ER’ye granüllü ER, robozom 

taşımayan ER ise granülsüz ER adı verilmektedir.119  

Hücre çekirdeğinden gelen genetik şifre ile ER üzerinde bulunan ribozomlarda 

üretilen proteinler sentezlendikten sonra birçok amaç için kullanılırlar. Proteinler 

ribozomlarda sentezlendikten sonra fonksiyon kazanabilmeleri için ER’da üç boyutlu 

yapılara katlanması gerekmektedir. Fakat hücre içerisinde yeni sentezlenen proteinler 

potansiyel olarak toksik olabilecek anormal katlanma ve agregasyon riski taşımaktadırlar. 

Bu yanlış katlanmayı önlemek ve agregasyonu azaltmak için çeşitli mekanizmalar 

geliştirilmiştir. ER’da bulunan şaperonların artışı ve üç sinyal yolağının aktivasyonu 

yoluyla yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinler ortadan kaldırılmaya çalışılır. Eğer 

bu önlenemezse ER’da stres meydana gelerek bu şaperonlar yardımıyla hücre apoptazise 

götürülür. Bu şeklide sürekli bir denetim mekazimsı ile protein homeostasisi sağlanmaya 

çalışılmaktadır.120  
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Optimum protein katlanması için ATP, Ca2+ ve disülfit bağı oluşumuna izin veren 

oksitleyici bir ortam dahil olmak üzere çeşitli faktörler gereklidir. Bu özel ortamın bir 

sonucu olarak, ER hücresel enerji seviyelerini, redoks durumunu veya Ca2+ 

konsantrasyonunu bozan streslere karşı oldukça hassastır. Bu tür stresler, ER stresi olarak 

adlandırılan katlanmamış veya yanlış katlanmış proteinlerin birikmesine neden olurlar. 

Bu nedenle ER’nin protein katlama kapasitesinde bir azalma meydana gelir. Protein 

agregasyonu hücreler için toksiktir ve sonuç olarak iskemi, nörodejeneratif hastalıklar ve 

diyabet dahil olmak üzere çok sayıda patofizyolojik durum ER stresi ile ilişkilidir.121 

ER stresinin zararlı etkilerini azaltmak için UPR olarak adlandırılan bir 

mekanizma aktifleşmektedir. Bu uyumlu ve karmaşık hücresel tepkiye, üç ER 

transmembran reseptörü aracılık eder: PERK, ATF6 ve IRE1’ dir. Normal hücrelerde, üç 

ER stres reseptörü, ER şaperonu GRP78 aracılığıyla aktif olmayan bir durumda tutulur. 

Katlanmamış proteinlerin birikmesi üzerine, GRP78 bu reseptörlerden ayrılarak 

aktivasyonlarına yol açar ve UPR aktfi hale gelir. Şekil 2.6.’ da122 görüldüğü gibi UPR, 

katlanmamış proteinlerin birikimini azaltmak ve normal ER işleyişini eski haline 

getirmek için hayatta kalma yanlısı bir süreci başlatır.23 Bununla birlikte UPR, ER’de 

aşırı katlanmamış protein birikimini çözemezse, bu üç sinyal yolağından ER 

şaperonlarının ekspresyonunda artışa neden olarak hücrede inflamasyon ve apoptotik 

yolları etkinleştirir.25 UPR oluşturmada önemli bir sinyal yolu olan PERK-eIF2α 

yolağının CHOP ekspresyonunu arttırması hem in-vitro hem de in-vivo nöronal apoptotik 

hücre ölümünde önemli bir rol oynamaktadır.26 Ayrıca IRE1 yolağından JNK’nın 

aktivasyonu ile inflamasyon uyarılmakta ve ATF6 yolağından ise CHOP aracılı 

apoptozisin uyarıldığı bilinmektedir.27 



 

41 

 

2.7.1.1. PERK Sinyal Yolağı  

GRP78’in PERK’ten ayrılması, kinazın dimerizasyonu ve otofosforilasyon 

yoluyla aktif PERK meydana gelir. Aktive edildiğinde, PERK ökaryotik translasyon 

başlatma faktörü olan eIF2α’yı fosforile ederek inaktif hale getirir. Fosforilasyon 

olduktan sonra eIF2α protein translasyonunun inhibisyonuna yol açar. Protein 

translasyonunun inhibisyonu, ER’ye gelen yeni oluşan proteinlerin yükünü azaltarak 

hücrenin hayatta kalmasına yardımcı olur. Aslında PERK knockout fare embriyonik 

fibroblastları, ER stresini indükleyen ajanlar ile yapılan çalışmalarda, protein 

translasyonunun bloke edilmediği ve hücre ölümlerinde artışın gözlemlendiği 

bildirilmiştir.123 

Bununla birlikte, bazı mRNA’lar, aktive transkripsiyon faktörünü (ATF4) 

kodlayan mRNA’ların aktivasyonuna neden olur.  ATF4 proteini, UPR’de yer alan birkaç 

genin promotörlerini düzenleyen bir transkripsiyon faktörü ailesinin bir üyesidir. ATF4, 

amino asit metabolizmasında, redoks reaksiyonlarında, stres tepkisinde ve protein 

salgılanmasında yer alan genleri indükleyerek hücrelerin hayatta kalmasını destekler. 

Bununla birlikte, ATF4 tarafından indüklenen genlerin tümü antiapoptotik değildir. Şekil 

2.6.’da görüldüğü gibi indüksiyonu ATF4’e güçlü bir şekilde bağlı olan CHOP’ün 

apoptotik hücre ölümünü desteklediği iyi bilinmektedir. Sonuç olarak, PERK’in 

aktivasyonu başlangıçta koruyucudur ve hafif stres sırasında bile hayatta kalmak için çok 

önemlidir. Bununla birlikte, PERK’in aktivasyonu, hayatta kalma yanlısı sinyalinden 

ölüm yanlısı sinyallemeye geçişin önemli bir unsuru olan CHOP’un indüklenmesine de 

yol açar.124 
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Şekil 2.6. Endoplazmik retikulum stresi ve UPR yanıtı 

2.7.1.2. ATF6 Sinyal Yolağı 

ATF6 bazı proteinlere bağlanabilen ER’da sitozolik domainli tip II transmembran 

proteinidir. GRP78, ER membranından inaktif durumda tuttuğu üç sinyal yolağını stres 

durumunda aktifleşrirmek için ayrılır. GRP78'in serbest bırakılması, ATF6’yı 

oligomerize etmek yerine golgi aygıtına yer değiştirmesi için serbest bırakır. Golgiye 

geçen ATF6 burada yerleşik proteazlar (site-1 ve site-2) tarafından bir jukstamembran 

bölgesinde böler, sonra bu transkripsiyon faktörünü sitozole bırakır. Bazı genlerin 

translasyonunu düzenlemek, bazı şaperonları aktifleştirmek için hücre çekirdeğine geçişi 

sağlanır. Çekirdeğe geçen ATF6 daha sonra promotörlerinde bir ER stres yanıt elemanı 

(ERSE) bulunan genleri indükler. Bu genler GRP78, GRP94, protein disülfid izomeraz 

gibi ER şaperon proteinleri, CHOP ve X-box-binding protein (XBP1) de ATF6 tarafından 

çekirdekte indüklenir.125, 126  
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2.7.1.3. IRE1 Sinyal Yolağı 

IRE1, GRP78 tarafından aktif hale getirildiğinde ER membranında benzer şekilde 

oligomerize olur. IRE1, hem serin treonin kinaz hem de bir endoribonükleaz alanı içeren 

tip I transmembran proteinidir.  IRE1 aktif hale geldikten sonra XBP1 mRNA’sından 26 

nükleotidlik bir intronu uzaklaştırarak onu transkripsiyon faktörü olan bir proteini 

üretmek üzere aktif hale getirir. Oluşturulan bu çerçeve kaydırma ekleme varyantı formu 

(splicied XBP1) sXBP1’dir.127  sXBP1 kararlı aktif bir transkripsiyon faktörüdür. sXBP1, 

ER şaperonları, heat shock protein 40 (HSP40) ailesi ve bunun bir üyesi olan p58IPK da 

dahil olmak üzere çeşitli hedeflere sahiptir. P58IPK, PERK’i bağlayarak inhibe eder, 

böylece PERK aracılı translasyonel bloğu durdurulmuş olur.  Bu noktada, UPR başarılı 

olmuşsa, ER normal işleyişine döner ve hücre hayatta kalır; bununla birlikte, stres devam 

ederse, P58IPK tarafından translasyon bloğunun hafifletilmesi, proapoptotik proteinlerin 

sentezine izin verebilir. Bunun sonucunda da ATF4’ün ve CHOP’un artışı ile apoptotik 

süreç başlatılabilir.128 IRE1-XBP1 yolağının, ER şaperonlarının ve P58IPK’nin 

indüklenmesi yoluyla hayatta kalma yanlısı etkilere sahip gibi görünmesine rağmen, 

apoptotik hücre ölümü ile sonuçlandığı gösterilmiştir.129  

Ayrıca PERK ve ATF6 aracılı yolaklar, IRE1’in aktivasyonundan önce stresi 

çözmeye çalışır. Bir kez etkinleştirildiğinde, IRE1 başlangıçta XBP1’i birleştirerek 

UPR’ye yardım eder, ancak nihayetinde P58IPK’yi indükleyerek translasyon 

inhibisyonunu hafifleterek onu sonlandırır. Bu noktada, ya hücre normal işlevine döner 

ya da stres devam ederse, IRE1, ASK1 ve JNK yolakları ile farklı bir yolaktan apoptozu 

indükler.130, 131  

2.7.1.4. CHOP Aktivasyonu 

Büyümeyi durdurma ve DNA hasarı ile indüklenebilir gen 153 (GADD153) olarak 

da bilinen CHOP, başlangıçta DNA hasarına tepki olarak tanımlanmıştır. CHOP 
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indüksiyonu muhtemelen ER stres koşullarına en duyarlı olanıdır. CHOP ekspresyonunda 

bir artışın apoptozise neden olduğu bilinmektedir. CHOP’ un dinlenme durumundaki 

hücrelerde ekspresyon seviyesi çok düşüktür. Fakat ER strsi durumlarında en yüksek 

seviyelerde indüklenebilen genler arasında yer almaktadır. ER stresi sırasında, UPR’nin 

üç yolağından da CHOP transkripsiyonu indüklenebilir. Bununla birlikte, CHOP protein 

ekspresyonunun artışını regüle etmek için UPR’nin PERK–eIF2α–ATF4 yolağı esastır. 

CHOP, transkripsiyon ve translasyon düzeyinde aktivitesini artıran inflamasyon ve 

oksidatif stres yolaklarıda mevcuttur.132   

Bu nedenle, uzun süreli stres sırasında, PERK ve IRE1 yolları CHOP üzerinde 

birleşebilir ve muhtemelen birbirlerinin etkisini artırabilir. CHOP ile indüklenen apoptoz 

mekanizmasını inceleyen çalışmalar Bcl-2, ER oksidoredüktin 1 (ERO1α) ve Tribbles ile 

ilgili protein 3 (TRB3) dahil olmak üzere çok sayıda hedef gen tanımlanmıştır. CHOP 

esas olarak gen ekspresyonunu indüklese de Bcl-2, CHOP tarafından baskılanan bir 

gendir. Bu baskılama sonrası Bax indüklenmekte ve apoptozis süreci başlatılmaktadır.133 

2.7.2. Nöronal Apoptozis 

Apoptozis veya programlanmış hücre ölümü, önemli bir doku homeostasisi olan 

ve normal organ involüsyonu, immün yanıt ve embriyogenez dâhil olmak üzere çeşitli 

biyolojik süreçlerde ortak olan fizyolojik hücre ölümünün oldukça organize ve 

düzenlenmiş bir şeklidir. Apoptozis, nekrotik hücre ölümlerinden farklı olarak morfolojik 

nükleer değişikliklerle karakterize edilebilir. Apoptoz, hücre büzülmesi, kromatin 

yoğunlaşması, DNA parçalanması, zar kabarması ve makrofajlar tarafından hızla fago-

sitoza uğrayan apoptotik cisimlerin oluşumu ile aktif, yüksek düzeyde düzenlenmiş bir 

hücre ölümü şeklidir. Nekroz tipik olarak, erken evrelerde hücre içi organellerin kromatin 

kümelenmesi, şişmesi ve sonraki evrelerde hücre organellerinin ve zarlarının 

parçalanması ile karakterize edilen fizyolojik olmayan, düzenlenmemiş hücre ölümünün 
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patolojik bir şeklidir. Özellikle, nekroz sırasında, dış hücresel membran bozulur ve hücre 

içi bileşenler, hücreler arası boşluğa salınır, bu da bir inflamatuar yanıtla sonuçlanır. 

Ayrıca kaspaz kaskadları aktive edilmez ve apoptozun morfolojik özellikleri yoktur. 

Merkezi sinir sisteminde nöronal apoptozis, nörogenezin ayrılmaz bir parçası olan 

fizyolojik bir süreçtir ve anormal apoptozis, nörodejenerasyonun patogenezinde rol 

oynar. Apoptotik kontrolün kaybının hastalık patogenezinin temelini oluşturabileceğinin 

kabul edilmesi, apoptoz düzenlemesi veya indüksiyon alanlarında çok fazla araştırmayı 

teşvik etmiştir. Hücresel apoptoz, ekstrinsik ve intrinsik sinyaller tarafından tetiklenen 

kompleks bir süreçtir. Ekstrinsik yol, ligandların bağlanması üzerine bir ölüm 

reseptörünün aktivasyonunu, proteinlerin karışması ve bir dizi protein-protein 

etkileşimleri yoluyla sinyalleşmesini içerir. İntrinsik yol mitokondriyi ve proapoptotik 

faktörlerin sitozole salınmasını ve ardından kaspazlarının aktivasyonunu içeren kompleks 

bir süreçtir.134 

Düşük seviyelerde ROS hücre sinyalleşmesine katılırken, yüksek ROS 

konsantrasyonları proteinlerin, lipidlerin ve DNA'nın oksidasyonu nedeniyle zararlıdır. 

Aynı zamanda kalıcı ROS üretimi, hücresel antioksidan savunma sistemlerini tehlikeye 

atarak oksidatif stres ve apoptoz ile sonuçlanır. ROS, mitokondriyal ve ölüm reseptörü 

yolları aracılığıyla apoptosisi başlatabilir. ROS mitokondriyal proapoptotik proteinlerin 

yeniden salınımını ve Cas-3’ün aktivasyonunu indüklediği gösterilmiştir.  Hücresel 

redoks durumunun, nöronal hücre apoptozisine aracılık etmede önemli bir rol oynadığı 

bilinmektedir.135 ROS sinyalinin sitokin kaynaklı apoptoza aracılık ettiği de 

bilinmektedir. TNF, makrofajlar tarafından üretilen proinflamatuar bir sitokindir, 

apoptozda ve nörodejeneratif bozukluklar da dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların 

patofizyolojisinde en çok çalışılan sitokindir. TNF’in reseptörüne bağlanması, ROS'un 

aracılık ettiği bildirilen NF-KB ve JNK sinyalleşme yollarını aktive eder. Bu sinyal 



 

46 

 

yolları daha sonra alt birimlerdeki proteinleri ve molekülleri aktifleştirerek kaspaz 

üyelerini harekete geçirmektedir. Hem oksidatif streste hemde inflamasyonda bu durum 

geri dönülmez apoptozis sürecinin başlatılmasına neden olacaktır.136 

Bcl-2 protein ailesinin üyeleri (Bcl-2, Bax, Bak), apoptotik hücre ölümünün 

önemli düzenleyicileridir. Mitokondriyal yolak ile apoptoziste olduğu gibi ER stresi 

sonucu CHOP tarafından indüklenen apoptoziste Bcl-2 proteini tarafından 

düzenlenmektedir. ER stresi tarafından indüklenen apoptoziste Bcl-2 proteinlerinin 

rolleri açık olmasına rağmen, ER stresinin nasıl düzenlediği daha az bilinmektedir. Bax 

ve Bak proteinleride ER stresi aracılı apoptoziste çok önemlidir. Bu proteinler 

proapoptotik faktörlerin salınımına neden olmakta ve ayrıca Ca2+ homeostasisini 

düzenlemektedirler.133  

ER stresi meydana geldiği zaman sinyal yolakları aktifleştikten sonra CHOP 

indüksüyonu ile beraber ilk olarak Bax ve Bak ER membranında konformasyonel olarak 

değişikliklere maruz kalmaktadır. Bu değişikilik sonuçta ER’den sitoplazmaya Ca2+ 

akışına yol açmaktadır. Sitozolde kalsiyum artışı ile beraber kalpainler aktive olmakta ve 

kalpainlerde prokazpaz-12’yi keserek aktive etmektedir. Aktif kaspaz 12 ise prokaspaz 

9’u aktifleştirerek böylece kaspaz kaskadları aktive olarak geri dönüşümsüz apoptozis 

süreci başlamaktadır.  İkinci olarak da sitozolde bulunan kalsiyumu mitokondrinin 

almasıdır. Mitokondriyal membranda depolarizasyon oluşarak sitokrom C salınımına yol 

açmaktadır. Sitokrom C’de kaspaz 9 aktivasyonu ile kaskadları aktive ederek apoptozisi 

başlatmaktadır.137, 138 

Apoptoziste önemli bir role sahip kaspaz ailesi ER’ye bağlantılı bir sistein proteaz 

ailesi üyesidirler. Bulundukları hücrelerde inaktif form olarak ve apoptozisin 

indüklenmesinden sonra aktif forma dönüşerek görev alırlar. Kaspazlar 12, 9, 8, 7, 6 ve 3 

şeklide türlerinin işlevleri özellikle apoptoziste ve ER stresi ile ilgili çalışmalarda da 
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gösterilmiştir. Kaspaz 12 ER stresinde apoptozisin indüklenmesinde anahtar rol oynayan 

mediatörüdür. Bu kaspazın aktivasyonu ER stres aracılı apoptozisin oluşmasına neden 

olmaktadır.137, 138 

2.8. Melatonin (MEL) 

Endokrin sistem, fizyolojik ve davranışsal süreçlerdeki günlük ve mevsimsel 

ritimleri, biyolojik işlevlerin günün veya yılın belirli bir zamanında gerçekleşmesini 

sağlayan tüm canlı organizmaların temel bir özelliğidir. Bunun en bariz örneği, birçok 

hayvanın yalnızca gün ışığı saatlerinde veya karanlık saatlerde aktif olmaları ve günün 

diğer saatlerinde aktif olmamasıdır. Hibernasyon, kürk rengi değişiklikleri ve göç gibi 

diğer ritimler de örnek olarak verilebilir. Bu ritmik mekanizmanın çalışma prensibi; 

1) Çevresel ışık ipuçlarını kaydeden ve ileten fotoreseptörler 

2) Yaklaşık 24 saatlik ritimler oluşturan ve özellikle aydınlık-karanlık döngüsü 

tarafından tam olarak 24 saate sürüklenebilen “saatler” 

3) Bu 24 saatlik döngüden sinyalleri alan ve bunları bir hormonal veya 

nörohormonal tepkiye çeviren endokrin ve nöroendokrin efektörlerdir.139 

Pineal bez, uyku uyanıklık ritimlerini, mevsimsel foknsiyonları kapsayan 

seratonin türevli MEL hormonunun üretildiği yerdir. Bu bez 3. ventrikülün arka üst 

bölgesinden gelişir ve pineal sapı ile bu bölgeye bağlı kalmaktadır. Çok küçük yapısı 

olmasına rağmen oldukça fazla kan alan pineal bezin venöz dolaşımı internal cerebral 

venler tarafından sağlanır. Pineal bezin hormon salgısı yapan ana hücreleri pinelosit 

hücreleridir. Bu hücreler çok fazla miktarda sinaptik cisimcik taşımaktadır. 

