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OZET

Spirulina platensis > in ANTIOKSIDAN URETIMININ INDUKLENMESI VE
KARACIGER KORUYUCU ETKISININ INCELENMESI

KEPEKCI, Remziye Aysun
Doktora Tezi, Biyoloji Bolimii

Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Saadet Demirors Saygideger
Ekim 2011, 114 sayfa

Bu calismada, oksidatif strese cevap olarak Spirulina platensis’de iki basamakl
kesikli kiiltiirasyon yontemiyle antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif molekiillerin
miktarin1 arttirmak ve bu yolla {iretilen kiltlirlin karaciger koruyucu etkisini
degerlendirmek amaclanmistir. Isik siddeti antioksidan tiretiminde ¢evresel uyarici
olarak kullanilmistir. Diisiik 151k siddetinden yiiksek 1s1k siddetine ani degisimin, S.
platensis’in fenolik bilesik iiretimi, antioksidan aktivitesi, biiylimesi ve biyokiitle
icerigi lzerindeki etkisi incelenmistir. Artan 1s1k siddetine paralel olarak total
karbonhidrat, fikosiyanin, karotenoid, malondialdehit miktarlarinin ve antioksidan
aktivitelerin arttig1, total protein miktarlarimin ise Onemli oranda azaldig
bulunmustur (p<0,05). Cesitli biyolojik aktivitelere sahip Onemli sekonder
metabolitler olarak kabul edilen fenolik bilesiklerin miktarmin yaklagik 8 kat arttig
bulunmustur (p<0,01). Total fenolik madde miktarlar1 ile antioksidan aktiviteler
arasindaki iliski % 99’luk giiven araliginda 6nemli oranda (p<0,01) birbirleri ile
iliskili bulunmustur ki bu durum fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerin en
biiyiik katki saglayicilart olduklarini gostermektedir. Antioksidan aktivitesi artmis S.
platensis biyokiitlesinin CCls’lin indiikledigi akut karaciger hasarina kars1 karaciger
koruyucu etkisinin daha ¢ok oldugu histolojik olarak gozlenmistir. Bu sonuglar,
antioksidan aktivitesi arttirtlan S. platensis’ in sentetik antioksidanlarin yerine
giivenilir bir alternatif ve serbest radikallerin tetikledigi hastaliklar icin potansiyel bir

terapotik ajan kaynagi olabilecegini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: S. platensis, antioksidan aktivite, fenolik bilesikler, karaciger



ABSTRACT

INDUCEMENT OF ANTIOXIDANT PRODUCTION OF Spirulina platensis
AND THE INVESTIGATION OF ITS HEPATOPROTECTIVE EFFECT

KEPEKCI, Remziye Aysun
Ph.D. Thesis, In Biology

Supervisor: Saadet Demirors Saygideger
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 CCl, 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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BOLUM 1
1.1. GIRIS

Serbest radikaller, en dig halkalarinda eslenmemis elektron igeren ve diger
bilesiklerle reaksiyona girerek bir elektron alma egilimi gosteren atom ya da atom
gruplanidir. Canli sistemlerde serbest radikaller anabolik ve katabolik siirecler
sonucunda endojen olarak olusabilecegi gibi, iyonize radyasyon, 1s1k (goriiniir/UV),
redoks reaksiyonlarina giren ksenobiyotikler gibi ¢esitli maddelerin tesiri ile ekzojen

olarak da ortaya ¢ikabilirler (Grune, 2005).

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
Molekiiler oksijen, paralel spin durumlu iki eslesmemis elektrona sahiptir ve bu
biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROT) olusturma egilimindedir. Kisaca ROT olarak adlandirilan bu molekiiller
arasinda siiperoksit, peroksil, hidroksil, alkoksil, nitrik oksit radikalleri gibi serbest
radikallerle hidrojen peroksit, lipit hidroperoksit, hipoklorik asit, tekli oksijen, azot
dioksit gibi oksijen iceren reaktif molekiiller de yer almaktadir. Bu molekiiller,
hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca etkilesebilme o6zelligine sahiptirler. Serbest
radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat gibi tiim 6nemli bilesiklerine
etki ederler (Olinescu ve Smith, 2002; Grune, 2005; Valko vd., 2007).

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {irtinleri olustururlar. Lipit peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca zararhidir.
Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi
artar. Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri (L¢) ve lipit peroksit
radikallerinin (LOOe¢) olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre

hasarmin 6nemli bir Ozelligi olarak kabul edilmektedir (Recknagel vd., 1989).



Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein, siilthidril gruplar1 ve diger amino
asit gruplar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (Dalle
vd., 2003; Stadtman, 2004). Proteinlerin serbest radikal zararindan etkilenme
derecesi amino asit kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle
stilfur radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur. Molekiiliin ikincil ve
ticlinciil yapisi, dolayisiyla ylizeyindeki hidrofobik bolgeleri degisir. Hidrofobitesi
artar. Bu tip proteinler elektrostatik olarak etkileserek ve ¢apraz baglar olusturarak
kiimelesmis bir ag yapisi ortaya koyar Proteazomal sistem bu yapilari farkeder ve

yikima ugratir (Dean vd., 1997; Davies, 2005).

Protein  oksidasyonuyla iligkili  hastaliklar =~ arasinda  romatoid  artrit,
iskemi/reperfiizyon, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar,
maskiiler distrofi, hizli yaglanma sendromu, katarakt gibi hastaliklar yer alir. Serbest
radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli lirlinler meydana gelir ve bunlar cesitli
patolojik siireglerde onemli rol oynarlar. Serbest oksijen radikallerinin tiim bu
etkilerinin sonucunda ise hiicre hasar1 olusur (Dhalla vd., 2000; Halliwell, 2001;
Sayre vd., 2001; Jenner, 2003).

Hiicre i¢inde diger molekiiller ile hizla reaksiyona girip onlarin yapisini bozacak
zincirleme reaksiyonlari baglatarak hiicre hasarma neden olan ROT ancak
antioksidan molekiiller tarafindan gesitli mekanizmalarla durdurulabilirler. Oksidan
ozellikteki ROT ile antioksidan molekiillerin arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasiyla hiicre hasarina sebebiyet veren oksidatif stres meydana gelir (Mittler,

2002; Sabatini vd., 2009).

Oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasarinin birgok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklar,
merkezi sinir sistemi hastaliklari, kanser, alkolik karaciger hastaligi, akut renal
yetmezlik, yaslanma, romatit artrit, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarda
serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur. ROT nin
iligkili oldugu tiim bu fizyolojik kosullar ve hastaliklarda serbest radikal iiretiminin

artt1g1, antioksidan savunma mekanizmalarinin ise yetersiz kaldigi gosterilmistir



(Kukreja ve Hess, 1992; Dhalla vd., 2000; Finkel ve Holbrook, 2000; Sayre vd.,
2001; Yamagishi vd.,2001; Jenner, 2003).

Hastaliklarin patogenezinde serbest radikallerin artisinin  ve/veya antioksidan
savunma sistemlerinin yetersizliginin rolii anlasildik¢a yeni antioksidanlarin kesfi ve
bunlarin bu hastaliklara kars1 kullanimi son yillarda bir¢ok aragtirmanin odagi haline

gelmistir.

Sentetik  antioksidanlarin ~ karsinojenezin ~ promotoru  olarak  aktivite
gosterebilmelerinden duyulan endise neticesinde bu maddelerin gida katkis1 olarak
kullanilimlarina kars1 kiiresel boyutta bir memnuniyetsizlik gelismistir (Ito vd., 1986;
Namiki, 1990). Bu durum sentetik antioksidanlarin yerine dogal ve giivenilir olan
antioksidanlarin kullanimini giindeme getirmistir. Bu dogrultuda, son dénemde dogal
antioksidanlarin kesfedilmesine yonelik aragtirmalar giderek artmakta ve alternatif
tip kapsaminda antioksidan potansiyeli yiiksek bir¢ok bitkinin bir¢ok hastaliga karsi

kullanim1 popiiler hale gelmektedir.

Giiclii antioksidan Ozelliklere sahip yararli pek ¢ok metabolit igeren fotosentetik
mikroalgler dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda en ¢ok ilgi ¢eken canli grubudur.
Bugiin mikroalgler tarafindan sentezlenen birgok metabolit farmasotik biyoteknoloji
ve gida bilimi alanlarinda gelecek vaad etmektedir. Yiiksek oranda protein,
vitaminler, yag asitleri ve diger pek cok kiymetli besinleri igeren mikroalgler,
insanlar tarafindan eskiden beri saglikli gida destegi olarak tiiketildiginden dolay:
diinya pazarlarinda 6nemli bir arza sahiptir (Pulz ve Gross, 2004; Singh vd., 2005;
Spolaore vd., 2006).

Uzun zamandan beri yogun bir sekilde liretimi yapilan en énemli mikroalglerden biri
olan Spirulina, biyoteknolojik arastirmalarda onem tasiyan ve besin maddesi olarak
tikketilebilen, ekolojik ve ekonomik deger tasiyan bir mikroalgtir. Farkli Spirulina
tiirleri ile yapilan c¢alismalar Spirulina’min antikanser, antiviral, antibakteriyel,
immiin sistemi gii¢lendirici etkisinin oldugunu ortaya koymustur (Ayehunie vd.,
1998; Khan vd., 2005; Chen vd., 2005; Akao vd., 2009; Ranga vd., 2010).

Bilimsel ¢alismalar farkli antioksidan 6zellikteki bilesiklerin sinerjistik aktivitesinin
tek bir antioksidanin aktivitesinden ¢ok daha etkili oldugunu ve dogal kaynaklardan

elde edilen antioksidanlarin sentetik olanlara gore daha fazla koruyucu etkiye ve



daha yiiksek biyoyararlanima sahip oldugunu bildirmistir. Bir¢ok arastirma Spirulina
platensis’in igerigindeki fikosiyanin, selenyum, karetenoidler, yag asidi GLA ve
fenolik bilesikler gibi gesitli bilesenlerin 6nemli antioksidan 6zelliginin oldugunu

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

Pek ¢ok arastirma antioksidanlarin serbest radikalleri etkisizlestirerek hiicrelerin
zarar gormesine engel olduklarini ortaya koymustur. Antioksidanlar yardimiyla hiicre
koruyucu tedavi, dejeneratif hastaliklardan korunmada onemlidir Bu yiizden giiglii
antioksidan potansiyele sahip olan Spirulina oksidatif stresin tetikledigi hastaliklar,
inflamasyonlar, alerjiler ve hatta kanser i¢in potansiyel bir terapdtik ajan olarak
ongoriilmektedir (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 diger toksik maddelerin detoksifikasyon olayinin meydana geldigi
karaciger, serbest radikal olusumuna dolayisiyla da oksidatif stresin indiikledigi
hasara siklikla maruz kalir. Bugiin klinikte basarili sonuglar veren bircok ilacin
kullanim1 hepatotoksisite olusturdugu i¢in sinirlidir. Alkol metabolizmasinin bir
sonucu olarak alkoliin indiikledigi oksidatif stresin karacigerde ciddi hasara yol actig1
bilinmektedir (Poli, 2000). Ayrica son yillarda artan miktarda pestisitler, metal
iyonlar1 ve aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem direk
olarak hem de besin zinciri yoluyla dolayli yoldan tiiketilmesi 6zellikle karacigerde

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

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin ger¢eklesmesi esnasinda
olusabildigi gibi cesitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Oksidatif
hasar olusturan ekzojen etkenlerden birisi de karbon tetrakloriirdiir (CCly). CCly

uygulamasinda en fazla etkilenen organ karacigerdir.

Deneysel karaciger harabiyeti olusturulmasinda karbon tetrakloriir, klasik ve model
bir hepatotoksidandir. CCly sitokrom Pysg tarafindan serbest radikallere (triklorametil
radikali, triklorametil peroksi radikali) g¢evrilmektedir. Olusan bu radikaller lipit
peroksidasyonunu baglatarak organin siroza dogru ilerleyen degisimlerine ve
fonksiyon bozukluguna neden olurlar (Sheweita vd., 2001; Torres Duran vd., 2006;

Kumar vd., 1997; Mc Donald ve Garg, 2003; Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003).



ROT tarafindan olusturulan lipit peroksidasyonunun hiicre membranlarinin hasara
ugramasina ve membranlarin yapisal biitlinliigiiniin ve biyokimyasal fonksiyonlarinin
degismesine neden oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla ultrayap1 diizeyinde meydana
gelen bu hasara karsi 6nerilen antioksidanlarin koruyucu etkisi de yine ultra yap1
diizeyinde yapilan incelemelerle desteklenmelidir. Bugiin birgok arastirmact
antioksidan aktivitenin tek bir yoOntemle Olclilmesinin yeterli olmadigini
savunmaktadir (Singh ve Singh, 2008). Literatiirdeki bu konudaki galismalarda
Spirulina’nin antioksidan aktivite tayini i¢in sadece bir ya da iki in vitro antioksidan
aktivite tayin yontemi uygulanmistir (Miranda vd., 1998; Bhat ve Madyastha, 2001,
Wu vd., 2005).

Bazi mikroalg tiirlerinin cesitli stres kosullar1 altinda biiyiitiilmesiyle (azot
yetersizligi, yiiksek 151k siddeti, yiiksek tuzluluk v.b.), hiicre iginde kuvvetli
antioksidan oOzelliklere sahip maddelerin biriktirilmesi saglanabilir. Bdylece
mikroalgal biyoteknoloji kapsaminda, kiiltiir kosullarinda ¢esitli parametrelerle
oynanarak hiicreler iizerinde ¢esitli fizyolojik stresler yaratilabilir. Bu yolla kiiltiire
alinan hiicrelerin istenen iriinii daha fazla liretmesi saglanabilir (Kobayashi, 2000;
Bhandari ve Sharma, 2006; Malanga ve Puntarulo, 2006; Sabatini vd., 2009). Bu
calisma kapsaminda yiiksek 1s1k stresi uygulanarak Spirulina platensis’in antioksidan

tiretiminin indiiklenmesi amag¢lanmustir.

Antioksidan {iretimi indiiklenmis S. platensis kiiltiirinden elde edilen biyokiitlenin
antioksidan aktivitesi farkli in vitro antioksidan aktivite testleri ile (ABTS Radikal
Katyon Temizleme Aktivitesi, DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Indirgeme
Giicti Tayini) belirlenmistir. Ayrica ratlara intraperitonel olarak verilen karbon
tetrakloriiriin olusturdugu serbest radikallerin karaciger iizerinde yol ag¢tig1 hasar ve
bu hasara kargt S. platensis biyokiitlesinin ne sekilde bir koruyucu etki gosterdigi,
transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) organin hiicre ve hiicre alt1 yapilarinin

incelenmesi yoluyla aydinlatilmaya c¢aligilmistir.

Bugiine kadar yapilan calismalarda Spirulina’ nin antioksidan aktivitesinin karaciger
tizerindeki etkisi c¢ogunlukla ticari olarak satilan Spirulina tabletlerinin veya
saflastirilmig fikosiyaninin ratlara verilmesi yoluyla c¢ogunlukla su yontemlerle
belirlenmeye ¢alisilmistir:  in vitro  mikrozomal lipit peroksidasyonunun

inhibisyonunun o6l¢iilmesi, karaciger enzimlerinin ya da serum ve Kkaraciger



lipitlerinin, trigliserid, total kolestrol miktarinin tespit edilmesi. Literatiirde
antioksidan iretimi indiiklenmis S. platensis kiltiiriiniin in vivoda karaciger
tizerindeki serbest radikallere karsi koruyucu etkisinin ultrayapisal diizeyde

degerlendirildigi bir calisma yoktur.
1.2. GENEL BIiLGILER
1.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller en dis halkalarinda eslenmemis elektron igeren ve diger bilesiklerle
reaksiyona girerek bir elektron alma egilimi gosteren atom ya da atom grublaridir.
Baslica ozellikleri sunlardir (Olinescu ve Smith, 2002);

e Stabil degillerdir.

e Cok kisa yar1 dmiirliidiirler.

e Cok reaktiftirler.

e Molekiil agirliklar digiiktiir.

¢ Hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler.
1.2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Molekiiler oksijenin elektron konfiglirasyonu normalden farklidir. Her biri =
orbitalinde olan, paralel spinli 2 tane eslesmemis elektrona sahiptir. Bu yiizden de
zemin diizleminde {U¢li bir molekiildiir. Bu durum, tiim elektronlarin eslesmis
spinlerinin oldugu ikili zemin diizleminde bulunan hiicredeki molekiillerin ¢oguna
terstir. Bu spin kisitlanmasindan dolayr molekiiler oksijen ve molekiillerin ¢ogunun

arasinda tepkime ger¢ceklesmez (Droge, 2002).

Bununla birlikte molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek
derecede reaktif oksijen tiirleri olusturma egilimindedir. Bir spinini gevirerek tekli
oksijen, bir, iki veya ii¢ elektron alarak sirasiyla stiperoksit radikali, hidrojen peroksit
veya hidroksil radikali olusturabilir (Akkus, 1995). Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
olarak adlandirilan bu oksijen tiirleri molekiiler oksijenin tersine ¢ok reaktiftirler.
Hiicreler, hiicresel birimleri oksidatif stresten koruma amaciyla, basta en reaktif
oksijen tiirli olan hidroksil radikalleri olmak iizere fazla reaktif oksijen tiirlerini

uzaklastirmak icin etkin mekanizmalara sahip olmak zorundadirlar (Grune, 2005).



Reaktif oksijen tiirleri, c¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarin1 baglatabilirler. Ayrica hiicrede karbon merkezli organik radikaller
(R), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO, tiyil radikalleri (RS),
stilfenil radikalleri (RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO,) gibi ¢esitli serbest

radikallerin olusumuna neden olurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
1.2.1.1.1. Tekli (singlet) oksijen

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle tekli oksijen olusur. Tekli
oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif oksijen
molekilidiir, delta ve sigma olmak iizere iki sekli vardir. Tekli oksijen hiicre
membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan reaksiyona girerek

lipitperoksitlerin olusumuna yol agar (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Akkus, 1995).
1.2.1.1.2. Siiper oksit radikali

Siiperoksit radikali (O;7) tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (Oy) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis ge¢is metallerinin

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

Fe®* + 0, ——————»Fe* .+ 0, (1.1)
Cu"+ O ————»Cu*" + 0~ (1.2))
Stiperoksit radikali direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil Onemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir. Oksidan

perhidroksi radikali (HO,) olusturmak {izere protonlanir.

Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen

peroksit meydana gelir.

HO, + O, + H ————» 0, + H,0, (1.3)

Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO’) ile

birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirli olan peroksinitrit (ONOO") meydana gelir.



Peroksinitrit, nitrit (NO;) ve nitrat (NO3’) olusturmak iizere metabolize edilir.
Peroksinitrit, azot dioksit (NO), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO;")
gibi toksik tiriinlere doniisebilir (Droge, 2002).

1.2.1.1.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H20,), siiperoksitin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron
almas1 veya molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi

sonucu olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir

(Olinescu ve Smith, 2002).

O, + e + 2HY ——— » H,0, (14)
O, + 2¢ + 2HY —— H,0, (15)
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {retimi, siiperoksidin (Oy")
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu

reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.

20,7 + 2H" — H)O, + 0O (16)

Bu reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu notral ya da alkali
pH'da daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde Reaktif
Oksijen Tirleri (ROT) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir
rol oynar. Ciinkii Fe*? veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu, stiperoksit radikalinin (O;") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH’) olusturur
(Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Stiperoksit radikalinin lipit ¢oziiniirliigii sinirlt oldugu halde hidrojen peroksit lipitte
kolayca ¢oziinebilir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta

olan fakat Fe*? igeren membranlarda hasar olusturabilir (Akkus, 1995).

1.2.1.1.4. Hidroksil radikali

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

hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici



radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif

oksijen tiirlerinin en giligliisiidiir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak
tiyil radikalleri (RS’), karbon merkezli organik radikaller (R’), organik peroksitler

(RCOO) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiyiik hasara neden olur.

RSH + OH ——— % RS + H,0 (1.7)
CH, + OH —— - CH" + H,0 (1.8)

1.2.2. Bitkilerde ROT Uretimine Katilan Fizyolojik Siirecler

Bitkilerde serbest radikaller endojen olarak Kkloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlarinda, plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit
dongiisiinde NADPH oksidaz, hiicre duvar1 peroksidazlar1 ve amino oksidazlar gibi
enzimlerin etkisiyle olusur. Bitkilerde ROT iiretimine katilan fizyolojik siirecler ve

bolgeler Tablo1.1’de gosterilmistir (Mittler, 2002).

Tablo 1.1. Bitkilerde ROT iretimine katilan fizyolojik siirecler ve bolgeler
(Mittler,2002)

Uretim Bolge ROT
Fotosentez ET ve FSI veya FSII | Klorofil 0o,
Solunum ET Mitokondri O,
Glikolat oksidaz Peroksizom H,0,
Uyarilan klorofil Klorofil 0,
NADPH oksidaz Hiicre zar1 O,
Yag asiti oksidasyonu Peroksizom H,0,
Okzalat oksidaz Apoplast 0,
Ksantin oksidaz Peroksizom O,
Peroksidazlar Mn*ve NADH Hiicre duvari H,0, O,
Amin oksidaz Apoplast H,0,

1.2.2.1. Fotosentez ve fotosolunum

Fotosentetik organizmalar enerji girisi olmaksizin gergeklesmesi miimkiin olmayan
karbon bilesiklerinin sentezi i¢in 1s1k enerjisini kullanirlar. Isik baslica anten
komplekslerinde sogurulur. Sogurulan fotonlar klorofil molekiillerini uyarir ve
uyarilan klorofiller bu enerjiyi fotokimya, floresans veya 1s1 olarak dagitirlar.

Klorofiller, aksesuar pigmentler ve proteinlerden olusan anten kompleksleri



kloroplastin tilakoyid zarlarinda yerlesmistir (Taiz ve Zeiger, 2008). Fotosentezin
anten pigmentleri enerjiyi 6zellesmis bir klorofil-protein kompleksine aktarirlar. Bu
kompleks reaksiyon merkezi olarak isimlendirilir. Reaksiyon merkezi ¢ok sayida alt
birimden olusmus protein komplekslerini ve klorofilleri i¢erir. Anten kompleksleri
ve reaksiyon merkezleri tilakoyid zarin i¢inde yerlesmis elemanlardir. Reaksiyon
merkezi karmagik bir kimyasal reaksiyonlar dizisi baslatir. Bu reaksiyonlar enerjiyi

kimyasal bag formunda tutarlar (Bozcuk, 1999).

Bitkiler ve fotosentez yapan bazi prokaryotlar fotosistem I ve fotosistem II olarak
bilinen ve seri olarak calisan iki reaksiyon merkezine sahiptirler. iki fotosistem
tilakoyid zar tizerinde farkli yerlerde bulunurlar. FS I yigin olusturmayan stroma
zarlarinda, FS II ise y18in olusturan grana zarlarinda yaygin olarak yerlesmistir. FS
I’in reaksiyon merkezindeki klorofiller 700 nm’de, FS II reaksiyon merkezindeki
Klorofiller ise 680 nm’de maksimum 1s1k sogurur. Fotosistem II ve Fotosistem I
devirli olmayan elektron tagimimini gergeklestirirler (Sekil 1.1.). Bunun sonucunda su
molekiiler oksijene yiikseltgenir. NADP*, NADPH’e indirgenir (Taiz ve Zeiger,
2008).

STROMA (diisik H") (D)

Isik - Isik
m

et Y
A PEED Ty k p———
) N
7) Sl |
/ b 3!
{ bk |
)
Mo, )

{ 1“ .\4

| ™ |

[ ATP

\ I sentaz

RN WL
[

£
X

( | N
} ™ ! [N

Elektrokimyasal

@
potansiyel
gradiyenti

O; + _,.

Suyun
oksidasyonu

LUMEN {yuksek H*)

Sekil 1.1. Tilakoid zarlarda elektronlarin ve protonlarin tagimmasi (Taiz ve Zeiger,
2008)

Kloroplastlarda reaktif oksjen tiirlerinin iki olusum yeri bulunur; birincisi Fotosistem
I’in digeri Fotosistem II'nin indirgen bolgesidir (Taiz ve Zeiger, 2008). CO,
fiksasyonunu simirlayan gevresel kosullar fotosentezde kullanilabilir nitelikte daha

fazla 151k enerjisinin emilimiyle sonuglanabilir. Bitkiler uyarilma enerjisini gidermek
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icin bir¢ok yola sahiptir. Bunlar arasinda, O2’nin FS I’in alic1 yiizeyindeki elektronlar
tarafindan dogrudan indirgenmesi olayma Mehler-peroksidaz reaksiyonu veya su-su
dongiisii denilir (Laisk ve Edwards, 1998).

Temel olarak NADPH/NADP" orani yiiksek oldugunda FS I reaksiyon merkezine
bagli olan Fe-S merkezleri tarafindan saglanan tek elektronlar O;’e yonlendirilerek
O, olusturulur. Bu siiperoksit, tilakoide bagli bir siliperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan metabolize edilerek H,O; olusturulur. Olusan H,O,, tilakoide baglh
askorbat peroksidaz tarafindan suya indirgenir. Bu sirada askorbik asitin (ASA)
monodehidroaskorbata oksidasyonu gergeklesmis olur. Askorbik asit FS I ’deki
ferrodoksin tarafindan monodehidroaskorbattan olusturulur. Net bir O, degisimi
olmaz. Bu olaya su-su dongiisii denir; ¢iinkii FS II tarafindan H,O’dan salinan
elektronlar O;’i indirgemede kullanilir ve sonra askorbat peroksidaz tarafindan tekrar
suya okside edilir. ApH ve ATP olustugu halde NADPH olusmadig: i¢in bu yola
“yalanc1 dongiisel elektron transportu” ya da “yalanci dongiisel fotofosforilasyon”
denir. Su-su dogiisii fizyolojik olarak onemlidir. Ciinkii O2” ve H,O, tilakoide bagl
sliptiriicli sistemden difiiz etmeden once su-su dongiisii tarafindan uzaklastirilir. Eger
0O, ve H,0O, tilakoid sistemden kagarsa antioksidant enzimlerin stromal sistemi
ROT’ni zarar vermeden Once uzaklastirma gorevini istlenir (Asada, 1999).

