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WAG/Rij SIÇANLARDA NEONATAL DÖNEMDE UYGULANAN KAFEİNİN 

HİPOKAMPUS VE SEREBELLUM BÖLGELERİNDEKİ BİYOFİZİKSEL 

ETKİLERİNİN İNCELENMESİ  

 

ÖZET 

Dünyada en çok tüketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin (1,3,7-

trimetilksantin) uyanıklık, dikkat ve hafıza gibi nörolojik işlevleri değiştirdiği 

bilinmektedir. Bilinen bu etkilerinin yanı sıra neonatal dönemde kafein alınımının 

ileride epileptik nöbet ve epilepsi oluşumuna neden olabildiğini destekleyen çalışmalar 

bulunsa da bu etkilerin altında yatan mekanizmalar açıklığa kavuşturulamamıştır. 

Konuya katkı sağlamak amacıyla çalışmamızda neonatal dönemde (7-11. Günler arası) 

yüksek doz (20 mg/kg) kafein uygulamasının absans epilepsi modeli olan WAG/Rij 

sıçanların hipokampus ve serebellum beyin bölgelerinde meydana getirdiği 

biyofiziksel değişiklikler FT-IR spektroskopisi yöntemiyle incelendi. Ayrıca 

çalışmaya bazı biyokimyasal testler dahil edildi. Elde edilen spektroskopik bulgulara 

göre kafeinin olefinik bant alanında, olefinik/lipit oranında ve MDA seviyesinde 

hipokampuste artmaya serebellumda azalmaya neden olması lipit peroksidasyon 

ürünlerinde ve doymamış lipit miktarlarındaki farklılıkları ortaya koydu. CH2 

asimetrik ve simetrik bant genişlik değerleri, kafein gruplarında hipokampuste 

membran akışkanlığında azalmayı, serebellumda artmayı gösterdi. İlaveten, aynı 

bantların alan değerlerinin her iki beyin bölgesinde artması yüksek seviyede doymuş 

lipitleri işaret etti. Proteinden kaynaklı Amid I ve II bant alanlarının analizleri ve 

Bradford testi sonuçları ile hipokampuste protein miktarında artma, serebellumda ise 

kafein etkisiyle azalma bilgisini verdi. Ayrıca C=O, PO-
2 asimetrik ve simetrik 

frekanslarının hipokampus ve serebellumda farklılık göstermesi kafein uygulamasının 

membran lipitlerinin paketlenmesini değiştirdiği sonucunu verdi. Ayrıca, spektral 

parametrelere dayalı olarak uygulanan hiyerarşik kümeleme analizi ile kafein 

uygulanmış ve uygulanmamış tüm grupların ayrımı başarılı bir şekilde elde edildi. 

Tüm bu sonuçlar neonatal dönemde uygulanan kafeinin hipokampus ve serebellum 

bölgelerinde farklı biyofiziksel etkilere neden olduğu bulgusunu verdi. Biyofiziksel 

parametrelerdeki farklılıklar kafeinin epileptik nöbetleri tetikleyici ya da inhibe edici 

etkilerinin yansıması olabilir. 

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, FT-IR, Hipokampus, Kafein, Serebellum.  
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INVESTIGATION OF BIOPYHSICAL EFFECTS OF CAFFEINE 

ADMINISTRATION DURING NEONATAL PERIOD IN HIPPOCAMPUS 

AND CEREBELLUM BRAIN REGIONS OF WAG/Rij RATS BY FT-IR 

SPECTROSCOPY  

 

ABSTRACT 

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine), one of the most consumed psychoactive 

substances in the world, is known to alter neurological functions such as alertness, 

attention and memory.  In addition to these known effects, caffeine intake in the 

neonatal period may cause epileptic seizures and epilepsy in the future, but the 

mechanisms underlying these effects have not been clarified. To contribute to the 

subject, the biophysical effects of 20 mg/kg doses caffeine administration during 

neonatal period (7-11.Days) on hippocampus and cerebellum of WAG/Rij rats, which 

is a model of absence epilepsy were investigated by FT-IR spectroscopy. According 

to the obtained spectroscopic findings, caffeine caused an increment in olefinic band 

area, olefinic/lipid ratio and MDA level in hippocampus but a decrement in 

cerebellum. The CH2 asymmetric and symmetric bandwidth values showed a decrease 

in membrane fluidity in hippocampus whislt an increase in cerebellum in caffeine 

groups. Moreover, based on the analysis of the areas of Amid I and II modes attributed 

to protein and Bradford test results an increment in hippocampus but a decrease in 

cerebellum. Furthermore, variations in the C=O, the PO-
2 asymmetric and symmetric 

frequencies in different brain regions showed the application of caffeine changed the 

packaging of membrane lipids. Moreover, hierarchical clustering analysis based on 

spectral parameters successfully discriminated caffeine treated and untreated groups. 

All these results reveal that caffeine applied in neonatal period caused different 

biophysical effects in hippocampus and cerebellum regions. Such variations in 

biophysical parameters may reflect the triggering or inhibiting effects of caffeine on 

epileptic seizures. 

 

Keywords: Epilepsy, FT-IR, Caffeine, Hippocampus, Cerebellum.
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GİRİŞ 

Epilepsi, dünya genelinde 70 milyondan fazla insanı etkileyen en yaygın ciddi beyin 

hastalıklarından biridir. İnsidansı bebeklerde ve daha büyük yaş gruplarında en yüksek 

risk taşıyan iki modlu bir dağılıma sahiptir. Epilepsi, tek bir ekspresyon ve nedeni olan 

bir durumdan ziyade çoklu risk faktörleri ve güçlü bir genetik yatkınlık içeren bir 

semptom kompleksidir (Thijs ve diğ., 2016). 

Absans Epilepsi (AE), aktivitenin değerlendirilmesine eşlik eden ve geçici bir bilinç 

değişikliği ile ilişkili genel konvülsif olmayan nöbetler ile karakterize özel bir epileptik 

sendromdur (Depaulis ve Charpier., 2018). WAG/Rij sıçanları, patofizyolojik ve 

farmakolojik çalışmalar açısından, absans epilepsinin araştırılmasında yaygın olarak 

kullanılan bir genetik hayvan modelidir (Russo ve diğ., 2016).  

Dünyada en çok tüketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin uyanıklık, dikkat 

ve hafıza gibi nörolojik işlevleri değiştirdiği bilinmektedir. Bilinen merkezi sinir 

sistemi uyarıcısı etkilerinin yanı sıra kafein özellikle prematüre apnesinin tedavisinde 

en sık kullanılan kimyasaldır. Etkileri, mekanik olarak havalandırılmış preterm 

bebeklerde apne, aralıklı hipoksemi ve ekstübasyon başarısızlığının sıklığını 

azaltmada iyi bir şekilde belirlenmiştir. Ayrıca, bronkopulmoner displazi ve patent 

duktus arteriozus insidansının azaltılmasında ilave kısa vadeli faydaları da 

kanıtlanmıştır (Abdel-Hady ve diğ., 2015; Dobson ve diğ., 2014; Abu Jawdeh ve diğ., 

2013; Schmidt ve diğ., 2006).  Adı geçen kullanımlarının yanı sıra neonatal dönemde 

kafein alınımının ileride epileptik nöbet ve epilepsi oluşumuna neden olabildiğini 

destekleyen çalışmalar bulunmaktadır. Fakat bu etkilerin altında yatan mekanizmalar 

açıklığa kavuşturulamamıştır (Borges-Mantin ve diğ., 2019). 

Konuya biyofiziksel yaklaşım getirmek amacı ile çalışmada neonatal dönemde kafein 

uygulamasının Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/Rij) sıçanların hipokampus 

ve serebellum beyin bölgelerinde meydana getirdiği moleküler değişiklikleri 

karşılaştırmalı olarak Fourier Dönüşüm Kızılötesi (FT-IR) 
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Spektroskopisi yöntemiyle incelendi. Elde edilen verilerle kafeinin hipokampus ve 

serebellum beyin bölgeleri üzerindeki etkileri; protein miktarı, lipit düzeni ve 

akışkanlığı gibi parametreler araştırıldı. Ayrıca Bradford testinde, protein miktarı ve 

tiyobarbitürik asit reaktif maddeler (TBARs) testi ile de lipit peroksidasyon ürünü olan 

malondealdehit (MDA) miktarındaki değişimler araştırıldı. 
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1.GENEL BİLGİLER 

1.1. Epilepsi 

Epilepsi, beyindeki anormal aşırı veya tekrarlayan nöronal aktivite sonucu oluşan 

nöbetler ve bu nöbetlere eşlik eden geçici ya da kalıcı semptomlara verilen addır. 

Epilepsi nörobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuçları ile nöbet oluşturmaya 

kalıcı bir yatkınlık ile karakterizedir. Bu hastalığın tanımının yapılabilmesi için en az 

bir epileptik nöbetin ortaya çıkmasını gerekmektedir. Epileptogenezis, beklenmedik 

nöbetlerin oluşmasına neden olan moleküler ve hücresel değişiklikleri ile sonuçlanan 

beyin hasarı sürecini ifade etmektedir. Nöbetler epilepsinin karakteristiği olan devamlı 

tekrarlayan nöbetli hastalıklardan kaynaklanabilmekle birlikte; hipoglisemi, 

hiponatremi ve normal beyin metabolizmasındaki benzer geçici değişikliklere bağlı da 

nöbetler oluşabilirler (Brissart ve diğ., 2018; Malkan ve diğ., 2014; Fisher ve diğ., 

2004). 

Beynin en sık görülen nörolojik hastalıklarından biri olan epilepsi, dünya çapında 

yaklaşık 70 milyon kişiyi etkilemektedir (Ngugi ve diğ., 2010). Herhangi bir bireyde 

yaşam boyu epilepsinin görülme riski %3 - %5 arasındadır. Genel popülasyonda % 

0,5-2 prevalansı olan epilepsi vakaların yaklaşık üçte ikisinde, hastalığın başlangıcı 

çocukluk ve ergenlik döneminde ortaya çıkar. Yaşamın ilk yıllarında epilepsi hastalığı 

maksimum oranda (100.000'de 100-233) görülür. Bu oran, çocukluğun  erken 

döneminde düşerek (100.000'de 60), gençlik ve yetişkinlik dönemlerinde minimum 

orana ulaşarak (100.000'de 30-40), yaşlılık döneminde tekrar artar (Aronica ve diğ., 

2018). 

Epileptogenez, pek çok hastanın bilinmeyen bir nedeni olmasına rağmen, patogenetik 

bir olay (“epileptojenik bir hareket”) veya genetik bir değişiklik tarafından başlatılır. 

Epileptogenezden sorumlu hücresel mekanizmalar henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Tüm epilepsi nöbetlerinde aynı mekanizmadan söz edilmemekle 

birlikte hepsinde artmış ve tekrarlayan nöronal uyarılabilirlik gibi ortak özellikler 
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mevcuttur (Devinsky ve diğ., 2018).  Epilepsi spontan nöbetlerin sıklığı ve şiddeti, 

hayvan modellerinde ve insanlarda yıllarca antiepileptojenik tedavi yaklaşımlara 

geliştirilmesinde terapötik hedefler için geniş bir araştırma olanağı sağlar (Pitkanen ve 

diğ., 2015; Dudek ve diğ., 2011).  

Antiepileptik ilaçlar (AEİ), epilepsi hastalarının çoğunda tedavinin temelidir ve 

nöbetleri ortadan kaldırmak için tasarlanmıştır. 1990’lı yılların başında yeni AEİ’lerin 

kullanıma girmesiyle tedavi seçenekleri artmıştır. Epilepsi tedavisinin hedefleri üç 

seviyede belirlenmiştir. Nöbet kontrolü, epilepsi kontrolü ve epileptogenez sürecinin 

tersine çevrilmesidir. Nöbet kontrolü AEİ’nin etkinliği ve nöbetlerde sıklık ve/veya 

şiddetinde azalma anlamına gelmektedir. Epilepsi kontrolü ise nöbet kontrolünün de 

ötesinde AEİ etkinliğini göstermektedir.  Epileptogenezin tersine çevrilmesi ise 

günümüzde medikal tedavi ile sağlanamamakta ancak belirli olgularda cerrahi tedavi 

ile sağlanabilmektedir (Steinhoff ve diğ., 2003). Epilepsi hastaların yaklaşık %70’i 

antiepileptik ilaçlarla farmakolojik olarak kontrol edilebilir. Hastaların geriye kalan 

%30'u farmakolojik tedaviye dirençlidir ve önemli bir terapötik zorluk ortaya 

çıkarmaktadır (Rutlanda ve diğ., 2018). Günümüzde 20'den fazla AEİ mevcuttur ve 

yeni tanı almış epilepsili hastalarda ilk önce tek ilaçla tedavi önerilmektedir. AEİ'lerin 

seçimi, öncelikle hastanın nöbet tipi, ilacın güvenliği, yaş, cinsiyet, çocuk doğurma 

potansiyeli, komorbiditeler ve eşlik eden medikasyon kullanımı gibi hastaya özgü 

faktörlere göre uygulanır (Thurman ve diğ., 2019; Perucca ve diğ., 2011). 

Epilepsi tanısı mümkün olduğu kadar spesifik ve kesin olması gerekir. Sınıflandırması 

ise nöbet tipi, epilepsi tipi ve sendrom olmak üzere üçe ayrılır. Her aşamanın 

etiyolojileri ve komorbiditeleri, bunlar önemli terapötik etkilere sahip olabileceğinden 

tanımlanmalıdır. Nedenler ise genetik, yapısal, metabolik, bulaşıcı, immun ve 

bilinmeyen olmak üzere altı kategoriye ayrılmıştır ve Şekil 1.1.’de gösterilmektedir 

(Thijs ve diğ., 2019). 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinhoff%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12580856


  

5 

 

 

Şekil 1.1. Epilepsi sınıflandırılması 

Uluslararası Epilepsi Ligi (International League Against Epilepsy-(ILAE)) ilk olarak 

1970'te epileptik nöbetler ve epilepsi sınıflamalarını oluşturmuştur; uzun yıllar süren 

çalışmalar sonucunda 1981 yılında epileptik nöbetlerin klinik ve elektroensefalografik 

(EEG) sınıflandırılması bugün için geçerli olan son şeklini almıştır (Fisher ve diğ., 

2014). 

 

      Şekil 1.2. Epileptik nöbetlerin klinik ve EEG sınıflandırması, (ILAE 1981) 

Epilepsi literatüründe önemli yeri olan kavram epilepsi sendromudur. Epilepsi 

sendromu, başlangıç yaşı, nöbet özellikleri, klinik seyri, EEG bulguları açısından ortak 
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özellikler gösteren durumlar için kullanılmaktadır. Bu kavram etiyolojik bir benzerliği 

gerektirmez. Etiyolojik tanısı belirlenmiş olan durumlara ‘epilepsi’, belirlenmemiş 

olanlara ‘epilepsi sendromu’ olarak adlandırılır. Lokalizasyon özellikleri temelinde 

epilepsiler ‘parsiyel epilepsiler’ ve ‘jeneralize epilepsiler’ olarak iki ana başlıkta 

toplanmaktadır (Scheffer ve diğ., 2017; Stafstrom ve diğ., 2015). 

Parsiyel nöbet, bir hemisferdeki herhangi bir hücre topluluğunun aşırı deşarjı ile ilişkili 

olup başlangıç semptomları klinik veya EEG olarak o bölgenin işlevsel özellikleri ile 

ilgilidir. Jenaralize nöbetler, başlangıcından itibaren beynin iki tarafını da aynı anda 

etkileyen nöbetlere denir. 

Etiyolojik özelliklerine göre ise, ‘idiyopatik’, ‘kriptojenik’ ve ‘semptomatik’ olmak 

üzere 3 ana grupta incelenmektedir.  İdiyopatik epilepsiler genetik olarak belirlenir. 

Gözlenen nöbet tipleri, yaşa bağlı başlangıç, EEG kriterler ve hareket bozuklukları 

veya gelişimsel gecikme gibi eşlik eden semptomlarla karakterize edilirler. Ana alt 

tipler, idiyopatik genelleştirilmiş, erken çocuklukta görülen iyi huylu sendromları ve 

epileptik ensefalopatileri içeren fokal epilepsileri içerir (Weber ve diğ., 2015). 

Kriptojenik epilepsiler, idiyopatik epilepsilerin bilinen özelliklerine uymamaları 

nedeniyle semptomatik gibi görünen fakat mevcut araştırma yöntemlerinin etiyolojik 

bilgi vermediği durumlardır. Semptomatik epilepsi, beynin bilinen bir lezyonu ya da 

bir hastalığına sekonder gelişen epilepsileri olarak tanımlanmaktadır. Semptomatik 

epilepsilerin büyük bir kısmında nöbetler fokaldir ve nöbetin ilk semptomu genellikle 

kaynaklandığı anatomik yeri işaret eder (Knutsen ve diğ., 2007). 

