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ÖZET 

 

Spirulina platensis ’ in ANTĠOKSĠDAN ÜRETĠMĠNĠN ĠNDÜKLENMESĠ VE 

KARACĠĞER KORUYUCU ETKĠSĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

KEPEKÇĠ, Remziye Aysun 

Doktora Tezi, Biyoloji Bölümü 

Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Saadet Demirörs Saygıdeğer 

Ekim 2011, 114 sayfa 

 

Bu çalıĢmada, oksidatif strese cevap olarak Spirulina platensis‘de iki basamaklı 

kesikli kültürasyon yöntemiyle antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif moleküllerin 

miktarını arttırmak ve bu yolla üretilen kültürün karaciğer koruyucu etkisini 

değerlendirmek amaçlanmıĢtır. IĢık Ģiddeti antioksidan üretiminde çevresel uyarıcı 

olarak kullanılmıĢtır. DüĢük ıĢık Ģiddetinden yüksek ıĢık Ģiddetine ani değiĢimin, S. 

platensis‘in fenolik bileĢik üretimi, antioksidan aktivitesi, büyümesi ve biyokütle 

içeriği üzerindeki etkisi incelenmiĢtir. Artan ıĢık Ģiddetine paralel olarak total 

karbonhidrat, fikosiyanin, karotenoid, malondialdehit miktarlarının ve antioksidan 

aktivitelerin arttığı, total protein miktarlarının ise önemli oranda azaldığı 

bulunmuĢtur (p<0,05). ÇeĢitli biyolojik aktivitelere sahip önemli sekonder 

metabolitler olarak kabul edilen fenolik bileĢiklerin miktarının yaklaĢık 8 kat arttığı 

bulunmuĢtur (p<0,01). Total fenolik madde miktarları ile antioksidan aktiviteler 

arasındaki iliĢki % 99‘luk güven aralığında önemli oranda (p<0,01) birbirleri ile 

iliĢkili bulunmuĢtur ki bu durum fenolik bileĢiklerin antioksidan aktivitelerin en 

büyük katkı sağlayıcıları olduklarını göstermektedir. Antioksidan aktivitesi artmıĢ S. 

platensis biyokütlesinin CCl4‘ün indüklediği akut karaciğer hasarına karĢı karaciğer 

koruyucu etkisinin daha çok olduğu histolojik olarak gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar, 

antioksidan aktivitesi arttırılan S. platensis‘ in sentetik antioksidanların yerine 

güvenilir bir alternatif ve serbest radikallerin tetiklediği hastalıklar için potansiyel bir 

terapötik ajan kaynağı olabileceğini önermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: S. platensis, antioksidan aktivite, fenolik bileĢikler, karaciğer 
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ABSTRACT 

 

INDUCEMENT OF ANTIOXIDANT PRODUCTION OF Spirulina  platensis 

AND THE INVESTIGATION OF ITS HEPATOPROTECTIVE EFFECT 

 

KEPEKÇĠ, Remziye Aysun 

Ph.D. Thesis, In Biology 

Supervisor: Saadet Demirörs Saygıdeğer 

October 2011, 114 pages 

 

In this study, we aimed to increase the amount of bioactive molecules with 

antioxidant activity in Spirulina platensis as a response to oxidative stress by a two-

step batch mode cultivation and evaluate the hepatoprotective effect of S. platensis 

cultures grown by this way. Light intensity was used as an environmental inducer in 

antioxidant production. The investigation of the effect of the sudden shift from low 

light to high light intensity on phenolic compound production, antioxidant activity, 

growth, and biomass composition of S. platensis was undertaken. It was found that 

total amounts of carbohydrate, phycocyanin, carotenoid, malondialdehyde and 

antioxidant activities were significantly increased while total protein amounts were 

decreased (p<0,05) correspondingly to the increased light intensity.The amount of 

phenolic compounds which are regarded as important seconder metabolites with 

various biological activities was significantly increased by approximately eightfold 

(p<0,01). The relationships between antioxidant activities and total amounts of 

phenolic compounds were significantly correlated at the 99% confidence level 

(p<0,01) indicating that phenolic compounds were major contributors of antioxidant 

activities. It was observed histologically that S. platensis biomass with increased 

antioxidant activity had more hepatoprotective effect against CCl4 induced acute 

liver injury. These results suggest that S. platensis with enhanced antioxidant activity 

could be a safe alternative to synthethic antioxidants and also potential candidate 

source of therapeutic agent for diseases induced by free radicals. 

 

Key words: S. platensis, antioxidant activity, phenolic compounds, liver 
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BÖLÜM 1 

1.1.  GĠRĠġ 

Serbest radikaller, en dıĢ halkalarında eĢlenmemiĢ elektron içeren ve diğer 

bileĢiklerle reaksiyona girerek bir elektron alma eğilimi gösteren atom ya da atom 

gruplarıdır. Canlı sistemlerde serbest radikaller anabolik ve katabolik süreçler 

sonucunda endojen olarak oluĢabileceği gibi, iyonize radyasyon, ıĢık (görünür/UV), 

redoks reaksiyonlarına giren ksenobiyotikler gibi çeĢitli maddelerin tesiri ile ekzojen 

olarak da ortaya çıkabilirler (Grune, 2005).  

Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller oksijenden oluĢan radikallerdir. 

Moleküler oksijen, paralel spin durumlu iki eĢleĢmemiĢ elektrona sahiptir ve bu 

biradikal doğasının bir sonucu olarak yüksek derecede Reaktif Oksijen Türleri 

(ROT) oluĢturma eğilimindedir. Kısaca ROT olarak adlandırılan bu moleküller 

arasında süperoksit, peroksil, hidroksil, alkoksil, nitrik oksit radikalleri gibi serbest 

radikallerle hidrojen peroksit, lipit hidroperoksit, hipoklorik asit, tekli oksijen, azot 

dioksit gibi oksijen içeren reaktif moleküller de yer almaktadır. Bu moleküller, 

hücrenin tüm bileĢenleri ile kolayca etkileĢebilme özelliğine sahiptirler. Serbest 

radikaller hücrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat gibi tüm önemli bileĢiklerine 

etki ederler (Olinescu ve Smith, 2002; Grune, 2005; Valko vd., 2007). 

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karĢı en hassas olan biyomoleküllerdir. 

Süperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, nükleus ve 

endoplazmik retikulum membranlarında lipid peroksidasyonunu baĢlatır. Hücre 

membranlarındaki kolesterol ve yağ asitlerinin doymamıĢ bağları, serbest radikallerle 

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon ürünleri oluĢtururlar. Lipit peroksidasyonu 

kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu Ģeklinde ilerler ve oldukça zararlıdır. 

Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran geçirgenliği 

artar. Hücre membranlarında lipit serbest radikalleri (L•) ve lipit peroksit 

radikallerinin (LOO•) oluĢması, reaktif oksijen türlerinin neden olduğu hücre 

hasarının önemli bir özelliği olarak kabul edilmektedir (Recknagel vd., 1989). 
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Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein, sülfhidril grupları ve diğer amino 

asit grupları okside olarak yıkılır, nükleer ve mitokondriyal DNA okside olur (Dalle 

vd., 2003; Stadtman, 2004). Proteinlerin serbest radikal zararından etkilenme 

derecesi amino asit kompozisyonlarına bağlıdır. DoymamıĢ bağ ve kükürt içeren 

triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip 

proteinler serbest radikallerden kolaylıkla etkilenirler. Bu etki sonucunda özellikle 

sülfür radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller oluĢur. Molekülün ikincil ve 

üçüncül yapısı, dolayısıyla yüzeyindeki hidrofobik bölgeleri değiĢir. Hidrofobitesi 

artar. Bu tip proteinler elektrostatik olarak etkileĢerek ve çapraz bağlar oluĢturarak 

kümeleĢmiĢ bir ağ yapısı ortaya koyar Proteazomal sistem bu yapıları farkeder ve 

yıkıma uğratır (Dean vd., 1997; Davies, 2005).  

Protein oksidasyonuyla iliĢkili hastalıklar arasında romatoid artrit, 

iskemi/reperfüzyon, Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıklar, 

masküler distrofi, hızlı yaĢlanma sendromu, katarakt gibi hastalıklar yer alır. Serbest 

radikallerin karbonhidratlara etkisiyle çeĢitli ürünler meydana gelir ve bunlar çeĢitli 

patolojik süreçlerde önemli rol oynarlar. Serbest oksijen radikallerinin tüm bu 

etkilerinin sonucunda ise hücre hasarı oluĢur (Dhalla vd., 2000; Halliwell, 2001; 

Sayre vd., 2001; Jenner, 2003).  

Hücre içinde diğer moleküller ile hızla reaksiyona girip onların yapısını bozacak 

zincirleme reaksiyonları baĢlatarak hücre hasarına neden olan ROT ancak 

antioksidan moleküller tarafından çeĢitli mekanizmalarla durdurulabilirler. Oksidan 

özellikteki ROT ile antioksidan moleküllerin arasındaki dengenin oksidanlar lehine 

bozulmasıyla hücre hasarına sebebiyet veren oksidatif stres meydana gelir (Mittler, 

2002; Sabatini vd., 2009). 

Oksidatif stresin neden olduğu hücre hasarının birçok kronik hastalığın 

komplikasyonlarına katkıda bulunduğu düĢünülmektedir. Diyabet ve diyabet 

komplikasyonlarının geliĢimi, koroner kalp hastalığı, çeĢitli deri ve göz hastalıkları, 

merkezi sinir sistemi hastalıkları, kanser, alkolik karaciğer hastalığı, akut renal 

yetmezlik, yaĢlanma, romatit artrit,  iskemi/reperfüzyon injürisi gibi durumlarda 

serbest oksijen radikallerinin neden olduğu hücre hasarı söz konusudur. ROT‘nin 

iliĢkili olduğu tüm bu fizyolojik koĢullar ve hastalıklarda serbest radikal üretiminin 

arttığı, antioksidan savunma mekanizmalarının ise yetersiz kaldığı gösterilmiĢtir 
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(Kukreja ve Hess, 1992; Dhalla vd., 2000; Finkel ve Holbrook, 2000; Sayre vd.,  

2001; Yamagishi vd.,2001; Jenner, 2003). 

Hastalıkların patogenezinde serbest radikallerin artıĢının ve/veya antioksidan 

savunma sistemlerinin yetersizliğinin rolü anlaĢıldıkça yeni antioksidanların keĢfi ve 

bunların bu hastalıklara karĢı kullanımı son yıllarda birçok araĢtırmanın odağı haline 

gelmiĢtir. 

Sentetik antioksidanların karsinojenezin promotoru olarak aktivite 

gösterebilmelerinden duyulan endiĢe neticesinde bu maddelerin gıda katkısı olarak 

kullanılımlarına karĢı küresel boyutta bir memnuniyetsizlik geliĢmiĢtir (Ito vd., 1986; 

Namiki, 1990). Bu durum sentetik antioksidanların yerine doğal ve güvenilir olan 

antioksidanların kullanımını gündeme getirmiĢtir. Bu doğrultuda, son dönemde doğal 

antioksidanların keĢfedilmesine yönelik araĢtırmalar giderek artmakta ve alternatif 

tıp kapsamında antioksidan potansiyeli yüksek birçok bitkinin birçok hastalığa karĢı 

kullanımı popüler hale gelmektedir. 

Güçlü antioksidan özelliklere sahip yararlı pek çok metabolit içeren fotosentetik 

mikroalgler doğal antioksidan kaynakları arasında en çok ilgi çeken canlı grubudur. 

Bugün mikroalgler tarafından sentezlenen birçok metabolit farmasötik biyoteknoloji 

ve gıda bilimi alanlarında gelecek vaad etmektedir. Yüksek oranda protein, 

vitaminler, yağ asitleri ve diğer pek çok kıymetli besinleri içeren mikroalgler, 

insanlar tarafından eskiden beri sağlıklı gıda desteği olarak tüketildiğinden dolayı 

dünya pazarlarında önemli bir arza sahiptir (Pulz ve Gross, 2004; Singh vd., 2005; 

Spolaore vd., 2006). 

Uzun zamandan beri yoğun bir Ģekilde üretimi yapılan en önemli mikroalglerden biri 

olan Spirulina, biyoteknolojik araĢtırmalarda önem taĢıyan ve besin maddesi olarak 

tüketilebilen, ekolojik ve ekonomik değer taĢıyan bir mikroalgtir. Farklı Spirulina 

türleri ile yapılan çalıĢmalar Spirulina’nın antikanser, antiviral, antibakteriyel, 

immün sistemi güçlendirici etkisinin olduğunu ortaya koymuĢtur (Ayehunie vd., 

1998; Khan vd., 2005; Chen vd., 2005; Akao vd., 2009; Ranga vd., 2010). 

Bilimsel çalıĢmalar farklı antioksidan özellikteki bileĢiklerin sinerjistik aktivitesinin 

tek bir antioksidanın aktivitesinden çok daha etkili olduğunu ve doğal kaynaklardan 

elde edilen antioksidanların sentetik olanlara göre daha fazla koruyucu etkiye ve 
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daha yüksek biyoyararlanıma sahip olduğunu bildirmiĢtir. Birçok araĢtırma Spirulina 

platensis‘in içeriğindeki fikosiyanin, selenyum, karetenoidler, yağ asidi GLA ve 

fenolik bileĢikler gibi çesitli bileĢenlerin önemli antioksidan özelliğinin olduğunu 

doğrulamıĢtır (Zhi-gang vd., 1997; Gershwin ve Belay, 2008).  

Pek çok araĢtırma antioksidanların serbest radikalleri etkisizleĢtirerek hücrelerin 

zarar görmesine engel olduklarını ortaya koymuĢtur. Antioksidanlar yardımıyla hücre 

koruyucu tedavi, dejeneratif hastalıklardan korunmada önemlidir Bu yüzden güçlü 

antioksidan potansiyele sahip olan Spirulina oksidatif stresin tetiklediği hastalıklar, 

inflamasyonlar, alerjiler ve hatta kanser için potansiyel bir terapötik ajan olarak 

öngörülmektedir (Yang vd., 1997; Kim vd., 1998; Hayashi vd., 1998; Miranda vd., 

1998; Gonzalez vd., 1999; Estrada vd., 2001; Dasgrupta vd., 2001; Chen vd., 2005; 

Wu vd., 2005). 

Alkol ve diğer toksik maddelerin detoksifikasyon olayının meydana geldiği 

karaciğer, serbest radikal oluĢumuna dolayısıyla da oksidatif stresin indüklediği 

hasara sıklıkla maruz kalır. Bugün klinikte baĢarılı sonuçlar veren birçok ilacın 

kullanımı hepatotoksisite oluĢturduğu için sınırlıdır. Alkol metabolizmasının bir 

sonucu olarak alkolün indüklediği oksidatif stresin karaciğerde ciddi hasara yol açtığı 

bilinmektedir (Poli, 2000). Ayrıca son yıllarda artan miktarda pestisitler, metal 

iyonları ve aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem direk 

olarak hem de besin zinciri yoluyla dolaylı yoldan tüketilmesi özellikle karaciğerde 

oksidatif strese neden olarak hasar oluĢturmaktadır (Banerjee vd., 2001). 

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yolların gerçekleĢmesi esnasında 

oluĢabildiği gibi çeĢitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de oluĢabilmektedir. Oksidatif 

hasar oluĢturan ekzojen etkenlerden birisi de karbon tetraklorürdür (CCl4). CCl4 

uygulamasında en fazla etkilenen organ karaciğerdir.  

Deneysel karaciğer harabiyeti oluĢturulmasında karbon tetraklorür, klasik ve model 

bir hepatotoksidandır. CCl4, sitokrom P450 tarafından serbest radikallere (triklorametil 

radikali, triklorametil peroksi radikali) çevrilmektedir. OluĢan bu radikaller lipit 

peroksidasyonunu baĢlatarak organın siroza doğru ilerleyen değiĢimlerine ve 

fonksiyon bozukluğuna neden olurlar (Sheweita vd., 2001; Torres Durán vd., 2006; 

Kumar vd., 1997; Mc Donald ve Garg, 2003; Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003). 
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ROT tarafından oluĢturulan lipit peroksidasyonunun hücre membranlarının hasara 

uğramasına ve membranların yapısal bütünlüğünün ve biyokimyasal fonksiyonlarının 

değiĢmesine neden olduğu bilinmektedir. Dolayısıyla ultrayapı düzeyinde meydana 

gelen bu hasara karĢı önerilen antioksidanların koruyucu etkisi de yine ultra yapı 

düzeyinde yapılan incelemelerle desteklenmelidir. Bugün birçok araĢtırmacı 

antioksidan aktivitenin tek bir yöntemle ölçülmesinin yeterli olmadığını 

savunmaktadır (Singh ve Singh, 2008). Literatürdeki bu konudaki çalıĢmalarda 

Spirulina‘nın antioksidan aktivite tayini için sadece bir ya da iki in vitro antioksidan 

aktivite tayin yöntemi uygulanmıĢtır (Miranda vd., 1998; Bhat ve Madyastha, 2001; 

Wu vd., 2005).  

Bazı mikroalg türlerinin çeĢitli stres koĢulları altında büyütülmesiyle (azot 

yetersizliği, yüksek ıĢık Ģiddeti, yüksek tuzluluk v.b.), hücre içinde kuvvetli 

antioksidan özelliklere sahip maddelerin biriktirilmesi sağlanabilir. Böylece 

mikroalgal biyoteknoloji kapsamında, kültür koĢullarında çeĢitli parametrelerle 

oynanarak hücreler üzerinde çeĢitli fizyolojik stresler yaratılabilir. Bu yolla kültüre 

alınan hücrelerin istenen ürünü daha fazla üretmesi sağlanabilir (Kobayashi, 2000; 

Bhandari ve Sharma, 2006; Malanga ve Puntarulo, 2006; Sabatini vd., 2009). Bu 

çalıĢma kapsamında yüksek ıĢık stresi uygulanarak Spirulina platensis‘in antioksidan 

üretiminin indüklenmesi amaçlanmıĢtır. 

Antioksidan üretimi indüklenmiĢ S. platensis kültüründen elde edilen biyokütlenin 

antioksidan aktivitesi farklı in vitro antioksidan aktivite testleri ile (ABTS Radikal 

Katyon Temizleme Aktivitesi, DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Ġndirgeme 

Gücü Tayini) belirlenmiĢtir. Ayrıca ratlara intraperitonel olarak verilen karbon 

tetraklorürün oluĢturduğu serbest radikallerin karaciğer üzerinde yol açtığı hasar ve 

bu hasara karĢı S. platensis biyokütlesinin ne Ģekilde bir koruyucu etki gösterdiği, 

transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) organın hücre ve hücre altı yapılarının 

incelenmesi yoluyla aydınlatılmaya çalıĢılmıĢtır. 

Bugüne kadar yapılan çalıĢmalarda Spirulina‘ nın antioksidan aktivitesinin karaciğer 

üzerindeki etkisi çoğunlukla ticari olarak satılan Spirulina tabletlerinin veya 

saflaĢtırılmıĢ fikosiyaninin ratlara verilmesi yoluyla çoğunlukla Ģu yöntemlerle 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır: in vitro mikrozomal lipit peroksidasyonunun 

inhibisyonunun ölçülmesi, karaciğer enzimlerinin ya da serum ve karaciğer 
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lipitlerinin, trigliserid, total kolestrol miktarının tespit edilmesi. Literatürde 

antioksidan üretimi indüklenmiĢ S. platensis kültürünün in vivoda karaciğer 

üzerindeki serbest radikallere karĢı koruyucu etkisinin ultrayapısal düzeyde 

değerlendirildiği bir çalıĢma yoktur. 

1.2. GENEL BĠLGĠLER 

1.2.1. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller en dıĢ halkalarında eĢlenmemiĢ elektron içeren ve diğer bileĢiklerle 

reaksiyona girerek bir elektron alma eğilimi gösteren atom ya da atom grublarıdır. 

BaĢlıca özellikleri Ģunlardır (Olinescu ve Smith, 2002);  

 Stabil değillerdir. 

 Çok kısa yarı ömürlüdürler. 

 Çok reaktiftirler. 

 Molekül ağırlıkları düĢüktür. 

 Hücrenin tüm bileĢenleri ile kolayca etkileĢebilme özelliğine sahiptirler.  

1.2.1.1. Reaktif Oksijen Türleri (ROT) 

Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller, oksijenden oluĢan radikallerdir. 

Moleküler oksijenin elektron konfigürasyonu normalden farklıdır. Her biri π 

orbitalinde olan, paralel spinli 2 tane eĢleĢmemiĢ elektrona sahiptir. Bu yüzden de 

zemin düzleminde üçlü bir moleküldür. Bu durum, tüm elektronların eĢleĢmiĢ 

spinlerinin olduğu ikili zemin düzleminde bulunan hücredeki moleküllerin çoğuna 

terstir. Bu spin kısıtlanmasından dolayı moleküler oksijen ve moleküllerin çoğunun 

arasında tepkime gerçekleĢmez (Dröge, 2002). 

Bununla birlikte moleküler oksijen, biradikal doğasının bir sonucu olarak yüksek 

derecede reaktif oksijen türleri oluĢturma eğilimindedir. Bir spinini çevirerek tekli 

oksijen, bir, iki veya üç elektron alarak sırasıyla süperoksit radikali, hidrojen peroksit 

veya hidroksil radikali oluĢturabilir (AkkuĢ, 1995). Reaktif Oksijen Türleri (ROT) 

olarak adlandırılan bu oksijen türleri moleküler oksijenin tersine çok reaktiftirler. 

Hücreler, hücresel birimleri oksidatif stresten koruma amacıyla, baĢta en reaktif 

oksijen türü olan hidroksil radikalleri olmak üzere fazla reaktif oksijen türlerini 

uzaklaĢtırmak için etkin mekanizmalara sahip olmak zorundadırlar (Grune, 2005). 
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Reaktif oksijen türleri, çeĢitli serbest radikallerin oluĢtuğu serbest radikal zincir 

reaksiyonlarını baĢlatabilirler. Ayrıca hücrede karbon merkezli organik radikaller 

(R
.
), peroksit radikalleri (ROO

.
), alkoksi radikalleri (RO

.
), tiyil radikalleri (RS

.
), 

sülfenil radikalleri (RSO
.
), tiyil peroksit radikalleri (RSO2

.
) gibi çeĢitli serbest 

radikallerin oluĢumuna neden olurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

1.2.1.1.1. Tekli (singlet) oksijen 

Moleküler oksijenin elektronlarından birinin enerji alarak kendi spininin ters 

yönünde olan baĢka bir orbitale yer değiĢtirmesiyle tekli oksijen oluĢur. Tekli 

oksijen, eĢleĢmemiĢ elektronu olmadığı için radikal olmayan reaktif oksijen 

molekülüdür, delta ve sigma olmak üzere iki Ģekli vardır. Tekli oksijen hücre 

membranındaki poliansatüre yağ asidleriyle doğrudan reaksiyona girerek 

lipitperoksitlerin oluĢumuna yol açar (Halliwell ve Gutteridge, 1999; AkkuĢ, 1995). 

1.2.1.1.2. Süper oksit radikali 

Süperoksit radikali (O2
.-
) tüm aerobik hücrelerde moleküler oksijenin (O2) bir 

elektron alarak indirgenmesi sonucu oluĢur. ĠndirgenmiĢ geçiĢ metallerinin 

otooksidasyonu süperoksit radikali meydana getirebilir (Bandyopadhyay vd., 1999). 

Fe
2+

  +  O2     Fe
3+

 . +  O2 
. –

                                                          (1.1.) 

Cu
+
  +   O2       Cu

2+.
  +  O2 

. –
                                                          (1.2.) 

Süperoksit radikali direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asıl önemi, 

hidrojen peroksit kaynağı olması ve geçiĢ metalleri iyonlarının indirgeyicisi 

olmasıdır. Süperoksit radikali düĢük pH değerlerinde daha reaktiftir. Oksidan 

perhidroksi radikali (HO2
.
) oluĢturmak üzere protonlanır. 

Süperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside 

olur diğeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda moleküler oksijen ve hidrojen 

peroksit meydana gelir.  

HO2

.   
+   O2 

.
 
-  

 +   H
+
        O2   +  H2O2                                      (1.3.) 

Süperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO
.
) ile 

birleĢmesi sonucu bir reaktif oksijen türü olan peroksinitrit (ONOO
-
) meydana gelir.  
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Peroksinitrit, nitrit (NO2
-
) ve nitrat (NO3

-
) oluĢturmak üzere metabolize edilir. 

Peroksinitrit, azot dioksit (NO2
.
), hidroksil radikali (OH

.
), nitronyum iyonu (NO2

+
) 

gibi toksik ürünlere dönüĢebilir (Dröge, 2002). 

1.2.1.1.3. Hidrojen peroksit 

Hidrojen peroksit (H2O2), süperoksitin çevresindeki moleküllerden bir elektron 

alması veya moleküler oksijenin çevresindeki moleküllerden iki elektron alması 

sonucu oluĢan peroksitin iki proton (H
+
) ile birleĢmesi sonucu meydana gelir 

(Olinescu ve Smith, 2002). 

O2 
.
 
-  

  +   e-
     

+       2H
+ 

     H2O2                                                                            (1.4.) 

O2       +  2e
-     

+       2H
+       

  H2O2                                                                           (1.5.) 

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asıl üretimi, süperoksidin (O2
.-
) 

dismutasyonu ile olur. Ġki süperoksit molekülü, süperoksidin dismutasyonu 

reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve moleküler oksijeni oluĢtururlar.  

2 O2 
.
 
-
   +     2H

+
           H2O2    +   O2                                           (1.6.) 

Bu reaksiyon, radikal olmayan ürünler meydana geldiğinden dismutasyon reaksiyonu 

olarak bilinir, ya spontan gerçekleĢir ya da süperoksit dismutaz (SOD) enzimi 

tarafından katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hızlıdır, enzimatik 

dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavaĢ olduğu nötral ya da alkali 

pH'da daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadığı halde Reaktif 

Oksijen Türleri (ROT) kapsamına girer ve serbest radikal biyokimyasında önemli bir 

rol oynar. Çünkü Fe
+2 

veya diğer geçiĢ metallerinin varlığında Fenton reaksiyonu 

sonucu, süperoksit radikalinin (O2
.-
) varlığında Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en 

reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH
.
) oluĢturur 

(Halliwell ve Gutteridge, 1999).  

Süperoksit radikalinin lipit çözünürlüğü sınırlı olduğu halde hidrojen peroksit lipitte 

kolayca çözünebilir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin oluĢtuğu yerden uzakta 

olan fakat Fe
+2 

 

içeren membranlarda hasar oluĢturabilir (AkkuĢ, 1995).  

1.2.1.1.4. Hidroksil radikali 

Hidroksil radikali (OH
.
), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu 

hidrojen peroksitten oluĢmaktadır. Ayrıca suyun yüksek enerjili iyonize edici 
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radyasyona maruz kalması sonucunda oluĢur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir 

oksidan radikaldir, yarılanma ömrü çok kısadır. Hidroksil radikali olasılıkla reaktif 

oksijen türlerinin en güçlüsüdür (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

OluĢtuğu yerde tiyoller ve yağ asitleri gibi çeĢitli moleküllerden bir proton kopararak 

tiyil radikalleri (RS
.
), karbon merkezli organik radikaller (R

.
), organik peroksitler 

(RCOO
.
) gibi yeni radikallerin oluĢmasına ve sonuçta büyük hasara neden olur.  

R-SH   +    OH
. 
      RS

.  
 +  H2O                                                     (1.7.) 

-CH2      +      OH
.
 
 

 -  CH
.- 

+  H2O                                                     (1.8.) 

1.2.2. Bitkilerde ROT Üretimine Katılan Fizyolojik Süreçler 

Bitkilerde serbest radikaller endojen olarak kloroplastlardaki fotosentez 

reaksiyonlarında, plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit 

döngüsünde NADPH oksidaz, hücre duvarı peroksidazları ve amino oksidazlar gibi 

enzimlerin etkisiyle oluĢur. Bitkilerde ROT üretimine katılan fizyolojik süreçler ve 

bölgeler Tablo1.1‘de gösterilmiĢtir (Mittler, 2002). 

Tablo 1.1. Bitkilerde ROT üretimine katılan fizyolojik süreçler ve bölgeler 

(Mittler,2002) 

Üretim Bölge ROT 
Fotosentez ET ve FSI veya FSII Klorofil O2

-
 

Solunum ET Mitokondri O2
- 

Glikolat oksidaz Peroksizom H2O2 
Uyarılan klorofil Klorofil O2

1 
NADPH oksidaz Hücre zarı O2

- 
Yağ asiti oksidasyonu Peroksizom H2O2 
Okzalat oksidaz Apoplast O2

- 
Ksantin oksidaz Peroksizom O2

- 
Peroksidazlar Mn

+2
ve NADH Hücre duvarı H2O2, O2

- 
Amin oksidaz Apoplast H2O2 

1.2.2.1. Fotosentez ve fotosolunum 

Fotosentetik organizmalar enerji giriĢi olmaksızın gerçekleĢmesi mümkün olmayan 

karbon bileĢiklerinin sentezi için ıĢık enerjisini kullanırlar. IĢık baĢlıca anten 

komplekslerinde soğurulur. Soğurulan fotonlar klorofil moleküllerini uyarır ve 

uyarılan klorofiller bu enerjiyi fotokimya, floresans veya ısı olarak dağıtırlar. 