Bitkilerdeki bu ROT uzaklastirma yollar1 Sekill.2.’de gosterilmektedir.

Fotosolunum, Mehler-peroksidaz reaksiyonunda oldugu gibi fotosentetik enerji i¢in
alternatif bir bosaltim saglar. Bunun yaninda elektron tasima zincirinin
indirgenmesini saglar. Elektron tasima zinciri indirgenmezse fotoinhibisyona neden
olur. Fotosolunum RUBISCO RuBP’a oksijen katarak fosfoglikolat iiretttiginde
baglar. Fikse edimis karbon ve nitrojenin geridoniisiimiinde kloroplastlar,
mitokondriler ve peroksizomlar yer alir ve NADPH ve ATP kullanilir. Birgok
cevresel faktdor Rubisco oksijenazin ve ilgili fotosolunumsal reaksiyonlarin siddetini
etkiler. Kuraklik stresi stomalari kapatir ve COz’1 smirlar ki bu da oksijenaz
aktivitesini ve fotosolunumu arttirir. Yiksek sicaklikta enzimin kinetik
Ozelliklerinden  Gtiirli  oksijenaz  aktivitesi artar. Fotosolunum siirecinde,
peroksizomlarda yer alan glikolat oksidazin aktivitesi yoluyla yiiksek oranda H,0O;
tiretilir. Ortaya ¢ikan H,O, etkin bir sekilde katalaz tarafindan uzaklagtirilmalidir
(Mittler, 2002).
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Sekil 1.2. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirlerinin uzaklastirilmasi (Mittler,2002)
(a)Su-su dongiisii (b) Askorbat-Glutatyon dongiisii (c) Glutatyon peroksidaz
dongiisti (d) Katalaz

rediiktaz GSSG:Okside Glutatyon MDA:Monodehidroaskorbat MDAR: MDA
rediiktaz

DHA:Dehidroaskorbat DHAR:DHA rediiktaz Fd:Ferrodoksin GR: Glutatyon
PSI:Fotosistem | tAPX:Tilakoide bagli Askorbat peroksidaz GPX:
Glutatyon peroksidaz CAT :Katalaz

1.2.2.2. Solunum ve diger oksidazlar

ROT fretiminin diger bir kaynagi da mitokondrilerdir. ATP’nin ve solunum

substratlarinin yiiksek seviyeleri O, ’nin olusumunu tesvik eder. Mitokondrilerde
olusturulan superoksit mitokondrilerdeki Mn SOD tarafindan H,O;’ye ¢evrilir (Laisk
ve Edwards, 1998). Mitokondrideki alternatif oksidazlar elektronlar i¢in alternatif bir
bosaltim olarak islev gorerek mitokondride ROT iiretim potansiyelini azaltirlar.
Alternatif oksidazlar elektronlari ubiquinone havuzundan direk kabul ederler.

Boylelikle de siiperoksit tiretimi igin elektron kaynagi olarak islev gorebilecek olan
indirgenmis ubiquinone birikimini 6nler (Dat vd., 2000).
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Hiicre duvari, apoplast ve plasma membraninda bulunan peroksidazlar, amin
oksidazlar ve NADPH’a bagli oksidaz gibi ¢ok sayida oksidaz bitki hiicresinde ROT
olusturur. Bu oksidazlarin bakteriyel ve fungal patojenlerle karsilastiklarinda
bitkilerin verdigi ilk cevap olarak gozlenen “oksidatif patlama” ya katildiklari

diisiiniilmektedir (Mittler, 2002).
1.2.2.3. Cevresel stres siiresince ROT iiretimi

Normal metabolizma siiresince hiicrelerde meydana gelen bir¢ok biyokimyasal ve
kimyasal reaksiyona kaginilmaz olarak oksijen indirgenmesi ve ROT olusumu eslik
eder. Bu sekildeki siirekli ROT firetimine, hiicre i¢indeki ROT seviyesini
dayanilabilir seviyede tutan antioksidanlar yoluyla ROT’nin aktif olarak yok
edilmesi yoluyla kars1 cikilir. Cevresel stres boyunca ROT iiretimi ile ROT
detoksifikasyonu arasindaki denge bozulabilir. Bu dengenin bozulmasiyla, ROT nin
seviyesi hiicrelere tehdit olusturacak sekilde fazlaca artar. Kuraklik, diisiik ve yiiksek
1s1 degerleri, agir metaller, UV 1s1k, beslenme noksanliklari, yiiksek derecede tuzlu
ortam, hipoksi ve yiiksek 1s1k stresi bitkilerdeki ekzojen serbest radikal kaynaklaridir
(Gechev vd., 2003, Lamb ve Dixon, 1997). Bu ckzojen etkenler Sekil 1.3.’de
gosterilmektedir (Kagar vd., 20006).

Senesens
Yogun 151k

Herbisitler
Patojenler.
Kuraklik

Sicak ve soguk
Kok nodiilasyonu

Yaralanma

Agir metalle Reaktif Oksijen

Tiirleri (ROS)

Sekil 1.3. Bitkilerde ROT olusumuna neden olan ekzojen etkenler (Kacar vd., 2006)
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1.2.2.3.1. Yiiksek 1§51k stresi

Fotosentez yapan canlilar diger canlilarla karsilastirildiklarinda 6zel bir tehlike ile
yiizylizedir. Bu canlilardaki fotosentetik aygitlar, goriiniir 15181 optimal olarak etkili
bir sekilde absorbe etme ve kullanma yetenegindedir. Bu sistemler yiiksek miktarda
151k enerjisini sogurmak ve onu kimyasal enerjiye doniistiirmek iizere diizenlenmistir.
Bir fotonun enerjisi 6zellikle uygun olmayan kosullarda molekiiler diizeyde zarara
neden olabilir. Cok fazla 1s1k enerjisi siiperoksit, tekli oksijen ve peroksit gibi zararh
oksijen tiirlerinin olusumuna yol acabilir. Bu asir1 151k enerjisi giivenli bir sekilde
dagitilmazsa zarar olusturur (Taiz ve Zeiger, 2008). Bu nedenle fotosentez yapan
organizmalar gelismis diizenleyici ve onaricti mekanizmalara sahiptirler. Bu
mekanizmalardan bazilari, reaksiyon merkezlerinin asir1 uyarilmasini engellemek ve
iki fotosistemin esit diizeyde calismasini saglamak i¢in anten sisteminde enerji
akisini diizenler. Her ne kadar bu sistemler ¢ok etkili olsalar da bazen tlimiiyle
basarili olamaz ve toksik bilesikler iretilir. Bu bilesiklerin, 6zellikle de toksik

oksijen tiirlerinin yok edilmesi i¢in ek mekanizmalar gereklidir (Asada, 1999; Miiller

vd., 2001).

Isik zararlarindan korunma ¢ok asamali bir islemdir. ilk savunma hatt1 uyarilma
enerjisinin fazlasmnin 1s1 olarak dagitilmasi ile zararin baskilanmasidir. Bu savunma
yetersiz kalir ve zararli reaktif iirlinler bir ¢esit siipiiriicli sistem tarafindan ortadan
kaldirilir. Eger bu ikinci savunma hatt1 da basarisiz olursa, zararl iiriinler fotosistem
II’'nin Dy proteinine zarar verebilirler. Bu zarar fotoinhibisyona neden olur. D;
proteini FS II reaksiyon merkezinden ¢ikarilir ve pargalanir. Yeni sentezlenen bir D
proteini, FS II reaksiyon merkezine katilarak merkezin islevinin siirmesini saglar

(Long vd., 1994). Bu durum Sekil 1.4.’de gosterilmistir.

Yiiksek 151k siddeti siiresince fotosentetik aparat Rubisco tarafindan yapilan CO;
fiksasyon oranini gececek kadar yiiksek oranda islev goriir. ROT’ nin FS I ve FS II
merkezlerindeki fotosentetik aparat tarafindan dogrudan iiretildigi diistintilmektedir.
Bunlar su-su dongiisiindeki SOD ve askorbat peroksidaz tarafindan temizlenir.
Bununla birlikte, FS Il merkezinde iiretilen ROT D1 proteinine zarar verebilir ve
pargalanmasina yol agabilir (Asada, 1999). D1 proteininin pargalanmasindan
kaynaklanabilecek olan Klorofildeki elektron tasima zincirindeki farkli birimlerin

ayrilmasi klorofil anteninin fazla uyarilmasina ve tekli oksijen {iretimine neden olur.
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Bu ROT antenin iginde bulunan karotenoidler tarafindan temizlenir (Asada, 1999).

Fotosentez: Isik Reaksiyonlari

Foton Fotosentezde
siddeti — kullanilan fotonlar

i

Asiri fotonlar

Ilk savunma
hatt: L )
Baskilama /
mekanizmalary A /

/

L o (

Isi T Klorofilin triplet hali (3Chl”)
Zehirli isik Superoksit (0,7)

Ikinci savunma Grunleri - Tekli oksijen ('O,
hatti: 1 Hidrojen peroksit (H;0;)
Stplrica J Hidroksil radikali (*OH)
sistemler (Yani, )
karotenoidler,
superoksit
dismutaz, PS lI'nin D1
askorbat) proteinine zarar

A
H | Onarma, yeniden sentez
WV

Yikseltgenmisg D1

l

Fotoinhibisyon

Sekil 1.4. Foton yakalama, 1s1k zararlarindan korunma ve 1siktan kaynaklanan zararin
onariminin diizenlenmesi (Taiz ve Zeiger, 2008)

Karotenoidler klorofilin uyarilmis halini hizla yatistirarak 1siktan koruyucu ajanlar
olarak i goriirler. Aksesuar pigmentler olarak gorev yapan karotenoidler 11k
zararlarindan korunmada onemli bir role sahiptirler. Fotokimyasal olarak
depolanabilecek olandan daha fazla 151k pigmentler tarafindan sogurulunca
fotosentezde yer alan zarlar kolayca zarar gorebilir. Bu nedenle koruyucu bir
mekanizmaya gereksinim vardir. Koruyucu mekanizma, fazla enerjriyi organizmaya
zarar vermeden Once ortamdan uzaklastiracak bir emniyet valfi olarak diisiiniilebilir.
Uyarilmis haldeki klorofillerde depolanan enerji uyarilma enerjisinin aktarimi veya
fotokimya sonucu hizla dagitilir; buna uyarilmis durumun yatistirilmasi denir (Taiz

ve Zeiger, 2008).

Klorofilin uyarilmis hali uyarilma enerjisinin aktarimi ya da fotokimyaya bagh
olarak hizla yatistirilmazsa uyarilmis bir oksijen tiirii olan tekli oksijeni olusturmak

tizere molekiiler oksijenle reaksiyona girebilir. Asir1 reaktif olan tekli oksijen,
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ozellikle lipitlerle olmak {izere hiicredeki pek c¢ok molekiille reaksiyona girerek
onlara zarar verir. Karotenoidler koruyucu etkilerini klorofilin uyarilmig durumunu
hizla yatistirarak saglarlar. Karotenoidlerin uyarilmis hallerinin enerjisi tekli oksijen
olusturmaya yetmez. Dolayisiyla sahip oldugu enerjiyi 1s1 olarak kaybederken temel

durumlarina geri donerler (Asada, 1999).

Son yillarda karotenoidlerin ikinci bir koruyucu ve diizenleyici mekanizma sayilan
fotokimyasal olmayan yatistirmada da gorev yaptigi bulunmustur. Fotokimyasal
olmayan yatistirma uyarilma enerjisinin reaksiyon merkezine gecisini diizenleyen
baslica mekanizmadir. Bu islem 151k siddetine ve diger kosullara bagli olarak
uyarilma enerjisinin ydnetilebilir bir diizeyde FS II reaksiyon merkezine akigini
diizenleyen bir “ayar diigmesi” gibi diisiiniilebilir. Bu islem pek ¢ok bitki ve algde
anten sistemlerinin diizenlenmesinde baglica unsurdur (Dernming ve Adams, 1992;

Miiller vd., 2001).

Fotokimyasal olmayan yatistirma, fotokimyasal 6zellik gostermeyen diger islemler
kullanilarak klorofil florosensinin yatistirilmasidir. Bu islem sonucunda siddetli
1siklandirmanin, anten sisteminde neden oldugu uyarilmalarin biiyiik bir bolimi
1stya dontistiiriilerek yatistirilir (Krause ve Weis, 1991). Fotokimyasal olmayan
yatistirmanin, asirt uyarilma ve buna bagl zarara karsi fotosentez mekanizmasinin
korunmasinda yer aldigi diisliniilmektedir. Fotokimyasal olmayan yatigtirmada
ksantofiller olarak adlandirilan Kkarotenoidler gereklidir. Bu ksantofiller;
viyolaksantin, anteraksantin ve zeaksantindir (Dernming ve Adams,1992; Miiller vd.,
2001).

1.2.3. Memelilerde ROT Uretimine Katilan Fizyolojik Siirecler

Memelilerde serbest radikaller, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ),
fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongiileri,
arasidonik asit metabolizmasi, otooksidasyon reaksiyonlar1 esnasinda ksantin oksidaz
ile NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat) oksidaz gibi enzimlerinin
etkisiyle meydana gelirler. Serbest radikal olusturan ekzojen kaynaklar ise
endiistriyel kirleticiler, ilaglar, diyet, iyonize radyasyon, ultraviyole (UV) 151k, sigara
dumani ve ksenobiyotiklerdir (Kumar vd., 1997). Hiicre zedelenmesinde oksijenin

rolii Sekil 1.5’de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Hiicre zedelenmesinde oksijenin rolii (Kumar vd.,1997)

Alkol ve diger toksik maddelerin detoksifikasyon olaymnin meydana geldigi
karaciger, serbest radikal olusumuna dolayisiyla da oksidatif stresin indiikledigi
hasara siklikla maruz kalir. Bugiin klinikte basarili sonuglar veren bir¢ok ilacin
kullanimi1  hepatotoksisite  olusturdugu igin sirhidir (Lee, 2003). Alkol
metabolizmasinin bir sonucu olarak alkoliin indiikledigi oksidatif stresin karacigerde
ciddi hasara yol agtig1 bilinmektedir. Ayrica son yillarda artan miktarda pestisitler,
metal iyonlar1 ve aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem
direk olarak hem de besin zinciri yoluyla dolayli yoldan tiiketilmesi o6zellikle

karacigerde oksidatif strese neden olarak hasar olusturmaktadir (Banerjee vd., 2001).
1.2.3.1. Karaciger

Karaciger, viicudun deriden sonra en biiyiik organi ve en biiyiik bezidir. Diyaframin
altinda abdominal boslukta yerlesmistir. Karaciger, sindirim kanalindan emilen
besinlerin islendigi ve viicudun diger kisimlar1 tarafindan kullanilmak iizere
depolandig1 bir organdir. Bu yilizden sindirim sistemi ile kan arasinda bir gecis

bolgesi olusturur.

Organa kanin % 70-80°1 portal venden gelir; geri kalan az bir boliimii hepatik arterle
saglanir. Ince bagirsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere
ulasir. Sadece kompleks lipitler (silomikronlar) lenf damarlariyla taginir. Karacigerin
dolagim sistemindeki konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, doniistiiriilmesi,
biriktirilmesi ve toksik maddelerin etkisizlestirilmesi ve elenmesi i¢in ¢ok uygundur.

Bu elenme karacigerin lipit sindirimi i¢in onemli bir dis salgi iireten safrada
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gerceklesir. Karacigerin ayrica alblimin ve diger tasiyici proteinler gibi plazma

proteinlerinin tiretilmesi gibi ¢ok énemli bir islevi de vardir (Guyton ve Hall, 1996).
1.2.3.1.1. Karacigerin fonksiyonlari
1.2.3.1.1.1. Karacigerin metabolik fonksiyonlari

Karaciger hiicreleri ¢ok yiiksek bir metabolizma hizina sahip kimyasal aktif bir
havuz olustururlar. Viicudun diger bdlgelerine tasinacak bircok madde burada

sentezlenir ve islenir (Guyton ve Hall, 1996).

Karbonhidrat metabolizmasinda karacigerde yiiriitiilen fonksiyonlar sunlardir;

1. Glikojen depolama

2. Galaktoz ve fruktozu glikoza ¢evirme

3. Glikoneogenez

4. Karbonhidrat metabolizmasinin ara {irlinlerinden birgcok Onemli kimyasal

maddelerin olusturulmasi

Karaciger ozellikle kanda normal glikoz konsantrasyonunun devami bakimindan
onemlidir. Glikojenin depo edilmesiyle karaciger glikozun fazlasini kandan alip depo
eder. Glikoz konsantrasyonu diismeye basladigi zaman da tekrar kana verir. Buna
karacigerin ‘glikoz tamponlama fonksiyonu’ adi verilir (Guyton ve Hall, 1996).
Karaciger glikoneogenez fonksiyonuyla glikozun kanda normal diizeyde kalmasina
yardimct olur. Glikoz konsantrasyonu normalin altina diismeye basladigi zaman
onemli miktarda glikoneogenez gerceklesir. Bu durumda biiyiik miktarda amino
asidin glikoza ¢evrilmesi de kandaki glikoz konsantrasyonunun normale
dondiiriilmesine katkida bulunur (Guyton ve Hall, 1996). Yag metabolizmas1 kismen
viicuttaki tiim hiicrelerde yiiriitiiliirse de, bu metabolizmanin bazi1 6zgiil islemleri

karacigerde yapilmaktadir. Bu islemler soyle 6zetlenebilir;

1. Diger viicut fonksiyonlar: i¢in enerji saglayacak yag asitlerinin biiyiik bir
hizla oksidasyonu

2. Lipoproteinlerin ¢ogunun olusumu

3. Biiyiik miktarda kolesterol ve fosfolipit sentezi

4. Biiyiik miktarda karbonhidrat ve proteinin yaga dontisiimii
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Enerji elde etmek iizere ndtral yaglar ilk olarak gliserol ve yag asitlerine ayrilir. Daha
sonra yag asitleri beta oksidasyonla iki karbonlu asetil koklerine ayrilir. Bunlar da
asetil koenzim A (asetil CoA)’y1 olustururlar. Asetil CoA, sitrik asit siklusuna
girerek okside olur ve biiyiik miktarda enerji saglar. Beta oksidasyon viicuttaki biitiin
hiicrelerde yapilirsa da karaciger hiicrelerinde bu olay 6zellikle hizlidir. Karaciger
olusan asetil CoA’nin hepsini kullanamaz. Iki molekiil asetil CoA’nin birlesmesiyle
olusan asetoasetik asit cok kolay erir ve karaciger hiicrelerinden ekstraselliiler siviya
gecip biitlin viicuda tasinarak dokular tarafindan absorbe edilir. Dokular da
asetoasetik asiti tekrar asetil-CoA’ya g¢evirerek normal yoldan okside ederler. Bu
nedenle, karacigerin yag metabolizmasindan biiyiik 6l¢iide sorumlu olmasi dogaldir

(Guyton ve Hall, 1996).

Karacigerde sentezi yapilan kolesteroliin yaklasik % 80’1 safra tuzlarina gevrilerek
safraya salgilanir. Geri kalani lipoproteinler iginde kanla viicudun tiim doku
hiicrelerine tasinirlar. Fosfolipitler de karacigerde ayni sekilde sentezlenerek
lipoproteinler iginde kanla viicudun tiim doku hiicrelerine taginirlar. Kolesterol ve
fosfolipitler hiicrelerde membranlarin, intraselliiler yapilarin olusumunda ve hiicre
fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan kimyasal maddelerin yapiminda kullanilirlar (Guyton

ve Hall, 1996).

Viicutta karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi biiyiik Olciide karacigerde
gerceklesir. Karacigerde sentezi yapildiktan sonra yag, lipoproteinler iginde yag

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

Karacigerin protein metabolizmasindaki baslica fonksiyonlari sdyle 6zetlenebilir;
1. Aminoasitlerin deaminasyonu
2. Ure olusumu ile amonyag viicut sivilarindan uzaklastiriimasi
3. Plazma proteinlerinin olusumu
4. Viicuttaki metabolik olaylar i¢in 6nemli amino asitlerin ve 6teki maddelerin

birbirine doniisiimleri

Aminoasitlerin, enerji i¢in kullanilmadan ya da karbonhidrat veya yaglara
cevrilmeden Once deaminasyonu gerekir. Viicutta oOteki dokularda, oOzellikle
bobreklerde az miktarda deaminasyon olursa da, ekstrahepatik deaminasyon yiizdesi

o kadar kiiciiktiir ki tamamen ihmal edilebilir. Karaciger iire olusumuyla viicut
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stvilarindan amonyagi uzaklagtirir. Deaminasyon islemlerinin iiriinii olan biiyiik
miktardaki amonyaga, bagirsaklarda bakterilerle siirekli olarak yapilip kana absorbe
edilen amonyak da katilir. Bu nedenle karacigerin iire yapimi ile ilgili fonksiyonu
kayboldugunda, plazma amonyak konsantrasyonu hizla yiikselir ve hepatik koma ile

6lim goriiliir (Guyton ve Hall, 1996).

Gama globulinlerin bir bolimi disinda hemen biitiin plazma proteinleri, karaciger
hiicrelerinde yapilirlar. Bu, plazma proteinlerinin % 90’1dir. Geri kalan gama
globulinler, lenfatik dokudaki plazma hiicrelerinde yapilan antikorlardir. Plazma
proteinlerinin azalmasi karaciger hiicrelerinde mitozu hizlandirarak karacigerin
biiyiimesine yol agar. Bu sirada kanda plazma proteinlerinin konsantrasyonu normale

ulagincaya kadar proteinler hizla karacigerden kana verilir (Guyton ve Hall, 1996).

Karacigerin en 6nemli islevlerinden biri de, baz1 amino asitlerin sentezini yapmast ve
amino asitlerden onemli kimyasal bilesikleri olusturmasidir. Bu amagla ilk olarak
yapilacak amino asitle ayni bilesimde keto asit sentezlenir. Daha sonra amino kokii,
uygun amino asitlerden bir ¢ok transaminasyon asamalarindan sonra transfer edilerek

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

Kanda koagiilasyon isleminde kullanilan fibrinojen, protrombin, akselerator globiilin
ve faktdor VII gibi koagiilasyon faktorleri karacigerde yapilir. Viicutta, kandaki
hemoglobinde bulunan demir disinda demirin en biiylik bdliimii normalde
karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Karaciger hiicrelerinde, demirle az ya da
¢ok miktarlarda birlesebilen bir protein olan apoferritin bol miktarda bulunur.
Boylece viicut sivilarinda demir miktari arttig1 zaman apoferritinle birleserek ferritini
olusturur ve gerektiginde baska bir yerde kullanilmak {izere saklanir. Dolagimdaki
viicut sivilarinda demir diisiik bir diizeye indiginde ferritin demiri serbest birakir.
Boylece karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu gorevi yaptigi

gibi kan demirinin tamponu islevini de yiiriitiir (Guyton ve Hall, 1996).

Eritrositlerin frajilitesi 120 giinliik yagamlar1 sonunda dolasim sisteminde kalmalarini
engelleyecek derecede arttiginda, eritrositlerin hiicre membranlar1 yirtilir ve
serbestlenen hemoglobin doku makrofajlar1 tarafindan fagosite edilir. Hemoglobin
ilk 6nce globin ve heme ayrilir. Daha sonra hem halkas1 agilir; transferin ile kanda

dort pirol ¢ekirdeginden yapili diiz bir zincir ortaya ¢ikar. Olusan ilk madde
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biliverdindir. Ancak bu hizla serbest biliriibine indirgenerek yavas yavas
makrofajlardan plazmaya saliverilir. Serbest biliriibin hemen plazma albuminine
kuvvetle baglanir ve bu sekilde kanda ve interstisyel sivilarda taginir. Birkag saat
icinde serbest biliriibin karaciger hiicre membran1 vasitasiyla absorbe edilir. Hepatik
hiicrelerin i¢inden gegerken, plazma albumininden serbestlenir ve hemen konjuge
olduktan sonra yaklasik yiizde 80’1 glikuronik asitle birleserek biliriibin glikuronat,

% 10’u siilfatla birleserek bilirubin siilfat yapar. Geri kalan % 10’u da cesitli
maddelerle birlesir. Bilurubin bu sekilde hepatositlerden aktif transportla safra

kanalciklarina ve sonra da bagirsaklara salgilanir (Guyton ve Hall, 1996).

Bagirsaklara gecen “konjuge” biliriibinin yaris1 bakteriler tarafindan suda kolay
eriyen iirobilinojene gevrilir. Urobilinojenin bir kism1 bagirsak mukozasindan kana
absorbe edilir. Bunun biiyiik bir kism1 karacigerden tekrar bagirsaga atilir; yaklasik
% 5’1 bobreklerden idrara gecer. Hava ile temas eden idrarda, iirobilinojen iirobiline
oksitlenir. Fegeste de oksitlenerek sterkobiline gevrilir. (Guyton ve Hall, 1996).

Bilirubin metabolizmas1 ve eliminasyonu Sekil 1.6° da gosterilmistir.

N\ MonanGaloer fagositik hiore

glukronidiar

Sekil 1.6. Bilirubin metabolizmasi ve eliminasyonu (Kumar vd.,1997)
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1.2.3.1.1.2. Karacigerin detoksifikasyon fonksiyonu

Karaciger; anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle toksik
madde ve ilaglara sikca maruz kalan bir organdir. Karaciger, biyotransformasyon
reaksiyonlar1 ile organizma icin zararli veya artik yararsiz hale gelmis maddeleri
etkisizlestirerek atilmasini saglar. Biyotransformasyon sirasinda bazi ksenobiyotikler
inaktivasyona ugrarken (biyoinaktivasyon), bazilari da biyolojik olarak daha etkin

veya toksik metabolitlere doniisiir (biyoaktivasyon) (Giirdol ve Ademoglu, 2006).