Pinelositlerden salgılanan MEL hormonu sistemik kan dolaşımına veya serebrospinal 

dolaşıma salgılanarak etkisini göstermektedir.140 MEL, başlangıçta kurbağa ve balık 

melanositleri üzerinde etkili olan bir cilt aydınlatıcı molekül olarak keşfedilmiştir.44 Daha 

sonra, MEL’in tüm omurgalılarda mevcut olduğu, pineal bez tarafından ritmik olarak 
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salgılandığı, sirkadiyen ve mevsimsel ritimlerin düzenlenmesinde rol oynadığı 

bildirilmiştir.45 MEL’in birçok omurgalı dokusunda sentezlendiği ve bakterilerden, 

protozoalardan bitkilere, mantarlardan ve omurgasızlara kadar hemen hemen her yerde 

bulunduğu bilinmektedir.46  

Pineal bezde MEL sentezi, karanlık bilgisi retinadaki fotoreseptörler tarafından 

algılanıp retinohipotalamik yolla hipotalamusta bulunan supraşiyazmatik çekirdeğe 

iletilir. Burada oluşan impluslar paraventriküler çekirdeğe geçtikten sonra medial ön 

beyin sapı ile retiküler formasyonda birleşerek omurilikte ki intermediolateral çekirdeğe 

gelir. Sempatik sistemin etkisi ile süperior servikal gangliyona implus geçer. Buradan da 

son olarak sempatik sinirler ile implus pineal beze bilgi ulaştırır. Sempatik sinirler 

pinelosit hücrelerinin terminallerinde ritmik olarak değişen ışığa göre norepinefrin 

salgılarlar. Daha sonra norepinefrin beta adrenarjik reseptörleri vasıtasıyla siklik 

nükleotid sistemini uyarır. MEL sentezi için gerekli aminasitlerden olan triptofan, pineal 

bez tarafından plazmadan alınır ve pinelositlerde hidroksilllenerek 5-hidroksitriptofanı 

oluşturur. 5- hidroksitriptofan, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi ile karboksil 

grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamine yani seratonine dönüştürür. Seratonin kan 

beyin bariyerini geçemediği için N-asetiltransferaz enzimi aracılığıyla N-asetilseratonine 

dönüştürülür. N-asetilseratonine hidroksiindol-o-metiltransferaz enzimi aracılığı ile N- 

asetil-5-metoksitriptamine (Şekil 2.7.140) yani MEL’e dönüştürülür.141 Sempatik sistem 

aktivasyonu ile artan norepinefrin beta adrenerjik reseptörler aracılığı ile cAMP’yi 

indükler buda N asetil transferaz enzim aktivitesinde artışa neden olarak seratoninin 

MEL’e dönüşünü arttırmaktadır. Işık uyarısı oluştuğunda bu ipmluslar ortadan kalktığı 

için sempatik sistem baskılanmakta ve N asetil transferaz enzimi ile MEL düzeyi hızla 

azalmaktadır. 139-141 
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     Şekil 2.7. Melatoninin kimyasal yapısı 

 MEL fonksiyonlarını yerine getirebilmeleri için hücrelerde bulunan kendilerine 

özgü MT1 ve MT2 reseptörlerine bağlanmaları gerekmektedir.142 Hedef hücredeki 

spesifik reseptörlerine yüksek affinite ile bağlanan MEL, G protein ilişkili reseptörleri ve 

adenilat siklaz ile hücreiçi sinyal yolaklarını aktive etmektedir. Bu reseptörler 

hipotalamusun supraşiyazmatik nükleusunda çok fazla bulunur. Hipokampus, retina ve 

çeşitli beyin bölgelerinde de bulunmaktadır. Bu reseptörler merkezi sinir sisteminin yanı 

sıra kan damarları, böbrek, mide ve bağırsak sistemi gibi tüm perifer dokularda 

bulunmaktadır. 142, 143 MEL normal konsantrasyonlarda hücredeki reseptörlerine 

bağlanarak etkilerini gösterebilirken, daha yüksek seviyelerde MEL direk olarak hedefleri 

üzerinden etki gösterebilir. Hücre içerisinde önemli sinyal yolaklarından biri olan 

kalmodulin yolağı, MEL’in direkt hedeflerinden bir tanesidir. Bu şekilde MEL hücre 

içerisinde çok hızlı bir şekilde çekirdekte transkripsiyonel faktörleri 

aktifleştirebilmektedir.144  

 MEL’in hormonal etkisi, reseptörleri ile etkileşimi sonrası ortaya çıkan etkilerdir. 

Bu etkiler antioksidatif etki, cAMP/PKA/CREB ve cGMP’de azalma, protein kinaz C 

(PKC), diaçilgliserol (DAG), inositol 3 fosfat (IP3) aktivitelerinde artma, potasyum ve 

kalsiyum kanallarının düzenlenmesidir. Bu hedefler genellikle hücre içi MEL sinyal 
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yolağına bağlı hormonal etki şekilleridir.145 MEL’in diğer etkisi ise sirkadiyen ritmin 

düzenlemesidir. İnsanlarda sirkadiyen ritmi düzenleyen en güçlü etkisine sahiptir. Bu 

etkisi ise supraşiyazmatik nükleus ve perifer dokulardaki; yağ-kas dokusu, pankreatik 

beta hücreleri gibi clock genlerle ilişkisidir.146 MEL’in diğer önemli etksi ise mevsimsel 

ritimleri düzenlemesidir. Gece ve gündüz değişimlerine bağlı olarak yaz ve kış aylarında 

farklı ritimler görülebilmektedir. Mevsimsel senkranizasyon değişimlerinde pituiter pars 

tubelaris üzerindeki etkileri ile mevsimsel etki göstermektedir. MEL bu etkisi ile enerji 

metabolizması, üreme, termogenezis, büyüme ve gelişme, immün cevap ve vücut ağırlığı 

gibi mevsimsel olayları kontrol edebilmektedir.145, 146 

Son yıllarda hem hayvanlarda hem de insanlarda yapılan morfolojik, 

biyokimyasal ve moleküler çalışmalar, vücudumuzdaki hücre ve dokularda dejeneratif 

değişikliklerin gelişmesinde oksidatif stresin birincil rol oynadığını göstermiştir. En 

yüksek derecede oksidatif hasar genellikle beyin, kalp ve iskelet kası gibi organlarda 

meydana gelmektedir. MEL düşük dozlarda antioksidatif etki gösterirken yüksek 

dozlarda, doza bağımlı olarak prooksidan etki gösterebilmektedir. MEL serbest 

radikalleri pirol halkalarından tutarak bunlarla etkileşerek aktivitelerini azaltmaktadır. 

Ayrıca antioksidanların yapımını indükleyerek etkisini göstermektedir. MEL’in hücrede 

oluşan tüm serbest radikalleri tutma ve süperoksit süpürücü özelliği vardır. Böylece 

antioksidanları kodlayan genlerin ekspresyonunda artış gözlemlenirken serbest 

radikallerin artmasına neden olan genler ise baskılanmaktadır. MEL gibi metabolitleride 

oksidatif strese karşı oldukça koruyucu etkilere sahiptir. Aynı zamanda DNA hasarı 

sonucu gelişen 8-OHdG, MEL tarafından engellenmektedir. Oksidatif hasar sonucu 

gelişen ve hücrelerde serbest radikaller birikmesi soucu oluşan lipit peroksidasyonu hücre 

membranlarında bozulmalara neden olmaktadır. Hasar sonucu hücrelerde sinyal iletimi 

ve sinyal yolaklarının aktivasyonları etkilenmekte ve çeşitli metabolik fonksiyonlar 
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etkisiz hale gelmektedir. MEL bu lipit peroksidasyonunu engelleyerek hücre hasarını en 

aza indirmektedir. MEL aynı zamanda nitrojenlerin neden olduğu radikalleride etkisiz 

hale getirerek oluşan nitrik oksidi engellemektedir.147-149 

İnflamasyon doku hasarına karşı immun sistemin birçok sinyal yolağı ile verdiği 

cevaptır. Yapılan birçok çalışmada MEL inflamatuar sitokinleri baskıladığı bildirilmiştir. 

MEL aynı zamanda antiinflamatuar sitokin ekspresyonunu arttırırken, proinflamatuar 

sitokin gen ekspresyonlarınıda baskılamaktadır. Bu yüzden hücrelerde aşırı 

inflamasyonun gözükmesi engellenmiş olur ve bunun zararlı etkilerinden hücreyi 

korur.150, 151 MEL ve metabolitleri TNF-α ve IL-1β, IL-8 gibi proinflamatuar sitokinleri 

doğrudan baskılamaktadır.152 MEL antinflamatuar etkilerini NF-kB’nin DNA’ya 

bağlanmasını engelleyerek, siklooksijenazı ve NOS gen ekspresyonunu baskılayarak 

göstermektedir.151, 153 

 ER, lipid metabolizmasını, kalsiyum depolarını ve proteostazisi kontrol ederek bir 

dizi hücresel fonksiyona katılan dinamik bir organeldir. Stresli durumlarda, katlanmamış 

protein miktarı artar ve UPR aktivasyonu ile hücreleri stresten korumaya çalışır ve 

hücresel homeostasisin yeniden kurulmasına katkıda bulunur. ER stresörleri, duruma 

bağlı olarak, hücrenin hayatta kalmasını veya ölümünü indükleyen apoptozisi veya 

otofajiyi modüle edebilir. Oksidatif stres UPR aktivasyonuna katkıda bulunmaktadır. 

MEL antioksidan özelliklerinden dolayı, UPR yanıtını da modüle edebilmektedir. Bu 

şekilde ER stresi üzerinde de koruyucu etkili olduğu gösterilmiştir. MEL, ER stresi 

koşullarında artan şaperonların üzerine (GRP78, CHOP vb.) etkisi ile bu sinyal 

yolaklarının düzenlenmesi yoluyla apoptozis üzerinede dolaylı olarak etkili olduğu 

bilinmektedir. Oksidatif stres, inflamasyon ve ER stresinin bağlantıları sonucu apoptozis 

mediatörleri üzerine (Bcl-2, Bax ve Cas-3 vb.) MEL güçlü koruyucu etkilerinin olduğu 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.154-157 
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3. MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmanın tüm deneysel uygulamaları ve aşamaları Atatürk Üniversitesi Tıbbi 

Deneysel Araştırma ve Uygulama Merkezi ile Atatürk Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Fizyoloji Anabilim Dalı, Patoloji Anabilim Dalı ve Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim 

Dalı Laboratuvarları’nda gerçekleştirildi. Ayrıca lokomotor aktivite ölçümleri Atatürk 

Üniversitesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı Laboratuvarında yapıldı. Bu çalışma, 

Atatürk Üniversitesi Rektörlüğü Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 18.03.2020 

tarih ve 36643897-000-E.2000086593 sayılı yazısında belirtilen Etik Kurul Raporunun 

41 No’lu kararı ile sözkonusu doktora tez çalışmasının yürütülmesinin, etik kurallarına 

uygun olduğuna, mevcut oy birliği ile karar verilmiştir. 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Doktora tez çalışması kapsamında ticari olarak alınan kimyasal maddeler ve 

çözücüler analitik saflıkta olup Tablo 3.1’de verilmiştir. 

Akrilamid ≥ 99% saflıkta Sigma-Aldrich’ten alınarak deneysel çalışmada 

nörotoksisitenin oluşmasında kullanıldı. MEL ≥ 99% saflıkta Alfa Aesar’den alınarak 

oluşan toksisiteye karşı koruyucu madde olarak verildi. Fosfat buffer (Sigma) pH 7.4 

seviyelerinde standart bir şekilde doku homojenizasyonunda dokuların sulandırılmasında 

tampon olarak kullanıldı. Sevofluran (Sevorane %100 sıvı, Abbvie Laboratories, 

İstanbul, Türkiye) ise deneysel çalışmanın sonunda ratların beyin dokularının alınması 

için anestezi edilmesinde yararlanıldı. Ethanol, DEPC Treated Water, Isoamyl Alcohol, 

Trizol ve Kloroform Real Time PCR analizlerinde kullanıldı. Ayrıca biyokimyasal 

analizler için alınan kitler ise; tüm ELİSA kitleri SunRed Biyoteknoloji rat uyumlu olarak 

alındı. PCR analizleri için ise Applied ve Qiagen kitleri alınarak çalışıldı. Kullanılan 

antibody’ler Abcam’den alınarak incelemeler yapıldı. 
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     Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasallar ve çözücüler 

Kimyasalın Adı Menşei Kimyasalın Adı Menşei 

Akrilamid Sigma DEPC Treated Water İnvitrogen 

Melatonin Alfa Aesar Isoamyl Alcohol Merck 

Fosfat buffer Sigma Trizol Omegabiotek 

Ethanol ISOLAB Kloroform Merck 

 

 3.2. Deney Hayvanları ve Gruplarının Oluşturulması 

Deney hayvanları Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Araştırma Merkezi’nden 

temin edildi. Ratlar, çalışma zamanına kadar yaklaşık olarak 250C‘lik oda sıcaklığında, 

12 saat aydınlık-karanlık döngüsü ayarlanabilen ve havalandırması mevcut bir ortamda 

muhafaza edilerek ad-libitum olarak beslendi. Kısacası tüm hayvanlar standart bakım ve 

besleme şartlarında kafeslerde tutuldu. Her bir grupta 10 erkek rat kullanıldı ve 5 deney 

grubu oluşturuldu. Toplamda 220-250 g ağırlığında 12 haftalık yetişkin Sprague Dawley 

cinsi 50 adet erkek rat kullanıldı. Deneysel gruplara, ACR (50 mg/kg75, 158, 159, 

intraperitoneal (i.p.), 14 gün) ve MEL’in iki farklı dozu (10 ve 20 mg/kg, i.p, 14 gün )160, 

161 uygulandı. Deney grupları aşağıdaki gibi oluşturuldu; 

      Tablo 3.2. Deney grupları ve gruplardaki hayvan sayıları 

    Grup Sayısı Grup İsimleri           Hayvan Sayıları 

       Grup 1 Kontrol 
                     10 

       Grup 2 ACR50 
                     10 

       Grup 3 MEL10 + ACR 
        10 

       Grup 4 MEL20 + ACR  
        10 

       Grup 5 MEL20          10 
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3.3. Deney Gruplarında ACR ve MEL Uygulaması 

Grup 1’e 14 gün boyunca i.p. 1 ml salin ve Grup 2’ye 14 gün boyunca ACR (50 

mg/kg, i.p.) uygulanadı. Grup 3 ve 4’e 14 gün boyunca sırasıyla 10 ve 20 mg/kg dozunda 

i.p. MEL uygulandı ve her MEL uygulamasından 1 saat sonra ACR (50 mg/kg, i.p.) 

enjekte edildi. Grup 5’e ise 14 gün boyunca 20 mg/kg dozunda i.p. MEL uygulaması 

yapıldı. Deneysel uygulamalar sonunda ratların canlı ağırlık tartımları yapıldı ve tüm 

ratlar hafif sevofluran anestezisi (Sevorane %100 sıvı, Abbvie Laboratories, İstanbul, 

Türkiye) altında dekapite edildikten sonra beyin dokuları alındı. Beyin dokularının 

tartımından sonra her bir gruptan 5 ratın beyni histopatolojik, immunhistokimyasal ve 

immunfloresan incelemeler için serum fizyolojik ile yıkamayı takiben hemen formaldehit 

içine alındı. Diğer 5 adet ratın beyin dokuları ise serum fizyolojik ile yıkamayı takiben - 

20°C’de biyokimyasal ve moleküler analizler yapılana dek muhafaza edildi.  

3.4. Lokomotor Aktivite Testi 

Ratlar, ACR ve MEL’in son enjeksiyonları yapıldıktan sonra 24 saat boyunca 

ortama alışmaları için LMA testi yapılacak laboratuvarda bekletildiler. LMA, kenarları 

üzerinde kızılötesi (IR) ışık kaynağı ve alıcıları içeren bir kafes sistemidir. Deney 

hayvanlarına LMA testi ölçümü için 42x42x42 cm3 pleksiglas kafesler kullanıldı. Şekil 

3.1’de162 de görüldüğü gibi saydam kafesler IR ışığı geçiren ve kafesin etrafında kızıl 

ötesi alıcılarından oluşan, bilgisayara bağlı veri kayıt sistemine dayanan bir mekanizmaya 

sahiptir. Her bir rat kafese yerleştirildiğinde karşılıklı olarak yerleştirilmiş IR sensörleri 

rat hareket ettiğinde ışk iletiminin kesilmesi sonucu alıcılar bilgisayara bağlı kaydedici 

tarafından kaydedilir.  Bu sistem sayesinde ratların ambulatuvar, horizontal ve vertikal 

hareketleri kaydedilir. Horizontal hareket, ratın olduğu yerde yaptığı harekettir. Vertikal 

hareket ise dikilme hareketidir. Ambulatuvar hareket ise ratın dikilme yapmadan kafes 

içinde yaptığı her türlü gezinme, yer değiştirme hareketidir. 88, 162 
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      Şekil 3.1. Lokomotor aktivite ölçüm cihazı 

 Vertikal ve horizontal hareketler ratların stereotipik hareketleri ve agresivitesi gibi 

davranışsal hareketleri hakkında önemli sonuçlar verir. Yapılan bu çalışmada stereotipik, 

ambulatuvar, horizontal, vertikal ve distance aktiviteleri ölçüldü. Ratların enjensiyonları 

bitikten sonra her rat kafesin ortasına yerleştirildi ve 10 dk süre ile tüm parametrelerin 

kayıtları alındı. Kayıt alınırken test süresi boyunca sessizlik sağlandı. Her bir rat 

ölçümünden sonra kafeslerde diğer ratların bıraktıkları kokuları engellemek için % 30’luk 

etanol ile temizlendi. Bu şekilde çalışmada ratların LMA aktivitelerinde artma veya 

azalmalar tespit edildi.88, 162 

3.5. Biyokimyasal Analizler 

-20oC’ de muhafaza edilen beyin dokularından analiz gününde 100 mg kadar 

örnek alınarak kapaklı tüplere alındı ve Fosfat tampon (PBS) ile 1/20 oranında 

sulandırılarak Magna Lyser (Roche) homojenizatör ile 90 saniye 6000 devirde 

homojenize edildi. Homojenizasyon işlemi tamamlandıktan sonra homojenatlar 10000 

rmp’de 15 dk santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonucunda elde edilen süpernatantlar 

ependorf tüplerine alındı ve biyokimyasal analizlerde kullanıldı.   
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Beyin dokusu süpernatantlarında oksidatif stres belirteçlerinden MDA, SOD, 

GPx, GSH ve KAT parametreleri, inflamasyon belirteçlerinden TNF-α, IL-6, IL-1beta ve 

nNOS parametreleri ve beynin sinirsel aktivitelerinde birçok önemli foksiyonlara sahip 

olan AChE ve MAO parametreleri spesifik çift antikor sandiviç rat uyumlu ticari ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) kitleri (Sunred Biological Tecnology, Shangai, 

China) ile üretici firmanın protokolüne göre analiz edildi. Pleytlerin okumaları BioTek 

ELISA reader’da EPOCH II programında 450nm’de yapıldı. Sonuçlar değerlendirilerek 

gruplar arasında farklar tespit edildi. Yapılan ELISA çalışmasının porotokolü;  

• Çalışmaya başlamadan önce ELİSA kitleri +2/80C sıcaklıktan 30 dk boyunca oda 

ısısında bekletildi. Sonra standartlar hazırlandı.  