Klorofiller, aksesuar pigmentler ve proteinlerden oluĢan anten kompleksleri 
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kloroplastın tilakoyid zarlarında yerleĢmiĢtir (Taiz ve Zeiger, 2008). Fotosentezin 

anten pigmentleri enerjiyi özelleĢmiĢ bir klorofil-protein kompleksine aktarırlar. Bu 

kompleks reaksiyon merkezi olarak isimlendirilir. Reaksiyon merkezi çok sayıda alt 

birimden oluĢmuĢ protein komplekslerini ve klorofilleri içerir. Anten kompleksleri 

ve reaksiyon merkezleri tilakoyid zarın içinde yerleĢmiĢ elemanlardır. Reaksiyon 

merkezi karmaĢık bir kimyasal reaksiyonlar dizisi baĢlatır. Bu reaksiyonlar enerjiyi 

kimyasal bağ formunda tutarlar (Bozcuk, 1999).  

Bitkiler ve fotosentez yapan bazı prokaryotlar fotosistem I ve fotosistem II olarak 

bilinen ve seri olarak çalıĢan iki reaksiyon merkezine sahiptirler. Ġki fotosistem 

tilakoyid zar üzerinde farklı yerlerde bulunurlar. FS I yığın oluĢturmayan stroma 

zarlarında, FS II ise yığın oluĢturan grana zarlarında yaygın olarak yerleĢmiĢtir. FS 

I‘in reaksiyon merkezindeki klorofiller 700 nm‘de, FS II reaksiyon merkezindeki 

klorofiller ise 680 nm‘de maksimum ıĢık soğurur. Fotosistem II ve Fotosistem I 

devirli olmayan elektron taĢınımını gerçekleĢtirirler (ġekil 1.1.). Bunun sonucunda su 

moleküler oksijene yükseltgenir. NADP
+
, NADPH‘e indirgenir (Taiz ve Zeiger, 

2008).  

 

ġekil 1.1. Tilakoid zarlarda elektronların ve protonların taĢınması (Taiz ve Zeiger, 

2008) 

Kloroplastlarda reaktif oksjen türlerinin iki oluĢum yeri bulunur; birincisi Fotosistem 

I‘in diğeri Fotosistem II‘nin indirgen bölgesidir (Taiz ve Zeiger, 2008). CO2 

fiksasyonunu sınırlayan çevresel koĢullar fotosentezde kullanılabilir nitelikte daha 

fazla ıĢık enerjisinin emilimiyle sonuçlanabilir. Bitkiler uyarılma enerjisini gidermek 
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için birçok yola sahiptir. Bunlar arasında, O2‘nin FS I‘in alıcı yüzeyindeki elektronlar 

tarafından doğrudan indirgenmesi olayına Mehler-peroksidaz reaksiyonu veya su-su 

döngüsü denilir (Laisk ve Edwards, 1998).  

Temel olarak NADPH/NADP
+
 oranı yüksek olduğunda FS I reaksiyon merkezine 

bağlı olan Fe-S merkezleri tarafından sağlanan tek elektronlar O2‘e yönlendirilerek 

O2
-
 oluĢturulur. Bu süperoksit, tilakoide bağlı bir süperoksit dismutaz (SOD) 

tarafından metabolize edilerek H2O2 oluĢturulur. OluĢan H2O2, tilakoide bağlı 

askorbat peroksidaz tarafından suya indirgenir. Bu sırada askorbik asitin (AsA) 

monodehidroaskorbata oksidasyonu gerçekleĢmiĢ olur. Askorbik asit FS I ‘deki 

ferrodoksin tarafından monodehidroaskorbattan oluĢturulur. Net bir O2 değiĢimi 

olmaz. Bu olaya su-su döngüsü denir; çünkü FS II tarafından H2O‘dan salınan 

elektronlar O2‘i indirgemede kullanılır ve sonra askorbat peroksidaz tarafından tekrar 

suya okside edilir. ΔpH ve ATP oluĢtuğu halde NADPH oluĢmadığı için bu yola 

―yalancı döngüsel elektron transportu‖ ya da ―yalancı döngüsel fotofosforilasyon‖ 

denir. Su-su dögüsü fizyolojik olarak önemlidir. Çünkü O2
-
 ve H2O2 tilakoide bağlı 

süpürücü sistemden difüz etmeden önce su-su döngüsü tarafından uzaklaĢtırılır. Eğer 

O2
-
 ve H2O2 tilakoid sistemden kaçarsa antioksidant enzimlerin stromal sistemi 

ROT‘ni zarar vermeden önce uzaklaĢtırma görevini üstlenir (Asada, 1999). 

Bitkilerdeki bu ROT uzaklaĢtırma yolları ġekil1.2.‘de gösterilmektedir. 

Fotosolunum, Mehler-peroksidaz reaksiyonunda olduğu gibi fotosentetik enerji için 

alternatif bir boĢaltım sağlar. Bunun yanında elektron taĢıma zincirinin 

indirgenmesini sağlar. Elektron taĢıma zinciri indirgenmezse fotoinhibisyona neden 

olur. Fotosolunum RUBĠSCO RuBP‘a oksijen katarak fosfoglikolat üretttiğinde 

baĢlar. Fikse edimiĢ karbon ve nitrojenin geridönüĢümünde kloroplastlar, 

mitokondriler ve peroksizomlar yer alır ve NADPH ve ATP kullanılır. Birçok 

çevresel faktör Rubisco oksijenazın ve ilgili fotosolunumsal reaksiyonların Ģiddetini 

etkiler. Kuraklık stresi stomaları kapatır ve CO2‘i sınırlar ki bu da oksijenaz 

aktivitesini ve fotosolunumu arttırır. Yüksek sıcaklıkta enzimin kinetik 

özelliklerinden ötürü oksijenaz aktivitesi artar. Fotosolunum sürecinde, 

peroksizomlarda yer alan glikolat oksidazın aktivitesi yoluyla yüksek oranda H2O2 

üretilir. Ortaya çıkan H2O2 etkin bir Ģekilde katalaz tarafından uzaklaĢtırılmalıdır 

(Mittler, 2002).  
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ġekil 1.2. Bitkilerde Reaktif Oksijen Türlerinin uzaklaĢtırılması (Mittler,2002) 

(a)Su-su döngüsü (b) Askorbat–Glutatyon döngüsü (c) Glutatyon peroksidaz 

döngüsü  (d) Katalaz 

DHA:Dehidroaskorbat DHAR:DHA redüktaz Fd:Ferrodoksin GR: Glutatyon 

redüktaz GSSG:Okside Glutatyon MDA:Monodehidroaskorbat MDAR: MDA 

redüktaz  PSI:Fotosistem I tAPX:Tilakoide bağlı Askorbat peroksidaz GPX: 

Glutatyon peroksidaz CAT:Katalaz 

1.2.2.2. Solunum ve diğer oksidazlar  

ROT üretiminin diğer bir kaynağı da mitokondrilerdir. ATP‘nin ve solunum 

substratlarının yüksek seviyeleri O2 
-
‘nin oluĢumunu teĢvik eder. Mitokondrilerde 

oluĢturulan superoksit mitokondrilerdeki Mn SOD tarafından H2O2‘ye çevrilir (Laisk 

ve Edwards, 1998). Mitokondrideki alternatif oksidazlar elektronlar için alternatif bir 

boĢaltım olarak iĢlev görerek mitokondride ROT üretim potansiyelini azaltırlar. 

Alternatif oksidazlar elektronları ubiquinone havuzundan direk kabul ederler. 

Böylelikle de süperoksit üretimi için elektron kaynağı olarak iĢlev görebilecek olan 

indirgenmiĢ ubiquinone birikimini önler (Dat vd., 2000). 
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Hücre duvarı, apoplast ve plasma membranında bulunan peroksidazlar, amin 

oksidazlar ve NADPH‘a bağlı oksidaz gibi çok sayıda oksidaz bitki hücresinde ROT 

oluĢturur. Bu oksidazların bakteriyel ve fungal patojenlerle karĢılaĢtıklarında 

bitkilerin verdiği ilk cevap olarak gözlenen ―oksidatif patlama‖ ya katıldıkları 

düĢünülmektedir (Mittler, 2002). 

1.2.2.3. Çevresel stres süresince ROT üretimi 

Normal metabolizma süresince hücrelerde meydana gelen birçok biyokimyasal ve 

kimyasal reaksiyona kaçınılmaz olarak oksijen indirgenmesi ve ROT oluĢumu eĢlik 

eder. Bu Ģekildeki sürekli ROT üretimine, hücre içindeki ROT seviyesini 

dayanılabilir seviyede tutan antioksidanlar yoluyla ROT‘nin aktif olarak yok 

edilmesi yoluyla karĢı çıkılır. Çevresel stres boyunca ROT üretimi ile ROT 

detoksifikasyonu arasındaki denge bozulabilir. Bu dengenin bozulmasıyla, ROT‘nin 

seviyesi hücrelere tehdit oluĢturacak Ģekilde fazlaca artar. Kuraklık, düĢük ve yüksek 

ısı değerleri, ağır metaller, UV ıĢık, beslenme noksanlıkları, yüksek derecede tuzlu 

ortam, hipoksi ve yüksek ıĢık stresi bitkilerdeki ekzojen serbest radikal kaynaklarıdır 

(Gechev vd., 2003, Lamb ve Dixon, 1997). Bu ekzojen etkenler ġekil 1.3.‘de 

gösterilmektedir (Kaçar vd., 2006). 

                                  

ġekil 1.3. Bitkilerde ROT oluĢumuna neden olan ekzojen etkenler (Kaçar vd., 2006) 
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1.2.2.3.1. Yüksek ıĢık stresi 

Fotosentez yapan canlılar diğer canlılarla karĢılaĢtırıldıklarında özel bir tehlike ile 

yüzyüzedir. Bu canlılardaki fotosentetik aygıtlar, görünür ıĢığı optimal olarak etkili 

bir Ģekilde absorbe etme ve kullanma yeteneğindedir. Bu sistemler yüksek miktarda 

ıĢık enerjisini soğurmak ve onu kimyasal enerjiye dönüĢtürmek üzere düzenlenmiĢtir. 

Bir fotonun enerjisi özellikle uygun olmayan koĢullarda moleküler düzeyde zarara 

neden olabilir. Çok fazla ıĢık enerjisi süperoksit, tekli oksijen ve peroksit gibi zararlı 

oksijen türlerinin oluĢumuna yol açabilir. Bu aĢırı ıĢık enerjisi güvenli bir Ģekilde 

dağıtılmazsa zarar oluĢturur (Taiz ve Zeiger, 2008). Bu nedenle fotosentez yapan 

organizmalar geliĢmiĢ düzenleyici ve onarıcı mekanizmalara sahiptirler. Bu 

mekanizmalardan bazıları, reaksiyon merkezlerinin aĢırı uyarılmasını engellemek ve 

iki fotosistemin eĢit düzeyde çalıĢmasını sağlamak için anten sisteminde enerji 

akıĢını düzenler. Her ne kadar bu sistemler çok etkili olsalar da bazen tümüyle 

baĢarılı olamaz ve toksik bileĢikler üretilir. Bu bileĢiklerin, özellikle de toksik 

oksijen türlerinin yok edilmesi için ek mekanizmalar gereklidir (Asada, 1999; Müller 

vd., 2001).  

IĢık zararlarından korunma çok aĢamalı bir iĢlemdir. Ġlk savunma hattı uyarılma 

enerjisinin fazlasının ısı olarak dağıtılması ile zararın baskılanmasıdır. Bu savunma 

yetersiz kalır ve zararlı reaktif ürünler bir çeĢit süpürücü sistem tarafından ortadan 

kaldırılır. Eğer bu ikinci savunma hattı da baĢarısız olursa, zararlı ürünler fotosistem 

II‘nin D1 proteinine zarar verebilirler. Bu zarar fotoinhibisyona neden olur. D1 

proteini FS II reaksiyon merkezinden çıkarılır ve parçalanır. Yeni sentezlenen bir D1 

proteini, FS II reaksiyon merkezine katılarak merkezin iĢlevinin sürmesini sağlar 

(Long vd., 1994). Bu durum ġekil 1.4.‘de gösterilmiĢtir. 

Yüksek ıĢık Ģiddeti süresince fotosentetik aparat Rubisco tarafından yapılan CO2 

fiksasyon oranını geçecek kadar yüksek oranda iĢlev görür. ROT‘nin FS I ve FS II 

merkezlerindeki fotosentetik aparat tarafından doğrudan üretildiği düĢünülmektedir. 

Bunlar su-su döngüsündeki SOD ve askorbat peroksidaz tarafından temizlenir. 

Bununla birlikte, FS II merkezinde üretilen ROT D1 proteinine zarar verebilir ve 

parçalanmasına yol açabilir (Asada, 1999). D1 proteininin parçalanmasından 

kaynaklanabilecek olan klorofildeki elektron taĢıma zincirindeki farklı birimlerin 

ayrılması klorofil anteninin fazla uyarılmasına ve tekli oksijen üretimine neden olur. 
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Bu ROT antenin içinde bulunan karotenoidler tarafından temizlenir (Asada, 1999).  

 

ġekil 1.4. Foton yakalama, ıĢık zararlarından korunma ve ıĢıktan kaynaklanan zararın 

onarımının düzenlenmesi (Taiz ve Zeiger, 2008) 

Karotenoidler klorofilin uyarılmıĢ halini hızla yatıĢtırarak ıĢıktan koruyucu ajanlar 

olarak iĢ görürler. Aksesuar pigmentler olarak görev yapan karotenoidler ıĢık 

zararlarından korunmada önemli bir role sahiptirler. Fotokimyasal olarak 

depolanabilecek olandan daha fazla ıĢık pigmentler tarafından soğurulunca 

fotosentezde yer alan zarlar kolayca zarar görebilir. Bu nedenle koruyucu bir 

mekanizmaya gereksinim vardır. Koruyucu mekanizma, fazla enerjriyi organizmaya 

zarar vermeden önce ortamdan uzaklaĢtıracak bir emniyet valfi olarak düĢünülebilir. 

UyarılmıĢ haldeki klorofillerde depolanan enerji uyarılma enerjisinin aktarımı veya 

fotokimya sonucu hızla dağıtılır; buna uyarılmıĢ durumun yatıĢtırılması denir (Taiz 

ve Zeiger, 2008). 

Klorofilin uyarılmıĢ hali uyarılma enerjisinin aktarımı ya da fotokimyaya bağlı 

olarak hızla yatıĢtırılmazsa uyarılmıĢ bir oksijen türü olan tekli oksijeni oluĢturmak 

üzere moleküler oksijenle reaksiyona girebilir. AĢırı reaktif olan tekli oksijen, 
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özellikle lipitlerle olmak üzere hücredeki pek çok molekülle reaksiyona girerek 

onlara zarar verir. Karotenoidler koruyucu etkilerini klorofilin uyarılmıĢ durumunu 

hızla yatıĢtırarak sağlarlar. Karotenoidlerin uyarılmıĢ hallerinin enerjisi tekli oksijen 

oluĢturmaya yetmez. Dolayısıyla sahip olduğu enerjiyi ısı olarak kaybederken temel 

durumlarına geri dönerler (Asada, 1999). 

Son yıllarda karotenoidlerin ikinci bir koruyucu ve düzenleyici mekanizma sayılan 

fotokimyasal olmayan yatıĢtırmada da görev yaptığı bulunmuĢtur. Fotokimyasal 

olmayan yatıĢtırma uyarılma enerjisinin reaksiyon merkezine geçiĢini düzenleyen 

baĢlıca mekanizmadır. Bu iĢlem ıĢık Ģiddetine ve diğer koĢullara bağlı olarak 

uyarılma enerjisinin yönetilebilir bir düzeyde FS II reaksiyon merkezine akıĢını 

düzenleyen bir ―ayar düğmesi‖ gibi düĢünülebilir. Bu iĢlem pek çok bitki ve algde 

anten sistemlerinin düzenlenmesinde baĢlıca unsurdur (Dernming ve Adams, 1992; 

Müller vd., 2001). 

Fotokimyasal olmayan yatıĢtırma, fotokimyasal özellik göstermeyen diğer iĢlemler 

kullanılarak klorofil florosensinin yatıĢtırılmasıdır. Bu iĢlem sonucunda Ģiddetli 

ıĢıklandırmanın, anten sisteminde neden olduğu uyarılmaların büyük bir bölümü 

ısıya dönüĢtürülerek yatıĢtırılır (Krause ve Weis, 1991). Fotokimyasal olmayan 

yatıĢtırmanın, aĢırı uyarılma ve buna bağlı zarara karĢı fotosentez mekanizmasının 

korunmasında yer aldığı düĢünülmektedir. Fotokimyasal olmayan yatıĢtırmada 

ksantofiller olarak adlandırılan karotenoidler gereklidir. Bu ksantofiller; 

viyolaksantin, anteraksantin ve zeaksantindir (Dernming ve Adams,1992; Müller vd., 

2001). 

1.2.3. Memelilerde ROT Üretimine Katılan Fizyolojik Süreçler 

Memelilerde serbest radikaller, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), 

fagositik ve endotelyal hücrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks döngüleri, 

araĢidonik asit metabolizması, otooksidasyon reaksiyonları esnasında ksantin oksidaz 

ile NADPH (Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat) oksidaz gibi enzimlerinin 

etkisiyle meydana gelirler. Serbest radikal oluĢturan ekzojen kaynaklar ise 

endüstriyel kirleticiler, ilaçlar, diyet, iyonize radyasyon, ultraviyole (UV) ıĢık, sigara 

dumanı ve ksenobiyotiklerdir (Kumar vd., 1997). Hücre zedelenmesinde oksijenin 

rolü ġekil 1.5‘de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 1.5. Hücre zedelenmesinde oksijenin rolü (Kumar vd.,1997) 

Alkol ve diğer toksik maddelerin detoksifikasyon olayının meydana geldiği 

karaciğer, serbest radikal oluĢumuna dolayısıyla da oksidatif stresin indüklediği 

hasara sıklıkla maruz kalır. Bugün klinikte baĢarılı sonuçlar veren birçok ilacın 

kullanımı hepatotoksisite oluĢturduğu için sınırlıdır (Lee, 2003). Alkol 

metabolizmasının bir sonucu olarak alkolün indüklediği oksidatif stresin karaciğerde 

ciddi hasara yol açtığı bilinmektedir. Ayrıca son yıllarda artan miktarda pestisitler, 

metal iyonları ve aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem 

direk olarak hem de besin zinciri yoluyla dolaylı yoldan tüketilmesi özellikle 

karaciğerde oksidatif strese neden olarak hasar oluĢturmaktadır (Banerjee vd., 2001). 

1.2.3.1. Karaciğer 

Karaciğer, vücudun deriden sonra en büyük organı ve en büyük bezidir. Diyaframın 

altında abdominal boĢlukta yerleĢmiĢtir. Karaciğer, sindirim kanalından emilen 

besinlerin iĢlendiği ve vücudun diğer kısımları tarafından kullanılmak üzere 

depolandığı bir organdır. Bu yüzden sindirim sistemi ile kan arasında bir geçiĢ 

bölgesi oluĢturur.  

Organa kanın % 70-80‘i portal venden gelir; geri kalan az bir bölümü hepatik arterle 

sağlanır. Ġnce bağırsaklardan emilen maddelerin çoğu portal ven yoluyla karaciğere 

ulaĢır. Sadece kompleks lipitler (Ģilomikronlar) lenf damarlarıyla taĢınır. Karaciğerin 

dolaĢım sistemindeki konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, dönüĢtürülmesi, 

biriktirilmesi ve toksik maddelerin etkisizleĢtirilmesi ve elenmesi için çok uygundur. 

Bu elenme karaciğerin lipit sindirimi için önemli bir dıĢ salgı üreten safrada 
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gerçekleĢir. Karaciğerin ayrıca albümin ve diğer taĢıyıcı proteinler gibi plazma 

proteinlerinin üretilmesi gibi çok önemli bir iĢlevi de vardır (Guyton ve Hall, 1996). 

1.2.3.1.1. Karaciğerin fonksiyonları 

1.2.3.1.1.1. Karaciğerin metabolik fonksiyonları 

Karaciğer hücreleri çok yüksek bir metabolizma hızına sahip kimyasal aktif bir 

havuz oluĢtururlar. Vücudun diğer bölgelerine taĢınacak birçok madde burada 

sentezlenir ve iĢlenir (Guyton ve Hall, 1996).  

Karbonhidrat metabolizmasında karaciğerde yürütülen fonksiyonlar Ģunlardır; 

1. Glikojen depolama  

2. Galaktoz ve fruktozu glikoza çevirme 

3. Glikoneogenez 

4.iKarbonhidrat metabolizmasının ara ürünlerinden birçok önemli kimyasal 

maddelerin oluĢturulması 

Karaciğer özellikle kanda normal glikoz konsantrasyonunun devamı bakımından 

önemlidir. Glikojenin depo edilmesiyle karaciğer glikozun fazlasını kandan alıp depo 

eder. Glikoz konsantrasyonu düĢmeye baĢladığı zaman da tekrar kana verir. Buna 

karaciğerin ‗glikoz tamponlama fonksiyonu‘ adı verilir (Guyton ve Hall, 1996). 

Karaciğer glikoneogenez fonksiyonuyla glikozun kanda normal düzeyde kalmasına 

yardımcı olur. Glikoz konsantrasyonu normalin altına düĢmeye baĢladığı zaman 

önemli miktarda glikoneogenez gerçekleĢir. Bu durumda büyük miktarda amino 

asidin glikoza çevrilmesi de kandaki glikoz konsantrasyonunun normale 

döndürülmesine katkıda bulunur (Guyton ve Hall, 1996). Yağ metabolizması kısmen 

vücuttaki tüm hücrelerde yürütülürse de, bu metabolizmanın bazı özgül iĢlemleri 

karaciğerde yapılmaktadır. Bu iĢlemler Ģöyle özetlenebilir; 

1. Diğer vücut fonksiyonları için enerji sağlayacak yağ asitlerinin büyük bir 

hızla oksidasyonu 

2. Lipoproteinlerin çoğunun oluĢumu  

3. Büyük miktarda kolesterol ve fosfolipit sentezi 

4. Büyük miktarda karbonhidrat ve proteinin yağa dönüĢümü 
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Enerji elde etmek üzere nötral yağlar ilk olarak gliserol ve yağ asitlerine ayrılır. Daha 

sonra yağ asitleri beta oksidasyonla iki karbonlu asetil köklerine ayrılır. Bunlar da 

asetil koenzim A (asetil CoA)‘yı oluĢtururlar. Asetil CoA, sitrik asit siklusuna 

girerek okside olur ve büyük miktarda enerji sağlar. Beta oksidasyon vücuttaki bütün 

hücrelerde yapılırsa da karaciğer hücrelerinde bu olay özellikle hızlıdır. Karaciğer 

oluĢan asetil CoA‘nın hepsini kullanamaz. Ġki molekül asetil CoA‘nın birleĢmesiyle 

oluĢan asetoasetik asit çok kolay erir ve karaciğer hücrelerinden ekstrasellüler sıvıya 

geçip bütün vücuda taĢınarak dokular tarafından absorbe edilir. Dokular da 

asetoasetik asiti tekrar asetil-CoA‘ya çevirerek normal yoldan okside ederler. Bu 

nedenle, karaciğerin yağ metabolizmasından büyük ölçüde sorumlu olması doğaldır 

(Guyton ve Hall, 1996). 

Karaciğerde sentezi yapılan kolesterolün yaklaĢık % 80‘i safra tuzlarına çevrilerek 

safraya salgılanır. Geri kalanı lipoproteinler içinde kanla vücudun tüm doku 

hücrelerine taĢınırlar. Fosfolipitler de karaciğerde aynı Ģekilde sentezlenerek 

lipoproteinler içinde kanla vücudun tüm doku hücrelerine taĢınırlar. Kolesterol ve 

fosfolipitler hücrelerde membranların, intrasellüler yapıların oluĢumunda ve hücre 

fonksiyonları için önemli olan kimyasal maddelerin yapımında kullanılırlar (Guyton 

ve Hall, 1996). 

Vücutta karbonhidrat ve proteinlerden yağ sentezi büyük ölçüde karaciğerde 

gerçekleĢir. Karaciğerde sentezi yapıldıktan sonra yağ, lipoproteinler içinde yağ 

dokusuna taĢınarak depo edilir (Guyton ve Hall, 1996). 

Karaciğerin protein metabolizmasındaki baĢlıca fonksiyonları Ģöyle özetlenebilir; 

1. Aminoasitlerin deaminasyonu 

2. Üre oluĢumu ile amonyağın vücut sıvılarından uzaklaĢtırılması 

3. Plazma proteinlerinin oluĢumu 

4. Vücuttaki metabolik olaylar için önemli amino asitlerin ve öteki maddelerin 

birbirine dönüĢümleri 

Aminoasitlerin, enerji için kullanılmadan ya da karbonhidrat veya yağlara 

çevrilmeden önce deaminasyonu gerekir. Vücutta öteki dokularda, özellikle 

böbreklerde az miktarda deaminasyon olursa da, ekstrahepatik deaminasyon yüzdesi 

o kadar küçüktür ki tamamen ihmal edilebilir. Karaciğer üre oluĢumuyla vücut 
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sıvılarından amonyağı uzaklaĢtırır. Deaminasyon iĢlemlerinin ürünü olan büyük 

miktardaki amonyağa, bağırsaklarda bakterilerle sürekli olarak yapılıp kana absorbe 

edilen amonyak da katılır. Bu nedenle karaciğerin üre yapımı ile ilgili fonksiyonu 

kaybolduğunda, plazma amonyak konsantrasyonu hızla yükselir ve hepatik koma ile 

ölüm görülür (Guyton ve Hall, 1996).  

Gama globulinlerin bir bölümü dıĢında hemen bütün plazma proteinleri, karaciğer 

hücrelerinde yapılırlar. Bu, plazma proteinlerinin % 90‘ıdır. Geri kalan gama 

globulinler, lenfatik dokudaki plazma hücrelerinde yapılan antikorlardır. Plazma 

proteinlerinin azalması karaciğer hücrelerinde mitozu hızlandırarak karaciğerin 

büyümesine yol açar. Bu sırada kanda plazma proteinlerinin konsantrasyonu normale 

ulaĢıncaya kadar proteinler hızla karaciğerden kana verilir (Guyton ve Hall, 1996). 

Karaciğerin en önemli iĢlevlerinden biri de, bazı amino asitlerin sentezini yapması ve 

amino asitlerden önemli kimyasal bileĢikleri oluĢturmasıdır. Bu amaçla ilk olarak 

yapılacak amino asitle aynı bileĢimde keto asit sentezlenir. Daha sonra amino kökü, 

uygun amino asitlerden bir çok transaminasyon aĢamalarından sonra transfer edilerek 

keto oksijen grubunun yerine yerleĢtirilir (Guyton ve Hall, 1996). 

Kanda koagülasyon iĢleminde kullanılan fibrinojen, protrombin, akselerator globülin 

ve faktör VII gibi koagülasyon faktörleri karaciğerde yapılır. Vücutta, kandaki 

hemoglobinde bulunan demir dıĢında demirin en büyük bölümü normalde 

karaciğerde ferritin Ģeklinde depo edilir. Karaciğer hücrelerinde, demirle az ya da 

çok miktarlarda birleĢebilen bir protein olan apoferritin bol miktarda bulunur. 

Böylece vücut sıvılarında demir miktarı arttığı zaman apoferritinle birleĢerek ferritini 

oluĢturur ve gerektiğinde baĢka bir yerde kullanılmak üzere saklanır. DolaĢımdaki 

vücut sıvılarında demir düĢük bir düzeye indiğinde ferritin demiri serbest bırakır. 

Böylece karaciğerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu görevi yaptığı 

gibi kan demirinin tamponu iĢlevini de yürütür (Guyton ve Hall, 1996).  

Eritrositlerin frajilitesi 120 günlük yaĢamları sonunda dolaĢım sisteminde kalmalarını 

engelleyecek derecede arttığında, eritrositlerin hücre membranları yırtılır ve 

serbestlenen hemoglobin doku makrofajları tarafından fagosite edilir. Hemoglobin 

ilk önce globin ve heme ayrılır. Daha sonra hem halkası açılır; transferin ile kanda 

dört pirol çekirdeğinden yapılı düz bir zincir ortaya çıkar. OluĢan ilk madde 
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biliverdindir. Ancak bu hızla serbest bilirübine indirgenerek yavaĢ yavaĢ 

makrofajlardan plazmaya salıverilir. Serbest bilirübin hemen plazma albuminine 

kuvvetle bağlanır ve bu Ģekilde kanda ve interstisyel sıvılarda taĢınır.  Birkaç saat 

içinde serbest bilirübin karaciğer hücre membranı vasıtasıyla absorbe edilir. Hepatik 

hücrelerin içinden geçerken, plazma albumininden serbestlenir ve hemen konjuge 

olduktan sonra yaklaĢık yüzde 80‘i glikuronik asitle birleĢerek bilirübin glikuronat, 

% 10‘u sülfatla birleĢerek bilirubin sülfat yapar. Geri kalan % 10‘u da çeĢitli 

maddelerle birleĢir. Bilurubin bu Ģekilde hepatositlerden aktif transportla safra 

kanalcıklarına ve sonra da bağırsaklara salgılanır (Guyton ve Hall, 1996). 