Karacigerde biyotransformasyon ¢ogunlukla mikrozomal enzimlerle gergeklestirilir.
Bunlara ek olarak hepatositlerde biyotransformasyon ile ilgili mikrozomal olmayan

enzimler de islev goriir (Glirdol ve Ademoglu, 2006).

llaglar genellikle lipofiliktir. Dolayisiyla idrar veya safra ile atilamazlar. Daha
hidrofilik ve suda atilabilir olmalari; karacigerde bulunan enzim bagimli yollarla
olmaktadir. Enzimatik biyotransformasyonda rol oynayan kimyasal reaksiyonlar faz
1 ve faz 2 reaksiyonlar1 olmak iizere 2 grupta toplanabilir (Giirdol ve Ademoglu,
2006).

Faz 1 reaksiyonlart ksenobiyotigin hem kimyasal yapisinda hem de biyolojik
etkisinde degisiklige yol agar. Faz 2 reaksiyonlari ise Faz 1 reaksiyonu sonucu olusan
metabolitlerle gergeklesir ve onlar1 daha polar hale getirir. Faz 2 reaksiyonlar
sirasinda metabolitlere glukuronik asit, sulfat, asetat, glisin, glutamin ve glutatyon
gibi hidrofilik molekiillerden biri baglanir veya yapisina metil grubu eklenir.
Ksenobiyotiklerin cogu hem Faz 1 hem de Faz 2 reaksiyonlarina maruz kalirken bazi
ilaglar ve ksenobiyotikler sadece Faz 1 reaksiyonlarini takiben viicuttan uzaklastirilir

(Giirdol ve Ademoglu, 2006).
1.2.3.1.1.2.1. Faz 1 reaksiyonlari

Faz 1 reaksiyonlarin ¢ogunu oksidasyon reaksiyonlar1 (siklikla hidroksilasyon)
olusturur. Ayrica deaminasyon, epoksidasyon, peroksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlart1 da kullanilmaktadir. Oksidasyon (ylikseltgenme) reaksiyonlarinin
biiyiik bir kism1 karaciger parankim hiicrelerinin mikrozomal enzimleri tarafindan
gerceklestirilir (Gilirdol ve Ademoglu, 2006). Karacigerde oksidasyonla gorevli

mikrozomal enzimler kisaca sitokrom P450 ailesi de denilen karma fonksiyonlu
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monooksijenazlardir. Sitokrom P450 ailesi tiim canlilarda bulunur ve yaklagik 150
izoformdan olusur. Bir¢ok organda yaygin olmakla beraber, en bol karacigerde
bulunur. Hiicrenin endoplazmik retikulum, mitokondri ve nukleus membranlarinda

yerlesmistir (Giirdol ve Ademoglu, 2006).

Sitokrom P450 ailesine ait enzimlerin en O&nemli fonksiyonlar1 ilaglarin
biyotransformasyonlarina ve ekzojen kimyasallarin metabolizmasina katilmaktir. Bu
fonksiyon hiicre hasari, 6limii veya mutasyon gibi istenmeyen etkilere de yol
acabilir. Sitokrom P450 enzimlerinin baslica substratlari; kolesterol ve diger steroid
yapili bilesikler, safra asitleri, lipitler, eikozanoidler, ilaglar ve ksenobiyotiklerdir
(Gtirdol ve Ademoglu, 2006).

Sitokrom P450 ailesindeki enzimlerin 6nemli bir 6zelligi uyarilabilir olmalaridir.
Sitokrom P450 izoformlarinin uyarilmasi; ilaglarin inaktivasyon ve atilim hizinda
artisa veya etkinliklerinde degisikliklere yol acar. Bu etkinin sitokrom P450 mRNA
molekiiliiniin transkripsiyonundaki bir artis veya katabolizmasindaki azalma ile

iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Sitokrom P450 enzimlerine monooksijenazlar da denilmektedir. Memelilerde
sitokrom P450 enzimi, endoplazmik retikulum veya i¢ mitokondri membraninda
terminal elektron alicisi olarak gorev yapar. Sitokrom P450 proteinlerinde oksijenin
baglandig1 prostetik grup bir demir atomu igeren protoporfirin 9’dur (=hem).
Hidroksilasyonun (monooksijenasyon) gerceklesebilmesi icin demir ferri (Fe*®)
durumdan ferro duruma (Fe*?) indirgenmelidir. Monooksijenasyon icin toplam iki
elektron gereklidir; bu elektronlar sitokrom P450 molekiiliine ancak birer birer
aktarilabilir. Birinci elektron oksijenin sitokrom P450’ye baglanmasi igin; ikinci

elektron ise substrat molekiiliiniin hidroksilasyonu igin gerekli olan aktif oksijeni

olusturmakta kullanilir (Giirdol ve Ademoglu, 2006).

Sitokrom P450 enzimine substrat baglandiginda, hem demirini ¢evreleyen yapilarda
bir degisiklik meydana gelir ve substratin bagli olmadigr duruma gore daha yiiksek
bir indirgenme potansiyeli olusur. Bu olay, NADPH-flavoprotein reduktaz
aracilifiyla NADPH’dan saglanan elektronlarla sitokrom P450 enziminin indirgenme
hizim arttirir. Indirgenme reaksiyonlari ilag ve ksenobiyotik metabolizmasi sirasinda

oksidasyon reaksiyonlarina gore daha az gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlarda da
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NADPH ile birlikte FADH, ve diger flavinler gorev alir. Kopma reaksiyonlar
seklindeki  biyotransformasyonlar, ksenobiyotik molekiilinden bir grubun
koparilmasini veya ilag molekiiliiniin iki par¢aya boliinmesini saglayan reaksiyonlari

igerir (Giirdol ve Ademoglu, 2006).
1.2.3.1.1.2.2. Faz 2 reaksiyonlar1

Faz 1 reaksiyonlar1 ksenobiyotikleri polar metabolitlere doniistiirmekte, Faz 2
reaksiyonlar1 ise bu metabolitlerin glukuronik asit, sulfat veya glutatyon gibi cesitli
bilesiklerle konjuge edilerek daha polar ve suda c¢oziinlir hale gelmelerini
saglamaktadir. Faz 2 reaksiyonlarini katalizleyen enzimler; UDP-glukuronil
transferaz hari¢ sitozolde bulunur. Faz 2 reaksiyonlar1 Faz 1 reaksiyonlarina kiyasla

daha hizli gergeklesir (Giirdol ve Ademoglu, 2006).
1.2.3.1.2. Karacigerin histolojik yapis1

Karaciger hilumda kalinlagan, kolojen ve elastik liflerden zengin fibr6z bir doku olan
Glisson kapsiilii ile sarilmistir. Hilum bélgesinde bu kapsiil organin igine girerek bag
dokusu septalarmi olusturur. Boylece karaciger fizyolojik ve morfolojik islevleri
birbirinin ayni1 olan ¢ok sayida kiigiik bolgelere ayrilmis olur ki bu bdolgelerin her
birine karaciger lobuluslar1 ad1 verilir. Hilumda organa portal ven ve hepatik arter
girer, sag ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar,
lobiiller arasindaki sonlandiklart portal alanlara dek bag dokusu ile ¢evrelenmiglerdir.
Portal alanlardan baslayan ince bir retikiiler lif ag1 hepatositlere ve karaciger

siniizoidlerinin endotel hiicrelerine destek saglar (Aslan, 2005).

Karaciger lobuluslar1 piramid bi¢imde olup longitudinal yonde alinan histolojik
kesitlerde poligonal olarak gozlemlenirler. Portal alan ya da Glisson iiggeni adi
verilen bu bolgelerde bir veniil, bir arteriyol, bir safra kanali ve lenfatik damarlar
bulunur (Junqueira ve Carneiro, 2003 ).Karacigerin temel yap1 elemani karaciger
hiicresi ya da hepatosittir. Hepatositler birbirleriyle anastomozlar yaparak ilerleyen
epitelyal hiicre kordonlarini olustururlar. Remark Plaklar1 adi verilen bu kordonlarin
arasindaki boslukta karaciger siniizoidleri ad1 verilen kapiller kan damarlar1 bulunur.
Bu damarlar sadece kesintili pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak
genislemis damarlardir. Endotel hiicreleri hepatositlerden “Disse Araligi” denen

endotel alti bir boslukla ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin mikrovilluslari
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bulunur. Sonu¢ olarak kan sivisi endotel duvarindan kolayca gecer ve hepatosit
yiizeyi ile temas eder. Boylece sinilizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda
makromolekiil aligverisi kolaylikla saglanir. Bu ge¢is hem ¢ok sayida biiyiik
molekiiliin hepatositler tarafindan kana verilmesi nedeniyle hem de bu
makromolekiillerin ¢ogunun hepatositlerce alinip ¢éziilmesi nedeniyle fizyolojik bir
Oonem tasir. Karaciger siniizoidleri 1sinsal olarak ilerler ve her bir lobulusun

merkezinde santral veni olusturmak tizere birlesirler (Sekil 1.7.).

— Karaciger
plaklari

Santral ven—_t

Kupff 4 — Safra
cpner 5 | Kanalikli
hijcrelerﬁ. e o

3 | Yag depolayici
Sinlizoidlerin — %

hicre

endotel > — Sinlizoidal
hicreleri kapiler

Yag depolayici

hicreler

b o Hering kanali

Girig arteriyol > Giig venall
Girig venulii =
Hepatik arter Dechie van
Portal ven Safra kanali
Dagitici ven

Sekil 1.7. Karacigerin yapisi (Junqueira ve Carneiro, 2003 ).

Siniizoidler ince bir retikiiler lif agiyla desteklenirler burada endotel hiicrelerinin
yani sira Kupffer hiicreleri adi verilen karaciger makrofajlarina rastlamak
miimkiindiir. Yaslanmig eritrositleri sindirip, hemoglobini metabolize etmek ve
immiinolojik reaksiyonlarda rol almak, kupffer hiicrelerinin gorevleri arasindadir

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

Disse araliginda bulunan diger bir hiicre tipi de Ito hiicreleridir. Yag depolayici
hiicreler olarak da bilinen bu hiicrelerde A vitamininden zengin lipit ¢okeltileri
bulunur. Saglikli karacigerde bu hiicreler, retinoidlerin alinmasi, depolanmasi ve
salinmasi, bazi ekstraselliiler matriks proteinlerinin ve proteoglikanlarin sentezi ve
salgilanmasi, biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin salgilanmasi ve ¢esitli diizenleyici
maddelere (prostoglandinler, tromboksan A2) yanit olarak siniizoid liimen capinin
diizenlenmesi gibi bazi islevler goriir. Karaciger hiicreleri polihedral olup 20-30 um

capindadirlar. Portal triadlardan farkli uzakliklarda bulunan hepatositler, yapisal,
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histokimyasal ve biyokimyasal farkliliklar gosterirler. Karaciger dokusu elektron
mikroskobik olarak degerlendirildiginde graniilllii endoplazmik  retikulum
sisternalarinda yerlesmis ¢ok sayida poliribozomun varligr dikkati ¢eker. Granillii
endoplazma retikulumu tizerindeki polizomlarda hem karacigerin kendisi hem de
plazma lipoproteinleri (albumin, protrombin, lipoproteinler ve fibronojen) igin
protein sentezi yapilir. Sentezlenen proteinler hepatositler tarafindan depo edilmez ve
stirekli olarak kana salgilanir. Boylece hepatositler endokrin bir bez gibi davranmis

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

Diiz endoplazma retikulumu sitoplazma i¢inde difuz olarak yayilmistir ve ¢ok ¢esitli
metabolik aktivitelere sahiptir. Organizmaya alinan ila¢ ve zararli toksinlerin
konjugasyonunu ve degrade edilmesini saglayan enzimler ihtiva eder. Bu tiir
maddelerin viicuttan atilimlarindan 6nce bunlarin inaktivasyonu ve detoksifikasyonu
igin gerekli olan oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon islemlerinden sorumludur.
Ayrica kolestrol, safra tuzlar1 ve serum lipoproteinlerinin lipit formlarinin sentez
edilmesinden de sorumludur. Ilaglar, toksik maddeler ve metabolik stimulasyonlarla
hepatositlerin fizyolojik kosullar1 tehdit edildigi zaman diiz endoplazma retikulumu
hiicrenin dominant organeli haline gelir. Hidrofobik toksik bilirubinin, glukuronil
transferaz ile reaksiyona girerek toksik olmayan bilirubin glukoronidi olusturmasi bu
organelin 6nemli gorevlerinden biridir (Ross vd., 1995; Kierszenbaum, 2003;

Junqueira ve Carneiro, 2003).

Golgi kompleksi ii¢ ila bes adet diiz ve birbirine paralel sisternalardan olusmustur.
Hiicrede genellikle safra kanalikiiliine yakin yerlesimli olarak bulunur. Bu yiizden
hepatositlerin ~ ekzokrin  fonksiyonu ile iliskili oldugu disiiniilmektedir.
Sisternalarinin uglar1 genellikle genislemistir ve caplar yaklasik 25-80 pm olan
elektron yogun graniiller igerirler. Bunlarin graniilsiiz endoplazma retikulumunda
gozlenen diisiik dansiteli lipoproteinlerle benzer oldugu diistiniilmektedir (Junqueira
ve Carneiro, 2003; Ross vd., 1995). Hepatositler ¢ok sayida mitokondri igerirler.
Bunlarin sayilar1 her bir hepatositte yaklasik 2000 tanedir. Mitokondriler tiibiiler
kristalidirlar, sekilleri ve biiyiikliikleri hiicrenin fizyolojik kosullarina goére degisir

(Junqueira ve Carneiro, 2003).

Hepatositler sayilar1 200-300 arasinda degisen bol miktarda peroksizoma sahiptirler.

Peroksizomlar membranla sarihdirlar ve 0,2-1,0 pm arasinda degisen cesitli
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biiyiikliikklere sahiptirler. Peroksizomlar kristalin bir 6z igerirler (Kierszenbaum,
2003; Ross vd., 1995). Peroksizomlar solunum organelleridirler. H,O,’yi H,O’ya
ceviren katalaz enzimini ve alkol dehidrogenaz enzimlerini igerirler. Peroksizomlar
ayni zamanda glukoneogenezde piirin, alkol ve lipit metabolizmalarinda 6zellikli
oksidatif fonksiyonlara sahiptirler. Hepatosit lizozomlar1 genellikle safra
kanalikiilleri yakininda lokalizedirler. Pigment graniilleri, miyelin figilirleri ve

sindirilmis sitoplazmik organel kisimlarini igerirler (Ross vd., 1995).

1.2.3.2. Karbon tetrakloriir ve etki mekanizmasi

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin ger¢eklesmesi esnasinda
olusabildigi gibi ¢esitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Bu ekzojen

etkenlerden birisi de karbon tetrakoriirdiir (CCly).

Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, berrak, ucucu bir sividir. Onceleri kuru
temizleme, yangin sondiirme, tahil dezenfeksiyonu ve bdceklerle miicadelede
yararlanilan bu kimyasal bilesik; giiniimiizde petrol iiriinleri, ¢esitli yaglar, vernik,
cila, regine ¢oziiclisii ve organik bilesiklerin imalatinda kullanilmaktadir. Birlesik
Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara
dayanarak, CCl,’ii insan icin olasi kanserojen (grup B2) sinifina dahil etmistir
(Weber vd., 2003, Thrall vd., 2000). CCl, solunan hava, su, gida alimi ve deriden
temas yoluyla viicuda girer. Karaciger, beyin, bobrek, kaslar, yag dokusu ve kanda
daha yiiksek konsantrasyonlarda olmak fiizere tiim viicuda dagilir. CCly
uygulamasinda en fazla etkilenen organ karacigerdir. Bundan dolayr CCly klasik ve

model bir hepatotoksidandir (Weber vd., 2003).

CCly’un  karacigerde mitokondriyal monooksijenaz (P450 2E1) sistemince
metabolize edilmesi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller membran proteinleri ve

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

1-Direkt etki (kovalent baglanma)
2-Indirekt etki

1-Metabolizma esnasinda dncelikle stabil olmayan baglangi¢ metaboliti triklorometil
(CCl3e") serbest radikali olustuktan sonra lipitler ve proteinler ile kovalent baglar

olusturarak hizla triklorometil peroksite (CCl30,¢) veya hidrojen atomlarini
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kaybetmis olan kloroform formuna doniisiir. Daha sonra sekonder olarak olusan
konjuge dien, lipit hidroperoksit ve malondialdehid gibi yapilar ile kisa zincirli
karbonhidratlar olusur. Toksik etki sonucu olusan serbest oksijen radikalleri hiicre
membranlarindaki ~ fosfolipitlerde  bulunan  doymamis  yag  asitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak karaciger hiicre nekrozuna yol agarlar (Poli vd.,
1990).

2- CCl3* radikalinin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen CCl3O," radikali
de kuvvetli bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir. Bu olaylar1 takiben serbest radikal
tiretimi karacigerde antioksidan savunmalari asar; bu da hiicre membranlarinin
oksidatif yikimi ve ciddi doku hasar1 ile sonuglanir (Akkus, 1995). Karbon
tetrakloriir; karacigerde hidropik dejenerasyon, yaglanma ile nekroz yapar (Kumar

vd., 1997).
1.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler. Siiper oksit radikali (O,*) ve hidroksil radikali
(OH") sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda
lipit peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana

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

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein, siilfhidril gruplar1 ve diger amino
asit kalintilar1 okside olarak yikilir. Niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.
Serbest oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur.

Hiicrede ROT’nin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin énemli bir nedenidir
(Sies, 1991).

1.2.4.1. Serbest radikallerin lipitlere etkileri

Lipitler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
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oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri (Le) ve lipit
peroksit radikallerinin (LOOe¢) olugsmasi, ROT’nin neden oldugu hiicre hasarinin
onemli bir Ozelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipit

peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit peroksidasyonu™ denir.

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansatiire yag asitleridir. Lipit peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarmin c¢ikarilmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipit
radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin
(Le) molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO-)
olusur. Lipit peroksit radikalleri (LOO¢), membran yapisindaki diger poliansatiire
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipitperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve

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

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani1 ve subselliiler organel lipit
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gecis

metallerinin varh@inda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH¢) olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.
Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar (Recknagel vd.,

1989).

Ug veya daha fazla cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) meydana gelir. Malondialdehit yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit (MDA)
Olgiilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir (Placer vd., 1990).
Nonenzimatik lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve TUrettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre

bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina neden olur (Recknagel vd., 1989).
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1.2.4.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit

kompozisyonlarina baglidir (Dean vd.,1997).

Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur. Oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yan
zincir gruplarinin oksidasyonu, kirilmalar, ¢apraz baglanmalar, yanhs katlanmalar,
hidrofobik yapida degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak
siralanabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

1.2.4.3. Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol agarlar. Hidroksil radikali (OHe) deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Hidrojen peroksit (H,O,)
membranlardan kolayca gecip hiicre cekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir (Valko vd.,2007).
1.2.5. Antioksidan Savunma Sistemi

ROT iiretimi aerobik metabolizmanin kag¢inilmaz iiriinii oldugu i¢in hiicrelere hasar
vermesini Onlemek i¢cin ROT’ni uzaklastirmaya yarayan sistemler gelismistir.
ROT’nin iiretimine katilan faktorler onlar1 yok edecek olan antioksidan sistemin
kapasitesinden daha agir basarsa oksidatif stres ortaya ¢ikar. Bu denge bozuldugunda
biyolojik zarar meydana gelir. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tlirevlerinin ve

antioksidan mekanizmalarin olusumu Sekil 1.8.’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirevlerinin ve antioksidan
mekanizmalarin olusumu (Kumar vd., 1997)

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlart etkisiz hale getirirler (Boyunaga ve
Celik, 1996);

1. Siipiirme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir. Olusturduklart etki ile yeni radikal olusumunu engelleyip; olusmus
olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu gruba 6rnek olarak siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimler; ferritin, seruloplazmin ve

metallotionein gibi metal baglayici proteinler verilebilir.

2. Sondiirme etkisi: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin C,vitamin E, flavonoidler

bu tiir etkiye ornektir.

3. Zincir reaksiyonlarmm kirma etkisi: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlari

belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar. Bu gruba 6rnek

olarak DNA tamir enzimleri ve metiyonin sulfoksit rediiktaz verilebilir.
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1.2.5.1. Bitkilerde ROT detoksifikasyonu
1.2.5.1.1. Enzimatik mekanizmalar

Oz ve HyO2’nin kendileri tehlikeli olmakla beraber bunlarin varliginda metal-
katalizli Haber-Weiss reaksiyonunun bir sonucu olarak ¢ok reaktif ve yiiksek
derecede toksik olan hidroksil radikali olusabilir. Bu yiizden de oksidatif hasardan
kacinmak icin Oy* ve H;0O;’nin konsantrasyolar1 diisikk tutulmalidir. Bu, bitki
hiicrelerinde SOD, askorbat peroksidaz ve katalazin aktivitesi ile basarilir. Ayrica
Feritin ve diger metal baglayan proteinler hiicrelerin hidroksil radikallerinden zarar

gormesini engellemede 6nemlidir (Dernming ve Adams, 1992).
1.2.5.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin (O2+") hidrojen peroksit (H,0,) ve

molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
20,7 + 2H" ——» H)O0, + O (19)

SOD'!n  fizyolojik fonksiyonu siiperoksit serbest radikalinin (Oz¢) lipit
peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi oksijeni metabolize eden hiicreleri

korumaktir.

Ug tane 6nemli SOD ailesi vardir; CuZn SOD, Fe SOD ve Mn SOD. Bitkilerde en
¢ok CuZn SOD bulunur ve sitosolde, kloroplastta ve apoplastta bulunur. Mn SOD
mitokondride, smirli sayida bitki tiirinde bulunan Fe SOD ise kloroplastlarda yer
almaktadir. Stres altinda artan ROT ile bas edebilmek i¢in SOD aktivitesi indiiklenir.
SOD izozimlerinin ifadesi ¢evre kosullarina ve gelisimsel durumlara karsilik olarak

farkl1 olarak diizenlenir (Mittler, 2002).
1.2.5.1.1.2. Askorbat peroksidaz

SOD katalizli reaksiyonun bir {iriinii olan H2O; hiicreler i¢in toksiktir ve hiicrelerden
H20,’yi yok etmek igin etkin temizleme sistemleri bulunmalidir. Bitkilerde basta
gelen enzimler, peroksizomlar ve glioksizomlarla sinirli olan katalaz ve
Kloroplastlarda, peroksizomlarda, glioksizomlarda, mitokondrilerde ve sitosolde

bulunan askorbat peroksidazdir (Dernming ve Adams, 1992).
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Askorbat peroksidaz askorbattan saglanan elektronla H,O,’yi H,O’ya rediikler
(Mittler, 2002).

2Askorbat + H,0, —2 Manodehidroaskorbat +2 H,0O +2H" (1.10.)

Bu reaksiyon tilakoide bagli askorbat peroksidaz tarafindan katalizlendiginde
olusturulan Manodehidroaskorbat indirgenmis ferrodoksinden saglanan elektronlarla
askorbata  (AsA) indirgenir.  Diger  askorbat  peroksidaz  izozimleri
Manodehidroaskorbat iirettiginde askorbat-glutatyon dongiisii yoluyla geri AsA’ya
indirgenir  (Sekil 1.9.). Bu dongide Manodehidroaskorbat  dogrudan
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR) tarafindan NAD(P)H elektron vericisi
olarak kullanilarak AsA’ya indirgenebilir (Mittler, 2002).

HyO — = & — = FSl —= Oy

0
(&

MDA Hahs
Fd tAPX
AsA Ha

Sekil.1.9. Su-su dongiisii (Mittler, 2002)
MDA + NAD(P)H+ H" —— Askorbat + NAD(P)" (1.112)

Doéniisiimlii olarak Manodehidroaskorbat kendiliginden AsA ve dehidroaskorbata
dontisiir. Bu durumda DHA, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan Glutatyon
(GSH) elektron vericisi olarak kullanilarak indirgenir (Sekil 1.10.). Yiikseltgenen
Glutatyon (GSH) NAD(P)H elektron vericisi olarak kullanilarak Glutatyon rediiktaz
(GR) tarafindan indirgenir (Mittler, 2002).

AsA MAD{PH
APX MDBR
MDA MADHP )
Ass + DHA GSSG MADP)Y*
DHAR SR
L GSH MAD{P)H

Sekil 1.10. Askorbat-Glutatyon Dongiisti (Mittler, 2002)
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Askorbat peroksidaz H,0; igin yiiksek afinite gosteren bir proteindir. Enzimin,
elektron vericisi olarak AsA i¢in yiiksek oranda spesifikligi vardir. Bununla birlikte

sitosolik izoform farkli elektron vericilerini kullanabilir (Mittler, 2002).
1.2.5.1.1.3. Katalaz

Birgok hiicre boliimiinde bulunan askorbat peroksidazin tersine katalaz, sirasiyla
fotosolunumda ve yaglarin oksidasyonunda olusan H,0;’yi ortadan kaldirmak igin
gorev gordiigli peroksizomlar ve glioksizomlarla sinirlidir. Su yoniiyle de askorbat
peroksidazdan farklidir; katalaz indirgeyici istemez, H,O; icin diisiik afiniteye
sahiptir ve yliksek Vmax’a sahiptir. Bir hem proteini olan katalaz etkin bir sekilde
H207’yi yok etmek icin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmalidir. Su reaksiyonu

katalizler (Mittler, 2002);

2H,0, — 3 2H,0 + O (112)
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 rediiktaz

GSH-Peroksidaz vasitasiyla hidrojen peroksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii
katalize eder (Noctor ve Foyer, 1998).

1.2.5.1.1.6. Glutatyon-S-transferazlar (GST)

Lipit peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz GSH-Peroksidaz aktivitesi gostererek

bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Noctor ve Foyer, 1998).

ROOH + 2GSH ————— GSSG + ROH + H,0 (1.13)

1.2.5.1.1.7. Mitokondriyal sitokromoksidaz

Solunum zincirinin son enzimidir, stiperoksidi (O°") detoksifiye eder.