• Standarların hazırlanması: Standartlar beş ayrı ependorf tüpte yapıldı.   

Standart 5: 120 μl orjinal standart + 120 μl standart diluent  

Standart 4: 120 μl standart 5’ten alınır + 120 μl standart diluent 

Standart 3: 120 μl standart 4’ten alınır + 120 μl standart diluent 

Standart 2: 120 μl standart 3’ten alınır + 120 μl standart diluent 

Standart 1: 120 μl standart 2’den alınır + 120 μl standart diluent eklenerek spesifik 

monoklonal antibadi ile kaplı pleyt kuyucuklarına standartlar 50 μl sırasıyla 

eklendi.  

• Pleytteki bir test kuyucuk blank olarak seçildi. Blank kuyucuğuna örnek, HRP ve 

her parametrenin antikoru (IL-6 antikoru vb.) eklenmez sadece kromojen A-B ve 

stop solüsyonu eklenir.  

• Kitte bulunan Streptavidin-HRP, 50 μl pleytte tüm test kuyucuklarına eklendi. 

Standartlar zaten biotin içerdiğinden dolayı HRP standart kuyucuklarına 

eklenmez.  

• Tüm test kuyucuklarına örnekler 40 μl ve biotin antibody 10 μl eklendikten sonra 
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seal membran ile playt kapatılarak 37 0C’de 60 dk inkübe edildi.  

• 30x konsantre olan yıkama solüsyonu 30 kat sulandırılarak hazırlandı.  

• Bir saat sonunda membran yavaşça kaldırıldı ve playt ters çevrilerek döküldü 

üzerine yıkama solüsyonu tüm kuyucuklara eklendi. 

• Mikroplate washer ile yıkama yapıldıktan sonra kromojen A ve B sırasıyla tüm 

test kuyucuklarına 50 μl eklendi ve 37 C’de 10 dk karanlıkta inkübe edildi.  

• Süre sonunda tüm test kuyucuklarına stop solüsyonu eklenerek reaksiyon 

durduruldu.  

• Pleyt BioTek ELISA okuyucu cihazında EPOCH II programında 450nm dalga 

boyunda okuması yapıldı.  

• Elde edilen sonuçların standart eğri doğrusal regresyon denkleminde hesaplandı 

ve her örneğin konsantrasyonları hesaplanarak gruplar arasında değerlendirmeler 

yapıldı. 

3.6. Gen Ekspresyonlarının Belirlenmesi (Real Time PCR)  

PCR yöntemi DNA zincirinin belirli bir bölgesini veya tamamını çoğaltmak için 

kullanılan bir yöntemdir. PCR çoğaltma yönteminde primer adı verilen spesifik ekzon 

bölgelerinden seçilen oligonükleotitler kullanılır. Bu primerler DNA üzerinde bulunan 

hedeflerine bağlanarak çoğalırlar. PCR yönteminde her bir döngüde 2n katı kadar DNA 

kopyası elde edilir. Bu şekilde kısa bir sürede milyonlarca spesifik DNA bölgesi 

ekspresyonu elde edilir. RNA molekülünün PCR’da çoğaltılabilmesi için reverse 

transkriptaz enzimi tarafından koplamenter DNA (cDNA) elde edilmesi gerekir. Daha 

sonra bu cDNA normal PCR yöntemi ile çoğaltma işlemi yapılır. Yapılan bu çalışmada 

belirlenen gen bölgelerinin ekspresyon seviyelerinin miktarının ölçümü için önce total 

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve son olarak PCR yöntemi ile çoğaltma işlemi yapıldı.  
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3.6.1. Total RNA İzolasyonu  

Belirlediğimiz dozlarda ACR ve MEL uygulmasının ardından alınan beyin 

dokularında ER stres parametreleri olan GRP78, ATF4, ATF6, sXBP-1 ve CHOP ayrıca 

apoptozis belirteçlerinden Bax, Bcl-2 ve Cas-3 genlerinin ve housekeeping gen olarakta 

GAPDH mRNA ekspersyon seviyeleri Real time PCR yöntemi ile belirlenerek gruplar 

arasında değerlendirme yapıldı. Belirlenen genlerin seviyelerini ölçmek için önce total 

RNA izolasyonu yapıldı. Total RNA’lar Omega RNA-Solv Reagent (BIO-TEK, LOT: 

R6830118886-33, USA) kiti kullanılarak üretici firmanın prosedürüne göre yapıldı. 

• Ratlardan alınan beyin dokularından küçük kesitler alınarak ependorf tüplerine 

konuldu.  

• Üzerine 1 ml trizol eklendi ve 5 dk beklendi. Magna lyser homojenizatör cihazı 

ile 6000 devirde 90 saniye kadar parçalandı. 

• Tüm tüpler temiz ependorflara aktarılarak 15000 rpm’de 15 dk ve +40C’de 

santrifüj edilerek süpernatant kısmı alındı.  

• Alınan süpernatant üzerine 500 μl izomil alkol eklenerek 10 sn vortekslendi ve 10 

dk oda sıcaklığında beklemeye bırakıldı.  

• Daha sonra 12000 devirde 10 dk +40C’de santrifüj yapıldı.  

• Bu şekilde tüm RNA’lar tüpün dip kısımlarına çökmüş oldu. Süpernatant 

kısımları atıldı.  

• % 70’lik etanol hazırlandı ve dipte çökmüş olan RNA üzerine 1 ml eklenerek hafif 

vortekslendi.  

• 7500 devirde 10 dk +40C’de santrifüj yaptıktan sonra üzerindeki sıvı kısım 

döküldü ve önceden ayarlanmış olan +370C’lik etüvde kurumaya bırakıldı.  

• Sonra üzerine 100 μl DEPC Treated Water ekleyerek pipetleme yapıldıktan sonra 

elde edilen RNA’nın saflığı ve miktarı spektrometrede 260-280 nm absobans 
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ölçümleri belirlendi. Yaklaşık olarak elde edilen RNA konsatrasyonları 2 ng/μL 

olarak ölçüldü.  

 3.6.2. cDNA Sentezi  

Elde edilen total RNA’dan cDNA elde etmek için High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanıldı. Tek zincirli RNA’dan cDNA elde 

edebilmek için Reverse Transkiriptaz enzimi kullanılarak toplam 20 μl’lik bir reaksiyon 

hazırlandı. cDNA sentezi için her bir örnek hazırlanmasında revers transkriptaz enzimi, 

dNTP ve Template RNA reaksiyon karışımı Tablo 3.3’te belirtildiği gibi oluşturuldu.  

         Tablo 3.3. cDNA reaksiyon hazırlanışı 

Reaksiyon Hacim (μl) 

10X RT Buffer 2.0 

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 

10X RT Random Primers 2.0 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0 

Nuclease-free H2O 4.2 

Template RNA 10 

 

 Daha sonra cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyonlar PCR da Tablo 3.4’te 

belirlenen süre ve sıcaklıklara göre yapıldı. Elde edilen cDNA konsantrasyonları 

ölçülerek Real Time PCR ile rölatif kantitasyon analizleri yapılana kadar -200C’de 

saklandı.  

          Tablo 3.4. cDNA reaksiyonu için PCR süre ve basamakları 

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4 

25 0C 37 0C 85 0C 4 0C 

10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 



 

60 

 

 3.6.3. SYBR Green Master Mix Reaksiyon Hazırlama 

İlgili genlerin mRNA tanskript seviyelerinin Real Time PCR ile ölçülebilmesi için 

gerekli primerler https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ilgili linkindeki 

Primer Dizayn programı ile Tablo 3.5’te belirtildiği gibi tasarlandı.  

Tablo 3.5. Primer sekansları 

GEN Sekans (5' 3') Baz Uzunluğu Katalog No 

GRP78 
F: CGCCTGACCCCTGAAGAAAT 

R: TGGCTTTCCAGCCATTCGAT 
230 S63521.1 

ATF4 
F: TATCTGGAGGTGGCCAAGCA  

R: CTCCAACATCCAATCTGTCC 
147 NM_024403.2 

ATF6 
F: TCCTCATGGACCAGGTGAAGAC 

R: AGTCCAACTCCTCAGGAACG 
305 XM_017598829.1 

sXBP1 
F: GCTGCGGAGGAAACTGAAAAA 

R: CACGTAGTCTGAGTGCTGCG 
299 NM_001004210.2 

CHOP 
F: TGTTGAAGATGAGCGGGTGG 

R: CCGGTTTCTGCTTTCAGGTG 
117 NM_001109986.1 

Bax 
F: ACACCTGAGCTGACCTTGGA 

R: AGTTCATCGCCAATTCGCCT 
115 NM_016993.1 

Bcl-2 
F: CTGGTGGACAACATCGCTCT 

R: GCATGCTGGGGCCATATAGT 
115 NM_016993.1 

Cas3 
F: GGAGCTTGGAACGCGAAGAA 

R: ACACAAGCCCATTTCAGGGT 
169 NM_012922.2 

GAPDH 
F: AGTGCCAGCCTCGTCTCATA 

R: GATGGTGATGGGTTTCCCGT 
248 NM_017008.4 

 

Syber green master mix, cDNA, primerler ve nüklear free water -200C’den alınıp 

oda sıcaklığında çözdürüldü. Sonra master mix reaksiyonları hazırlamak için Syber Green 

2X Rox Dye Master Mix (Qiagen) protokolüne göre her bir reaksiyon için 10 μl SYBR 

green master mix, 1.5 μl forward ve reserve primerler, RNAse free water 5 μl ve cDNA 

ise 2 μl eklenerek SYBR green master mix hazırlandı. Total karışım hacmi 20 μl olarak 

hazırlandı. Tüm bu aşamalar soğuk blok üzerinde yapıldı. Hazırladıktan sonra Real Time 

PCR cihazında; 950C’de 15 dk (1 cycle), sırasıyla 940C’de 15 sn, 600C’de 20 sn, 720C’de 

20 sn (40 cycle) ve en son olarak ta +4 0C’de +∞  şeklinde ayarlanarak ekspresyon 

seviyeleri belirlendi. Elde edilen Ct/Cq değeleri 2 üzeri eksi delta delta Ct (2-ΔΔCT) 

metoduna uygun olarak hesaplanarak ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri hesaplandı.163 
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3.7. Histopatolojik İncelemeler 

Değerlendirme sonunda ratlardan alınan beyin doku örnekleri %10’luk formalin 

solüsyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip işlemleri sonucu parafin bloklara 

gömüldü. Her bloktan 4 m kalınlığında kesitler alındı. Histopatolojik incelemeler için 

hazırlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile boyanıp ışık mikroskobu altında 

incelendi (Olympus BX 51, Japonya). Kesitler histopatolojik özelliklerine göre yok (-), 

hafif (+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak değerlendirildi. 

3.8. İmmunohistokimyasal İncelemeler 

İmmunperoksidaz inceleme amacıyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alınan tüm 

kesitler, ksilol ve alkol serilerinden geçirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra 

distile suda 5 dk yıkandı. Fosfat buffer solüsyonu (PBS, pH 7.2) ile 5dk yıkanıp, % 3’lük 

H2O2’ de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. Dokular PBS de 5-10 dk 

yıkandıktan sonra, nonspesifik zemin boyanmasını önlemek için tüm primer ve sekonder 

antikorlarla uyumlu olan Protein blok ile 5 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 

doku kesitleri üzerinde kalan blok solüsyonunun fazlası döküldükten sonra yıkanma 

yapılmadan primer antikor (8-OHdG, Kat No: sc-66036, Sulandırma Oranı; 1/100 US) 

damlatıldı ve 370C’ de 1 saat bekletildi. Kesitler PBS ile 2 kez 5’er dk yıkanıp, biotinize 

sekonder antikor ile oda sıcaklığında 10-30 dk. inkübe edildi. PBS ile tekrar yıkanan 

kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dk. bekletildikten sonra PBS ile aynı şekilde 

yıkandı. Yıkama işleminden sonra kesitlere 3-3’ Diaminobenzidine (DAB) kromojen, 

damlatılarak kromojeni almasına göre 5-10 dk. bekletildi. Kesitler zemin boyanması için 

Mayer’s hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra musluk suyunda yıkandı. Daha sonra 

alkol ve ksilol serilerinden geçirilerek lamelle kapatıldı ve ışık mikroskobu (OLYMPUS 

BX51 Japonya) ile inceleme yapıldı. Kesitler immunpozitifliklerine göre yok (-), hafif 

(+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak değerlendirildi. 
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3.9. İmmunfloresans İncelemeler 

Polilizinli lamlar üzerine 5 µm kalınlığında alınan kesitler deparafinizasyon ve 

dehidrasyon işlemlerinin ardından sonra PBS ile yıkama uygulandı. Endojen peroksidaz 

aktivitesini bloke etmek amacıyla %3 lük hidrojen peroksit solüsyonunda 10 dk. süreyle 

bekletildi. Kesitler çekirdekteki antijen maskelenmesini önlemek amacıyla antijen 

retrival (sitrat buffer, ph 6) solüsyonu içerisinde, 5’er dk. süreyle 4 kez mikrodalga fırında 

ısıya maruz bırakıldıktan sonra mikrodalga fırınından çıkarıldı ve oda sıcaklığında 

soğumaya bırakıldı. Solüsyondan çıkarmadan dışarıda soğuduktan sonra süre sonunda 

PBS ile yıkandı. Protein blok damlatıldı. Daha sonra dokuların üzerine primer antikor 

(GFAP, Kat No: sc-33673 Dilüent Oran: 1/200) damlatılarak antikor prospektüsünde 

tavsiye edilen süre kadar nemlendirilmiş kabin içerisinde inkübe edildi ve sonrasında PBS 

ile yıkandı. İmmunfloresans sekonder antikor (FITC Cat No: ab6717 Dilüent Oranı: 

1/1000) preparatların üzerine damlatıldı ve karanlık ortamda 45 dk. bekletildi. Daha sonra 

DNA işaretliyici DAPI ( Kat No: D 1306, Sulandırma Oranı:1/200 UK) damlatıldı ve 

karanlık ortamda 5 dk bekletildikten sonra PBS ile yıkandı. Ardından 9 kısım distile su 

ve 1 kısım oranında gliserol karışımı dokular üzerine damlatılarak, lamel ile kapatılıp 

floresans ataçmanlı mikroskopta incelendi (Zeıss AXIO). Kesitler immunpozitifliklerine 

göre yok (-), hafif (+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak değerlendirildi. 

3.10. İstatiksel Analiz 

Bu araştırma sonunda elde edilen kantitatif değerler GraphPad Prism 8.0.1 

istatistik veri programında ikiden fazla bağımsız grupların istatistiksel analizinde 

kullanılan one-way ANOVA sonrası Tukey testi uygulanarak değerlendirildi. Alfa değeri 

P<0.05 ise anlamlı kabul edildi. 

 

 



 

63 

 

4. BULGULAR 

4.1. Vücut ve Beyin Ağırlıkları Üzerine ACR ve MEL Uygulamalarının 

Etkileri  

ACR ile indüklenen nörotoksisite modelinde MEL’in olası protektif etkilerini 

araştırdığımız bu çalışmada, gruplar arasında vücut ve beyin ağırlıkları değerlendirildi. 

Deneme öncesi gruplar arasındaki ratların ağırlıklarında herhangi bir farklılık gözlenmedi 

(p>0.05). Deneysel çalışma sonunda, ACR ve MEL10+ACR gruplarındaki ratların 

ortalama canlı ağırlıklarının diğer gruplara göre önemli düzeyde azaldığı görüldü 

(p<0.05). MEL20 +ACR ve MEL 20 gruplarında ratların ortalama canlı ağırlıklarının 

kontrole göre farklılık arz etmediği saptandı (p>0.05). Ratların ortalama beyin 

ağırlıklarının deney grupları arasında farklılık göstermediği tespit edildi (p>0.05).   Tablo 

4.1’de gruplar arasında ratların vücut ve beyin ağırlıkları standart sapmaları ile birlikte 

gösterilmiştir.  

Tablo 4.1. Deneysel gruplarda ratların vücut ve beyin ağırlıkları (n=10) 

Aynı satırdaki gruplar arasında farklı harflerle ifade edilen değerler arasında istatistiksel olarak 

farklılıklar bulunmaktadır.  (a-b: p<0.05; n=10) 

 

 

4.2. Lokomotor Aktivite Üzerine ACR ve MEL Uygulamalarının Etkileri 

 Deneysel çalışmalarda gözlemlenen stresin, beyin işlevi üzerinde güçlü bir etkiye 

sahip olmakta ve hem kısa hem de uzun vadeli davranış değişikliklerine yol açmaktadır. 

ACR’nin neden olduğu nörotoksisitede ratların hareket ve davranışlarında önemli 

değişimler gözlemlendi. Lokomotor aktivite testi sonuçları Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

Parametreler Kontrol ACR MEL10+ACR MEL20+ACR MEL20 

Başlangıç 

Vücut Ağırlığı 

(g) 

214,25±12,08a 216,03±9,93a 215,25±9,60a 216,02±9,53a 214,50±11,19a 

Son Vücut 

Ağırlığı (g) 
255,12±9,40a 192,75±14,33b 195,37±14,91b 240,12±11,65a 254,25±10,05a 

Beyin Ağırlığı 

(g) 
1,8295±0,024a 1,8067±0,050a 1,8055±0,048a 1,802±0,042a 1,8331±0,052a 
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Test için stereotipik, ambulatory, distance, horizontal ve vertikal hareketler 

değerlendirmeye alındı. Yapılan bu çalışmada ACR toksisitesinde oluşan lokomotor 

aktivite bozuklukları bu hareket tiplerinde kontrole göre azalmalar meydana geldi.  

Deney grupları arasında yapılan karşılaştırmalar kontrol grubuna göre yapılıp 

değerlendirildi. Deneysel süre boyunca ACR ve MEL uygulamalarının sonucunda Şekil 

4.1. A’da gösterildiği gibi stereotipik hareketlerde Kontrol grubuna göre kıyaslandığında, 

ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.01) gruplarında önemli derecede azaldığı ve bu 

azalma istatistiksel bağlamda anlamlı bulundu. Fakat kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında MEL20+ACR ve MEL20 grupları arasında sterotipik hareketlerde 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde farkın olmadığı tespit edildi (p>0.05, n=10). 

MEL20+ACR ve MEL20 grupları, ACR toksisite grubu ile kıyaslandığında stereotipik 

hareketlerde görülen artışın istatistiksel olarak önemli düzeyde olduğu belirlendi 

(p<0.0001). MEL10+ACR ve MEL20+ACR grupları karşılaştırıldığında düşük doz MEL 

uygulamasının sterotipik hareketlerde artışa neden olduğu fakat yüksek doz MEL 

uygulamasının daha çok etkili ve istatistiksel bağlamda anlamlı olduğu görüldü (p<0.01). 

MEL20 grubu MEL20+ACR ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bir farkın 

oluşmadığı tespit edildi (p>0.05).  