1.1.1. Absans epilepsi 

Absans epilepsi, idiyopatik veya genetik jeneralize epilepsi olarak sınıflandırılan bir 

durumdur. Nöbetlere sebep olan anormal elektriksel aktivite, nöronların aşırı 

uyarabilirliği nedeniyle genelleştirilir. Absans epilepsisi, çocukluk çağı epilepsisinin 

(CAE) en yaygın biçimlerinden biri olarak tanımlanır ve tüm çocukların % 10-17'sini 

etkileyen yaygın bir pediatrik epilepsi sendromudur. 4 ila 10 yaş arasındaki çocuklarda 

nöbetler başlar. EEG'de genelleştirilmiş 3 Hz ani-diken dalga deşarjları (SWD) eşlik 

eder. SWD'ler sürekli kısa olabilir (2 ila 5 saniye) veya uzun (15 ila 30 saniye), deşarj 

sıklığı 2,5-5 Hz arasındadır (Panayiotopoulos., 2001). SWD'ler korteksin ön orta hat 

bölgesinde görünürken, genlik lateral ve posterior yönlerde yavaş yavaş küçülür. 
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SWD’ler ani başlangıçlı ve sonludur; ataklar, özellikle istirahat durumunda 

kaydedildiğinde normal bir EEG aktivitesi izleyerek takip edilebilir (van Luıjtelaar ve 

Sitnikova., 2004). Nöbet sona erdiğinde, hasta hemen önceki konuşma veya aktiviteye 

devam eder. Absans nöbetleri kısa ve sarsıcı olmadığından, rahatlıkla gözden kaçabilir 

veya yanlış teşhis konabilir. Absans nöbet sıklığı günde birkaç ile yüzlerce arasında 

değişmektedir. Stres ve yorgunluk, nöbet sıklığını artırır (Kessler ve diğ., 2017). 

Absans nöbetlerinin patofizyolojik mekanizmaları, genelleştirilmiş SWD davranış 

önlemesiyle ilişkili olduğu çeşitli hayvan modellerinde çalışılmıştır. SWD’ler, esas 

olarak neokortik piramidal hücreleri, retiküler çekirdeği ve talamusun röle çekirdeğini 

içeren bir talamo-kortikal devrede anormal salınımlı ritimler tarafından üretildiği ve 

sürdürüldüğü anlaşılmaktadır. Hem inhibe edici hem de uyarıcı nörotransmisyonlar 

absans nöbetlerinin oluşumunda ve kontrolünde rol oynar. İnhibisyon ve uyarım 

arasındaki dengesizlik nedeniyle aşırı kortikal uyarılabilirliğin veya inhibe edici gama-

aminobutirik asit (GABA) mekanizmalarının kontrolü altındaki anormal iç nöronal 

özelliklerden dolayı aşırı talamik salınımların sonucunda gerçekleşir. Kalsiyum 

kanalları talamik nöronlar üzerinde yüksek yoğunluklarda bulunur. Absans 

nöbetlerinin SWD deşarjları normal ve patolojik talamokortikal rejeneratif patlama 

deşarjını tetikler. Nörotransmiterler arasından GABA-B reseptörleri, rejeneratif 

patlama deşarjlarının başlatılmasında kalsiyum kanallarını ulaşmak için gerekli olan 

hiperpolarizasyonu ortaya çıkararak en belirgin rolünü oynamaktadır. GABA-B 

agonistleri tipik absans nöbetlerini arttırırken, GABA-B antagonistleri onları bastırırak 

nöbetleri azaltır. GABA-A’nın aktivasyon olduğu yerlerde ise talamokortikal 

salınımları senkronize etmek için bir ritim düzenleme olarak işlev gören retiküler 

talamik çekirdektir. Çekirdekteki GABA-A reseptörlerinin arttırılmış aktivasyonu, bu 

hücrelerin ritim düzenleme kapasitesini azaltarak absans nöbetlerini oluşturma 

olasılığını azaltır (van Luijtelaar ve sitnikova., 2006; Panayiotopoulos., 2001). 

Absans nöbetleri genellikle çocukluk çağında görülür. 10 yaştan büyük çocuklarda 

absans nöbeti başlangıcı genellikle çocukluk çağı absans epilepsisini düşündürmez. 

Çocuklarda sıklıkla jeneralize tonik-klonik nöbetler ve miyoklonik nöbetleri vardır. 

Bazı yetişkinlerde absans nöbeti görülebilir. 10 yaştan büyük çocukta başlayan 

jeneralize tonik-klonik nöbetlerle birlikte absans nöbetleri öyküsü, gençlik absans 

epilepsisi sendromunu göstermektedir. Benzer şekilde, daha erken yaşta başlamış fakat 
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miyoklonik nöbetlerin yanı sıra absans ve jeneralize tonik-klonik nöbetleri olan çocuk 

jüvenil miyoklonik epilepsiyi Tablo 1.1’de göstermektedir (Butler., 2016). 

Tablo 1.1. Absans nöbetleriyle ilişkili epilepsi sendromları 

Absans Nöbetleriyle İlişkili Epilepsi Sendromları 

 Çocukluk 

Absans  

Epilepsi 

Jüvenil 

Absans 

Epilepsi 

Jüvenil 

Myoklonik 

Epilepsi 

Myoklonik 

Absans 

Epilepsi 

Tipik 

Başlangıç 

Yaşı 

5-9 9-13 Gençlik 1-12 

Kadın-

Erkek Oranı 

K>E K>E K=E E>K 

Nöbet 

Çeşitleri 

Absans: Çok 

sık 

Absans: daha 

az sıklıkta, 

genellikte jtk 

nöbet 

Jtk, 

myoklonik ve 

absans daha 

az yaygın, 

CAE’ye göre 

daha az 

görülür 

Üst gövde, 

kollar veya 

bacakların 

myoklonik 

absans ile 

çoğu hastada 

aynı 

zamanda jtk 

ve atomik 

nöbet  

Prognoz İyi Orta, 

yetişkinlikte 

jtk 

Orta, tedavi 

devam ettiği 

sürece jtk 

Kötü, tedavi 

etmesi zor  

 

1.2. Hayvan Modelleri  

Hayvan modelleri, çeşitli hastalıklar hakkında bilgi edinilmesini sağlayarak tedaviler 

için etkili yöntemler geliştirilmesinde son derece önemlidirler. Bu modeller, insan 

hastalığına patofizyolojik benzerlikleri, hastalık durumuna göre fenotipik bir uyumu 

ve tekrarlanabilirlik gibi özelliklere sahiptir (Blass., 2015). 

Epilepsi patogenezin daha iyi anlaşılması, epileptogenez sürecini aydınlatıp nöbetlerin 

önlenebilmesi, ilerlemesinin durdurulması veya etkili tedavi yöntemlerin 

bulunabilmesi açısından önemlidir (Hui Yin ve diğ., 2013). Bu nedenle insan 

çalışmaları sadece tanımlayıcı düzeyde kalmakta dolayısıyla hayvan çalışmaları 

zorunlu olmaktadır (Taşkıran ve diğ., 2017). Epilepsi araştırmalarında en sık 

kullanılan hayvan modelleri, kemirgen modelidir. Bunlar genellikle sıçanlar veya 

farelerdir. Hayvan modelleri epileptogenezin altında yatan moleküler ve hücresel 
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değişikliklerin aydınlatılmasına (Devinsky ve diğ., 2018), epilepsinin tedavisinde yeni 

AEİ’ler ve alternatif tedavi edici yaklaşımların belirlenmesine olanak sağlayabilmesi 

açısından büyük önem taşımaktadır (Geiger ve diğ., 2019; Perucca ve diğ., 2011;  

Sarkisian ve diğ., 2001). 

Hayvan modelleri; nörofizyolojik, farmakolojik ve genetik çalışmalarda absans 

epilepsi modelini araştırılmasında önemli bir yere sahiptir. WAG/Rij (Wistar Albino 

Glaxo/Rijswijk) ve GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats of Strasbourg) ırkı 

genetik epilepsili sıçanlar, deney hayvanları olarak bilinmektedir. Bu hayvanlar Wistar 

ırkından olup, genetik olarak belirlenmiş nöbetler geçirmektedirler (Depaulis ve van 

Luijtelaar., 2006). 

1.2.1. Absans epileptojenez modeli olarak WAG/Rij sıçanlar 

WAG/Rij sıçanlar,  Glaxo laboratuvarındaki Wistar sıçanlarından elde edilen genetik 

absans epilepsisine sahip inbred üretilen sıçanlardır. Bu sıçanlar, ilk olarak 

Rijswijk'teki REPGO TNO Enstitüsü tarafından Hollanda'da üretildi. WAG/Rij, 

Wistar Albino Glaxo/Rijswijk anlamına gelir. WAG/Rij ırkı, en az 130 kuşaktır 

(Sarkisova ve diğ., 2011). WAG/Rij sıçanları, patofizyolojik ve farmakolojik 

çalışmalar açısından, absans epilepsinin araştırılmasında yaygın olarak kullanılan bir 

genetik hayvan modelidir (Russo ve diğ., 2016; van Luijtelaar ve diğ., 2014; Coenen 

ve Van Luijtelaar ve diğ., 2003). 

WAG/Rij absans epilepsi genetik modelinde, nöbetler genellikle kendiliğinden oluşur 

ve EEG’de SWD’ler eşlik eder. SWD'nin sayısı ve süresi yaşla birlikte giderek artar 

(Sitnikova ve diğ., 2011). WAG/Rij sıçanlarda 2 aylıkken göz seğirmesi, hızlanmış 

nefes alma, kafa eğme ve davranışsal ataklar eşliğinde EEG'de senkronize 7-10 Hz 

SWD gelişir. Genç erişkin WAG/Rij sıçanlarda (2-3 aylık) sadece SWD'nin 

olgunlaşmamış biçimlerini ifade ederken,  SWD’nin en belirgin hali ise 6 aylıkken 

görülür. Yaşlı sıçanlarda ise çok daha belirgin hale gelir. WAG/Rij sıçanlarda, 

yaşamları boyunca nöbetler devam eder (Russo ve diğ., 2018; Sarkisova ve diğ., 2011). 

Absans epilepsisine genetik yatkınlığı olduğu bilinen WAG/Rij sıçanlarında 

somatosensör korteksin sinaptik hipereksitabilite ile karakterizedir. WAG/Rij 

sıçanlarındaki somatosensör korteks birincil olarak tetiklenir (D'Antuono ve diğ., 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525505001901933?via%3Dihub#!
https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar
https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar
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2006). Nöral devrelerde uyarıcı / inhibitör işlemlerin etkinliğinin duyusal deneyim ile 

modüle edilebileceği bilinmektedir. Erken ontogenez sırasında anormal duyusal 

tecrübenin kortikal uyarılabilirliği geri dönüşümsüz olarak değiştirebileceği birkaç 

hassas dönem vardır (Lee ve diğ., 2009). Yapılan çalışmalarda, doğumdan sonraki ilk 

3 hafta boyunca bıyıkları kesilmiş olan sıçanlarda somatosensör korteks daha güçlü 

bir uyarılma ve inhibe edici cevapların bulunmadığını gösterdi (Shoykhet ve diğ., 

2005; Cheetman ve diğ., 2008; Simons ve Land., 1987).  

Absans epilepsisinin uyku ile yakın bir ilişkisi olduğu iyi bilinmektedir. Absans 

nöbetleri genellikle uyanıklık, uyku arasındaki geçiş dönemlerinde ortaya çıkar ve 3 

Hz SWD’ler eşlik eder. WAG/Rij sıçanlarındaki epileptik aktivite, uyku kontrol 

mekanizmalarının bozulması ile ilişkilidir (Drinkenburg ve diğ., 1991). 

Genetik absans epilepsili WAG/Rij sıçan hayvan modelleri üzerinde yapılan 

çalışmalar, epileptogenezin altında yatan hücresel mekanizmaları aydınlatılmasını ve 

bireyleri inceleme fırsatı sunar. Bu sebeple insan AE’nin patofizyolojisini anlamamız 

için olanak sağlar. 

1.3. Kafein 

1.3.1. Kafeinin yapısı 

Kafein (1,3,7-trimetilksantin), kahve ve kakao çekirdekleri, çay yaprakları, guarana 

meyveleri gibi çeşitli bitkilerde bulunan merkezi sinir sistemini uyarıcı bir alkaloiddir. 
Kafein ilk kez 1819 yılında Alman Kimyager Runge tarafından, kahve 

çekirdeklerinden izole edilmiş ve yapısı E. Fischer tarafından aydınlatılmıştır 

(Turnbull ve diğ., 2017; McKetta ve diğ., 1977). 

Kafeinin kimyasal formülü C8H10N4O2’dur. Temel bileşeni, nükleik asitlerin yapıtaşı 

olan “purin” dir. Kafein molekülünün yapısı, üç hidrojen bağı alıcısı, üç metil grubu 

içerir ve proton verici grupları yoktur. Metil gruplarının hidrojenleri dışındaki tüm 

atomlar aynı düzlemde kalır. Hidrofilik ve hidrofobik atom grupların bir 

kombinasyonu, kafeinin hem polar hem de polar olmayan çözücülerde çözünür 

olmasını sağlar. Kafeinin bu özellikleri, tüm biyolojik membranlardan geçişine izin 

verir. Kafeinin, kan beyin bariyerleri ve plasenta engelleri yoktur (Poltev ve diğ., 

2010). 
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           Şekil 1.3. Kafein molekülünün yapısı 

Kafein, bütün adenozin reseptörlerini (AR) antagonize ederek biyolojik etkilerinin 

çoğuna neden olur. Kafein, hücre yüzeyindeki adenozin reseptörlerini aktif hale 

getirmeden bağlar ve böylece rekabetçi inhibitör görevi görür (Ribeiro ve diğ., 2010). 

1.3.2. Adenozin reseptörünün yapısı 

Pürin bazlarından biri olan adenine bir pentoz halkasının eklenmesi ile oluşan 

adenozin, tüm hücrelerde yaygın olarak bulunan ve önemli düzenleyici etkileri olan 

bir moleküldür (Kayır ve Uzbay., 2004).  

 

                       Şekil 1.4. Adenozin molekülünün yapısı 

Adenozin hücrelerin normal bir bileşenidir ve hücre içi konsantrasyonunu düzenleyen 

çok sayıda reseptörleri vardır. Bugüne kadar dört alt tip adenozin reseptörü 

tanımlanmıştır: A1, A2A, A2B ve A3. Adenozin reseptörleri, tüm beyin alanlarının 

nöronları ve glial hücreleri üzerinde etkilere sahiptir. Omurilik ve beyinde en yaygın 

bulunan adenozin reseptörü A1 alt tipidir (Masino ve diğ., 2001). Özellikle korteks, 

serebellum ve hipokampuste yoğun olarak bulunmaktadır. A2A alt tipi ise daha çok 

striatum, nükleus akkümbens, kaudat putamen ve bazal ganglionlarda yoğunlaşmıştır 

(Ribeiro ve diğ., 2003). Kafein, adenozin reseptörleri üzerindeki inhibe edici etkisine 
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bağlı olarak kortikal bir hipereksitabilite durumuna neden olur; bu süreç uyanıklığı 

arttırır ve bilişsel işlevi geliştirir (Scammells ve diğ., 2017; Jovel ve diğ., 2017).  

 

            Şekil 1.5. Beyindeki adenozin reseptörlerin dağılımı 

1.3.3. Kafeinin hücresel etki mekanizması 

Kafeinin hücresel seviyedeki potansiyel etkileri üç etki mekanizması ile açıklanabilir. 

Bunlar adenozin reseptörlerinin merkezi sinir sistemindeki antagonizması, hücre içi 

kalsiyum depolamanın mobilizasyonu ve fosfodiesterazların inhibisyonudur 

(Cappelletti ve diğ., 2015). 

Adenozin reseptörlerinin antagonizması 

Kafein, adenozin reseptörlerinin alt kısımlarını (A1 ve A2A) bloke ederek etkilerini 

azaltır. Dopamin, nöradrenalin ve glutamat salınımının artmasına neden olur. Kafein, 

beyin kan akışını azaltabilir. Ayrıca, kan damarlarındaki Al, A2A ve A2B adenozin 

reseptörlerini inhibe ederek ve adenozin aracılı kasılmayı sınırlandırarak, miyokard 

kan akışını azaltabilir (Namdar ve diğ., 2009). 

Hücre içi kalsiyum mobilizasyonu 

Kafein, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salımını indükleyebilir ve yeniden 

alımını da inhibe edebilir. Bu mekanizma ile alışılmış ve alışılmadık kafein 

kullanıcılarında, kasılmaları artırabilir. Hücre içi kalsiyum endotel nitrik oksit sentazın 

daha yüksek miktarlarda nitrik oksit üretimi ile aktivasyonunu belirler. Bu nedenle, 

iskelet kaslarının kasılmalarının artışına neden olabilir (Goldstein ve diğ., 2010). 
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Fosfodiesterazların inhibisyonu 

Kafein, fosfodiesterazların seçici olmayan rekabetçi bir inhibitörü olarak görev yapar. 

Enzimler, siklik adenozin monofosfat (cAMP) gibi moleküllerdeki fosfodiester 

bağlantılarını hidrolize ederek bozulmalarını önler. cAMP, hormona duyarlı lipazın 

aktivitesini tetikleyerek lipolizi uyarır ve adrenalin için hayati bir role sahiptir. Aynı 

zamanda, glikoz ve lipit metabolizmasında yer alan birkaç enzimi fosforile eden 

protein kinaz A'yı da aktive eder (Graham., 2015). 