40, + 4H"+ 46 _____ 5 2H,0 (1.14))
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1.2.5.1.2. Diger enzimatik olmayan mekanizmalar
1.2.5.1.2.1. Vitamin C (askorbikasit)

Giglii indirgeyici aktivitesinden dolayr giiglii bir antioksidandir. Siiperoksit radikali
(O2*") ve hidroksil radikali (OHe) ile reaksiyona girerek onlar1 ortamdan temizler. Bu
yiizden de bitkileri oksidatif strese karst korumada ¢ok Onemlidir. Ayrica a-
tokoferol radikalinden E vitaminini olusturarak onu indirgenmis durumda muhafaza
etmekte de Onemlidir. Askorbat ayrica askorbat peroksidaz ve violaksantin
deepoksidaz i¢in substrat olarak da islev goriir. Violaksantin deepoksidaz enzimi, FS
IT deki fazla uyarilma enerjisinin termal dagiliminda anahtar olan ksantofil

dongiisiinde yer alir (Noctor ve Foyer, 1998).
1.2.5.1.2.2. Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E (o-tokoferol) ¢ok giicli bir antioksidandir. Hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden
koruyan ilk savunma hattint olusturur. Vitamin E siiperoksit ve hidroksil
radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger.
Vitamin E zincir kirici antioksidan olarak bilinir. Vitamin E okside olduktan sonra ve
par¢alanmadan  Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan  yeniden
indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri
ortadan kaldirirken vitamin E peroksitlerin sentezini engeller (Grafmann, 2005;

Seven ve Candan, 1996).
1.2.5.1.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) c¢ok 6nemli bir antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Fe*? halde tutarak protein
ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Ayrica proteinlerdeki siilfhidril (-SH)
gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi korur. Boylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Noctor ve Foyer,
1998).
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1.2.5.1.2.4. Karotenoidler

Vitamin A'nin 6n maddesi olan B-karotenin tekli oksijeni bastirabildigi, siiperoksit
radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan
gorev gordiigli saptanmistir. Proteinlere bagli olan karotenoidler triplet klorofili ve
tekli oksijeni sOndiirme yetenekleri sayesinde klorofili korumada ozellikle

onemlidirler (Miiller vd., 2001).
1.2.5.1.2.5. Demir selatorleri

Demir selatorleri hiicre igine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler. Boylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali

olusumunu inhibe ederler (Seven ve Candan, 1996).
1.2.5.1.2.6. Fenolik bilesikler

Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren
bilesiklerdir (Evans vd., 1997). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane
hidroksil grubu igeren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan
tiredigi bilinmektedir. Bitkilerde dnemli sekonder metabolitler arasinda yer alan
fenolik bilesikler, yaklasik 10 000 ¢esit bilesigin yer aldigi kimyasal olarak heterojen
bir gruptur (Taiz ve Zeiger, 2008).

Fenolik bilesiklerin, yapilarindaki hidroksil grubundaki H atomunu vererek lipitlerin
ya da diger biyomolekiillerin oksidasyonunu sonlandirabilen etkili antioksidan
molekiiller olarak fonksiyon gordiikleri yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir.
Polifenollerin tokoferoller ve askorbata gore in vitro olarak daha iyi antioksidan
oldugu bildirilmektedir. (Paganga vd., 1999; Foti vd., 1994).

Bitkisel fenolikler farkli yollardan sentezlendiklerinden metabolik anlamda oldukca
heterojen bir grubu olustururlar. iki temel metabolik yol bulunur; sikimik asit ve
malonik asit yollart (Sekil 1.11.). Sikimik asit yolu pek cok bitkisel fenoliklerin
sentezine katilir. Malonik asit yolu bakteri ve funguslarda fenolik ikincil tiriinler i¢in
onemli bir kaynak olusturmakla beraber yiiksek bitkilerde daha az 6nem tasir (Taiz

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

Sikimik asit metabolik yolu glikoliz ve pentoz fosfat yolunda olusan basit
karbonhidrat dnciillerini aromatik amino asitlere doniistiiriir. Ara {iriinlerinden biri
sikimik asittir ve tlim tepkimeler dizisine adin1 vermistir. Bitkilerde en sik rastlanan
sekonder fenolik bilesik gruplar1 fenilalaninden tiirevlenirler. Fenilalaninden
amonyum molekiiliiniin uzaklagsmasiyla sinnamik asit olusur. Bu tepkimeyi
katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz (PAL) bitkisel sekonder metabolizmada en

¢ok calisilan enzimdir (Herrmann ve Weaver, 1999).

PAL, primer ve sekonder metabolizmanin tam ayrilma noktasinda bulundugundan
bir¢ok fenolik bilesigin olusumunda diizenleyici basamagi katalizler. PAL aktivitesi,
diisiik beslenme diizeyleri, 151k ve fungus enfeksiyonu gibi cevresel etmenlerin

etkisiyle artig gosterir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasarinin birgok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklar,
merkezi sinir sistemi hastaliklari, kanser, alkolik karaciger hastaligi, akut renal
yetmezlik, yaslanma, romatit artrit, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarda
serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur. ROT’ nin

iligkili oldugu tiim bu fizyolojik kosullar ve hastaliklarda serbest radikal iiretiminin
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artt1g1, antioksidan savunma mekanizmalarinin ise yetersiz oldugu gosterilmistir
(Kukreja ve Hess, 1992; Dhalla vd., 2000; Finkel ve Holbrook, 2000; Sayre vd.,
2001; Yamagishi vd., 2001; Jenner, 2003; Valko vd., 2007).

Hastaliklarin patogenezinde serbest radikallerin artisinin ve/veya antioksidan
savunma sistemlerinin yetersizliginin rolii anlasildik¢a yeni antioksidanlarin kesfi ve
bunlarin bu hastaliklara karsi kullanimi1 son yillarda bir¢ok arastirmanin odagi haline

gelmistir.

Sentetik antioksidanlarin karsinojenezin ~ promotoru olarak aktivite
gosterebilmelerinden duyulan endige neticesinde bu maddelerin gida katkist olarak
kullanilimlarina kars1 kiiresel boyutta bir memnuniyetsizlik gelismistir (Ito vd., 1986;
Namiki, 1990). Bu durum sentetik antioksidanlarin yerine dogal ve giivenilir olan
antioksidanlarin kullanimini giindeme getirmistir. Bu dogrultuda, son dénemde dogal
antioksidanlarin kesfedilmesine yonelik aragtirmalar giderek artmakta ve alternatif
tip kapsaminda antioksidan potansiyeli yiiksek bir ¢ok bitkinin bir¢ok hastaliga karsi
kullanim1 popiiler hale gelmektedir (Dillard ve German, 2000).

Giclii antioksidan Ozelliklere sahip yararli pek ¢ok metabolit igeren fotosentetik
mikroalgler dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda en ¢ok ilgi ¢eken canli grubudur.

Mavi-yesil algler ve mikroalgler yaklasik olarak 3 milyar yildir atmosferde bulunan
oksijenin biiyiik bir ¢ogunlugunu iretmektedirler. Ayn1 zamanda bu organizmalar,
stiperoksit ve oksijen radikali gibi zararli serbest radikalleri de iiretmektedirler.
Kendi membran lipitlerini ve hiicresel komponentlerini bu zararli radikallere karsi
korumak i¢in g¢esitli oksidatif savunma mekanizmalar1  gelistirmislerdir

(Hajimahmoodi vd., 2010).

Bugiin mikroalgler tarafindan sentezlenen birgok metabolit farmasétik biyoteknoloji
ve gida bilimi alanlarinda gelecek vaad etmektedir. Yiiksek oranda protein,
vitaminler, yag asitleri ve diger pek ¢ok kiymetli besinleri iceren mikroalgler,
insanlar tarafindan eskiden beri saghikli gida destedi olarak tiiketildiginden dolay1
diinya pazarlarinda 6nemli bir arza sahiptir (Pulz ve Gross, 2004; Singh vd., 2005;
Spolaore vd., 2006).Uzun zamandan beri yogun bir sekilde tiretimi yapilan en énemli

mikroalglerden biri olan Spirulina, biyoteknolojik arastirmalarda énem tasiyan ve
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besin maddesi olarak tiiketilebilen, ekolojik ve ekonomik deger tasiyan bir

mikroalgtir (Khan vd., 2005).
1.2.6. Spirulina platensis

S. platensis en fazla kiiltiiri yapilan, kozmetikte, tipta, insan ve hayvan gidasi olarak
cesitli sanayi alanlarinda yaygin olarak kullanilan Cyanophyceae (Mavi-yesil Algler)
smifindan prokaryotik bir mikroalgdir (Khan vd., 2005).

Spirulina ¢ok eski ¢aglardan beri gida olarak kullanilmaktadir. Aztekler, Meksika’da
bulunan Texcoco Goéliinden topladiklar1 Spirulina’yr kurutmuslar ve “Tecuitlat”
adint vermislerdir. 1940°da Fransiz fikolog Dangered, Afrikada Cad goli
cevresindeki halkin “Dihe” admi verdigi S. platensis’i yedigini ve bu insanlarin
cevrede yasayan diger kabilelere oranla daha uzun boylu ve saglikli olduklarim
belirtmistir. 1965 yilinda Fransiz Petrol Arastirma Enstitiisii laboratuarlarinda
yetistirdigi Spirulina 'nin % 60-70 oraninda protein i¢erdigini yaymlamis ve bilimsel
calismalarin yogunlasmasi, ticari kiiltiirlerinin yapilmasi bu tarihten sonra olmustur.
Spirulina birgok uluslararas1 kurulus tarafindan arastirilmis ve tretimi tesvik
edilmigtir. 1970’11 yillarda Amerikan Uzay ve Havacilik Dairesi (NASA) tarafindan
uzay caligmalarinda kullanilmak iizere besin yapiminda kullanilmigtir. Merkezi
Fransa’da olan Beslenme Bozukluklarima Kars1 Algokiiltiir ile Miicadele Kurumu
(Association Pour Combatre La Malnutrition Par Algoculture ACMA) beslenme
bozukluklarina kars1 Afrika ve Hindistan gibi aclik problemi olan iilkelerde halki
Spirulina iretip, yemeye tesvik ederek kalict bir yardim saglama amaci glitmektedir.
Bu amagla yapilan projelerde beslenme bozuklugu nedeniyle hastanelere yatmis olan
hastalarin diyetlerine Spirulina konulmasi yoluyla tedavileri gerceklestirilmektedir
(Habib vd., 2008).

Spirulina ilk kez 1827°de TURPIN tarafindan izole edilmistir. Sarmal (spiral) sekilli
mavi yesil flamentler veya trikomlar Spirulina’nin karakteristik 6zelligidir.
Heterosistleri yoktur. Hiicrede sarmal sekilli flamentlerle birlikte gaz dolu
vakuollerin bulunmasi yiizmesine neden olmaktadir. Trikomlar 50-500 mikrometre
uzunlukta ve 3-8 mikrometre genisliktedir. Kloroplastlar1 yoktur; Klorofil a igerir,
klorofil b icermez. Karotenoid, fikosiyanin, fikoeritrin igermektedir. Prokaryotik

organizmalardir; kalitsal —materyal sitoplazma icerisinde dagilmis halde
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bulunmaktadir. Cok hiicreli, silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca heliks
biciminde dizilisi ile taninir. Flamentleri tektir, kendi ekseni etrafinda kayarak
hareket eder. Spiral sekli karakteristik oOzelligidir ve farkli bolgelerde farkl
boyutlarda spiral ¢apl tiirleri vardir. Ozellikle sicaklik, fiziksel ve kimyasal kosullar
gibi ¢evresel faktorler, heliks geometrisini etkiler. Hiicre duvar1 yapisinda

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

Elektron mikroskobu ile gbzlenen hiicresel organizasyonunda morfolojik olarak
sinirlandirilmis bir nukleus ve plastid mevcut degildir ve dista gram negatif tipte bir
zara sahiptir. Zarin kalinlig1 yaklasik 0,5 mikrometredir ve lifli ag benzeri bir yapisi
vardir. Hiicre duvari iizerinde bulunan porlardan salgilanan zar materyalinin, flament
hareketi ile iligkili oldugu disiinilmektedir. Cok tabakali hiicre duvari incedir.
Sitoplazma bolgesi esas olarak poliglukan tanecikleri ve gaz vesikiilleri ile doludur.
Ayrica kiigiik ozmofilik graniiller, fibriller ve yag damlaciklar1 da vardir. Cevresel ve
merkezi sitoplazma arasinda yer alan tilakoid membranlar paralel olarak
dizilmislerdir ve birlesik vaziyette elektronlari gegirmeyen fikobilizomlar1 vardir.
Tilakoidler, hiicre duvarmin uzun kenarna paralel, flamentleri ayiran gepere ise
caprazlama uzanan diiz veya biikiimli desteler olarak goriiniirler. Diisiik elektron
yogunluguna sahip tilakoid icermeyen alanlar ribozomlar ve DNA fibrilleri ile
doludur. Spirulina klorofilin sadece tek formuna, klorofil a’ya sahiptir. Ayrica
hepsinde karakteristik biliprotein pigmentleri olan, fotosentezde yakalayici pigment
olarak fonksiyon gosteren fikobilinler mevcuttur. Fikobilinlerin bir smifi olan
fikosiyaninler, mavi renklidir ve klorofil-a ile birlikte alge mavi-yesil rengini verirler
(Tomaselli, 1997).

Spirulina’nin kimyasal bilesimi protein, esansiyel yag asitleri, karbonhidratlar,
vitaminler, Ca, Mg, Fe, F, Selenyum, Cinko gibi 6nemli mineraller, karotenler,

fikosiyanin, klorofil a gibi yapilardan olusmustur (Tokusoglu ve Unal, 2003).

Spirulina, yiiksek protein miktarina sahiptir. Yiiksek protein igeriginin % 10,9 unu
lisin, % 7,5’unu valin ve % 6,8’ini izolisin gibi esansiyel amino asitler
olusturmaktadir (Clément vd., 2006). Ekstraksiyon metodlar1 ile elde edilen
Spirulina tozundaki yiiksek protein gida maddelerinde katki olarak kullanilmaktadir.

Kuru agirliginin % 6-7 oraninda lipit igeren Spirulina, linoleik asit (LA) ve y-linoleik
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asit (GLA) gibi esansiyel yag asitlerini biinyesinde tasimaktadir. S. platensis’in
biyokimyasal kompozisyonu Tablo 1.2.’de gosterilmektedir (Fox, 1996).

Tablol.2. S. platensis’in biyokimyasal kompozisyonu (Fox,1996)

KOMPOZISYON % KURU AGIRLIK
Protein 60-71

Karbonhidrat 13-16,5

Lipit 6-7

Mineral 6,4-9

Spirulina en zengin mikroalgal Gamalinoleik asit (GLA) kaynagidir (Richmond,
2004). GLA baz1 hayvanlarda biiylimeyi uyararak cilt ve saglarda parlaklik ve
yumusaklik saglamaktadir. Gamalinoleik asitin ayrica bir anti inflamatuar olarak
islev gostermekte oldugu ve bazi eklemsel rahatsizliklarin semptomlarini azalttig
bilinmektedir. Spirulina’da bulunan GLA, prostaglandin E (PGE) sentezini stimule
ederek kolesterolii etkilemekte ve bu yolla Spirulina’nin kolesterolii diisiiriicti etkisi

oldugu bildirilmektedir (Belay vd., 1993).

Son 10 yil i¢inde yapilan arastirmalar Spirulina’nin potansiyel terapotik etkileri
tizerine yogunlagmigtir. Spirulina’nin saglik iizerindeki olumlu etkilerini kanitlayan
¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalara in vitro deneyler, hayvanlar
tizerindeki in vivo arastirmalar, insanlar {izerinde ¢iftkor placebo kontrolli klinik
deneyler de dahildir. Bu in vitro ve in vivo deneyler sonucunda, Spirulina’nin
antikanser, antiviral, immun sistemi gii¢lendirici, antioksidan, radyasyona karsi

koruyucu, kolestrol diisiiriicii etkilerinin oldugu gosterilmistir (Khan vd., 2005).

Bunlara ek olarak Harward Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir arastirmada Spirulina’dan
alman su Ozitiiniin, HIV-1 virilisiiniin insan T-hiicre dizilerinde c¢ogalmasim
engelledigi bulunmustur. Bu arastirmaya gore, viral iireme yaklagik % 50 oraninda
azalmistir. Bunun iizerine Spirulina su oziitiiniin “antiretroviral aktiviteye sahip
oldugunu ve potansiyel klinik énemde oldugu” sonucuna varmislardir (Ayehunie
vd.,1998). Ayrica S. platensis’ten elde edilen siilfatlanmis polisakkaritin, Kalsiyum
Spirulinan, Herpes simplex virus tip 1, Influenza A virusu ve HIV-1 gibi bazi1 zarfl

viruslerin replikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Richmond, 2004).
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Agzinda kanser Oncesi lezyonlar bulunan tiitiin ¢igneyicileri arasinda yapilan bir
arastirmada Spirulina alan grupta 44 vakanin 20’sinde (% 45) lezyonlarin biitiiniiyle
geriledigi goriilmiistiir. Placebo grubunda yer alan kisilerde ise 43 vakanin yalnizca
3’tnde (% 7) gerileme goriilmistir. Tamamen gerileme gostermis olan ve bir
sonraki yil boyunca Spirulina almayan 20 denekten 9’u (% 45) yeni lezyonlar
gelistirmistir (Mathew vd,. 1995). Spirulina’nin alerjik rinit {izerindeki etkilerini
arastiran Kaliforniya Universitesi’nde yapilan baska bir calisma kapsaminda
Spirulina kullanan hastalarmn Interlokin-4 sitokin seviyelerinin diistiigii gosterilerek
Spirulina’ nin alerjik rinit hastaligina kars1 koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir
(Mao vd., 2005).

Spirulina, C-fikosiyanin ve allofikosiyanin olmak tiizere iki biliprotein igerir. Bu
mikroalgin protein fraksiyonunun yaklasik % 20’si, suda ¢6ziinen mavi bir pigment
olan fikosiyaninden olusmaktadir (Cohen, 1997). Bu biliproteinlerin, yiiksek molar
absorbans katsayilari, floresan kuantum verimleri, yiiksek fotostabiliteleri nedeniyle
flow sitometrisi i¢in floresan isaretlemede, yiiksek verimli klinik analizler ve
fikobiliprotein temelli reaktif oksijen tiirleri testlerinde kullanilmaktadir (Kronik ve
Grossmann, 1983). Spirulina’dan ekstrakte edilen fikosiyanin gida sanayiinde
renklendirici, kozmetik endiistrisinde dogal boya olarak kullanilmaktadir (Sarada vd.,
1999). Buna ek olarak ¢evre biyoteknolojisi kapsaminda yapilan birgok arastirma S.
platensis’in ¢esitli endiistriyel atik sulardan bircok agir metalin ve boyanin
uzaklastirllmasinda etkili bir biosorbent olarak kullanilabilecegini gostermektedir

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

Spirulina ile ilgili ilk ticari iiretim Meksika’da baglamis ve yilda 100-300 ton iiretim

kapasitesine ulasmistir. 21. yy.’da Spirulina {iretimi basta Amerika Birlesik
Devletleri, Japonya, Cin, Tayvan, Fransa, Meksika, Ispanya gibi bircok iilkede
kurulu 150 isletmeyle beraber 3000 tonu agmustir. Spirulina {iretimi muhtemelen ve
2010’Iu yillarda da 8000 ton {iriin ve 1,1 milyar dolar cirosuyla énemli bir sektor
konumunda olacaktir. Kaliforniya ve Hawaii’de bulunan diinyadaki en biiyiik

Spirulina iiretim tesisleri Sekil 1.12’de goriilmektedir (Habib vd., 2008).
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Sekil 1.12. Hawai’de (a) ve Kaliforniya’da (b) bulunan Spirulina iiretim tesisleri
(Habib vd., 2008)

Ulkemizde cogunlukla ithal yolla temin edilen Spirulina konusunda iiretim
calismalar1 da baslamistir. Bu baglamda 2000 yilinda Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi ile sanayi isbirligi olarak ilk Spirulina iiretim isletmesi kurulmustur.
Sonraki yillarda, izmir’in Menderes ilgesinde Ecolife Spirulina olarak ikinci bir
isletme kurulmasi ve bunu takip eden girisimlerin olmasi, Tiirkiye’de Spirulina
liretiminin yayginlagsmas: bakimindan sevindirici gelismelerdir. Giiniimiizde ticari
Spirulina iretimi yillik 150 milyon dolar gelirle, birkag¢ tilkede kurulu sirketler
vasitasiyla yilda 3000 ton ve {iizerinde iretimle devam etmektedir. Genel olarak
tablet, kapsiil ve kurutulmus toz iirlin seklinde 70 iilkede eczanelerde, marketlerde,
aktarlarda ve giizellik merkezlerinde tiiketime sunulmaktadir. Spirulina’dan
Oziitlenen ve ticari olarak ‘lima mavisi’ olarak da adlandirilan protein yapisindaki
fikosiyanin, gida ve kozmetik sanayinde yaygin olarak kullanilan bir renklendiricidir.
Bununla birlikte Spirulina sahip oldugu zengin protein, mineral ve vitamin

iceriginden dolay1 besin olarak da tiiketilmektedir (Giiler ve Giilmez, 2008).
1.3.LITERATUR OZETI

Spirulina’nin antioksidan Ozellikleri son yillarda bir¢ok arastiricinin ilgisini
¢cekmektedir. Bu alandaki ilk ¢alismalardan olan Manoj ve arkadaslarinin yaptigi
aragtirma Spirulina’nin alkol 6ziitiiniin a-tokoferol (% 35) ve BHA (% 45) ve beta
karoten (% 48) gibi antioksidanlara goére lipit peroksidasyonunu ¢ok (% 65) daha
fazla Onledigini ortaya koymustur (Manoj vd., 1992). Ayrica Spirulina’nin su
Oziitiinlin gallik asit (% 54) ve klorojenik asitten (% 56) daha iyi antioksidan etkiye
(% 76) sahip oldugu gosterilmistir (Zhi-gang vd., 1997).
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Miranda ve arkadaglart (1998) Spirulina’nin metanol Gziitiiniin antioksidan
aktivitesini in vivo ve in vitro olarak gostermistir. In vitro antioksidan deneyleri
kapsaminda beyin homojenatin1 6ziitle birlikte ve Oziitsiiz olarak 37°C’de inkiibe
etmisler ve rat beyin homojenatinin peroksidasyonunun 0,5 mg metanol oziitiiyle %
95 oraninda Onlendigini bildirmislerdir. In vivo antioksidan aktivite ise 2 ve 7 ay
boyunca giinlik 5 mg Spirulina dozu alan hayvanlarin karaciger ve plazmalarinda
degerlendirilmistir. iki ve yedi aylik siire sonunda beyin homojenatindaki plazma
antioksidan aktivitesi sirasiyla deney grubu i¢in % 97 ve % 71 iken, kontrol grubu
icin % 74 ve % 54 olarak bulunmustur. Antioksidan etki tek basina ve/veya sinerjik
olarak beta karotene, tokoferole ve fenolik bilesiklere baglanmistir (Miranda vd.,

1998).

Spirulina ve Chlorella 6ziitlerinin antioksidan aktivitelerinin karsilastirildigi bir
calismada Spirulina 6ziitiindeki toplam fenolik igerigin Chlorella 6ziitiinden 5 kat
daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Spirulina ’nin en ¢ok kullanilan antioksidan
aktivite testlerinden biri olan ABTS yontemiyle tespit edilen antioksidan aktivitesi
Chlorella’nin antioksidan aktivitesinden daha yiiksek bulunmustur. Yine antioksidan
aktivite testleri arasinda sik kullanilan bir antioksidan aktivite testi olan DPPH
yontemine gore yapilan c¢aligmalar da benzer sonuclar vermistir (Wu vd., 2005).
Herrero ve arkadaslarinin (2004) yapmis oldugu baska bir arastirma kapsaminda dort
farkli ¢oziiciide (hekzan, petroleum, su ve etanol) basincl siv1 ekstraksiyon yontemi
ile hazirlanan S. platensis oziitlerinin 6nemli antioksidan aktiviteye sahip oldugu

gosterilmistir.

Fikosiyaninin saflagtirllmast ve ticari olarak {iretiminin gergeklesmesiyle
fikosiyaninin antioksidan, antiinflamatuar etkisi in vitro ve in vivo olarak bir¢ok
arastirmact tarafindan calhisilmistir. Alkoksil, peroksil ve hidroksil radikallerinin
fikosiyanin tarafindan temizlenmesi antioksidan aktivite testleri ile gosterilmistir.
Romay ve arkadaslar1 (1998a, 1998b, 2003) in vitro olarak fikosiyaninin hidroksil ve
alkoksil radikallerini temizledigini ve karaciger mikrosomal lipit peroksidasyonunu
Onledigini ve serbest radikal olusturucusu olan AAPH’in (2,2,_azobis2-
amidinopropan dihidroklorit) indiikledigi insan eritrosit hemolizini 1yi bilinen
antioksidanlar olan troloks ve askorbik asit gibi 6nledigini bildirmislerdir (Romay ve

Gonzalez, 2001).
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Vadiraja ve arkadaslari (1998) ratlarda karbon tetrakloriiriin ve R-(+) plugonun
indiikledigi hepatotoksititenin intraperitonel olarak fikosiyanin zerk edildiginde ciddi
sekilde azaldigimi karaciger enzimlerinin analizi yoluyla goOstermistir. Hirata ve
arkadaglar1 (2000) fikosiyaninin bir bileseni olan fikosiyanobilinin in vitro
antioksidan aktivitesinin alfa tokoferol, zeaksantin ve kafeik asitten daha fazla
oldugunu gostermistir. Bhat ve Madyastha (2001) fikosiyaninin peroksil radikali

temizleyicisi olarak etkin bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Fikosiyaninin dikkat cekici bir sekilde Fe*® askorbik asit veya serbest radikal
baglaticist olan AAPH muamelesinden sonra karaciger mikrozomlarmin lipit
peroksitlerindeki artis1 engelledigi gdsterilmistir. Izole edilen mikrozomlara
Fe*?-askorbat varliginda fikosiyanin eklenmesi hepatik lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan TBARS ( Thiobarbiturik asit reaktif maddeleri) miktarinda azalmaya
neden olmustur (Romay vd., 1998b). Yine bir ¢alismada fikosiyaninin farelerin
karacigerlerinde olusturulan lipit peroksidasyonunu ve hepatosit hasarinin gostergesi
olan artmig AST ve ALT konsantrasyonlarini azalttigi bildirilmistir. Bu durum
fikosiyaninin radikal siipiiriicii etkisinin yaninda antiinflamatuar etkisi ile inflamatuar

infiltrasyonu ve TGF-f ifadesini engellemesi ile agiklanmistir (Ou vd., 2010).