Lokomotor aktivite sonuçlarının değerlendirilmesinde Ambulatory hareketler 

Şekil 4.1. B’de gösterildiği gibi; ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.001) 

gruplarında ambulatory hareketlerde azalmalar olduğu görüldü. Bu azalmalarda gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olduğu tespit edildi (p<0.05). Fakat Kontrol 

grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları arasında herhangi bir istatistiksel fark 

oluşmadığı saptandı (p>0.05). ACR grubu; MEL10+ACR ve MEL20+ACR ile 

kıyaslandığında, 10 mg/kg MEL uygulamasının ambulatory hareketlerde artışa neden 

olduğu fakat yüksek doz MEL uygulamasının daha çok etkili ve istatistiksel bağlamda 
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anlamlı olduğu görüldü. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu arasında p<0.0001 

düzeyinde farkın olduğu saptandı. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu arasında 

istatistiksel olarak önemli bir fark olduğu görüldü (p<0.0001). MEL20+ACR ile MEL20 

grupları arasında istatistiksel olarak herhangi bir farkın oluşmadığı gözlemlendi (p>0.05). 

Şekil 4.1. C’de ratların toplam kat ettiği mesafe (Distance) seviyeleri gruplar 

arasında değerlendirildi. Ratların toplam kat ettiği mesafenin ACR (p<0.0001) ve 

MEL10+ACR (p<0.001) gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığı 

görüldü. Kontrol grubu ile MEL20 grubu karşılaştırıldığında istatistiksel olarak fark 

oluşmadığı belirlendi (p>0.05). ACR grubu ile MEL10+ACR ve MEL20+ACR grupları 

kıyaslandığında 10 mg/kg MEL uygulamasının toplam mesafelerinde artışa neden olduğu 

fakat yüksek doz MEL uygulamasının daha çok etkili ve istatistiksel bağlamda anlamlı 

olduğu görüldü. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu arasında p<0.0001 düzeyinde farkın 

olduğu saptandı. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu arasında istatistiksel olarak önemli 

bir fark olduğu görüldü (p<0.0001). MEL20+ACR ile MEL20 grupları arasında 

istatistiksel olarak herhangi bir farkın oluşmadığı gözlemlendi (p>0.05).  

Şekil 4.1. D’de Horizontal hareket seviyeleri gruplar arasında değerlendirildi. 

ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.001) gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı 

düzeyde azaldığı görüldü. Kontrol grubu ile MEL20 grubu karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak fark oluşmadığı belirlendi (p>0.05). ACR grubu ile MEL10+ACR ve 

MEL20+ACR grupları kıyaslandığında horizontal hareketlerin MEL10+ACR düşük doz 

grubunda bir artışa neden olduğu fakat yüksek doz MEL uygulamasının daha çok etkili 

ve istatistiksel bağlamda anlamlı olduğu görüldü. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu 

arasında p<0.0001 düzeyinde farkın olduğu saptandı. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu 

arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olduğu görüldü (p<0.0001). MEL20+ACR ile 



 

66 

 

MEL20 grupları arasında istatistiksel olarak herhangi bir farkın oluşmadığı gözlemlendi 

(p>0.05). 

Şekil 4.1. E’de görüldüğü gibi Vertikal hareketlerde ACR, MEL10+ACR ve 

MEL20+ACR grupları Kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli derecede 

azalmalar görülmüştür (p<0.0001). Vertikal hareketlerde ACR ile MEL10+ACR arasında 

istatistiksel olarak farkın oluşmadığı (p>0.05), ACR ile MEL20+ACR grubu arasında 

p<0.01 düzeyinde anlamlı farkın oluştuğu ve ACR ile MEL20 grubu arasında ise 

p<0.0001 düzeyinde anlamlı farklar oluştuğu gözlendi. Fakat Kontrol ile MEL20 grubu 

arasında istatistiksel fark olmadığı belirlendi  (p>0.05).  

 

Şekil 4.1. ACR ile indüklenen nörotoksisitede lokomotor aktivite parametreleri üzerine 

MEL’in etkileri 
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Yapılan bu çalışmada lokomotor aktivite testi uygulanan Kontrol grubu ratlarının 

kafesin ortalarına ve kenarlarına defalarca gittiği ve dikilme hareketi yaptığı Şekil 4.2.’de 

görülmektedir. ACR toksisite grubu ratlarının Kontrol grubuna göre neredeyse hiç 

hareket etmediği, ortalara ve köşelere hiç gitmediği ve dikilme hareketi yapmadığı Şekil 

4.3.’te görülmektedir. Uygulanan MEL dozlarından düşük doz olan MEL10+ACR grubu 

ise Kontrol grubu ile kıyaslandığında hareket etmelerinde azalmanın meydana geldiği, 

ACR grubuna göre artışın olduğu, fakat bu artışın istatistiksel olarak bir fark 

oluşturmadığı Şekil 4.2, Şekil 4.3 ve Şekil 4.4.’te görülmektedir. Yüksek doz olan 

MEL20+ACR grubu ACR grubundan daha fazla lokomotor aktivite hareketlerinin 

olduğu, bu değerlerin Kontrol grubu değerlerine yakın sonuçlar verdiği Şekil 4.2, Şekil 

4.3 ve Şekil 4.5 de görülmektedir. MEL20 grubu ile Kontrol grubu kıyaslandığında 

aralarında herhangi bir fark olmadığı Şekil 4.6.’da görülmektedir (p>0.05). 

 

Şekil 4.2. Kontrol grubundan rastgele seçilen iki ratın yaptığı hareketler 



 

68 

 

 

 

Şekil 4.3. ACR grubundan rastgele seçilen iki ratın yaptığı hareketler 

 

 

Şekil 4.4. MEL10+ACR grubundan rastgele seçilen iki ratın yaptığı hareketler 
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Şekil 4.5. MEL20+ACR grubundan rastgele seçilen iki ratın yaptığı hareketler 

 

 

Şekil 4.6. MEL20 grubundan rastgele seçilen iki ratın yaptığı hareketler 
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4.3. MDA ve GSH Seviyeleri ile SOD, GPx ve KAT Aktiviteleri Üzerine ACR 

ve MEL Uygulamalarının Etkileri 

Şekil 4.7 A’da görüldüğü gibi beyin dokusu MDA seviyesi ACR grubunda; 

Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarına göre anlamlı düzeyde arttı (p<0.0001). 

MEL10+ACR grubunda MDA seviyesinin, ACR’ye göre azaldığı fakat bu azalmanın 

MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadığı tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile 

MEL10+ACR kıyaslandığında ise MEL10+ACR grubunda MDA seviyesinin istatistiksel 

olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). MDA seviyesinin, 

MEL20+ACR ve MEL20 gruplarında Kontrole göre farklılık arz etmediği tespit edildi 

(p>0.05). 

GSH’nın beyin dokusundaki düzeyleri incelendiğinde, GSH seviyesinin ACR 

grubunda Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarına göre anlamlı düzeyde düşük 

olduğu tespit edildi (Şekil 4.7. B, p<0.0001). MEL10+ACR grubunda GSH seviyesinin, 

ACR’ye göre arttığı fakat bu artışın MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadığı tespit 

edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları kıyaslandığında ise 

istatistiksel olarak fark olmadığı görüldü (p>0.05). 

 
Şekil 4.7. Deney gruplarında beyin MDA ve GSH seviyeleri 
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Önemli enzimatik antioksidanlardan biri olan ve süperoksid radikallerinin etkisini 

azaltarak dokuları ve hücreleri hasardan korumayı sağlayan SOD, antioksidan savunma 

sisteminin etkinliği hakkında önemli fikirler vermektedir. SOD aktivitesi Şekil 4.8. A’da 

da görüldüğü gibi ACR toksisite grubunda; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarına 

göre anlamlı düzeyde azaldığı gözlemlendi (p<0.0001). SOD aktivitesi, MEL10+ACR 

grubunda, ACR grubuna göre arttığı fakat bu artmanın MEL20+ACR grubu kadar etkili 

olamadığı tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunun istatistiksel olarak p<0.001 

düzeyinde bir fark ile Kontrol grubundan düşük olduğu tespit edildi. MEL20+ACR ve 

MEL20 gruplarındaki SOD seviyeleri, ACR grubuna göre anlamlı bir şekilde yükseldiği 

görüldü (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları kıyaslandığında 

ise kontrole göre farklılık arz etmediği tespit edildi (p>0.05).  

Beyin dokusunda oksidatif stres parametrelerinden biri olan GPx, oksidoredüktaz 

enzim ailesinin bir üyesidir. Şekil 4.8. B’de incelediğimiz GPx enzim aktivitesi, ACR 

grubunun değerleri, Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarının değerlerine göre 

anlamlı düzeyde azaldığı gözlemlendi (p<0.0001). MEL10+ACR grubundan elde edilen 

veriler, ACR grubundan elde edilen verilere göre arttığı fakat bu artışın MEL20+ACR 

grubu kadar etkili olamadığı tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR 

kıyaslandığında ise istatistiksel olarak fark olduğu tespit edildi (p<0.001). MEL20+ACR 

ve MEL20 grupları, ACR grubuna göre GPx seviyelerinde anlamlı bir şekilde artma 

olduğu görüldü (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları 

kıyaslandığında ise kontrole göre farklılık arz etmediği tespit edildi (p>0.05). 

Hidrojen peroksitin yıkımlanmasından sorumlu olan KAT aktivitesindeki 

değişiklikler Şekil 4.8. C’de gösterilmiştir. Deney grupları arasında yapılan 

karşılaştırmalar Kontrol grubuna göre yapılıp değerlendirilmiştir. KAT aktivitesinde 

ACR toksisite grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarına göre anlamlı düzeyde 
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azaldığı gözlemlendi (p<0.0001). KAT aktivitesi; MEL10+ACR grubunda, ACR grubuna 

göre arttığı fakat bu artmanın MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadığı tespit edildi 

(p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise MEL10+ACR grubunda KAT 

seviyesinin önemli düzeyde yüksek olduğu tespit edildi (p<0.001). MEL20+ACR ve 

MEL20 gruplarında, ACR grubuna göre KAT seviyelerinde anlamlı bir şekilde artma 

olduğu görüldü (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları 

kıyaslandığında ise Kontrole göre farklılık arz etmediği tespit edildi (p>0.05). 

 
 

Şekil 4.8. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında SOD, GPx ve KAT 

aktiviteleri 

 

4.4. TNF-α, IL-1β, IL-6 ve nNOS Seviyeleri Üzerine ACR ve MEL 

Uygulamalarının Etkisi 

Yapılan bu çalışmada ACR ve MEL uygulanan gruplar arasında inflamasyon 

belirteçlerinin seviyeleri değerlendirildi. Doğal bağışıklık sisteminde önemli bir indikatör 

olan TNF-α seviyelerinde artışın bazı sinyal yolaklarının aktivasyonunu sağlayarak 

apoptozisi indükleyebilmektedir. Bu değerlendirme sonucunda Şekil 4.9. A’da da 

görüldüğü gibi TNF- α düzeyi incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve 
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MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde arttığı saptandı (p<0.0001).  Kontrol 

ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise MEL10+ACR grubunda TNF-α seviyesinin 

istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, 

MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı 

(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun TNF-α düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede 

azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

Şekil 4.9. B’de görüldüğü gibi IL-1β düzeyi incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, 

MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu 

tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunda IL-1β seviyesinin, ACR’ye göre 

azaldığı fakat bu azalmanın MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadığı tespit edildi 

(p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında, MEL10+ACR grubunun 

istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). MEL20+ACR ve 

MEL20 gruplarında, ACR grubuna göre anlamlı bir şekilde azalmanın olduğu görüldü 

(p<0.05). IL-1β seviyesinin, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarında kontrole göre farklılık 

arz etmediği tespit edildi (p>0.05). 

 
Şekil 4.9. Deney gruplarında beyin TNF-α ve IL-1β düzeyleri 
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Şekil 4.10. A’da görüldüğü gibi IL-6 düzeyi incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, 

MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu 

tespit edildi (p<0.0001).  Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise MEL10+ACR 

grubunda IL-6 seviyesinin istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi 

(p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında 

aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun IL-6 düzeyini ACR 

grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

Şekil 4.10. B’de gösterildiği gibi beyin dokusunda nNOS düzeyi incelendiğinde 

ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı 

düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR 

kıyaslandığında ise MEL10+ACR grubunda nNOS düzeyinin istatistiksel olarak önemli 

düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 

grupları ile kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL 

dozunun nNOS düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi 

(p<0.05). 

 
Şekil 4.10. Deney gruplarında beyin IL-6 ve nNOS düzeyleri 
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4.5. ACR ve MEL Uygulamalarının AChE ve MAO Seviyelerine Etkileri 

Şekil 4.11. A’da gösterildiği gibi beyin dokusu sinirsel aktivitelerinde görevli olan 

AChE enzim düzeyi incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 

grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde bir artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001).   

Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise, MEL10+ACR grubunda AChE düzeyinin 

istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, 

MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı 

(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun AChE aktivitesini ACR grubuna göre önemli 

derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

MAO enzim düzeyleri incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve 

MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu tespit edildi (Şekil 

4.11.B, p<0.0001).  Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise, MEL10+ACR 

grubunda MAO düzeyinin istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi 

(p<0.01). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında aralarında 

fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun MAO aktivitesini ACR grubuna 

göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

    

 
Şekil 4.11. Deney gruplarında beyin AChE ve MAO enzim aktivite düzeyleri 
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4.6. GRP78, ATF4, ATF6, sXBP1 ve CHOP Gen Ekspresyon Seviyeleri 

Üzerine ACR ve MEL Uygulamalarının Etkileri 

Protein sentezlenmesi, katlanması, paketlenmesi ve işlenmesi gibi görevleri yerine 

getiren ER’da stres sonucu bazı ER şaperonlarının ekspresyon seviyelerinde artış 

meydana gelmektedir. Yapılan bu çalışmada ACR ve MEL uygulamaları sonucu GRP78 

seviyeleri gruplar arasında değerlendirildi. Şekil 4.12’te de görüldüğü gibi GRP78 gen 

ekspresyon düzeyleri incelendiğinde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 

grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001).  

Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise, MEL10+ACR grubunda GRP78 gen 

ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi 

(p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları kıyaslandığında 

aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun GRP78 düzeyini ACR 

grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

 

 
Şekil 4.12. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında GRP78 gen 

ekspresyon düzeyleri 
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Şekil 4.13’da da görüldüğü gibi ATF4 gen ekspresyon seviyeleri incelendiğinde 

gruplar arasında ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile 

kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001).  Kontrol ile 

MEL10+ACR kıyaslandığında ise, MEL10+ACR grubunda ATF4 gen ekspresyon 

düzeyinin istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). 

MEL20+ACR ve MEL20 gruplarında, ACR grubuna göre ATF4 seviyelerinin anlamlı 

bir şekilde azaldığı görüldü (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları 

kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun ATF4 

düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

 

 
Şekil 4.13. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında ATF4 gen ekspresyon 

düzeyleri 

 

Şekil 4.14’de gösterildiği gibi ATF6 gen ekspresyon seviyeleri incelendiğinde 

ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı 

düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.001).  Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında 
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ise, MEL10+ACR grubunda ATF6 gen ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak önemli 

düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.01). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 

grupları kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun 

ATF6 düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

 

 
Şekil 4.14. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında ATF6 gen ekspresyon 

düzeyleri 

 

CHOP ekspresyonunu indükleyebilen şaperonlardan birisi olan sXBP1 

aktivitesindeki değişiklikler Şekil 4.15’de gösterilmiştir. Deney grupları arasında yapılan 

karşılaştırmalar kontrol grubuna göre yapılıp değerlendirilmiştir.   sXBP1 gen ekspresyon 

düzeyleri ACR toksisite grubu ile kıyaslandığında; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 

gruplarına göre anlamlı düzeyde arttığı tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunda, 

ACR grubuna göre azaldığı fakat bu azalmanın MEL20+ACR grubu kadar etkili 

olamadığı tespit edildi (p<0.001). Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise, 

MEL10+ACR grubunda sXBP1 gen ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak önemli 

düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 
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grupları kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun 

sXBP1 düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

 
Şekil 4.15. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında sXBP1 gen 

ekspresyon düzeyleri 

 

ER’da oluşan stres sonucu hücrelerin hayati faaliyetlerinin sonlandırılması CHOP 

ekspresyonunun artması ile mümkün olmaktadır. CHOP şaperonu Bax/Bcl-2 oranlarında 

değişikliğe yol açarak apoptozisi indüklediği bilinmektedir. Şekil 4.16’de gösterildiği 

gibi CHOP gen ekspresyon seviyeleri incelendiğinde gruplar arasında ACR grubu; 

Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın 

olduğu tespit edildi (p<0.0001).  Kontrol ile MEL10+ACR kıyaslandığında ise, 

MEL10+ACR grubunda CHOP gen ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak önemli 

düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 

grupları kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun 

CHOP düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 
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Şekil 4.16. Deney gruplarındaki ratların beyin dokularında CHOP gen 

ekspresyon düzeyleri 

 

4.7. Bax, Bcl-2 ve Cas-3 Gen Ekspresyon Seviyeleri Üzerine ACR ve MEL 

Uygulamalarının Etkileri 

Programlı hücre ölümü olarak adlandırılan apotozisin önemli parametrelerinden 

biri olan Bax gen ekspresyon düzeyi gruplar arasında incelendiğinde; Şekil 4.17. A’da 

gösterildiği gibi ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile 

kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001).  Kontrol ile 

MEL10+ACR kıyaslandığında ise, MEL10+ACR grubunda Bax gen ekspresyon 

düzeyinin istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlendi (p<0.001). 

Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 grupları kıyaslandığında aralarında fark 

oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Bax düzeyini ACR grubuna göre önemli 

derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05).  

Bcl-2 düzeyi gruplar arasında incelendiğinde; Şekil 4.17. B’de görüldüğü gibi 

ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında anlamlı 

düzeyde bir azalmanın olduğu tespit edildi (p<0.0001).  Kontrol grubu ile MEL10+ACR 
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grubu kıyaslandığında istatistiksel olarak fark oluştuğu belirlendi (p<0.001). Kontrol 

grubu; MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı 

(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Bcl-2 düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede 

arttırdığı tespit edildi (p<0.05). 

Cas-3 gen ekspresyon düzeyi gruplar arasında incelendiğinde; Şekil 4.17. C’de 

gösterildiği gibi ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile 

kıyaslandığında anlamlı düzeyde artışın olduğu tespit edildi (p<0.0001).  MEL10+ACR 

grubunda Cas-3 düzeyinin Kontrol grubuna göre istatistiksel olarak yüksek olduğu 

belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 grupları ile 

kıyaslandığında aralarında fark oluşmadığı (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Cas-3 

düzeyini ACR grubuna göre önemli derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05). 

 
Şekil 4.17. Deney gruplarında beyin Bax, Bcl2 ve Cas-3 düzeyleri  
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4.8. Beyin Dokusu Histopatolojisi Üzerine ACR ve MEL Uygulamasının 

Etkileri 

Deneysel çalışma sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularından alınan 

kesitlere H&E boyaması yapıldı ve gruplar arasında değerlendirmeler yapılarak aşağıda 

özetlendi.   

• Kontrol grup: Beyin dokuları histopatolojik olarak incelendiğinde, beyin 

dokularının normal histolojik görünümde olduğu gözlendi (Şekil 4.18).  

• ACR grup: Beyin dokularının histopatolojik olarak incelenmesinde, nöronlarda 

şiddetli düzeyde dejenerasyon ve nekroz, meningeal ve paranşimal damarlarda 

şiddetli düzeyde hiperemi belirlendi (Şekil 4.19). Kontrol grubu ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark görüldü (p<0.05).  

• MEL10+ACR grup: Dokuların histopatolojik incelenmesinde, nöronlarda orta 

düzeyde dejenerasyon, hafif düzeyde nekroz ve şiddetli düzeyde hiperemi 

gözlendi (Şekil 4.20).  