1.3.4. Kafein metabolizması 

Kafein ağızdan alındıktan kısa bir süre sonra, gastrointestinal sistemden hızlı bir 

şekilde emilir (15-120 dk) ve kanda en yüksek düzeye ulaşır. Kafein karaciğerde 

sitokrom P450 oksidaz enzim sistemiyle üç ana metabolit oluşturur. Metabolizma 

sonucunda paraksantin (84%), teobromin (12%) ve teofilin (4%) gibi pek çok 

metabolit açığa çıkar. Basit difüzyonla taşınır. Hücrelere geçişi sırasında herhangi bir 

bariyer olmadığı için kafein beyin, testis ve fetüs dahil vucüttaki tüm hücrelere ve 

dokulara hızlı bir şekilde yayılır. Plazmada albümine bağlı olarak taşınan kafeinin % 

80’i beyinde bulunur. Kafeinin vücuttan uzaklaştırılması sürecinde yarılanma ömrü, 

yaklaşık 3-4 saattir ve karaciğerde depolanır. CYP1A2, kafeinin demetilasyonundan 

sorumludur ve metabolizmasını etkileyebilir. CYP1A2 ekspresyonu cinsiyet, ırk, 

genetik polimorfizmler, hastalıktan etkilenebilir ve bu faktörler farklı dokulardaki 

kafein konsantrasyonunu değiştirebilir (Stefanello ve diğ., 2019; Nehlig ve diğ., 2018).  

 

                              Şekil 1.6. Kafein molekülünün metabolitleri 
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Kafeinin ana metaboliti olan paraksantin, benzer bir kimyasal yapıya ve kafein ile yarı 

ömre sahiptir. Serum ve idrarda kolayca ölçülür. Oral olarak alınan paraksantinin 

yaklaşık %60'ı değiştirilmemiş olarak atılır. Teobromin, biyolojik olarak aktif 

metabolitlerin daha yüksek bir oranını oluşturur. Hızla emilir ve yaklaşık %50'si 8-12 

saat içinde idrarla atılır. Teofilin ve kafein benzer bir kimyasal yapıya sahiptir. Teofilin 

bir N-metil grubundan yoksundur. Teofilinin, kafein ve teobrominden daha güçlü 

etkileri belirler. Yarı ömrü 3 ila 9 saat arasında değişir (Garipağaoğlu ve diğ., 2009). 

Sonuç olarak, kafein ve metabolitlerinin metabolizması bireyler arasında önemli 

farklılıklar vardır. Dışsal faktörler; sigara içme, yiyecek alımı, mide boşalma hızı, 

hamilelik, hepatik ve kardiyovasküler hastalıklar, viral enfeksiyonlar ve eşlik eden ilaç 

kullanımı gibi metabolik ve atılım oranlarını etkiler (Cappelletti ve diğ., 2015). 

1.3.5. Kafeinin etkileri 

Kafein bazlı gıda takviyeleri ve içecekler, zihinsel ve fiziksel güç sağlamak, atletik 

performansı ve konsantrasyonu geliştirmek için kullanılmaktadır (Alves ve diğ., 2018; 

McLellan, Caldwell ve Lieberman., 2016). 

Araştırmalarda kafeinin bilişsel ve motor fonksiyon üzerindeki etkileri, olası 

mekanizmaları netleştirmek amacıyla incelenmiştir. Kafeinin dikkat, ruh hali ve 

uyanıklık üzerindeki etkileri bildirilmiştir (Diukova ve diğ., 2012; Rogers ve diğ., 

2011). Dikkat Eksikliği Hiperaktivite Bozukluğu, frontal korteks ve striatumunda 

dopaminerjik fonksiyonu önleyerek, bilişsel ve motor anormallikleri ile sonuçlanır. 

Yapılan çalışmalarda dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğunun kafein kullanımıyla, 

davranışsal ve nörokimyasal değişiklikleri hafiflettiği rapor edilmiştir (Pandolfo ve 

diğ., 2013). 

Kafeinin nöbet ve nöbet eşiği üzerindeki etkileriyle ilgili bazı tartışmalar vardır. Bazı 

raporlar, uzun süreli kafein uygulamasının fare ve sıçan modellerinde nöbet eşiğini 

artırabileceğini desteklemektedir. Kafeinin merkezi bir sinir sistemi uyarıcısıdır ve 

izole edilmiş hipokampal dilimlerde epileptiform aktivitelere neden olduğu 

gösterilmiştir (Avoli ve Jefferys diğ., 2016). Motor nöbet modellerinde yapılan in vivo 

çalışmalar, kafeinin nöbet aktivitesinin süresini kısaltabileceğini göstermiştir (Gupta 

ve diğ, 2014). WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo/Rijswijk) ve GAERS (Genetic Absence 



  

15 

 

Epilepsy Rats of Strasbourg)  ani-diken deşarjlarını (SWD'ler) baskıladığı 

gösterilmiştir (Dede ve diğ., 2019). Prenatal dönemde kafein alımın etkisi, 

hipokampalı uyarılmasını değiştirdiği ve nöbet sergileyen hayvanların yüzdesini 

arttırdığı gösterilmiştir. Ancak yetişkinliğe devam eden lokomotor aktivitede bir 

değişiklik olmadığı bildirildi (Silva ve diğ., 2013). 

Kafein, prematüre apnesinin tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir metilksantindir. 

Erken doğmuş bebeklerde, kafein solunum desteği süresini azaltarak, hayatta kalma 

oranlarını arttırır. Beyin felci ve bilişsel gecikme insidansını azaltır (Abu-Shaweesh 

ve diğ., 2017; Atik ve diğ., 2016). 

Kafeinin içeren içeceklerin, özellikle kahvenin kardiyovasküler sağlık üzerindeki 

etkisi tartışmalı bir konudur. Kafein, kan basıncı, kolestrol, plazma homosistein ve 

kalp atışı açısından kardiyovasküler sistemi olumsuz yönde etkiler. Ancak bazı 

insanlar kafeine tolerans geliştirdiği için diğerlerinden daha ciddi şekilde etkilenir. 

Kafeinin kardiyovasküler etkilerine tolerans geliştikçe, başlangıçta gözlenen etki hızlı 

bir şekilde azalır, hatta kaybolur (Turnbull ve diğ., 2017; Pelchovitz ve diğ., 2011). 

Kafein, anksiyeteyi artıran bir madde olarak kabul edilir ve farmakolojik temeli 

belirsizdir. Kafeinin çalışma mekanizması, adenozin reseptörlerine (öncelikle A1 ve 

A2A) bağlandığı, adenozin etkilerini önleyen ve nöronal aktiviteyi arttıran bir işlemdir. 

Çünkü adenozin reseptörlerine bağlandığında nöronların depresyonuna ve 

uyuşukluğuna neden olan kısıtlayıcı bir nöromodülatördür. Kafeinin, nöradrenerjik 

sistemle kesilmesi sonucunda adrenalin salınımının artmasına neden olmasıdır (Chen 

ve diğ., 2013). 

Genelde kahvenin iyi bir gece uykusuna müdahale ettiği bilinir. Kafein içeren 

içeceklerin yaygın olarak kullanıldığı bilindiğinden, insanlar kafein içeren içeceklerin 

uyanık kalmaya yardımcı olabileceğini, gece uykusu kalitesini ve süresini 

etkileyebileceğini fark edildi. Fazla kafein tüketen kişilerde, sadece huzursuzluğa değil 

aynı zamanda kas gerginliğine de neden olur. Uyumadan önce kafein alan insanlar 

gürültüden daha kolay uyanırlar (Nawrot ve diğ., 2003). 

Kafein, gebelikte oldukça yaygın tüketilen ksenobiotiktir. Annenin gebelik sırasında 

kafein alması, doğrudan fetüsün kafeine maruz kalmasına yol açar. Çünkü kafein 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1744165X17300896#!
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plasenta bariyerini kolayca geçer. Fetüsün yeterli enzim sistemleri gelişmediği için 

kafein metabolizması çok uzun süre almaktadır. Bu sebepten dolayı fetal büyüme ve 

gelişme olumsuz etkilenmektedir. Yüksek dozda kafein tüketimi, fetal ölüm riskinde 

artış, gelişme geriliği, düşük doğum ve prematüre doğuma neden olur (Deniz ve diğ., 

2015). 

Kafein bir idrar söktürücü madde olarak bilinir. Yüksek kafein alımı genellikle düşük 

kalsiyum alımı için bir belirteçtir. Kafein içeren içeceklerin tüketimi bu nedenle 

osteoporoz için risk faktörüdür (Gaspar ve diğ., 2016). 

1.4. Hipokampus 

Filogenetik olarak beynin en eski bilinen bölümlerinden biri olan hipokampus, koronal 

kesitlerde C harfi şeklinde görülür. Denizatına benzerliğinden dolayı hipokampus 

(hippos=at, kampos=deniz) ismi verilen bu yapı, bir zamanlar dış yüzü koç boynuzuna 

benzediğinden Cornu ammonis adı ile anılmıştır. (Ammon: Koç başlı bir Mısır İlahına 

verilen isim) 

 

                          Şekil 1.7. Hipokampusun denizatı ile benzerliği 

Hipokampus, koroid fissür kavisinin dış parçasından gelişir. Bu süreç, bölgede 

bulunan öncü nöronların çoğalması ve göç etmesiyle başlar. Böylece hemisfer duvarı 

bir yandan kalınlaşırken, diğer yandan ventrikülün medial kenarına doğru bir çıkıntı 

yapar. Bu çıkıntı hipokampusü meydana getirir (Songur ve diğ., 2001). 

Hipokampus; lateral ventrikülün alt boynuz tabanı boyunca uzanan, yaklaşık 5-8 cm 

uzunluğunda bir gri cevher tabakasıdır. Ventriküle bakan yüzü konveks, hemisferin alt 

kısmına bakan yüzü ise konkavdır (Songur ve diğ., 2001). 
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                  Şekil 1.8. Hipokampusun şekli ve konumu 

Hipokampus, singulat girus, hipotalamus ve amigdala birlikte “Limbik sistem”i 

oluşturur (İzci ve diğ., 2015). Limbik sistem, hatıraların ve duyguların oluşumundan 

sorumludur (Maftoon ve diğ., 2014). 

 

                  Şekil 1.9. Hipokampusun bölümleri 

Hipokampus histolojik olarak 3 ana bölümden oluşmaktadır ve buna hipokampal 

formasyon denir. Hipokampal formasyon; esas hipokampus, dentat girus ve 

subikulumdur. Hipokampal formasyon, uzaysal öğrenme ve bellekten sorumludur. 

Cornu Ammonis’in İngilizce baş harflerini temsilen “CA” olarak da ifade edilebilen 

hipokampus, hücre yapısındaki değişikliklerden dolayı CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi 

farklı alanlara bölünmüştür. Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en 

yakın olan alandır (İzci ve diğ., 2015). 
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1.4.1. Hipokampusun fonksiyonları 

Hipokampus, eşsiz hücresel morfolojiye ve karmaşık bir yapıya sahiptir (Zeidman ve 

Maguire., 2016). Hipokampus, üzerinde en fazla klinik ve laboratuvar çalışma yapılan 

beyin bölümüdür. Hipokampusun karmaşık anatomisi nedeniyle incelenmesi oldukça 

zordur Bu nedenle, hipokampusun tek başına yaptığı fonksiyonları tanımlamak yerine, 

karmaşık fonksiyonlardaki rolü üzerinde durulmaktadır (Songur ve diğ., 2001). 

Hipokampus, epizodik bellek, mekansal gezinme ve duygularla ilgili işleme dahil 

olmak üzere çoklu bilişsel işlevlerde rol oynar (Przeździk ve diğ., 2019). İnsan ve 

kemirgen beynindeki hipokampus, mekansal konumlarla ilgili bilgilerin hafızaya 

alınması, öğrenilmesinde ve işlenmesinde çok önemli bir rol oynar. 

Hipokampuse gelen duyusal sinyalleri içerisinden geçiren ek kanal rolü oynadığı 

düşünülür. Duyusal uyarılar, hipokampusu aktive ederek limbik sistemi etkiler. Bu 

sebepten dolayı davranışların şekillenmesinde etkilidir (Songur ve diğ., 2001). 

Amigdala ve hipokampus arasındaki dinamik etkileşim, önemli derecede duygusal 

olayların uzun süreli bellek oluşumunu initialize eder. Davranışsal tepkilerin 

düzenlenmesini önemli ölçüde modüle eder. Amigdala, sosyal ve duygusal davranış 

merkezi olarak kabul edilir ve korku şartlanmasının yaratılması için temel bir merkez 

olan lateral çekirdeği (LA) barındırır. Savunma davranışlarının gösterimi, LA'daki 

nöronların öğrenme uyarılmış değişiklikleriyle ilişkilidir. Üstelik amigdala; dikkat, 

biliş ve stresli olayların değerlendirilmesinde etkili bir rol oynar (Gley ve diğ., 2019). 

Hipokampus, epilepsi ve nöbet patofizyolojisinde önemli bir yapıdır. Hipokampal 

korteks iki ana nöron grubunu içerir; bunlar ana nöronlar ve internöronlardır. Ana 

nöronların çoğu, beynin uzak bölgelerindeki diğer nöronların hücre gövdeleri üzerinde 

uyarıcı sinapslar oluştururken, internöronlar genellikle ana nöronlar ve diğer 

internöronlar üzerinde inhibe edici sinapslar oluşturur. Bu nedenle, ana nöronların 

uyarıcı etkisini inhibe ederek ve nöbet oluşumunu önlerler (Sendrowski ve diğ., 2013). 

Hipokampusun özelliği ise uyarılabilirliğidir. Örneğin, hafif elektriksel uyarılar 

hipokampus bölgelerinde uyarı kesildikten sonra saniyeler süren bölgesel epileptik 

nöbetlere sebep olur. Bu da hipokampusun normal koşullarda bile uzun süren sinyaller 

yaydığını gösterir (Sloviter., 2005). 
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Yapılan çalışmalarda, WAG/Rij sıçanlarında kendiliğinden ortaya çıkan absans 

nöbetlerinin başlatılması ve sonlandırılması sırasında korteksin farklı bölgeleri ve 

hipokampus arasındaki ilişki araştırılmıştır. Absans epilepsi nöbetleri  talamokortikal 

kökene sahiptir (Depaulis ve van Luijtelaar., 2006). SWD’ler somatosensörlü 

korteksin küçük bir alanında başlatıldığı ve ardından talamokortikal alanı içinde 

genelleştirildiği bilinmektedir (Avoli., 2012; Meeren ve diğ., 2002).  SWD’ler tüm 

beyin korteksine kaydedilir. Somatosensorü korteksin fokal bölgesinden diğer kortikal 

bölgelere hızlı intrakortikal nöbet aktivitesinin yayıldığı düşünülmektedir (Meeren ve 

diğ., 2002). Tipik yokluk epilepsisinin ani diken dalga deşarjları hipokampuste veya 

epileptik sıçanlarda başka herhangi bir limbik yapıya kaydedilmemiştir (Depaulis ve 

van Luijtelaar., 2006).  Bununla birlikte, genetik olmayan epilepsili sıçanlar, limbik 

bölgelerde artmış serebral glukoz kullanım oranını ve hipokampuste (Richards ve diğ., 

2000) artmış glutamat seviyelerini ve talamusta (Touret ve diğ., 2007) azalmış 

seviyeleri göstermektedir. Hipokampusun, tipik devamsızlık nöbetlerinin doğrudan 

ekspresyonu ile ilgili olmamasına rağmen nöbet oluşumunun düzensizliğine ve/veya 

epileptik uyarılmaya oldukça duyarlı olan limbik devrelere yayılan nöbetlerin 

kısıtlanmasında rol oynayabileceği öne sürülmüştür (Sysoeva ve diğ., 2016). 

Yapılan çalışmalarda, uzun süreli epileptik nöbetlerin çoğunlukla hipokampuste 

nöronal hasar oluşturarak bilişsel fonksiyonlarda bozulmaya neden olduğuna 

varılmıştır. Öğrenme ve hafızadan sorumlu olan hipokampus, CA1 ve CA2 bölgesi 

küçük piramidal hücrelerden, CA3 ve CA4 bölgesi geniş piramidal hücrelerden oluşur. 

Dentat girus bir kavite şeklindedir ve küçük granül hücrelerden oluşmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda, hipokampusun piramidal nöronlarında ve granüler nöronlarında 

histolojik değişikler saptanmıştır.  

Temporal lob epilepsisinde CA1’in en fazla etkilenen hipokampus alt bölgesi olduğu 

rapor edilmiştir (Lehmann ve diğ., 2000). İlaveten hipokampus alt bölgeleri arasındaki 

intrahipokampal bağlantılar, epileptik durum oluşturabilen eksitatör geri besleme 

halkaları içeren devrelere sahiptir. CA1 bölgesi nöronları uzaysal öğrenme ve bellek 

için gereklidir. CA1 bölgesi bir hataları kontrol eden bölge olarak çalışır ve korteksden 

gelen bilgiler arasında uyumsuzluk olup olmadığını kontrol eder. CA1 ve CA3’deki 

hücre sayıları ergenlik döneminden önce daha az iken bu dönemden sonra giderek 

artmaktadır (Suzuki ve diğ., 2005). Epileptik nöbetler ve bilişsel bozukluk ilişkisi iyi 

https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar
https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar
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bilinmektedir. Uzun süreli anıların oluşumu ve depolanmasındaki zorluklar nöbetlerde 

hipokampus dışında diğer beyin bölgelerinin de etkilendiğini düşündürmektedir. 

Frontal korteks hipokampuste kodlanan bilgilerin uzun süreli hafızada 

depolanmasından sorumlu olduğu bilinen en önemli beyin bölgesidir (Kapucu., 2019;  

İzci ve Erbaş., 2015). 