Bazi metallerin sistemik veya oral yolla alinimi oksidatif hasarin baglamasina neden
olur. Metallerin indiikledigi oksidatif hasara karsi Spirulina’nin koruyucu etkisi
birgok arastirmaci tarafindan ¢alisilmistir. Bu ¢alismalarda Pb, CdCl, ve HgCl,’iin
ratlara verilmesiyle oksidatif hasar olusturulan kontrol grubundaki ratlarla
karsilastirildiginda Spirulina sp. verilen ratlarda lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan TBARS (Thiobarbiturik asit reaktif maddeleri) miktarinda, konjuge
dien ve hidrojen peroksit seviyelerinde azalma gozlenirken, siiperoksit dismutaz,
selenyum, katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinde ise artma tespit edilmistir
(Upasani vd., 2001; Jeyaprakash ve Chinnaswamy, 2005; Kumar vd., 2005;
Karadeniz vd., 2009).

Deney hayvanlar ile yapilan bircok g¢alisma Spirulina’nin karaciger iizerindeki
koruyucu etkisini gostermistir. Bu ¢alismalardan birinde 5 giin boyunca simvastatin
(75 mg/kg viicut agirlig), ethanol (% 20) ve hiperkolestrolemik diet (% 1 kolestrol)
uygulanarak karaciger yaglanmasi indiiklenen CD-1 farelerinde Olg¢iilen karaciger

total lipitleri, karaciger total triacilgliserolleri, serum HDL ve serum triagilgliserol
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seviyelerinin 2 hafta boyunca % 10’luk Spirulina diyetiyle beslenen fare grubunda

kontrol grubuna gore ciddi oranda azaldig: tespit edilmistir (Bl¢ Castillo vd., 2002).

Spirulina’nin hipolipidemik, kolestrol diisiiriicii, karaciger triagilgliserollerini azaltici
etki goOstererek, deney hayvanlarinda yiiksek kolestrol diyeti (Kato ve Takemoto
1984; Bl¢ Castillo vd., 2002), % 60’ lik fruktoz diyeti (Iwata vd., 1990; Gonzalez de
Rivera vd., 1993), karbon tetrakloriir (Torres Duran vd., 1998; Torres Duran vd.,
2006) ve alloksanla deneysel diabet olusumu yoluyla (Rodriguez-Hernandez vd.,
2001) olusturulan karaciger yaglanmasini azalttigi gosterilmistir. Buna ek olarak
ratlarda Spirulina’nin zengin antioksidan igerigi sayesinde hepatik lipit
peroksidasyonunu azaltarak karbon terakloriir ile olusturulan karaciger hasarinda
gbzlenen iyilesmede etkili oldugu da vurgulanmistir (Torres Duran vd., 1998; Torres

Duran vd., 2006).

Deney hayvanlariyla yapilan bu preklinik ¢alismalara ek olarak insanlar iizerinde
gerceklestirilen  klinik birgok ¢alisma da Spirulina’nin  hipokolesterolemik,
hipoglisemik, hipotriacilgliserolemik, hipolipidemik etki gostererek karacigeri
korudugunu dogrulamigtir (Nayaka vd., 1988; Parikh vd., 2001, Samuels vd., 2002;
Torres-Duran vd., 2007; Ferreira-Hermosillo vd., 2010).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Spirulina’ nin antioksidan aktivitesinin karaciger
tizerindeki etkisi g¢ogunlukla ticari olarak satilan Spirulina tabletlerinin veya
saflagtirlmis fikosiyaninin ratlara verilmesi yoluyla c¢ogunlukla su yontemlerle
belirlenmeye  ¢alistlmistir; in vitro mikrozomal lipit peroksidasyonunun
inhibisyonunun o6lclilmesi, karaciger enzimlerinin ya da serum ve karaciger

lipitlerinin, trigliserid, total kolestrol miktarinin tespit edilmesi.

Literatiirde antioksidan {iretimi indiiklenmis S. platensis kiiltiirinden elde edilen
biyokiitlenin in vivoda karaciger iizerindeki serbest radikallere karsi koruyucu

etkisinin ultrayapisal diizeyde degerlendirildigi bir ¢aligma yoktur.
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BOLUM 2
MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Spirulina platensis

Bu ¢alismada kullanilan Spirulina platensis susu Cukurova Universitesi Su Uriinleri

Fakiiltesi Temel Bilimler Anabilim Dal1 Plankton Laboratuari’ndan temin edilmistir.
2.1.2. Wistar albino

Bu c¢aligmada 28 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanilmistir. Caligmadaki
ratlarin  hepsi deney siiresince Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde standart nem, 151k (12 saat giin 15181 / 12 saat
karanlik) ve oda 1s1s1 (20-22 °C) kosullarinda bulundurulmustur.

2.2. METOD
2.2.1. Kiiltiir Ortam

S. platensis’i tiretmek amaciyla bu ¢alismada “Spirulina besi ortami’ kullanilmigtir
(Schlosser, 1982). A ve B solusyonlar1 seklinde esit hacimde ayr1 siselerde
hazirlanan besiyeri (pH 9,5) 121 °C 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra steril kosullar altinda kanstirilmistir. Kiltiir ortaminin
kompozisyonu Tablo 2.1°de gosterilmektedir. 30 °C sicaklik 40 umol foton m?s*t
151k siddeti altinda 12 saat aydinlik 12 saat karanlik foto periyodu altinda inkiibe
edilen S. platensis kiiltiiriinden her defasinda kiiltiirin % 10’u alt kiltir igin
inokulum olacak sekilde kullanilarak S. platensis susunun besiyeri ve kiiltiir

kosullarina alismasi saglanmistir (Olguin vd., 2001 ; Leema vd., 2010).
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Tablo 2.1. Spirulina besi ortami (Schldsser, 1982)

Solusyon A g/L Solusyon B g/L

NaHCO; 27,22 NaNO;3 5,00
Na,CO3 8,060 K>SO, 2,00
K,HPO, 1,000 NaCl 2,00

MgSO4.7H,0 0,40
CaCl,.2H,0 0,08
PIV (ml) 12,0
Chu (ml) 2,00

2.2.2. Biyokiitle Yogunlugunun Hesaplanmas1 I¢in Standart Egrinin

Olusturulmasi

Spirulina biyokiitle miktarlarinin spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi igin
deneyde kullanilan besiyerinde hazirlanan farkli kuru Spirulina biyokiitle
yogunluguna sahip c¢ozeltiler icin (g/L) 670 nm dalga boyunda olcililen optik
yogunluk degerleri (Colla vd., 2007) kullanilarak “biyokiitle konsantrasyonu-optik
yogunluk”™ standart egrisi ¢izilmistir. Bu egrinin olusturulmasinda her bir yogunluk
icin dlgiilen absorbans degerlerinin ortalamasi alimustir. Ug tekrarli olarak yapilan

bu deneyde besiyeri blank (kor) olarak kullanilmustir.
2.2.3. Deney Ortamu ve Diizenegi

Deney i¢in iklimlendirme dolab1 3 bolime ayrilmistir. “Spirulina besi ortami” igeren
kiltiir ortamlar1 baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonlar1 0,12 g/L olacak sekilde daha
Oonceden belirtilen kiiltiir sartlarina adapte edilen kiiltiirden inokule edilmistir.

Spirulina biyokiitle konsantrasyonlari standart egri kullanilarak hesaplanmustir.

Her boélime aymi sekilde 3’er adet kiltiir yerlestirilerek 3 grup seklinde
40 pmol foton m? s 11k siddeti, 30 °C sicaklik, 12 saat aydmlik 12 saat karanlik
fotoperiyodu saglanarak inkubasyon baslatilmistir. Her 24 saatte bir her gruptan 3’er
ornek steril kosullarda alinarak 670 nm’de absorbans degeri Olciilmiistiir. Kiiltiiriin
yogun oldugu kosullarda ornek seyreltilerek kiiltiir konsantrasyonu hesaplanmustir.
Inkubasyonun 120. saatinin sonunda Grup 2 ve Grup 3’deki kiiltiirlerin 151k siddeti
sirastyla 60 pmol foton m?s™ ve 120 pmol foton m?s™* olacak sekilde degistirilirken
Grup 1°deki kiiltiirlerin 151k siddeti 40 umol foton m? st 151k siddetinde sabit

tutulmustur. 168. saatin sonunda inkubasyon durdurularak her gruptaki kiiltiirler ayr
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ayn birlestirilerek 5 litrelik steril erlenmayerlerde toplanmistir. Deney ti¢ tekrarli

olarak yapilmustir.
2.2.4. Biiyiime Kinetigi

Her grupta bulunan kiiltiirler i¢in hesaplanan ortalama biyokiitle konsantrasyonlari
kullanilarak her grup i¢in bliylime egrileri ¢izilmistir. Farkli 151k siddetlerinde inkiibe
edilen S. platensis kiiltiirlerinin maksimum biyokiitle konsantrasyonlart (Xmax)
Soletto ve arkadaslarina gére (2008), biiyiime oranlar1 (x) Hu ve arkadaslarina gére
(2000), produktiviteleri (P) ise Colla ve arkadaslarina gore (2007) asagidaki

denklemlerle hesaplanmistir;

u=(InX-InX1) /At (2.1)
X= Biyokiitle miktar1 (g/L),
At=zaman araligi (saat)

Prodiiktivite (P) =( X; - Xo )/t (2.2))
Xo= Baslangigtaki biyokiitle yogunlugu (mg/L)
X;= 1 anindaki biyokiitle yogunlugu (mg/L)

ti= Xo ve X;degerleri i¢in gecen zaman (giin)
2.2.5. Kiiltiirlerin Hasat Edilmesi

5 litrelik steril erlenmayerlerde toplanan kiiltiirler 50 ml’lik santrifiij tiiplerinde
10000 rpm 4°C’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Pelet seklinde elde edilen
biyokiitle steril distile suyla iki kere daha santrifiij edilerek besiyeri kaynaklh
safsizliklar uzaklastirilmistir. Elde edilen biyokiitleler daha ileriki analizlerde

kullanilmak tizere -20° C’de saklanmustir.

2.2.6. Biyokiitle Analizi

2.2.6.1. Total karbonhidrat ve protein miktarimin élciilmesi

2.2.6.1.1. Total karbonhidrat ve protein miktari icin 6ziit hazirlanmasi

Total karbonhidrat ve protein analizi i¢in -20° C’de saklanan biyokiitle 6rnekleri 0, 1

M fosfat tamponunda (pH=7,4) ultrasonikasyon islemi yoluyla ekstrakte edilmistir
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(Patel vd., 2005). Bu oziitlerin 10000 rpm 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmesiyle

elde edilen siipernatanlar analizler igin 4°C ’de muhafaza edilmistir.
2.2.6.1.2. Total karbonhidrat miktarinin olc¢iilmesi

Total karbonhidrat analizi fenol siilfrik asit metoduna gére yapilmistir (Dubois vd.,
1956). 1,5 ml 6rnek (blank i¢in 0,1M fosfat tamponu) iizerine 4,5 ml siilfiirik asit ve
Iml % 5 fenol konmustur. Vortekslenen tiipler once 10 dakika oda sicakliginda daha
sonra da yarim saat 30° C’deki etiivde bekledikten sonra 490 nm’de okunan
absorbans degerleri kullanilarak total karbonhidrat miktarlar1 hesaplanmistir. Total
karbonhidrat miktarlarinin hesaplanabilmesi i¢in 0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4)
farkli glukoz konsantrasyonlarinda 3 tekrarli olarak bu protokole gore hazirlanan
ornekler ile bu orneklerin 490 nm’de verdikleri absorbans degerleri kullanilarak

standart egri ¢izilmistir (R2:0,9989, n=4).
2.2.6.1.3. Total protein miktarinin 6l¢iilmesi

0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4) daha Once bahsedildigi gibi hazirlanan S.
platensis oziitlerinin igerdigi protein miktar1 “Hartree Lowry Protokolii” ne gore

belirlenmistir (Hartree, 1972).

Bunun i¢in 0,9 ml A Reaktifi tizerine 1 ml 6rnek (blank i¢in 1 ml 0,1 M fosfat
tamponu) eklenip karistirilmistir. Tiipler S0°C deki su banyosunda 10 dakika inkiibe
edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek her bir tiipe 0,1 ml B
Reaktifi konulup 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra tiiplere 3’er
ml C Reaktifi konulup vortekslenmistir. Tipler énce 50°C’deki su banyosunda 10
dakika sonra da 25°C’de 15 dakika bekletilmistir. Bu siirecin sonunda 650 nm’de
tiiplerdeki her bir solusyonun absorbansi 6l¢iilmiistiir. Deney her bir 6rnek i¢in 3’er

tekrarli olarak hazirlanmistir.

Deney kapsaminda kullanilan A Reaktifi, son hacim]1 litre olacak sekilde distile su
icinde; 2 g. NaKtartarat X 4H,0, 100 g. Na,CO; ve 500 ml IN NaOH’in
¢Oziilmesiyle hazirlanmistir. B Reaktifi 2 g. NaKtartarat X 4H,0, 1 g. CuSO, X
S5H,0, 10 ml 1IN NaOH’in toplam hacim 100 ml. olacak sekilde distile su iginde
¢oziilmesiyle elde edilmistir. C Reaktifi ise 1 hacim Foulin Ciocalteu reaktifinin 15

hacim distile su ile seyreltilmesinden olusturulmustur.
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0,1 M fosfat tamponunda hazirlanmis olan S. platensis 6ziitlerinin protein miktarinin
bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi igin 6ncelikle 0,1 M fosfat
tamponunda hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA (Bovine Serum Albumin)
coOzeltilerinin bu protokole gore belirlenen absorbanslar1 kullanilarak “protein

yogunlugu-absorbans” standart egrisi ¢izilmistir.
2.2.6.2. Total fikosiyanin miktarinin 6l¢iilmesi

-20°C de saklanan S. platensis biyokiitle 6rnekleri 0,1 M fosfat tamponunda (pH=7)
ultrasonikasyon yontemiyle ekstrakte edilmistir (Patel vd., 2005). Elde edilen 6ziitler
10 000 rpm 4°C’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatan kisimlarinin 562, 615 ve
552 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen bu
degerler Bennet ve Bogorad (1973) tarafindan onerilen denkleme gore fikosiyanin

miktarlarinin spektrofotometrik olarak hesaplanmasinda kullanilmistir.
2.2.6.3. Total klorofil ve karotenoid miktarinin dl¢iilmesi
2.2.6.3.1. Total klorofil ve karotenoid miktar i¢cin 6ziit hazirlanmasi

-20°C’de saklanan S. platensis biyokiitleleri metanolle ultrasonikasyon iglemine tabi
tutulmustur. Ultrasonikasyon islemi biyokiitle renksiz olana kadar tekrar edilmistir.
Elde edilen metanol o&ziitleri 10000 rpm 4°C’de 30 dakika santrifiij edilerek

siipernatan kismi tiiplere alinmistir (Sanchez vd., 2009).

2.2.6.3.2. Total klorofil ve total karotenoid miktariin él¢iilmesi

Stipernatan kisimlar1 alinan metanol o6ziitlerinin icerdigi klorofil-a miktarlarinin
hesaplanmast Welburn’a (1994) gore yapilmistir. Bunun i¢in orneklerin optik

yogunluklar1 blank olarak kullanilan metanole kars1 666 ve 653 nm’de okutulmustur.

Total karotenoid miktarlarinin tespit edilmesi i¢in hazirlanan metanol 6ziitlerinin 475
nm’deki absorbanst Olclilerek Zou ve Richmound’a gore (2000) hesaplama

yapilmistir. Blank olarak metanol kullanilmistir.
2.2.6.4. Total fenolik bilesik miktarinin 6l¢iilmesi

Daha once aciklandigi gibi ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanmig olan metanol

oziitlerinin 10000 rpm 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmesiyle elde edilen
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slipernatanlarin rotary evaporatdrde metanollerinin uzaklagmasi saglanarak oziitlerin
konsantre hale gelmesi saglanmistir. Total fenolik madde miktarinin dl¢iilmesinde ve
antioksidan aktivite testlerinde (ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesi, DPPH
Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Indirgeme Giicii Tayini) kullanilacak olan dziitler

icin her alg 6rnegi, konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir.

Elde edilen metanol Oziitlerinin igerdigi total fenolik madde miktarinin dlgtilmesi
Foulin Ciocalteu metoduna gore yapilmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Bunun i¢in
0,2 ml metanolde hazirlanmis 6rneklerin {izerine (blank i¢in 0,2 ml metanol ) 1’er ml
1:10 oraninda seyreltilmis Foulin Ciocalteu reaktifi konulmustur. 25 °C” de 4 dakika
inkiibe edildikten sonra lizerlerine 0,8 ml doymus NaCOj3; (75 g/L) ¢ozeltisinden
eklenip tiipler vortekslenerek 25 °C’ de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siirecin sonunda
765 nm’de tiiplerdeki her bir ¢ozeltinin absorbans1 dl¢iilmiistiir (Li vd., 2007). Deney

her bir 6rnek i¢in 3’er tekrarli olarak hazirlanmigtir.

Metanolde hazirlanmis olan S. platensis 6ziitlerinin total fenolik madde miktarinin bu
protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi i¢in Oncelikle metanolde
hazirlanan stok gallik asitin (500 pg/ml) farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin {i¢
tekrarli olarak bu protokole gore belirlenen absorbanslari kullanilarak ““fenolik

madde konsantrasyonu-absorbans” standart egrisi ¢izilmistir.
2.2.7. Malondialdehit miktarmin belirlenmesi

Her gruptaki S. platensis biyokiitlelerinin igerdigi MDA miktarinin belirlenmesi
Hodges vd.’ne (1999) gore yapilmistir. Malondialdehit (MDA) miktar1 tayini, lipit
peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan rengin spektrofotometrik olarak

Olclilmesiyle saptanmustir.

Konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde % 80’lik etil alkolde homojenize edilen S.
platensis ornekleri 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Analiz iki asamada
yapilmistir. Birinci asamada sanrifiigattan alinan 1 hacim ekstrakt {izerine 1 hacim %
20’lik TCA (Trikloroasetikasit) ve 1 hacim % 0,01°lik BHT (Butilhidroksitoluen)
eklenmistir. Ikinci asamada ise sanrifiigattan alinan 1 hacim ekstrakt iizerine 1 hacim
% 0,65’lik TBA igeren % 20’lik TCA ve bunun iizerine 1 hacim % 0,01°lik BHT

eklenmis ve oOrnekler karigtirilmistir. Daha sonra sicak su banyosunda (95 °C)
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25 dakika inkiibe edilmis ve ardindan sok sogutma yapilmistir. Bu ornekler tekrar
santrifiij edilmis ve birinci asama ornekleri 532 ve 600 nm’de, ikinci agama 6rnekleri
ise 532, 600 ve 440 nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir. Sonuglar asagidaki

denklemler kullanilarak hesaplanmaistir;

mmol MDA ml™ = (A-B / 157 000) x 10° (2.3)

A= [(ABSs32+18A)-(ABS600+78A)-(ABSs32-T8A)-(ABS600-TBA)]
B= [(ABSa440+18A- ABS600+18A) X 0,0571]

2.2.8. In vitro Antioksidan Aktivite Testleri
2.2.8.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) temizleme deneyi

Bu test yontemi, kararl serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH)’in elektron
veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar
tarafindan stipliriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor rengin agilmasinin

spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir.

Bu metod i¢in metanolde hazirlanmis stok DPPH ¢ozeltisi (6 X 10™ mol/l) metanolle
1:10 oraninda seyreltilmistir. 0,1 ml metanolde hazirlanmig Ornek {izerine bu
seyreltilmis DPPH c¢ozeltisinden 3,9 ml eklenip 25 °C'de 2 saat bekletilmistir. Deney
baslangicinda blank (kor) tiipiiniin 516 nm’deki absorbans degeri dl¢iilmiistiir (Wang
vd., 2009). 516 nm’deki absorbansin azalmasi % DPPH inhibisyonundaki artis

gostermektedir.

BHT (Butilhidroksitoluen) bu testin kalibrasyonu i¢in standart antioksidan olarak
kullanilmistir. ~ Spektrofotometrik olarak  “% DPPH Inhibisyonu-antioksidan
konsantrasyonu”  degerlerinin  bulunabilmesi i¢in BHT ¢0zeltisinin  farkli
konsantrasyonlarinin {i¢ tekrarli olarak bu metoda gore tespit edilen absorbanslari

kullanilarak standart egri ¢izilmistir.

Farkl1 151k siddetinde inkiibe edilen alg 6rneklerinden elde edilen metanol 6ziitlerinin
her birinin 5 farkli konsantrasyonu i¢in bu metot 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her
metanol 6ziitlinlin, % 50 DPPH inhibisyonunu saglayan konsantrasyonunu ifade eden

“ICso degeri” hesaplanmustir.
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2.2.8.2. ABTS radikal katyon temizleme aktivitesinin tespiti

ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesinin Tespiti i¢gin ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) 7 mM konsantrasyonu saglayacak sekilde
distile suda ¢oziilmiistiir. Potasyum persulfat final konsantrasyonu 2,45 mM olacak
sekilde hazirlanmistir. ABTS ve Potasyum persulfat solusyonu karistirilarak elde
edilen karigim 16 saat karanlikta bekletilmistir. Bu karisim spektrofotometrede 734
nm’de 0,70+02 absorbansi bulana kadar etanol ile seyreltilmistir. 0,1 ml 6rnek ile
ABTS radikal soliisyonunun 2,9 ml’si karistirllmistir. Bu karigim 30°C’de 20 dakika
bekletilerek 6rneklerin absorbanslart yeniden 734 nm’de Ol¢iilmiistiir (Re vd., 1999).

Troloks konsantrasyonu 4,5 mM olacak sekilde etanolde ¢oziilerek standart bir stok
antioksidan soliisyonu hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden hazirlanan farkh
konsantrasyonlardaki Troloks’un ABTS radikalini inhibe etme yiizdesi, her bir
Troloks konsantrasyonun bu metoda gore 734 nm’de Olgiilen absorbans degerleri
kullanilarak hesaplanmistir. Bu hesaba gore c¢izilen standart egri, S. platensis
Ozitlerinin ~ Trolox Esdeger Antioksidan  Kapasitesinin ~ bu  protokolle

spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi i¢in kullanilmistir.

Farkli 151k siddetinde inkiibe edilen alg 6rneklerinden elde edilen metanol dziitlerinin
her birinin 5 farkli konsantrasyonu i¢in bu metot 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her
metanol oziitiiniin Trolox Esdeger Antioksidan Kapasitesi (umol Trolox g'1 + SD)

hesaplanmuistir.
2.2.8.3. Indirgeme giicii tayini

Deney tiiplerinde 1 ml metanol 6ziitii (blank i¢in 1 ml metanol), 2,5 ml 0,2 M fosfat
tamponu (pH=6,6) ve 2,5 ml % 1’°lik potasyum ferrisiyanat karistirilmistir. Karisim
50 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Karisima 2,5 ml % 10’luk TCA eklenmistir. 5 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatandan 2,5 ml alinmig ve {izerine 2,5
ml saf su ve 0,5 ml % 0,1’lik FeCl3 eklenerek vortekslenmistir. Karisimin absorbans

degeri 700 nm’ de okunmustur (Jayaprakasha vd., 2001).

Buna gore, farkli 151k siddetine maruz kalan alg Orneklerinin demir indirgeme
giiciiniin spektrofotometrik olarak tespit edilebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlardaki

askorbik asit c¢ozeltilerinin bu metoda goére 700 nm’de verdikleri absorbans

54



kullanilarak standart egri ¢izilmistir. Sonuclar askorbik asit standart egrisi lizerinden
degerlendirilerek “Askorbik Asit Esdegeri = AAE” (uM AAE g™ + SD) olarak ifade
edilmistir. Deney 3 tekrarli olarak yapilmistir.

2.2.9. Ratlarda CCly ile indiiklenmis akut karaciger hasar modeli olusturulmasi

Deneye baslamadan dnce Wistar albino cinsi erkek ratlarin hepsinin agirligi tespit
edilip her gruptaki ortalama rat agirliginin yaklasik olarak ayni olmasi saglanmaistir.
Deney siiresince pelet fare yemi ile ad libitum beslenen ratlar her grupta 7 rat olacak

sekilde 4 gruba ayrilmistir;

Grup 1: Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca distile suda ¢oziinmiis S. platensis
biyokiitlesi yerine ayn1 miktarda distile su gavajla verilmistir. 30 giiniin sonunda 1
ml/kg dozda zeytinyag1 intraperitonel olarak uygulanmistir. Bu grup negatif kontrol

grubu olarak islev gdrmiistiir.

Grup 2: Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca distile suda ¢6ziinmiis S. platensis
biyokiitlesi yerine ayn1 miktarda distile su gavajla verilmistir. 30 giiniin sonunda 1:1
oraninda zeytinyaginda seyreltilmis olarak 1 ml/kg dozunda CCly intraperitonel

olarak uygulanmistir. Bu grup pozitif kontrol grubu olarak islev gérmiistiir.

Grup 3: Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca sabit 1s1k siddetinde kiiltiire edilmis S.
platensis biyokiitlesi distile suda ¢oziilerek gavajla 800 mg/kg dozda verilmistir. 30
gliniin sonunda 1:1 oraninda zeytinyaginda seyreltilmis olarak 1 ml/kg dozda CCl,

intraperitonel olarak uygulanmistir.