• MEL20+ACR grup: Beyin dokularının histopatolojik olarak 

değerlendirilmesinde, nöronlarda hafif düzeyde dejenerasyon ve damarlarda 

hiperemi belirlendi (Şekil 4.21).  ACR grubu ile kıyaslandığında istatistiksel 

olarak anlamlı fark görüldü (p<0.05).  

• MEL20 grup: Beyin dokularının histopatolojik olarak incelenmesinde, 

meninkslerin ve paranşim dokunun normal histolojik görünümde olduğu 

belirlendi (Şekil 4.22). Histopatolojik bulgular Tablo 4.2.’de özetlendi. 
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Şekil 4.18. Kontrol grup, beyin dokusu, normal histolojik görünüm, H&E, Bar: 50µm 

 

 

Şekil 4.19. ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda şiddetli düzeyde dejenerasyon (oklar) 

ve nekroz (ok başları), H&E, Bar: 50µm 
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Şekil 4.20. MEL10+ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda orta düzeyde dejenerasyon 

(oklar), hafif düzeyde nekroz (okbaşı), H&E, Bar: 50µm 

 

 

Şekil 4.21. MEL20+ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda hafif düzeyde dejenerasyon, 

H&E, Bar: 50µm 
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Şekil 4.22. MEL20 grup, beyin dokusu, normal histolojik görünüm, H&E, Bar: 50µm 

 

4.9. Beyin Dokusu 8-OHdG Ekspresyonu Üzerine ACR ve MEL 

Uygulamasının Etkileri  

Deneysel çalışmalar sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularından alınan 

kesitler 8-OHdG ekspresyonunun tayini için immunohistokimyasal boyaması ile gruplar 

arasında değerlendirmeler yapılarak bulgular aşağıdaki özetlenmiştir. 

• Kontrol grup: Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak incelendiğinde, 8-

OHdG ekspresyonu negatif olarak değerlendirildi (Şekil 4.23).  

• ACR grup: Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak incelendiğinde, 

nöronlarda şiddetli düzeyde sitoplazmik 8-OHdG ekspresyonu gözlendi (Şekil 

4.24). Kontrol grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark görüldü 

(p<0.05). 

• MEL10+ACR grup: Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak 

değerlendirildiğinde, nöronlarda orta düzeyde 8-OHdG ekspresyonu tespit edildi 
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(Şekil 4.25).  

• MEL20+ACR grup: Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak incelendiğinde, 

nöronlarda hafif düzeyde sitoplazmik 8-OHdG ekspresyonu gözlendi (Şekil 4.26). 

ACR grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark görüldü (p<0.05). 

• MEL20 grup: Beyin dokuları immunohistokimyasal olarak incelendiğinde, 

negatif 8-OHdG ekspresyonu olarak değerlendirildi (Şekil 4.27). 

İmmunohistokimyasal bulgular Tablo 4.2.’de özetlendi. 

 

 

 

 

Şekil 4.23. Kontrol grup, beyin dokusu, negatif 8-OHdG ekspresyonu, IHC-P, Bar: 

20µm 
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Şekil 4.24. ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda şiddetli düzeyde 8-OHdG ekspresyonu 

(okbaşları), IHC-P, Bar: 20µm 

 

 

Şekil 4.25. MEL10+ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda orta düzeyde 8-OHdG 

ekspresyonu (okbaşları), H&E, Bar: 20µm 
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Şekil 4.26. MEL20+ACR grup, beyin dokusu, nöronlarda hafif düzeyde sitoplazmik 8-

OHdG ekspresyonu, H&E, Bar: 20µm 

 

 

Şekil 4.27. MEL20 grup, beyin dokusu, normal histolojik görünüm, H&E, Bar: 50µm 
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4.10. Beyin Dokusu GFAP Ekspresyonu Üzerine ACR ve MEL 

Uygulamasının Etkileri 

 Deneysel çalışmalar sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularından alınan 

kesitler GFAP ekspresyonunun tayini için immünofloresan boyaması ile gruplar arasında 

değerlendirmeler yapılarak bulgular aşağıdaki özetlenmiştir. 

• Kontrol grup: Beyin dokuları immunfloresans yöntemiyle incelendiğinde, GFAP 

ekspresyonu negatif olarak değerlendirildi (Şekil 4.28).  

• ACR grup: Beyin dokuları immunfloresans yöntemiyle incelendiğinde, 

astrositlerde şiddetli düzeyde GFAP ekspresyonu görüldü (Şekil 4.28). Kontrol 

grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark tespit edildi (p<0.05). 

• MEL10+ACR grup: Beyin dokuları immunfloresans yöntemiyle 

değerlendirildiğinde,  astrositlerde orta düzeyde GFAP ekspresyonu belirlendi 

(Şekil 4.28).  

• MEL20+ACR grup: Beyin dokuları immunfloresans yöntemiyle incelendiğinde, 

astrositlerde GFAP ekspresyonu hafif düzeyde tespit edildi (Şekil 4.28). ACR 

grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark görüldü (p<0.05). 

• MEL20 grup: Beyin dokuları immunfloresans yöntemiyle incelendiğinde, GFAP 

ekspresyonu negatif olarak değerlendirildi (Şekil 4.28). İmmunofloresan sonuçlar 

Tablo 4.2.’de özetlendi. 
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    Şekil 4.28. Beyin dokusu, astrositlerde GFAP ekspresyonu (okbaşları), IF, Bar: 50µm 
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Tablo 4.2. Deneysel grupların beyin dokularında gözlenen histopatolojik, 

immunhistokimyasal ve immunfloresan bulguların skorlanması 

Bulgular Kontrol ACR MEL10+ACR MEL20+ACR MEL20 

Nöronlarda dejenerasyon - +++ ++ + - 

Nöronlarda nekroz - +++ + - - 

Damarlarda hiperemi - +++ +++ ++ - 

8-OHdG ekspresyonu - +++ ++ + - 

GFAP ekspresyonu - +++ ++ + - 

Beyin dokuları immun pozitifliklerine göre yok (-), hafif (+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak 

değerlendirildi. 
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5. TARTIŞMA 

ACR birçok endüstriyel alanda kullanılan suda çözünür vinil bir monomerdir. 

ACR özellikle atık suların saflaştırılmasında, bazı inşaat malzemelerinin üretiminde, jel 

kromotografisi için moleküler laboratuvarlarda çok yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Yaygın olarak kullanılmasından dolayı özellikle inşaat sektöründe ve diğer sektörlerde 

çalışan işçilerde de ACR’ye maruziyet görülmektedir. Bu bilgiler ışınğında yapılan 

çalışmalarda ACR’nin sadece dış faktörlere bağlı olarak değil aynı zamanda gıdasal 

ürünler ile de organizmaya alınabildiği rapor edilmiştir.164, 165 Yapılan çalışmada 

besinlerin yüksek sıcaklıklara maruz kalması sonucu ACR’nin oluştuğu gözlemlenmiştir. 

Genel olarak 120 0C ve üzerinde yüksek ısıya maruz kalan ekmek, kızartma, patates cipsi, 

kavrulmuş kahve, bisküvi, kraker ve ızgara gibi besinlerde ACR açığa çıkmaktadır. Bu 

oluşum hızı ve miktarı çeşitli faktörlere bağlı olmakla birlikte ısı miktarına göre sıcaklık 

arttıkça logaritmik olarak artmaktadır. Özellikle karbonhidrat bakımından zengin besinler 

ile asparajin aminoasitlerince zengin besinlerde daha fazla miktarda ACR bileşiği 

oluştuğu bilinmektedir. Maillard esmerleşme reaksiyonu sonucunda asparajin amino 

asitinin şekerler, özellikle glikoz ve fruktoz ile reaksiyona girmesiyle ACR bileşiği 

meydana gelmektedir.166, 167  

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı, ACR’yi insanlar için muhtemelen 

kanserojen olarak sınıflandırmıştır. 2001 yılında, Toksisite, Ekotoksisite ve Çevre 

Bilimsel Komitesi, ACR’nin nörotoksisite, genotoksisite, kanserojen ve üreme toksisitesi 

gibi doğal toksik özelliklerini ortaya çıkarmıştır.167 ACR, hem insanlarda hem de 

laboratuvar hayvanlarında iyi belgelenmiş bir nörotoksik maddedir. İnsanların ACR'ye 

subkronik, düşük seviyeli mesleki maruziyeti, ataksi, iskelet kası zayıflığı, el ve ayaklarda 

uyuşma ile karakterize nörotoksisiteye neden olmaktadır. Laboratuvar hayvanlarında 

deneysel olarak oluşturulan ACR toksisitesi modellerinde sonucunda görülen kılinik 
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bulgular birçok açıdan insanlarda meydana gelen toksisitede görülen bulgularla benzerlik 

göstermektedir.168  

ACR sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) tarafından metabolize edilmektedir. ACR 

metabolize olduktan sonra glisidamid metabolitine parçalanarak DNA ve proteinlerde 

hasar oluşturmaktadır.169  ACR ve glisidamid metaboliti GSH ile konjuge edilerek 

uzaklaştırılır ve daha sonra idrarla atılır. Bu yüzden ACR toksisitesinde GSH düzeylerinin 

azaldığı görülmektedir.170, 171 Hem ACR hem de glycidamid, sülfhidril ve amino grupları 

gibi nükleofilik bölgelere karşı reaktiftirler. Bu bileşiklerin özellikle ACR’nin farklı 

organlarda mikronükleusları indükleyerek kanserojen etki yaptığı, plasental bariyeri 

geçerek anomalilere neden olduğu, yüksek dozlarda genetik mutasyonlara ve özellikle 

sinirsel nöropatilere sebep olduğu bilinmektedir.79 Ayrıca yapılan çalışmalarda ACR’nin 

nörotoksisite172, reprodüktif tosisitesi173, nefrotokisite174, hepatotoksisite175 ve 

kardiyotoksisiteye176 neden olduğu gösterilmiştir.  

Bu çalışmada, ratlarda çoklu organ toksisitesine neden olan ACR bileşiği ile 

indüklenen nörotoksisite modeli üzerine güçlü antioksidan ve antiinflamatuar etkili 

MEL’in etkileri araştırıldı. Bu amaç doğrultusunda ACR nörotoksisitesinde MEL olası 

etkileri lokomotor aktivite, oksidatif stres, nöroinflamasyon, ER stresi ve nöronal 

apoptozis ile immünohistokimyasal ve immünofloresan bulgular değerlendirildi. 

ACR, düşük düzeydeki mesleki maruziyetleri insanlarda ve deney hayvanlarında 

benzer karakteristik özellikler gösteren iskelet kas kaybı, ataksi ve el-ayaklarda uyuşma 

ile karaktterize nörotoksik belirtiler göstermektedir. ACR toksisitesinin ilk belirtileri hind 

limb paralizis olarak adlandırılan arka bacak felci şeklinde tanımlanmaktadır. Yapılan 

bazı çalışmalarda ACR toksisitesinde verilen doz ve güne bağlı olarak vücut ağırlığında 

azalma ve hind limb paralizisin oluştuğu görülmüştür.174, 177, 178 Yapılan bu çalışmada ise 

i.p. olarak 14 gün boyunca 50 mg/kg ACR uygulamasının sonucunda gelişen 
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nörotoksisite ile ratlarda Kontrol grubu ile kıyaslandığında ACR, MEL10+ACR ve 

MEL20+ACR gruplarında iskelet kası zayıflığı, vucüt ağırlığında azalma ve hind limb 

paralizis oluşmuştur. Tablo 4.1.’de de görüldüğü gibi düşük doz MEL uygulamasının 

vücut ağırlığı üzerine çok az olumlu bir etkisi görüldü. Fakat yüksek doz MEL (20 mg/kg) 

uygulanan ratlarda ACR grubu ile kıyaslandığında vücut ağırlığının arttığı görülmüştür.  

ACR, hem insanlarda hem de deney hayvanlarında nöronal hasar, ataksi, iskelet 

kas kaybı, hind limb paraliz, nöronal apoptozis, mitokondriyal disfonksiyon, 

mikrogliyalarda hasara sebep olmaktadır.168, 179 ACR nörotoksisitesin oluşum 

mekanizmaları hala araştırılmakta olan bir konudur. Sinir sisteminde gelişen hasar sonucu 

dejenerasyon, programlı hücre ölümleri ve hücresel mekanizmalarda anormallikler 

meydana gelmektedir. Bu toksik nöropatinin önemli özelliği uzun miyelinli sinir liflerinin 

distal aksonlarında hasarlar oluşturmasıdır.21, 166 Merkezi sinir sisteminde gelişen hasarlar 

sonucunda çeşitli nörolojik kusurlar görülmektedir. Bu nörolojik kusurlar sonucunda 

hareket etme kabiliyetlerinde önemli düzeyde değişiklikler meydana gelmektedir. 

Hareketlerdeki değişiklikler nörolojik değişikliklerin göstergesi olabilir ve anormal beyin 

fonksiyonlarını yansıtabilmektedir. Anormal beyin fonksiyonları ise davranış ve hareket 

etme kabiliyetlerinde anormallikler meydana getirmektedir. LMA testi deneğin genel 

sağlık durumunu, stres düzeyini, anksiyete benzeri davranışları ve spontan hareketlerdeki 

değişiklikleri belirlemede kullanılan yöntemlerden biridir. Sağlıklı olmayan hayvanlar 

daha az hareket etme eğilimindedirler.88, 92 Deneysel çalışmalarda gözlemlenen stresin, 

beyin işlevi üzerinde güçlü bir etkiye sahip olduğu ve hem kısa hem de uzun vadeli 

davranış değişikliklerine yol açabildiği bilinmektedir.89 Bu şekilde gelişen streslere 

hücresel ve davranışsal yanıt her zaman içeriğe bağlıdır ve çeşitli çevresel faktörler 

bireyin strese tepkisini şekillendirebilir.90 Açık alan testlerinde en yaygın olarak 

kullanılan hareket tipleri stereotipik, ambulutuvar, horizontal ve vertikal hareketlerdir. Bu 
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hareketler ayrı ayrı değerlendirileceği gibi toplam LMA olarak da 

değerlendirilebilmektedir. Kaşınma, tırmalama ve kazma aktiviteleri gibi tek bir ışık 

demetini kesen aktiviteler stereotipik aktivite sayısı olarak kaydedilmektedir. 

Hayvanların aktivite kafesini terk etme çabaları ise ambulatuvar hareket sayısı olarak 

kaydedilmektedir. Horizontal harekette ise deneğin dikilme ve yer değiştirme hareketi 

yapmadan oldukları yerde yaptıkları hareketlerdir. Vertikal hareket ise arka ayakları 

üzerinde yaptıkları dikilme hareketi olarak değerlendirilmektedir.92, 162, 180 

ACR, perifer sinir sisteminin dejenerasyonu ve bazı beyin bölgelerinde hafıza 

merkezi dejenerasyonu nedeni ile öğrenme kaybı, uyuşukluk, serebellar ataksi, duyusal 

ve motor perifer polinöropatidir.181-184 ACR maruziyeti sonucunda motor alanlarda 

gelişen hasarmeydana gelmekte ve buna bağlı olarak lokomotor aktivitede değişimler 

görülmektedir. Bowyer ve ark.185 ratlarda ACR ile indükledikleri nörotoksisite modelinde 

lokomotor aktivitede azalma, koordinasyon bozukluğu (uyuşuma ve hind limb paralizis) 

ve kilo alımının baskılandığını tespit etmişlerdir. Crofton ve ark.186 doza bağımlı ACR 

maruziyeti ile oluşturdukları nörotoksisitede genel motor aktiviyi incelemişlerdir. Bu 

inceleme sonucunda ACR maruziyetinin hem merkezi hemde perifer sinirlerde hasara 

neden olarak, horizontal ve vertikal aktivitelerde azalmaya neden olduğunu 

göstermişlerdir. Zhang ve ark.187 ACR bileşiği ile oluşturdukları nörotoksisitede hindlimb 

paralizise bağlı postür anomaliliği, ataksi, lokomotor aktivitede azalma, iskelet kas 

zayıflığı ve arka uzuv sürüklenmesi şeklinde genel davranış değişikliklerinin oluştuğunu 

bildirmişlerdir. Shukla ve ark.188 ACR’nin lokomotor aktivite üzerinde yaptıkları 

çalışmada stereotipik aktivitede, kontrol grubu ile kıyaslandığında ACR grubunda önemli 

derecede azalma olduğunu bildirmişlerdir. Yine aynı çalışmada ambulutuvar aktivite ve 

dintance/toplam mesafede de ACR grubunda önemli derecede azalma olduğu görülmüş 

ve protektif amaçlı Acorus calamus uygulamasının bu parametreler üzerinde terapötik 
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etkilerine işaret etmişlerdir. Benzer çalışmalarda da antioksidan ve antiinflamatuar etkili 

bileşiklerin lokomotor aktivite üzerine koruyucu etkilerinin olduğu bildirilmiştir.181, 189 

Yapılan bu çalışmada ise deney gruplarındaki ratların lokomotor aktivitesini 

değerlendirmek amacıyla stereotipik, ambulutuvar, distance, horizontal ve vertikal 

hareketler incelenmiştir. ACR enjeksiyonundan sonra yapılan açık alan testi uygulaması 

ile elde edilen LMA sonuçlarına göre ACR toksisite grubu LMA değerleri Kontrol grubu 

LMA değerlerine göre önemli derece azaldı. Şekil 4.1’de de görüldüğü gibi koruyucu 

amaçla kullanılan güçlü antioksidan ve antiinflamatuar etkili MEL bileşiğinin özellikle 

yüksek dozunun (20 mg/kg), ACR nörotoksisitesine karşı koruyucu etki sağladığı ve buna 

bağlı olarak LMA düzeylerinin ACR toksisite grubundan yüksek olduğu ve kontrol ile 

farklılık oluşmadığı belirlendi. Fakat MEL yüksek dozunun vertikal aktivite üzerine 

etkisinin olmadığı görüldü. Bunun nedeni ise ACR’nin hind limb paralizisi 

oluşturmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. MEL’in yüksek dozunun tek başına 

uygulamasının ise LMA üzerine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadığı görüldü. Şekil 

4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da görüldüğü gibi Kontrol grubundaki ratlar açık alanda defalarca 

gezinirken ACR grubunda hareket çok azaldı. MEL20+ACR grubunda ise hareketlerde 

artışın olduğu görüldü. Tek doz MEL grubunda ise Kontrol ile paralel hareketler tespit 

edildi. 