Bağırsaklara geçen ―konjuge‖ bilirübinin yarısı bakteriler tarafından suda kolay 

eriyen ürobilinojene çevrilir. Ürobilinojenin bir kısmı bağırsak mukozasından kana 

absorbe edilir. Bunun büyük bir kısmı karaciğerden tekrar bağırsağa atılır; yaklaĢık 

% 5‘i böbreklerden idrara geçer. Hava ile temas eden idrarda, ürobilinojen ürobiline 

oksitlenir. Feçeste de oksitlenerek sterkobiline çevrilir. (Guyton ve Hall, 1996). 

Bilirubin metabolizması ve eliminasyonu ġekil 1.6‘ da gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 1.6. Bilirubin metabolizması ve eliminasyonu (Kumar vd.,1997) 
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1.2.3.1.1.2. Karaciğerin detoksifikasyon fonksiyonu 

Karaciğer; anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolü nedeniyle toksik 

madde ve ilaçlara sıkça maruz kalan bir organdır. Karaciğer, biyotransformasyon 

reaksiyonları ile organizma için zararlı veya artık yararsız hale gelmiĢ maddeleri 

etkisizleĢtirerek atılmasını sağlar. Biyotransformasyon sırasında bazı ksenobiyotikler 

inaktivasyona uğrarken (biyoinaktivasyon), bazıları da biyolojik olarak daha etkin 

veya toksik metabolitlere dönüĢür (biyoaktivasyon) (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

Karaciğerde biyotransformasyon çoğunlukla mikrozomal enzimlerle gerçekleĢtirilir. 

Bunlara ek olarak hepatositlerde biyotransformasyon ile ilgili mikrozomal olmayan 

enzimler de iĢlev görür (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

Ġlaçlar genellikle lipofiliktir. Dolayısıyla idrar veya safra ile atılamazlar. Daha 

hidrofilik ve suda atılabilir olmaları; karaciğerde bulunan enzim bağımlı yollarla 

olmaktadır. Enzimatik biyotransformasyonda rol oynayan kimyasal reaksiyonlar faz 

1 ve faz 2 reaksiyonları olmak üzere 2 grupta toplanabilir (Gürdol ve Ademoğlu, 

2006).  

Faz 1 reaksiyonları ksenobiyotiğin hem kimyasal yapısında hem de biyolojik 

etkisinde değiĢikliğe yol açar. Faz 2 reaksiyonları ise Faz 1 reaksiyonu sonucu oluĢan 

metabolitlerle gerçekleĢir ve onları daha polar hale getirir. Faz 2 reaksiyonları 

sırasında metabolitlere glukuronik asit, sulfat, asetat, glisin, glutamin ve glutatyon 

gibi hidrofilik moleküllerden biri bağlanır veya yapısına metil grubu eklenir. 

Ksenobiyotiklerin çoğu hem Faz 1 hem de Faz 2 reaksiyonlarına maruz kalırken bazı 

ilaçlar ve ksenobiyotikler sadece Faz 1 reaksiyonlarını takiben vücuttan uzaklaĢtırılır 

(Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

1.2.3.1.1.2.1. Faz 1 reaksiyonları 

Faz 1 reaksiyonların çoğunu oksidasyon reaksiyonları (sıklıkla hidroksilasyon) 

oluĢturur. Ayrıca deaminasyon, epoksidasyon, peroksidasyon ve indirgenme 

reaksiyonları da kullanılmaktadır. Oksidasyon (yükseltgenme) reaksiyonlarının 

büyük bir kısmı karaciğer parankim hücrelerinin mikrozomal enzimleri tarafından 

gerçekleĢtirilir (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). Karaciğerde oksidasyonla görevli 

mikrozomal enzimler kısaca sitokrom P450 ailesi de denilen karma fonksiyonlu 
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monooksijenazlardır. Sitokrom P450 ailesi tüm canlılarda bulunur ve yaklaĢık 150 

izoformdan oluĢur. Birçok organda yaygın olmakla beraber, en bol karaciğerde 

bulunur. Hücrenin endoplazmik retikulum, mitokondri ve nukleus membranlarında 

yerleĢmiĢtir (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

Sitokrom P450 ailesine ait enzimlerin en önemli fonksiyonları ilaçların 

biyotransformasyonlarına ve ekzojen kimyasalların metabolizmasına katılmaktır. Bu 

fonksiyon hücre hasarı, ölümü veya mutasyon gibi istenmeyen etkilere de yol 

açabilir. Sitokrom P450 enzimlerinin baslıca substratları; kolesterol ve diğer steroid 

yapılı bileĢikler, safra asitleri, lipitler, eikozanoidler, ilaçlar ve ksenobiyotiklerdir 

(Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

Sitokrom P450 ailesindeki enzimlerin önemli bir özelliği uyarılabilir olmalarıdır. 

Sitokrom P450 izoformlarının uyarılması; ilaçların inaktivasyon ve atılım hızında 

artıĢa veya etkinliklerinde değiĢikliklere yol açar. Bu etkinin sitokrom P450 mRNA 

molekülünün transkripsiyonundaki bir artıĢ veya katabolizmasındaki azalma ile 

iliĢkili olduğu düĢünülmektedir.  

Sitokrom P450 enzimlerine monooksijenazlar da denilmektedir. Memelilerde 

sitokrom P450 enzimi, endoplazmik retikulum veya iç mitokondri membranında 

terminal elektron alıcısı olarak görev yapar. Sitokrom P450 proteinlerinde oksijenin 

bağlandığı prostetik grup bir demir atomu içeren protoporfirin 9‘dur (=hem). 

Hidroksilasyonun (monooksijenasyon) gerçekleĢebilmesi için demir ferri (Fe
+3

) 

durumdan ferro duruma (Fe
+2

) indirgenmelidir. Monooksijenasyon için toplam iki 

elektron gereklidir; bu elektronlar sitokrom P450 molekülüne ancak birer birer 

aktarılabilir. Birinci elektron oksijenin sitokrom P450‘ye bağlanması için; ikinci 

elektron ise substrat molekülünün hidroksilasyonu için gerekli olan aktif oksijeni 

oluĢturmakta kullanılır (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

Sitokrom P450 enzimine substrat bağlandığında, hem demirini çevreleyen yapılarda 

bir değiĢiklik meydana gelir ve substratın bağlı olmadığı duruma göre daha yüksek 

bir indirgenme potansiyeli oluĢur. Bu olay, NADPH-flavoprotein reduktaz 

aracılığıyla NADPH‘dan sağlanan elektronlarla sitokrom P450 enziminin indirgenme 

hızını arttırır. Ġndirgenme reaksiyonları ilaç ve ksenobiyotik metabolizması sırasında 

oksidasyon reaksiyonlarına göre daha az gerçekleĢmektedir. Bu reaksiyonlarda da 
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NADPH ile birlikte FADH2 ve diğer flavinler görev alır. Kopma reaksiyonları 

Ģeklindeki biyotransformasyonlar, ksenobiyotik molekülünden bir grubun 

koparılmasını veya ilaç molekülünün iki parçaya bölünmesini sağlayan reaksiyonları 

içerir (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

1.2.3.1.1.2.2. Faz 2 reaksiyonları 

Faz 1 reaksiyonları ksenobiyotikleri polar metabolitlere dönüĢtürmekte, Faz 2 

reaksiyonları ise bu metabolitlerin glukuronik asit, sulfat veya glutatyon gibi çeĢitli 

bileĢiklerle konjuge edilerek daha polar ve suda çözünür hale gelmelerini 

sağlamaktadır. Faz 2 reaksiyonlarını katalizleyen enzimler; UDP-glukuronil 

transferaz hariç sitozolde bulunur. Faz 2 reaksiyonları Faz 1 reaksiyonlarına kıyasla 

daha hızlı gerçekleĢir (Gürdol ve Ademoğlu, 2006). 

1.2.3.1.2. Karaciğerin histolojik yapısı 

Karaciğer hilumda kalınlaĢan, kolojen ve elastik liflerden zengin fibröz bir doku olan 

Glisson kapsülü ile sarılmıĢtır. Hilum bölgesinde bu kapsül organın içine girerek bağ 

dokusu septalarını oluĢturur. Böylece karaciğer fizyolojik ve morfolojik iĢlevleri 

birbirinin aynı olan çok sayıda küçük bölgelere ayrılmıĢ olur ki bu bölgelerin her 

birine karaciğer lobulusları adı verilir. Hilumda organa portal ven ve hepatik arter 

girer, sağ ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler çıkar. Bu damarlar ve kanallar, 

lobüller arasındaki sonlandıkları portal alanlara dek bağ dokusu ile çevrelenmiĢlerdir. 

Portal alanlardan baĢlayan ince bir retiküler lif ağı hepatositlere ve karaciğer 

sinüzoidlerinin endotel hücrelerine destek sağlar (Aslan, 2005). 

Karaciğer lobulusları piramid biçimde olup longitudinal yönde alınan histolojik 

kesitlerde poligonal olarak gözlemlenirler. Portal alan ya da Glisson üçgeni adı 

verilen bu bölgelerde bir venül, bir arteriyol, bir safra kanalı ve lenfatik damarlar 

bulunur (Junqueira ve Carneiro, 2003 ).Karaciğerin temel yapı elemanı karaciğer 

hücresi ya da hepatosittir. Hepatositler birbirleriyle anastomozlar yaparak ilerleyen 

epitelyal hücre kordonlarını oluĢtururlar. Remark Plakları adı verilen bu kordonların 

arasındaki boĢlukta karaciğer sinüzoidleri adı verilen kapiller kan damarları bulunur. 

Bu damarlar sadece kesintili pencereli endotel tabakasından oluĢan düzensiz olarak 

geniĢlemiĢ damarlardır. Endotel hücreleri hepatositlerden ―Disse Aralığı‖ denen 

endotel altı bir boĢlukla ayrılmıĢtır. Bu aralıkta hepatositlerin mikrovillusları 



 25 

bulunur. Sonuç olarak kan sıvısı endotel duvarından kolayca geçer ve hepatosit 

yüzeyi ile temas eder. Böylece sinüzoid lümeniyle karaciğer hücreleri arasında 

makromolekül alıĢveriĢi kolaylıkla sağlanır. Bu geçiĢ hem çok sayıda büyük 

molekülün hepatositler tarafından kana verilmesi nedeniyle hem de bu 

makromoleküllerin çoğunun hepatositlerce alınıp çözülmesi nedeniyle fizyolojik bir 

önem taĢır. Karaciğer sinüzoidleri ıĢınsal olarak ilerler ve her bir lobulusun 

merkezinde santral veni oluĢturmak üzere birleĢirler (ġekil 1.7.).  

 

ġekil 1.7. Karaciğerin yapısı (Junqueira ve Carneiro, 2003 ). 

Sinüzoidler ince bir retiküler lif ağıyla desteklenirler burada endotel hücrelerinin 

yanı sıra Kupffer hücreleri adı verilen karaciğer makrofajlarına rastlamak 

mümkündür. YaĢlanmıĢ eritrositleri sindirip, hemoglobini metabolize etmek ve 

immünolojik reaksiyonlarda rol almak, kupffer hücrelerinin görevleri arasındadır 

(Junqueira ve Carneiro, 2003; Naito vd., 2004; Senoo, 2004).  

Disse aralığında bulunan diğer bir hücre tipi de Ito hücreleridir. Yağ depolayıcı 

hücreler olarak da bilinen bu hücrelerde A vitamininden zengin lipit çökeltileri 

bulunur. Sağlıklı karaciğerde bu hücreler, retinoidlerin alınması, depolanması ve 

salınması, bazı ekstrasellüler matriks proteinlerinin ve proteoglikanların sentezi ve 

salgılanması, büyüme faktörlerinin ve sitokinlerin salgılanması ve çeĢitli düzenleyici 

maddelere (prostoglandinler, tromboksan A2) yanıt olarak sinüzoid lümen çapının 

düzenlenmesi gibi bazı iĢlevler görür. Karaciğer hücreleri polihedral olup 20-30 µm 

çapındadırlar. Portal triadlardan farklı uzaklıklarda bulunan hepatositler, yapısal, 
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histokimyasal ve biyokimyasal farklılıklar gösterirler. Karaciğer dokusu elektron 

mikroskobik olarak değerlendirildiğinde granüllü endoplazmik retikulum 

sisternalarında yerleĢmiĢ çok sayıda poliribozomun varlığı dikkati çeker. Granüllü 

endoplazma retikulumu üzerindeki polizomlarda hem karaciğerin kendisi hem de 

plazma lipoproteinleri (albumin, protrombin, lipoproteinler ve fibronojen) için 

protein sentezi yapılır. Sentezlenen proteinler hepatositler tarafından depo edilmez ve 

sürekli olarak kana salgılanır. Böylece hepatositler endokrin bir bez gibi davranmıĢ 

olurlar (Ross vd., 1995; Junqueira ve Carneiro, 2003). 

Düz endoplazma retikulumu sitoplazma içinde difuz olarak yayılmıĢtır ve çok çeĢitli 

metabolik aktivitelere sahiptir. Organizmaya alınan ilaç ve zararlı toksinlerin 

konjugasyonunu ve degrade edilmesini sağlayan enzimler ihtiva eder. Bu tür 

maddelerin vücuttan atılımlarından önce bunların inaktivasyonu ve detoksifikasyonu 

için gerekli olan oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon iĢlemlerinden sorumludur. 

Ayrıca kolestrol, safra tuzları ve serum lipoproteinlerinin lipit formlarının sentez 

edilmesinden de sorumludur. Ġlaçlar, toksik maddeler ve metabolik stimulasyonlarla 

hepatositlerin fizyolojik koĢulları tehdit edildiği zaman düz endoplazma retikulumu 

hücrenin dominant organeli haline gelir. Hidrofobik toksik bilirubinin, glukuronil 

transferaz ile reaksiyona girerek toksik olmayan bilirubin glukoronidi oluĢturması bu 

organelin önemli görevlerinden biridir (Ross vd., 1995; Kierszenbaum, 2003; 

Junqueira ve Carneiro, 2003). 

Golgi kompleksi üç ila beĢ adet düz ve birbirine paralel sisternalardan oluĢmuĢtur. 

Hücrede genellikle safra kanalikülüne yakın yerleĢimli olarak bulunur. Bu yüzden 

hepatositlerin ekzokrin fonksiyonu ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. 

Sisternalarının uçları genellikle geniĢlemiĢtir ve çaplar yaklaĢık 25-80 µm olan 

elektron yoğun granüller içerirler. Bunların granülsüz endoplazma retikulumunda 

gözlenen düĢük dansiteli lipoproteinlerle benzer olduğu düĢünülmektedir (Junqueira 

ve Carneiro, 2003; Ross vd., 1995). Hepatositler çok sayıda mitokondri içerirler. 

Bunların sayıları her bir hepatositte yaklaĢık 2000 tanedir. Mitokondriler tübüler 

kristalıdırlar, Ģekilleri ve büyüklükleri hücrenin fizyolojik koĢullarına göre değiĢir 

(Junqueira ve Carneiro, 2003). 

Hepatositler sayıları 200-300 arasında değiĢen bol miktarda peroksizoma sahiptirler. 

Peroksizomlar membranla sarılıdırlar ve 0,2-1,0 µm arasında değiĢen çeĢitli 
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büyüklüklere sahiptirler. Peroksizomlar kristalin bir öz içerirler (Kierszenbaum, 

2003; Ross vd., 1995). Peroksizomlar solunum organelleridirler. H2O2‘yi H2O‘ya 

çeviren katalaz enzimini ve alkol dehidrogenaz enzimlerini içerirler. Peroksizomlar 

aynı zamanda glukoneogenezde pürin, alkol ve lipit metabolizmalarında özellikli 

oksidatif fonksiyonlara sahiptirler. Hepatosit lizozomları genellikle safra 

kanalikülleri yakınında lokalizedirler. Pigment granülleri, miyelin figürleri ve 

sindirilmiĢ sitoplazmik organel kısımlarını içerirler (Ross vd., 1995). 

1.2.3.2. Karbon tetraklorür ve etki mekanizması 

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yolların gerçekleĢmesi esnasında 

oluĢabildiği gibi çeĢitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de oluĢabilmektedir. Bu ekzojen 

etkenlerden birisi de karbon tetrakorürdür (CCl4).  

Karbon tetraklorür (CCl4) renksiz, berrak, uçucu bir sıvıdır. Önceleri kuru 

temizleme, yangın söndürme, tahıl dezenfeksiyonu ve böceklerle mücadelede 

yararlanılan bu kimyasal bileĢik; günümüzde petrol ürünleri, çeĢitli yağlar, vernik, 

cila, reçine çözücüsü ve organik bileĢiklerin imalatında kullanılmaktadır. BirleĢik 

Devletler Çevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen sonuçlara 

dayanarak, CCl4‘ü insan için olası kanserojen (grup B2) sınıfına dahil etmiĢtir 

(Weber vd., 2003, Thrall vd., 2000). CCl4 solunan hava, su, gıda alımı ve deriden 

temas yoluyla vücuda girer. Karaciğer, beyin, böbrek, kaslar, yağ dokusu ve kanda 

daha yüksek konsantrasyonlarda olmak üzere tüm vücuda dağılır. CCl4 

uygulamasında en fazla etkilenen organ karaciğerdir. Bundan dolayı CCl4 klasik ve 

model bir hepatotoksidandır (Weber vd., 2003).  

CCl4‘un karaciğerde mitokondriyal monooksijenaz (P450 2E1) sistemince 

metabolize edilmesi sonucu ortaya çıkan serbest radikaller membran proteinleri ve 

lipitlerine iki yolla saldırabilirler (Nadkarni ve Souza, 1988; Recknagel vd.,1989). 

1-Direkt etki (kovalent bağlanma) 

2-Ġndirekt etki 

1-Metabolizma esnasında öncelikle stabil olmayan baĢlangıç metaboliti triklorometil 

(CCl3•
-
) serbest radikali oluĢtuktan sonra lipitler ve proteinler ile kovalent bağlar 

oluĢturarak hızla triklorometil peroksite (CCl3O2•
-
) veya hidrojen atomlarını 
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kaybetmiĢ olan kloroform formuna dönüĢür. Daha sonra sekonder olarak oluĢan 

konjuge dien, lipit hidroperoksit ve malondialdehid gibi yapılar ile kısa zincirli 

karbonhidratlar oluĢur. Toksik etki sonucu oluĢan serbest oksijen radikalleri hücre 

membranlarındaki fosfolipitlerde bulunan doymamıĢ yağ asitlerinin 

peroksidasyonuna neden olarak karaciğer hücre nekrozuna yol açarlar (Poli vd., 

1990). 

2- CCl3•
-
 radikalinin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen CCl3O2•

-
 radikali 

de kuvvetli bir lipit peroksidasyonu baĢlatıcısıdır. Bu olayları takiben serbest radikal 

üretimi karaciğerde antioksidan savunmaları aĢar; bu da hücre membranlarının 

oksidatif yıkımı ve ciddi doku hasarı ile sonuçlanır (AkkuĢ, 1995). Karbon 

tetraklorür; karaciğerde hidropik dejenerasyon, yağlanma ile nekroz yapar (Kumar 

vd., 1997). 

1.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri 

Serbest radikaller hücrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tüm 

önemli bileĢiklerine etki ederler. Süper oksit radikali (O2•
-
) ve hidroksil radikali 

(OH
•
) sitoplazma, mitokondri, nükleus ve endoplazmik retikulum membranlarında 

lipit peroksidasyonunu baĢlatır. Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana 

gelmesi sonucu membran geçirgenliği artar (Kumar vd., 1997).  

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein, sülfhidril grupları ve diğer amino 

asit kalıntıları okside olarak yıkılır. Nükleer ve mitokondriyal DNA okside olur. 

Serbest oksijen radikallerinin tüm bu etkilerinin sonucunda hücre hasarı olur. 

Hücrede ROT‘nin ve serbest radikallerin artıĢı hücre hasarının önemli bir nedenidir 

(Sies, 1991). 

1.2.4.1. Serbest radikallerin lipitlere etkileri  

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karĢı en hassas olan biyomoleküllerdir. Hücre 

membranlarındaki kolesterol ve yağ asitlerinin doymamıĢ bağları, serbest radikallerle 

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon ürünleri oluĢtururlar (Halliwell ve 

Gutteridge, 1999).  

Poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif yıkımı lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit 

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu Ģeklinde ilerler ve 
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oldukça zararlıdır. Hücre membranlarında lipit serbest radikalleri (L•) ve lipit 

peroksit radikallerinin (LOO•) oluĢması, ROT‘nin neden olduğu hücre hasarının 

önemli bir özelliği olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep olduğu lipit 

peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit peroksidasyonu" denir.  

Hücre membranlarında lipit peroksidasyonuna uğrayan baĢlıca yağ asitleri 

poliansatüre yağ asitleridir. Lipit peroksidasyonu genellikle yağ asitlerindeki konjuge 

çift bağlardan bir elektron içeren hidrojen atomlarının çıkarılması ve bunun 

sonucunda yağ asidi zincirinin bir lipit radikali niteliği kazanmasıyla baĢlar. Lipit 

radikali (L•) dayanıksız bir bileĢiktir ve bir dizi değiĢikliğe uğrar. Lipit radikallerinin 

(L•) moleküler oksijenle (O
2
) etkileĢmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO•) 

oluĢur. Lipit peroksit radikalleri (LOO•), membran yapısındaki diğer poliansatüre 

yağ asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin oluĢumuna yol açarken kendileri de 

açığa çıkan hidrojen atomlarını alarak lipitperoksitlerine (LOOH) dönüĢürler ve 

böylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (Poli vd., 1990).  

Lipit peroksidasyonu sonucu oluĢan lipit peroksitlerinin (LOOH) yıkılımı geçiĢ 

metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membranı ve subsellüler organel lipit 

peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarının hepsiyle uyarılabilir ve geçiĢ 

metallerinin varlığında artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H
2
O

2
) Fenton 

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH•) oluĢması zincir reaksiyonunu baĢlatabilir.  

Lipit peroksitleri (LOOH) yıkıldığında çoğu biyolojik olarak aktif olan aldehitler 

oluĢur. Bu bileĢikler ya hücre düzeyinde metabolize edilirler veya baĢlangıçtaki etki 

alanlarından diffüze olup hücrenin diğer bölümlerine hasarı yayarlar (Recknagel vd., 

1989).  

Üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit 

(MDA) meydana gelir. Malondialdehit yağ asidi oksidasyonunun spesifik ya da 

kantitatif bir indikatörü olmamakla beraber lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi 

korelasyon gösterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) 

ölçülmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatörü olarak kullanılır (Placer vd., 1990). 

Nonenzimatik lipit peroksidasyonu çok zararlı bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak 

membran yapısına ve ürettiği reaktif aldehitlerle indirekt olarak diğer hücre 

bileĢenlerine zarar verir. Böylece doku hasarına neden olur (Recknagel vd., 1989). 
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1.2.4.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri  

Proteinler serbest radikallere karĢı poliansatüre yağ asitlerinden daha az hassastırlar. 

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit 

kompozisyonlarına bağlıdır (Dean vd.,1997).  

DoymamıĢ bağ ve kükürt içeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, 

sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylıkla 

etkilenirler. Bu etki sonucunda özellikle sülfür radikalleri ve karbon merkezli organik 

radikaller oluĢur. Oksidatif protein modifikasyonlarının biyokimyasal sonuçları; yan 

zincir gruplarının oksidasyonu, kırılmalar, çapraz bağlanmalar, yanlıĢ katlanmalar, 

hidrofobik yapıda değisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybı olarak 

sıralanabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

1.2.4.3. Serbest radikallerin nükleik asitler ve DNA'ya etkileri  

Ġyonize edici radyasyonla oluĢan serbest radikaller DNA'yı etkileyerek hücrede 

mutasyona ve ölüme yol açarlar. Hidroksil radikali (OH•) deoksiriboz ve bazlarla 

kolayca reaksiyona girer ve değiĢikliklere yol açar. Hidrojen peroksit (H
2
O

2
) 

membranlardan kolayca geçip hücre çekirdeğine ulaĢarak DNA hasarına, hücre 

disfonksiyonuna ve hatta hücre ölümüne yol açabilir (Valko vd.,2007).  

1.2.5. Antioksidan Savunma Sistemi 

ROT üretimi aerobik metabolizmanın kaçınılmaz ürünü olduğu için hücrelere hasar 

vermesini önlemek için ROT‘ni uzaklaĢtırmaya yarayan sistemler geliĢmiĢtir. 

ROT‘nin üretimine katılan faktörler onları yok edecek olan antioksidan sistemin 

kapasitesinden daha ağır basarsa oksidatif stres ortaya çıkar. Bu denge bozulduğunda 

biyolojik zarar meydana gelir. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen türevlerinin ve 

antioksidan mekanizmaların oluĢumu ġekil 1.8.‘de gösterilmektedir. 
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ġekil 1.8. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen türevlerinin ve antioksidan 

mekanizmaların oluĢumu (Kumar vd., 1997) 

Antioksidanlar baĢlıca dört yolla oksidanları etkisiz hale getirirler (Boyunağa ve 

Çelik, 1996);  

1. Süpürme etkisi: Oksidanları daha zayıf yeni bir moleküle dönüĢtürerek 

etkisizleĢtirir. OluĢturdukları etki ile yeni radikal oluĢumunu engelleyip; oluĢmuĢ 

olan radikalleri daha az zararlı hale getirirler. Bu gruba örnek olarak süperoksit 

dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimler; ferritin, seruloplazmin ve 

metallotionein gibi metal bağlayıcı proteinler verilebilir.  

2. Söndürme etkisi: Oksidanlarla etkileĢip onlara bir hidrojen aktararak 

aktivitelerini inhibe eden bileĢiklerdir. β-karoten, vitamin C,vitamin E, flavonoidler 

bu tür etkiye örnektir. 

3. Zincir reaksiyonlarını kırma etkisi: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonları 

belli yerlerinden kırarak, oksidan etkiyi durdururlar.  

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar görmüĢ biyomolekülü onarırlar. Bu gruba örnek 

olarak DNA tamir enzimleri ve metiyonin sulfoksit redüktaz verilebilir.  
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1.2.5.1. Bitkilerde ROT detoksifikasyonu 

1.2.5.1.1. Enzimatik mekanizmalar 

O2•
-
 ve H2O2‘nin kendileri tehlikeli olmakla beraber bunların varlığında metal-

katalizli Haber-Weiss reaksiyonunun bir sonucu olarak çok reaktif ve yüksek 

derecede toksik olan hidroksil radikali oluĢabilir. Bu yüzden de oksidatif hasardan 

kaçınmak için O2•
-
 ve H2O2‘nin konsantrasyoları düĢük tutulmalıdır. Bu, bitki 

hücrelerinde SOD, askorbat peroksidaz ve katalazın aktivitesi ile baĢarılır. Ayrıca 

Feritin ve diğer metal bağlayan proteinler hücrelerin hidroksil radikallerinden zarar 

görmesini engellemede önemlidir (Dernming ve Adams, 1992).  

1.2.5.1.1.1. Süperoksit dismutaz (SOD)  

Süperoksit dismutaz süperoksit serbest radikalinin (O2•
-
) hidrojen peroksit (H

2
O

2
) ve 

moleküler oksijene (O
2
) dönüĢümünü katalizleyen antioksidan enzimdir.  

2 O2 
.
 
-
   +     2H

+
           H2O2    +     O2                                         (1.9.) 

SOD'ın fizyolojik fonksiyonu süperoksit serbest radikalinin (O2•
-
) lipit 

peroksidasyonu gibi zararlı etkilerine karĢı oksijeni metabolize eden hücreleri 

korumaktır.  

Üç tane önemli SOD ailesi vardır; CuZn SOD, Fe SOD ve Mn SOD. Bitkilerde en 

çok CuZn SOD bulunur ve sitosolde, kloroplastta ve apoplastta bulunur. Mn SOD 

mitokondride, sınırlı sayıda bitki türünde bulunan Fe SOD ise kloroplastlarda yer 

almaktadır. Stres altında artan ROT ile baĢ edebilmek için SOD aktivitesi indüklenir. 

SOD izozimlerinin ifadesi çevre koĢullarına ve geliĢimsel durumlara karĢılık olarak 

farklı olarak düzenlenir (Mittler, 2002).  

1.2.5.1.1.2. Askorbat peroksidaz  

SOD katalizli reaksiyonun bir ürünü olan H2O2 hücreler için toksiktir ve hücrelerden 

H2O2‘yi yok etmek için etkin temizleme sistemleri bulunmalıdır. Bitkilerde baĢta 

gelen enzimler, peroksizomlar ve glioksizomlarla sınırlı olan katalaz ve 

kloroplastlarda, peroksizomlarda, glioksizomlarda, mitokondrilerde ve sitosolde 

bulunan askorbat peroksidazdır (Dernming ve Adams, 1992).  
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Askorbat peroksidaz askorbattan sağlanan elektronla H2O2‘yi H2O‘ya redükler 

(Mittler, 2002).  

2Askorbat + H2O2          2 Manodehidroaskorbat +2 H2O +2H
+
                         (1.10.) 

Bu reaksiyon tilakoide bağlı askorbat peroksidaz tarafından katalizlendiğinde 

oluĢturulan Manodehidroaskorbat indirgenmiĢ ferrodoksinden sağlanan elektronlarla 

askorbata (AsA) indirgenir. Diğer askorbat peroksidaz izozimleri 

Manodehidroaskorbat ürettiğinde askorbat-glutatyon döngüsü yoluyla geri AsA‘ya 

indirgenir (ġekil 1.9.). Bu döngüde Manodehidroaskorbat doğrudan 

monodehidroaskorbat redüktaz (MDAR) tarafından NAD(P)H elektron vericisi 

olarak kullanılarak AsA‘ya indirgenebilir (Mittler, 2002). 