Grup 4: Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca inkiibasyonun 120. saatinde 151k
siddetinin 120 umol foton m s'l’ye arttirllmasiyla antioksidan igerigi arttirilmis S.
platensis biyokiitlesi distile suda ¢oziilerek gavajla 800 mg/kg dozda verilmistir. 30

giiniin sonunda 1:1 oraninda zeytinyaginda seyreltilmis olarak 1 ml/kg dozda CCl,

intraperitonel olarak uygulanmistir.

CCly verilerek akut karaciger hasari olusturulmasindan 24 saat sonra ratlar
intraperitonel olarak ketamin/ksilazin karigimi (ketamin; 67 mg/kg, ksilazin 6 mg/kg)
verilerek anesteziye alinmugtir. ilag uygulamasi yapilmadan énce her hayvan ayri
ayn tartilarak, ilag dozlar1 viicut agirliklarina gore bireysel olarak hesaplanmuistir.

Gida verilmesi anesteziden 1-2 saat 6nce kesilmistir. Deneklerin kanlari terminal bir
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yontem olan intrakardiyak girigimle tliplere alinarak ratlar sakrifiye edilmistir. Herbir
karacigerin ayni lobundan 151tk mikroskobik incelemeler igin 1 em®’lik, elektron
mikroskobik incelemeler icinse 1 mm’ liik 6rnekler alinarak uygun doku takip

protokolii uygulanmustir.
2.2.10. Isik Mikroskobik Doku Takip Yontemi

Isik mikroskobik incelemeler icin alinan doku o6rnekleri % 10’luk tamponlanmis
formaldehit i¢inde fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan doku takip islemlerine

gecilmistir. Bu amagla dokular sirasiyla;

4 saat boyunca akarsuda yikanma iglemini takiben dehidratasyon igin;
% 70’lik etil alkolde 12 saat

% 80’lik etil alkolde 12 saat

% 90’lik etil alkolde 12 saat

Absolii alkolde 3 saat bekletilmistir.

Seffaflagtirma asamasi i¢in dokular dnce % 96’lik alkol ve ksilen ile 1/1 oraninda
hazirlanan solusyonda 15 dakika sonrasinda ise saf ksilende 30 dakika bekletilmistir.
Parafin serilerinden gegirilerek parafin immersiyonu saglanan dokular parafin
bloklara gomilmistiir. Parafin bloklardan mikrotom ile kesilen 5-6 pm
kalinligindaki kesitler cam lamlar iizerine alindiktan sonra Hematoksilen-eozin ile

boyanarak histolojik yap1 degerlendirilmistir.
2.2.11. Elektron Mikroskopik Doku Takip Yontemi

Elektron mikroskobik degerlendirme icin alinan doku parcalari Millonig fosfat
tamponu ile hazirlanmis % 5°lik gluteraldehit soliisyonunda 1 saat bekletildikten
sonra lizerinde birka¢ damla gluteraldehit olan dis¢i mumuyla kapl petri tizerinde

jilet yardimiyla 1 mm?*’liikk pargalara ayrilmigtir.

Doku pargalar1 tekrar gluteraldehit soliisyonuna alinarak 3 saat kadar tespit
edilmistir. Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda 10 dakika ¢alkalanmistir.
Dokular ikinci kez Millonig fosfat tamponuna alindiktan sonra ayni tampon
icerisinde bir gece bekletilmistir. Ertesi giin dokular Millonig fosfat tamponu ile
hazirlanmis % 1 lik osmium tetraoksit soliisyonu ile ikinci defa tespit edilmis ve yine

fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dakika yikanmustir.

56



Dokular daha sonra asagidaki siraya gore dehidrate edilmistir:

e 9% 50 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
e 9% 70 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
e 9% 86 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 96 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

Buraya kadar olan islemler buzdolabinda + 4° C’de gerceklestirilmistir. Daha sonra

ise asagidaki islemler oda 1s1sinda yapilmistir:

e % 100 Etil alkolde 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika

Dehidrate edilen doku parcalar1 daha sonra agagidaki soliisyonlar igerisinde immerse

edilmistir:
Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika
Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika

Bu islemlerden sonra doku parcalari icerisinde yeni hazirlanmis gdomme materyali
(rezin) bulunan tiiplere alinmistir ve bir gece siireyle rotatorda karistirilmistir.

Gomme Materyali :

e Araldit 20 ml
o Sertlestirici DDSA (2,Dodesenilsuksinik asit anhidrit) 20 ml
e Hizlandiric1  2.4,6-tris (dimethylaminomethyl) phenol 0,6 ml
e Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1ml

Ertesi giin doku pargalar1 taze hazirlanmis gémme materyali kullanilarak 00
polietilen kapsiillere gomiilerek 60 °C’de etiivde 48 saat siireyle polimerize
edilmistir. Daha sonra elde edilen bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakilmistir.
Bloklardan Reichert Ultracut S ultramikrotomu ile 500 A° kalinliginda kesitler
alimmustir. Kesitler 200-300 gbzenekli bakir gridlere toplanarak % 70°lik etil alkolde
doymus uranil asetat ve Reynolds’un kursun sitrat sollisyonlar: ile boyanmuistir.

Boyanan kesitler JEOL JEM-1400 elektron mikroskobu ile incelenmistir.
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2.2.12. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde tek yonlii ANOVA
LSD testi kullanilmistir.

Fenolik madde miktar1 ile arastirma kapsaminda incelenen diger parametreler (DPPH
Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe indirgeme Giicii Tayini, ABTS Radikal Katyon
Temizleme Aktivitesi, total karbonhidrat, total protein, total karotenoid, total klorofil
ve total fikosiyanin miktarlar1) arasindaki iliski Pearson korelasyon katsayisi ve
regresyon analizi kullanilarak incelenmistir. Bu islemler SPSS (SPSS 16.0 for

Windows) paket programi kullanilarak yapilmistir.

58



BOLUM 3
BULGULAR VE TARTISMA

Uc ayr1 grup halinde 40 pmol foton m™? s™ 1g1ik siddeti 30°C sicaklikta iiretilmeye
baglanan S. platensis kiiltiirlerinde inkiibasyonun 120. saatinde Grup 1’deki
kiiltiirlerin 151k siddeti 40 pmol foton m™ s™de sabit birakilirken Grup 2°de ve
Grup 3’de bulunan Kkiiltiirlerin 151k siddetleri sirasiyla 60 pumol foton m? st ve 120
pmol foton m?s? olarak degistirilmistir. Bu sekilde aniden arttirilan 151k siddetinin
alg kiiltiirleri tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde, 151k siddeti 40 pumol

foton m?s™ “de sabit birakilan Grup 1 kontrol grubu olarak islev gdrmiistiir.

3.1. Biyokiitle  Yogunlugunun Hesaplanmas1 icin  Standart Egrinin

Olusturulmasi

Spirulina biyokiitle miktarlarinin spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi igin
deneyde kullanilan besiyerinde hazirlanan farkli kuru Spirulina agirligina sahip
cozeltiler i¢in (g/L) 670 nm dalga boyunda Olgiilen optik yogunluk degerleri
kullanilarak biyokiitle konsantrasyonu-optik yogunluk standart egrisi ¢izilmistir. Her
biyokiitle konsantrasyonu i¢in {i¢ tiip hazirlanmistir. Dogrunun regresyon analizi

yapilarak R? degeri 0,9992 olarak (n=5) bulunmustur.
3.2. Deney Ortamu ve Diizenegi

Spirulina biyokiitle konsantrasyonu-optik yogunluk standart egrisi kullanilarak
Spirulina biyokiitle konsantrasyonu 0,12 g/L olacak sekilde “Spirulina besi ortam1”
iceren kiiltiir ortamlarmma daha 6nceden belirtilen kiiltlir sartlarina adapte edilen
kiltirden steril kosullarda alinarak inokule edilmistir. Deney i¢in iklimlendirme
dolab1 3 boélime ayrilmistir. Her boliime ayni sekilde 3’er adet kiiltiir ortami
yerlestirilmistir. 40 umol foton m?s?t 151k siddeti, 30 °C sicaklik, 12 saat aydmlhk 12
saat karanlik fotoperiyodu saglanarak inkiibasyon baglatilmistir. 24 saat araliklarla
gruplardaki kiiltiirlerden steril kosullar altinda alinan Orneklerin  670’nm’deki

absorbans degerleri Ol¢iilerek biyokiitle yogunluklar1 hesaplanmigtir. Kiiltiirlin yogun
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oldugu kosullarda ornek seyreltilerek kiiltiir konsantrasyonu hesaplanmistir.
Inkiibasyonun 120. saatindeki biyokiitle yogunluklarinin &lgiimiinden sonra
Grup 1’deki kiiltiirlerin 151k siddeti 40 pmol foton m?s™’de sabit birakilirken, Grup 2
ve Grup 3’deki kiiltiirlerin 151k siddetleri sirasiyla, 60 umol foton m?stve 120 umol
foton m?s™ olacak sekilde arttirilmistir. Inkiibasyonun 164. saatinin sonunda {iretim

islemi durdurulmustur.

Bu siire sonunda en yiiksek biyokiitle yogunlugu (X max) 0,8092 + 13X10™ g/L ile

120 umol foton m? s*

151k siddetinde, en disik biyokiitle yogunlugu ise
0,6486 + 4X10™ g/L ile 40 pmol foton m? s™ 11k siddetinde griilmiistiir. 60 pmol
foton m? s 1s1k siddetinde inkiibe edilen alg drneklerinde ise biyokiitle yogunlugu
0,7011 + 55X10™ g/L olarak bulunmustur. Bu durum artan 1s1k siddeti ile birlikte

biyokiitle yogunlugunun da arttifin1 géstermektedir.
3.3. Biiyiime Kkinetigi

Yirmi dort saat araliklarla her gruptaki kiiltiirler icin hesaplanan biyokiitle
konsantrasyonu (g/L) degerleri kullanilarak kiiltiirlerin bliyime egrileri ¢izilmistir
(Sekil 3.1).

1.0

0.8

=
o

=
.

Biyokiitle (g L)

=
[~

0 24 43 72 96 120 144 168

Zaman (saat)

Sekil 3.1. Inkiibasyondan 120 saat sonra farkli 151k siddetleriyle inkiibe edilen S.

platensis kiiltiirlerinin zamana (saat) kars: degisen biyokiitle (g L™) yogunluklari
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Biiyiime egrileri incelendiginde daha 6nceden ayni ortam kosullarina ve besiyerine
adapte edilen taze kiiltlirden inokulasyon yapildigt i¢in belirgin bir lag fazinin
olmadigi gozlenmistir. Literatiirdeki benzer ¢alismalar da bu bulguyu
dogrulamaktadir (Colla vd., 2007 ; Radmann vd., 2007).

Inkiibasyonun ilk 120 saatlik siireci sonunda, ayni1 sabit 151k siddetinde inkiibe edilen
gruplar i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan biiylime oranlar p (h™) istatiksel agidan anlamli bir
fark gostermemistir (p>0,05) ve 0,01236 + 7 X 10" olarak bulunmustur. Inkiibasyon
stirecininin 120. saatinden sonra Grup 2’ deki kiiltiirlerin 151k siddeti 60 pmol foton
m?2 st ye, Grup 3’ deki kiiltiirlerinki ise 120 pmol foton m?s™ *ye yiikseltilmistir.
Bu saatten sonra her grup i¢in ayri ayri hesaplanan biliylime oranlari istatistiksel
acidan anlamli bir fark ortaya koymustur (p<0,01). Bu degerler Tablo 3.1.’de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Farkli 151k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin biiyiime
oranlari (u), prodiiktiviteleri (mg giin %)

Biiyiime Orani Prodiiktivite
Grup No R . -
p u (hY) (mg giin™)
120-144 saat 144-168 saat 0-168 saat
1 0,003175+5x10°  0,00294+114x10°  0,0099+1x10 77.3561+0,0585
2 0,00536+4x107°*%*  0,00436+5x10°**  0,0103+1x10™* 85,4195+0,80252**
3 0,0132+6x10%**  0,0038+£7x10**  0,0112 £2x10**  100,81+0,1948**

“*> kontrol ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak p < 0,05 diizeyinde farklilig
ve “*** p < (,01diizeyinde farklilig1 ifade etmektedir. Grup 1: Sabit 151k siddeti (40
umol foton m™ s') Grup 2: 120.saat’de 15tk siddeti 60 umol foton m? s*
Grup 3: 120.saat’de 151k siddeti 120 pmol foton m? s™

Inkubasyonun 120.-144. saatleri arasinda her bir grup icin hesaplanan biiyiime
oranlar1 karsilagtirlldiginda 151k siddetindeki artisin en ¢ok oldugu Grup 3’deki
kiiltiirlerin en yiiksek biiylime oranina, sabit 1s1ik siddeti altinda inkiibe edilen
Grup 1°deki kiiltiirlerin ise en diisiik biiylime oranina sahip oldugu goriilmiistiir.

Fotosentetik doyum seviyesine kadar artan 1s1k siddetiyle dogru orantili olarak
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biiyiime oranlarinin da arttifini1 ortaya koyan benzer ¢aligmalar bu sonucu destekler
niteliktedir (Vonshak vd., 1982; Hihara vd., 2001; Danesi vd., 2004; Bhandari ve
Sharma, 2006).

Inkubasyonun 144-168. saatleri arasinda hesaplanan biiyiime oranlar1 incelendiginde
tespit edilen degerlerin bir dnceki zaman araliginda hesaplananlara gore kayda deger
6l¢iide azaldig1 bulunmustur. Bu sonu¢ Vonshak ve arkadaglarinin (1982) yaptig bir
arastirmanin sonuglariyla da uyumludur. Bu arastirma kapsaminda Vonshak ve
arkadaglar1 0,40-1,0 g/L araligindaki biyokiitle yogunluguna sahip Spirulina
kiiltiirlerinde hiicrelerin birbirleri iizerindeki golgelendirme etkisinin fotosentetik
potansiyelde bir azalmaya neden oldugunu ortaya koymuslardir. Fotosentetik
potansiyeldeki bu azalma biiylime oranlarindaki azalmaya da yansimistir. Diger
gruplarla karsilagtinnldiginda Grup 3’deki kiiltiirler i¢in hesaplanan biiylime
oranindaki daha fazla azalma; bu grupta bir dnceki inkubasyon periyodunda 1s1k
siddetinin daha fazla artmasiyla goriilen yiiksek fotosentetik aktivitenin bir sonucu

olarak besiyerinin iceriginin daha fazla azalmasindan kaynaklanabilir.

Toplam 168 saatlik inkubasyon periyodu degerlendirildiginde en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu, biiylime oranmi ve prodiiktivite degerlerinin Grup 3’deki kiiltiir
orneklerinde tespit edildigi goriilmiistir. Bu sonu¢ uyguladigimiz iki basamakli
kesikli kiiltiir tiretimi yontemiyle daha yiiksek prodiiktiviteye sahip S. platensis

kiiltiirlerinin elde edilebilecegini gostermektedir.
3.4. Biyokiitle Analizi

3.4.1. Total Karbonhidrat ve Protein Miktarlari
3.4.1.1. Total karbonhidrat miktarlar:

0,1 M fosfat tamponunda (pH=7,4) ultrasonikasyon islemi yoluyla elde edilen
oziitlerin igerdigi total karbonhidrat miktar1 fenol siilfrik asit metoduna gore
yapilmistir. Total karbonhidrat miktarlarinin hesaplanabilmesi i¢in 0,1 M fosfat
tamponunda (pH=7,4) farkli glukoz konsantrasyonlari i¢in 3 tekrarli olarak bu
metoda gore hazirlanan 6rnekler ile bu 6rneklerin 490 nm’ de verdikleri absorbans
degerleri arasindaki dogrusal iligki kullanilarak standart egri ¢izilmistir (R2=0,9989,
n=4). Farkli 151k siddetlerinde inkiibe edilen alg kiiltiirlerinden bu metoda gore
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hazirlanan Orneklerin 490 nm’de Slgiilen absorbans degerleri kullanilarak standart
egriden karbonhidrat miktarlar1 hesaplanmistir. Deney 3 tekrarli olarak yapilarak
hesaplanan degerler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Her grup igin
elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu
goriilmiistir (p < 0,01). Buna gore; 40 pumol foton m? s™ 1sik siddetinde inkiibe
edilen alg Orneklerinin igerdigi karbonhidrat miktar1 104,22 + 2.65 mg/g iken
60 pumol foton m? st igik siddetinde inkiibe edilen alg drneklerinde bu deger

1

157,1 = 3,5 mg/g, 120 umol foton m? st 151k siddetinde inkiibe edilen alg

orneklerinde ise 222,12 + 6,61 mg/g olarak tespit edilmistir.
3.4.1.2. Total protein miktarlar:

0,1 M fosfat tamponunda hazirlanmis olan S. platensis oziitlerinin protein
miktarlarinin ~ ‘Hatree  Lowry  Protokoli’ ile  spektrofotometrik  olarak
hesaplanabilmesi i¢in o6nce 0,1 M fosfat tamponunda hazirlanan farkh
konsantrasyonlardaki BSA (Bovine Serum Albumin)’ ¢ozeltilerinin bu protokole
gore belirlenen absorbanslari kullanilarak “protein yogunlugu-absorbans” standart
egrisi cizilmisir. Dogrusal regresyon analizi sonucunda R? = 0,9910 olarak
bulunmustur. Bu standart egri yoluyla “protein yogunlugu-absorbans” dogrusal
iligkisi kullanilarak hesaplanan total protein miktarlari, her 6rnek i¢in bulunan
degerlerin ortalamasi + standart hata olarak ifade edilmistir. Her gruptaki kiiltiir
ornekleri i¢in elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli derecede farklh
oldugu goriilmiistiir (p < 0,01). Buna gore; 40 pumol foton m? st 151k siddetinde
inkiibe edilen alg orneklerinin icerdigi protein miktar1 641,25 + 3,5 mg/g iken,
60 pmol foton m? st g1k siddetinde inkiibe edilen alg Orneklerinde bu deger
457,71 + 53 mg/g, 120 pmol foton m? s? 11k siddetinde inkiibe edilen alg
orneklerinde ise 323,83 + 1.84 mg/g olarak tespit edilmistir.

3.4.2. Total Kklorofil ve karotenoid miktarlari

40 pmol foton m?s™, 60 umol foton m? s™ ve 120 umol foton m?s™ igik siddetinde
inkiibe edilen alg orneklerinden elde edilen metanol Oziitlerinin igerdigi klorofil-a
miktarlarin ~ Welburn’a gore hesaplananan ortalama degerleri sirasiyla
16,494 + 4,09 mg/g, 16,085 + 3,212 mg/g ve 15,81+ 3,329 mg/g olarak bulunmustur
(p <0,05).
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Total karotenoid miktarinin tespit edilmesi i¢in hazirlanan metanol Oziitlerinin
475 nm’deki absorbansi dlgiilerek Zou ve Richmound’a gore hesaplama yapilmistir.
Buna gore 40 pumol foton m? st 11k siddetinde inkiibe edilen alg orneklerinin
igerdigi total karotenoid miktar1 5,52 + 3,019 mg/g iken 60 pumol foton m? st 15tk
siddetinde inkiibe edilen alg orneklerinde bu deger 5,64 + 4,012 mg/g, 120 pumol
foton m? s 191k siddetinde inkiibe edilen alg 6rneklerinde ise 7,0092 + 3,007 mg/g
olarak tespit edilmistir. Elde edilen degerler istatistiksel olarak anlamli derecede

farkli bulunmustur (p < 0,01).
3.4.3. Total Fikosiyanin Miktarlar1

0,1 M fosfat tamponunda (pH=7) Patel ve arkadaslarina (2005) gore ultrasonikasyon
yontemiyle ekstrakte edilen 40 umol foton m?2s™ 60 pmol foton m?2s™ ve 120 pmol
foton m? s! 151k siddetinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin icerdigi total
fikosiyanin miktarlar sirasiyla 67,1 + 2,1 mg/g, 266,4 + 5,08 mg/g ve 224,15 + 3,07
mg/g olarak tespit edilmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli derecede

farklidir (p < 0,01).
3.4.4. Total Fenolik Bilesik Miktarlar:

Total fenolik bilesik miktarlarinin hesaplanabilmesi igin standart bir fenolik bilesik
olan gallik asitin farkli konsantrasyonlarinda 3 tekrarli olarak bu metoda gore
hazirlanan ornekler ile bu orneklerin 765 nm’de verdikleri absorbans degerleri
arasindaki dogrusal iligski kullanilarak ¢izilen standart egrinin dogrusal regresyon

analizi sonucu R? degeri 0,9984 (n=4) olarak bulunmustur.

Farkl1 151k siddetlerinde inkiibe edilen alg orneklerinden elde edilen Oziitlerin bu
metoda gore 765 nm’de Olciilen absorbans degerleri kullanilarak standart egriden
fenolik madde miktarlar1 hesaplanmistir. Ug tekrarli olarak yapilan deney sonucu
hesaplanan degerler “mg/g Gallik Asit Esdegeri=GAE” olarak ifade edilmistir. Buna
gore; 40 umol foton m? s 11k siddetinde inkiibe edilen alg orneklerinin icerdigi
fenolik madde miktar1 6,32 + 3,89 mg/g GAE iken 60 pmol foton m? s 1sik
siddetinde inkiibe edilen alg orneklerinde bu deger 25,73 + 3,16 mg/g GAE,

120 pmol foton m? s*

151tk siddetinde inkiibe edilen alg Orneklerinde ise
49,83 + 5,56 mg/g GAE olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu degerler istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli bulunmustur (p < 0,01).
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3.5. Malondialdehit (MDA) Miktarlar:

40 pmol foton m? s™ sabit 151k siddeti altinda inkiibe edilen alglerde tespit edilen
MDA miktar1 1,8375 £ 0,646 umol MDA/g bulunmustur. Isik siddetinin 60 pmol
foton m? sVe ¢ikarildig: alg grubunda bu deger 3,5935 + 1,756 pmol MDA/g iken
120 pmol foton m? s 151k siddetinde inkiibe edilen alglerde ise bu deger 5,4565 +
3,619 pmol MDA/g *dir. Bu degerler birbirinden istatistiksel olarak anlamli derecede
farklidir (p < 0,01).

Ug grup halinde farkli 151k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin
biyokiitle igerikleri Sekil 3.2.’de gdsterilmistir.

Inkiibasyonun 120. saatinde 151k siddetinin sirasiyla 60 pumol foton m? s? ve

120 pmol foton m? st g1k siddetine arttirlldigr Grup 2 ve Grup 3’deki kiiltiirlerin
biyokiitle icerikleri incelendiginde, sabit 151k siddeti (40 pmol foton m? s™) altinda
inkiibe edilen Grup 1’deki kiiltiirlere gore total karbonhidrat, karotenoid, fikosiyanin
ve fenolik madde miktarlarinda ciddi oranda artiglarin oldugu, total klorofil ve
protein miktarlarinda ise azalmalarin oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum 1s1k
siddetinin aniden arttirilmasiyla ortaya c¢ikan yiiksek 1sik siddeti ve Nitrojen

eksikliginin muhtemel sonucu olarak goriilmektedir.

Nitrojen fikosiyanin gibi 6nemli hiicresel birimlerin ve proteinleri olusturan amino
asitlerin yapisinda yer alir. Nitrojen eksikliginin mavi yesil alglerde tiim karbonhidrat
fraksiyonlarinin sentezini uyardig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Fresnedo

ve Serra, 1992; De Philippis ve Vincenzini, 1998).

Olguin ve arkadaglar1 (2001), yiiksek 1s1k siddeti ve Nitrojen eksikligini, Spirulina
sp. biyokiitlesinin yiiksek polisakkarit icerige sahip olmasina neden olan temel

indiikleyiciler olarak 6nermektedir.

Tomaselli ve arkadagslar1 (1997), yiiksek 1s1k siddeti altinda ¢cok daha fazla pigment
birikiminin fotosentetik aktivitenin yiiksek olmasina dolayisiyla da hiicrelerin hizlica
karbonhidrat formunda fotosentetik olarak karbonu fikse etmesine neden oldugunu
bildirmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da daha yiiksek 151k yogunlugunun
daha yiiksek karbonhidrat ve daha diisiik protein miktarina neden oldugu
gosterilmistir (Konopka ve Schnur, 1980; Tadros vd., 1993). Tiim bu ¢alismalar,

65



sabit 151k siddeti (40 pmol foton m™ S'l) altinda inkiibe edilen Grup 1’deki kiiltiirlere
gore 151k siddetinin sirastyla 60 pmol foton m? s ve 120 pmol foton m? s™ 151k
siddetine arttirildig1 Grup 2 ve Grup 3’°deki kiiltiirlerde daha fazla total karbonhidrat

ve daha diisiik total protein miktarlarinin tespit edilmesini desteklemektedir.

700
m Protein
B Karbonhidrat
500 = Fikosiyanin
o Klorofil
OKarotenoid
OFenalik bilegikler
500

400

300 1

Kuru biyokiitle (mg g-")

200

100 -

40 60 120

Isik yogunlugu {pmol foton m= s1)

Sekil 3.2. Farkli 1s1k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin biyokiitle
igerikleri

“*> Kontrol grubu (40 umol foton m? s sabit 151k siddetinde inkiibe edilen grup) ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde farklilig: ifade eder.

“**> Kontrol grubu (40 umol foton m? s sabit 151k siddetinde inkiibe edilen grup) ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde farklilig: ifade eder.

Fotosentetik hiicrelerde fazla 1sik emiliminden kaginmaya karsi olan korunma
stratejisinin bir geregi olarak, yliksek 1s1k siddetinin aksesuar pigment miktarinda
artisa neden olurken klorofil miktarinda ise azalmaya neden oldugu yapilan

calismalarla ortaya konmustur (Hihara vd., 2001; Orosa vd., 2001).
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Isik siddetinin sirastyla 60 pmol foton m™? s ve 120 pmol foton m?s™ 11k siddetine
arttirlldigr Grup 2 ve Grup 3’de bulunan kiiltiirlerin biyokiitle igerikleri, sabit 151k
siddeti altinda (40 pmol foton m? s%) inkiibe edilen Grup 1°deki kiiltiirlerin
biyokiitleleri ile karsilastirildiginda klorofil miktarinda azalma tespit edilmistir. Bu
azalma orani 151k siddetinin daha fazla arttirildigit Grup 3’deki kiiltiirlerde daha

fazladir.