ACR ve benzeri bileşiklerin toksik etkilerinden dolayı insanlarda ve hayvanlarda 

birçok nörodejeneratif hastalığa neden olduğu bilinmektedir. Bu toksik bileşikler 

Parkinson, Alzheimer ve Huntington hastalığı gibi çeşitli beyin hasarlarına neden 

olabilirler. Bu bileşiklerin nöron hücrelerinde azalma, motor ve bilişsel fonksiyonlarda 

hasar, hücresel enerji azlığı ve anormal protein agregasyonu yoluyla bu tip hasarlara 

neden olabilmektedirler.166, 190 Hücresel enerji; genellikle enerji metabolizması, kalsiyum 

homeostasisi, lipid biyosentezi ve apoptozis gibi biçok hücresel işleyiş için önemli bir 
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organel olan mitokondri içerisinde oksidatif fosforilasyon yoluyla üretilir. Hücresel enerji 

için gerekli olan ATP’nin üretimi ve oksidasyonunda, serbest radikaller, ROS, reaktif 

nitrojen türleri ve karbon-sülfür türleri meydana gelmektedir.101, 191 Yapılan çalışmalarda 

ROS artışı tüm hücresel biyomakromolekülerin; lipid, karbonhidratlar, proteinler ve 

polinükleotitlerin hasarına neden olduğu bilinmektedir. Artan ROS miktarı oksidan ve 

antioksidan dengesini bozduğu ve hücresel işleyişi engellediği bilinmektedir.191, 192 ACR 

bileşiği özellikle sinir sisteminde oksidan ve antioksidan mekanizmaları etkilemekte ve 

bu mekanizmaları bozarak hücresel hasara neden olmaktadır.75 Sinir sisteminde hücresel 

olayların gelişebilmesi için prooksidan-antioksidan homeostasisinin sağlanması 

gerekmektedir.  Sinir iletiminin oluşumu, nörotransmitter üretimi ve çeşitli hücresel 

reseptörlerin ekspresyon seviyelerinin değişimi, apoptozisin gelişimi gibi çeşitli hücresel 

fonksiyonların ROS tarafından etkilendiği bilinmektedir.193 ACR ve bazı benzeri 

bileşikler bu antioksidan homeostasisini bozarak, ROS üretiminin artışına neden 

olmaktadır. Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemi normal şartlarda 

üretilen ROS’u temizleyerek oksidan-antioksidan dengesini korumaktadır. Artan ROS 

miktarı ise sinir hücrelerinin normal fonksiyonlarını engellemektedir.194, 195 ACR dâhil 

çeşitli kimyasal ajanlar ROS miktarını arttırdığından bu denge bozulmakta ve oksidatif 

stres gelişmektedir.196 Beyin dokusundaki yüksek metabolik hız düşük hücresel 

yenilenme kapasitesi ve yüksek düzeyde çoklu doymamış yağ asitleri bu dokunun ROS’a 

diğer dokulardan çok daha duyarlı olmasına neden olmaktadır.197 Hücrelerin membran 

yapısında bulunan ve hücresel hasarda peroksidasyona uğrayıp hücresel hasarın ilk 

belirteci lipitlerdir. Özellikle membran fosfolipitleri gibi çoklu doymamış yağ asilerinin 

lipit peroksidasyonu, ROS aracılı oksidatif bozulma sonucunda oluşmaktadır. Hücresel 

reaksiyonlar sonucu lipit radikalleri ile moleküler oksijenin birleşmesi sonucunda lipit 

peroksit radikalleri oluşmaktadır. Bu radikaller hidrojen atomlarını alarak lipit 
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hidroperoksitleri oluşturmaktadır ve bu şekilde bu reaksiyon kendi kendini 

katalizlemektedir.198-200 Oluşan oksidatif stres lipit peroksidasyonunu arttırarak MDA 

düzeyinde artışa neden olmaktadır. ACR ile indüklenen nörotoksisite modellerinde 

oksidatif stres sonucu gelişen MDA miktarının arttığı yapılan çalışmalarda 

bildirilmiştir.103, 201, 202 Yapılan bazı çalışmalarda hem in vivo hem de in vitro deneyler 

ACR’nin nörositlerde oksidatif stresi indüklediği bildirilmiştir.203, 204 Mehri ve ark.103 

yaptıkları bir çalışmada 50 mg/kg dozunda ACR uygulamasının beyin dokusunda lipid 

peroksidasyonunu uyarması sonucunda MDA düzeyinin arttığını ve GSH miktarında ise 

önemli derecede azalmanın olduğunu rapor etmişlerdir. Acaroz ve ark.201 yaptıkları 

çalışmada ACR ile oluşturulan multi-organ toksisitesinde MDA düzeyinin arttığı ve 

antioksidan ve antiinflamatuar etkili boron bileşiğinin MDA düzeyinde azalmaya neden 

olduğunu göstermişleridir. Bazı araştırmacılar205-207, benzer şekilde güçlü bir antioksidan 

ve antiinflamatuar bir bileşik olan MEL’nin oksidatif stres sonucu oluşan artmış MDA 

düzeyini azaltarak beyin dokusunu hasara karşı koruduğunu rapor etmişlerdir. Yapılan bu 

çalışmada, Şekil 4.7.A’da da görüldüğü gibi 50 mg/kg ACR ile oluşturulan 

nörotiksisitede, ACR’nin nöronal lipid peroksidasyonunu indükleyerek MDA 

seviyesinde artışa sebep olduğu ve MEL’in özellikle 20 mg/kg dozunun MDA 

düzeylerindeki ACR kaynaklı artışı önemli düzeyde önlediği belirlendi. 

Hücresel olaylarda önemli bir non-enzimatik antioksidan olan GSH, kimyasal 

olarak sistein, glutamik asit ve glisin amino asitlerinden oluşan tripeptittir. Ayrıca GPx 

için önemli bir substrattır. Bu nedenle hem GSH hem de GPx lipid peroksidasyonunu 

inhibe edebilirler. Yapılan çalışmalarda ACR’nin absorbsiyonundan sonra metabolizması 

için özellikle iki yol olduğu gösterilmiştir. Birincisi glutatyon-S-transferaz enziminin 

aktivitesi ile GSH birleşerek veya ikinci yol olarak, CYP2E1’in oksidasyonu ile 

Glisidamid bileşiğine dönüştüğü gözlemlenmiştir. Daha sonra glisidamid yine transferaz 
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enziminin aktivitesi ile GSH birleşerek veya epoksi hidrolaz enzimleri ile N-asetil-S 

sistein konjuge türevine dönüştürülerek vücut dışına atıldığı gösterilmiştir.75-78 ACR 

kaynaklı oksidatif streste genellikle GSH depoları tükenir. Bunun nedeni ise ACR’nin 

toksik olmayan formuna dünüşümü sırasında GSH kullanarak miktarının azaltmasıdır.197 

ACR’nin beyin dokusunda GSH düzeyini azalttığı bu nedenle nörotoksisiteye neden 

olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.104, 105, 205 Bu çalışmada ise belirtilen 

literatürlere paralel olarak ACR toksisitesi sonucu beyin dokusunda gelişen oksidatif 

strese bağlı olarak GSH düzeyinin azaldığı belirlendi. Bazı araştırmalarda ise MEL’nin 

antioksidan etkiliği ile oksidatif stresi önlediği ve GSH miktarını yükselttiği 

bildirilmiştir.206, 207 Sunulan bu çalışmada, Şekil 4.7.B’de de görüldüğü gibi ACR 

grubunda GSH miktarı azalırken; MEL’in yüksek dozunun antioksidan etki sağladığı ve 

ACR’nin sebep olduğu GSH düzeyindeki azalmayı önlediği belirlendi. 

SOD, süperoksit radikallerine karşı ana savunma sistemini oluşturur. Ayrırca 

oksidatif strese karşı ilk savunma hattıdır. SOD, süperoksit anyonunun (O2
-) 

dismutasyonunu sağlar ve H2O2 formatını katalize eden bir enzim grubunu temsil eder. 

Oluşan hihrojen peroksit ise GPx ve KAT enzimlerinin reaoksiyonları ile su ve moleküler 

oksijene indirgenir.208 Hücre sitozolünde ve mitokondride bulunan GPx, H2O2’yi suya 

dönüştürme yeteneğine sahiptir. Bu reaksiyonu yapabilmesi için GSH’a ihtiyacı vardır. 

GSH ile hidrojen peroksiti parçaladıktan sonra GSH oksitlenmiş glutatyona 

dönüşmektedir.209 GPx ve KAT, H2O2 üzerinde aynı etkiye sahiptir, ancak GPx, yüksek 

ROS konsantrasyonunda daha verimlidir ve KAT daha düşük H2O2 konsantrasyonunda 

da önemli bir etkiye sahiptir. Toksik maddeleri detoksifiye edebilen KAT 

peroksizomlarda bulunan enzimatik antioksidanlardan biridir.210 ROS artışı ile oksidan 

ve antioksidan dengenin bozulması hücre içi bu enzimatik antioksidanların işlevlerinin 

azalmasına neden olmaktadır. Goudarzi ve ark.189 yaptığı bir çalışmada ACR uygulaması 
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sonucu ratlarda gelişen nörotoksisitede ellagic asitin koryucu etkisini incelemişlerdir. 

Yaptıkları inceleme sonucunda ACR kaynaklı oksidatif stresin geliştiği ve SOD, GPx ve 

KAT enzimlerinin aktivitelerinin ACR grubunda önemli miktarda azaldığı ve koruyucu 

amaçlı uyguladıkları ellagic asitin bu enzimlerin aktivitelerini arttırarak nörotoksisiteye 

karşı koruma sağladığını göstermişlerdir. Motallebzadeh ve ark.211 ratlarda radyasyon ile 

indükledikleri oksidatif stres ve apoptozis üzerine güçlü antioksidan özelliği olan MEL 

bileşiğinin nöroprotektif koruyuculuğu değerlendirmişlerdir. Yaptıkları bu çalışmada 

radyasyon ışımasının ROS artışına neden olduğu ve beyin hücrelerinde gelişen hasar 

sonucu oksidatif enzimlerin inaktivasyonuna sebep olarak SOD, GPx ve KAT 

aktivitelerinin azaldığını belirlemişlerdir. MEL uygulamasının ise oluşan oksidatif stresi 

azalttığını ve nöroprotektif etkili olduğunu rapor etmişlerdir. Yapılan bu çalışmada ise 50 

mg/kg ACR uygulaması sonucunda ratlarda gelişen nörotoksisitede SOD, GPx ve KAT 

aktivitelerinin azaldığı belirlendi.  MEL’nin yüksek dozunun oksidatif hasarı 

engelleyerek bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmayı önlediği tespit edildi (Şekil 4.8) 

İnflamasyon, vücudu korumayı ve savunmayı amaçlayan doğuştan gelen 

bağışıklık sisteminin bir tepkisidir. İnflamatuar yanıt, hem lokal hem de sistemik bir yanıt 

üreten, çeşitli hücre tiplerinin ve sinyal moleküllerinin mobilizasyonu ve etkileşimi ile 

düzenlenir.112 Nöroinflamasyon; nöronlar, makrogliya ve mikrogliyalar dahil olmak 

üzere merkezi sinir sistemi içinde bulunan tüm hücreleri içeren bir yanıttır. İnflamasyon 

oluşumu sırasında çeşitli sinyal yolakları aktif hale getirilerek bazı sitokinlerin ve 

kemokinlerin salgılanmasını sağlamaktadır. Organizmada yabancı bir made bulunduğu 

zaman mikrogliyalar PI3K/AKT, MAPK ve mTOR sinyal yolaklarının aktivasyonu ile 

NF-κB’nin aktivasyonunu sağlamaktadır.212 NF-κB'nin aktivasyonu daha sonra 

proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve indüklenebilir enzimlerin, yani iNOS ve 

COX-2’nin üretimine aracılık eder ve bunların hepsi birlikte nöroinflamasyona neden 



 

101 

 

olur.111, 212 

İnflamasyon ile aktive olan mikrogliya, dendritik ve T lenfositleri gibi bağışıklık 

hücreleri tarafından salgılanan primer proinflamatuar sitokin olan TNF-α 

nöroinflamasyona aracılık eden sitokinlerin dizisini başlatır. TNF-α hem inflamasyon 

hemde apoptozis düzenlenmesi ile ilişkisi bulunmaktadır.213 TNF-α hücre reseptörüne 

bağlandığı zaman hücrenin hayatta kalması için proinflamatuar genlerin ekspresyonunun 

artmasını veya hücrede apoptozis ile ilgili genlerin ekspresyonunu arttırarak 

faaliyetlerinin durdurulmasını sağlamaktadır. TNF-α ayrıca hastalıkların patogenezinde 

de rol oynamaktadır.214 Edres ve ark.215 ACR ile indükledikleri nörotoksisitede allicin ve 

MEL uygulamasının etkilerini araştırmışlardır. MEL uygulamasının ACR kaynaklı ROS 

üretimini, inflamasyonu ve mitokondriyal hasarı azalttığını ve antioksidanların düzeyini 

artırdığını tespit etmişlerdir. Ayrıca, ACR uygulamasının ise TNF-α ekspresyonunu 

önemli ölçüde arttırdığını belirlemişlerdir. Başka bir çalışmada ise Mehri ve ark.216 PC12 

hücrelerinde ACR ile indükledikleri sitotoksisitede inflamasyonun oluştuğu ve TNF-α 

ekspresyonunun arttığını bildirmişlerdir. Yapılan bu çalışmada elde edilen verilerin 

literatürle uyumlu olduğu, ACR uygulaması sonucu beyin dokusunda TNF-α 

ekspresyonunda önemli düzeyde artış olduğu ve MEL’nin özellikle yüksek dozunun 

antiinflamatuvar etki göstererek TNF-α düzeylerini azalttığı belirlendi. 

Monositler tarafından indüklenen IL-1β inflamatuar ve immün yanıtın 

başlamasında en temel etkendir. Esas olarak kan monositleri ve doku makrofajları 

tarafından üretilen IL-1β, hem akut hem de kronik inflamasyona aracılık etmede rol 

oynamaktadır. Endotel hücreleri, makrofajlar, mast hücreleri, nöronlar, Schwann 

hücreleri, astrositler ve mikrogliyalardan salgılanabilir. Proinflamatuar sitokin olan IL-

1β çeşitli hücresel foknsiyonların yerine getirilmesinde önemli bir mediatör ve apoptozis 

aracılı hücre sağkalımını düzenlemektedir. Hücrelerin poliferasyonunu ve anjiyogenez 



 

102 

 

üzerine de etkilidir.217, 218 Elhelaly ve ark.219 ACR ile indükledikleri karaciğer, böbrek ve 

beyin hasarı üzerine hesperidin ve diosminin koruyucu etkilerini araştırmışlarıdır. ACR 

toksisite grubunda IL-1β düzeylerinin arttığını göstermişlerdir. Tyagi ve ark.220 yaptıkları 

nörotoksisite modeli ile ratlarda oksidatif stres ve nöroinflamayonu Lipopolisakkarit ile 

indüklemişler, tedavi amacıyla verdikleri MEL uygulamasının ise IL-1β düzeyindeki 

artışı önlediğini rapor etmişlerdir. Sunulan bu çalışmada ise bulguların literatür ile 

uyumlu olduğu, ACR grubundaki ratların IL-1β seviyelerinin kontrol grubuna göre 

önemli derecede yükseldiği MEL’nin (MEL20+ACR) özellikle yüksek dozunun IL-1β 

ekspresyonunu baskıladığı, düşük doz MEL’nin (MEL10+ACR) ise daha az etkili olduğu 

belirlendi (Şekil 4.9 B). 

İnflamasyonda ve yaralanma sırasında, mikroorganizmaların bileşenleri ve hücre 

metabolitleri, IL-6 ve ilgili sitokinlerin üretimini uyarmaktadır. Bu maddeler, hızlı ve 

etkili bağışıklık aktivasyonu, mikroorganizmaların ortadan kaldırılması ve doku onarımı 

için gerekli olan bir proinflamatuar sinyali oluşturur.221 Pleiotropik sitokin IL-6, hepatik 

akut faz reaksiyonunu, hematopoezi, antikor sekresyonunu ve T hücresini yönettiği için 

bu süreçlerde kritik bir rol oynar. Bu tip sinyaller ile aktivasyon, metabolik ve endokrin 

reaksiyonların patojenik mikroorganizmaların ortadan kaldırılmasını, yara iyileşmesini, 

enfeksiyon hastalıkları ve travmadan kurtulmayı destekler.222 Ayrıca IL-6 ve reseptörleri, 

vücut sıcaklığının ve gıda alımının düzenlenmesine katılan yapılar olan medial preoptik 

çekirdek ve medial hipotalamus dâhil olmak üzere sıçan beyninde tespit edilmiştir. 

Bununla birlikte, IL-6 reseptörü (IL-6R) mRNA'sı bu bölgelerle sınırlı değildir ve 

hipokampus ve corteks serebribin farklı loblarında da bulunmuştur. IL-6 ve IL-6 reseptör 

sinyal iletim mekanizmasının bağışıklık düzenlemesi, hematopoez, iltihaplanma ve 

onkogenez üzerine de etkileri vardır.223, 224 Abou zaid ve ark.225 tarafından yapılan bir 

çalışmada ACR ile indükledikleri nörotoksisitede inflamasyonun şekillendiği ve buna 
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bağlı olarak IL-6 düzeylerinde bir artışın olduğunu ifade etmişlerdir. Benzer çalışmalarda 

da çeşitli toksisite modellerinde IL-6 düzeylerinin inflamasyona bağlı olarak arttığı ve 

çeşitli terapötik ve antioksidan etkili bileşiklerin preinflamatuar sitokinlerin düzeylerini 

düşürdüğü bildirilmiştir.174, 226, 227 Yapılan bu çalışmada ise, Şekil 4.10.A’da görüldüğü 

gibi ACR’nin beyin dokusunda IL-6 düzeylerinde artışa neden olduğu ve MEL’in yüksek 

dozunun IL-6 düzeyindeki artışı önemli düzeyde önlediği belirlendi. 

NO vücutta birçok önemli fizyolojik işlevi olan ve sinir sisteminde hücreler arası 

bir sinyal molekülüdür. NO, NOS tarafından L-arginin ve moleküler oksijenden 

enzimatik olarak üretilir ve nNOS, iNOS ve eNOS formları ile düzenlenir. Nöronal 

izoformu, kalsiyum/kalmodulin tarafından aktive edilen nNOS enzimi tarafından üretilir. 

NOS memeli beyninden izole edilmiş ve nöronlardaki lokalizasyonu nedeniyle nNOS 

olarak adlandırılmıştır. NO bir nöromodülatör olarak işlev gördüğünde, uyku, iştah, vücut 

ısısı, sinir salgısını, sinaptik plastisiteyi, nörogelişimi ve gen ekspresyonunu dahil birçok 

işlevi bulunmaktadır. Ayrıca NO’nun kas kontraktilitesini ve yerel kan akışını kontrol 

ettiği de bilinmektedir. nNOS aktivitesi öncelikle kalmodulin bağlanması yoluyla 

nNOS’u aktive eden hücre içi Ca2+’daki artışlarla düzenlenir. nNOS aktivitesi sonucunda 

NO sentezinde artış görülmektedir. NO, normal homeostatik sınırlar içinde belirtilen 

fizyolojik fonksiyonları yerine getirirken; nNOS’un indüklenmesi sonucu NO miktarında 

aşırı artış görülmesi yüksek reaktif türlerinin oluşumu, peroksinitrit türlerinin artışı, 

reaktif nitrojen türlerinin oluşumu ve kararlı nitrozotiyollerin oluşumuna sebep teşkil 

etmektedir. Bu zararlı reaktiflerin artışı dönüşümsüz hücre hasarı, nöronal hücre ölümleri, 

ekzotoksisite, iskemi, parkinson ve depresyon gibi çeşitli hastalıklara neden 

olmaktadır.228-230 Yapılan çalışmalarda nNOS’un artışına bağlı olarak oluşan NO; 

nöroinflamasyona neden olduğu ve sonuç olarak nöronlarda hasar oluştuğu 

bildirilmiştir.231, 232 Yapılan farklı çalışmalarda ACR bileşiğinin toksik etkisi ile nNOS 
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seviyelerindeki artış sonucu özellikle beyin ve çeşitli dokularda hasar meydana geldiği 

belirlenmiştir.233-235 Ayrıca farklı bileşiklerle oluşturulan nörotoksisite sonucunda da 

nNOS seviyelerinde artışın gözlemlendiği ve protektif amaçlı kullanılan bileşiklerin bu 

artışı inhibe ettiği bildirilmiştir.195, 236-238 Bu çalışmada ise 50 mg/kg ACR uygulaması 

sonucunda oluşan nörotoksisistede nNOS seviyelerinde artışın olduğu (Şekil 4.10 B) ve 

protektif amaçlı uygulanan MEL bileşiğinin yüksek dozunun (MEL20+ACR) nNOS 

seviyesindeki artışı önemli düzeyde önlediği, fakat düşük doz MEL uygulamasının ise 

yüksek doz kadar etkili olmadğı belirlendi. 