                                  

ġekil.1.9. Su-su döngüsü (Mittler, 2002) 

 MDA    +   NAD(P)H +   H
+
                 Askorbat + NAD(P)

+
                             (1.11) 

DönüĢümlü olarak Manodehidroaskorbat kendiliğinden AsA ve dehidroaskorbata 

dönüĢür. Bu durumda DHA, dehidroaskorbat redüktaz (DHAR) tarafından Glutatyon 

(GSH) elektron vericisi olarak kullanılarak indirgenir (ġekil 1.10.). Yükseltgenen 

Glutatyon (GSH) NAD(P)H elektron vericisi olarak kullanılarak Glutatyon redüktaz 

(GR) tarafından indirgenir (Mittler, 2002). 

                         

ġekil 1.10. Askorbat-Glutatyon Döngüsü (Mittler, 2002) 



 34 

 

Askorbat peroksidaz H2O2 için yüksek afinite gösteren bir proteindir. Enzimin, 

elektron vericisi olarak AsA için yüksek oranda spesifikliği vardır. Bununla birlikte 

sitosolik izoform farklı elektron vericilerini kullanabilir (Mittler, 2002). 

1.2.5.1.1.3. Katalaz 

Birçok hücre bölümünde bulunan askorbat peroksidazın tersine katalaz, sırasıyla 

fotosolunumda ve yağların oksidasyonunda oluĢan H2O2‘yi ortadan kaldırmak için 

görev gördüğü peroksizomlar ve glioksizomlarla sınırlıdır. ġu yönüyle de askorbat 

peroksidazdan farklıdır; katalaz indirgeyici istemez, H2O2 için düĢük afiniteye 

sahiptir ve yüksek Vmax‘a sahiptir. Bir hem proteini olan katalaz etkin bir Ģekilde 

H2O2‘yi yok etmek için çok yüksek konsantrasyonlarda bulunmalıdır. ġu reaksiyonu 

katalizler (Mittler, 2002); 

 2 H 2O2                                          2 H 2O    +    O2                                                           (1.12.) 

 1.2.5.1.1.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)  

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir (Noctor 

ve Foyer, 1998).  

1.2.5.1.1.5. Glutatyon redüktaz 

GSH-Peroksidaz vasıtasıyla hidrojen peroksitlerin indirgenmesi sonucu oluĢan 

okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmiĢ glutatyona (GSH) dönüĢümünü 

katalize eder (Noctor ve Foyer, 1998). 

1.2.5.1.1.6. Glutatyon-S-transferazlar (GST) 

Lipit peroksitlerine karĢı, selenyum-bağımsız GSH-Peroksidaz aktivitesi göstererek 

bir antioksidan savunma mekanizması oluĢtururlar (Noctor ve Foyer, 1998).  

ROOH   +  2GSH                              GSSG  +   ROH  +   H2O                           (1.13.) 

1.2.5.1.1.7. Mitokondriyal sitokromoksidaz 

Solunum zincirinin son enzimidir, süperoksidi (O2•
-
) detoksifiye eder. 

 
4O2 

.-
   +   4H

+  
+   4e

-
                             

 
2H2O                                                 (1.14.) 
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1.2.5.1.2. Diğer enzimatik olmayan mekanizmalar 

1.2.5.1.2.1. Vitamin C (askorbikasit) 

Güçlü indirgeyici aktivitesinden dolayı güçlü bir antioksidandır. Süperoksit radikali 

(O2•
-
) ve hidroksil radikali (OH•) ile reaksiyona girerek onları ortamdan temizler. Bu 

yüzden de bitkileri oksidatif strese karĢı korumada çok önemlidir. Ayrıca α- 

tokoferol radikalinden E vitaminini oluĢturarak onu indirgenmiĢ durumda muhafaza 

etmekte de önemlidir. Askorbat ayrıca askorbat peroksidaz ve violaksantin 

deepoksidaz için substrat olarak da iĢlev görür. Violaksantin deepoksidaz enzimi, FS 

II deki fazla uyarılma enerjisinin termal dağılımında anahtar olan ksantofil 

döngüsünde yer alır (Noctor ve Foyer, 1998).  

1.2.5.1.2.2. Vitamin E (α-tokoferol)  

Vitamin E (α-tokoferol) çok güçlü bir antioksidandır. Hücre membran 

fosfolipitlerinde bulunan poliansatüre yağ asitlerini serbest radikal etkisinden 

koruyan ilk savunma hattını oluĢturur. Vitamin E süperoksit ve hidroksil 

radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diğer radikalleri indirger. 

Vitamin E zincir kırıcı antioksidan olarak bilinir. Vitamin E okside olduktan sonra ve 

parçalanmadan önce askorbik asit ve glutatyon tarafından yeniden 

indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karĢı 

birbirlerini tamamlayıcı etki gösterirler. Glutatyon peroksidaz oluĢmuĢ peroksitleri 

ortadan kaldırırken vitamin E peroksitlerin sentezini engeller (Graβmann, 2005; 

Seven ve Candan, 1996).  

1.2.5.1.2.3. Glutatyon (GSH)  

Glutatyon (GSH) çok önemli bir antioksidandır. Serbest radikaller ve peroksitlerle 

reaksiyona girerek hücreleri oksidatif hasara karĢı korur.  Fe
+2

 halde tutarak protein 

ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Ayrıca proteinlerdeki sülfhidril (-SH) 

gruplarını redükte halde tutar ve bu grupları oksidasyona karĢı korur. Böylece 

fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Noctor ve Foyer, 

1998).   
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1.2.5.1.2.4. Karotenoidler 

Vitamin A'nın ön maddesi olan β-karotenin tekli oksijeni bastırabildiği, süperoksit 

radikalini temizlediği ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileĢerek antioksidan 

görev gördüğü saptanmıĢtır. Proteinlere bağlı olan karotenoidler triplet klorofili ve 

tekli oksijeni söndürme yetenekleri sayesinde klorofili korumada özellikle 

önemlidirler (Müller vd., 2001).  

1.2.5.1.2.5. Demir Ģelatörleri  

Demir Ģelatörleri hücre içine girerek serbest demiri bağlamak suretiyle onu 

etkisizleĢtirirler. Böylece Fenton reaksiyonunu ve sonuçta hidroksil radikali 

oluĢumunu inhibe ederler (Seven ve Candan, 1996).  

1.2.5.1.2.6. Fenolik bileĢikler 

Fenolik maddeler aromatik halkasında bir veya daha fazla hidroksil grubu içeren 

bileĢiklerdir (Evans vd., 1997). Bu bakımdan en basit fenolik maddenin bir tane 

hidroksil grubu içeren benzen yani fenol olduğu ve diğer fenolik maddelerin bundan 

türediği bilinmektedir. Bitkilerde önemli sekonder metabolitler arasında yer alan 

fenolik bileĢikler, yaklaĢık 10 000 çeĢit bileĢiğin yer aldığı kimyasal olarak heterojen 

bir gruptur (Taiz ve Zeiger, 2008). 

Fenolik bileĢiklerin, yapılarındaki hidroksil grubundaki H atomunu vererek lipitlerin 

ya da diğer biyomoleküllerin oksidasyonunu sonlandırabilen etkili antioksidan 

moleküller olarak fonksiyon gördükleri yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Polifenollerin tokoferoller ve askorbata göre in vitro olarak daha iyi antioksidan 

olduğu bildirilmektedir. (Paganga vd., 1999; Foti vd., 1994). 

Bitkisel fenolikler farklı yollardan sentezlendiklerinden metabolik anlamda oldukça 

heterojen bir grubu oluĢtururlar. Ġki temel metabolik yol bulunur; Ģikimik asit ve 

malonik asit yolları (ġekil 1.11.). ġikimik asit yolu pek çok bitkisel fenoliklerin 

sentezine katılır. Malonik asit yolu bakteri ve funguslarda fenolik ikincil ürünler için 

önemli bir kaynak oluĢturmakla beraber yüksek bitkilerde daha az önem taĢır (Taiz 

ve Zeiger, 2008). 
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ġekil 1.11. Bitkisel fenoliklerin sentezleri (Taiz ve Zeiger, 2008) 

ġikimik asit metabolik yolu glikoliz ve pentoz fosfat yolunda oluĢan basit 

karbonhidrat öncüllerini aromatik amino asitlere dönüĢtürür. Ara ürünlerinden biri 

Ģikimik asittir ve tüm tepkimeler dizisine adını vermiĢtir. Bitkilerde en sık rastlanan 

sekonder fenolik bileĢik grupları fenilalaninden türevlenirler. Fenilalaninden 

amonyum molekülünün uzaklaĢmasıyla sinnamik asit oluĢur. Bu tepkimeyi 

katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz (PAL) bitkisel sekonder metabolizmada en 

çok çalıĢılan enzimdir (Herrmann ve Weaver, 1999). 

PAL, primer ve sekonder metabolizmanın tam ayrılma noktasında bulunduğundan 

birçok fenolik bileĢiğin oluĢumunda düzenleyici basamağı katalizler. PAL aktivitesi, 

düĢük beslenme düzeyleri, ıĢık ve fungus enfeksiyonu gibi çevresel etmenlerin 

etkisiyle artıĢ gösterir (Taiz ve Zeiger, 2008).  

Oksidatif stresin neden olduğu hücre hasarının birçok kronik hastalığın 

komplikasyonlarına katkıda bulunduğu düĢünülmektedir. Diyabet ve diyabet 

komplikasyonlarının geliĢimi, koroner kalp hastalığı, çeĢitli deri ve göz hastalıkları, 

merkezi sinir sistemi hastalıkları, kanser, alkolik karaciğer hastalığı, akut renal 

yetmezlik, yaĢlanma, romatit artrit, iskemi/reperfüzyon injürisi gibi durumlarda 

serbest oksijen radikallerinin neden olduğu hücre hasarı söz konusudur. ROT‘nin 

iliĢkili olduğu tüm bu fizyolojik koĢullar ve hastalıklarda serbest radikal üretiminin 
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arttığı, antioksidan savunma mekanizmalarının ise yetersiz olduğu gösterilmiĢtir 

(Kukreja ve Hess, 1992; Dhalla vd., 2000; Finkel ve Holbrook, 2000; Sayre vd., 

2001; Yamagishi vd., 2001; Jenner, 2003; Valko vd., 2007). 

Hastalıkların patogenezinde serbest radikallerin artıĢının ve/veya antioksidan 

savunma sistemlerinin yetersizliğinin rolü anlaĢıldıkça yeni antioksidanların keĢfi ve 

bunların bu hastalıklara karĢı kullanımı son yıllarda birçok araĢtırmanın odağı haline 

gelmiĢtir. 

Sentetik antioksidanların karsinojenezin promotoru olarak aktivite 

gösterebilmelerinden duyulan endiĢe neticesinde bu maddelerin gıda katkısı olarak 

kullanılımlarına karĢı küresel boyutta bir memnuniyetsizlik geliĢmiĢtir (Ito vd., 1986; 

Namiki, 1990). Bu durum sentetik antioksidanların yerine doğal ve güvenilir olan 

antioksidanların kullanımını gündeme getirmiĢtir. Bu doğrultuda, son dönemde doğal 

antioksidanların keĢfedilmesine yönelik araĢtırmalar giderek artmakta ve alternatif 

tıp kapsamında antioksidan potansiyeli yüksek bir çok bitkinin birçok hastalığa karĢı 

kullanımı popüler hale gelmektedir (Dillard ve German, 2000). 

Güçlü antioksidan özelliklere sahip yararlı pek çok metabolit içeren fotosentetik 

mikroalgler doğal antioksidan kaynakları arasında en çok ilgi çeken canlı grubudur.  

Mavi-yeĢil algler ve mikroalgler yaklaĢık olarak 3 milyar yıldır atmosferde bulunan 

oksijenin büyük bir çoğunluğunu üretmektedirler. Aynı zamanda bu organizmalar, 

süperoksit ve oksijen radikali gibi zararlı serbest radikalleri de üretmektedirler. 

Kendi membran lipitlerini ve hücresel komponentlerini bu zararlı radikallere karĢı 

korumak için çesitli oksidatif savunma mekanizmaları geliĢtirmiĢlerdir 

(Hajimahmoodi vd., 2010).  

Bugün mikroalgler tarafından sentezlenen birçok metabolit farmasötik biyoteknoloji 

ve gıda bilimi alanlarında gelecek vaad etmektedir. Yüksek oranda protein, 

vitaminler, yağ asitleri ve diğer pek çok kıymetli besinleri içeren mikroalgler, 

insanlar tarafından eskiden beri sağlıklı gıda desteği olarak tüketildiğinden dolayı 

dünya pazarlarında önemli bir arza sahiptir (Pulz ve Gross, 2004; Singh vd., 2005; 

Spolaore vd., 2006).Uzun zamandan beri yoğun bir Ģekilde üretimi yapılan en önemli 

mikroalglerden biri olan Spirulina, biyoteknolojik araĢtırmalarda önem taĢıyan ve 
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besin maddesi olarak tüketilebilen, ekolojik ve ekonomik değer taĢıyan bir 

mikroalgtir (Khan vd., 2005). 

1.2.6. Spirulina platensis 

S. platensis en fazla kültürü yapılan, kozmetikte, tıpta, insan ve hayvan gıdası olarak 

çeĢitli sanayi alanlarında yaygın olarak kullanılan Cyanophyceae (Mavi-yeĢil Algler) 

sınıfından prokaryotik bir mikroalgdir (Khan vd., 2005). 

Spirulina çok eski çağlardan beri gıda olarak kullanılmaktadır. Aztekler, Meksika‘da 

bulunan Texcoco Gölünden topladıkları Spirulina‘yı kurutmuĢlar ve ―Tecuitlat‖ 

adını vermiĢlerdir. 1940‘da Fransız fikolog Dangered, Afrikada Çad gölü 

çevresindeki halkın ―Dihe‖ adını verdiği S. platensis‘i yediğini ve bu insanların 

çevrede yaĢayan diğer kabilelere oranla daha uzun boylu ve sağlıklı olduklarını 

belirtmiĢtir. 1965 yılında Fransız Petrol AraĢtırma Enstitüsü laboratuarlarında 

yetiĢtirdiği Spirulina ‘nın % 60-70 oranında protein içerdiğini yayınlamıĢ ve bilimsel 

çalıĢmaların yoğunlaĢması, ticari kültürlerinin yapılması bu tarihten sonra olmuĢtur. 

Spirulina birçok uluslararası kuruluĢ tarafından araĢtırılmıĢ ve üretimi teĢvik 

edilmiĢtir. 1970‘li yıllarda Amerikan Uzay ve Havacılık Dairesi (NASA) tarafından 

uzay çalıĢmalarında kullanılmak üzere besin yapımında kullanılmıĢtır. Merkezi 

Fransa‘da olan Beslenme Bozukluklarına KarĢı Algokültür ile Mücadele Kurumu 

(Association Pour Combatre La Malnutrition Par Algoculture ACMA) beslenme 

bozukluklarına karĢı Afrika ve Hindistan gibi açlık problemi olan ülkelerde halkı 

Spirulina üretip, yemeye teĢvik ederek kalıcı bir yardım sağlama amacı gütmektedir. 

Bu amaçla yapılan projelerde beslenme bozukluğu nedeniyle hastanelere yatmıĢ olan 

hastaların diyetlerine Spirulina konulması yoluyla tedavileri gerçekleĢtirilmektedir 

(Habib vd., 2008). 

Spirulina ilk kez 1827‘de TURPIN tarafından izole edilmiĢtir. Sarmal (spiral) Ģekilli 

mavi yeĢil flamentler veya trikomlar Spirulina‘nın karakteristik özelliğidir. 

Heterosistleri yoktur. Hücrede sarmal Ģekilli flamentlerle birlikte gaz dolu 

vakuollerin bulunması yüzmesine neden olmaktadır. Trikomlar 50-500 mikrometre 

uzunlukta ve 3-8 mikrometre geniĢliktedir. Kloroplastları yoktur; Klorofil a içerir, 

klorofil b içermez. Karotenoid, fikosiyanın, fikoeritrin içermektedir. Prokaryotik 

organizmalardır; kalıtsal materyal sitoplazma içerisinde dağılmıĢ halde 
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bulunmaktadır. Çok hücreli, silindirik trikomların kendi uzunluğu boyunca heliks 

biçiminde diziliĢi ile tanınır. Flamentleri tektir, kendi ekseni etrafında kayarak 

hareket eder. Spiral Ģekli karakteristik özelliğidir ve farklı bölgelerde farklı 

boyutlarda spiral çaplı türleri vardır. Özellikle sıcaklık, fiziksel ve kimyasal koĢullar 

gibi çevresel faktörler, heliks geometrisini etkiler. Hücre duvarı yapısında 

peptidoglukan bulunması nedeniyle Spirulina bakterilere benzer (Tomaselli, 1997).  

Elektron mikroskobu ile gözlenen hücresel organizasyonunda morfolojik olarak 

sınırlandırılmıĢ bir nukleus ve plastid mevcut değildir ve dıĢta gram negatif tipte bir 

zara sahiptir. Zarın kalınlığı yaklaĢık 0,5 mikrometredir ve lifli ağ benzeri bir yapısı 

vardır. Hücre duvarı üzerinde bulunan porlardan salgılanan zar materyalinin, flament 

hareketi ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. Çok tabakalı hücre duvarı incedir. 

Sitoplazma bölgesi esas olarak poliglukan tanecikleri ve gaz vesikülleri ile doludur. 

Ayrıca küçük ozmofilik granüller, fibriller ve yağ damlacıkları da vardır. Çevresel ve 

merkezi sitoplazma arasında yer alan tilakoid membranlar paralel olarak 

dizilmiĢlerdir ve birleĢik vaziyette elektronları geçirmeyen fikobilizomları vardır. 

Tilakoidler, hücre duvarının uzun kenarına paralel, flamentleri ayıran çepere ise 

çaprazlama uzanan düz veya bükümlü desteler olarak görünürler. DüĢük elektron 

yoğunluğuna sahip tilakoid içermeyen alanlar ribozomlar ve DNA fibrilleri ile 

doludur. Spirulina klorofilin sadece tek formuna, klorofil a‘ya sahiptir. Ayrıca 

hepsinde karakteristik biliprotein pigmentleri olan, fotosentezde yakalayıcı pigment 

olarak fonksiyon gösteren fikobilinler mevcuttur. Fikobilinlerin bir sınıfı olan 

fikosiyaninler, mavi renklidir ve klorofil-a ile birlikte alge mavi-yeĢil rengini verirler 

(Tomaselli, 1997). 

Spirulina‘nın kimyasal bileĢimi protein, esansiyel yağ asitleri, karbonhidratlar, 

vitaminler, Ca, Mg, Fe, F, Selenyum, Çinko gibi önemli mineraller, karotenler, 

fikosiyanin, klorofil a gibi yapılardan oluĢmuĢtur (TokuĢoğlu ve Ünal, 2003).  

 Spirulina, yüksek protein miktarına sahiptir. Yüksek protein içeriğinin % 10,9‘unu 

lisin, % 7,5‘unu valin ve % 6,8‘ini izolisin gibi esansiyel amino asitler 

oluĢturmaktadır (Clément vd., 2006). Ekstraksiyon metodları ile elde edilen 

Spirulina tozundaki yüksek protein gıda maddelerinde katkı olarak kullanılmaktadır. 

Kuru ağırlığının % 6-7 oranında lipit içeren Spirulina, linoleik asit (LA) ve γ-linoleik 
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asit (GLA) gibi esansiyel yağ asitlerini bünyesinde taĢımaktadır. S. platensis‘in 

biyokimyasal kompozisyonu Tablo 1.2.‘de gösterilmektedir (Fox, 1996).  

Tablo1.2. S. platensis‘in biyokimyasal kompozisyonu (Fox,1996) 

KOMPOZĠSYON % KURU AĞIRLIK 

Protein 60-71 

Karbonhidrat 13-16,5 

Lipit 6-7 

Mineral 6,4-9 

 

Spirulina en zengin mikroalgal Gamalinoleik asit (GLA) kaynağıdır (Richmond, 

2004). GLA bazı hayvanlarda büyümeyi uyararak cilt ve saçlarda parlaklık ve 

yumuĢaklık sağlamaktadır. Gamalinoleik asitin ayrıca bir anti inflamatuar olarak 

iĢlev göstermekte olduğu ve bazı eklemsel rahatsızlıkların semptomlarını azalttığı 

bilinmektedir. Spirulina‘da bulunan GLA, prostaglandin E (PGE) sentezini stimule 

ederek kolesterolü etkilemekte ve bu yolla Spirulina‘nın kolesterolü düĢürücü etkisi 

olduğu bildirilmektedir (Belay vd., 1993). 

Son 10 yıl içinde yapılan arastırmalar Spirulina‘nın potansiyel terapötik etkileri 

üzerine yoğunlaĢmıĢtır. Spirulina‘nın sağlık üzerindeki olumlu etkilerini kanıtlayan 

çok sayıda araĢtırma yapılmıĢtır. Bu araĢtırmalara in vitro deneyler, hayvanlar 

üzerindeki in vivo araĢtırmalar, insanlar üzerinde çiftkör placebo kontrollü klinik 

deneyler de dahildir. Bu in vitro ve in vivo deneyler sonucunda, Spirulina‘nın 

antikanser, antiviral, immun sistemi güçlendirici, antioksidan, radyasyona karĢı 

koruyucu, kolestrol düĢürücü etkilerinin olduğu gösterilmiĢtir (Khan vd., 2005).  

Bunlara ek olarak Harward Tıp Fakültesi‘nde yapılan bir araĢtırmada Spirulina‘dan 

alınan su özütünün, HIV-1 virüsünün insan T-hücre dizilerinde çoğalmasını 

engellediği bulunmuĢtur. Bu araĢtırmaya göre, viral üreme yaklaĢık % 50 oranında 

azalmıĢtır. Bunun üzerine Spirulina su özütünün ―antiretroviral aktiviteye sahip 

olduğunu ve potansiyel klinik önemde olduğu‖ sonucuna varmıĢlardır (Ayehunie 

vd.,1998). Ayrıca S. platensis‘ten elde edilen sülfatlanmıĢ polisakkaritin, Kalsiyum 

Spirulinan, Herpes simplex virus tip 1, Influenza A virusu ve HIV-1 gibi bazı zarflı 

viruslerin replikasyonunu inhibe ettigi bulunmuĢtur (Richmond, 2004). 
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Ağzında kanser öncesi lezyonlar bulunan tütün çiğneyicileri arasında yapılan bir 

araĢtırmada Spirulina alan grupta 44 vakanın 20‘sinde (% 45) lezyonların bütünüyle 

gerilediği görülmüĢtür. Placebo grubunda yer alan kiĢilerde ise 43 vakanın yalnızca 

3‘ünde (% 7) gerileme görülmüĢtür. Tamamen gerileme göstermiĢ olan ve bir 

sonraki yıl boyunca Spirulina almayan 20 denekten 9‘u (% 45) yeni lezyonlar 

geliĢtirmiĢtir (Mathew vd,. 1995). Spirulina‘nın alerjik rinit üzerindeki etkilerini 

araĢtıran Kaliforniya Üniversitesi‘nde yapılan baĢka bir çalıĢma kapsamında 

Spirulina kullanan hastaların Ġnterlökin-4 sitokin seviyelerinin düĢtüğü gösterilerek 

Spirulina‘ nın alerjik rinit hastalığına karĢı koruyucu etkisinin olduğu bildirilmiĢtir 

(Mao vd., 2005). 

Spirulina, C-fikosiyanin ve allofikosiyanin olmak üzere iki biliprotein içerir. Bu 

mikroalgin protein fraksiyonunun yaklaĢık % 20‘si, suda çözünen mavi bir pigment 

olan fikosiyaninden oluĢmaktadır (Cohen, 1997). Bu biliproteinlerin, yüksek molar 

absorbans katsayıları, floresan kuantum verimleri, yüksek fotostabiliteleri nedeniyle 

flow sitometrisi için floresan iĢaretlemede, yüksek verimli klinik analizler ve 

fikobiliprotein temelli reaktif oksijen türleri testlerinde kullanılmaktadır (Kronik ve 

Grossmann, 1983). Spirulina‘dan ekstrakte edilen fikosiyanin gıda sanayiinde 

renklendirici, kozmetik endüstrisinde doğal boya olarak kullanılmaktadır (Sarada vd., 

1999). Buna ek olarak çevre biyoteknolojisi kapsamında yapılan birçok araĢtırma S. 

platensis‘in çeĢitli endüstriyel atık sulardan birçok ağır metalin ve boyanın 

uzaklaĢtırılmasında etkili bir biosorbent olarak kullanılabileceğini göstermektedir 

(Solisio vd., 2006; Forlani vd., 2010).  

Spirulina ile ilgili ilk ticari üretim Meksika‘da baĢlamıĢ ve yılda 100-300 ton üretim 

kapasitesine ulaĢmıĢtır. 21. yy.‘da Spirulina üretimi baĢta Amerika BirleĢik 

Devletleri, Japonya, Çin, Tayvan, Fransa, Meksika, Ġspanya gibi birçok ülkede 

kurulu 150 iĢletmeyle beraber 3000 tonu aĢmıĢtır. Spirulina üretimi muhtemelen ve 

2010‘lu yıllarda da 8000 ton ürün ve 1,1 milyar dolar cirosuyla önemli bir sektör 

konumunda olacaktır. Kaliforniya ve Hawaii‘de bulunan dünyadaki en büyük 

Spirulina üretim tesisleri ġekil 1.12‘de görülmektedir (Habib vd., 2008). 



 43 

  

ġekil 1.12. Hawai‘de (a) ve Kaliforniya‘da (b) bulunan Spirulina üretim tesisleri 

(Habib vd., 2008) 

Ülkemizde çoğunlukla ithal yolla temin edilen Spirulina konusunda üretim 

çalıĢmaları da baĢlamıĢtır. Bu bağlamda 2000 yılında Ege Üniversitesi Su Ürünleri 

Fakültesi ile sanayi iĢbirliği olarak ilk Spirulina üretim iĢletmesi kurulmuĢtur. 

Sonraki yıllarda, Ġzmir‘in Menderes ilçesinde Ecolife Spirulina olarak ikinci bir 

iĢletme kurulması ve bunu takip eden giriĢimlerin olması, Türkiye‘de Spirulina 

üretiminin yaygınlaĢması bakımından sevindirici geliĢmelerdir. Günümüzde ticari 

Spirulina üretimi yıllık 150 milyon dolar gelirle, birkaç ülkede kurulu Ģirketler 

vasıtasıyla yılda 3000 ton ve üzerinde üretimle devam etmektedir. Genel olarak 

tablet, kapsül ve kurutulmuĢ toz ürün Ģeklinde 70 ülkede eczanelerde, marketlerde, 

aktarlarda ve güzellik merkezlerinde tüketime sunulmaktadır. Spirulina‘dan 

özütlenen ve ticari olarak ‗lima mavisi‘ olarak da adlandırılan protein yapısındaki 

fikosiyanin, gıda ve kozmetik sanayinde yaygın olarak kullanılan bir renklendiricidir. 

Bununla birlikte Spirulina sahip olduğu zengin protein, mineral ve vitamin 

içeriğinden dolayı besin olarak da tüketilmektedir (Güler ve Gülmez, 2008). 

1.3.LĠTERATÜR ÖZETĠ  

Spirulina‘nın antioksidan özellikleri son yıllarda birçok araĢtırıcının ilgisini 

çekmektedir. Bu alandaki ilk çalıĢmalardan olan Manoj ve arkadaĢlarının yaptığı 

araĢtırma Spirulina‘nın alkol özütünün α-tokoferol (% 35) ve BHA (% 45) ve beta 

karoten (% 48) gibi antioksidanlara göre lipit peroksidasyonunu çok (% 65) daha 

fazla önlediğini ortaya koymuĢtur (Manoj vd., 1992). Ayrıca Spirulina‘nın su 

özütünün gallik asit (% 54) ve klorojenik asitten (% 56) daha iyi antioksidan etkiye 

(% 76) sahip olduğu gösterilmiĢtir (Zhi-gang vd., 1997). 

a b 
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Miranda ve arkadaĢları (1998) Spirulina‘nın metanol özütünün antioksidan 

aktivitesini in vivo ve in vitro olarak göstermiĢtir. In vitro antioksidan deneyleri 

kapsamında beyin homojenatını özütle birlikte ve özütsüz olarak 37
◦
C‘de inkübe 

etmiĢler ve rat beyin homojenatının peroksidasyonunun 0,5 mg metanol özütüyle % 

95 oranında önlendiğini bildirmiĢlerdir. In vivo antioksidan aktivite ise 2 ve 7 ay 

boyunca günlük 5 mg Spirulina dozu alan hayvanların karaciğer ve plazmalarında 

değerlendirilmiĢtir. Ġki ve yedi aylık süre sonunda beyin homojenatındaki plazma 

antioksidan aktivitesi sırasıyla deney grubu için % 97 ve % 71 iken, kontrol grubu 

için % 74 ve % 54 olarak bulunmuĢtur. Antioksidan etki tek baĢına ve/veya sinerjik 

olarak beta karotene, tokoferole ve fenolik bileĢiklere bağlanmıĢtır (Miranda vd., 

1998). 