1.5. Serebellum 

Anatomik olan serebellum, tekil geometrik bir düzenlemeye sahiptir. Serebrumdan 

dura mater katmanı ile ayrılan iki serebellar hemisferden oluşan geniş bir katlanmış 

format içerir. Serebellum, arka kraniyal fossada bulunan, oksipital loblardan aşağı ve 

beyin sapına dorsal yatan vermis adı verilen merkezi bir bileşen ile birleştirilir 

(Andreotti ve diğ., 2018). Serebellum tüm beynin büyüklüğünün sadece %10'unu 

temsil ederken, 100 milyardan fazla nöronla beyin hücresiyle aynı miktarda sinir 

hücresini içermektedir (Parmar ve diğ., 2018).  

 

                      Şekil 1.10. Serebellumun konumu ve şekli 

Serebellum, beyin sapına serebellar pedünküller aracılığıyla bağlanır. Üst pedünkül, 

serebellumdan talamus yoluyla serebral kortekse kadar bilgi taşıyan yollar içerir. Orta 

pedünkül, beyin korteksinden serebelluma pontin çekirdeği yoluyla geçen yapılardan 

oluşur. Alt pedünkül, serebellumu vestibüler sistemi ve omuriliğe bağlayan hem iç 

hem de dış yollarını taşır. Serebellum; lobus anterior, lobus medius ve lobus 

flocculonodularis olmak üzere 3 ana bölüme ayrılır (Stoodley ve diğ., 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreotti%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29555564
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                      Şekil 1.11. Serebellumun bölümleri 

Serebellumun iç yapısı, gri ve beyaz cevherden meydana gelir. Gri cevher, temel 

olarak serebellumun dış yüzeyini örtmektedir ve korteks olarak adlandırılır (Snell., 

2000). Beyaz maddeyi ve derin serebellar çekirdeği kapsayan kuvvetlice katlanmış 

serebellar korteksden oluşur. Serebellar korteks üç katmandan oluşur. Bunlar; granül 

hücre katmanı, moleküler katman ve bu ikisi arasında iki boyutlu bir dizide 

düzenlenmiş purkinje hücrelerinden oluşmaktadır (Sultan., 2015). 

1.5.1. Serebellumun fonksiyonları 

Serebellum, hareket kabiliyetini kontrol eden ve öğrenmeden sorumlu organdır. 

Serebellumun iki ana işlevi bulunur. Merkezi komutu ve gerçek çevresel hareketi 

karşılaştıran hareket planının düzeltilmesi ve iyileştirilmesi, ontogenez sırasında 

hareketlerin ayrışmasıdır. Lokomotor sisteme iletilen karmaşık görevleri destekleyen 

sinir ağları oluşturulmuştur. Serebellum, karmaşık hareket planlarının öğrenilmesinde 

ve depolanmasında önemli bir yeri vardır. (Zsarnovszky ve diğ., 2018). 

Serebellum, motor koordinasyonunda etkilidir. Bilişsel, öğrenme, duygu ve 

davranışların yanı sıra sözel bellek bozuklukları, serebellar ataksi gibi hem motor hem 

de motor olmayan fonksiyonların bozulmasıyla ilişkili çeşitli nörolojik bozukluklarda 

rol oynar. Bu nedenle, serebellar formasyonda rol oynayan mekanizmaların 

azaltılması, rollerini ve onunla ilişkili patolojileri anlamak için kritiktir (Andreotti  ve 

diğ., 2018). Serebellumun yalnızca çeşitli duyusal-motorlu ağlarda değil, aynı 
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zamanda bilişsel-davranışsal süreçlerde, özellikle MS'li hastalarda etkilenen alanlarda 

etkili olduğu tespit edilmiştir (Parmar ve diğ., 2018). 

Serebellum, duyusal tahmin hatalarına dayalı öğrenmeyi desteklemek için istemsiz 

refleksleri uyarlaması ve hedefe yönelik bilişsel işlevlerde rolüylede iyi bilinmektedir. 

Bu rolle uyumlu olarak, şizofreni, otizm, fronto temporal demans ve serebellar 

işlevindeki değişiklikler ile ilişkili olan çeşitli nöropsikiyatrik bozukluklar ve 

gelişimsel sendromlardır. Değişmiş serebellar anatomisi olan birçok bireyde, kaba 

motor bozulmalarının yokluğunda bilişsel ve davranışsal bozulmalar meydana gelir. 

Bu hastalıkların birçoğu, serebellum/lateral serebellar çekirdek anatomisinin dentat 

çekirdeğindeki değişiklikler ve gen ekspresyonu ile ilişkilidir (Locke ve diğ., 2018). 

Normal serebral fonksiyonlarda olduğu gibi, epileptik nöbetler kortikal ve subkortikal 

yapılar arasındaki yaygın ağ etkileşimlerini içerir. Her ne kadar korteks nöbet kökenli 

bir bölge olarak vurgulanmasına rağmen, davranışların ortaya çıkması, yayılmada ve 

bazı durumlarda epileptik nöbetlerin başlamasında subkortikal yapılar için çok önemli 

bir role işaret eder. Subkortikal düzeyde beyincik, motor öğrenmede rol alan ana beyin 

yapısıdır. Önceki çalışmalar da serebellumdan gelen ritmik verimin, genelleştirilmiş 

nöbetlerin korunmasına katkıda bulunduğunu ve epilepsideki rolünü ortaya koymuştur 

(Norden ve diğ., 2002). 

 

 Serebellumdaki glutamat aracılı nöronal hasarın, serebellar korteksin purkinje 

hücrelerinin kaybından sorumlu olduğu kabul edilmektedir (Lehtinen ve diğ., 2009). 

Glutamerjik nörotransmisyon, sıklıkla glutamatın sentezi ve salımı, geri alımı ve 

metabolizmasındaki değişikliklerle karakterize temporal lob epilepsisiyle (TLE) 

ilişkilidir. 

 

 Glutamat düzenlemesini içeren işlemlerin araştırılması, epilepside ilgili ilaç hedefleri 

olabileceğinden kilit öneme sahiptir. TLE'de, uyarıcı ve inhibe edici 

nörotransmisyonda geçici değişiklik nedeniyle glutamat içeriğinde bir artış vardır. 

Artan glutamat nöronları, glutamerjik reseptörlerin hiperaktivasyonuna, ikincil 

mesajçıl seviyesine yükselmeye, nöronal hasar ve ölüme yol açan hücre içi Ca2 + 'da 

artışa yol açan çeşitli şekillerde etkiler (Khan ve diğ., 2008; Linn., 2000). Nöronal 

hasarın, TLE ile ilişkili olası davranış açığıyla sonuçlanan serebellar atrofiden 
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kaynaklanmaktadır. Nöronal kaybın yanı sıra, glutamerjik reseptörlerde yapılan 

değişiklikler sinaptik plastisite ve motor öğrenmeyi içeren mekanizmaların bir 

parçasıdır  (Soman ve diğ., 2013; Norden ve Blumenfeld., 2002). 

1.6. Spektroskopinin Temelleri 

Spektroskopi, örnekteki atom, molekül veya iyonların bir enerji düzeyinden diğerine 

geçişleri sırasında absorplanan veya yayılan elektromanyetik ışımanın ölçülmesi ve 

değerlendirilmesi şeklinde adlandırılır. Absorblanan ışınların spektrofotometre 

tarafından belirlenip, değerlendirilmesiyle elde edilen verilere spektrum adı verilir. 

Elektromanyetik dalgalar, dalga boyunun ve frekansının çok geniş bir spektrumunu 

içerir. Elektomanyetik dalgaların 1 Hz ile 1024 Hz frekans aralığında yayıldığı fark 

edilmiştir. Elektromanyetik dalga sıklığına göre yedi gruba ayrılır. Radyo dalgaları, 

mikrodalgalar, kızılötesi radyasyon, görünür ışık, ultraviyole radyasyon, X ışınları ve 

gama ışınlarıdır (Şekil 1.12) (Pekin., 2013). 

 

Şekil 1.12. Elektromanyetik spektrum 

Elektromanyetik radyasyon ve madde arasındaki etkileşim, atomların veya 

moleküllerin enerji seviyeleri arasındaki radyasyonun yeniden yönlendirilmesine 

neden olabilir. Bu nedenle enerji bir molekülü daha yüksek bir enerji seviyesini uyarır. 

Uyarma tipi ışığın dalga boyuna bağlıdır (Freifelder ve diğ., 1982). Enerji seviyeleri 

genellikle, Şekil 1.13’de gösterilen bir enerji seviyesi diyagramı ile tanımlanmaktadır. 
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                        Şekil 1.13. Vibrasyonel enerji seviye diyagramı 

Elektromanyetik ışımanın, dalga boyu, periyodu, frekansı, hızı ve dalga sayısı birden 

çok özelliği bulunmaktadır. Bir ışının dalga özelliğinin yanında, parçacık özelliği de 

vardır ve bu parçacıkların herbirine, foton denir. Işığın şiddeti, ışık demeti içindeki 

foton sayısı ile ilgilidir ve enerji birimleriyle ölçülür. Işık enerjisinin absorbsiyonunda, 

molekül kuantlanmış (değişken) miktarda enerji alıp vereceğine göre, tek frekanslı 

belli düzeydeki bir ışınımı absorblar. Bu bileşiğin bütün molekülleri için geçerlidir ve 

böylece spektrumda absorbsiyon çizgileri görülür. Fakat belli bir elektronik seviyede 

olan her molekül aynı zamanda değişik titreşim ve dönme seviyelerinde olduğundan 

bunlar spektruma absorbsiyon bantları ve pikleri şeklinde yansır. Buna göre bir 

molekülün ışınımı absorblaması durumunda enerji değişimi aşağıdaki denklem ile 

bulunur (Eşitlik 1.1) (Eerdenbrugh ve diğ., 2011; Skoog ve diğ., 1998) (planck sabiti: 

h = 6.6x10-34 joule, c =3,0 x 108 ms-1). 

E = hν =h c 𝑣̅                                                                                                           (1.1) 

1.6.1. Kızılötesi (IR) spektroskopisi 

IR spektroskopisi, uygun frekans aralığında soğurma ile molekül bağlarının ve atom 

gruplarının dipol momentlerinde değişmeye neden olan titreşimlerin incelenmesini 

sağlayan spektroskopik yöntemdir. Moleküllerin IR ışığını (0,78 – 1000 m dalga 

boylu veya 12,800 – 10 cm-1 dalga sayılı) absorpsiyonuyla titreşim ve dönme enerji 

seviyelerine uyarılmalarının ölçümüne dayanır. IR spektroskopisi dalga boyuna, 

frekansa ve dalga sayılarına göre yakın, orta, uzak IR bölge olmak üzere üç bölgeye 

ayrılır (Tablo 1.1) (Larkin., 2018). 
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   Tablo 1.2. IR spektrum bölgeleri 

 

 

 

 

 

 

 

IR ışınları UV, GB ve X-ışınları ile ilgili incelenen elektronik geçişlerin hepsini 

oluşturacak kadar yüksek enerjili değildir. Bu nedenle, IR ışınının absorpsiyonu, çeşitli 

titreşim ve dönme halleri arasındaki enerji farklarının küçük olmasından dolayı daha 

çok moleküler yapılarla sınırlıdır. IR alanda gönderilen ışınların absorblanmasına 

temel oluşturan ve enerji gereksinimini yaratan hareketler titreşim hareketleridir. 

Bunlar gerilme titreşimleri ve eğilme titreşimleri olarak iki grupta toplanırlar (Şekil 

1.14). Eğilme titreşimleri, atomlar arasındaki bağ açıları değişmelerinden ibarettir. 

Bunlar; Makaslama, Sallanma (düzlem dışında), Sallanma (düzlem içinde) ve Burulma 

(düzlem dışında) olmak üzere dört tiptir (Sridharan., 2016). 

                                  

Şekil 1.14. Moleküler titreşim tipleri 

Bölge Dalga boyu, m Dalga Sayısı, cm-1 Frekans, Hz 

Yakın IR 0,78-2,5 12,800-4000 
3,8x1014 –1,2x 

1014 

Orta IR 2,5-50 4000-200 1,2x1014-6,0x1012 

Uzak IR 50-1000 200-10 6,0x1012-3,0x1011 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128095911000013?via%3Dihub#!
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1.6.2. Fourier dönüşümü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi  

IR geniş bandına yakın bölgeye ulaşan bir kızılötesi titreşim spektroskopisi tekniğidir. 

IR radyasyonunun bir kısmı örnek tarafından emilir ve bir kısmı da iletilir. Elde edilen 

spektrum, moleküler absorpsiyon, iletimi temsil eder ve numunenin moleküler parmak 

izini oluşturur (Bellisola ve diğ., 2012). 

FT-IR spektrometresi, önce bir Michelson interferometresi kullanarak örnek sinyalin 

interferogramını toplayarak ve daha sonra spektrumu elde etmek için interferogram 

üzerinde bir Fourier Dönüşümü gerçekleştirerek kızılötesi spektrumları elde eder. 

İnterferometre, kaynaktan gelen kızılötesi ışını alan ve iki optik olarak ayıran bir ışın 

dağıtıcı kullanır. Bir ışın sabitlenmiş düz bir aynaya gider. Diğer ışın ise çok kısa bir 

mesafede hareket eden hareketli düz bir aynaya gider. İki ışın kendi aynalarından geri 

gelirler ve tekrar karşılaştıklarında birleşirler. İnterferometreden çıkan sinyal, bu iki 

ışın etkileşimin sonucudur. Ortaya çıkan sinyale interferogram denir (Gerwert ve diğ., 

2010).  

 

                 Şekil 1.15. Fourier dönüşüm kızılötesi spektrum 
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Bir interferogramda, kaynaktan gelen sinyaller her kızılötesi frekans hakkında bilgi 

verir. Bu sayede tüm frekanslar aynı anda ölçülmektedir. Veri analizi için spektrumun 

frekansları kullanılır. IR fotonları, atom gruplarının kendilerini bağlayan bağlara göre 

titremelerine neden olacak kadar enerjiye sahiptir. Fourier dönüşümü adı verilen 

matematiksel bir fonksiyon, interferogramı yoğunluk-frekans spektrumuna 

dönüştürmemizi sağlar. Bu dönüşüm, spektrometre bilgisayarı tarafından 

gerçekleştirilir. Dalga boyuna karşılık gelen absorbans grafiği çizilir (Dutta., 2017; 

Pradhan ve diğ., 2017; Gerwert ve diğ., 2010). 

1.6.3. FT-IR spektroskopisinin avantajları ve uygulamaları 

Fourier dönüşümü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi, herhangi bir patolojik durumun 

neden olduğu parametrelerdeki değişiklikleri saptamak için, biyomoleküllerin 

kompozisyon yapısını ve fonksiyonunu araştırma yeteneğine sahiptir. Bu yöntem, 

birçok hastalığın teşhisinde ve seçilen ilaçların hastalık durumlarına etkilerinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Turker-Kaya ve diğ., 2014). Nörolojik hastalıklar, beyinde 

lipit peroksidasyonu, lipit hasarı ve protein yapısındaki, lipit/protein oranındaki ve 

membran yapılarındaki değişimler gibi biyokimyasal ve moleküler değişiklikleri 

tetikler. FT-IR duyarlılığı ile hastalıklara bağlı varyasyonlar aynı anda tanımlanabilir. 

Her ne kadar birçok farklı IR cihazı mevcut olsada  IR spektrumunda yer alan bilgiler 

aynıdır (Turker., 2012).  

 

FT-IR spektroskopisi, birçok alternatif üzerinde tercih edilmesini sağlayan avantajlara 

sahiptir. İlk avantajı, moleküllerin orta-kızılötesinde güçlü absorbanslara sahip 

olmasıdır. Katı, sıvı, gaz, organikler, inorganikler, biyolojik materyaller, saf maddeler 

ve karışımlar dahil olmak üzere birçok numune tipinin kızılötesi spektrumları 

ölçülebilir. İkinci avantajı, spektrumların bilgi bakımından zengin olmasıdır. Ölçülen 

spektrumlar numunenin biyokimyasal durumu hakkında bilgi verir. Bant 

konumlarındaki kaymalar, bant genişliğindeki değişiklikler ve bantların alan değerleri 

biyolojik malzemeler hakkında değerli yapısal ve işlevsel bilgiler verir (Toyran ve 

diğ., 2006). Üçüncü avantajı, spektrumları ölçmek oldukça hızlı ve kolaydır. Ölçümü 

yapılacak olan örneğin yapısı ve örnekleme tekniği analizin hızını ve kolaylığını 

etkileyecektir. Bununla birlikte, birçok örneğin infrared spektrumlarını beş dakika 

veya daha kısa sürede ölçebilir. Bazı örnekler ve örnekleme teknikleri için birkaç 
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saniye içinde kalite spektrumları elde edilebilir. Dördüncü avantajı, FT-IR 

spektroskopisi diğer yöntemlere göre ucuz olmasıdır (Sevinc ve diğ., 2015; Smith, 

2011; Caine ve diğ., 2011). 
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2. MALZEME VE YÖNTEM 

2.1. Hayvan Deneyleri 

Kocaeli Üniversitesi DETAB biriminde hayvan deneyleri gerçekleştirildi. Kocaeli 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik onayı alındı (KOÜ 

HADYEK 1/6 – 2018) (Ek-D). Çalışmada kullanılan, WAG/Rij sıçanlar kontrol (n=6) 

ve kafein (n=6) grupları olmak üzere iki gruba ayrıldı. Yeni doğan sıçanların 7-11. 

günler arasında intraperitonal olarak 20mg/kg kafein uygulandı. Sıçanların 22. gün 

sonunda annelerinden ayrılarak ayrı kafeslere konuldu. Hayvanlar 12 saat aydınlık - 

12 saat karanlık siklusunda sabit ısılı bir odada yiyecek ve su alımları serbest tutuldu. 