AChE, esas olarak nöromüsküler kavşaklarda ve kolinerjik beyin sinapslarında 

bulunan bir serin hidrolazdır. Asetilkolin nörotransmiterini, asetat ve koline hızlı hidrolizi 

ile kolinerjik sinapslarda sinyal iletiminin sonlandırılmasını sağlamaktadır.239 Ayrıca 

yapılan çalışmalarda AChE enziminin, sinir sistemi boyunca morfometrik süreçler, hücre 

farklılaşması ve sinaptogenez gibi kolinerjik olmayan fonksiyonlarda da rol oynadığını 

öne sürülmüştür. AChE enzimi her türlü iletken doku, sinir ve kas, merkezi ve perifer 

dokular, motor ve duyusal lifler, kolinerjik ve kolinerjik olmayan olarak adlandırılan 

sempatik ve parasempatik lifler ile hücre gövdelerinin ve bağlantılarının bulunduğu tüm 

bölgelerde yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır.240 Kolinerjik nöronlar cerebral 

cortekste hafıza foksiyonu ve öğrenme olaylarında çok önemlidir ve AChE enzimi bu 

olaylarda önemli rol oynakmaktadır. Kolinerjik nöronlar öğrenme ve hafıza, omurilik 

sıvısının oluşumu, pH seviyeleri, iyonik bileşiklerin düzenlenmesi, hücresel reaksiyonlar, 

nörogenezis ve bikarbonat üretimi gibi çeşitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.195AChE 

enzim aktivitelerindeki artışın kolinerjik nöronların hasarına neden olduğu bilinmektedir. 

Oluşan hasar nedeni ile asetilkolin seviyelerinde de azalmalar görülmektedir. Bu yüzden 

AChE enzimi nörotoksisite çalışmalarında önemli bir biyomarkır olarak kabul 

edilmektedir.241 AChE’nin aşırı aktivasyonu, daha hızlı asetilkolin degradasyonuna ve 
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sonuç olarak, çeşitli kolinerjik ve kolinerjik olmayan fonksiyonların azalmasına neden 

olan asetilkolin reseptörlerinin stimülasyonunun azalmasına yol açar.242, 243 Sinaptik 

yarıktaki asetilkolin seviyelerinde bir azalma, ilerleyici bilişsel bozulmaya ve 

muhtemelen diyabetik nöropati veya diğer nörodejeneratif bozukluklarda görüldüğü gibi 

nörolojik işlev bozukluklarına da sebep olur.242-244 AChE aktivitesindeki artışın hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği ve oksidatif hasara neden olarak apoptozisi teşvik ettiği 

bildirilmiştir.245 Yapılan farklı çalışmalarda da görüldüğü gibi ACR’nin AChE enzim 

aktivitesinde artışa sebep olduğu, bu yüzden kolinerjik nörotransmisyonda azalmamının 

gözlendiği ve dokularda hasar meydana geldiği rapor edilmiştir.215, 225, 246, 247 Farklı toksik 

ajanlarla yapılan çalışmalarda AChE enzim aktivitelerindeki artışın gözlendiği ve 

protektif amaçlı kullanılan bileşiklerin bu artışı inhibe ettiği de bildirilmiştir.215, 236, 246-248 

Sunulan bu çalışmada ise ACR grubundaki ratların AChE enzim aktivite seviyelerinin 

kontrol grubuna göre önemli derecede yükseldiği MEL’nin (MEL20+ACR) özellikle 

yüksek dozunun AChE enzim seviyesindeki artışı önlediği, düşük doz MEL’nin 

(MEL10+ACR) ise bu artışı önlediği fakat yüksek doz MEL kadar etkili olmadığı ve elde 

edilen bulguların literatür ile uyumlu olduğu belirlendi (Şekil 4.11 A). 

Epinefrin, norepinefrin, seratonin ve dopamin en önemli monoamin 

nörotransmitterleridir. Monoamin nörotransmitterlerinin katabolizmasında görevli 

enzimlerden biri MAO enzimidir. Beyinde MAO enzimi ile çeşitli amin 

nörotransmiterlerinin oksidatif deaminasyonunu katalize ederlir ve bu işlem sonucunda 

yan ürün olarak ta H2O2 açığa çıkar.249 Açığa çıkan bu yan ürün ise oksidatif stresin ve 

indüklenen lipid peroksidasyonunun önemili kaynaklarından biridir.250 Toksisite 

durumlarında MAO enzim aktivitesi artar ve monoamin nörotransmiterlerinin katalizi 

sonucunda açığa çıkan H2O2, mitokondriyal oksidatif mekanizmaları aktif hale 

getirmektedir. Bu şekilde ROS’un oluşumuna neden olarak mitokondriyal elektron 
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taşıma zincirinde hasara neden olarak aşırı kalsiyum birikmesi görülmektedir. Bu olaylar 

zinciri ise apoptozise sebep olan hücresel kaskadları aktif hale getirir.251 Monoaminlerin 

aşırı parçalanması ile bu bileşiklerin birikimine neden olmakta ve buda hücresel savunma 

mekanizmalarında hasar oluşturmaktadır.252  Monoamin nörotransmiterleri, korteks 

serebri, bazal ganglionlar, limbik alanlar ve omurilikte yaygın olarak yer almaktadır. 

Hafıza, ruh hali, hareket, davranış, kan basıncının düzenlenmesi gibi otonomik 

fonksiyonlar ile beyin fonksiyonlarının düzenlenmesinde önemli rol oynarlar. Bu 

merkezlerde gelişen hasar nedeniyle nöronların fonksiyonlarını yerine getirememesi 

sonucu alzheimer ve parkinson hastalığı gibi çeşitli nörodejeneratif hastalıklar 

görülebilmektedir.253 Yapılan çalışmalarda farklı toksik ajanlarla oluşturulan 

nörotoksisite modellerinde MAO enzim aktivitesinde bir artışın olduğunu göstermiş ve 

çeşitli flanovoid bileşiklerle bu artışın inhibe olduğu rapor edilmiştir.250, 254, 255 Sunulan 

bu çalışmada ise Şekil 4.11 B’de görüldüğü gibi ACR grubunda MAO miktarı artarken 

MEL20+ACR grubunda ise düştüğü ve Kontrol ve MEL20 gruplarına yakın bir değerde 

olduğu belirlendi. MEL10+ACR grubunda da MAO enzim düzeylerinde düşüşün olduğu 

fakat yüksek doz MEL kadar etkili olmadığı belirlendi. 

Vezikül, tübül ve sisternalardan oluşan membrana bağlı bir organel olan ER; 

fizyolojik olarak protein sentezi, proteinlerin katlanması, üç boyutlu yapı kazanmalarını 

sağlama, taşınması, lipit biyosentezi ve kalsiyum homeostasisinin korunmasını sağlayan 

önemli bir organeldir. Aynı zamanda proteinlerin translasyon sonrası modifikasyonu (N-

bağlı glikosilasyon) sağlar ve bir sinyal organeli olarak kabul edilir. Çeşitli patolojik 

koşullar altında bu fonksiyonlarını yerine getiremezse ER stresi oluşmakta ve aşırı protein 

üretimi ve yanlış katlanmış proteinlerin agregasyonuna neden olmaktadır. Oksidatif stres, 

inflamasyon, toksisite durumları ve proteinlerin yanlış katlanması gibi çeşitli etkenler ER 

stresinin oluşumuna sebep olmaktadır.256 Katlanmamış, yanlış katlanmış, mutasyona 
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uğramış proteinlerin birikmesi,257 hücresel redoks durumundanki bozukluklar ve ROS 

artışı,258 hipoksi,259 kalsiyum düzenlenmesindeki sapmalar,260 viral enfeksiyonlar,261 ER 

stresine neden oldukları, ER homeostasisini bozdukları ve işlevini baskıladıkları yapılan 

çalışmalarda da gösterilmiştir. ER stresi sonucunda Alzheimer, Parkinson hastalığı, 

amyotrofik lateral skleroz (ALS), poli glutamin hastalıkları, iskemi, ateroskleroz, bipolar 

bozukluk, prion hastalıkları, kanser, diyabet, oto immun hastalıkları ve kardiyovasküler 

bozukluklar meydana gelmektedir.256 Ayrıca ER stres inhibisyonunun nöronal hasara,262 

iskemiye263 ve kardiyovasküler hastalıklara264  karşı koruma sağlayabileceğini gösteren 

çeşitli çalışmalarda mevcuttur. ER stresi sonucu hücresel cevaplar, katlanmamış protein 

yanıtı olarak adlandırılan UPR sinyallerinin aktif hale gelmesine, protein sentezinin 

azalmasına ve ER’de protein katlama kapasitesinin artmasına sebep olur. Yanlış 

katlanmış protein tepkisi olarak da bilinen ER ile ilişkili bozunma (ERAD) olarak 

adlandırılan sinyal yolu, yanlış katlanmış proteinleri spesifik olarak tanır ve onları ER 

zarından sitozole doğru hareket ettirerek sitoplazmada onları yok eder.37, 265 UPR sinyal 

yolakları indüklenirse, ERAD kapasitesinin arttığı, ERAD’ın kaybı UPR’yi indüklediği 

ve bu iki sinyal yolağının birlikte inhibisyonu ise hücrelerin, nöronların canlılığını büyük 

oranda azaltığı ve apoptozise neden olduğu bilinmektedir.265 Bu çalışmada üzerinde 

durulan ER stresi oluşumu sırasında aktive olan UPR sinyal yolakları; PERK, ATF6 ve 

IRE1 dir. Bu üç sinyal transmembran protein reseptörleri ER homeostasisinde önemli rol 

oynakmaktadır. ER stresinin olmadığı veya bazal koşullarda olduğu durumlarda, ER 

şaperonu olan immünoglobulin ağır zincir bağlayıcı protein (BIP)/GRP78; UPR’nin üç 

sinyal yolağı olan PERK, ATF6 ve IRE1 reseptörlerine bağlanarak onları inhibe 

etmektedir. ER stresi durumunda ise GRP78, üç UPR reseptöründen ayrılır ve 

katlanmamış/yanlış katlanmış proteinlere bağlanır. Böylece ER stresinin oluşan stresin 

ortadan kaldırılması için uyarlanabilir sinyal olaylarını başlatılmaktadır.266, 267 Bo ve 
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ark.268 HepG2 hücre hattında ACR ile indükledikleri ER stresi sonucu GRP78 gen 

ekspresyon seviyelerinin arttığını bildirmişleridir. Hong ve ark.269 ACR ile indükledikleri 

ER stresinde GRP78 ekspresyonunun doza bağımlı olarak arttığını ve rosmarinik asit 

uygulamasının GRP78 ekspresyonundaki artışı önleyerek ER stresinin azaltığıını 

bildirmişlerdir. Yapılan bu çalışmada elde edilen bulguların literatürle uyumlu olduğu, 

ACR uygulamasının beyin dokusunda ER stresini indüklediği ve buna bağlı olarak 

GRP78 gen ekspresyon seviyelerinin arttığı belirlendi. MEL’in her iki dozunun GRP78 

gen ekspresyon düzeylerindeki artışı inhibe ettiği, MEL10+ACR grubunda GRP78 gen 

ekspresyon düzeyinin kontrole göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu ve MEL20+ACR 

grubunda ise kontrolden farklı olmadığı belirlendi (Şekil 4.12). 

GRP78’in neden olduğu inhibisyonun ortadan kalkması PERK’in dimerizasyonu, 

otofosforilasyonu ve aktivasyonuna neden olur. Aktif PERK, eIF2α’nın fosforilenmesini 

sağlayarak genel protein translasyonunu inhibe eder.133 eIF2α, ER’de biriken 

katlanmamış proteinlerin miktarını azaltmak için genel protein translasyonunu inhibe 

ederek hücrenin hayatta kalmasını sağlamaktadır. Ayrıca eIF2α fosforilasyonu ile 

ribozomda bazı spesifik genleri etkileyebilmektedir.270 Hücrenin hayatta kalmasına 

yönelik ve UPR için merkezi olan birkaç genin ekspresyonunu indükleyen ATF4’ün, 

translasyonu eIF2α’nın fosforillenmesi ile translasyonu şekillenmektedir.271 ATF4’ün 

upregülasyonu amino asit metabolizmasında, redoks reaksiyonlarında, stres tepkisinde ve 

protein salgılanmasında yer alan genleri indükleyerek hücrenin hayatta kalmasını 

destekler. ATF4 tarafından indüklenen genlerin tümü anti-apoptotik değildir. 

İndüksiyonu güçlü bir şekilde ATF4’e bağlı olan CHOP’un, apoptozisi indüklediği 

bilinmektedir.126, 271 PERK aktivasyonu hücrenin hayatta kalması için koruyucudur fakat 

stresin devam etmesi ve artması sonucu ölüm kaskadlarının aktivasyonuna yol açan 

sinyaller üretmektedir. Ayrıca PERK aktivasyonu NF-kB aktivasyonuna neden 
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olmaktadır. Yapılan çalışmalarda NF-kB’nin aktive olması NO üretimine, proinfaltuar 

sitokinlerin (TNF-α, IL-1β ve IL-6) üretimine, ROS ve eksitotoksinlerin miktarının 

artması ile hücre ölümlerinin şekillenmesine sebep olmaktadır.272 Ayrıca PERK’in 

substratlarından biri olan Keap1 fosforile olur ve Nrf2’yi inhibisyondan kurtararak 

antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu düzenler.24, 272 Tüm bu sinyal 

yolaklarının aktivasyonun amacı hücrenin hayatta kalmasını sağlamaktır. ER’de stresin 

devam etmesi sonucu aktive olan PERK- eIF2α-ATF4 sinyalleri sonucu çekirdekte 

CHOP ekspresyonu artar ve buna bağlı olarak hücre apoptozise gider. Yapılan literatür 

çalışmalarında; Komoike ve ark.38  ACR’nin doza bağlı uygulaması ile oluşan ER stresi 

sonucu PERK aktivasyonunun ve ATF4 ekspresyon miktarının arttığını bildirmişlerdir. 

Yuan ve ark.273 yaptıkları bir çalışmada kadmiyum bileşiğinin doza bağlı uygulamasının 

rat kortikal nöronlarında ER stresini indüklediğini ve ER stresi sonucu GRP78 gen 

ekspresyonununda artışın olduğunu belirlemişlerdir. Ayrıca PERK/eIF2α fosforilenmesi 

sonucu ATF4 seviyelerinin arttığını ve bunun sonucu olarak CHOP ekspresyonunun 

arttığını, protektif amaçlı uyguladıkları alfa lipoik asidin bu parametrelerdeki artışı 

önlediğini tespit etmişlerdir. Yapılan bu çalışmada 50 mg/kg ACR ile indüklenen nöronal 

ER stresinde GRP78’in artması sonucu, PERK/eIF2α aktivasyonu ile ATF4 gen 

ekspresyonunun arttığı belirlendi. ATF4 gen ekspresyon seviyelerindeki artışı MEL’in 

doza bağımlı olarak önlediği ve özellikle yüksek dozunun artan ATF4 ekspresyon 

düzeyini baskılayarak apoptozisin şekillenmesini önlediği tespit edildi (Şekil 4.13).   

GRP78, ER membranında ATF6 sinyal yolağına bağlı haldedir ve bu sinyal 

yolağının inaktif durumda olmasını sağlar. Ancak ER lümeninde katlanmamış veya yanlış 

katlanmış proteinlerin açığa çıkması durumunda ATF6 sinyal yolağından ayrılarak bu 

proteinlere tutunur. GRP78 ATF6’dan ayrıldıktan sonra, ATF6’nın golgiye 

translokasyonunu sağlayarak golgide site-1 ve site-2 protezlar tarafından aktif formuna 
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dönüşümü sağlar.126 Aktive ATF6, hücrenin çekirdeğine geçerek UPR’de yer alan 

proteinlerin gen ekspresyonlarını düzenlemek için ER stres yanıt elemanı (ERSE) 

genlerinin ve diğer transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonunu indükler. Bu genler kısaca 

ER şaporonları olarak adlandırılmaktadır.256 Bunlar arasında protein disülfit izomeraz, 

GRP78, GRP94, CHOP ve XBP1 yer almaktadır. XBP1, IRE1 sinyalleşmesinde ana 

mediatör olarak aktif rol oynakmaktadır.133 ATF6, IRE1 sinyal yolağı aracılığı ile de 

hücrelerin hayatta kalabilmesi yönünde sinyaller üretmektedir.24 Hücrede belli düzeye 

kadar ATF6 ekspresyonu hücrenin hayatta kalması yönünde sinyaller oluşmasına sebep 

olurken, ATF6’nın aşırı ekspresyonu ER şaperonu olan CHOP mRNA ekspresyonunu 

indükler ve buna bağlı olarak hücre apoptozise gider.274, 275 ATF6 hücrenin hayatta 

kalması yönünde sinyaller üreterek UPR ve ERAD genlerini indükler, şaperonların 

artışına, aminoasit metabolizmasına, lipid biyosentezine ve oksidatif strese karşı tepki 

oluşturarak ER stresini baskılar.276 Xia ve ark.36 yaptıkları çalışmada rat kortikal 

nöronlarda gadolinyum uygulaması ile ER stresini indüklemişler ve toksisite grubunda 

ATF6 ekspresyonunun arttığı rapor etmişlerdir. Shati277 yaptığı çalışmada kadmiyum 

klorid uygulaması sonucu hipokampal ER stresi oluşturmuş ve ATF6 ekspresyon 

seviyesinin toksisite grubunda arttığını belirtmiştir. Yine bu çalışmada protektif olarak 

uyguladığı resveratrol bileşiğinin, oluşan ER stresini inhibe ettiği, ATF6 

ekspresyonunundaki artışı önlediğini tespit etmiştir. Yapılan bu çalışmada ise ACR 

uygulaması sonucu gelişen nöronal ER stresine bağlı olarak ATF6 mRNA gen 

ekspresyon seviyesinin ACR grubunda diğer gruplara göre önemli düzeyde arttığı 

belirlendi. ACR kaynkalı ATF6 gen ekspreyon düzeylerindeki artışı MEL’in doza 

bağımlı olarak önlediği tespit edildi (Şekil 4.14).   