Spirulina ve Chlorella özütlerinin antioksidan aktivitelerinin karĢılaĢtırıldığı bir 

çalıĢmada Spirulina özütündeki toplam fenolik içeriğin Chlorella özütünden 5 kat 

daha fazla olduğu ortaya konulmuĢtur. Spirulina ‘nın en çok kullanılan antioksidan 

aktivite testlerinden biri olan ABTS yöntemiyle tespit edilen antioksidan aktivitesi 

Chlorella‘nın antioksidan aktivitesinden daha yüksek bulunmuĢtur. Yine antioksidan 

aktivite testleri arasında sık kullanılan bir antioksidan aktivite testi olan DPPH 

yöntemine göre yapılan çalıĢmalar da benzer sonuçlar vermiĢtir (Wu vd., 2005). 

Herrero ve arkadaĢlarının (2004) yapmıĢ olduğu baĢka bir araĢtırma kapsamında dört 

farklı çözücüde (hekzan, petroleum, su ve etanol) basınçlı sıvı ekstraksiyon yöntemi 

ile hazırlanan S. platensis özütlerinin önemli antioksidan aktiviteye sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. 

Fikosiyaninin saflaĢtırılması ve ticari olarak üretiminin gerçekleĢmesiyle 

fikosiyaninin antioksidan, antiinflamatuar etkisi in vitro ve in vivo olarak birçok 

araĢtırmacı tarafından çalıĢılmıĢtır. Alkoksil, peroksil ve hidroksil radikallerinin 

fikosiyanin tarafından temizlenmesi antioksidan aktivite testleri ile gösterilmiĢtir. 

Romay ve arkadaĢları (1998a, 1998b, 2003) in vitro olarak fikosiyaninin hidroksil ve 

alkoksil radikallerini temizlediğini ve karaciğer mikrosomal lipit peroksidasyonunu 

önlediğini ve serbest radikal oluĢturucusu olan AAPH‘ın (2,2,_azobis2-

amidinopropan dihidroklorit) indüklediği insan eritrosit hemolizini iyi bilinen 

antioksidanlar olan troloks ve askorbik asit gibi önlediğini bildirmiĢlerdir (Romay ve 

Gonzalez, 2001). 
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Vadiraja ve arkadaĢları (1998) ratlarda karbon tetraklorürün ve R-(+) plugonun 

indüklediği hepatotoksititenin intraperitonel olarak fikosiyanin zerk edildiğinde ciddi 

Ģekilde azaldığını karaciğer enzimlerinin analizi yoluyla göstermiĢtir. Hirata ve 

arkadaĢları (2000) fikosiyaninin bir bileĢeni olan fikosiyanobilinin in vitro 

antioksidan aktivitesinin alfa tokoferol, zeaksantin ve kafeik asitten daha fazla 

olduğunu göstermiĢtir. Bhat ve Madyastha (2001) fikosiyaninin peroksil radikali 

temizleyicisi olarak etkin bir potansiyele sahip olduğunu göstermiĢtir.  

Fikosiyaninin dikkat çekici bir Ģekilde Fe
+2

_ askorbik asit veya serbest radikal 

baĢlatıcısı olan AAPH muamelesinden sonra karaciğer mikrozomlarının lipit 

peroksitlerindeki artıĢı engellediği gösterilmiĢtir. Ġzole edilen mikrozomlara         

Fe
+2

-askorbat varlığında fikosiyanin eklenmesi hepatik lipit peroksidasyonunun bir 

göstergesi olan TBARS ( Thiobarbiturik asit reaktif maddeleri) miktarında azalmaya 

neden olmuĢtur (Romay vd., 1998b). Yine bir çalıĢmada fikosiyaninin farelerin 

karaciğerlerinde oluĢturulan lipit peroksidasyonunu ve hepatosit hasarının göstergesi 

olan artmıĢ AST ve ALT konsantrasyonlarını azalttığı bildirilmiĢtir. Bu durum 

fikosiyaninin radikal süpürücü etkisinin yanında antiinflamatuar etkisi ile inflamatuar 

infiltrasyonu ve TGF-β ifadesini engellemesi ile açıklanmıĢtır (Ou vd., 2010).  

Bazı metallerin sistemik veya oral yolla alınımı oksidatif hasarın baĢlamasına neden 

olur. Metallerin indüklediği oksidatif hasara karĢı Spirulina‘nın koruyucu etkisi 

birçok araĢtırmacı tarafından çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda Pb, CdCl2 ve HgCl2‘ün 

ratlara verilmesiyle oksidatif hasar oluĢturulan kontrol grubundaki ratlarla 

karĢılaĢtırıldığında Spirulina sp. verilen ratlarda lipit peroksidasyonunun bir 

göstergesi olan TBARS (Thiobarbiturik asit reaktif maddeleri) miktarında, konjuge 

dien ve hidrojen peroksit seviyelerinde azalma gözlenirken, süperoksit dismutaz, 

selenyum, katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinde ise artma tespit edilmiĢtir 

(Upasani vd., 2001; Jeyaprakash ve Chinnaswamy, 2005; Kumar vd., 2005; 

Karadeniz vd., 2009). 

Deney hayvanları ile yapılan birçok çalıĢma Spirulina‘nın karaciğer üzerindeki 

koruyucu etkisini göstermiĢtir. Bu çalıĢmalardan birinde 5 gün boyunca simvastatin 

(75 mg/kg vücut ağırlığı), ethanol (% 20) ve hiperkolestrolemik diet (% 1 kolestrol) 

uygulanarak karaciğer yağlanması indüklenen CD-1 farelerinde ölçülen karaciğer 

total lipitleri, karaciğer total triaçilgliserolleri, serum HDL ve serum triaçilgliserol 
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seviyelerinin 2 hafta boyunca % 10‘luk Spirulina diyetiyle beslenen fare grubunda 

kontrol grubuna göre ciddi oranda azaldığı tespit edilmiĢtir  (Blé Castillo vd., 2002). 

Spirulina‘nın hipolipidemik, kolestrol düĢürücü, karaciğer triaçilgliserollerini azaltıcı 

etki göstererek, deney hayvanlarında yüksek kolestrol diyeti (Kato ve Takemoto 

1984; Blé Castillo vd., 2002), % 60‘ lık fruktoz diyeti (Iwata vd., 1990; González de 

Rivera vd., 1993), karbon tetraklorür (Torres Durán vd., 1998; Torres Durán vd., 

2006) ve alloksanla deneysel diabet oluĢumu yoluyla (Rodríguez-Hernández vd., 

2001) oluĢturulan karaciğer yağlanmasını azalttığı gösterilmiĢtir. Buna ek olarak 

ratlarda Spirulina‘nın zengin antioksidan içeriği sayesinde hepatik lipit 

peroksidasyonunu azaltarak karbon teraklorür ile oluĢturulan karaciğer hasarında 

gözlenen iyileĢmede etkili olduğu da vurgulanmıĢtır (Torres Durán vd., 1998; Torres 

Durán vd., 2006). 

Deney hayvanlarıyla yapılan bu preklinik çalıĢmalara ek olarak insanlar üzerinde 

gerçekleĢtirilen klinik birçok çalıĢma da Spirulina‘nın hipokolesterolemik, 

hipoglisemik, hipotriaçilgliserolemik, hipolipidemik etki göstererek karaciğeri 

koruduğunu doğrulamıĢtır (Nayaka vd., 1988; Parikh vd., 2001, Samuels vd., 2002; 

Torres-Durán vd., 2007; Ferreira-Hermosillo vd., 2010). 

Bugüne kadar yapılan çalıĢmalarda Spirulina‘ nın antioksidan aktivitesinin karaciğer 

üzerindeki etkisi çoğunlukla ticari olarak satılan Spirulina tabletlerinin veya 

saflaĢtırılmıĢ fikosiyaninin ratlara verilmesi yoluyla çoğunlukla Ģu yöntemlerle 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır; in vitro mikrozomal lipit peroksidasyonunun 

inhibisyonunun ölçülmesi, karaciğer enzimlerinin ya da serum ve karaciğer 

lipitlerinin, trigliserid, total kolestrol miktarının tespit edilmesi.  

Literatürde antioksidan üretimi indüklenmiĢ S. platensis kültüründen elde edilen 

biyokütlenin in vivoda karaciğer üzerindeki serbest radikallere karĢı koruyucu 

etkisinin ultrayapısal düzeyde değerlendirildiği bir çalıĢma yoktur. 
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BÖLÜM 2 

MATERYAL VE METOD 

2.1. MATERYAL 

2.1.1. Spirulina platensis 

Bu çalıĢmada kullanılan Spirulina platensis suĢu Çukurova Üniversitesi Su Ürünleri 

Fakültesi Temel Bilimler Anabilim Dalı Plankton Laboratuarı‘ndan temin edilmiĢtir. 

2.1.2. Wistar albino 

Bu çalıĢmada 28 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanılmıĢtır. ÇalıĢmadaki 

ratların hepsi deney süresince Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları AraĢtırma Merkezi‘nde standart nem, ıĢık (12 saat gün ıĢığı / 12 saat 

karanlık) ve oda ısısı (20-22 ºC) koĢullarında bulundurulmuĢtur. 

2.2. METOD 

2.2.1. Kültür Ortamı 

S. platensis‘i üretmek amacıyla bu çalıĢmada ‗Spirulina besi ortamı‘ kullanılmıĢtır 

(Schlösser, 1982). A ve B solusyonları Ģeklinde eĢit hacimde ayrı ĢiĢelerde 

hazırlanan besiyeri (pH 9,5) 121 
o
C 1,5 atm basınçta 15 dakika otoklavlanarak steril 

edildikten sonra steril koĢullar altında karıĢtırılmıĢtır. Kültür ortamının 

kompozisyonu Tablo 2.1‘de gösterilmektedir. 30
 o

C sıcaklık 40 μmol foton m-2 s
-1

 

ıĢık Ģiddeti altında 12 saat aydınlık 12 saat karanlık foto periyodu altında inkübe 

edilen S. platensis kültüründen her defasında kültürün % 10‘u alt kültür için 

inokulum olacak Ģekilde kullanılarak S. platensis suĢunun besiyeri ve kültür 

koĢullarına alıĢması sağlanmıĢtır (Olguin vd., 2001 ; Leema vd., 2010). 
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Tablo 2.1. Spirulina besi ortamı (Schlösser, 1982) 

 

 

 

 

 

2.2.2. Biyokütle Yoğunluğunun Hesaplanması Ġçin Standart Eğrinin 

OluĢturulması 

Spirulina biyokütle miktarlarının spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için 

deneyde kullanılan besiyerinde hazırlanan farklı kuru Spirulina biyokütle 

yoğunluğuna sahip çözeltiler için (g/L) 670 nm dalga boyunda ölçülen optik 

yoğunluk değerleri (Colla vd., 2007) kullanılarak ―biyokütle konsantrasyonu-optik 

yoğunluk‖ standart eğrisi çizilmiĢtir. Bu eğrinin oluĢturulmasında her bir yoğunluk 

için ölçülen absorbans değerlerinin ortalaması alınmıĢtır. Üç tekrarlı olarak yapılan 

bu deneyde besiyeri blank (kör) olarak kullanılmıĢtır. 

2.2.3. Deney Ortamı ve Düzeneği 

Deney için iklimlendirme dolabı 3 bölüme ayrılmıĢtır. ―Spirulina besi ortamı‖ içeren 

kültür ortamları baĢlangıç biyokütle konsantrasyonları 0,12 g/L olacak Ģekilde daha 

önceden belirtilen kültür Ģartlarına adapte edilen kültürden inokule edilmiĢtir. 

Spirulina biyokütle konsantrasyonları standart eğri kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

Her bölüme aynı Ģekilde 3‘er adet kültür yerleĢtirilerek 3 grup Ģeklinde                    

40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddeti, 30 
o
C sıcaklık, 12 saat aydınlık 12 saat karanlık 

fotoperiyodu sağlanarak inkubasyon baĢlatılmıĢtır. Her 24 saatte bir her gruptan 3‘er 

örnek steril koĢullarda alınarak 670 nm‘de absorbans değeri ölçülmüĢtür. Kültürün 

yoğun olduğu koĢullarda örnek seyreltilerek kültür konsantrasyonu hesaplanmıĢtır. 

Ġnkubasyonun 120. saatinin sonunda Grup 2 ve Grup 3‘deki kültürlerin ıĢık Ģiddeti 

sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m-2 s
-1 olacak Ģekilde değiĢtirilirken 

Grup 1‘deki kültürlerin ıĢık Ģiddeti 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde sabit 

tutulmuĢtur. 168. saatin sonunda inkubasyon durdurularak her gruptaki kültürler ayrı 

Solusyon B g/L 

NaNO3 5,00 

K2SO4 2,00 

NaCI 2,00 

MgSO4.7H2O 0,40 

CaCI2.2H2O 0,08 

PIV (ml) 12,0 

Chu (ml) 2,00 

Solusyon A g/L 

NaHCO3 27,22 

Na2CO3 8,060 

K2HPO4 1,000 
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ayrı birleĢtirilerek 5 litrelik steril erlenmayerlerde toplanmıĢtır. Deney üç tekrarlı 

olarak yapılmıĢtır. 

2.2.4. Büyüme kinetiği 

Her grupta bulunan kültürler için hesaplanan ortalama biyokütle konsantrasyonları 

kullanılarak her grup için büyüme eğrileri çizilmiĢtir. Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe 

edilen S. platensis kültürlerinin maksimum biyokütle konsantrasyonları (Xmax) 

Soletto ve arkadaĢlarına göre (2008), büyüme oranları (µ) Hu ve arkadaĢlarına göre 

(2000), produktiviteleri (P) ise Colla ve arkadaĢlarına göre (2007) aĢağıdaki 

denklemlerle hesaplanmıĢtır; 

µ= ( In X2- In X1 )  / ∆ t                                                                                        ( 2.1.) 

       X= Biyokütle miktarı (g/L),   

       ∆ t = zaman  aralığı (saat) 

Prodüktivite (P)  =( Xİ  -  X0 ) / t i                                                                          (2.2.) 

      X0= BaĢlangıçtaki biyokütle yoğunluğu (mg/L) 

      Xİ =  i anındaki biyokütle yoğunluğu (mg/L) 

      t i =   X0  ve Xİ değerleri için geçen zaman (gün) 

2.2.5. Kültürlerin Hasat Edilmesi 

5 litrelik steril erlenmayerlerde toplanan kültürler 50 ml‘lik santrifüj tüplerinde 

10000 rpm 4°C‘de 15 dakika süreyle santrifüj edilmiĢtir. Pelet Ģeklinde elde edilen 

biyokütle steril distile suyla iki kere daha santrifüj edilerek besiyeri kaynaklı 

safsızlıklar uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde edilen biyokütleler daha ileriki analizlerde 

kullanılmak üzere -20° C‘de saklanmıĢtır. 

2.2.6. Biyokütle Analizi 

2.2.6.1. Total karbonhidrat ve protein miktarının ölçülmesi 

2.2.6.1.1. Total karbonhidrat ve protein miktarı için özüt hazırlanması 

Total karbonhidrat ve protein analizi için -20° C‘de saklanan biyokütle örnekleri 0,1 

M fosfat tamponunda (pH=7,4) ultrasonikasyon iĢlemi yoluyla ekstrakte edilmiĢtir 
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(Patel vd., 2005). Bu özütlerin 10000 rpm 4°C‘de 30 dakika santrifüj edilmesiyle 

elde edilen süpernatanlar analizler için 4°C ‘de muhafaza edilmiĢtir. 

2.2.6.1.2. Total karbonhidrat miktarının ölçülmesi 

Total karbonhidrat analizi fenol sülfrik asit metoduna göre yapılmıĢtır (Dubois vd., 

1956). 1,5 ml örnek (blank için 0,1M fosfat tamponu) üzerine 4,5 ml sülfürik asit ve 

1ml % 5 fenol konmuĢtur. Vortekslenen tüpler önce 10 dakika oda sıcaklığında daha 

sonra da yarım saat 30° C‘deki etüvde bekledikten sonra 490 nm‘de okunan 

absorbans değerleri kullanılarak total karbonhidrat miktarları hesaplanmıĢtır. Total 

karbonhidrat miktarlarının hesaplanabilmesi için 0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4) 

farklı glukoz konsantrasyonlarında 3 tekrarlı olarak bu protokole göre hazırlanan 

örnekler ile bu örneklerin 490 nm‘de verdikleri absorbans değerleri kullanılarak 

standart eğri çizilmiĢtir (R
2
=0,9989, n=4). 

2.2.6.1.3. Total protein miktarının ölçülmesi 

O,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4) daha önce bahsedildiği gibi hazırlanan S. 

platensis özütlerinin içerdiği protein miktarı ―Hartree Lowry Protokolü‖ ne göre 

belirlenmiĢtir (Hartree, 1972). 

Bunun için 0,9 ml A Reaktifi üzerine 1 ml örnek (blank için 1 ml 0,1 M fosfat 

tamponu) eklenip karıĢtırılmıĢtır. Tüpler 50°C deki su banyosunda 10 dakika inkübe 

edildikten sonra oda sıcaklığında 15 dakika bekletilerek her bir tüpe 0,1 ml B 

Reaktifi konulup 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. Daha sonra tüplere 3‘er 

ml C Reaktifi konulup vortekslenmiĢtir. Tüpler önce 50°C‘deki su banyosunda 10 

dakika sonra da 25°C‘de 15 dakika bekletilmiĢtir. Bu sürecin sonunda 650 nm‘de 

tüplerdeki her bir solusyonun absorbansı ölçülmüĢtür. Deney her bir örnek için 3‘er 

tekrarlı olarak hazırlanmıĢtır. 

 Deney kapsamında kullanılan A Reaktifi, son hacim1 litre olacak Ģekilde distile su 

içinde; 2 g. NaKtartarat X 4H2O, 100 g. Na2CO3 ve 500 ml 1N NaOH‘in 

çözülmesiyle hazırlanmıĢtır. B Reaktifi 2 g. NaKtartarat X 4H2O, 1 g. CuSO4 X 

5H2O, 10 ml 1N NaOH‘in toplam hacim 100 ml. olacak Ģekilde distile su içinde 

çözülmesiyle elde edilmiĢtir. C Reaktifi ise 1 hacim Foulin Ciocalteu reaktifinin 15 

hacim distile su ile seyreltilmesinden oluĢturulmuĢtur. 
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O,1 M fosfat tamponunda hazırlanmıĢ olan S. platensis özütlerinin protein miktarının 

bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için öncelikle 0,1 M fosfat 

tamponunda hazırlanan farklı konsantrasyonlardaki BSA (Bovine Serum Albumin) 

çözeltilerinin bu protokole göre belirlenen absorbansları kullanılarak ―protein 

yoğunluğu-absorbans‖ standart eğrisi çizilmiĢtir. 

2.2.6.2. Total fikosiyanin miktarının ölçülmesi 

-20ºC de saklanan S. platensis biyokütle örnekleri 0,1 M fosfat tamponunda (pH=7) 

ultrasonikasyon yöntemiyle ekstrakte edilmiĢtir (Patel vd., 2005). Elde edilen özütler 

10 000 rpm 4ºC‘de 30 dakika santrifüj edilerek süpernatan kısımlarının 562, 615 ve 

552 nm dalga boylarındaki absorbans değerleri tespit edilmiĢtir. Tespit edilen bu 

değerler Bennet ve Bogorad (1973) tarafından önerilen denkleme göre fikosiyanin 

miktarlarının spektrofotometrik olarak hesaplanmasında kullanılmıĢtır. 

2.2.6.3. Total klorofil ve karotenoid miktarının ölçülmesi 

2.2.6.3.1. Total klorofil ve karotenoid miktarı için özüt hazırlanması 

-20ºC‘de saklanan S. platensis biyokütleleri metanolle ultrasonikasyon iĢlemine tabi 

tutulmuĢtur. Ultrasonikasyon iĢlemi biyokütle renksiz olana kadar tekrar edilmiĢtir. 

Elde edilen metanol özütleri 10000 rpm 4°C‘de 30 dakika santrifüj edilerek 

süpernatan kısmı tüplere alınmıĢtır (Sanchez vd., 2009). 

2.2.6.3.2. Total klorofil ve total karotenoid miktarının ölçülmesi 

Süpernatan kısımları alınan metanol özütlerinin içerdiği klorofil-a miktarlarının 

hesaplanması Welburn‘a (1994) göre yapılmıĢtır. Bunun için örneklerin optik 

yoğunlukları blank olarak kullanılan metanole karĢı 666 ve 653 nm‘de okutulmuĢtur. 

Total karotenoid miktarlarının tespit edilmesi için hazırlanan metanol özütlerinin 475 

nm‘deki absorbansı ölçülerek Zou ve Richmound‘a göre (2000) hesaplama 

yapılmıĢtır. Blank olarak metanol kullanılmıĢtır. 

2.2.6.4. Total fenolik bileĢik miktarının ölçülmesi 

Daha önce açıklandığı gibi ultrasonikasyon yöntemiyle hazırlanmıĢ olan metanol 

özütlerinin 10000 rpm 4°C‘de 30 dakika santrifüj edilmesiyle elde edilen 
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süpernatanların rotary evaporatörde metanollerinin uzaklaĢması sağlanarak özütlerin 

konsantre hale gelmesi sağlanmıĢtır. Total fenolik madde miktarının ölçülmesinde ve 

antioksidan aktivite testlerinde (ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesi, DPPH 

Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Ġndirgeme Gücü Tayini) kullanılacak olan özütler 

için her alg örneği, konsantrasyonu 1 mg/ml olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

Elde edilen metanol özütlerinin içerdiği total fenolik madde miktarının ölçülmesi 

Foulin Ciocalteu metoduna göre yapılmıĢtır (Singleton ve Rossi, 1965). Bunun için 

0,2 ml metanolde hazırlanmıĢ örneklerin üzerine (blank için 0,2 ml metanol ) 1‘er ml 

1:10 oranında seyreltilmiĢ Foulin Ciocalteu reaktifi konulmuĢtur. 25 
o
C‘ de 4 dakika 

inkübe edildikten sonra üzerlerine 0,8 ml doymuĢ NaCO3 (75 g/L) çözeltisinden 

eklenip tüpler vortekslenerek 25 
o
C‘ de 2 saat inkübe edilmiĢtir. Bu sürecin sonunda 

765 nm‘de tüplerdeki her bir çözeltinin absorbansı ölçülmüĢtür (Li vd., 2007). Deney 

her bir örnek için 3‘er tekrarlı olarak hazırlanmıĢtır.  

Metanolde hazırlanmıĢ olan S. platensis özütlerinin total fenolik madde miktarının bu 

protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için öncelikle metanolde 

hazırlanan stok gallik asitin (500 µg/ml) farklı konsantrasyonlardaki çözeltilerinin üç 

tekrarlı olarak bu protokole göre belirlenen absorbansları kullanılarak ―fenolik 

madde konsantrasyonu-absorbans‖ standart eğrisi çizilmiĢtir. 

2.2.7. Malondialdehit miktarının belirlenmesi 

Her gruptaki S. platensis biyokütlelerinin içerdiği MDA miktarının belirlenmesi 

Hodges vd.‘ne (1999) göre yapılmıĢtır. Malondialdehit (MDA) miktarı tayini, lipit 

peroksidasyonunun son ürünü olan MDA‘nın tiyobarbitürik asit (TBA) ile sıcak ve 

asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu oluĢan rengin spektrofotometrik olarak 

ölçülmesiyle saptanmıĢtır. 

Konsantrasyonu 5 mg/ml olacak Ģekilde % 80‘lik etil alkolde homojenize edilen S. 

platensis örnekleri 5000 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Analiz iki aĢamada 

yapılmıĢtır. Birinci aĢamada sanrifügattan alınan 1 hacim ekstrakt üzerine 1 hacim % 

20‘lik TCA (Trikloroasetikasit) ve 1 hacim % 0,01‘lik BHT (Butilhidroksitoluen) 

eklenmiĢtir. Ġkinci aĢamada ise sanrifügattan alınan 1 hacim ekstrakt üzerine 1 hacim 

% 0,65‘lik TBA içeren % 20‘lik TCA ve bunun üzerine 1 hacim % 0,01‘lik BHT 

eklenmiĢ ve örnekler karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra sıcak su banyosunda (95 ºC)           
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25 dakika inkübe edilmiĢ ve ardından Ģok soğutma yapılmıĢtır. Bu örnekler tekrar 

santrifüj edilmiĢ ve birinci aĢama örnekleri 532 ve 600 nm‘de, ikinci aĢama örnekleri 

ise 532, 600 ve 440 nm‘de absorbans okumaları yapılmıĢtır. Sonuçlar aĢağıdaki 

denklemler kullanılarak hesaplanmıĢtır;  

mmol MDA ml
-1 = 

(A-B / 157 000) x 10
6
                                                            (2.3.) 

A= [(ABS532+TBA)-(ABS600+TBA)-(ABS532-TBA)-(ABS600-TBA)]                

B= [(ABS440+TBA- ABS600+TBA) x 0,0571] 

2.2.8. In vitro Antioksidan Aktivite Testleri 

2.2.8.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) temizleme deneyi  

Bu test yöntemi, kararlı serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH)‘in elektron 

veya hidrojen atomları veren antioksidan kimyasalların varlığında, bu kimyasallar 

tarafından süpürülmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor rengin açılmasının 

spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadır.  

Bu metod için metanolde hazırlanmıĢ stok DPPH çözeltisi (6 X 10
-5

 mol/l) metanolle 

1:10 oranında seyreltilmiĢtir. 0,1 ml metanolde hazırlanmıĢ örnek üzerine bu 

seyreltilmiĢ DPPH çözeltisinden 3,9 ml eklenip 25 ºC'de 2 saat bekletilmiĢtir. Deney 

baĢlangıcında blank (kör) tüpünün 516 nm‘deki absorbans değeri ölçülmüĢtür (Wang 

vd., 2009). 516 nm‘deki absorbansın azalması % DPPH inhibisyonundaki artıĢı 

göstermektedir. 

BHT (Butilhidroksitoluen) bu testin kalibrasyonu için standart antioksidan olarak 

kullanılmıĢtır. Spektrofotometrik olarak ―% DPPH Ġnhibisyonu-antioksidan 

konsantrasyonu‖ değerlerinin bulunabilmesi için BHT çözeltisinin farklı 

konsantrasyonlarının üç tekrarlı olarak bu metoda göre tespit edilen absorbansları 

kullanılarak standart eğri çizilmiĢtir.  

Farklı ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinden elde edilen metanol özütlerinin 

her birinin 5 farklı konsantrasyonu için bu metot 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Her 

metanol özütünün, % 50 DPPH inhibisyonunu sağlayan konsantrasyonunu ifade eden 

―IC50 değeri‖ hesaplanmıĢtır. 
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2.2.8.2. ABTS radikal katyon temizleme aktivitesinin tespiti 

ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesinin Tespiti için ABTS (2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) 7 mM konsantrasyonu sağlayacak Ģekilde 

distile suda çözülmüĢtür. Potasyum persulfat final konsantrasyonu 2,45 mM olacak 

Ģekilde hazırlanmıĢtır. ABTS ve Potasyum persulfat solusyonu karıĢtırılarak elde 

edilen karıĢım 16 saat karanlıkta bekletilmiĢtir. Bu karıĢım spektrofotometrede 734 

nm‘de 0,70±02 absorbansı bulana kadar etanol ile seyreltilmiĢtir. 0,1 ml örnek ile 

ABTS radikal solüsyonunun 2,9 ml‘si karıĢtırılmıĢtır. Bu karıĢım 30°C‘de 20 dakika 

bekletilerek örneklerin absorbansları yeniden 734 nm‘de ölçülmüĢtür (Re vd., 1999). 

Troloks konsantrasyonu 4,5 mM olacak Ģekilde etanolde çözülerek standart bir stok 

antioksidan solüsyonu hazırlanmıĢtır. Bu stok çözeltiden hazırlanan farklı 

konsantrasyonlardaki Troloks‘un ABTS radikalini inhibe etme yüzdesi, her bir 

Troloks konsantrasyonun bu metoda göre 734 nm‘de ölçülen absorbans değerleri 

kullanılarak hesaplanmıĢtır. Bu hesaba göre çizilen standart eğri, S. platensis 

özütlerinin Trolox EĢdeğer Antioksidan Kapasitesinin bu protokolle 

spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için kullanılmıĢtır. 

Farklı ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinden elde edilen metanol özütlerinin 

her birinin 5 farklı konsantrasyonu için bu metot 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Her 

metanol özütünün Trolox EĢdeğer Antioksidan Kapasitesi (μmol Trolox g
-1

 ± SD) 

hesaplanmıĢtır.  

2.2.8.3. Ġndirgeme gücü tayini 

Deney tüplerinde 1 ml metanol özütü (blank için 1 ml metanol), 2,5 ml 0,2 M fosfat 

tamponu (pH=6,6) ve 2,5 ml % 1‘lik potasyum ferrisiyanat karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım 

50 ºC‘de 20 dakika bekletilmiĢtir. KarıĢıma 2,5 ml % 10‘luk TCA eklenmiĢtir. 5 000 

rpm‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatandan 2,5 ml alınmıĢ ve üzerine 2,5 

ml saf su ve 0,5 ml % 0,1‘lik FeCI3 eklenerek vortekslenmiĢtir. KarıĢımın absorbans 

değeri 700 nm‘ de okunmuĢtur (Jayaprakasha vd., 2001). 