Sıçanlar 6. aylarında derin eter aneztezisi altında iken dekapite edilip beyinleri 

çıkarıldı. Çıkartılan beyin dokularının serebellum ve hipokampus bölgelerine ayrılarak 

biyofiziksel ve biyokimyasal analizlere kadar -80 °C'de derin dondurucuda tutuldu. 

2.2. FT-IR Spektroskopisi Deneyleri  

Sıçan beyin bölgelerinden hipokampus ve serebellum, Freeze Dryer (Labconco 

FreeZone®) kullanılarak dokulardaki suyun uzaklaştırılması için 24 saat boyunca 

kurutma işlemi gerçekleştirildi. Kurutulan hipokampus ve serebellum, agat havan 

içerisinde sıvı azot yardımıyla toz haline getirildi. Toz haline getirilen hipokampus ve 

serebellum numuneleri 2 mg ayrı ayrı tartıldı ve 100 mg kuru potasyum bromür (KBr) 

ile agat havan içinde homojen olana kadar karıştırıldı. Hazırlanan karışım paslanmaz 

çelikten yapılmış özel bir aparat içine yerleştirildi, hidrolik preste 5 dakika boyunca 

100 kg/cm2’lik basınçta tutuldu. Böylece KBr diski elde edildi. Hazırlanan KBr 

peletlerinin spektrum eldeleri, 4000-450 cm-1 dalga sayısı aralığında ve 4 cm-1 

çözünürlükte Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spektrometresi ile gerçekleştirildi. 

Sonuçların güvenirliğini artırmak için hipokampus ve serebellumdan iki tane pelet 

hazırlandı ve her örnekten iki kez çekim yapıldı. Bu iki çekimden elde edilen 

spektrumların ortalamaları alınarak detaylı analizler ve istatistiksel testler bu 

spektrumlar üzerinde gerçekleştirildi. 



30 

 

Atmosferdeki CO2 ve H2O'den soğurma bantları, incelenen doku örneklerinin emme 

bantlarını kamufle eder. Bu nedenle, atmosferik su buharın etkisini azaltmak için FT-

IR spektrometresinden sürekli kuru hava geçirilmektedir. Örnek çekimlerinden önce 

hava çekimi yapılmakta ve ortaya çıkan spektrum bilgisayar programıyla örnek 

spektrumundan matematiksel olarak çıkarılmaktadır. 

2.3. Bradford Analizi 

Bradford protein analizi, solüsyondaki protein konsantrasyonunu ölçmek için 

kullanılan en yaygın yöntemlerden biridir (Cheng ve diğ., 2016). Bu yöntem kullanım 

kolaylığı, hızlılık, göreceli olarak göz önüne alındığında popülerdir. Coomasie brillant 

blue (parlak mavisi) G-250 boyasının farklı konsantrasyonlardaki proteinlere 

bağlanarak, değişik renk şiddetinde mavi renkli çözeltiler ortaya koymasından 

yararlanılarak gerçekleştirildi. Beyin bölgelerinden hipokampus ve serebellumun 

toplam protein miktar tayinleri Thermo Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit ile 

gerçekleştirildi. Kit içerisinde hazır olarak bulunan standart sığır albümin (BSA) 

çözeltisinden tüplere final BSA konsantrasyonları Tablo 2.1.’deki gibi hazırlanarak 

standart eğri grafiği çizildi. 

Tablo 2.1. Standart eğri hazırlanmasında kullanılan BSA konsantrasyonları 

Tüp Fosfat 

Buffer 

BSA Hacmi 

 

BSA 

Konsantrasyonu 

A 0 300 µL stoktan 2000 µg/ml 

B 125 µL 375 µL stoktan 1500 µg/ml 

C 325 µL 325 µL stoktan 1000 µg/ml 

D 175 µL 175 µL B tüpünden 750   µg/ml 

E 325 µL 325 µL C tüpünden 500   µg/ml 

F 325 µL 325 µL E tüpünden 250   µg/ml 

G 325 µL 325 µL F tüpünden 125   µg/ml 

H 400 µL 100 µL G tüpünden 25   µg/ml 

I 400 µL 0 0   µg/ml 

 

Beyin bölgelerinin homojenatlarının hazırlanmasına geçilerek, her beyin bölgelerinin 

örneğinden 5 mg tartıldı. Tartılan örneklerin üzerlerine 1 ml fosfat buffer ekleyerek 

homojenizasyon işlemi gerçekleştirildi. Hazır olan her homojenattan 30 μL alındı ve 

üzerine 1,5 ml Coomassie Reagent eklendi. 10 dk inkübe edildikten sonra 595 nm’de 
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spektrofotometrede okutuldu. Elde edilen sonuçlar standart eğri grafiğine göre 

değerlendirildi (Ek-B). 

2.4. TBARs Testi 

Tiyobarbitürik asit reaktif maddeler (TBARS), tiyobarbitürik asitle (TBA) reaksiyona 

giren lipit peroksidasyonunun (malondialdehit) lipit yan ürününün miktarını analiz 

eder (Monserrat ve diğ., 2017). Test için Cayman markalı TBARs Assay Kit kullanıldı. 

Kit içerisindeki kimyasallar hazırlandı. 530 mg Tiyabarbitürik Asit (TBA) tartılarak, 

150 ml'lik beher içerisine 50 ml seyreltilmiş TBA Asetik Asit ve 50 ml seyreltilmiş 

TBA Sodyum Hidroksit eklendi. TBA tamamen çözülene kadar karıştırıldı ve renk 

reaktifi hazırlandı. Standart eğri için gerekli hazırlıklar yapıldı. Kit içerisindeki MDA 

solüsyonlarından 125 μm’lik bir stok çözeltisi elde etmek için 250 μl MDA standardı 

750 μl distile su ile seyreltildi. Tablo 2.2.’ de gösterilen μl’lerde her tüpe 125 μl’lik 

stok MDA çözeltisinden eklendi. 

Tablo 2.2. Standart eğri hazırlanmasında kullanılan MDA konsantrasyonları 

Tüp Stok MDA µl Su µl MDA 

Konsantrasyonu(µM) 

A 0 1000 µL 0 µg/ml 

B 5  µL 995   µL 0,625 µg/ml 

C 10  µL 990   µL 1,25 µg/ml 

D 20  µL 980   µL 2,5   µg/ml 

E 0  µL 960   µL 5   µg/ml 

F 80  µL 920   µL 10   µg/ml 

G 200 µL 800   µL 25   µg/ml 

H 400 µL 600   µL 50   µg/ml 

 

Hazırlanan cam tüplere 1,5 ml renk reaktifi eklendi ve 20 dk boyunca beher içerisinde 

kaynatıldı. Kaynatma sonrası tüpler 10 dk buza alınarak reaksiyona son verilerek rpm 

x 1600’de 20 dk santrifüj edildi. Daha sonra süpernatantlar 1 ml şeklinde küvetlere 

alınarak okutuldu. Elde edilen sonuçlarla standart eğri grafiği hazırlandı.  

Örneklerin hazırlanması için ise hipokampus, serebellumdan 25 mg tartılarak üzerine 

250 μl Fosfat Buffer eklenerek ve homojenize edildi. İşlem sonrası rpm x 1600’de 20 

dk satrifüj edildi. Analiz için oluşan süpernatantlardan tüplere 100 μl örnek alınarak 
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üzerine 1,5 ml renk reaktifi eklendi. Prosedürdeki kaynatma-soğutma uygulamaları 

uygulandı. Tekrar rpm x 1600’de santrifüj edilerek süpernatantlar okutulup kaydedildi 

ve sonuçlar standart eğri grafiğinde (Ek-C) değerlendirildi. 

2.5. Analiz 

2.5.1. FT-IR spektral analiz 

Gruplar arasındaki bant alanı, bant pozisyonu ve bant genişliği açısından spektral 

farklılıkları ortaya çıkarmak için her bir spektrum Perkin Elmer Spektrum One 

programı ile ayrıntılı olarak analiz edildi. Bant pozisyonları (dalga sayısı) değerleri 

bantların ağırlık merkezleri üzerinden değerlendirilerek pik yüksekliğinin %70’i 

alınarak hesaplandı. Bant genişliği pik yüksekliğinin %70 ‘inden elde edilen cm birimi 

cm-1 e çevrilerek hesaplandı. Bant alan değerleri 4000-2000-900 cm-1 noktalarına 

baseline düzeltmesi uygulanarak, piklerin başlangıç ve bitiş noktaları belirlendi. Bant 

alan değerleri bilgisayar yazılımı tarafından başlangıç ve bitiş değerlerinin girilmesiyle 

otomatik olarak hesaplandı (Turker-Kaya ve diğ., 2016). 

Gruplar arasındaki spektral değişimleri görsel olarak göstermek amacıyla, her gruba 

ait örneklerin ortalaması alınarak, baseline düzeltmesini yapılıp aynı program ile 

normalize edildi. Bu ön işlemler uygulanan spektrumlar istatistiksel analiz için değil 

sadece farklılıkları göstermek için kullanıldı. Ayrıntılı istatistiksel analiz ve data 

değerlendirilmesi ön işlem uygulanmamış spektrumlar üzerinden gerçekleştirildi.  

Deneysel koşullardan kaynaklanan numune kalınlığı gibi farklılıkları en aza 

indirilebilmek için bazı özel bölgelerin alan oranları hesaplandı. Lipit/protein oranı, 

CH2 asimetrik ve simetrik gerilme (2924 cm-1-2851 cm-1) bantlarının alan toplamının 

amid I ve amid II (1645 cm-1-1547 cm-1) bantlarının alan toplamının oranlanmasıyla 

hesaplandı. Olefinik = CH/lipit ve C=O/lipit oranları olefinik=CH (3012 cm-1) ve C=O 

gerilme (1739 cm-1) bantlarının bant alanlarının toplam doymuş lipite (CH2 asimetrik 

ve simetrik gerilme bant alanlarının toplamı) bölünerek hesaplandı. 

2.5.2. Hiyerarşik kümeleme analizi (HCA) 

Kümeleme analizi, deneysel sonuçları değerlendirme ve spektral verileri olmadan 

kontrol etmeyi, işlenmiş örnekler arasında ayrım yapma imkanı sunar. Tüm numuneler 

arasında ve yakınlıklarına göre dendrogram formundaki bilgilerini gösterir ve ara 
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nokta mesafelerini test eder (Mora ve diğ., 2018). 

Bu çalışmada hiyerarşik kümeleme metodu örneklerin ayrımı için uygulanmıştır. 

Hiyerarşik kümeleme analizi için OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics, Ettlingen, 

Germany) programı kullanıldı. Kümeleme analizi için spektrumların analizi 1650 - 

1540 cm-1 spektral bölgesinde gerçekleştirildi. 

2.5.3. İstatistiksel analiz 

Çalışmamızda elde edilen sonuçlar ortalama ± standart sapma şeklinde değerlendirildi. 

Sonuçlar IBM SPSS Statistics 22 istatistik programı kullanılarak analiz edildi. Kontrol 

WAG/Rij ve kafein uygulanan sıçan grupları arasındaki değişimler ve bu değişimlerin 

istatistiksel anlamlılığının hesaplanması için One-Way Anova testi kullanıldı. 

İstatistiksel anlamlılık p<0,05* ve p<0,001** şeklinde belirlendi
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3. BULGULAR 

3.1. FT-IR Spektroskopisi Bulguları 

FT-IR spektroskopisi, biyomoleküllerin yüksek çözünürlükte tanımlanmasını sağlar. 

Biyomoleküllerde bulunan fonksiyonel grupların titreşimleri, beyin dokusunun 

absorpsiyon FT-IR spektrumunda farklı dalga sayı değerlerinde görülen farklı modları 

temsil eder. Farklı modların birbirinden ayrılmasının nitel (pik frekansının 

belirtilmesi) ve nicel analize (pik alanların/absorpsiyon değerlerinin hesaplanması) 

olanak sağlar (Turker-Kaya ve diğ., 2016; Akkas ve diğ., 2007). Böylelikle biyolojik 

sistemlerle ilgili biyofiziksel parametreler üzerinden moleküler bilgi sağlar. Özellikle 

dört biyomolekül yani protein, lipit, karbohidrat ve nükleik asitlerle bilgileri aynı anda 

verdiği için oldukça avantajlı bir tekniktir. Çalışmamızda FT-IR spektroskopisinin 

sözü edilen avantajlarından faydalanarak WAG/Rij sıçanlara neonatal dönemde 

uygulanan kafeninin hipokampus ve serebellum bölgelerinde meydana getirdiği 

biyofiziksel etkiler incelendi. Ayrıca çalışmaya biyokimyasal testler dahil edildi. 

Sıçan beyin bölgelerinden hipokampus ve serebellum örneklerinden elde edilen FT-IR 

spektrumları, Şekil 3.1.'de gösterildi. Şekilden görüldüğü üzere, sıçan hipokampus ile 

serebellum bölgelerine ait spektrumlar birçok bant içeren kompleks bir yapıdır ve her 

bir dalga sayısına karşılık gelen bant adlandırmaları Tablo 3.1.’de verildi (Severcan ve 

diğ., 2007). 

 

Şekil 3.1. WAG/Rij Sıçan beyin bölgelerinden hipokampus ve serebellum 

örneklerinden elde edilen FT-IR spektrumu  
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Tablo 3.1. Literatüre dayalı sıçan hipokampus ve serebellum FT-IR 

spektrumlarındaki ortalama bant frekansları ve bantların tanımlanması 

BANT 

NO 

DALGA 

SAYISI 

CM-1 

 

SPEKTRAL BANTLARIN AÇIKLAMASI 

1 3350 Amid A: protein 

2 3012 Olefinik HC=CH gerilme: doymamış lipit 

3 2956 CH3 asimetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein, 

karbonhidrat ve nükleik asit 

4 2925 CH2 asimetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein, 

karbonhidrat ve nükleik asit 

5 2852 CH2 simetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein, 

karbonhidrat ve nükleik asit 

6 1740 Doymuş ester C = O gerilme: fosfolipit, kolesterol ester, trigliserit 

7 1645 Amid I ( protein C=O gerilme ): protein 

8 1545 Amid II ( C=N ve N-H gerilme ): protein 

9 1305 Amid III: protein 

10 1229 PO-
2 asimetrik gerilme: fosfolipit ve nükleik asit 

11 1080 PO-
2 simetrik gerilme: fosfolipit ve nükleik asit 

 

WAG/Rij sıçanlarının kontrol ve kafein örnekleri arasındaki spektral farklılıkları daha 

ayrıntılı incelemek amacıyla spektrumlar 3050-2800 cm-1 ve 1800-900 cm-1 olmak 

üzere iki ayrı bölgede gösterildi. Analiz sonuçlarının numerik verileri ise Ek-A’da 

tablo olarak verildi. 

3.1.1. 3050-2800 cm-1 frekans aralığı 

3050–2800 cm-1 frekans aralığı, lipit ve protein makromoleküllerinin asimetrik ve 

simetrik gerilme titreşimleri bulunan bantları içermektedir. Bu bantlar, olefinik=CH 

(3012 cm-1), CH3 asimetrik (2958 cm-1), CH2 asimetrik (2925 cm-1)  ve simetrik (2850 

cm-1) gerilme titreşimleridir (Staniszewska ve diğ., 2014; Cakmak ve diğ., 2011; 

Akkas ve diğ., 2007). 
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Şekil 3.2.’de WAG/Rij sıçanların kontrol ve kafein gruplarının hipokampus ve 

serebellum örneklerine ait 3050-2800 cm-1 frekans aralığındaki spektrumları 

göstermektedir. 3050 ile 2800 cm-1 frekans aralığındaki 1 numaralı bant 3012 cm-

1'deki olefinik bandıdır. Olefinik bandı, HC=CH gruplarının doymamış yağ asitlerinde 

C-H gerilme titreşimlerinden kaynaklanmaktadır (Turker-Kaya ve diğ., 2016). Şekil 

3.3.(A)’da olefinik bant alan değerleri gösterilmektedir. Kontrol hipokampus ile 

kontrol serebellum grupları karşılaştırıldığında, kontrol serebellum grubunun olefinik 

bant alanının yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. Şekilde 3.3.(A)’da görüldüğü 

üzere, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarının bant alan değerlerinde 

anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein 

uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında ise, kafein uygulanan serebellum 

gruplarında ise anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein 

uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde olduğu bulundu. 

 

Şekil 3.3. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının olefinik=CH 

gerilme bant alan (A) ve olefinik/lipit alan (B) oran değerleri 

Şekil 3.3.(B)’de olefinik/lipit bant alan oran değerleri gösterilmektedir. Kontrol 

hipokampus ile kontrol serebellum gruplarının bant alan oran değerleri 

karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus grubunun yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Ayrıca, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları ve 

kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein 
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*
* 
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uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarında anlamlı derecede (p<0,05*) artma 

gözlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının 

karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu bulundu.  