IRE1, GRP78 tarafından aktif hale getirildiğinde benzer şekilde oligomerize 

olmaktadır. IRE1, bir serin-treonin kinaz alanına ve bir endoribonükleaz alanına sahip 
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olan çift aktiviteli bir enzimdir.127 IRE1 aktivasyonu ile endoribonükleazın işlevi ATF6 

tarafından indüklenen XBP1 mRNA’sından 26 nükleotidlik bir intronunu 

uzaklaştırmaktadır. Bu şekilde oluşturulan yeni varyant sXBP1 kararlı aktif bir 

transkripsiyon faktörüdür. Genellikle hücre çekirdeğine transloke olduğunda ER 

şaperonlarını, HSP40 ailesi üyelerini, ERSE, ERAD ve UPR ile ilişkili genlerin 

ekspresyon düzeylerini düzenleyebilmektedir. Bu düzenlemeler sayesinde ER’de gelişen 

stresin ortadan kaldırılmasını ve hücrenin hayatta kalması yönünde sinyallerin meydana 

gelmesini sağlamaktadır.278 ER stresi ile alakalı yapılan bazı çalışmalarda GRP78 

inhibisyonunun ortadan kalkması sonucu aktive olan reseptör proteinlerinin, ER 

lümeninde şekillenen düzenleyici faktörler ile stresin ortadan kaldırıldığı ve ER stresinin 

baskılandığı gösterilmiştir. Bu yolaklar arasında IRE1’in aktive olması sonucunda XBP1 

mRNA’sının sXBP1 formuna dönüştüğü ve toksisite gruplarında sXBP1 gen ekspresyon 

düzeyinin arttığı ve protektif etkili bileşiklerin bu artışı inhibe ettiği yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir.36, 279-281 Yapılan bu çalışmada ise ACR uygulaması ile gelişen nöronal ER 

stresi sonucu sXBP1 mRNA gen eksperesyonunun ACR toksisite grubunda arttığı 

belirlendi. Wongprayoon ve ark.282 yaptıkları bir çalışmada methamphetamine ile 

indükledikleri ER stresi sonucu sXBP1 ekspresyonunun arttığı ve MEL uygulamasının 

bu artışı inhibe ettiğini belirlemişlerdir. Çalışmamızda ACR ile indüklenen 

nörotoksisitede sXBP1 gen ekspresyon düzeyindeki artışı MEL’in doza bağımlı olarak 

önlediği ve bulgularımızın literatür ile uyumlu olduğu belirlendi. 

Proteinlerin hücresel işlevlerini yerine getirebilmeleri için ER’da spesifik 

konformasyonel katlanmalara ihtiyaç vardır. Hücrelerde katlanmamış protein miktarı 

veya yanlış katlanmış proteinlerin artması durumunda ER stresi oluşmaktadır. ER stresi 

durumunda, çeşitli sinyal molekülleri aktive olarak ER stresini ortadan kaldırmaya çalışır. 

Bu sinyal moleküllerinin birincisi olan translasyonel blok, yeni protein sentezinin 
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baskılanmasını veya yanlış katlanmış proteinlerin miktarının azaltılmasını sağlar. İkinci 

sinyal molekülü GRP78 gibi ER şaperonlarının ekspresyonunu artıran moleküller, 

üçüncü olarak PERK-eIF2α’nın aktivasyonu sonucunda NF-kB’nin indüklenmesi ile 

immun ve antiapoptotik sinyallerin oluşumunu sağlayan sinyal molekülleri ve son olarak 

hücresel olayların devamı için hasarlı hücreleri ortadan kaldıran apoptozis sinyalleridir.283 

Birinci yol ile CHOP gen ekspresyonu indüklenir, ikinci yolun aktivasyonuyla IRE1-TNF 

reseptörü ile ilişkili TRAFF2 apoptozis düzenleyici kinaz-1 (ASK1)-JNK sinyal 

yolağının aktivasyonu gerçekleşir ve üçüncü yol aracılığıyla ise ER ile ilişkili kaspaz-12 

aktive hale gelir.283, 284 Bu üç yolun aktivasyonu sonucunda apoptozis indüklenmektedir. 

Hücrelerde oluşan stresin ortadan kaldırılamaması ve yanlış katlanmış proteinlerin aşırı 

birikmesi sonucu PERK-ATF6-IRE1 sinyal yolaklarının aktivasyonuna bağlı olarak 

hücre çekirdeğinde CHOP gen eskspresyonunun artması ile apoptozis uyarılmaktadır. 

Büyümeyi durdurma ve DNA hasarı ile indüklenebilir gen 153 (GADD153) olarak da 

bilinen CHOP, başlangıçta DNA hasarına yanıt olarak tanımlanmıştır. CHOP’un aşırı 

ekspresyonu apoptosiz sinyallerini oluşturur ve bu etkisini Bcl-2 gen ekspresyonunu 

baskılayarak gerçekleştirir.285 Mitokondriyal apoptozis mekanizmaları oluşumu sırasında 

Bcl-2 gen ekspresyon miktarının azalması Bax gen ekspresyon miktarının artışına neden 

olur. CHOP’un aşırı ekspresyonu, Bax proteininin sitozolden mitokondriye 

trasnlokasyonuna neden olur ve mitokondride sitokrom c’nin salınımına neden olarak 

apoptotik olayları başlatır.24 Böylece ER stresi oluşumu ve CHOP aracılı ölüm sinyali 

iletimi ile mitokondriyal sinyal kaskadları aktive edilmiş olur. ER stresi-CHOP 

regülasyonları sonucu Bax aktivasyonuyla apoptozisin son basamağı olan kaspaz 

kaskadları aktive olur. Apoptozisin son basamağı olarak kabul edilen Cas-3 

aktivasyonuyla geri dönüşümsüz bir sürece girilir ve hücre apoptozis ile ortadan 

kaldırılır.24, 133, 283  
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 Bo ve ark.268 ACR ile idnüklenen ER stresinde CHOP gen ekspresyonunun 

arttığını bildirmişlerdir. Wang ve ark.286 yaptıkları çalışmada, ACR maruziyeti sonrası rat 

cerebellumunda ER stresinin geliştiğini ve buna bağlı olarak CHOP düzeyinin arttığını 

rapor etmişlerdir. Deneysel olarak oluşturulan organ toksisitesi modellerinde ER stresinin 

oluştuğu ve CHOP aracılı apoptozisin meydana geldiği belirlenmiştir.287, 288 Yapılan bu 

çalışmada ise ACR ile indüklenen nöronal ER stresinde, PERK-ATF6-IRE1 aktivasyonu 

sonucunda CHOP aracılı apoptozis geliştiği belirlendi. Apoptozis belirteçlerinden olan 

CHOP gen ekspresyonunun ACR grubunda dğer gruplara göre anlamlı düzeyde artış 

olduğu ve MEL2in doza bağımlı olarak bu artışı baskıladığı tespit edildi (Şekil 4.16). 

Apoptozis sinyal moleküllerinin aktivasyonu, hücrelerde antiapoptotik gen 

ailesinin üyesi olan Bcl-2 ekspresyonunun baskılanmasına, proapoptotik gen ailesinin 

üyesi olan Bax ekspresyonunun ise artmasına sebep olur. Apotosizis sinyal 

moleküllerinin aktivasyonu sonucunda, Cas-3 gen ekspresyon düzeyinin arttığı yapılan 

çalışmalarda rapor edilmiştir.289-291 Hong ve ark.269 ACR ile indükledikleri ER stresinde, 

Bcl-2 seviyelerinin baskılandığını, Bax ve Cas-3 gen ekspresyon düzeylerinin ise arttığını 

belirlemişlerdir. Wang ve ark.292 ACR ile indükledikleri nörotoksisitede nöronal 

apoptozisin geliştiğini, Bcl-2 ekspresyonun azaldığını, Bax ve Cas-3 ekspresyonunun 

arttığını rapor etmişlerdir. Fan ve ark.157 ise mitokondriyal oksidatif hasar sırasında ER 

stresi ile bağımlı apoptozis üzerine MEL etkilerini araştırdıkları çalışmada, protektif 

amaçlı MEL uygulamasının Bcl-2 ekspresyon seviyesini arttırdığı, srtan Bax ve Cas-3 

seviyelerini ise düşürdüğünü belirlemişlerdir. Tüm bu literatür bilgiler doğrultusunda 

yapılan bu çalışmada ratlarda ACR ile indüklenen beyin hasarı sonrasında ER stresi-

CHOP aracılı apoptozisin geliştiği saptandı. Apoptotik belirteçlerden olan Bcl-2 gen 

ekspresyonunun ACR grubunda baskılandığı, Bax ve Cas-3 gen ekspresyonlarının ise 

arttığı ve buna bağlı olarak nöronal apoptozisin indüklendiği belirlendi. MEL’in doza 
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bağımlı olarak noroprotektif etki göstererek Bcl-2 seviyesindeki azalmayı, Bax ve Cas-3 

seviyelerindeki artışı önlediği tespit edildi. 

ACR ile indüklenen nörotoksisite modellerinde, beyin dokusunun histolojik 

yapısında bazı patolojiler meydana gelmektedir. Çok yaygın kullanıma sahip olan ACR 

ile deneysel olarak indüklenen nörotoksisite modellerinde cortex cerebride yapısal 

değişiklerin oluştuğu belirlenmiştir. Dasari ve ark.293 ACR uygulamasının ratların beyin 

dokusunda piramidal ve glial hücrelerin dejenerasyonuna, piramidal hücrelerin hafif 

vakuolasyonuna, glia hücrelerde sponjioz ve spongioz gibi histopatolojik değişikliklere 

sebep olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca nekroz ve piknozun yanı sıra nöron ve nörofaji 

nekrozu, fokal gliozis ve sinir liflerinin demiyelizasyonuna neden olduğunu 

belirtmişlerdir. Jangir ve ark.16 ise ACR’nin rat beyninde nöronal dejenerasyon, ödem ve 

tıkanıklık gibi histopatolojik bozukluklar meydana getirdiğini rapor etmişlerdir. Edres ve 

ark.215 ACR uygulaması yapılan ratlarda meninkslerde hafif inflamatuar, hücre 

infiltrasyonu, sub-meningeal kan damarlarında tıkanıklık, meninkslerde kanama, nöropil 

sponjioz ve dejenere olmuş nöronofajinin geliştiğini bildirmişlerdir. Ayrıca antioksidan 

ve antiinflamatuvar etkili allisin ve MEL uygulamasının ise protektif etki sağlayarak 

beyinde gelişen patolojiyi önlediğini tespit etmişlerdir.218 Çalışmamaızda elde ettiğimiz 

bulguların literatürle uyumlu olduğu ve ACR grubundaki ratların beyin kesitlerinde, 

nöronlarda şiddetli düzeyde dejenerasyon ve nekroz, meningeal ve paranşimal 

damarlarda şiddetli düzeyde hiperemi belirlendi. MEL’in düşük dozunun ACR kaynaklı 

patolojileri orta düzeyde, yüksek dozunun ise önemli düzeyde dejenerasyonu önlediği ve 

hipereminin hafif düzeyde kaldığı tespit edildi (Tablo 4.2). 

Oksidatif stresin artışına bağlı olarak artan ROS ve oksijensiz radikaller önemli 

fizyolojik fonksiyonlara sahipken, bununla beraber reaktif yapıları nedeniyle hücresel 

membranların lipidlerinde, proteinlerde ve DNA’da oksidatif hasara da neden 
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olabilmektedirler. Hasar görmüş DNA’lar enzimatik olarak onarılır ve fonksiyonlarını 

yerine getirirler. Fakat yanlış onarılan veya onarılamayan DNA’lar mutasyonlara ve 

çeşitli hücresel hasarlara neden olabilirler. Hidroksil radikali ROS oluşumu ile hidrojen 

peroksitten açığa çıkmaktadır ve proteinlere, lipitlere ve DNA’ya zarar verebilmektedir. 

Oluşan bu zaralı bileşik DNA bazlarına hasar vererek oksidatif DNA hasarı 

oluşturmaktadır. Hidroksil radikali DNA’da gunanin bazı etkileşimi ile 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OHdG) oluşumuna neden olmaktadır. Bu şekilde hasarlı DNA 

replikasyonları sırasında mutasyonlar gelişebilmektedir. He ve ark.294 ACR ile 

oluşturdukları nörotoksisitede serabral kortekste immünohistokimyasal olarak 

inceledikleri 8-OHdG ekspresyonlarının arttığını tespit etmişlerdir. ACR grubunda 8-

OHdG ekspresyonunun arttığı ve protektif etkili epigallocatechin-3-gallate bileşiğinin bu 

artışı inhibe ederek oksidatif DNA hasarını önlediğini rapor etmişlerdir. Yapılan bu 

çalışmada elde edilen immünohistokimyasal bulguların literatürle uyumlu olduğu, ACR 

grubundaki ratların beyin dokularında 8-OHdG ekspresyonlarının arttığı tespit edildi. 

ACR ile indüklenen nörotoksisitede beyin dokularında artan 8-OHdG ekspresyon düzeyi 

üzerine MEL’in doza bağımlı uygulamasının 8-OHdG ekspresyon seviyelerindeki artışı 

önemli derecede önlediği Tablo 4.2’de belirtildiği gibi tespit edildi.  

Beyinde astrositlerde bulunan ara filamentler hücre iskeletini, hücre esnekliğini ve 

bütünlüğünü sağlayan çok önemli yapılardır. Hücrenin yapısal özelliklerindeki önemli 

rolünün yanı sıra biyomekanik ve moleküler sinyallerin iletimi ile ilgili yeni işlevleri 

ortaya çıkmıştır. Astrositlerdeki ana ara filament gliyal fibriller asidik protein olarak 

adlandırılan GFAP’tır.295 GFAP ekspresyonunun, genel olarak beyin hasarı ve merkezi 

sinir sisteminin dejenerasyonu ile arttığı bilinmektedir. Beyinde oluşan hasar, travma, 

nörodejeneratif hastalıklar, genetik bozukluklar ve çeşitli kimyasal bileşiklerin etkileri ile 

astrositler reaktif hale gelirler.296 Mikrogliyalar ve astrositlerde hasar veya yaralanmaya 
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genellikle reaktif gliosis veya basitçe gliosis denir. Gliosis oluşması durumunda hücre 

çekirdeğinden GFAP gen ekspresyonunun artışı ve hasar sonucu ölüm kaskadlarının aktif 

hale gelmesi ile yıkım gerçekleşmekte ve oluşan nöronal hasar sonucunda ise GFAP 

regülasyonu da bozulmaktadır.297 Chen ve ark.298 ACR uyguladıkları ratların beyin 

dokularının immünofloresan incelemesinde GFAP ekspresyon seviyelerinin ACR 

grubunda arttığını belirlemişlerdir.  Farag ve ark.299 ise ratlarda ACR ile indükleri 

nörotoksisitede protektif amaçlı semizotu tohum ekstraktının ekilerini incelemişlerdir. 

ACR toksisitesi ile gliosisin geliştiğini, GFAP ekspresyon seviyelerinin arttığını ve bu 

ekstraktın GFAP seviyesindeki artışı önlediğini rapor etmişlerdir. Farouk ve ark.300 ACR 

ile indükledikleri nörotoksisitede likopen bileşiğinin nöroprotektif ve antioksidan 

etkilerini araştırdıkları çalışmada, ACR grubunda GFAP ekspresyon seviyelerinin artığını 

ve likopenin bu artışı inhibe ettiğini rapor etmişlerdir. Yapılan bu çalışmada deney 

gruplarındaki ratların beyin dokularının immunofloresan bulgularının literatürle uyumlu 

olduğu ve ACR gruplarındaki beyin kesitlerinde yapılan inceleme sonucu GFAP 

ekspresyon seviyelerinin arttığı tespit edildi. Antioksidan, antiinflamatuar ve 

nöroprotektif etkili MEL’in doza bağımlı uygulamasının artan GFAP ekspresyon 

düzeylerini önlemede etkili olduğu Şekil 4.28 ve Tablo 4.2.’de görüldüğü gibi belirlendi. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Sunulan bu çalışmada, ratlarda ACR ile indüklenen nörotoksisitede antioksidan 

ve antiinflamatuar bir bileşik olan MEL’in protektif etkileri araştırıldı. Çalışmada elde 

edilen sonuçlar ve veriler kısaca aşağıda belirtilmişir. 

1. Çalışma sonucunda, ACR’nin 50 mg/kg’lık dozu sinir sisteminde hasara ve 

nöropatiye neden olarak, özellikle motor sinirleri etkileyerek lokomotor aktivitede 

değişikliklere neden olmakta ve MEL’in 20 mg/kg’lık yüksek dozu oluşan bu 

hasarı önlemede etkili olduğu ve lokomotor aktivitedeki hareket ve davranışları 

düzelttiği saptandı.  

2. ACR beyin dokusunda oksidatif stresi indüklediği ve MEL’nin doza bağımlı 

uygulamasının oluşan oksidatif stres üzerine antioksidan etkili olduğu ve oluşan 

oksidatif stresi önlediği saptandı. 

3. Toksik etkili bileşikler, enerji yetersizliği, kalsiyum dengesinin bozulması ve 

oksidatif stres gibi etkenler ER stresine neden olmaktadır. Bu çalışmanın 

sonucunda, ACR ile indüklenen nörotoksisitede oksidatif stresin artışı, sinir 

sistemin de düzenleyici görevleri olan AChE ve MAO enzim miktarının artışı ve 

motor fonksiyonlarda hasarın gelişmesi ile ER stresinin geliştiği ve nöronlarda 

hayatta kalmak için inflamasyonun indüklendiği görüldü. Antioksidan ve 

antiiflamatuvar etkili MEL’in doza bağımlı uygulaması AChE, MAO, ER stresi 

parametreleri ve nöroinflamasyon üzerine protektif etkili olduğu tespit edildi.  

4. Bu çalışmanın sonucunda, ACR’in ile indüklenen ER stresi sonucu beyin 

dokusunda CHOP gen ekspersyonunun artışının apoptozisi indüklendiği ve bu 

şekilde hücrelerin ölümüne neden olduğu, MEL’in doza bağımlı uygulamasının 

antiapoptotik etki göstererek hücrelerin hayatta kalmasına ve ER stresini 

inhibisyonuna neden olduğu saptandı. 
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5. Beyin dokusunda hasara neden olan ACR bileşiğinin, 8-OHdG’yi indüklediği ve 

bunun sonucunda DNA hasarının geliştiği, MEL’in doza bağımlı uygulamasının 

DNA hasarı üzerine protektif etki gösterdiği saptandı.  

6. ACR bileşiği, beyin dokusunda yerleşik hücreler olarak adlandırılan Astrosit 

hücrelerini etkileyerek GFAP ekspresyonunu arttırmaktadır. Nöronal hasarın 

belirteçlerinden olan GFAP artışı üzerine, MEL’in doza bağımlı uygulamasında 

20 mg/kg’lık dozunun nöroprotektif etki gösterdiği tespit edildi. 

7. Kısaca yukarıda belirtilen oksidatif protein katlanması, oksidatif stresin 

tetiklenmesi ve ROS’un artışı, ER stresini indüklediği, ER stresi inflamasyona ve 

apoptozise neden olduğu, nöronal hücre ölümünün bu yolaklar üzerinden 

gerçekleştiği detaylı bir şekilde gösterilmiştir. Yapılan bu çalışma sonucunda 

oksidatif stresin geliştiği, nöroinflamasyonun şekillendiği, ER stresinin 

indüklendiği ve sonuç olarak bir apoptozis indükleyicisi olan CHOP 

ekspresyonunun arttığı ve nöronal hücrelerin ACR gruplarında apoptozis ile 

ortadan kaldırıldığı bunun sonucu olarak motor alanlarda hasarın gelişmesi ile 

beraber genel lokomotor aktivite düzeylerinin değiştiği gözlemlendi. Tüm bu 

yolaklar üzerine MEL’in doza bağımlı olarak koruyucu etkili olduğu saptandı. 

8. Elde edilen bulgular ışığında MEL’in, ratlarda ACR ile indüklenen 

nörotoksisitede antiinflamatuvar ve antioksidan etkilerinden dolayı protektif etkili 

olduğu kanısına varıldı. Elde edilen bulguların literatürdeki eksiği gidereceği ve 

gelecekte yapılacak daha ileri düzeydeki çalışmalara katkı sağlayacağı ve yön 

vereceği düşünülmektedir. 
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