Hihara ve arkadaslar1 (2001) diisiik 151k siddetinden yiiksek 1s1k siddetine transfer
edilen bir mavi-yesil alg tiirii olan Synechocyctis sp.’in alisma siirecinde oncelikle
151tk emilimi ve fotokimyasal reaksiyonlarda yer alan genlerin ifade edilme
diizeylerinin azaldigin1 sonrasinda ise daha yiiksek hiicre boliinmesini saglayan
genlerin ifadesinin arttigini  goéstermistir. Bunun yaninda asir1 1s1k enerjisinin
emiliminden kag¢inmak i¢in klorofil miktarinin azaltilmasinin yiiksek 11k siddetinden
korunmada etkili bir yontem olarak bagvuruldugu gosterilmistir. Bir ¢ok calisma
yiiksek 11k siddetinin klorofil miktarinda azalmaya diisiik 151k siddetinin ise klorofil
miktarinda artisa neden oldugunu gostermistir (Tomaselli vd., 1997; Olguin vd.,
2001; Danesi vd., 2004; Garbayo vd., 2008). Stres kosullarinin da klorofil miktarinda
azalmaya neden oldugu ayrica belirtilmistir (Tomaselli vd., 1997; Garbayo vd.,
2008).

Yogun 1siklandirma yoluyla olusturulan oksidatif stresin alglerde karotenoidlerin
birikimini indiiklemede etkili oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Yiiksek
151k altinda olusan asir1 fotooksidasyonun reaktif oksijen molekiillerinin olusumuna
yol actig1, bunun bir sonucu olarak da hiicreleri oksidatif zarardan korumak icin
antioksidan karotenoidlerin biriktigi ifade edilmistir. (Lers vd., 1990; Hirschberg vd.,
1997; Orset ve Young, 1999; Boussiba, 2000; Orosa vd., 2001; Bohne ve Linden,
2002; Del Campo vd., 2007).

Yapilan calismalarda ROT’nin belirli transkripsiyon faktorlerinin ve sinyal
transdiiksiyon molekiillerinin ifade edilebilmesi i¢in ikincil bir mesajci olarak gorev
yaptig1 gosterilmistir (Martindale ve Holbrook, 2002). Tuz stresi, sicaklik stresi, agir
metal stresi gibi diger stres kosullarinda da ROT’nin arttigr bildirilmektedir
(Boussiba, 2000; Nikookar vd., 2005; Sabatini vd., 2009).

Yapilan ¢alismalar mikroalg tiirlerinden Dunaliella sp’in yiiksek miktarda B-karoten
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sentezinde tuz stresi, besin sinirlamasi yaninda yiiksek 1s1k siddetine ihtiyac
duydugunu gostermistir. Bu durum karoten sentezinde ilgili genlerin ifadesinin ROT

tarafindan indiiklenmesi ile agiklanmistir (Ye vd., 2008).

Bir¢ok calisma yiiksek 1s1k siddeti, azot eksikligi gibi ¢evresel stres faktorleri altinda
mikroalg tiirlerinde ksantofil biriktirildigini ortaya koymaktadir. Ksantofil olugsma
oranini etkileyen cevresel kosullar arasinda en dnemli olanlariin 1s1 ve 11k oldugu

ifade edilmistir (Del Campo vd., 2000; Eonsen vd., 2003).

Ma ve Chen’in yaptig1 bir ¢alismada (2001) kimyasal yolla ROT olusumu saglanarak
olusturulan oksidatif stresin bir mikroalg tiiri olan Chlorococcum zofingiensis’in
astaksantin tiretimindeki rolii arastirllmistir. Kiiltiire eklenen 0,1 mM hidrojen
peroksitin kontrol grubuna gore sekonder karotenoid tiirlerinden biri olan astaksantin
tiretimini 6nemli oranda arttirdigi bulunmustur. Astaksantinin primer karotenoidler
gibi fotosentetik birimde uyarilmis klorofilin fotokimyasal olarak yatistiritlmasinda

gorev almaktan ziyade oksidatif hasarin 6nlenmesinde koruyucu olarak islev gordigi
bildirilmektedir.

Her ii¢ grupta bulunan kiiltiirleri total karotenoid ve total fikosiyanin miktarlari
acisindan karsilastirdigimizda bu kiiltiirlerden 151k siddetinin aniden arttirildig:
Grup 2 ve Grup 3’deki kiiltlirlerde Grup 1°deki kiiltiirlere gore total fikosiyanin ve
total karotenoid miktarlarinda 6nemli 6l¢iide artislarin oldugu gozlenmistir. Bu
durum fazla 1s1k siddetinin zararli etkilerinden korunmak igin S. platensis
kiiltiirlerinde aksesuar pigment artisinin beklenen sonucudur. Total karotenoid
miktarindaki bu artisin, 151k siddetinin 60 umol foton m?sta arttirilldigr Grup 2’ye
gore 151k siddetinin120 pmol foton m?sta arttirlldigr Grup 3’deki kiiltiirlerde daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Total fikosiyanin miktarlar1 karsilastirildiginda ise tam
tersi bir durum s6z konusudur. Isik siddetinin120 pmol foton m?sta arttirlldigy
Grup 3°deki kiiltiirlerde, 151k siddetinin 60 pmol foton m? s™a arttirildig

Grup 2’deki kiiltiirlere gore total fikosiyanin miktar1 daha az artmistir.

Daha fazla oranda artan 151k siddeti fotosentetik aktiviteyi daha da arttirarak
besiyerinde nitrojen eksikligine bunu takiben de nitrojen reservi olarak islev goren
fikosiyaninin yikimina neden olmus olabilir. Bu durum, biiyiime siirecindeki nitrojen

eksikliginin pigmet kompozisyonunu etkileyerek fikosiyanin miktarinda azalmaya,
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karotenoid miktarinda ise artmaya neden oldugunu ortaya koyan galigmalari

destekler niteliktedir (Loura vd., 1987; Bhandari ve Sharma, 2006).

Lipit peroksidasyonunun son {irlinii olan malondialdehit (MDA) oksidatif stresin
indikatorii olarak kabul géormektedir. Sabit 151k siddeti (40 umol foton m?s?) altinda
inkiilbe edilen Grup 1°deki kiiltiirlere gore 151k siddetinin  sirasiyla
60 pmol foton m? s™ ve 120 pmol foton m? s™ 1g1k siddetine arttirnldigi Grup 2 ve
Grup 3’deki kiiltiirlerde 151k siddetindeki artisa paralel olarak daha fazla MDA
miktar1 tespit edilmistir. Literatiirde oksidatif stres altindaki hiicrelerde MDA
miktarinin anlamli derecede arttigini belirten bir¢cok ¢aligma mevcuttur (Hodges vd.,

1999; Malanga ve Puntarulo, 2006; Choudhary vd., 2007).

Isik siddetinin aniden arttirilmasiyla MDA miktarinin da istatistiksel agidan anlamli
bir oranda (p <0,01) arttig1 bulgusu ve yiiksek 1s1k stresi altindaki hiicrelerde yiiksek
karbonhidrat, diisiik protein miktarinin saptanmasi 151k siddetinin aniden

arttirilmasinin S. platensis kiiltiiriinde bir strese neden oldugunu ortaya koymustur.

Bitkilerde stres kosullarinda sekonder metabolit olarak sentezlenen fenolik bilesikler
bugiin farmasotik biyoteknoloji kapsaminda en ¢ok ilgi ¢eken biyoaktif molekiillerin
basinda gelmektedir (Martins vd., 2011). Bugiine kadar S. platensis ’in antioksidan
aktivitesi lizerine yapilan c¢aligmalar genellikle karotenoid, klorofil ve fikosiyanin
tizerine odaklanmistir (Miranda vd., 1998; Gonzalez vd., 1999; Estrada vd., 2001;
Wu vd., 2005; Gershwin ve Belay, 2008).

Mikroalglerde fenolik bilesikler su ana kadar diisitk miktarlarda tespit edildigi igin
fazla ilgi gekmemistir. Ileri yapili bitkilerde fenolik bilesikler ile antioksidan aktivite
arasinda pozitif korelasyon tespit edilirken mikroalglerde bu konuyla ilgili yeterli

caligma bulunmamaktadir (Evans vd., 1997).

Onofrejova ve arkadaslar1 (2010) mavi yesil alglerde 3,6 ng g™ fenolik madde tespit
etmisler ve fenolik maddelerin maviyesil alglerde diisiik miktarda sentezlendigini
ifade etmislerdir. Hajimahmoodi ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada 12 adet
topraktan izole edilen mikroalg tiirlerinde total fenolik madde miktari
0,00 ile 19,15 = 0,04 mg GAE g'1 arasinda bulunmustur. Li ve arkadaglar1 (2007)
ise 23 mikroalg tiirliniin farkli fraksiyonlarmin total fenolik madde miktarlarim

incelemisler ve 0,01-39,87 + 1,92 mg GAE g ™ arasinda cesitlililik gosteren fenolik
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madde miktarlart tespit etmisleridir. Colla ve arkadaglar1 (2007) farkli sicaklik ve
nitrojen uygulamalariin bir sonucu olarak S. platensis biyokiitlesinin total fenolik
madde icerigini 2,42 + 0,21 mg GAE g™ ile 4,99 + 0,29 mg GAE g arasinda degisen
degerlerde bulmuslardir. Bu ¢alismada ise sabit 1s1k siddeti (40 umol foton m? s+)
altinda inkiibe edilen Grup 1 deki kiiltiirlere gore 151k siddetinin sirasiyla 60 pmol
foton m? s ve 120 umol foton m? s 1gik siddetine arttirildigr Grup 2 ve Grup
3’deki kiiltiirlerde total fenolik madde miktarimin da artan 1s1k siddetiyle birlikte
anlamli oranda (p <0,01) arttig1 bulunmustur. Kontrol grubuna gore, 151k siddetinin
60 pmol foton m S'l’ye arttirlldigr Grup 2’deki kiiltiirlerde fenolik madde miktari
4,071 kat artarken 151k siddetinin 120 pmol foton m? s™’ye arttirildigi Grup 3’deki
kiiltiirlerde bu artis 7,88 kat olarak bulunmustur.

3.6. In vitro Antioksidan Aktivite Testleri
3.6.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Temizleme Deneyi

Oncelikle bu test yontemi ile spektrofotometrik olarak “% DPPH Inhibisyonu-
antioksidan konsantrasyonu” degerlerinin bulunabilmesinde kalibrasyon amaciyla
BHT c¢ozeltisinin farklt konsantrasyonlarinin bu metoda goére tespit edilen
absorbanslar1 kullanilarak standart egri ¢izilmistir. Egrinin regresyon analizi

yapilarak 5 deger i¢in R = 0,9925 olarak bulunmustur.

Farkli 151k siddetinde inkiibe edilen alg 6rneklerinden elde edilen metanol 6ziitlerinin
her birinin 5 farkli konsantrasyonu i¢in bu metot 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her
metanol Ozitiinlin, % 50 DPPH inhibisyonu saglayan konsantrasyonu olan “ICsg
degeri” hesaplanmustir. 40 pmol foton m™? s, 60 umol foton m? s, 120 pmol foton
m? st 151k siddetinde inkiibe edilen alglerin metanol 6ziitlerinin “ 1Cso degerleri”
sirastyla 101,34 + 0,65ug/ml, 49,05 + 2,99 ug/ml, 26,90 =+ 1,33 pg/ml olarak tespit

edilmistir.
3.6.2. ABTS Radikal Katyon Temizleme Aktivitesi

Farkli 151k siddetinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin ABTS radikalini inhibe
etme yiizdesinin bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi igin
“Trolox Konsantrasyonu (uM)- % ABTS Inhibisyonu” standart egrisi
¢izilmistir.(R?= 0,9909, n=4). Bu egriye gore; 40 umol foton m? s, 60 pmol foton
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m? st 120 umol foton m? st is1k siddetinde inkiibe edilen alglerin metanol

Oziitlerinin sirastyla 31,41 + 3,27 umol/g, 48,20 =+ 0,58 pumol/g ve 54,16 = 1,16

umol/g Troloxa esdeger oldugu bulunmustur.
3.6.3. indirgeme Giicii Tayini

Farkli 151k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin indirgeme giicii
tayininin bu protokolle spektrofotometrik olarak hesaplanabilmesi igin “Askorbik
Asit Konsantrasyonu (mM)-700 nm’deki absorbans” standart egrisi ¢izilmistir. (R *=
0,9984, n=4). 700 nm’de artan absorbans demir indirgeme giiciinlin arttigin
gostermektedir. Bu egriye gore; 40 pmol foton m? s, 60 umol foton m? s*, 120
umol foton m? s 1s1k siddetinde inkiibe edilen alglerin sirastyla 25,63 + 0,35 uM/g,
28,61 + 1,46 uM/g ve 35,57 uM/g + 1,03 Askorbik Asite esdegerde (AAE)

indirgeyici giiclinlin oldugu bulunmustur.

Farkl1 151k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin metanol oziitlerinin

in vitro antioksidan aktiviteleri Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Farkli 1s1k siddetlerinde inkiibe edilen S. platensis kiiltiirlerinin metanol
oOzitlerinin in vitro antioksidan aktiviteleri

Kiiltiirlerin DPPH ABTS Radikal Katyon | Demir
Grup Temlzleme Temizleme Aktivitesi Indlrgeme _Gucu
Numarasi Deneyi Tayini
ICs0 (g /ml) (umol Trolox g ) (uM AAE g )
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 1,337 54,16+ 1,16 35,57+ 1,03

“*> Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0,05)
diizeyinde farklilig1 belirtir.

“*¥*> Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak p < 0,01
diizeyinde farklilig1 ifade eder.

Grup 1: Sabit 151k siddeti (40 pmol foton m? S'l) altinda inkiibe edilen kiiltiirler
Grup 2:inkiibasyonun 120.saatinde 151k siddetinin 60 umol foton m?she arttirlldigy
kiiltirler Grup 3: Inkiibasyonun 120.saatinde 151k siddetinin 120 pmol foton m? s™e
arttirildigr kiiltiirler
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3.7. Fenolik madde miktar1 ile diger parametrelerin korelasyonunun

arastirillmasi

Fenolik madde miktar1 ile aragtirma kapsaminda incelenen diger parametreler (DPPH
Radikal Temizleme Aktivitesi, Fe Indirgeme Giicii Tayini, ABTS Radikal Katyon
Temizleme Aktivitesi, total karbonhidrat, total protein, total karotenoid, total klorofil
ve total fikosiyanin miktarlari) arasindaki iliski Pearson korelasyon katsayisi ve

regresyon analizi kullanilarak incelenmis ve Tablo 3.3.’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Fenolik madde miktar1 ile aragtirma kapsaminda incelenen diger
parametreler arasindaki iliskinin Pearson korelasyon katsayilar1 ve p degerleri

Pearson korelagyon katsayis1 | p degeri
R

MDA miktari 0,987 0,000
Total protein miktari 0,977* 0,000
Total karbonhidrat miktari 0,967 0,000
Total klorofil miktari 0,749* 0,000
Total karotenoid miktar1 0,915 0,000
Total fikosiyanin miktari 0,694 0,000
DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi 0,942 0,001
ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi 0,920 0,002
Demir 1ndirgeme Gici 0,942 0,038

¢ ** Negatif korelasyon belirtir.

Fenolik madde miktar1 ile total karbonhidrat miktari, karotenoid miktari, MDA
miktar1 arasinda iyi derecedeki pozitif korelasyon ile total protein ve klorofil
miktarlar1 arasindaki negatif yondeki korelasyon fenolik madde iiretimiyle bu

parametrelerin iliskisine de 151k tutmaktadir.

Mikroalglerde fenolik madde iiretimiyle ilgili bilgiler cok kisithdir. Bu veriler
dogrultusunda S. platensis’de MDA miktarindaki, total karbonhidrat, karotenoid
miktarindaki artiglar ile total protein ve klorofil miktarlarindaki azalmalara neden
olan fizyolojik kosullarin fenolik bilesiklerin sentezini indiikledigi kanisina

varilabilir.

S. platensis Kkiiltiirlerinin fenolik madde miktarlari ve antioksidan aktiviteleri
arasindaki korelasyon incelendiginde, her ii¢ antioksidan aktivite testi i¢in de pozitif

yonde yiliksek Pearson korelasyon katsayisi tespit edilmistir. Bu sonuglar fenolik
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maddelerin S. platensis’in antioksidan aktivitesine onemli oranda katki saglayan

bilesenler oldugunu gostermektedir.

Literatiirde mikroalglerin antioksidan aktiviteleri ile fenolik madde igeriklerinin
iligkisi ile ilgili sinirhi sayida bilgi mevcuttur. Yakin zamanda Hajimahmoodi ve
arkadaslar1 (2010) topraktan izole ettikleri 12 adet mikroalg tiirlinlin i¢erdigi fenolik
madde miktarin1 ve antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Bu arastiricilar,
mikroalglerde fenolik madde igerigiyle antioksidan aktivite arasinda pozitif
korelasyon tespit etmislerdir. Bununla birlikte, Li ve arkadaslarinin (2007) yaptigi
calismada fenolik madde igerigi ile antioksidan aktivite arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon bulunamamustir.

Yapilan bu calismada Hajimahmoodi ve arkadaglarinin bildirdigi sonuglar
desteklenmektedir. Bu sonuglarin aksine fenolik madde miktariyla antioksidan
aktivite arasinda korelasyon olmadigini bildiren c¢alismalarda arastirilan mikroalg
tirlerinin laboratuar sartlarinda herhangi bir strese maruz kalmadan optimum
kosullarda yetistirilen tiirler olmasi diisiik fenolik bilesik miktarina sahip olmalarinin
ve fenolik madde igerikleriyle antioksidan aktiviteleri arasinda bir korelasyon
bulunamamasinin nedenidir. Ciinkii birgok biyoaktiviteye sahip sekonder
metabolitler olan fenolik bilesiklerin miktari, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda

stresten korunmak i¢in artmaktadir (Grace ve Logan, 2000; Hajimahmoodi vd.,
2010).

Mikroalgler, evrimsel olarak ilk fotootrofik canlilardan oldugu i¢in yiiksek bitkilerde
fenolik madde iireten ayn1 temel biyokimyasal yollara sahiptirler (Duval vd., 2000).
Klejdus ve arkadaglar1 (2009) tarafindan S. platensis’i de i¢eren bazi1 Cyanophytha

suslarinda basit fenolik bilesikler incelenmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda S. platensis ve Spongiosachloris spongiosa’da diisiik
miktarda benzoik asit ve sinnamik asit tiirevleri ile hidroksil benzaldehidler
tanimlanmistir. Bu fenolik bilesikler, fotosentetik organizmalardaki diger biyoaktif

fenoliklerin sentezinde 6nemli Onciil fenoller olarak bilinmektedir (Taiz ve Zeiger,
2008).

Fenilalaninden sinnamik asit biyosentezini kontrol eden “Fenilalanin amonyum liyaz

(PAL)” ilk defa Cyanophytha’da bulunmustur (Moffitt vd., 2007). Bu enzim, fenolik
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bilesikleri sentezleyen fenilpropanoit yolaginda onciil olarak gorev almaktadir (Taiz

ve Zeiger, 2008).

Abd El-Baky ve arkadaslar1 (2009) ise L-fenilalanin takviye edilen besiyerinde
tiretilen S. platensis kiiltiirlerinin daha fazla fenolik bilesik igerigine sahip olduklarini
bildirmiglerdir. Bununla birlikte, Spirulina’da fenolik bilesiklerin olusumuyla ilgili
metabolik yollar heniiz tam olarak bilinmemektedir (Colla vd., 2007).

Fenolik maddelerin sentezindeki ilk basamaklar, fenilpropanoit yolu araciliiyla
karbon akisim1 igermektedir. Grace ve Logan (2000) stres kosullarinda fenolik
bilesiklerin biyosentezinin fotokimyasal enerjinin yayilmasi i¢in alternatif bir yol
olabilecegini ifade etmektedir. Ayrica fenolik bilesiklerin sentezinin yiiksek 151k
kosullarinda, fotokimyasal indirgeyici giicii harcamak suretiyle alternatif karbon
gideri olarak islev gorerek ek bir fotokoruma sagladigini ortaya koymuslardir. Elde

ettigimiz sonuglar bu goriisii desteklemektedir.

Farmasotik  biyoteknolojideki temel arastirma alanlarindan biri de dogal
kaynaklardan yeni biyoaktif molekiillerin arastirilmasi ve izole edilmesidir. Bu
yiizden de bitkisel farmasoétiklerinin arastirilmasit ve uygulamalarinin yapilmasi
bugiin farmasdtik ve nutrasdtik gida endiistrisinde biiyiik ilgi uyandirmaktadir.
Bununla birlikte, bitkilerden elde edilen farmasétiklerle ilgili olarak GMP (lyi
Uretim Uygulamalari) kurallarmin arazide yetistirilen bitkiler igin tam anlamiyla
adapte edilememesi, pestisit veya diger cevresel kirleticilerin kalintilarinin kalmasi
thtimali gibi baz1 kaygilar bu alandaki ilgiy1 yliksek bitkiler yerine mikroalglere
yonlendirmistir (Ma vd., 2005).

Bioreaktorlerde herhangi bir c¢evresel kirletici igermeyen, kontrol edilebilen
besiyerlerinde endiistriyel 6lgekte kolayca iiretimi yapilabilen mikroalglerin bitkilere

gore olan bu avantajlar1 onlar1 daha ilgi ¢ekici kilmaktadir (Li vd., 2007).

Mikroalgler arasinda S. platensis icerdigi bir¢ok antioksidanin yaninda, yiiksek
protein igerigi, yliksek biiylime orani, toksin iiretmemesi gibi 6zelliklerinden dolay1

yaygin olarak endiistriyel dlgekte liretimi yapilabilen bir mikroalgdir.

“S. platensis kiiltiiriinde 151k siddetinin inkiibasyon siirecinin logaritmik fazinda

aniden arttirilmasiyla yiiksek 1s1k stresi olusumuna bagli olarak antioksidan 6zellikli

74



biyoaktif molekiillerin sentezinin artacagi” hipotezinden yola ¢ikarak yiiriitiilen bu

calismada elde edilen veriler bu hipotezi dogrular niteliktedir.

Daha once ayrintili bir sekilde agiklandigi gibi 151k siddetinin aniden arttirilmasiyla
MDA miktarinin da istatistiksel agidan anlamli bir oranda (p <0,01 ) arttig1 bulgusu
ve yliksek 151k stresi altindaki hiicrelerde yiiksek karbonhidrat, diisiik protein
miktarinin saptanmasi 151k siddetinin aniden arttirilmasmin S. platensis kiiltiiriinde

bir strese neden oldugunu ortaya koymustur.

Bu stres neticesinde alg Kkiiltiirlerinde fikosiyanin ve karotenoid miktarlarindaki
artisgin yaninda onemli sekonder metabolitler arasinda yer alan fenolik madde
miktarinin da ¢ok ciddi oranda arttigi bulunmustur. Yapilan in vitro antioksidan
aktivite testleri neticesinde fenolik madde miktarindaki bu artisa paralel olarak 1518in
aniden arttirildig1 alg kiiltiirlerinde 151k siddetiyle orantili olarak antioksidan

aktivitenin de dnemli oranda arttig1 tespit edilmistir.

In vitro antioksidan aktivite testleri ile kontrol grubuna gére daha yiiksek antioksidan
aktiviteye ve daha fazla miktarda fenolik madde, karotenoid ve fikosiyanin miktarina
sahip oldugu tespit edilen Grup 3’deki S. platensis kiiltiirlerinin in vivo ‘daki
antioksidan aktivitesi ratlarda CCl, ile indiiklenmis akut karaciger hasar modeli
olusturulmas1 yoluyla 151tk mikroskobik ve elektron mikroskobik diizeyde

degerlendirilmistir.
3.8. Isik Mikroskobu Bulgulan

Negatif kontrol grubuna (Grup 1) ait karaciger kesitleri histolojik olarak
incelendiginde normal parankimal yap1 gézlenmistir. Parankimayi olusturan hiicreler
(hepatositler) santral ven etrafinda baslayip lobiiliin periferine ve portal alanlara

dogru 1s1nsal olarak uzanan kordonlar olusturmustur (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Negatif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 1) elde edilen karacigerin 151k
mikroskobik gériiniimii (4 X 10).SV: Sentral Ven

Bir ya da iki hiicre genisligindeki bu hiicre kordonlar1 arasinda hepatik sintizoidler
olarak bilinen kan damarlar1 goriilmistiir. Niikleuslar1 genis, yuvarlak ve diizgiin
yiizeyli olan hepatositlerin niikleus sayilar1 genelde bir olup yer yer ¢ift niikleoluslu

hiicrelere de rastlanmaistir.

Iyi korunmus hepatosit kordonlar1 ve siniisoidal araliklari iceren normal parankimal
yap1 goriilmiistiir. Hepatositlerin ¢ekirdekleri belirgin, sitoplazmalari iyi korunmustur
(Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Negatif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 1) elde edilen karacigerin 151k
mikroskobik gorinimii (10X10). H: Hepatosit HK: Hepatosit Kordonlar
S: Sinusoid SV: Sentral Ven

Sadece CCly verilerek akut karaciger hasar1 olusturulan pozitif kontrol grubundaki
(Grup 2) ratlarin karaciger orneklerinden hazirlanan preparatlarda yaygin karaciger

hasar1 gézlenmistir.