Buna göre, farklı ıĢık Ģiddetine maruz kalan alg örneklerinin demir indirgeme 

gücünün spektrofotometrik olarak tespit edilebilmesi için farklı konsantrasyonlardaki 

askorbik asit çözeltilerinin bu metoda göre 700 nm‘de verdikleri absorbans 
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kullanılarak standart eğri çizilmiĢtir. Sonuçlar askorbik asit standart eğrisi üzerinden 

değerlendirilerek ―Askorbik Asit EĢdeğeri = AAE‖ (μM AAE g
-1 

± SD) olarak ifade 

edilmiĢtir. Deney 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. 

2.2.9. Ratlarda CCl4 ile indüklenmiĢ akut karaciğer hasar modeli oluĢturulması 

Deneye baĢlamadan önce Wistar albino cinsi erkek ratların hepsinin ağırlığı tespit 

edilip her gruptaki ortalama rat ağırlığının yaklaĢık olarak aynı olması sağlanmıĢtır. 

Deney süresince pelet fare yemi ile ad libitum beslenen ratlar her grupta 7 rat olacak 

Ģekilde 4 gruba ayrılmıĢtır; 

Grup 1: Bu gruptaki ratlara 30 gün boyunca distile suda çözünmüĢ S. platensis 

biyokütlesi yerine aynı miktarda distile su gavajla verilmiĢtir. 30 günün sonunda 1 

ml/kg dozda zeytinyağı intraperitonel olarak uygulanmıĢtır. Bu grup negatif kontrol 

grubu olarak iĢlev görmüĢtür. 

Grup 2: Bu gruptaki ratlara 30 gün boyunca distile suda çözünmüĢ S. platensis 

biyokütlesi yerine aynı miktarda distile su gavajla verilmiĢtir. 30 günün sonunda 1:1 

oranında zeytinyağında seyreltilmiĢ olarak 1 ml/kg dozunda CCl4 intraperitonel 

olarak uygulanmıĢtır. Bu grup pozitif kontrol grubu olarak iĢlev görmüĢtür. 

Grup 3: Bu gruptaki ratlara 30 gün boyunca sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. 

platensis biyokütlesi distile suda çözülerek gavajla 800 mg/kg dozda verilmiĢtir. 30 

günün sonunda 1:1 oranında zeytinyağında seyreltilmiĢ olarak 1 ml/kg dozda CCl4 

intraperitonel olarak uygulanmıĢtır.  

Grup 4: Bu gruptaki ratlara 30 gün boyunca inkübasyonun 120. saatinde ıĢık 

Ģiddetinin 120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘ye arttırılmasıyla antioksidan içeriği arttırılmıĢ S. 

platensis biyokütlesi distile suda çözülerek gavajla 800 mg/kg dozda verilmiĢtir. 30 

günün sonunda 1:1 oranında zeytinyağında seyreltilmiĢ olarak 1 ml/kg dozda CCl4 

intraperitonel olarak uygulanmıĢtır.   

CCl4 verilerek akut karaciğer hasarı oluĢturulmasından 24 saat sonra ratlar 

intraperitonel olarak ketamin/ksilazin karıĢımı (ketamin; 67 mg/kg, ksilazin 6 mg/kg) 

verilerek anesteziye alınmıĢtır. Ġlaç uygulaması yapılmadan önce her hayvan ayrı 

ayrı tartılarak, ilaç dozları vücut ağırlıklarına göre bireysel olarak hesaplanmıĢtır. 

Gıda verilmesi anesteziden 1-2 saat önce kesilmiĢtir. Deneklerin kanları terminal bir 



 56 

yöntem olan intrakardiyak giriĢimle tüplere alınarak ratlar sakrifiye edilmiĢtir. Herbir 

karaciğerin aynı lobundan ıĢık mikroskobik incelemeler için 1 cm
3
‘lük, elektron 

mikroskobik incelemeler içinse 1 mm
3‘

lük örnekler alınarak uygun doku takip 

protokolü uygulanmıĢtır. 

2.2.10. IĢık Mikroskobik Doku Takip Yöntemi 

IĢık mikroskobik incelemeler için alınan doku örnekleri % 10‘luk tamponlanmıĢ 

formaldehit içinde fikse edilmiĢtir. Fiksasyonun ardından doku takip iĢlemlerine 

geçilmiĢtir. Bu amaçla dokular sırasıyla; 

4 saat boyunca akarsuda yıkanma iĢlemini takiben dehidratasyon için; 

% 70‘lik etil alkolde 12 saat 

% 80‘lik etil alkolde 12 saat 

% 90‘lik etil alkolde 12 saat 

Absolü alkolde 3 saat bekletilmiĢtir. 

ġeffaflaĢtırma aĢaması için dokular önce % 96‘lık alkol ve ksilen ile 1/1 oranında 

hazırlanan solusyonda 15 dakika sonrasında ise saf ksilende 30 dakika bekletilmiĢtir. 

Parafin serilerinden geçirilerek parafin immersiyonu sağlanan dokular parafin 

bloklara gömülmüĢtür. Parafin bloklardan mikrotom ile kesilen 5-6 µm 

kalınlığındaki kesitler cam lamlar üzerine alındıktan sonra Hematoksilen-eozin ile 

boyanarak histolojik yapı değerlendirilmiĢtir. 

2.2.11. Elektron Mikroskopik Doku Takip Yöntemi 

Elektron mikroskobik değerlendirme için alınan doku parçaları Millonig fosfat 

tamponu ile hazırlanmıĢ % 5‘lik gluteraldehit solüsyonunda 1 saat bekletildikten 

sonra üzerinde birkaç damla gluteraldehit olan diĢçi mumuyla kaplı petri üzerinde 

jilet yardımıyla 1 mm³‘lük parçalara ayrılmıĢtır.  

Doku parçaları tekrar gluteraldehit solüsyonuna alınarak 3 saat kadar tespit 

edilmiĢtir. Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda 10 dakika çalkalanmıĢtır. 

Dokular ikinci kez Millonig fosfat tamponuna alındıktan sonra aynı tampon 

içerisinde bir gece bekletilmiĢtir. Ertesi gün dokular Millonig fosfat tamponu ile 

hazırlanmıĢ % 1 lik osmium tetraoksit solüsyonu ile ikinci defa tespit edilmiĢ ve yine 

fosfat tamponu ile iki kez 10‘ar dakika yıkanmıĢtır.  



 57 

Dokular daha sonra aĢağıdaki sıraya göre dehidrate edilmiĢtir: 

 % 50 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

 % 70 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

 % 86 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

 % 96 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

 % 100 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

 % 100 Etil alkolde + 4º C‘de 15 dakika 

Buraya kadar olan iĢlemler buzdolabında + 4º C‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra 

ise aĢağıdaki iĢlemler oda ısısında yapılmıĢtır: 

 % 100 Etil alkolde                 15 dakika 

 Propilen  oksitte                    15 dakika 

 Propilen  oksitte                    15 dakika 

Dehidrate edilen doku parçaları daha sonra aĢağıdaki solüsyonlar içerisinde immerse 

edilmiĢtir: 

      Propilen oksit + gömme materyali              30 dakika 

      Propilen oksit + gömme materyali              30 dakika 

Bu iĢlemlerden sonra doku parçaları içerisinde yeni hazırlanmıĢ gömme materyali 

(rezin) bulunan tüplere alınmıĢtır ve bir gece süreyle rotatorda karıĢtırılmıĢtır. 

            Gömme Materyali : 

 Araldit                                                                                                       20  ml 

 SertleĢtirici     DDSA (2,Dodesenilsuksinik asit anhidrit)                        20  ml 

 Hızlandırıcı     2,4,6-tris (dimethylaminomethyl) phenol                         0,6 ml 

 PlastikleĢtirici – Dibütil Fitalat                                                                   1 ml 

Ertesi gün doku parçaları taze hazırlanmıĢ gömme materyali kullanılarak 00 

polietilen kapsüllere gömülerek 60 ºC‘de etüvde 48 saat süreyle polimerize 

edilmiĢtir. Daha sonra elde edilen bloklar etüvden çıkarılarak soğumaya bırakılmıĢtır. 

Bloklardan Reichert Ultracut S ultramikrotomu ile 500 Aº kalınlığında kesitler 

alınmıĢtır. Kesitler 200-300 gözenekli bakır gridlere toplanarak % 70‘lik etil alkolde 

doymuĢ uranil asetat ve Reynolds‘un kurĢun sitrat solüsyonları ile boyanmıĢtır. 

Boyanan kesitler JEOL JEM-1400 elektron mikroskobu ile incelenmiĢtir.  
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2.2.12. Ġstatistiksel Analizler 

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesinde tek yönlü ANOVA 

LSD testi kullanılmıĢtır. 

Fenolik madde miktarı ile araĢtırma kapsamında incelenen diğer parametreler (DPPH 

Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Ġndirgeme Gücü Tayini, ABTS Radikal Katyon 

Temizleme Aktivitesi, total karbonhidrat, total protein, total karotenoid, total klorofil 

ve total fikosiyanin miktarları) arasındaki iliĢki Pearson korelasyon katsayısı ve 

regresyon analizi kullanılarak incelenmiĢtir. Bu iĢlemler SPSS (SPSS 16.0 for 

Windows) paket programı kullanılarak yapılmıĢtır. 

 

 



 59 

BÖLÜM 3 

BULGULAR VE TARTIġMA 

Üç ayrı grup halinde 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddeti 30°C sıcaklıkta üretilmeye 

baĢlanan S. platensis kültürlerinde inkübasyonun 120. saatinde Grup 1‘deki 

kültürlerin ıĢık Ģiddeti 40 μmol foton m
-2

 s
-1

‘de sabit bırakılırken Grup 2‘de ve       

Grup 3‘de bulunan kültürlerin ıĢık Ģiddetleri sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s-1 ve 120 

μmol foton m
-2

 s
-1

 olarak değiĢtirilmiĢtir. Bu Ģekilde aniden arttırılan ıĢık Ģiddetinin 

alg kültürleri üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesinde, ıĢık Ģiddeti 40 μmol      

foton m
-2

 s
-1 

‗de sabit bırakılan Grup 1 kontrol grubu olarak iĢlev görmüĢtür. 

3.1.iBiyokütle Yoğunluğunun Hesaplanması Ġçin Standart Eğrinin 

OluĢturulması 

Spirulina biyokütle miktarlarının spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için 

deneyde kullanılan besiyerinde hazırlanan farklı kuru Spirulina ağırlığına sahip 

çözeltiler için (g/L) 670 nm dalga boyunda ölçülen optik yoğunluk değerleri 

kullanılarak biyokütle konsantrasyonu-optik yoğunluk standart eğrisi çizilmiĢtir. Her 

biyokütle konsantrasyonu için üç tüp hazırlanmıĢtır. Doğrunun regresyon analizi 

yapılarak R
2
 değeri 0,9992 olarak (n=5) bulunmuĢtur.  

3.2. Deney Ortamı ve Düzeneği 

Spirulina biyokütle konsantrasyonu-optik yoğunluk standart eğrisi kullanılarak 

Spirulina biyokütle konsantrasyonu 0,12 g/L olacak Ģekilde ―Spirulina besi ortamı‖   

içeren kültür ortamlarına daha önceden belirtilen kültür Ģartlarına adapte edilen 

kültürden steril koĢullarda alınarak inokule edilmiĢtir. Deney için iklimlendirme 

dolabı 3 bölüme ayrılmıĢtır. Her bölüme aynı Ģekilde 3‘er adet kültür ortamı 

yerleĢtirilmiĢtir. 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddeti, 30 
o
C sıcaklık, 12 saat aydınlık 12 

saat karanlık fotoperiyodu sağlanarak inkübasyon baĢlatılmıĢtır. 24 saat aralıklarla 

gruplardaki kültürlerden steril koĢullar altında alınan örneklerin 670‘nm‘deki 

absorbans değerleri ölçülerek biyokütle yoğunlukları hesaplanmıĢtır. Kültürün yoğun 
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olduğu koĢullarda örnek seyreltilerek kültür konsantrasyonu hesaplanmıĢtır. 

Ġnkübasyonun 120. saatindeki biyokütle yoğunluklarının ölçümünden sonra         

Grup 1‘deki kültürlerin ıĢık Ģiddeti 40 μmol foton m
-2

 s
-1

‘de sabit bırakılırken, Grup 2 

ve Grup 3‘deki kültürlerin ıĢık Ģiddetleri sırasıyla, 60 μmol foton m
-2

 s
-1 

ve 120 μmol 

foton m
-2

 s
-1

 olacak Ģekilde arttırılmıĢtır. Ġnkübasyonun 164. saatinin sonunda üretim 

iĢlemi durdurulmuĢtur.  

Bu süre sonunda en yüksek biyokütle yoğunluğu (X max) 0,8092 ± 13X10
-4 

g/L ile 

120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde, en düĢük biyokütle yoğunluğu ise           

0,6486 ± 4X10
-4

 g/L ile 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde görülmüĢtür. 60 μmol 

foton m
-2

 s
-1 

ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde ise biyokütle yoğunluğu 

0,7011 ± 55X10
-4

 g/L
 
olarak bulunmuĢtur. Bu durum artan ıĢık Ģiddeti ile birlikte 

biyokütle yoğunluğunun da arttığını göstermektedir.  

3.3. Büyüme kinetiği 

Yirmi dört saat aralıklarla her gruptaki kültürler için hesaplanan biyokütle 

konsantrasyonu (g/L) değerleri kullanılarak kültürlerin büyüme eğrileri çizilmiĢtir 

(ġekil 3.1).  

 

ġekil 3.1. Ġnkübasyondan 120 saat sonra farklı ıĢık Ģiddetleriyle inkübe edilen S. 

platensis kültürlerinin zamana (saat) karĢı değiĢen biyokütle (g L
-1

) yoğunlukları 
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Büyüme eğrileri incelendiğinde daha önceden aynı ortam koĢullarına ve besiyerine 

adapte edilen taze kültürden inokulasyon yapıldığı için belirgin bir lag fazının 

olmadığı gözlenmiĢtir. Literatürdeki benzer çalıĢmalar da bu bulguyu 

doğrulamaktadır (Colla vd., 2007 ; Radmann vd., 2007).  

Ġnkübasyonun ilk 120 saatlik süreci sonunda, aynı sabit ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen 

gruplar için ayrı ayrı hesaplanan büyüme oranları µ (h
-1

) istatiksel açıdan anlamlı bir 

fark göstermemiĢtir (p>0,05) ve 0,01236 ± 7 X 10
-5

 olarak bulunmuĢtur. Ġnkübasyon 

sürecininin 120. saatinden sonra Grup 2‘ deki kültürlerin ıĢık Ģiddeti 60 μmol foton 

m
-2

 s
-1 ‘ye, Grup 3‘ deki kültürlerinki ise 120 μmol foton m

-2
 s

-1
 ‘ye yükseltilmiĢtir. 

Bu saatten sonra her grup için ayrı ayrı hesaplanan büyüme oranları istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark ortaya koymuĢtur (p<0,01). Bu değerler Tablo 3.1.‘de 

gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.1. Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin büyüme 

oranları (µ), prodüktiviteleri (mg gün
–1

) 

 

‘*’  kontrol ve diğer gruplar arasında istatistiksel olarak p < 0,05 düzeyinde farklılığı 

ve ‘**’ p < 0,01düzeyinde farklılığı ifade etmektedir. Grup 1: Sabit ıĢık Ģiddeti (40 

μmol foton m
-2

 s
-1

) Grup 2: 120.saat‘de ıĢık Ģiddeti 60 μmol foton m-2 
s

-1 
          

Grup 3: 120.saat‘de ıĢık Ģiddeti 120 μmol foton m
-2

 s
-1

  

Ġnkubasyonun 120.-144. saatleri arasında her bir grup için hesaplanan büyüme 

oranları karĢılaĢtırıldığında ıĢık Ģiddetindeki artıĢın en çok olduğu Grup 3‘deki 

kültürlerin en yüksek büyüme oranına, sabit ıĢık Ģiddeti altında inkübe edilen       

Grup 1‘deki kültürlerin ise en düĢük büyüme oranına sahip olduğu görülmüĢtür. 

Fotosentetik doyum seviyesine kadar artan ıĢık Ģiddetiyle doğru orantılı olarak 

 

Grup No 
Büyüme Oranı 

µ (h-1) 

Prodüktivite 

(mg gün-1) 

 

 
120-144 saat 144-168 saat 0-168 saat  

 

1 

 

0,003175±5×10-6 

 

0,00294±114×10-6 

 

0,0099±1×10-4 77,3561±0,0585 

2 0,00536±4×10-5** 0,00436±5×10-5** 0,0103±1×10-4* 

             

85,4195±0,80252** 

3 0,0132±6×10-6** 0,0038±7×10-5** 0,0112 ±2×10-4** 

        

100,81±0,1948** 
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büyüme oranlarının da arttığını ortaya koyan benzer çalıĢmalar bu sonucu destekler 

niteliktedir (Vonshak vd., 1982; Hihara vd., 2001; Danesi vd., 2004; Bhandari ve 

Sharma, 2006). 

Ġnkubasyonun 144-168. saatleri arasında hesaplanan büyüme oranları incelendiğinde 

tespit edilen değerlerin bir önceki zaman aralığında hesaplananlara göre kayda değer 

ölçüde azaldığı bulunmuĢtur. Bu sonuç Vonshak ve arkadaĢlarının (1982) yaptığı bir 

araĢtırmanın sonuçlarıyla da uyumludur. Bu araĢtırma kapsamında Vonshak ve 

arkadaĢları 0,40-1,0 g/L aralığındaki biyokütle yoğunluğuna sahip Spirulina 

kültürlerinde hücrelerin birbirleri üzerindeki gölgelendirme etkisinin fotosentetik 

potansiyelde bir azalmaya neden olduğunu ortaya koymuĢlardır. Fotosentetik 

potansiyeldeki bu azalma büyüme oranlarındaki azalmaya da yansımıĢtır. Diğer 

gruplarla karĢılaĢtırıldığında Grup 3‘deki kültürler için hesaplanan büyüme 

oranındaki daha fazla azalma; bu grupta bir önceki inkubasyon periyodunda ıĢık 

Ģiddetinin daha fazla artmasıyla görülen yüksek fotosentetik aktivitenin bir sonucu 

olarak besiyerinin içeriğinin daha fazla azalmasından kaynaklanabilir.  

Toplam 168 saatlik inkubasyon periyodu değerlendirildiğinde en yüksek biyokütle 

konsantrasyonu, büyüme oranı ve prodüktivite değerlerinin Grup 3‘deki kültür 

örneklerinde tespit edildiği görülmüĢtür. Bu sonuç uyguladığımız iki basamaklı 

kesikli kültür üretimi yöntemiyle daha yüksek prodüktiviteye sahip S. platensis 

kültürlerinin elde edilebileceğini göstermektedir. 

3.4. Biyokütle Analizi 

3.4.1. Total Karbonhidrat ve Protein Miktarları 

3.4.1.1. Total karbonhidrat miktarları 

0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4) ultrasonikasyon iĢlemi yoluyla elde edilen 

özütlerin içerdiği total karbonhidrat miktarı fenol sülfrik asit metoduna göre 

yapılmıĢtır. Total karbonhidrat miktarlarının hesaplanabilmesi için 0,1 M fosfat 

tamponunda (pH=7,4) farklı glukoz konsantrasyonları için 3 tekrarlı olarak bu 

metoda göre hazırlanan örnekler ile bu örneklerin 490 nm‘ de verdikleri absorbans 

değerleri arasındaki doğrusal iliĢki kullanılarak standart eğri çizilmiĢtir (R
2
=0,9989, 

n=4). Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen alg kültürlerinden bu metoda göre 
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hazırlanan örneklerin 490 nm‘de ölçülen absorbans değerleri kullanılarak standart 

eğriden karbonhidrat miktarları hesaplanmıĢtır. Deney 3 tekrarlı olarak yapılarak 

hesaplanan değerler ortalama ± standart hata olarak ifade edilmiĢtir. Her grup için 

elde edilen sonuçların istatistiksel olarak anlamlı derecede farklı olduğu     

görülmüĢtür (p < 0,01). Buna göre; 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe 

edilen alg örneklerinin içerdiği karbonhidrat miktarı 104,22 ± 2.65 mg/g iken           

60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde bu değer      

157,1 ± 3,5 mg/g, 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg 

örneklerinde ise 222,12 ± 6,61 mg/g olarak tespit edilmiĢtir. 

3.4.1.2. Total protein miktarları 

O,1 M fosfat tamponunda hazırlanmıĢ olan S. platensis özütlerinin protein 

miktarlarının ‗Hatree Lowry Protokolü‘ ile spektrofotometrik olarak 

hesaplanabilmesi için önce 0,1 M fosfat tamponunda hazırlanan farklı 

konsantrasyonlardaki BSA (Bovine Serum Albumin)‘ çözeltilerinin bu protokole 

göre belirlenen absorbansları kullanılarak ―protein yoğunluğu-absorbans‖ standart 

eğrisi çizilmiĢir. Doğrusal regresyon analizi sonucunda R
2
 = 0,9910 olarak 

bulunmuĢtur. Bu standart eğri yoluyla ―protein yoğunluğu-absorbans‖ doğrusal 

iliĢkisi kullanılarak hesaplanan total protein miktarları, her örnek için bulunan 

değerlerin ortalaması ± standart hata olarak ifade edilmiĢtir. Her gruptaki kültür 

örnekleri için elde edilen sonuçların istatistiksel olarak anlamlı derecede farklı 

olduğu görülmüĢtür (p < 0,01). Buna göre; 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde 

inkübe edilen alg örneklerinin içerdiği protein miktarı 641,25 ± 3,5 mg/g iken,         

60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde bu değer     

457,71 ± 5,3 mg/g, 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg 

örneklerinde ise 323,83 ± 1.84 mg/g olarak tespit edilmiĢtir.  

3.4.2. Total klorofil ve karotenoid miktarları 

40 μmol foton m
-2

 s
-1

, 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde 

inkübe edilen alg örneklerinden elde edilen metanol özütlerinin içerdiği klorofil-a 

miktarlarının Welburn‘a göre hesaplananan ortalama değerleri sırasıyla              

16,494 ± 4,09 mg/g, 16,085 ± 3,212 mg/g ve 15,81± 3,329 mg/g olarak bulunmuĢtur 

(p <0,05). 
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Total karotenoid miktarının tespit edilmesi için hazırlanan metanol özütlerinin      

475 nm‘deki absorbansı ölçülerek Zou ve Richmound‘a göre hesaplama yapılmıĢtır. 

Buna göre 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinin 

içerdiği total karotenoid miktarı 5,52 ± 3,019 mg/g iken 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık 

Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde bu değer 5,64 ± 4,012 mg/g, 120 μmol 

foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde ise 7,0092 ± 3,007 mg/g 

olarak tespit edilmiĢtir. Elde edilen değerler istatistiksel olarak anlamlı derecede 

farklı bulunmuĢtur (p < 0,01). 

3.4.3. Total Fikosiyanin Miktarları 

0,1 M fosfat tamponunda (pH=7) Patel ve arkadaĢlarına (2005) göre ultrasonikasyon 

yöntemiyle ekstrakte edilen 40 μmol foton m
-2

 s
-1

, 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol 

foton m-2 s-1 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin içerdiği total 

fikosiyanin miktarları sırasıyla 67,1 ± 2,1 mg/g, 266,4 ± 5,08 mg/g ve 224,15 ± 3,07 

mg/g olarak tespit edilmiĢtir. Bu değerler istatistiksel olarak anlamlı derecede 

farklıdır (p < 0,01). 

3.4.4. Total Fenolik BileĢik Miktarları 

Total fenolik bileĢik miktarlarının hesaplanabilmesi için standart bir fenolik bileĢik 

olan gallik asitin farklı konsantrasyonlarında 3 tekrarlı olarak bu metoda göre 

hazırlanan örnekler ile bu örneklerin 765 nm‘de verdikleri absorbans değerleri 

arasındaki doğrusal iliĢki kullanılarak çizilen standart eğrinin doğrusal regresyon 

analizi sonucu R
2
 değeri 0,9984 (n=4) olarak bulunmuĢtur. 

Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen alg örneklerinden elde edilen özütlerin bu 

metoda göre 765 nm‘de ölçülen absorbans değerleri kullanılarak standart eğriden 

fenolik madde miktarları hesaplanmıĢtır. Üç tekrarlı olarak yapılan deney sonucu 

hesaplanan değerler ―mg/g Gallik Asit EĢdeğeri=GAE‖ olarak ifade edilmiĢtir. Buna 

göre; 40 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinin içerdiği 

fenolik madde miktarı 6,32 ± 3,89 mg/g GAE iken 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık 

Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde bu değer 25,73 ± 3,16 mg/g GAE,          

120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinde ise              

49,83 ± 5,56 mg/g GAE olarak tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu değerler istatistiksel 

olarak anlamlı derecede farklı bulunmuĢtur (p < 0,01). 
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3.5. Malondialdehit (MDA) Miktarları 

40 μmol foton m
-2

 s
-1

 sabit ıĢık Ģiddeti altında inkübe edilen alglerde tespit edilen 

MDA miktarı 1,8375 ± 0,646 μmol MDA/g bulunmuĢtur. IĢık Ģiddetinin 60 μmol 

foton m
-2

 s
-1

‘e çıkarıldığı alg grubunda bu değer 3,5935 ± 1,756 μmol MDA/g iken 

120 μmol foton m-2 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alglerde ise bu değer 5,4565 ± 

3,619 μmol MDA/g ‘dır. Bu değerler birbirinden istatistiksel olarak anlamlı derecede 

farklıdır (p < 0,01).  

Üç grup halinde farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin 

biyokütle içerikleri ġekil 3.2.‘de gösterilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun 120. saatinde ıĢık Ģiddetinin sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve          

120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetine arttırıldığı Grup 2 ve Grup 3‘deki kültürlerin 

biyokütle içerikleri incelendiğinde, sabit ıĢık Ģiddeti (40 μmol foton m
-2

 s
-1

) altında 

inkübe edilen Grup 1‘deki kültürlere göre total karbonhidrat, karotenoid, fikosiyanin 

ve fenolik madde miktarlarında ciddi oranda artıĢların olduğu, total klorofil ve 

protein miktarlarında ise azalmaların olduğu dikkat çekmektedir. Bu durum ıĢık 

Ģiddetinin aniden arttırılmasıyla ortaya çıkan yüksek ıĢık Ģiddeti ve Nitrojen 

eksikliğinin muhtemel sonucu olarak görülmektedir.  

Nitrojen fikosiyanin gibi önemli hücresel birimlerin ve proteinleri oluĢturan amino 

asitlerin yapısında yer alır. Nitrojen eksikliğinin mavi yeĢil alglerde tüm karbonhidrat 

fraksiyonlarının sentezini uyardığı yapılan çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur (Fresnedo 

ve Serra, 1992; De Philippis ve Vincenzini, 1998).  

Olguin ve arkadaĢları (2001), yüksek ıĢık Ģiddeti ve Nitrojen eksikliğini, Spirulina 

sp. biyokütlesinin yüksek polisakkarit içeriğe sahip olmasına neden olan temel 

indükleyiciler olarak önermektedir.  

Tomaselli ve arkadaĢları (1997), yüksek ıĢık Ģiddeti altında çok daha fazla pigment 

birikiminin fotosentetik aktivitenin yüksek olmasına dolayısıyla da hücrelerin hızlıca 

karbonhidrat formunda fotosentetik olarak karbonu fikse etmesine neden olduğunu 

bildirmektedir. Daha önce yapılan çalıĢmalarda da daha yüksek ıĢık yoğunluğunun 

daha yüksek karbonhidrat ve daha düĢük protein miktarına neden olduğu 

gösterilmiĢtir (Konopka ve Schnur, 1980; Tadros vd., 1993). Tüm bu çalıĢmalar, 
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sabit ıĢık Ģiddeti (40 μmol foton m
-2

 s
-1

) altında inkübe edilen Grup 1‘deki kültürlere 

göre ıĢık Ģiddetinin sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık 

Ģiddetine arttırıldığı Grup 2 ve Grup 3‘deki kültürlerde daha fazla total karbonhidrat 

ve daha düĢük total protein miktarlarının tespit edilmesini desteklemektedir. 

 

ġekil 3.2. Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin biyokütle 

içerikleri 

‗*‘
 
 Kontrol grubu (40 μmol foton m

-2
 s

-1
 sabit ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen grup) ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak p<0,05 düzeyinde farklılığı ifade eder. 

‗**‘ Kontrol grubu (40 μmol foton m
-2

 s
-1

 sabit ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen grup) ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak p<0,01 düzeyinde farklılığı ifade eder. 

 

Fotosentetik hücrelerde fazla ıĢık emiliminden kaçınmaya karĢı olan korunma 

stratejisinin bir gereği olarak, yüksek ıĢık Ģiddetinin aksesuar pigment miktarında 

artıĢa neden olurken klorofil miktarında ise azalmaya neden olduğu yapılan 

çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur (Hihara vd., 2001; Orosa vd., 2001).  
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IĢık Ģiddetinin sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetine 

arttırıldığı Grup 2 ve Grup 3‘de bulunan kültürlerin biyokütle içerikleri, sabit ıĢık 

Ģiddeti altında (40 μmol foton m-2 s
-1

) inkübe edilen Grup 1‘deki kültürlerin 

biyokütleleri ile karĢılaĢtırıldığında klorofil miktarında azalma tespit edilmiĢtir. Bu 

azalma oranı ıĢık Ģiddetinin daha fazla arttırıldığı Grup 3‘deki kültürlerde daha 

fazladır. 