3 numaralı CH2 asimetrik (2925 cm-1) ve 4 numaralı CH2 simetrik (2850 cm-1) modları 

membran lipitlerinin lipit açil zincirlerinin C-H gerilme titreşimlerinden kaynaklanır 

(Ziegler ve diğ., 2016; Toyran ve diğ., 2006). Şekil 3.4(A)’da CH2 asimetrik bandının 

frekans değerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ile kontrol serebellum 

gruplarının CH2 asimetrik frekans değerleri karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus 

grubunun yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus gruplarını karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus 

gruplarının asimetrik frekans değerlerinde anlamlı derecede (p<0,001**) azalma 

gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplarını 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum gruplarında ise anlamlı derecede 

(p<0,05*) artma bulundu. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının 

karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan serebellum grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. 

 

Şekil 3.4. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının CH2 asimetrik 

frekansı (A) ve simetrik frekansı (B) değerleri 

Şekil 3.4(B)’de CH2 simetrik bandının frekans değerleri verilmektedir. Kontrol 

hipokampus ile kontrol serebellum gruplarının CH2 simetrik frekans değerleri 

karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus grubunun yüksek değerlerde olduğu tespit 
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edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplarını 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarının simetrik frekans 

değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile 

kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan 

serebellum gruplarında ise anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kafein 

uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise 

kafein uygulanan serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi 

Şekil 3.5.’de CH2 asimetrik(A) bant genişliği değerleri verilmektedir. Kontrol 

hipokampus ile kontrol serebellum gruplarının CH2 asimetrik bant genişliği değerleri 

karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde olduğu 

tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları 

karşılaştığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarının bant genişlik değerlerinde 

anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein 

uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum 

gruplarında ise anlamlı derecede (p<0,001**) artma gözlemlendi. Kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein 

uygulanan serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi.  

 

Şekil 3.5. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının CH2 asimetrik(A) 

ve simetrik(B) bant genişliği değerleri 

Şekil 3.5.(B)’de CH2 simetrik bant genişlik değerleri verilmektedir. Kontrol 

hipokampus ile kontrol serebellum gruplarının, kontrol hipokampus grubunun daha 

yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan 
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hipokampus gruplarını karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarının 

bant genişlik değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kontrol 

serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein 

uygulanan serebellum gruplarında ise anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. 

Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında 

ise kafein uygulanan serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi.  

Şekil 3.6.’da CH2 asimetrik(A) ve simetrik(B) bant alan değerleri gösterilmektedir. 

Kontrol hipokampus ile kontrol serebellum gruplarının CH2 asimetrik ve simetrik bant 

alan değerleri karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus gruplarının daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. Her iki bant içinde, kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları 

karşılaştırıldığında, kontrol gruplarına göre kafein uygulanan gruplarının bant alan 

değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) artış gözlemlendi. Kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein 

uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 

 

Şekil 3.6. Kontrol ile kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarına ait CH2 

asimetrik (A) ve simetrik (B) bant alan değerleri 

3.1.2. 1800-900 cm-1 frekans aralığı  

Şekil 3.7.’de 1800-900 cm-1 bölgeleri arasında WAG/Rij gruplarının FT-IR 

spektrumlarını göstermektedir.  

 

0

1

2

3

4

5

6

7

(A) CH2 Asimetrik Bant Alanı

Kontrol-Hipokampus Kafein-Hipokampus

Kontrol-Serebellum Kafein-Serebellum

0

2

4

6

8

10

(B) CH2 Simetrik Bant Alanı

Kontrol-Hipokampus Kafein-Hipokampus

Kontrol-Serebellum Kafein-Serebellum

*

* 

* 

* 



  

41 

 

Ş
ek

il
 3

.7
. 

1
8
0
0

-9
0
0
 c

m
-1

 b
ö
lg

el
er

i 
ar

as
ın

d
a 

W
A

G
/R

ij
 s

ıç
an

la
rı

n
 k

o
n
tr

o
l 

v
e 

k
af

ei
n
 g

ru
p
la

rı
n
n
 h

ip
o
k
am

p
u
s 

v
e 

se
re

b
el

lu
m

 

g
ru

p
la

rı
n
a 

ai
t 

F
T

-I
R

 s
p
ek

tr
u
m

la
rı

 

 

 



  

42 

 

5 numaralı (1740 cm-1) bant, karbonil grubuna ait C=O gerilme titreşimlerine dayanır 

ve trigliseritlerden, kolesterol esterlerinden ve fosfolipitlerden kaynaklanmaktadır 

(Turker-Kaya ve diğ., 2016; Staniszewska ve diğ., 2014; Hernández-Martínez ve diğ., 

2014).  

Şekil 3.8(A)’da C=O bandın frekansı verilmektedir. Kontrol hipokampus ve 

serebellum gruplarının C=O frekans değerleri karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus 

grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları 

karşılaştırıldığında, kontrol gruplarına göre kafein uygulanan gruplarının frekans 

değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) artış gözlemlendi. Kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein 

uygulanan serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 

 

Şekil 3.8. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının C=O frekans(A) 

ve C=O bant alan(B) değerleri 

Şekil 3.8.(B)’de C=O bant alan değerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve 

serebellum gruplarının C=O bant alan değerleri karşılaştırıldığında, kontrol serebellum 

grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus 

gruplarında anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile 

kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan 

serebellum bant alan değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. 

Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarınınn karşılaştırılması 
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yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde 

olduğu tespit edildi. 

Şekil 3.9.’da C=O/lipit bant alan oran değerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve 

serebellum grupları karşılaştırıldığında, kontrol serebellum grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus 

ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, 

kontrol gruplarına göre kafein uygulanan gruplarının bant alan değerlerinde azalma 

görüldü. Ancak tüm bu alan oran değerindeki karşılaştırmalar sonucu görülen azalma 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum 

gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus grubunun 

daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 

 

                   Şekil 3.9. Kontrol ile kafein hipokampus 

ve serebellum gruplarının C=O/Lipit bant 

alan oran değerleri                                

6 numaralı Amid I ( 1645 cm-1 ) ve 7 numaralı Amid II (1540 cm-1) bantlar, yapısal 

proteinlerin titreşimlerine karşılık gelir. Amid bantları, peptid bağının farklı titreşim 

modlarını temsil eder. Amid I bandı C=O proteinlerinin gerilme titreşimleriyle 

karakterize edilir. Amid II bandı ise N-H bükülmesine ve proteinlerin C-N gerilme 

titreşimleriyle karakterizedir (Alugoju ve diğ., 2019; Bortoletto ve diğ., 2018; Zohdi 

ve diğ., 2015; Kong ve Yu., 2007).  
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Şekil 3.10.’da Amid I(A) ve Amid II(B) bant alanları değerleri gösterilmektedir. Her 

iki bant alan değerleri için, kontrol hipokampus ve serebellum grupları 

karşılaştırıldığında kontrol serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplarını 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarında anlamlı derecede 

(p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum 

grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum gruplarının bant alan 

değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein 

uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 

 

Şekil 3.10. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının Amid I (A) ve 

Amid II(B) bant alan değerleri 

Şekil 3.11.’de lipit/protein alan oran değerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve 

serebellum grupları karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus 

ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, 

kontrol gruplarına göre kafein uygulanan gruplarının alan oran değerlerinde anlamlı 

derecede (p<0,05*) artış gözlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum 

gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein serebellum grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. 
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Şekil 3.11. Kontrol ile kafein hipokampus 

ve serebellum gruplarının lipit/protein 

alan oran değerleri 

Şekil 3.12.’de PO-
2 asimetrik(A) ve simetrik(B) frekans değerleri verilmektedir. 

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarını PO-
2 asimetrik frekans değerleri 

karşılaştırdığında, kontrol hipokampus grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarında azalma gözlemlendi 

ancak istatistiksel olarak anlamlı değildi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan 

serebellum gruplarının karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum gruplarının 

frekans değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kafein 

uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise 

kafein uygulanan serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi.  
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Şekil 3.12. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının PO-
2 asimetrik(A) 

ve simetrik(B) frekans değerleri 

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarınının PO-
2 simetrik frekans 

karşılaştırdığında, kontrol serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarının anlamlı derecede 

(p<0,001**) azalma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum 

grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum gruplarının anlamlı 

derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum 

gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus grubunun 

daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 

Şekil 3.13.’de PO-
2 asimetrik(A) ve simetrik(B) bant alan değerleri gösterilmektedir. 

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarının asimetrik bant alan değerleri 

karşılaştırdığında, kontrol serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus grupları 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarında anlamlı derecede artma 

(p<0,05*) gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum grupları 

karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum gruplarının bant alan değerlerinde 

anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve 

serebellum gruplarının karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus 

grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit edildi. 
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Şekil 3.13. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarının PO-
2 asimetrik(A) 

ve simetrik(B) bant alan değerleri 

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarının PO-
2 simetrik(B) bant alan değerleri 

karşılaştırdığında, kontrol serebellum grubunun daha yüksek değerlerde olduğu tespit 

edildi. Şekil 3.13.(B)’de görüldüğü üzere, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan 

hipokampus grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus gruplarında 

anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein 

uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan serebellum 

gruplarının bant alan değerlerinde azalma gözlemlendi ancak istatistiksel olarak 

anlamlı değildi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının 

karşılaştırılması yapıldığında ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yüksek 

değerlerde olduğu tespit edildi. 

3.2. Biyokimyasal Testler  

FT-IR çalışmasının yanı sıra protein miktar tayini için Bradford, lipit peroksidasyonu 

varlığı belirlenmesi için ise TBARs testleri gerçekleştirildi.  

3.2.1. Bradford testi  

Şekil 3.14.’de görüldüğü üzere protein miktarı kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus 

gruplarında anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile 

kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan 

serebellum gruplarında anlamlı derecede (p<0,05*) azalma gözlemlendi. 
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Sonuçlar FT-IR çalışmalarındaki amid I ve amid II bant alan değeri sonuçlarını 

destekler niteliktedir. 

 

Şekil 3.14. Kontrol ile kafein hipokampus 

ve serebellum gruplarına ait protein 

miktarları 

3.2.2. TBARs testi  

Şekil 3.15.’de görüldüğü üzere MDA miktarı, kontrol hipokampus ile kafein 

uygulanan hipokampus grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan hipokampus 

gruplarında anlamlı derecede (p<0,05*) artma gözlemlendi. Kontrol serebellum ile 

kafein uygulanan serebellum grupları karşılaştırıldığında, kafein uygulanan 

serebellum gruplarında anlamlı derecede (p<0,001**) azalma gözlemlendi. Olefinik 

bant alan değerlerindeki sonuçlar destekler niteliktedir. 

 

Şekil 3.15. Kontrol ile kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum gruplarına ait 

MDA miktarı                       
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3.3. HCA Analizi 

Şekil 3.16.’de 1700-1600 cm-1 bölgesinde gruplar arasındaki spektral farklılıklara 

bağlı olarak, grupları ayırt etmek üzere kümeleme analizi yapıldı. HCA analizine göre 

kontrol ve kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarına ait spektrumlar 

%100 heterojenite ile başarılı bir şekilde birbirinden ayrıldı. 

 

 

Şekil 3.16. 1700-1610 cm-1 spektral aralığındaki kontrol ve kafein 

hipokampus ve serebellum gruplarına ait HCA dendogramı
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4. TARTIŞMA 

Literatüre göre kafein ve epileptik nöbetler arasında karmaşık bir etkileşim vardır 

(Chroscinska-Krawczyk ve diğ., 2016). Bu etkileşimin açığa çıkartılması oldukça 

önemlidir. Hayvan modellerinde özellikle de absans epilepsisi modellerinde, kafeinin 

nöbet duyarlılığı, erken yaşta konvülsiyonlar ve travmatik beyin hasarı sonrası faydalı 

etkileri rapor edilmiştir. Bu etkiler yaşa, prokonvülsan, nöbet modeline, kafein dozuna 

ve uygulama yöntemine bağlıdır. Örneğin, akut olarak uygulanan kafeine maruz 

kalındığında, nöbet duyarlılığını arttırıcı etkisi tespit edilmiştir (Koert ve diğ., 2018; 

Tchekalarova ve diğ., 2009). Ayrıca Germé ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada, 

genetik absans epilepsi sıçan modelinde intrakraniyal olarak uygulanan akut kafeinin 

SWD ve EEG kayıtları üzerindeki etkileri incelenmiş. SWD'lerin sayısı ve süresi, 

başlangıçtaki EEG kaydına kıyasla düşük dozlu (10 mg/kg) kafeine maruz kaldıktan 

sonra doza bağlı olarak azalma bulunmuştur (Germé  ve diğ., 2015). Bir başka 

çalışmada sıçanlarda, düşük dozda kafeinin (0,5 mg/kg), epilepside ani ölümle ilişkili 

olabilecek nöbet kaynaklı solunum durması insidansını önemli ölçüde azaltmıştır 

(Koert ve diğ., 2018). Diğer taraftan kafeinin epilepsili ve epilepsisi olmayan kişilerde 

nöbetleri tetiklediği özellikle toksik doz kafein alımından veya uzun süre kafein 

alımından sonra nöbetler meydana geldiği literatürde belirtilmektedir (Babu ve diğ., 

2011; Iyadurai ve Chung., 2007). Sonuç olarak düşük ve yüksek dozda uygulanan 

kafeinin epileptik nöbetleri tetikleyici ya da inhibe edici etkileri ile ilgili çeşitli 

çalışmalar bulunsa da, kafeinin söz konusu etkilerini ortaya koyan moleküler 

mekanizmanın açığa çıkartılması önem arz etmektedir. Çalışmamızda belirtilen 

konuya katkı sağlamak amacı ile komorbiditelerle birlikte genetik olarak belirlenmiş 

absans epileptogenezinin hayvan modelleri olarak kabul edilen (Russo ve Citraro., 

2018) WAG/Rij sıçanlarda neonatal dönemde uygulanan kafeinin hipokampus ve 

serebellum bölgelerindeki biyofiziksel etkileri moleküler seviyede FT-IR 

spektroskopisiyle incelendi. FT-IR spektroskopisi sonuçları, kafein uygulanan 

hipokampus ve serebellum bölgelerindeki, lipit ve proteinlerin miktarı, yapısı ve 

içeriğinde önemli değişiklikler meydana getirdiğini 
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ortaya koydu. Elde edilen sonuçlar ile bazı biyokimyasal testlerle desteklenerek 

karşılaştırılmalı olarak incelendi. 

Beyin çoğunlukla karmaşık polar fosfolipitler, sfingolipitler, gangliositler ve 

kolesterol içeren lipit bakımından zengin bir organdır. Bu lipitler, beyindeki hücre 

membran yapısı ve fonksiyonunda rol oynarlar (Vickers ve diğ., 2009). Her ne kadar 

lipit sınıfları genel olarak polar kafa grupları tarafından tanımlanmış ve 

sınıflandırılmış olsalar da omurgalarına bağlı olan açil zincirleri, uzunluk ve 

doymuşluk açısından çok çeşitlidir. Genel olarak, uzunluk ve doygunluk derecesi 

membranlara, kalınlık, akışkanlık ve mikrodomain düzeneğine özgü fiziksel özellikler 

sağlar (Miranda ve diğ., 2019). Lipit açil zincir esnekliği membran kalınlığı ile 

doğrudan ilişkili ve yapısal bir parametredir. Lipit dinamiği ise membran akışkanlığı 

ve geçirgenliği ile ilgili fonksiyonel bir parametredir. Bu parametreler, sinyal iletimi, 

çözünen taşınımı ve membranlarla bağlantılı enzimlerin aktivitesi gibi birçok 

membran fonksiyonunun düzenlenmesinde önemli bir role sahiptir (Casares ve diğ., 

2019; Ozek ve diğ., 2014). Epileptik nöbetlerin oluşması hücre membranı üzerinde 

devamlı ve ani olarak meydana gelen aksiyon potansiyelinin bir sonucu olduğu 

gözönünde bulundurulursa, bahsedilen parametrelerin incelenmesi kafeinin nöbet 

oluşumuna katkısı olup olmadığına dair literatüre ayrıntılı bilgi sağlayacaktır. 

 

Olefinik=CH bandının (3012 cm-1) alanı ve olefinik/lipit oranı, doymamış yağ açil 

zincirlerinin ve/veya lipit peroksidasyon son ürünlerinin yapısındaki çift bağ 

konsantrasyonunun seviyesi hakkında bilgi verir (Turker-Kaya ve diğ., 2014a). Bu 

nedenle, bu bandın alan ve absorpsiyon değeri, lipit peroksidasyon indeksi olarak 

kullanılır (Severcan ve diğ., 2005). Verilerimize göre olefinik alanının, doymuş 

lipitlerden kaynaklanan bantların alanlarının toplamının oranı ile hesaplanan 

olefinik/lipit oranının kafein uygulanan hipokampus ile serebellum gruplarında 

anlamlı derecede (p<0,05*) arttığı bulundu. Diğer taraftan, olefinik bant alanında 

hipokampus grubunda anlamlı derecede artma (p<0,05*) ve serebellum grubunda 

anlamlı derecede azalma (p<0,05*) gözlemlendi. Lipit peroksidasyon reaksiyonları 

sırasında doymamışlık kaybı, MDA, lipit aldehitler ve alkil radikalleri gibi lipit 

peroksidasyon ürünlerindeki çift bağların varlığı ile telafi edildiğinden 

hipokampusteki olefinik bant alanındaki ve olefinik/lipit oranındaki artışın nedeni lipit 

peroksidasyon son ürünlerinin birikmesinden kaynaklanmaktadır. Bu ürünler, eşik 
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konsantrasyonunun üstünde, apoptoz veya nekrotik hücre ölümüne neden olarak 

hücrenin ekstra veya hücre içi bölgesine salınır (Severcan ve diğ., 2005). Dolayısıyla, 

hipokampuste kafein uygulaması ile lipit peroksidasyonunun tetiklendiği, hali hazırda 

literatüre göre (Turker ve dig., 2014a) sadece absans nöbetlerin etkisi ile gerçekleşen 

bu olayın kafein etkisiyle daha da fazlalaştığı yorumu yapılabilir. Diğer taraftan 

serebellumda tespit edilen olefinik bant alanındaki azalma ise doymamış yağ lipit 

içeriğinde azalma ya da lipit peroksidasyon ürünlerindeki düşüşten kaynaklı olabilir. 