Hihara ve arkadaĢları (2001) düĢük ıĢık Ģiddetinden yüksek ıĢık Ģiddetine transfer 

edilen bir mavi-yeĢil alg türü olan Synechocyctis sp.‘in alıĢma sürecinde öncelikle 

ıĢık emilimi ve fotokimyasal reaksiyonlarda yer alan genlerin ifade edilme 

düzeylerinin azaldığını sonrasında ise daha yüksek hücre bölünmesini sağlayan 

genlerin ifadesinin arttığını göstermiĢtir. Bunun yanında aĢırı ıĢık enerjisinin 

emiliminden kaçınmak için klorofil miktarının azaltılmasının yüksek ıĢık Ģiddetinden 

korunmada etkili bir yöntem olarak baĢvurulduğu gösterilmiĢtir. Bir çok çalıĢma 

yüksek ıĢık Ģiddetinin klorofil miktarında azalmaya düĢük ıĢık Ģiddetinin ise klorofil 

miktarında artıĢa neden olduğunu göstermiĢtir (Tomaselli vd., 1997; Olguin vd., 

2001; Danesi vd., 2004; Garbayo vd., 2008). Stres koĢullarının da klorofil miktarında 

azalmaya neden olduğu ayrıca belirtilmiĢtir (Tomaselli vd., 1997; Garbayo vd., 

2008). 

Yoğun ıĢıklandırma yoluyla oluĢturulan oksidatif stresin alglerde karotenoidlerin 

birikimini indüklemede etkili olduğu yapılan çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur. Yüksek 

ıĢık altında oluĢan aĢırı fotooksidasyonun reaktif oksijen moleküllerinin oluĢumuna 

yol açtığı, bunun bir sonucu olarak da hücreleri oksidatif zarardan korumak için 

antioksidan karotenoidlerin biriktiği ifade edilmiĢtir. (Lers vd., 1990; Hirschberg vd., 

1997; Orset ve Young, 1999; Boussiba, 2000; Orosa vd., 2001; Bohne ve Linden, 

2002;  Del Campo vd., 2007).  

Yapılan çalıĢmalarda ROT‘nin belirli transkripsiyon faktörlerinin ve sinyal 

transdüksiyon moleküllerinin ifade edilebilmesi için ikincil bir mesajcı olarak görev 

yaptığı gösterilmiĢtir (Martindale ve Holbrook, 2002). Tuz stresi, sıcaklık stresi, ağır 

metal stresi gibi diğer stres koĢullarında da ROT‘nin arttığı bildirilmektedir 

(Boussiba, 2000; Nikookar vd., 2005; Sabatini vd., 2009). 

Yapılan çalıĢmalar mikroalg türlerinden Dunaliella sp‘in yüksek miktarda β-karoten 
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sentezinde tuz stresi, besin sınırlaması yanında yüksek ıĢık Ģiddetine ihtiyaç 

duyduğunu göstermiĢtir. Bu durum karoten sentezinde ilgili genlerin ifadesinin ROT 

tarafından indüklenmesi ile açıklanmıĢtır (Ye vd., 2008). 

Birçok çalıĢma yüksek ıĢık Ģiddeti, azot eksikliği gibi çevresel stres faktörleri altında 

mikroalg türlerinde ksantofil biriktirildiğini ortaya koymaktadır. Ksantofil oluĢma 

oranını etkileyen çevresel koĢullar arasında en önemli olanlarının ısı ve ıĢık olduğu 

ifade edilmiĢtir (Del Campo vd., 2000; Eonsen vd., 2003).  

Ma ve Chen‘in yaptığı bir çalıĢmada (2001) kimyasal yolla ROT oluĢumu sağlanarak 

oluĢturulan oksidatif stresin bir mikroalg türü olan Chlorococcum zofingiensis‘in 

astaksantin üretimindeki rolü araĢtırılmıĢtır. Kültüre eklenen 0,1 mM hidrojen 

peroksitin kontrol grubuna göre sekonder karotenoid türlerinden biri olan astaksantin 

üretimini önemli oranda arttırdığı bulunmuĢtur. Astaksantinin primer karotenoidler 

gibi fotosentetik birimde uyarılmıĢ klorofilin fotokimyasal olarak yatıĢtırılmasında 

görev almaktan ziyade oksidatif hasarın önlenmesinde koruyucu olarak iĢlev gördüğü 

bildirilmektedir.  

Her üç grupta bulunan kültürleri total karotenoid ve total fikosiyanin miktarları 

açısından karĢılaĢtırdığımızda bu kültürlerden ıĢık Ģiddetinin aniden arttırıldığı     

Grup 2 ve Grup 3‘deki kültürlerde Grup 1‘deki kültürlere göre total fikosiyanin ve 

total karotenoid miktarlarında önemli ölçüde artıĢların olduğu gözlenmiĢtir. Bu 

durum fazla ıĢık Ģiddetinin zararlı etkilerinden korunmak için S. platensis 

kültürlerinde aksesuar pigment artıĢının beklenen sonucudur. Total karotenoid 

miktarındaki bu artıĢın, ıĢık Ģiddetinin 60 μmol foton m-2 s
-1

‘a arttırıldığı Grup 2‘ye 

göre ıĢık Ģiddetinin120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘a arttırıldığı Grup 3‘deki kültürlerde daha 

fazla olduğu tespit edilmiĢtir. Total fikosiyanin miktarları karĢılaĢtırıldığında ise tam 

tersi bir durum söz konusudur. IĢık Ģiddetinin120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘a arttırıldığı 

Grup 3‘deki kültürlerde, ıĢık Ģiddetinin 60 μmol foton m
-2

 s-1‘a arttırıldığı             

Grup 2‘deki kültürlere göre total fikosiyanin miktarı daha az artmıĢtır. 

Daha fazla oranda artan ıĢık Ģiddeti fotosentetik aktiviteyi daha da arttırarak 

besiyerinde nitrojen eksikliğine bunu takiben de nitrojen reservi olarak iĢlev gören 

fikosiyaninin yıkımına neden olmuĢ olabilir. Bu durum, büyüme sürecindeki nitrojen 

eksikliğinin pigmet kompozisyonunu etkileyerek fikosiyanin miktarında azalmaya, 
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karotenoid miktarında ise artmaya neden olduğunu ortaya koyan çalıĢmaları 

destekler niteliktedir (Loura vd., 1987; Bhandari ve Sharma, 2006). 

Lipit peroksidasyonunun son ürünü olan malondialdehit (MDA) oksidatif stresin 

indikatörü olarak kabul görmektedir. Sabit ıĢık Ģiddeti (40 μmol foton m-2 s-1) altında 

inkübe edilen Grup 1‘deki kültürlere göre ıĢık Ģiddetinin sırasıyla                             

60 μmol foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetine arttırıldığı Grup 2 ve 

Grup 3‘deki kültürlerde ıĢık Ģiddetindeki artıĢa paralel olarak daha fazla MDA 

miktarı tespit edilmiĢtir. Literatürde oksidatif stres altındaki hücrelerde MDA 

miktarının anlamlı derecede arttığını belirten birçok çalıĢma mevcuttur (Hodges vd., 

1999; Malanga ve Puntarulo, 2006; Choudhary vd., 2007).  

IĢık Ģiddetinin aniden arttırılmasıyla MDA miktarının da istatistiksel açıdan anlamlı 

bir oranda (p <0,01) arttığı bulgusu ve yüksek ıĢık stresi altındaki hücrelerde yüksek 

karbonhidrat, düĢük protein miktarının saptanması ıĢık Ģiddetinin aniden 

arttırılmasının S. platensis kültüründe bir strese neden olduğunu ortaya koymuĢtur. 

Bitkilerde stres koĢullarında sekonder metabolit olarak sentezlenen fenolik bileĢikler 

bugün farmasötik biyoteknoloji kapsamında en çok ilgi çeken biyoaktif moleküllerin 

baĢında gelmektedir (Martins vd., 2011). Bugüne kadar S. platensis ‘in antioksidan 

aktivitesi üzerine yapılan çalıĢmalar genellikle karotenoid, klorofil ve fikosiyanin 

üzerine odaklanmıĢtır (Miranda vd., 1998; Gonzalez vd., 1999; Estrada vd., 2001; 

Wu vd., 2005; Gershwin ve Belay, 2008).  

Mikroalglerde fenolik bileĢikler Ģu ana kadar düĢük miktarlarda tespit edildiği için 

fazla ilgi çekmemiĢtir. Ġleri yapılı bitkilerde fenolik bileĢikler ile antioksidan aktivite 

arasında pozitif korelasyon tespit edilirken mikroalglerde bu konuyla ilgili yeterli 

çalıĢma bulunmamaktadır (Evans vd., 1997).  

Onofrejova ve arkadaĢları (2010) mavi yeĢil alglerde 3,6 µg g
-1 

fenolik madde tespit 

etmiĢler ve fenolik maddelerin maviyeĢil alglerde düĢük miktarda sentezlendiğini 

ifade etmiĢlerdir. Hajimahmoodi ve arkadaĢlarının (2010) yaptığı çalıĢmada 12 adet 

topraktan izole edilen mikroalg türlerinde total fenolik madde miktarı                   

0,00 ile 19,15 ± 0,04 mg GAE g
-1

 arasında bulunmuĢtur. Li ve arkadaĢları (2007)     

ise 23 mikroalg türünün farklı fraksiyonlarının total fenolik madde miktarlarını 

incelemiĢler ve 0,01-39,87 ± 1,92 mg GAE g 
-1

 arasında çeĢitlililik gösteren fenolik 
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madde miktarları tespit etmiĢleridir. Colla ve arkadaĢları (2007) farklı sıcaklık ve 

nitrojen uygulamalarının bir sonucu olarak S. platensis biyokütlesinin total fenolik 

madde içeriğini 2,42 ± 0,21 mg GAE g
-1 

ile 4,99 ± 0,29 mg GAE g
-1

arasında değiĢen 

değerlerde bulmuĢlardır. Bu çalıĢmada ise sabit ıĢık Ģiddeti (40 μmol foton m-2 s-1) 

altında inkübe edilen Grup 1 deki kültürlere göre ıĢık Ģiddetinin sırasıyla 60 μmol 

foton m
-2

 s
-1

 ve 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetine arttırıldığı Grup 2 ve Grup 

3‘deki kültürlerde total fenolik madde miktarının da artan ıĢık Ģiddetiyle birlikte 

anlamlı oranda (p <0,01) arttığı bulunmuĢtur. Kontrol grubuna göre, ıĢık Ģiddetinin 

60 μmol foton m
-2

 s
-1

‘ye arttırıldığı
 
Grup 2‘deki kültürlerde fenolik madde miktarı 

4,071 kat artarken ıĢık Ģiddetinin 120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘ye arttırıldığı
 
Grup 3‘deki 

kültürlerde bu artıĢ 7,88 kat olarak bulunmuĢtur.  

3.6. In vitro Antioksidan Aktivite Testleri 

3.6.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Temizleme Deneyi  

Öncelikle bu test yöntemi ile spektrofotometrik olarak ―% DPPH Ġnhibisyonu-

antioksidan konsantrasyonu‖ değerlerinin bulunabilmesinde kalibrasyon amacıyla 

BHT çözeltisinin farklı konsantrasyonlarının bu metoda göre tespit edilen 

absorbansları kullanılarak standart eğri çizilmiĢtir. Eğrinin regresyon analizi 

yapılarak 5 değer için R 
2 

= 0,9925 olarak bulunmuĢtur.  

Farklı ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alg örneklerinden elde edilen metanol özütlerinin 

her birinin 5 farklı konsantrasyonu için bu metot 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Her 

metanol özütünün, % 50 DPPH inhibisyonu sağlayan konsantrasyonu olan ―IC50 

değeri‖ hesaplanmıĢtır. 40 μmol foton m
-2

 s
-1

, 60 μmol foton m
-2

 s
-1

, 120 μmol foton 

m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alglerin metanol özütlerinin ― IC50 değerleri‖ 

sırasıyla 101,34  ± 0,65µg/ml, 49,05  ± 2,99 µg/ml, 26,90  ± 1,33 µg/ml olarak tespit 

edilmiĢtir. 

3.6.2. ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesi 

Farklı ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin ABTS radikalini inhibe 

etme yüzdesinin bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için 

―Trolox Konsantrasyonu (µM)- % ABTS Ġnhibisyonu‖ standart eğrisi 

çizilmiĢtir.(R
2
= 0,9909, n=4). Bu eğriye göre; 40 μmol foton m

-2
 s

-1
, 60 μmol foton 
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m
-2

 s
-1

, 120 μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alglerin metanol 

özütlerinin sırasıyla 31,41 ± 3,27 µmol/g, 48,20  ± 0,58 µmol/g ve 54,16 ± 1,16 

µmol/g Troloxa eĢdeğer olduğu bulunmuĢtur. 

3.6.3. Ġndirgeme Gücü Tayini 

Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin indirgeme gücü 

tayininin bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi için ―Askorbik 

Asit Konsantrasyonu (mM)-700 nm‘deki absorbans‖ standart eğrisi çizilmiĢtir. (R 
2
= 

0,9984, n=4). 700 nm‘de artan absorbans demir indirgeme gücünün arttığını 

göstermektedir. Bu eğriye göre; 40 μmol foton m
-2

 s
-1

, 60 μmol foton m
-2

 s
-1

, 120 

μmol foton m
-2

 s
-1

 ıĢık Ģiddetinde inkübe edilen alglerin sırasıyla 25,63 ± 0,35 µM/g, 

28,61 ± 1,46 µM/g ve 35,57 µM/g ± 1,03 Askorbik Asite eĢdeğerde (AAE) 

indirgeyici gücünün olduğu bulunmuĢtur.  

Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin metanol özütlerinin 

in vitro antioksidan aktiviteleri Tablo 3.2.‘de gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.2. Farklı ıĢık Ģiddetlerinde inkübe edilen S. platensis kültürlerinin metanol 

özütlerinin in vitro antioksidan aktiviteleri 

 

Kültürlerin 

Grup 

Numarası 

 

DPPH 

Temizleme 

Deneyi 

 

IC50 (µg /ml) 

 

ABTS Radikal Katyon 

Temizleme Aktivitesi 

(µmol Trolox g 
-1

) 

 

 

Demir 

Ġndirgeme Gücü 

Tayini 

 

 (µM AAE g 
-1

) 

1 101,34 ± 0,65 31,41 ± 3,27 25,63 ± 0,35 

2 49,05 ± 2,99
** 

48,20 ± 0,58
* 

28,61 ± 1,46
* 

3 26,90 ± 1,33
** 

54,16 ± 1,16
*
 35,57 ± 1,03

*
 

 

‗*‘ Kontrol grubu (Grup 1) ile karĢılaĢtırıldığında  istatistiksel olarak (p < 0,05) 

düzeyinde farklılığı belirtir. 

‗**‘ Kontrol grubu (Grup 1) ile karĢılaĢtırıldığında  istatistiksel olarak p < 0,01 

düzeyinde farklılığı ifade eder. 

Grup 1: Sabit ıĢık Ģiddeti (40 μmol foton m
-2

 s
-1

) altında inkübe edilen kültürler 

Grup 2:Ġnkübasyonun 120.saatinde ıĢık Ģiddetinin 60 μmol foton m
-2

 s
-1

‘e arttırıldığı 

kültürler Grup 3: Ġnkübasyonun 120.saatinde ıĢık Ģiddetinin 120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘e 

arttırıldığı kültürler 
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3.7. Fenolik madde miktarı ile diğer parametrelerin korelasyonunun 

araĢtırılması 

Fenolik madde miktarı ile araĢtırma kapsamında incelenen diğer parametreler (DPPH 

Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Ġndirgeme Gücü Tayini, ABTS Radikal Katyon 

Temizleme Aktivitesi, total karbonhidrat, total protein, total karotenoid, total klorofil 

ve total fikosiyanin miktarları) arasındaki iliĢki Pearson korelasyon katsayısı ve 

regresyon analizi kullanılarak incelenmiĢ ve Tablo 3.3.‘de gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.3. Fenolik madde miktarı ile araĢtırma kapsamında incelenen diğer 

parametreler arasındaki iliĢkinin Pearson korelasyon katsayıları ve p değerleri  

   Pearson korelasyon katsayısı 

R
2
 

p değeri 

MDA miktarı 0,987 0,000 

Total protein miktarı   0,977* 0,000 

Total karbonhidrat miktarı 0,967 0,000 

Total klorofil miktarı    0,749* 0,000 

Total karotenoid miktarı 0,915 0,000 

Total fikosiyanin miktarı 0,694 0,000 

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi 0,942 0,001 

ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi 0,920 0,002 

Demir Ġndirgeme Gücü  0,942 0,038 

 
‗ *‘ Negatif korelasyon belirtir. 

 Fenolik madde miktarı ile total karbonhidrat miktarı, karotenoid miktarı, MDA 

miktarı arasında iyi derecedeki pozitif korelasyon ile total protein ve klorofil 

miktarları arasındaki negatif yöndeki korelasyon fenolik madde üretimiyle bu 

parametrelerin iliĢkisine de ıĢık tutmaktadır.  

Mikroalglerde fenolik madde üretimiyle ilgili bilgiler çok kısıtlıdır. Bu veriler 

doğrultusunda S. platensis‘de MDA miktarındaki, total karbonhidrat, karotenoid 

miktarındaki artıĢlar ile total protein ve klorofil miktarlarındaki azalmalara neden 

olan fizyolojik koĢulların fenolik bileĢiklerin sentezini indüklediği kanısına 

varılabilir. 

S. platensis kültürlerinin fenolik madde miktarları ve antioksidan aktiviteleri 

arasındaki korelasyon incelendiğinde, her üç antioksidan aktivite testi için de pozitif 

yönde yüksek Pearson korelasyon katsayısı tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar fenolik 
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maddelerin S. platensis’in antioksidan aktivitesine önemli oranda katkı sağlayan 

bileĢenler olduğunu göstermektedir.  

Literatürde mikroalglerin antioksidan aktiviteleri ile fenolik madde içeriklerinin 

iliĢkisi ile ilgili sınırlı sayıda bilgi mevcuttur. Yakın zamanda Hajimahmoodi ve 

arkadaĢları (2010) topraktan izole ettikleri 12 adet mikroalg türünün içerdiği fenolik 

madde miktarını ve antioksidan aktivitesini araĢtırmıĢlardır. Bu araĢtırıcılar, 

mikroalglerde fenolik madde içeriğiyle antioksidan aktivite arasında pozitif 

korelasyon tespit etmiĢlerdir. Bununla birlikte, Li ve arkadaĢlarının (2007) yaptığı 

çalıĢmada fenolik madde içeriği ile antioksidan aktivite arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir korelasyon bulunamamıĢtır.  

Yapılan bu çalıĢmada Hajimahmoodi ve arkadaĢlarının bildirdiği sonuçlar 

desteklenmektedir. Bu sonuçların aksine fenolik madde miktarıyla antioksidan 

aktivite arasında korelasyon olmadığını bildiren çalıĢmalarda araĢtırılan mikroalg 

türlerinin laboratuar Ģartlarında herhangi bir strese maruz kalmadan optimum 

koĢullarda yetiĢtirilen türler olması düĢük fenolik bileĢik miktarına sahip olmalarının 

ve fenolik madde içerikleriyle antioksidan aktiviteleri arasında bir korelasyon 

bulunamamasının nedenidir. Çünkü birçok biyoaktiviteye sahip sekonder 

metabolitler olan fenolik bileĢiklerin miktarı, biyotik ve abiyotik stres koĢullarında 

stresten korunmak için artmaktadır (Grace ve Logan, 2000; Hajimahmoodi vd., 

2010).  

Mikroalgler, evrimsel olarak ilk fotootrofik canlılardan olduğu için yüksek bitkilerde 

fenolik madde üreten aynı temel biyokimyasal yollara sahiptirler (Duval vd., 2000). 

Klejdus ve arkadaĢları (2009) tarafından S. platensis‘i de içeren bazı Cyanophytha 

suĢlarında basit fenolik bileĢikler incelenmiĢtir.  

Bu çalıĢma kapsamında S. platensis ve Spongiosachloris spongiosa‘da düĢük 

miktarda benzoik asit ve sinnamik asit türevleri ile hidroksil benzaldehidler 

tanımlanmıĢtır. Bu fenolik bileĢikler, fotosentetik organizmalardaki diğer biyoaktif 

fenoliklerin sentezinde önemli öncül fenoller olarak bilinmektedir (Taiz ve Zeiger, 

2008). 

Fenilalaninden sinnamik asit biyosentezini kontrol eden ―Fenilalanin amonyum liyaz 

(PAL)‖ ilk defa Cyanophytha‘da bulunmuĢtur (Moffitt vd., 2007). Bu enzim, fenolik 
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bileĢikleri sentezleyen fenilpropanoit yolağında öncül olarak görev almaktadır (Taiz 

ve Zeiger, 2008).  

Abd El-Baky ve arkadaĢları (2009) ise L-fenilalanin takviye edilen besiyerinde 

üretilen S. platensis kültürlerinin daha fazla fenolik bileĢik içeriğine sahip olduklarını 

bildirmiĢlerdir. Bununla birlikte, Spirulina‘da fenolik bileĢiklerin oluĢumuyla ilgili 

metabolik yollar henüz tam olarak bilinmemektedir (Colla vd., 2007). 

Fenolik maddelerin sentezindeki ilk basamaklar, fenilpropanoit yolu aracılığıyla 

karbon akıĢını içermektedir. Grace ve Logan (2000) stres koĢullarında fenolik 

bileĢiklerin biyosentezinin fotokimyasal enerjinin yayılması için alternatif bir yol 

olabileceğini ifade etmektedir. Ayrıca fenolik bileĢiklerin sentezinin yüksek ıĢık 

koĢullarında, fotokimyasal indirgeyici gücü harcamak suretiyle alternatif karbon 

gideri olarak iĢlev görerek ek bir fotokoruma sağladığını ortaya koymuĢlardır. Elde 

ettiğimiz sonuçlar bu görüĢü desteklemektedir. 

Farmasötik biyoteknolojideki temel araĢtırma alanlarından biri de doğal 

kaynaklardan yeni biyoaktif moleküllerin araĢtırılması ve izole edilmesidir. Bu 

yüzden de bitkisel farmasötiklerinin araĢtırılması ve uygulamalarının yapılması 

bugün farmasötik ve nutrasötik gıda endüstrisinde büyük ilgi uyandırmaktadır. 

Bununla birlikte, bitkilerden elde edilen farmasötiklerle ilgili olarak GMP (Ġyi 

Üretim Uygulamaları) kurallarının arazide yetiĢtirilen bitkiler için tam anlamıyla 

adapte edilememesi, pestisit veya diğer çevresel kirleticilerin kalıntılarının kalması 

ihtimali gibi bazı kaygılar bu alandaki ilgiyi yüksek bitkiler yerine mikroalglere 

yönlendirmiĢtir (Ma vd., 2005).  

Bioreaktörlerde herhangi bir çevresel kirletici içermeyen, kontrol edilebilen 

besiyerlerinde endüstriyel ölçekte kolayca üretimi yapılabilen mikroalglerin bitkilere 

göre olan bu avantajları onları daha ilgi çekici kılmaktadır (Li vd., 2007).  

Mikroalgler arasında S. platensis içerdiği birçok antioksidanın yanında, yüksek 

protein içeriği, yüksek büyüme oranı, toksin üretmemesi gibi özelliklerinden dolayı 

yaygın olarak endüstriyel ölçekte üretimi yapılabilen bir mikroalgdir. 

“S. platensis kültüründe ıĢık Ģiddetinin inkübasyon sürecinin logaritmik fazında 

aniden arttırılmasıyla yüksek ıĢık stresi oluĢumuna bağlı olarak antioksidan özellikli 
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biyoaktif moleküllerin sentezinin artacağı‖ hipotezinden yola çıkarak yürütülen bu 

çalıĢmada elde edilen veriler bu hipotezi doğrular niteliktedir. 

Daha önce ayrıntılı bir Ģekilde açıklandığı gibi ıĢık Ģiddetinin aniden arttırılmasıyla 

MDA miktarının da istatistiksel açıdan anlamlı bir oranda (p <0,01 ) arttığı bulgusu 

ve yüksek ıĢık stresi altındaki hücrelerde yüksek karbonhidrat, düĢük protein 

miktarının saptanması ıĢık Ģiddetinin aniden arttırılmasının S. platensis kültüründe 

bir strese neden olduğunu ortaya koymuĢtur.  

Bu stres neticesinde alg kültürlerinde fikosiyanin ve karotenoid miktarlarındaki 

artıĢın yanında önemli sekonder metabolitler arasında yer alan fenolik madde 

miktarının da çok ciddi oranda arttığı bulunmuĢtur. Yapılan in vitro antioksidan 

aktivite testleri neticesinde fenolik madde miktarındaki bu artıĢa paralel olarak ıĢığın 

aniden arttırıldığı alg kültürlerinde ıĢık Ģiddetiyle orantılı olarak antioksidan 

aktivitenin de önemli oranda arttığı tespit edilmiĢtir. 

In vitro antioksidan aktivite testleri ile kontrol grubuna göre daha yüksek antioksidan 

aktiviteye ve daha fazla miktarda fenolik madde, karotenoid ve fikosiyanin miktarına 

sahip olduğu tespit edilen Grup 3‘deki S. platensis kültürlerinin in vivo’daki 

antioksidan aktivitesi ratlarda CCl4 ile indüklenmiĢ akut karaciğer hasar modeli 

oluĢturulması yoluyla ıĢık mikroskobik ve elektron mikroskobik düzeyde 

değerlendirilmiĢtir. 

3.8. IĢık Mikroskobu Bulguları 

Negatif kontrol grubuna (Grup 1) ait karaciğer kesitleri histolojik olarak 

incelendiğinde normal parankimal yapı gözlenmiĢtir. Parankimayı oluĢturan hücreler 

(hepatositler) santral ven etrafında baĢlayıp lobülün periferine ve portal alanlara 

doğru ıĢınsal olarak uzanan kordonlar oluĢturmuĢtur (ġekil 3.3.).  
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ġekil 3.3. Negatif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 1) elde edilen karaciğerin ıĢık 

mikroskobik görünümü (4 X 10).SV: Sentral Ven  

Bir ya da iki hücre geniĢliğindeki bu hücre kordonları arasında hepatik sinüzoidler 

olarak bilinen kan damarları görülmüĢtür. Nükleusları geniĢ, yuvarlak ve düzgün 

yüzeyli olan hepatositlerin nükleus sayıları genelde bir olup yer yer çift nükleoluslu 

hücrelere de rastlanmıĢtır. 

 Ġyi korunmuĢ hepatosit kordonları ve sinüsoidal aralıkları içeren normal parankimal 

yapı görülmüĢtür. Hepatositlerin çekirdekleri belirgin, sitoplazmaları iyi korunmuĢtur 

(ġekil 3.4.). 
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ġekil 3.4. Negatif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 1) elde edilen karaciğerin ıĢık 

mikroskobik görünümü (10X10). H: Hepatosit HK:i Hepatosit Kordonları                   

S: Sinusoid  SV: Sentral Ven  

Sadece CCl4 verilerek akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol grubundaki 

(Grup 2) ratların karaciğer örneklerinden hazırlanan preparatlarda yaygın karaciğer 

hasarı gözlenmiĢtir.  

Lenfositik infiltrasyonun eĢlik ettiği yaygın sentilobüler nekroz, sinusoidlerde 

dilatasyon ve karaciğer parankimal yapısında düzensizlik görülmüĢtür (ġekil 3.5., 

ġekil 3.6.). 

 

SV 

H 
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ġekil 3.5. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karaciğerin ıĢık 

mikroskobik görünümü (4X10) LI: Lenfositik infiltrasyon SV: Sentral Ven             

S: Sinusoid 

 

 

ġekil 3.6. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karaciğerin ıĢık 

mikroskobik görünümü (10X10) LI: Lenfositik infiltrasyon SV: Sentral Ven           

S: Sinusoid 

Yoğun lenfositik infiltrasyon bölgeleri (LI), balonlaĢma Ģeklinde görülen hepatosit 

dejenerasyonu (oklar), sinusoidlerde dilatasyon izlenmiĢtir. 

SV 

SV 
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Hepatositlerde balonlaĢma Ģeklinde görülen hidropik dejenerasyon (stoplazmik 

vakuolizasyon) ve mikrovesiküler steatosis Ģeklinde yağlanma dejenerasyonu tespit 

edilmiĢtir (ġekil 3.7.).  

 

ġekil 3.7. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karaciğerin ıĢık 

mikroskobik görünümü (40X10) B: BalonlaĢma dejenerasyonu, LI: Lenfositik 

Infiltrasyon, S: Sinusoid 

Hepatositlerde balonlaĢma dejenerasyonu (B) ve mikrovesiküler steatosis Ģeklindeki 

yağlanma dejenerasyonu (oklar) net bir Ģekilde görülmüĢtür. Dejenere hepatositlerin 

arasındaki lenfositik infiltrasyon bölgeleri dikkat çekicidir. 