Olefinik bant alanında serebellum için bulunan bu azalma olefinik/lipit oranına azalma 

şeklinde yansıması beklenirken bu sonuçlarımıza göre bu oranda artma bulduk. 

Olefinik/lipit oranında serebellum için olefinik bant alanındaki azalmaya rağmen tespit 

edilen bu artma çok yoğun miktarda doymuş yağların miktarının artmasından 

kaynaklanmaktadır (Şekil 3.3.). Serebellum bölgesinde kafein etkisiyle meydana 

gelmiş olan bu artış olefinik bant alanındaki azalmayı kompanse etmiş dolayısıyla 

olefinik/lipit oranında artma olarak yansımıştır. 

 

Bu durum lipit peroksidasyonla alakasından çok kafein etkisi ile doymuş yağların 

sentezinde bir tetiklenmeden kaynaklı olabilir. Elde edilmiş olan bu verilerle ilgili 

olarak, FT-IR spektroskopisi, olefinik bant alanındaki artmanın ya da azalmanın, 

doymamış lipitlerin konsantrasyonundaki bir artmadan ya da azalmadan mı yoksa lipit 

peroksidasyonundan mı kaynaklandığını ayırt edemez (Turker ve diğ., 2014a). Bu 

sebepten lipit peroksidasyonunu ölçmek için çalışmamızda ayrıca TBARs 

biyokimyasal testi uygulandı. TBARs testi ile lipit peroksidasyon ürünü olan MDA 

miktarı ölçüldü (Setiowaty ve Che Man 2003). TBARs testin sonuçları ise, kontrol 

hipokampus ile serebellum gruplarının karşılaştırıldığında kafein hipokampus ile 

serebellum gruplarının MDA miktarlarında hipokampuste anlamlı derecede artma 

(p<0,05*) fakat serebellum anlamlı derecede (p<0,001**) azalma tespit edildi. 

Hipokampus için FT-IR verilerinden elde edilen olefinik bandının alanındaki ve 

olefinik/lipit oranındaki artma lipit peroksidasyon ürünlerinin varlığından 

kaynaklandığını, serebellumdaki azalmalar ise doymamış yağ miktarlarında azalma 

olduğunu fakat bu azalmanın lipit peroksidasyonundan değil başka mekanizmalardan 

dolayı (doymamış lipit sentezinde düşüş gibi) olduğunu göstermektedir.  Daha önce 

yapılan çalışmalarda, kafeinin birçok farmakolojik özelliğe sahip olduğunu 

göstermiştir. Hepatik mikrozomal sitokrom P-450 sistemi tarafından metabolize 
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edildiği ve insanlarda karaciğer fonksiyonunu incelemek, özellikle de P-450 1A2 

ekspresyon seviyelerini belirlemek için metabolik bir prob olduğu öne sürülmüştür. 

Subkutan kafein uygulaması ile ilgili daha önceki çalışmaların bazıları, yağ dolaşımını 

ve belirli dozlarda uyarılmamış lipit peroksidasyonu gibi bazı oksidatif hasar 

biçimlerini indükleyebildiğini göstermiştir (Metro ve diğ., 2017). Kahve çekirdeğinde 

veya kahvede bulunan kafeinin ve/veya diğer moleküllerin, ısıtma sırasında üretilen 

reaktif türleri yakalayan 'serbest radikal çukuru' gibi davranması muhtemeldir. 

Bununla birlikte, mevcut çalışmalarda diğerlerinin yanı sıra, milimolar 

konsantrasyonlardaki kafeinin, kardinal reaktif oksijen türleri, ‘OH, ROO ve O2’ 

tarafından in vitro olarak indüklenen lipit peroksidasyonu önleyebilen güçlü bir 

antioksidan olduğunu açıkça göstermektedir (Devasagayam ve diğ., 1996). Sonuç 

olarak, kafeinin dozuna bağlı olarak, lipit peroksidasyonu tetikleyici ya da tam tersi 

olarak antioksidan olarak aksiyonunu gösterdiğine dair çalışmalardan dolayı bir çelişki 

söz konusudur. Yapılan çalışmalarda, kafeinin göstermiş olduğu antioksidan 

etkisinden dolayı lipit peroksidasyonda azalma beklenir. Bizim verilerimize göre, 

kafein uygulanan hipokampus bölgesinde epileptik aktiviteden çok etkilendiği için 

lipit peroksidasyon tayininde MDA miktarında artma meydana gelmiştir. Kafein 

uygulanan serebellum bölgesinde MDA miktarında azalma gözlemlendi. Gözlenen bu 

azalma serebellum bölgesinde kafeinin antioksidan olarak koruyucu etki yaptığı 

şeklinde yorumlanabilir. Sonuçlar doğrultusunda beyin bölgesine bağlı olarak kafein 

farklı şekilde lipit peroksidasyonunu tetikleyici ya da engelleyici rolü söz konusudur.  

 

Lipit kaynaklı CH2 asimetrik (2925 cm-1) ve CH2 simetrik (2850 cm-1) gerilme 

bantlarının frekans değerleri açil zincirlerinin sıklığı, konformasyonel bozukluk 

derecesine ve esneklik seviyesine bağlıdır. Bu bantların konumu, lipit açil zinciri 

esnekliği (lipitlerin düzen/düzensizlik durumu) hakkında bilgi sağlar (Sivakumar ve 

diğ., 2012; Turker ve dig., 2014a). Sistemdeki trans/gauche izomerizasyonunu izlemek 

için kullanılırlar. CH2 asimetrik ve simetrik gerilme bandının frekans değerleri 

karşılaştırıldığında, kontrol hipokampus ve serebellum gruplarına göre kafein 

uygulanan hipokampus grubunda anlamlı derecede azalma (p<0,05*), kafein 

uygulanan serebellum grubunda anlamlı derecede artma (p<0,05*) tespit edildi. 

Literatüre göre, CH2 asimetrik ve simetrik bantlarının frekans değerleri yüksek 

değerlere kayarsa, açil zincir esnekliği de o kadar yüksek olur yani lipitlerin daha 
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düzensiz durumda olması konformasyonel olarak gauche sayısının fazla olması 

durumudur (Cakmak ve diğ., 2011; Akkas ve diğ., 2007). Bu nedenle, bu bantların 

tepe pozisyonunun düşük değerlere kayması, lipit düzeninin arttığını ve açil zincir 

esnekliğinin azaldığını gösterir (Turker-Kaya ve diğ., 2018). Kafein uygulanan 

serebellum gruplarındaki belirgin artış, kafeinin metilen gauche yoğunluğunu 

arttırarak lipit sisteminin daha düzensiz yapıda olduğunu gösterir (Akkas ve diğ., 

2007). Kafein uygulanan hipokampuste bu bantların frekans değerlerinin daha düşük 

değerlere kayması, sistem düzenindeki bir artışı ya da lipit açil zincirlerinde trans 

yoğunluklarının arttığını temsil edebilir (Turker-Kaya ve diğ., 2018; Elibol-Can ve 

diğ., 2011). 

 

CH2 asimetrik (2925 cm-1) ve simetrik (2850 cm-1) gerilme bantlarının bant genişlikleri 

de sistemin dinamikleri hakkında bilgi verir (Alugoju ve diğ., 2019; Turker-Kaya ve 

diğ., 2018). CH2 asimetrik ve simetrik gerilme bantlarının genişlik değerleri 

karşılaştırıldığında, kontrol gruplarına göre kafein uygulanan hipokampus grubunda 

anlamlı derecede azalma (p<0,05*), serebellum grubunda ise anlamlı derecede artma 

(p<0,001**) tespit edildi. Türker-Kaya ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada 

epileptik nöbetlerin bir sonucu olarak tüm beyin dokusunda CH2 bant genişliğinde 

azalmalar belirtilmiştir ve bu sonuç hipokampusle ile ilgili elde ettiğimiz verileri  

destekler niteliktedir (Turker-Kaya ve diğ., 2014b). Söz konusu olan bant 

genişliklerinde artma ve azalmalar hücre membran akışkanlığındaki artma ve azalmayı 

belirtmektedir. Azalan bant genişliği, kafein uygulanan hipokampus grubunun 

membran akışkanlığında bir azalma olduğunu göstermektedir. Azalan membran 

akışkanlığı, membrana bağlı enzimlerin, iyon kanallarının ve reseptörlerin aktivite 

değişikliklerine veya inhibisyonuna yol açabilir. Membran akışkanlığındaki artış ise 

sadece lipit hareketlerini değil aynı zamanda lipit açil zincirlerinin serbest dönüşünüde 

gösterir (Bozkurt ve diğ., 2010; Toyran ve diğ., 2004). Membran akışkanlığındaki fark, 

membran fosfolipitlerinin paketlenmesinde meydana gelen değişikliklerle birlikte kan 

beyin bariyerinde glikoz taşıyıcıların işlevsizliği ile karşılaşabilir. Beyin kan akışı 

metabolik talebini karşılayamadığı için, beyinde belirgin enerji bozulması meydana 

gelir. Enerji bozulması, epileptik aktivite için önemli etkilerden biri olarak kabul 

edilen iyonik homeostaz kaybına neden olabilir (van Vliet ve diğ., 2015; Turker ve 

diğ., 2014b).  
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Lipitlerin açil zincirlerinden kaynaklı olan CH2 asimetrik (2925 cm-1) ve simetrik 

(2850 cm-1) gerilme bantlarının alan değerleri doymuş yağ konsantrasyonu hakkında 

bilgi vermektedir (Liyanage ve diğ., 2018). Her iki bant içinde, kontrol hipokampus 

ile kafein uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan 

serebellum grupları karşılaştırıldığında, kontrol gruplarına göre kafein uygulanan 

gruplarının bant alan değerlerinde anlamlı derecede (p<0,05*) artış tespit edildi. CH2 

simetrik bant alanları değerleri, CH2 asimetrik bant alanları değerlerine göre daha 

yüksek değerlerdedir. Her iki beyin bölgesinde bulunan bu artış doymuş yağ lipit 

miktarındaki artmanın göstergesidir. Bu durum membran kalınlığındaki farklılıklar, 

hücresel seviyede gerçekleşen yapısal değişimlerin göstergesi olabilir (Turker ve dig., 

2014a; Szalontai ve diğ., 2000). 

 

C=O (1745 cm-1) bant, esas olarak triaçilgliseroller, kolesterol ester ve membran 

lipitlerinin gliserol iskeletlerinin  karbonil uzantıları nedeniyle oluşur (Grace ve diğ., 

2019; Sivakumar ve diğ., 2014). Normal şartlar altında C=O bandına katkı yapan en 

önemli moleküllerden biri olan triaçilgliseroller olsa da, çalışmamızda incelediğimiz 

biyolojik dokular beyin bölgeleri olduğu için bu moleküllerin beyinde varlığı çok 

düşük olduğundan C=O bandına katkıları anlamlı değildir. C=O bandın alanı için 

kafein uygulanan hipokampus grubunda anlamlı derecede (p<0,05*) arttığı, kafein 

uygulanan serebellum grubunda ise anlamlı derecede (p<0,05*) azalttığı tespit edildi. 

Yapılan çalışmalarda, yetişkin bireyin hayatı süresince beyin lipit içeriğinin 

karşılaştırmalı olarak incelenerek kolesterol içeriğinin fizyolojik evrimi hakkında 

ilginç bilgiler verilmiştir. Örneğin, yetişkin bireyin beyin kütlesinin yaklaşık % 20'sini 

kaybettiğini ve beyin kolesterolünü % 20-50 azaldığı belirtilmektedir (Svennerholm  

ve diğ., 1997). Aslında, kolesterol içeriğinin düzenli olarak azalması, hem frontal hem 

de temporal loblarda 20 yaş kadar erken gerçekleşir. Bu kapsamlı çalışmadan önce, 

genellikle kolesterol de dahil olmak üzere membran lipitlerinin kaybının ak maddede 

başladığı kabul edilirken beyin korteksinde ise önemli bir kolesterol kaybı meydana 

gelir. Bu veriler doğrultusunda, Martin ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada 

yetişkin kemirgenlerde hipokampal nöronların membranlarında orta düzeyde fakat 

önemli miktarda kolesterol kaybı gözlendi (Martin ve diğ., 2014). Bu literatür bilgisi 

gözönüne alındığında hipokampus bölgesinde kolesterol kaybından dolayı azalma 

beklerken biz sonuçlarımızda artma tespit ettik. Kafein hipokampus grubundaki 
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artmanın sebeplerinden bir tanesi lipit peroksidasyonu olabilir. Uzun zincirlerin 

parçalanmasına neden olan lipit peroksidasyonunun, genellikle lipit dahil olmak üzere  

aldehitler, daha kısa zincirli lipitler ve karbonil bileşikleri çok çeşitli bozunma 

ürünlerinin oluşumuna eşlik ettiği gösterilmiştir (Alugoju ve diğ., 2019). Verilerimize 

göre olefinik bandının alanındaki düşüşle ve yapılan TBARs testi ile kanıtlanmış olan 

lipit peroksidasyonu sonucunda karbonil gruplarının arttığı sonucuna varılmaktadır. 

Ayrıca C=O bandındaki artmanın sebeplerinden biri olarak, lipit metabolizması için, 

doymuş ve doymamış yağ asitlerinin çoğunun yanı sıra, yüksek doz kafein grubunun 

fetal plazmasında azaltılmış ve tüm doz kafein gruplarında yüksek yoğunluklu 

lipoprotein (HDL) kolesterol içeriği artmış olduğunu belirtilmiştir (Liu ve diğ., 2012). 

Diğer taraftan serebellum için kaydedilen C=O bant alanındaki azalma ise kafein etkisi 

ile kolesterol, membran lipitleri gibi bu banda katkı yapan moleküllerin 

miktarlarındaki düşüşten kaynaklı olabilir. Bununla ilgili olarak, yukarıda 

açıkladığımız C=O bandına lipit peroksidasyon ürünlerinin katkısı serebellum bölgesi 

için söz konusu değildir. Çünkü olefinik bant alanı ve TBARs sonuçlarına göre lipit 

peroksidasyonunda bu bölgede azalma bulduk. Dolayısıyla serebellum için C=O 

bandının hipokampuste gözlenen lipit peroksidasyon ürünlerinin katkısından 

bahsedilemez. Buna ek olarak, serebellumda kolesterol içeriğinin azaldığı da rapor 

edilmiştir (Jacques Fantini, Nouara Yahi., 2015). Sonuç olarak C=O grubu içeren lipit 

moleküllerinin miktarında kafein etkisiyle serebellum bölgesinde azalma gözlenmiştir. 

 

C=O bant alanı parametresinin yanısıra çalışmamızda ayrıca C=O/lipit alan oran 

değerleri de hesaplandı. Sonuçlarımıza göre hipokampus ve serebellum bölgelerinin 

her ikisinde de istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir azalma görüldü.  

 

Fosfolipitler, biyolojik organizmaların temel bileşenleri olan canlı organizmalardaki 

temel yapı taşlarıdır. Fosfolipitler esterlenmiş iki yağ asidine sahip bir gliserol 

omurgasına sahiptir. Bundan dolayı yukarıda belirtildiği gibi C=O bandına katkı yapan 

moleküllerden bir tanesi membran fosfolipitleridir. Diğer taraftan membran 

fosfolipitleri ayrıca PO-
2 asimetrik (1236 cm-1) ve simetrik (1080 cm-1) bantlarının 

fosfat kafa gruplarından kaynaklanmasıyla oluşurlar (Carmona ve diğ., 2008). C=O ve 

PO-
2 bantlarının frekanslarındaki değişimler membran fosfolipitlerinin paketlenme 

derecesi ve hidrasyon durumları hakkında bilgi verirler (Turker-Kaya ve diğ., 2014b). 
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Sonuçlarımıza göre C=O frekanslarında kafein etkisiyle hipokampus ve serebellum 

bölgerinde anlamlı derecede (p<0,05*) artmanın tespit edilmesi membran 

fosfolipitlerinin polar bölgeye yakın gliserol omurgasının hidrasyon durumunun 

azalması anlamına gelir (Turker ve diğ., 2014a). Diğer taraftan PO-
2 asimetrik ve 

simetrik frekanslarında hipokampus için istatistiksel olarak anlamlı ve anlamsız 

azalma tespit edildi. Serebellum bölgesi için ise PO-
2 asimetrik bandı anlamlı derecede 

(p<0,05*) artarken PO-
2 simetrik anlamlı derecede (p<0,05*) azalma tespit edildi. PO-

2 asimetrik ve simetrik bantlarının bölgesel farklılıklara bağlı olarak belirlenen azalma 

membran lipitlerinin fosfat kafa gruplarının artması anlamına gelir. Bu durum, gruplar 

arasında hidrojen bağı yapma kapasitesinde artış olduğunun bir göstergesidir (Akkas 

ve diğ., 2007). Hidrojen bağı, su molekülleri ile fosfolipitlerin veya hidrofilik protein 

kalıntılarının hem karbonil hem de fosfat gruplarının oksijen molekülleri arasındadır. 

Bu lipitler tarafından işgal edilen alanı etkileyen lipit kafa grubu boyutunu değiştiren 

enzimlerin aktivasyonundan kaynaklanmaktadır. Lipit paketlenmesindeki tüm 

varyasyonlar, proteinlerin hidrofobik ve hidrofilik kalıntıları ile etkileşimlerini 

doğrudan etkileyebilir. Böylece proteinlerin membrana yerleştirilmesini sağlayabilir 

(Do ve diğ., 2017; Turker-Kaya ve diğ., 2014a).  

 

FT-IR spektroskopisi biyolojik membranlarda ve dokularda lipitlerle birlikte 

proteinlerin eşzamanlı çalışması için eşsiz olanaklar sunar (Cakmak ve diğ., 2011). 

Ancak, FT-IR spektroskopisinin karmaşık bir doku içindeki belirli molekülleri ayırt 

edemediğinden, belirli bir proteine odaklanmadığı sürece proteinler hakkında bilgi 

vermekle sınırlı kaldığını hatırlatmakta fayda var. Bu nedenle, burada sunulan beyin 

dokusu gibi numunelerdeki proteinlere ait elde edilen veriler, hücre dışı, plazma 

membranı, sitoplazma ve nükleer proteinleri içeren beyin dokusunun protein profili 

hakkında bilgi sağlar (Turker-Kaya ve diğ., 2016). Proteinler, canlı organizmalardaki 

moleküler tanıma, enzimatik aktiviteler, iyonik taşınma ve sinyal iletimi gibi temel 

hücresel fonksiyonların çoğunu kontrol eden moleküler makinelerdir (Babu ve diğ., 

2019). Amid I (1653 cm-1 ) ve amid II (1550 cm-1) bantları, protein zincirlerinin yapı 

ve konsantrasyonları hakkında bilgi verir (Grace ve diğ., 2019). Söz konusu olan 

bantların, bant alanlarında kafein uygulanan hipokampus gruplarında anlamlı derecede 

(p<0,05*) artma, serebellum gruplarında ise anlamlı derecede (p<0,05*) azalma 

gözlemlendi. Amid I ve amid II profilleri, protein yapısal bileşimine bağlı olduğundan 
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bu bantların alanlarındaki değişimler proteinlerin yapılarında bazı farklılıkların 

olduğunun göstergesidir (Cakmak ve diğ., 2011; Dogan ve diğ., 2007). Çünkü söz 

konusu bantlar özellikle amid I bandı alfa heliks, beta plakalı gibi proteinlerin ikincil 

yapı elemanlara ait alt bantların toplamıdır (Turker-Kaya ve diğ., 2016; Turker ve diğ., 

2014a; Severcan ve diğ., 2004). Literatüre göre kafein, protein zincirleri üzerinde 

koruyucu bir etki yaratarak apolar amino asitlerle hidrofobik etkileşimi nedeniyle 

proteinlerin sitrik asit aracılı çapraz bağlanmasını kesintiye uğratabilir (Zand-Rajabi 

ve Madadlou., 2016). Bu durumda protein yapılarında değişimlere neden olabilir. 

Sonuç olarak serebellumda belirlenen azalma,  proteinlerinin yapılarında bazı 

değişikliklerin ve protein miktarındaki azalmayı göstermektedir. Hipokampusteki bant 

alanlarındaki artma ise, hipokampus bölgesinin proteinlerinin konformasyonel 

değişikliklerin yanısıra protein miktarındaki artmasından kaynaklanmaktadır (Cakmak 

ve diğ., 2006). Proteindeki bu miktar artışıyla ilgili olarak daha önce belirtildiği gibi, 

kafeinin ana reseptörleri adenozin A1 ve A2A reseptörleridir. Yapılan bir çalışmada, 

kafein doğrudan yenidoğan yavrulara verildiğinde kafeinin beyin sapında ve 

hipotalamusun solunum çekirdeğinde A1 transkripsiyonunu arttırdığını göstermiştir 

(Li ve diğ., 2019; Gaytan ve Pasaro., 2012). FT-IR analizlerinden protein miktarlari 

ile elde ettiğimiz verileri test etmek üzere çalışma kapsamına ayrıca Bradford testini 

dahil ettik. Bu testten elde edilen veriler protein bantlarındaki sonuçları destekler 

niteliktedir (Şekil 3.14.).  

Membran yapısını ve dinamiklerini etkileyen bir başka önemli faktör, membranlardaki 

protein ve lipitlerin miktarıdır (Szalontai ve diğ., 2000). FT-IR verileri kullanılarak, 

lipitlerin protein oranı, lipitlerden ve proteinlerden kaynaklanan bantların alanlarının 

oranı alınarak elde edilir (Cakmak ve diğ., 2011). Lipit/protein oranını değerlendirmek 

için, CH2 asimetrik ve simetrik bantlarının altındaki alanların toplamının ile amid I ve 

II bantları altındaki alanın toplamına bölünerek hesaplandı. Elde ettiğimiz sonuçlara 

göre, kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarının alan oran değerlerinde 

anlamlı derecede (p<0,05*) artış gözlemlendi.  Artan lipit/protein oranı, lipit içeriğiyle 

karşılaştırıldığında protein içeriğinde daha belirgin bir düşüş olduğunu ya da her iki 

olayın aynı anda gerçekleşmesinden de kaynaklanabilir. Bu düşüş, protein 

parçalanması ve bozulmasıyla ilişkilendirilebilir. Proteinlerin zarar görmesi serbest 

radikallerin saldırısından kaynaklanabilir, bu da proteoliz, doku hasarı ve 
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nörotoksisiteye karşı artan duyarlılığa yol açabilir. Membranın kimyasal bileşimindeki 

değişikliklerle birlikte lipit/protein oranını değiştiren komponentler hücre içi 

sitoskeletal elemanlarla membran bağlantısının çekilmesi ile dinamik bir dengesizliğe 

yol açabilir. Bu gibi olaylar, membran bozulmasını açıklayabilir ve epileptik aktivite 

sırasında kalıcı bir membran bütünlüğü kaybı ile ilişkili olan canlılık kaybını 

kanıtlayabilir (Turker-Kaya ve diğ., 2014a). 

Tezin giriş kısmında da belirtildiği gibi mikromolar konsantrasyonlardaki kafein, 

spesifik olmayan adenosin reseptörü antagonistidir. Adenozin reseptörlerinden A1 ve 

A2A beyinde nadir görülür; A1 tipi her yerde bulunur, A2A bazal ganglionlarda diğer 

beyin yapılarından daha fazla temsil edilir. Yapılan deneylerde doğum öncesi sıçan 

beyninde bulunduğunu ve yoğunluğunu doğum sonrası arttığı tespit edilmiştir. A1 

adenosin reseptörleri, beyin sapında doğum sonrası 8. günde, hipotalamusta 14. günde, 

beyincikte 24. günde ve hatta daha sonra kortekste erişkin yoğunluğa ulaşır 

(Tchekalarova ve diğ., 2010). Çalışmamızda neonatal dönemde yani 7-11. günler 

arasında kafein uyguladık, bundan kafeinin adenozin reseptörü antagonisti olarak 

davranabileceği bu günler arasında hipokampuste daha fazla reseptör bulunurken 

beyincikte daha az sayıda reseptör bulunmaktadır. Bundan dolayı yüksek dozdaki 

kafeinin hipokampuste etkisi daha yoğun görülürken serebellumda daha az ya da zıt 

etkiler tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra bir önemli husus olarak, absans nöbetler her 

ne kadar talamustan köken alıp tüm beyne yayıldığını gösteren çalışmalar bulunsa da 

(Falco Walter ve diğ., 2016) bu nöbet tipinin belli bir zaman sonra sadece talamus 

değil hipokampusten de köken alabilir hale geldiğini çalışmalarında rapor etmişlerdir. 

Bundan dolayı hipokampuste tespit ettiğimiz kafeinin etkilerinin yanı sıra absans 

nöbetlerinin tetikleyici mekanizmalarından da kaynaklıdır yorumunu getirebiliriz. 

Bununla ilgili olarak kafein uygulanan hipokampus bölgesi nöbetten çok etkilenirken, 

serebellum bölgesi hipokampus kadar nöbetten etkilenmemiştir şeklindeki bulgu 

Chatzikonstantinou, (2014) tarafından rapor edilmiştir. İlaveten, bazı çalışmalara göre 

serebellumun paroksismal epileptik aktivite üzerinde inhibe edici bir etkisi vardır 

(Marcián ve diğ., 2016). Başka çalışmalarda ise serebellar hasarı olan hastalarda ve 

hayvan modellerinde epileptik nöbet insidansının ve yoğunluğunun daha yüksek 

olduğunu göstermiştir (Hutton ve diğ., 1972; Dow ve diğ., 1962). Bu çalışmaların 

sonuçlarıyla birlikte verilerimizin sonucu olarak serbellumun epileptik nöbet aktivitesi 
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üzerinde hipokampusten çok farklı bir şekilde davrandığı şeklinde yorum yapılabilir. 

Kafeinin yüksek dozda merkezi sinir sistemini tetikleyici rolü gözönünde 

bulundurulursa absans nöbet kaynağı olabilen hipokampus bölgesine kafeinin etkisi 

literatürdeki sadece nöbet etkileri ile uyumludur (Turker ve dig., 2014a;b). Buna göre 

yüksek doz kafein uygulaması hipokampus bölgesinde nöbet tetikleyici rol 

üstlenmektedir. Diğer taraftan kafein serebellum bölgesinde hipokampuste 

davrandığından tam zıt şekilde davranmış olması serebellumun daha önceden rapor 

edilmiş olan nöbet baskılayıcı özelliklerinden kaynaklı olabilir.  

Bu tez çalışmasından elde ettiğimiz veriler ışığında absans nöbetler her ne kadar 

jeneralize yani tüm beyni etkileyen nöbetler olsa da farklı beyin bölgelerinde neonatal 

dönemde uygulanmış olan kafein biyofiziksel parametreler üzerinden nöbet tetikleyici 

ya da inhibe edici şekilde davranmıştır.  

Son olarak HCA metodunu kullanarak elde ettiğimiz FT-IR spektrumlarının 

örneklerdeki spektral farklılıklarına göre ayrılıp ayrılamadığını test ettik. Her grup için 

kümeleme analizindeki dendrograma bakıldığında, kontrol hipokampus ile serebellum 

ve kafein uygulanan hipokampus ile serebellum gruplarının birbirinden ayrıştırılması 

%100 özgüllük ve duyarlılık ile gerçekleştirildi. 
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5.SONUÇLAR VE ÖNERİLER  

Dünyada en çok tüketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin uyanıklık, dikkat 

ve hafıza gibi nörolojik işlevleri değiştirdiği bilinmektedir. Merkezi sinir sistemini 

uyarıcı bu etkilerinden dolayı neonatal dönemde kafein alınımının ilerde epileptik 

nöbet ve epilepsi oluşumuna neden olabildiğini destekleyen çalışmalar bulunsa da bu 

etkilerin altında yatan mekanizmalar açıklığa kavuşturulamamıştır. Bu bağlamda, 

konuya biyofiziksel yaklaşım getirmek amacı ile çalışmada neonatal dönemde kafein 

uygulamasının Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/Rij) sıçanların hipokampus 

ve serebellum beyin bölgelerinde meydana getirdiği moleküler değişiklikleri 

karşılaştırmalı olarak Fourier Dönüşüm Kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi yöntemiyle 

incelendi. FT-IR spektroskopisi yöntemiyle elde edilen spektral verilerin analizi 

sonucunda lipitler, proteinler, karbohidratlar ve nükleik asitler hakkında detaylı veriler 

elde edildi. Yapılan analizleri desteklemek için ise biyokimyasal testler uygulandı. 

Bradfor testini uygulayarak protein miktarı, TBARs testi ile lipit peroksidasyonuna 

bağlı olarak MDA miktarı hakkında bilgi edinildi. 

 

Bulgularımızın sonuçlarına göre, kafein uygulanan hipokampus ile serebellum 

bölgelerinin moleküler anlamda değişikliklerin olduğunu göstermektedir. Lipit içeriği, 

membran akışkanlığı kafein uygulanan hipokampuste düşük iken, protein kaynaklı 

bantların kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarında yüksek olduğu 

görüldü. Tüm bu değişimler göz önüne alındığında nöbetlerin beyin bölgelerinin farklı 

derecede etkilendiğini göstermektedir. Bu bağlamda bölgeler arası farklıların 

incelenmesi hastalığın patofizyolojisini aydınlatmak açısından oldukça önem 

göstermektedir. Bu tez çalışmasında, kafeinin nöbetler üzerindeki etkilerini 

aydınlatılması, yeni tedavilerin ve ilaçların keşfine ışık tutması hedeflenmektedir.
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Ek-A 

Kontrol hipokampus ile serebellum ve kafein uygulanan hipokampus ile serebellum 

gruplarının spektral parametre değerleri Tablo A.1’de gösterilmektedir. Değerler her 

örnek için ortalama ± standart sapma şeklinde belirtilmiştir. İstatistiksel anlamlılık 

derecesi (p<0,05*) ve (p<0,001**) şeklinde belirtilmiştir. 

Tablo A.1. Kontrol hipokampus ile serebellum ve kafein uygulanan hipokampus ile 

serebellum gruplarının spektral parametre değerleri 

 

                                     

 

 

 
Kontrol 

Hipokampus 

(n=6) 

Kafein 

Hipokampus 

(n=6) 

Kontrol 

Serebellum 

(n=6) 

Kafein 

Serebellum 

(n=6) 

Frekans     

 

CH2 asimetrik 

CH2 simetrik 

C=O 

PO-
2 asimetrik 

PO-
2 simetrik 

 

2923.54 ± 0.26 

2852.54 ± 0.16 

1736.59 ± 0.44 

1235.00 ± 0.67 

1073.16 ± 0.33 

 

2922.57 ± 0.86** 

2851.19 ± 0.28* 

1737.39 ± 0.80* 

1231.17 ± 0.71 

1071.95 ± 0.84 

 

2922.33 ± 0.58 

2851.97 ± 0.18 

1737.44 ± 0.60 

1230.54 ± 1.88 

1074.00 ± 0.79 

 

 

2924.18 ± 0.10* 

2852.65 ± 0.08* 

1737.61 ± 0.38* 

1234.47 ± 1.19* 

1071.67 ± 0.67* 

Bant alanları     

 

Olefinik 

CH2 asimetrik 

CH2 simetrik 

C=O 

Amid I 

Amid II 

PO-
2 asimetrik 

PO-
2 simetrik 

 

 

1.24 ± 0.14 

4.36 ± 0.57 

9.01 ± 0.87 

2.20 ± 0.49 

7.60 ± 1.76 

5.21 ± 0.76 

3.02 ± 0.46 

4.54 ± 0.54 

 

 

1.37 ± 0.22* 

5.83 ± 0.53* 

8.08 ± 0.69* 

3.33 ± 0.80* 

11.07± 0.35* 

6.73 ± 0.37* 

4.37 ± 0.59* 

5.45 ± 0.59* 

 

1.43 ± 0.23 

3.16 ± 0.80 

2.14 ± 1.31 

3.08 ± 0.60 

11.8 ± 1.03 

7.89 ± 0.59 

5.23 ± 0.59 

0.50 ± 0.73 

 

1.02 ± 0.081 

4.44 ± 0.69 

7.39 ± 0.59 

1.97. ± 0.38 

6.72 ± 0.74 

6.63 ± 0.05 

3.45 ± 0.88 

5.04 ± 0.59 

 

Bant alan 

oranları 

    

 

Olefinik/lipit 

C=O/lipit 

Lipit/protein 
 

 

0.087 ± 0.014 

0.175 ± 0.014 

0.919 ± 0.098 

 

 

0.091 ± 0,0008 

0.170 ± 0.009 

0.942 ± 0.002 

 

0.086 ± 0.003 * 

0.193± 0.011 * 

0.898 ± 0.0008* 

 

 

0.090 ± 0.006* 

0.165 ± 0.015* 

0.989 ± 0.002* 

Bant genişliği     

 

CH2 asimetrik 

CH2 simetrik 
 

 

21.33 ± 0.39 

9.81 ± 0.11 

 

 

20.42 ± 0.77* 

9.6 ± 0.10* 

 

 

20.47 ± 0.13 

9.71 ± 0.008 

 

21.92 ± 0.61** 

9.77 ± 0.07* 

 

Bradford Test     

 

 

 

0.53 ± 1.2 

 

0.57 ± 0.09* 

 

0.60±1.49 

 

0.53 ± 1.59* 

TBARs Test     

 0.23 ± 1.01 0.25 ± 0.11* 0.27 ± 1.28 0.22 ± 1.48* 
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Ek-B 

 

 

Şekil B.1. Bradford standart eğri grafiği 
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Ek-C 

 

 

Şekil C.1. TBARs standart eğri grafiği 
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Ek-D 

 

Şekil D.1. Hayvan deneyleri etik kurul belgesi 
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