CCl4 verilerek akut karaciğer hasarı oluĢturulmadan önce bir ay boyunca sabit ıĢık 

Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis biyokütlesi verilen Grup 3‘deki ratların 

karaciğer örnekleri histolojik olarak incelendiğinde Grup 2‘ye göre daha az nekrotik 

alan göze çarpmakla birlikte yine vakuolizasyon ve mikrovesiküler steatosis Ģeklinde 

hepatosit dejenerasyonu gözlenmiĢtir (ġekil 3.8., ġekil 3.9.).  

 

SV 
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ġekil 3.8. Bir ay boyunca sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karaciğerin ıĢık mikroskobik görünümü 

(20X10) B:BalonlaĢma dejenerasyonu S: Sinusoid SV: Sentral Ven LI: Lenfositik 

Infiltrasyon  

Parankimal yapıyı oluĢturan hepatik kordlarda yer yer balonlaĢma Ģeklinde hidropik 

dejenerasyon ve lenfositik infiltrasyon bölgeleri gözlenmiĢtir  

 

ġekil 3.9. Bir ay boyunca sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karaciğerin ıĢık mikroskobik görünümü 

(40X10) S: Sinusoid   

Hepatosit kordonlarını oluĢturan hepatositler arasında kopmalar (beyaz ok) ve 

mikrovesiküler steatosis Ģeklindeki hepatosit dejenerasyonları (siyah ok) 

görülmüĢtür. 

SV 

SV 
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Ayrıca santral ven etrafında baĢlayıp lobülün periferine ve portal alanlara doğru 

ıĢınsal olarak uzanan kordonları oluĢturan hepatositler arasında yer yer kopmalar ve 

sinusoidlerde dilatasyon görülmüĢtür (ġekil 3.10.).  

 

ġekil 3.10. Bir ay boyunca sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis 

biyokütlesi verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karaciğerin ıĢık mikroskobik 

görünümü (40X10) B: BalonlaĢma dejenerasyonu S: Sinusoid 

Santral ven etrafında baĢlayıp lobülün periferine ve portal alanlara doğru ıĢınsal 

olarak uzanan kordonları oluĢturan hepatositler arasında yer yer kopmalar (oklar) ve 

balonlaĢma dejenerasyonu (B) ile sinusoidlerde dilatasyon görülmüĢtür. 

 

SV 



 82 

CCl4 verilerek akut karaciğer hasarı oluĢturulmadan önce bir ay boyunca antioksidan 

içeriği arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi verilen Grup 4‘deki ratlarda ise yine 

sinusoidlerde dilatasyon gözlenmiĢtir (ġekil 3.11.).  

 

ġekil 3.11. Bir ay boyunca antioksidan içeriği arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen ratlardan (Grup 4) elde edilen karaciğerin ıĢık mikroskobik görünümü           

(4 X10) S: Sinusoid SV: Sentral Ven 

Santral ven etrafında baĢlayıp lobülün periferine ve portal alanlara doğru ıĢınsal 

olarak uzanan hepatosit kordonları ve sinusoidlerde dilatasyon görülmüĢtür. 

Parankimayı oluĢturan kordonlarda çoğunlukla yağlanma dejenerasyonu gösteren 

hepatositler (siyah oklar) yer alırken normal görünümlü hepatositler (kırmızı oklar) 

de izlenmiĢtir. 

 

 

SV 
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Akut karaciğer hasarı oluĢturulmadan önce bir ay süresince antioksidan içeriği 

arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi verilen Grup 4‘deki ratlardan elde edilen karaciğer 

doku örneklerinden hazırlanan preparatlar incelendiğinde daha çok mikrovesikular 

steatosis Ģeklinde bir hepatosit hasarının olduğu tespit edilmiĢtir. BalonlaĢma 

dejenerayonuna uğramıĢ hepatositlere rastlanmamıĢtır (ġekil 3.12.). 

 

ġekil 3.12. Bir ay boyunca antioksidan içeriği arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen ratlardan (Grup 4) elde edilen karaciğerin ıĢık mikroskobik görünümü        

(40 X10) S: Sinusoid 

Düzenli kordonlar oluĢturan hepatositlerde mikrovesiküler steatosis Ģeklinde (oklar) 

yağlanma dejenerasyonu gözlenmiĢtir. 

 

SV 
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3.9. Elektron Mikroskobu Bulguları 

Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratlara ait karaciğer örneklerinin elektron 

mikroskobik incelenmesi sonucunda hepatositlerin poligonal Ģekilde, nükleuslarının 

ise yuvarlak ve düz yüzeyli olduğu ve belirgin bir ya da iki tane nükleolus içerdikleri 

görülmüĢtür. Hepatositlerin sitoplazmalarında ise bol miktarda mitokondrilere 

rastlanmıĢtır. Nükleusa yakın yerleĢimli granüllü endoplazmik retikulumun (GER) ve 

glikojen granüllerinin normal bir dağılım gösterdiği gözlenmiĢtir. Yüksek 

büyütmelerde yapılan incelemelerde ise nükleusun çift membran yapısının net, GER 

üzerindeki ribozomların yerleĢimlerinin normal olduğu görülmüĢtür (ġekil 3.13.).  

 

ġekil 3.13. Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratların karaciğer örneklerinden 

hazırlanan elektromigrograf (X15000) GER: Granüllü Endoplazmik Retikulum GL: 

Glikojen Granülleri Ç: Çekirdek ÇZ: Çekirdek Zarı MĠT: Mitokondri 

Hepatositlerin çekirdeklerinin yuvarlak ve düzgün olduğu, sitoplazmalarında ise bol 

miktarda mitokondrilerin yer aldığı izlenmiĢtir. Nükleusa yakın yerleĢimli granüllü 

endoplazmik retikulumun (GER) ve glikojen granüllerinin dağılımının normal 

olduğu görülmüĢtür. Çift membran yapısıdaki çekirdek zarının net, GER üzerindeki 

ribozomların yerleĢimlerinin de normal olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Hepatositlerin birbiriyle olan komĢu yüzeylerinde ise hücre membran bütünlüğünün 

ve hücreler arası bağlantılar ile de normal karaciğer yapı bütünlüğünün korunduğu 

belirlenmiĢtir (ġekil 3.14.).  

 

ġekil 3.14. Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratların karaciğer örneklerinden 

hazırlanan elektromigrograf (X25000) GER: Granüllü Endoplazmik Retikulum GL: 

Glikojen Granülleri Ç: Çekirdek ÇZ: Çekirdek Zarı MĠT: Mitokondri 

Hepatositlerin birbiriyle olan komĢu yüzeylerinde hücre membran bütünlüğünün, 

mikrovillusların yapı bütünlüğünün korunduğu görülmektedir.  
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Sadece CCl4 uygulanarak akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol 

grubundaki (Grup 2‘deki) ratların karaciğerlerinden elde edilen elektron 

mikrograflarında göze çarpan ilk bulgu hepatosit sitoplazmalarındaki yoğun nekrotik 

alanların varlığı olmuĢtur. Nükleusun düzgün yüzeyini kaybettiği ve yer yer nükleus 

zarında geniĢlemelerin olduğu görülmüĢtür. Sitoplazmada çok sayıda vakuol ve lipit 

damlacıklarının mevcut olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 3.15.) 

 

ġekil 3.15. CCl4 ile akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol grubuna       

(Grup 2) ait ratların karaciğer örneklerinden hazırlanan elektromikrograf (X8000)           

Ç: Çekirdek LD: Lipit Damlaları V: Vakuol Mit: Mitokondri Ngh: Nekroza Giden 

Hücre 

Çekirdeğin düzgün yüzeyli olmadığı, yer yer büzülmelerin (yıldızlar) ve çekirdek 

zarında geniĢlemelerin olduğu, sitoplazmada lipit damlacıkları ve çok sayıdaki 

vakuolün gözlendiği nekroza giden hücreler görülmüĢtür 
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Ayrıca çekirdekte kromatin kümeleĢmeleri ve stoplazmik organellerden GER ve SER 

membranlarında aĢırı geniĢlemeler dikkat çekmiĢtir. Sitoplazmada glikojen dağılımı 

azalmıĢ ve düzensizleĢmiĢtir (ġekil 3.16.). 

 

ġekil 3.16. CCl4 ile akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol grubuna       

(Grup 2) ait ratların karaciğer örneklerinden hazırlanan elektromigrograf (X15000)          

GER: Granüllü Endoplazmik Retikulum Ç: Çekirdek MĠT: Mitokondri  

Endoplazmik retikulumların yapısını oluĢturan lamellerin bozularak dilatasyon ve 

vakuolizayon Ģeklinde dejenere bir görünüme sahip olduğu (yıldızlar), çekirdeğin 

düzgün yuvarlak görünümünü kaybederek yer yer büzülmelerin ve kromatin 

kümeleĢmesinin olduğu görülmüĢtür.  
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CCl4 uygulanmadan önce bir ay süreyle sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. 

platensis biyokütlesi ile beslenen Grup 3‘deki ratların karaciğerleri ultrayapısal 

düzeyde değerlendirildiğinde Grup 2‘deki ratlara göre nekrotik alanlarda dikkat 

çekici düzeyde bir azalma gözlenmiĢtir. Bununla birlikte, hücre çekirdek ve 

organellerinde yer yer litik bölgeler tespit edilmiĢtir (ġekil 3.17.).  

 

ġekil 3.17. Bir ay boyunca, sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis 

biyokütlesi verilmiĢ ratların (Grup 3) karaciğer örneklerinden hazırlanan 

elektromigrograf (X8000) S: Sinusoid E: Eritrosit Ç: Çekirdek L: Lizozom 

Pleomorfik görünümdeki çekirdekte düzensiz dağılıma sahip kromatinin yer yer 

kümelenmeler gösterdiği, çekirdeğin düzgün yuvarlak görünümünü kaybettiği ve 

çekirdek zarında geniĢlemelerin olduğu izlenmiĢtir. Sitoplazmadaki lizozom ve 

çevresindeki litik alanlar (yıldız) nekrotik bölgelerin varlığını göstermektedir. 
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Bazı hücrelerin çekirdek zarında görülen dilatasyon ve vakuolizasyonun yanında 

GER ve SER membranlarında da geniĢlemelerin olduğu görülmüĢtür. Sitoplazmada 

düzenli bir glikojen dağılımının olmadığı gözlenmiĢtir (ġekil 3.18.). 

 

ġekil 3.18. Bir ay boyunca, sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ S. platensis 

biyokütlesi verilmiĢ ratların (Grup 3) karaciğer örneklerinden hazırlanan 

elektromigrograf (X8000) LD: Lipit Damlaları E: Eritrosit ER: Endoplazmik 

Retikulum Mit: Mitokondri 

Endoplazmik retikulumların dilatasyonları ve çok sayıdaki lipit damlacığı 

hepatositteki hasarı göstermektedir. Bu hasara karĢı artan mast hücreleri görülmüĢtür.  
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CCl4 uygulanmadan önce bir ay süreyle antioksidan üretimi indüklenmiĢ S. platensis 

biyokütlesi ile beslenen Grup 4‘deki ratlara ait elektron mikrografları incelendiğinde 

hücrelerin kontrol grubundaki hepatositlerle benzer özellikler gösterdikleri, hepatosit 

sitoplazma içeriğinin korunduğu görülmüĢtür (ġekil 3.19.).  

 

ġekil 3.19. Bir ay boyunca, antioksidan içeriği arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen (Grup 4) ratların karaciğer örneklerinden hazırlanan elektromigrograf 

(X20000) GER: Granüllü Endoplazmik Retikulum LD: Lipit Damlaları V: Vakuol 

GL: Glikojen Granülleri Ç: Çekirdek ÇZ: Çekirdek Zarı Mit: Mitokondri 

Hepatositlerin çekirdeklerinin düzgün ve yuvarlak bir görünüme sahip olduğu, 

çekirdek zarının membran bütünlüğünü koruduğu ve sitoplazma içeriğinin 

korunduğu görülmüĢtür. Bununla birlikte, sitoplazmada vakuolar dejenerasyon ve 

lipit damlaları gözlenmiĢtir. 
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Bununla birlikte, sitoplazmada vakuolar dejenerasyon, membranöz yapılar ve 

lipitlerin bulunduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 3.20.).  

 

ġekil 3.20. Bir ay boyunca, antioksidan içeriği arttırılmıĢ S. platensis biyokütlesi 

verilen (Grup 4) ratların karaciğer örneklerinden hazırlanan elektromigrograf 

(X15000) GL: Glikojen Granülleri Ç: Çekirdek ÇZ: Çekirdek Zarı LD: Lipit 

Damlaları V: Vakuol Mit: Mitokondri GER: Granüllü Endoplazmik Retikulum 

Hepatositlerin sitoplazma içeriğinin korunduğu, glikojen dağılımının homojen 

olduğu görülmekle beraber sitoplazmada çok sayıda lipit damlaları, vakuoller ve 

membranöz yapılar (oklar) görülmüĢtür.  
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Eksojen yollarla vücuda alınan toksik maddelerin organizmada metabolize edilmesi 

sonucu hücrede açığa çıkan serbest radikaller karaciğer nekrozuna sebep olabilir. 

CCl4 serbest radikal üretimi ile hücresel hasar oluĢturabilen, insan ve hayvanlarda 

hepatotoksisiteye neden olabilen bir ksenobiyotiktir (Weber vd., 2003). 

 CCl4 biyoaktivasyonu serbest radikaller ile indüklenen kimyasal toksisiteye iyi bir 

model oluĢturur. CCl4 metabolizmasının ilk basamağı sitokrom p-450 enzim sistemi 

aracılığı ile CCl3•
-
 (triklorometil) serbest radikalinin oluĢmasıdır (Poli vd., 1990). 

Açığa çıkan CCl3•
-
 mikrozomal lipitlere ve diğer hücresel makromoleküllere direkt 

olarak tutunur, membran yapısının bozulmasına, hücre enerji kaynaklarının 

azalmasına ve protein sentezinin baskılanmasına sebep olur (Mc Donald ve Gang, 

2003;  Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003). Hücre membran yapısının bozulmasıyla 

oluĢan hepatik hasarı selüler enzimlerin hızlıca kan dolaĢımı içine salınımı, 

inflamasyon ve perisentral nekroz oluĢumu izler (Wills ve Asha, 2006; Wang vd., 

2008; Bhadauria vd., 2009; Liu vd., 2011; Eidi vd., 2011).  

Bu çalıĢma kapsamında akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol grubundaki 

(Grup 2) ratların karaciğerlerinin ıĢık mikroskobunda histolojik değerlendirmeleri 

sonucunda sentral ven çevresinde tespit edilen lenfositik infiltrasyon bölgeleri ve 

perisentral nekroz alanları bu bilgilerle paralellik göstermiĢtir. Buna ek olarak 

hepatositlerdeki hidropik dejenerasyonun (stoplazmik vakuolizasyon) bir sonucu 

olarak balonlaĢan hepatositler sentral ven çevresinde yoğun bir Ģekilde gözlenmiĢtir. 

Bu durum Grup 3‘deki ratlarda bazı bölgelerde seyrek olarak görülürken Grup 4‘deki 

ratlarda ise görülmemiĢtir. Hepatositlerin bu dejenerasyonu mitokondrilerdeki 

hasarın bir sonucu olarak hücre içi ATP üretiminin belirgin olarak azalmasına 

bağlanabilir. Çünkü böyle bir azalma durumunda stoplazmik serbest Ca
+2

‘daki artıĢla 

beraber plazma membranının ATP enerjili sodyum pompasının aktivitesi azalır. 

Bunu sodyumun hücre içinde birikimi ve potasyumun hücre dıĢına geçiĢi izler. 

Sodyum eriyiğinin net artıĢı, suyun isoosmatik artıĢı ile birlikte olup akut hücresel 

ĢiĢmeye neden olur. Bu ĢiĢme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve pürin nükleozitleri 

gibi diğer metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yükle daha da artar (Kumar vd., 

1997).  

Elektron mikroskobik değerlendirme sonucu Grup 4‘deki ratların diğer gruplarla 

karĢılaĢtırıldığında negatif kontrol grubundakine benzer Ģekilde mitokondrilere sahip 
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olduğu bulgusu bu açıklamayı destekler niteliktedir. Sitokrom p-450, Granülsüz 

Endoplazma Retikulumu (SER) içerisinde yer alan, yağ asitleri, kolestrol, steroid 

biyosentezi ve detoksifikasyonu için gereken hidroksilasyon mekanizmasını 

gerçekleĢtiren birçok enzimin yer aldığı bir elektron taĢıma sistemidir. Sitokrom p-

450 sistemi akciğer, böbrek ve bağırsak gibi organlara nazaran en çok karaciğerde 

bulunur. Sitokrom p-450 tarafından gerçekleĢtirilen hidroksilasyon mekanizması 

yabancı maddelerin ara metabolitler haline dönüĢtürülerek vücuttan 

uzaklaĢtırılmasını sağlayan bir reaksiyondur (Kumar vd., 1997). 

Bu çalıĢma kapsamında CCl4 ile akut karaciğer hasarı oluĢturulan pozitif kontrol 

grubundaki ratların ve CCl4 uygulanmadan önce sabit ıĢık Ģiddetinde kültüre edilmiĢ 

S. platensis biyokütlesi ile bir ay süreyle beslenen Grup 3‘deki ratların 

karaciğerlerinden hazırlanan mikrograflarda yoğun bir Ģekilde gözlenen SER 

dilatasyonları bu bilgiyi desteklemiĢtir. Antioksidan aktivitesi arttırılmıĢ S. platensis 

biyokütlesi ile beslenen Grup 4‘deki ratların karaciğer elektron mikrograflarında ise 

bu dilatasyonların ciddi oranda düzelmesi in vitroda arttığı gösterilen antioksidan 

özellikli karotenoid, fikosiyanin ve fenolik bileĢiklerin in vivoda da serbest 

radikallere karĢı etkinlik gösterdiğini ifade etmektedir.  

Elektron mikroskobik inceleme sonucu elde edilen diğer bir bulgu da mikrovesiküler 

steatosis Ģeklinde görülen hepatositlerdeki yağlanma dejenerasyonudur. Yağ 

dokusundan veya sindirimle alınan yiyeceklerden gelen serbest yağ asitleri normal 

olarak hepatositlere taĢınır. Burada trigliseritlere esterleĢir, kolestrol veya 

fosfolipitlere çevrilir ya da keton cisimlerine oksitlenir. Hepatositlerden 

trigliseritlerin çıkıĢı apoproteinlerle birleĢip lipoproteinlerin oluĢturulmasını 

gerektirir. CCl4 ribozomların granüllü endoplazmik retikulumdan ayrılmasına neden 

olarak apoproteinlerin sentezini azaltır. Bu durumun bir sonucu olarak da lipoprotein 

yapımını gerçekleĢtiremeyen hücrelerde lipit birikimi görülür (Kumar vd., 1997; 

Wang vd., 2008; Bhadauria vd., 2009; Eidi vd., 2011).  

CCl4 toksisitesinin hepatik mitokondrilerde önemli bir Ca
+2

 konsantrasyon 

düĢüklüğü, hepatik hücre elektrolit dağılımında bozukluk ve hücre glikojen molekül 

içeriğinde ciddi oranlarda düĢüĢ meydana getirdiği kaydedilmiĢtir (Muriel vd., 2001; 

Krahenbuhl vd.,1991; Bhadauria vd., 2009; Chávez vd., 2010).  



 94 

Bu çalıĢmada da CCl4 verilen Grup 2 ve Grup 3‘deki ratların karaciğer örneklerinin 

elektron mikroskobik incelenmesi sonucu sitoplazmada glikojen granüllerinin 

azaldığı tespit edilmiĢtir.  

Birçok araĢtırmacı oksidatif strese dayalı karaciğer doku hasarının altında yatan 

hücresel mekanizmaları açıklamak ve bunların önüne geçebilmek için pek çok 

sitotoksisite modeli oluĢturmuĢtur. Antioksidan tedavilerle de bu hasarı önlemeye ya 

da geri çevirmeye çalıĢmıĢlardır (Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003; Lin ve Huang, 

2000; Sheweita vd., 2003). ROT tarafından oluĢturulan lipit peroksidasyonunun 

hücre membranlarının hasara uğramasına ve membranların yapısal bütünlüğünün ve 

biyokimyasal fonksiyonlarının değiĢmesine neden olduğu bilinmektedir (Kumar vd., 

1997). Dolayısıyla ultrayapı düzeyinde meydana gelen bu hasara karĢı önerilen 

antioksidanların koruyucu etkisi de yine ultra yapı düzeyinde yapılan incelemelerle 

desteklenmelidir. Bu çalıĢma ile S. platensis biyokütlesinin antioksidan aktivitesi 

organel düzeyinde yapılan ultrayapısasal doku incelemesiyle değerlendirilmiĢtir. 

Elde edilen bulgular in vitro deneylerle antioksidan aktivitesinin arttığı gösterilen S. 

platensis biyokütlesinin CCl4 ile oluĢturulmuĢ karaciğer hasarına karĢı daha fazla 

koruyucu etkisinin olduğunu ortaya koymaktadır.  
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BÖLÜM 4 

SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

Mikroalgler arasında S. platensis içerdiği birçok antioksidanın yanında, yüksek 

protein içeriği, yüksek büyüme oranı, toksin üretmemesi gibi özelliklerinden dolayı 

yaygın olarak endüstriyel ölçekte üretimi yapılabilen bir mikroalgdir. 

―S. platensis kültüründe ıĢık Ģiddetinin inkübasyon sürecinin logaritmik fazında 

aniden arttırılmasıyla yüksek ıĢık stresi oluĢumuna bağlı olarak antioksidan özellikli 

biyoaktif moleküllerin sentezinin artacağı‖ hipotezinden yola çıkarak yürütülen bu 

çalıĢmada Ģu sonuçlar bulunmuĢtur; 

1. IĢık Ģiddetinin 40 μmol foton m
-2

 s
-1

‘de sabit tutulduğu kontrol grubu (Grup 1) ile 

karĢılaĢtırıldığında, ıĢık Ģiddetinin aniden sırasıyla 60 μmol foton m
-2

 s
-1 

ve 120 μmol 

foton m
-2

 s
-1

‘ye arttırıldığı Grup 2 ve Grup 3‘deki S. platensis kültür örneklerinde 

total karbonhidrat, karotenoid, fikosiyanin, malondialdehit ve fenolik madde 

içeriklerinde dikkate değer ölçüde artıĢlar (p<0,01) tespit edilirken total protein 

(p<0,01) ve klorofil miktarlarında (p<0,05) ise ciddi azalmalar bulunmuĢtur. 

Bu bulgular ıĢık Ģiddetinin aniden arttırılmasının S. platensis kültüründe bir strese 

neden olduğunu ve bu stresten kurtulmak için fotokoruma mekanizmalarının devreye 

girdiğini göstermektedir. 

2. IĢık Ģiddetinin aniden arttırılmasıyla ortaya çıkan oksidatif stresin bir sonucu 

olarak önemli sekonder metabolitler arasında yer alan fenolik bileĢiklerin kontrol 

grubuna göre ıĢık Ģiddetinin en fazla arttırıldığı Grup 3‘deki kültürlerde yaklaĢık 8 

kat arttığı tespit edilmiĢtir. 

Bitkilerde stres koĢullarında sekonder metabolit olarak sentezlenen, antioksidan, 

antimikrobiyal, antiinflamatuar etki gibi birçok önemli biyolojik aktiviteye sahip 

oldukları bilinen fenolik bileĢikler bugün farmasötik biyoteknoloji kapsamında en 

çok ilgi çeken biyoaktif moleküllerin baĢında gelmektedir. ġimdiye kadar   



 96 

S. platensis’in antioksidan aktivitesi üzerine yapılan çalıĢmalar genellikle karotenoid, 

klorofil ve fikosiyanin üzerine odaklanmıĢtır. Bu çalıĢma bu yönüyle literatürdeki bu 

boĢluğu doldurmaktadır. 

Fenolik bileĢiklerce zenginleĢtirilmiĢ biyokütle elde edilen bu iki basamaklı kesikli 

kültür yöntemi bu konudaki çalıĢmalara ıĢık tutacaktır. Buna ek olarak, herhangi bir 

kimyasal indükleyici olmadan ıĢık Ģiddetinin çevresel bir indükleyici olarak 

kullanıldığı bu kültürasyon modeli diğer mikroalg türleri için de örnek model olarak 

kullanılabilr. Bu sayede mikroalgal biyoteknoloji kapsamında normal koĢullarda 

üretilmeyen önemli sekonder metabolitlerin üretilmesi ve bu metabolitlerin yapılacak 

in vivo deneylerle fizyolojik etkilerinin araĢtırılması sağlanabilir. 

3. S. platensis‘de MDA miktarındaki, total karbonhidrat, karotenoid miktarındaki 

artıĢlar ile total protein ve klorofil miktarlarındaki azalmalara neden olan fizyolojik 

koĢullarda fenolik bileĢiklerin sentezinin arttığı bulunmuĢtur. 

Spirulina‘da fenolik bileĢiklerin oluĢumuyla ilgili metabolik yollar henüz ayrıntılı 

olarak bilinmemektedir. Fenolik madde miktarı ile total karbonhidrat miktarı, 

karotenoid miktarı, MDA miktarı arasında tespit edilen iyi derecedeki pozitif 

korelasyon ile total protein ve klorofil miktarları arasındaki negatif yöndeki 

korelasyon fenolik madde üretimiyle bu parametrelerin iliĢkisine de ıĢık tutmaktadır.  

4.iYapılan in vitro antioksidan aktivite testleri neticesinde fenolik madde 

miktarındaki bu artıĢa paralel olarak ıĢığın aniden arttırıldığı alg kültürlerinde ıĢık 

Ģiddetiyle orantılı olarak antioksidan aktivitenin de önemli oranda arttığı 

bulunmuĢtur. 

 S. platensis kültürlerinin fenolik madde miktarları ve antioksidan aktiviteleri 

arasındaki iliĢkiler incelendiğinde, pozitif yönde yüksek Pearson korelasyon 

katsayıları tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar fenolik maddelerin S. platensis‘in 

antioksidan aktivitesine önemli oranda katkı sağlayan bileĢenler olduğunu 

göstermektedir. Literatürde mikroalglerin antioksidan aktiviteleri ile fenolik madde 

içeriklerinin iliĢkisi ile ilgili sınırlı sayıda bilgi mevcuttur. Bu çalıĢma bu yönüyle de 

literatürdeki eksikliği gidermekte ve bu konudaki diğer çalıĢmalara da ıĢık 

tutmaktadır. 
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5. Toplam 168 saatlik inkubasyon periyodu değerlendirildiğinde en yüksek biyokütle 

konsantrasyonu, büyüme oranı ve prodüktivite değerlerinin Grup 3‘deki kültür (ıĢık 

Ģiddetinin aniden 120 μmol foton m
-2

 s
-1

‘ye arttırıldığı kültür grubu) örneklerinde 

tespit edildiği görülmüĢtür. Bu sonuç, bu çalıĢmada uygulanan iki basamaklı kesikli 

kültür üretimi yöntemiyle daha yüksek prodüktiviteye sahip S. platensis kültürlerinin 

elde edilebileceğini göstermektedir. 

6. Elde edilen bulgular, in vitro deneylerle antioksidan aktivitesinin arttığı tespit 

edilen S. platensis biyokütlesinin in vivoda da aynı etkiyi koruyarak CCl4 ile 

oluĢturulmuĢ karaciğer hasarına karĢı koruyucu etkisinin olduğunu göstermiĢtir.  

Alkol ve diğer toksik maddelerin detoksifikasyon olayının meydana geldiği 

karaciğer, serbest radikal oluĢumuna dolayısıyla da oksidatif stresin indüklediği 

hasara sıklıkla maruz kalır. Bugün klinikte baĢarılı sonuçlar veren birçok ilacın 

kullanımı hepatotoksisite oluĢturduğu için sınırlıdır. Alkol metabolizmasının bir 

sonucu olarak alkolün indüklediği oksidatif stresin karaciğerde ciddi hasara yol açtığı 

bilinmektedir. Ayrıca son yıllarda artan miktarda pestisitler, metal iyonları ve 

aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem direk olarak hem 

de besin zinciri yoluyla dolaylı yoldan tüketilmesi özellikle karaciğerde ROT 

oluĢumu yoluyla oksidatif strese neden olarak hasar oluĢturmaktadır. Bu yüzden 

hepatotoksisiteye karĢı yeni, güçlü ve doğal antioksidan kaynaklarının keĢfi ve 

bunların farmasötik biyoteknoloji kapsamında kullanımına olan ilgi giderek 

artmaktadır.  

Bu kültür yöntemi ile elde edilen fikosiyanin, fenolik bileĢikler ve karotenoidler 

bakımından daha zengin bir içeriğe sahip antioksidan aktivitesi artmıĢ S. platensis 

biyokütlesi önemli farmasötikler için ham madde kaynağı olabilir. Bu kapsamda 

uygulanan bu iki aĢamalı kültürasyon yöntemi, endüstriyel ölçekli, antioksidan 

üretimi indüklenmiĢ S. platensis biyokütle üretimi için bir model oluĢturmaktadır. Bu 

çalıĢma sentetik antioksidanların yerine doğal antioksidan kaynağı olarak S. platensis 

üretiminin önünü açarak ülkemizde de üniversitelerde küçük ölçekte üretimi yapılan 

bu mikroalgin üniversite sanayi iĢbirliği ile büyük ölçekte üretiminin yapılması için 

bir örnek teĢkil edebilir. 
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