Lenfositik infiltrasyonun eslik ettigi yaygin sentilobiiler nekroz, sinusoidlerde
dilatasyon ve karaciger parankimal yapisinda diizensizlik gorilmiistir (Sekil 3.5.,
Sekil 3.6.).
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Sekil 3.5. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karacigerin 151k
mikroskobik gortinimii (4X10) LI: Lenfositik infiltrasyon SV: Sentral Ven
S: Sinusoid

Sekil 3.6. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karacigerin 151k
mikroskobik goriinimii (10X10) LI: Lenfositik infiltrasyon SV: Sentral Ven
S: Sinusoid

Yogun lenfositik infiltrasyon bdlgeleri (LI), balonlasma seklinde goriilen hepatosit
dejenerasyonu (oklar), sinusoidlerde dilatasyon izlenmistir.
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Hepatositlerde balonlagma seklinde goriilen hidropik dejenerasyon (stoplazmik

vakuolizasyon) ve mikrovesikiiler steatosis seklinde yaglanma dejenerasyonu tespit
edilmistir (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Pozitif kontrol grubundaki ratlardan (Grup 2) elde edilen karacigerin 151k
mikroskobik goériinimii (40X10) B: Balonlagsma dejenerasyonu, LI: Lenfositik
Infiltrasyon, S: Sinusoid

Hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu (B) ve mikrovesikiiler steatosis seklindeki
yaglanma dejenerasyonu (oklar) net bir sekilde goriilmiistiir. Dejenere hepatositlerin
arasindaki lenfositik infiltrasyon bolgeleri dikkat ¢ekicidir.

CCly verilerek akut karaciger hasari olusturulmadan once bir ay boyunca sabit 151k
siddetinde kiiltire edilmis S. platensis biyokiitlesi verilen Grup 3’deki ratlarin
karaciger ornekleri histolojik olarak incelendiginde Grup 2’ye gore daha az nekrotik
alan gbze ¢arpmakla birlikte yine vakuolizasyon ve mikrovesikiiler steatosis seklinde

hepatosit dejenerasyonu gozlenmistir (Sekil 3.8., Sekil 3.9.).
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Sekil 3.8. Bir ay boyunca sabit 151k siddetinde kiiltiire edilmis S. platensis biyokiitlesi
verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karacigerin 1sik mikroskobik goriiniimii
(20X10) B:Balonlagma dejenerasyonu S: Sinusoid SV: Sentral Ven LI: Lenfositik
Infiltrasyon

Parankimal yapiy1 olusturan hepatik kordlarda yer yer balonlasma seklinde hidropik
dejenerasyon ve lenfositik infiltrasyon bolgeleri gézlenmistir

Sekil 3.9. Bir ay boyunca sabit 151k siddetinde kiiltiire edilmis S. platensis biyokiitlesi
verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karacigerin 1sik mikroskobik goériiniimii
(40X10) S: Sinusoid

Hepatosit kordonlarini olusturan hepatositler arasinda kopmalar (beyaz ok) ve
mikrovesikiiler —steatosis seklindeki hepatosit dejenerasyonlart (siyah ok)
gorilmiistiir.
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Ayrica santral ven etrafinda baslayip lobiiliin periferine ve portal alanlara dogru
1s1nsal olarak uzanan kordonlari olusturan hepatositler arasinda yer yer kopmalar ve

sinusoidlerde dilatasyon goriilmiistiir (Sekil 3.10.).

||()

Sekil 3.10. Bir ay boyunca sabit 1sik siddetinde kiiltiire edilmis S. platensis
biyokiitlesi verilen ratlardan (Grup 3) elde edilen karacigerin 1sik mikroskobik
goriiniimii (40X10) B: Balonlasma dejenerasyonu S: Sinusoid

Santral ven etrafinda baslayip lobiiliin periferine ve portal alanlara dogru isinsal
olarak uzanan kordonlar1 olusturan hepatositler arasinda yer yer kopmalar (oklar) ve
balonlagma dejenerasyonu (B) ile sinusoidlerde dilatasyon goriilmiistiir.
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CCly verilerek akut karaciger hasari olusturulmadan 6nce bir ay boyunca antioksidan
igerigi arttirtlmis S. platensis biyokiitlesi verilen Grup 4’deki ratlarda ise yine

sinusoidlerde dilatasyon gozlenmistir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. Bir ay boyunca antioksidan igerigi arttirilmig S. platensis biyokiitlesi
verilen ratlardan (Grup 4) elde edilen karacigerin 11k mikroskobik goriiniimii
(4 X10) S: Sinusoid SV: Sentral Ven

Santral ven etrafinda baglayip lobiiliin periferine ve portal alanlara dogru 1sinsal
olarak uzanan hepatosit kordonlart ve sinusoidlerde dilatasyon gorilmustiir.
Parankimay1 olusturan kordonlarda c¢ogunlukla yaglanma dejenerasyonu gosteren
hepatositler (siyah oklar) yer alirken normal goriinimlii hepatositler (kirmizi oklar)
de izlenmistir.
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Akut karaciger hasari olusturulmadan Once bir ay siiresince antioksidan igerigi
arttirilmis S. platensis biyokiitlesi verilen Grup 4’deki ratlardan elde edilen karaciger
doku orneklerinden hazirlanan preparatlar incelendiginde daha ¢ok mikrovesikular
steatosis seklinde bir hepatosit hasarinin oldugu tespit edilmistir. Balonlagma

dejenerayonuna ugramis hepatositlere rastlanmamistir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. Bir ay boyunca antioksidan igerigi arttirilmis S. platensis biyokiitlesi
verilen ratlardan (Grup 4) elde edilen karacigerin 1s1tk mikroskobik goriintiimii
(40 X10) S: Sinusoid

Diizenli kordonlar olusturan hepatositlerde mikrovesikiiler steatosis seklinde (oklar)
yaglanma dejenerasyonu gozlenmistir.
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3.9. Elektron Mikroskobu Bulgular:

Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratlara ait karaciger orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesi sonucunda hepatositlerin poligonal sekilde, niikleuslarinin
ise yuvarlak ve diiz ylizeyli oldugu ve belirgin bir ya da iki tane niikleolus i¢erdikleri
goriilmiistiir. Hepatositlerin sitoplazmalarinda ise bol miktarda mitokondrilere
rastlanmistir. Niikleusa yakin yerlesimli graniillii endoplazmik retikulumun (GER) ve
glikojen graniillerinin normal bir dagilim gosterdigi gozlenmistir. Yiiksek
bliylitmelerde yapilan incelemelerde ise niikleusun ¢ift membran yapisinin net, GER

tizerindeki ribozomlarin yerlesimlerinin normal oldugu goriilmustiir (Sekil 3.13.).

Sekil 3.13. Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratlarin karaciger o6rneklerinden
hazirlanan elektromigrograf (X15000) GER: Graniillii Endoplazmik Retikulum GL.:
Glikojen Graniilleri C: Cekirdek CZ: Cekirdek Zart MIT: Mitokondri

Hepatositlerin gekirdeklerinin yuvarlak ve diizgiin oldugu, sitoplazmalarinda ise bol
miktarda mitokondrilerin yer aldig1 izlenmistir. Niikleusa yakin yerlesimli graniilli
endoplazmik retikulumun (GER) ve glikojen graniillerinin dagiliminin normal
oldugu goriilmiistiir. Cift membran yapisidaki ¢ekirdek zarinin net, GER {izerindeki
ribozomlarin yerlesimlerinin de normal oldugu tespit edilmistir.
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Hepatositlerin birbiriyle olan komsu yiizeylerinde ise hiicre membran biitiinliigiiniin
ve hiicreler arasi baglantilar ile de normal karaciger yapi biitiinliigiiniin korundugu

belirlenmistir (Sekil 3.14.).

Sekil 3.14. Negatif kontrol grubundaki (Grup 1) ratlarin karaciger orneklerinden
hazirlanan elektromigrograf (X25000) GER: Graniilli Endoplazmik Retikulum GL:
Glikojen Graniilleri C: Cekirdek CZ: Cekirdek Zar1 MIT: Mitokondri

Hepatositlerin birbiriyle olan komsu yiizeylerinde hiicre membran biitiinliigiiniin,
mikrovilluslarin yapi biitiinliigiiniin korundugu gériilmektedir.
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Sadece CCl; uygulanarak akut karaciger hasar1 olusturulan pozitif kontrol
grubundaki (Grup 2’deki) ratlarin karacigerlerinden elde edilen elektron
mikrograflarinda goze carpan ilk bulgu hepatosit sitoplazmalarindaki yogun nekrotik
alanlarin varlig1 olmustur. Niikleusun diizgiin yiizeyini kaybettigi ve yer yer niikleus

zarinda genislemelerin oldugu goriilmiistiir. Sitoplazmada ¢ok sayida vakuol ve lipit

damlaciklarinin mevcut oldugu goézlenmistir (Sekil 3.15.)

Sekil 3.15. CCl, ile akut karaciger hasari olusturulan pozitif kontrol grubuna
(Grup 2) ait ratlarin karaciger 6rneklerinden hazirlanan elektromikrograf (X8000)
C: Cekirdek LD: Lipit Damlalar1 V: Vakuol Mit: Mitokondri Ngh: Nekroza Giden
Hiicre

Cekirdegin diizgiin ylizeyli olmadigi, yer yer biiziilmelerin (yildizlar) ve g¢ekirdek

zarinda genislemelerin oldugu, sitoplazmada lipit damlaciklar1 ve ¢ok sayidaki
vakuoliin gozlendigi nekroza giden hiicreler goriilmiistiir
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Ayrica ¢ekirdekte kromatin kiimelesmeleri ve stoplazmik organellerden GER ve SER
membranlarinda asir1 genislemeler dikkat ¢cekmistir. Sitoplazmada glikojen dagilimi

azalmis ve diizensizlesmistir (Sekil 3.16.).

Sekil 3.16. CCl, ile akut karaciger hasari olusturulan pozitif kontrol grubuna
(Grup 2) ait ratlarin karaciger orneklerinden hazirlanan elektromigrograf (X15000)
GER: Graniillii Endoplazmik Retikulum C: Cekirdek MIT: Mitokondri

Endoplazmik retikulumlarin yapisini olusturan lamellerin bozularak dilatasyon ve
vakuolizayon seklinde dejenere bir goriiniime sahip oldugu (yildizlar), ¢ekirdegin
diizgiin yuvarlak goriiniimiinii kaybederek yer yer biiziilmelerin ve kromatin
kiimelesmesinin oldugu gorilmiistiir.
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CCl; uygulanmadan oOnce bir ay siireyle sabit 1gik siddetinde kiiltiire edilmis S.
platensis biyokiitlesi ile beslenen Grup 3’deki ratlarin karacigerleri ultrayapisal
diizeyde degerlendirildiginde Grup 2’deki ratlara gore nekrotik alanlarda dikkat
cekici diizeyde bir azalma gozlenmistir. Bununla birlikte, hiicre cekirdek ve

organellerinde yer yer litik bolgeler tespit edilmistir (Sekil 3.17.).

Sekil 3.17. Bir ay boyunca, sabit 1s1k siddetinde kiiltiire edilmis S. platensis
biyokiitlesi verilmis ratlarmn (Grup 3) karaciger Orneklerinden hazirlanan
elektromigrograf (X8000) S: Sinusoid E: Eritrosit C: Cekirdek L: Lizozom

Pleomorfik goriinlimdeki c¢ekirdekte diizensiz dagilima sahip kromatinin yer yer
kiimelenmeler gosterdigi, cekirde§in diizgiin yuvarlak goriinlimiinii kaybettigi ve
cekirdek zarinda genislemelerin oldugu izlenmistir. Sitoplazmadaki lizozom ve
cevresindeki litik alanlar (yi1ldiz) nekrotik bolgelerin varligini gostermektedir.
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Bazi hiicrelerin ¢ekirdek zarinda goriilen dilatasyon ve vakuolizasyonun yaninda
GER ve SER membranlarinda da genislemelerin oldugu gortilmiistiir. Sitoplazmada

diizenli bir glikojen dagiliminin olmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.18.).

Sekil 3.18. Bir ay boyunca, sabit 1sik siddetinde kiiltiire edilmis S. platensis
biyokiitlesi verilmis ratlarin (Grup 3) karaciger Orneklerinden hazirlanan
elektromigrograf (X8000) LD: Lipit Damlalar1 E: Eritrosit ER: Endoplazmik
Retikulum Mit: Mitokondri

Endoplazmik retikulumlarin ~dilatasyonlar1 ve c¢ok sayidaki lipit damlacig
hepatositteki hasar1 gostermektedir. Bu hasara kars1 artan mast hiicreleri goriilmiistiir.
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CCl4 uygulanmadan 6nce bir ay siireyle antioksidan iiretimi indiiklenmis S. platensis
biyokiitlesi ile beslenen Grup 4’deki ratlara ait elektron mikrograflari incelendiginde
hiicrelerin kontrol grubundaki hepatositlerle benzer 6zellikler gosterdikleri, hepatosit

sitoplazma igeriginin korundugu goriilmistiir (Sekil 3.19.).

Sekil 3.19. Bir ay boyunca, antioksidan igerigi arttirilmig S. platensis biyokiitlesi
verilen (Grup 4) ratlarin karaciger orneklerinden hazirlanan elektromigrograf
(X20000) GER: Graniillii Endoplazmik Retikulum LD: Lipit Damlalar1 V: Vakuol
GL: Glikojen Graniilleri C: Cekirdek CZ: Cekirdek Zar1 Mit: Mitokondri

Hepatositlerin ¢ekirdeklerinin diizgiin ve yuvarlak bir goriiniime sahip oldugu,
cekirdek zarinin membran biitiinliiglinii  korudugu ve sitoplazma igeriginin
korundugu goriilmistiir. Bununla birlikte, sitoplazmada vakuolar dejenerasyon ve
lipit damlalar1 gozlenmistir.
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Bununla birlikte, sitoplazmada vakuolar dejenerasyon, membranéz yapilar ve

lipitlerin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 3.20.).

Sekil 3.20. Bir ay boyunca, antioksidan igerigi arttirilmig S. platensis biyokiitlesi
verilen (Grup 4) ratlarin karaciger Orneklerinden hazirlanan elektromigrograf
(X15000) GL: Glikojen Graniilleri C: Cekirdek CZ: Cekirdek Zar1 LD: Lipit
Damlalart V: Vakuol Mit: Mitokondri GER: Graniillii Endoplazmik Retikulum

Hepatositlerin sitoplazma igeriginin korundugu, glikojen dagilimmin homojen

oldugu goriilmekle beraber sitoplazmada ¢ok sayida lipit damlalari, vakuoller ve
membrandz yapilar (oklar) gorilmiistiir.
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Eksojen yollarla viicuda alinan toksik maddelerin organizmada metabolize edilmesi
sonucu hiicrede aciga cikan serbest radikaller karaciger nekrozuna sebep olabilir.
CCly serbest radikal tiretimi ile hiicresel hasar olusturabilen, insan ve hayvanlarda

hepatotoksisiteye neden olabilen bir ksenobiyotiktir (Weber vd., 2003).

CCl, biyoaktivasyonu serbest radikaller ile indiiklenen kimyasal toksisiteye iyi bir
model olusturur. CCl; metabolizmasimin ilk basamagi sitokrom p-450 enzim sistemi
araciligi ile CClge™ (triklorometil) serbest radikalinin olusmasidir (Poli vd., 1990).
Aciga ¢ikan CClze” mikrozomal lipitlere ve diger hiicresel makromolekiillere direkt
olarak tutunur, membran yapisinin bozulmasma, hiicre enerji kaynaklarinin
azalmasina ve protein sentezinin baskilanmasina sebep olur (Mc Donald ve Gang,
2003; Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003). Hiicre membran yapisinin bozulmasiyla
olusan hepatik hasar1 seliiler enzimlerin hizlica kan dolagimi igine salinimi,
inflamasyon ve perisentral nekroz olusumu izler (Wills ve Asha, 2006, Wang vd.,
2008; Bhadauria vd., 2009; Liu vd., 2011; Eidi vd., 2011).

Bu ¢alisma kapsaminda akut karaciger hasar1 olusturulan pozitif kontrol grubundaki
(Grup 2) ratlarin karacigerlerinin 151k mikroskobunda histolojik degerlendirmeleri
sonucunda sentral ven g¢evresinde tespit edilen lenfositik infiltrasyon bolgeleri ve
perisentral nekroz alanlari bu bilgilerle paralellik gostermistir. Buna ek olarak
hepatositlerdeki hidropik dejenerasyonun (stoplazmik vakuolizasyon) bir sonucu
olarak balonlasan hepatositler sentral ven ¢evresinde yogun bir sekilde gozlenmistir.
Bu durum Grup 3’deki ratlarda bazi1 bolgelerde seyrek olarak goriiliirken Grup 4’deki
ratlarda ise goriilmemistir. Hepatositlerin bu dejenerasyonu mitokondrilerdeki
hasarin bir sonucu olarak hiicre i¢ci ATP {retiminin belirgin olarak azalmasina
baglanabilir. Ciinkii boyle bir azalma durumunda stoplazmik serbest Ca*®daki artisla
beraber plazma membraninin ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir.
Bunu sodyumun hiicre iginde birikimi ve potasyumun hiicre dismna gegisi izler.
Sodyum eriyiginin net artigi, suyun isoosmatik artisi ile birlikte olup akut hiicresel
sismeye neden olur. Bu sisme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve plirin niikleozitleri
gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yiikle daha da artar (Kumar vd.,

1997).

Elektron mikroskobik degerlendirme sonucu Grup 4’deki ratlarin diger gruplarla

karsilagtirildiginda negatif kontrol grubundakine benzer sekilde mitokondrilere sahip
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oldugu bulgusu bu agiklamay1 destekler niteliktedir. Sitokrom p-450, Graniilsiiz
Endoplazma Retikulumu (SER) igerisinde yer alan, yag asitleri, kolestrol, steroid
biyosentezi ve detoksifikasyonu igin gereken hidroksilasyon mekanizmasini
gergeklestiren birgok enzimin yer aldig bir elektron tasima sistemidir. Sitokrom p-
450 sistemi akciger, bobrek ve bagirsak gibi organlara nazaran en ¢ok karacigerde
bulunur. Sitokrom p-450 tarafindan gergeklestirilen hidroksilasyon mekanizmasi
yabanc1 maddelerin ara  metabolitler haline  doniistiiriilerek  viicuttan

uzaklastirilmasini saglayan bir reaksiyondur (Kumar vd., 1997).

Bu ¢alisma kapsaminda CCly ile akut karaciger hasari olusturulan pozitif kontrol
grubundaki ratlarin ve CCl; uygulanmadan once sabit 1s1k siddetinde kiiltiire edilmis
S. platensis biyokiitlesi ile bir ay siireyle beslenen Grup 3’deki ratlarin
karacigerlerinden hazirlanan mikrograflarda yogun bir sekilde gozlenen SER
dilatasyonlar1 bu bilgiyi desteklemistir. Antioksidan aktivitesi arttirilmis S. platensis
biyokiitlesi ile beslenen Grup 4’deki ratlarin karaciger elektron mikrograflarinda ise
bu dilatasyonlarin ciddi oranda diizelmesi in vitroda arttigi gosterilen antioksidan
Ozellikli karotenoid, fikosiyanin ve fenolik bilesiklerin in vivoda da serbest

radikallere kars1 etkinlik gosterdigini ifade etmektedir.

Elektron mikroskobik inceleme sonucu elde edilen diger bir bulgu da mikrovesikiiler
steatosis seklinde goriilen hepatositlerdeki yaglanma dejenerasyonudur. Yag
dokusundan veya sindirimle alinan yiyeceklerden gelen serbest yag asitleri normal
olarak hepatositlere tasinir. Burada trigliseritlere esterlesir, kolestrol veya
fosfolipitlere c¢evrilir ya da keton cisimlerine oksitlenir. Hepatositlerden
trigliseritlerin  ¢ikis1t  apoproteinlerle birlesip lipoproteinlerin  olusturulmasin
gerektirir. CCl4 ribozomlarin graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasina neden
olarak apoproteinlerin sentezini azaltir. Bu durumun bir sonucu olarak da lipoprotein
yapimini gergeklestiremeyen hiicrelerde lipit birikimi goriiliir (Kumar vd., 1997,
Wang vd., 2008; Bhadauria vd., 2009; Eidi vd., 2011).

CCl; toksisitesinin hepatik mitokondrilerde o6nemli bir Ca*? konsantrasyon
diistikliigl, hepatik hiicre elektrolit dagiliminda bozukluk ve hiicre glikojen molekiil
igeriginde ciddi oranlarda diisiis meydana getirdigi kaydedilmistir (Muriel vd., 2001,
Krahenbuhl vd.,1991; Bhadauria vd., 2009; Chavez vd., 2010).
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Bu calismada da CCl, verilen Grup 2 ve Grup 3’deki ratlarin karaciger drneklerinin
elektron mikroskobik incelenmesi sonucu sitoplazmada glikojen graniillerinin

azaldig tespit edilmistir.

Birgok arastirmaci oksidatif strese dayali karaciger doku hasarinin altinda yatan
hiicresel mekanizmalar1 agiklamak ve bunlarin Oniine gegebilmek i¢in pek cok
sitotoksisite modeli olusturmustur. Antioksidan tedavilerle de bu hasar1 6nlemeye ya
da geri ¢evirmeye calismiglardir (Wong vd., 2003; Jeon vd., 2003; Lin ve Huang,
2000; Sheweita vd., 2003). ROT tarafindan olusturulan lipit peroksidasyonunun
hiicre membranlarinin hasara ugramasina ve membranlarin yapisal biitiinliigiiniin ve
biyokimyasal fonksiyonlarinin degismesine neden oldugu bilinmektedir (Kumar vd.,
1997). Dolayisiyla ultrayapr diizeyinde meydana gelen bu hasara karsi Onerilen
antioksidanlarin koruyucu etkisi de yine ultra yap1 diizeyinde yapilan incelemelerle
desteklenmelidir. Bu ¢alisma ile S. platensis biyokiitlesinin antioksidan aktivitesi
organel diizeyinde yapilan ultrayapisasal doku incelemesiyle degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular in vitro deneylerle antioksidan aktivitesinin arttigi gosterilen S.
platensis biyokiitlesinin CCly ile olusturulmus karaciger hasarina karsi daha fazla

koruyucu etkisinin oldugunu ortaya koymaktadir.

94



BOLUM 4
SONUCLAR VE ONERILER

Mikroalgler arasinda S. platensis igerdigi birgok antioksidanin yaninda, yiiksek
protein icerigi, yiikksek biiylime orani, toksin tiretmemesi gibi 6zelliklerinden dolayi

yaygin olarak endiistriyel 6l¢ekte iiretimi yapilabilen bir mikroalgdir.

“S. platensis kiiltiiriinde 151k siddetinin inkiibasyon siirecinin logaritmik fazinda
aniden arttirilmasiyla yiiksek 1s1k stresi olusumuna bagl olarak antioksidan 6zellikli
biyoaktif molekiillerin sentezinin artacagi” hipotezinden yola ¢ikarak yiiriitiilen bu

calismada su sonuglar bulunmustur;

1. Isik siddetinin 40 pmol foton m? sV’ de sabit tutuldugu kontrol grubu (Grup 1) ile
karsilastirildiginda, 151k siddetinin aniden sirastyla 60 umol foton m?2stve 120 umol
foton m? s'ye arttirildigr Grup 2 ve Grup 3’deki S. platensis kiiltiir Srneklerinde
total karbonhidrat, karotenoid, fikosiyanin, malondialdehit ve fenolik madde
iceriklerinde dikkate deger Olgiide artislar (p<0,01) tespit edilirken total protein

(p<0,01) ve klorofil miktarlarinda (p<0,05) ise ciddi azalmalar bulunmustur.

Bu bulgular 1s1k siddetinin aniden arttirllmasiin S. platensis kiiltiiriinde bir strese
neden oldugunu ve bu stresten kurtulmak i¢in fotokoruma mekanizmalarinin devreye

girdigini gostermektedir.

2. lIsik siddetinin aniden arttirilmasiyla ortaya c¢ikan oksidatif stresin bir sonucu
olarak 6nemli sekonder metabolitler arasinda yer alan fenolik bilesiklerin kontrol
grubuna gore 151k siddetinin en fazla arttirildigi Grup 3’deki kiiltiirlerde yaklagik 8
kat artt1ig1 tespit edilmistir.

Bitkilerde stres kosullarinda sekonder metabolit olarak sentezlenen, antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar etki gibi bircok onemli biyolojik aktiviteye sahip
olduklar1 bilinen fenolik bilesikler bugilin farmasétik biyoteknoloji kapsaminda en

cok ilgi c¢eken biyoaktif molekiillerin basinda gelmektedir. Simdiye kadar
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S. platensis’in antioksidan aktivitesi lizerine yapilan ¢aligmalar genellikle karotenoid,
klorofil ve fikosiyanin iizerine odaklanmistir. Bu ¢alisma bu yoniiyle literatiirdeki bu

boslugu doldurmaktadir.

Fenolik bilesiklerce zenginlestirilmis biyokiitle elde edilen bu iki basamakl kesikli
kiiltiir yontemi bu konudaki ¢alismalara 151k tutacaktir. Buna ek olarak, herhangi bir
kimyasal indiikleyici olmadan 151k siddetinin g¢evresel bir indiikleyici olarak
kullanildig1 bu kiiltiirasyon modeli diger mikroalg tiirleri i¢in de 6rnek model olarak
kullanilabilr. Bu sayede mikroalgal biyoteknoloji kapsaminda normal kosullarda
tiretilmeyen 6nemli sekonder metabolitlerin iiretilmesi ve bu metabolitlerin yapilacak

in vivo deneylerle fizyolojik etkilerinin arastirilmasi saglanabilir.

3. S. platensis’de MDA miktarindaki, total karbonhidrat, karotenoid miktarindaki
artiglar ile total protein ve klorofil miktarlarindaki azalmalara neden olan fizyolojik

kosullarda fenolik bilesiklerin sentezinin arttig1 bulunmustur.

Spirulina’da fenolik bilesiklerin olusumuyla ilgili metabolik yollar heniiz ayrintili
olarak bilinmemektedir. Fenolik madde miktar1 ile total karbonhidrat miktari,
karotenoid miktari, MDA miktar1 arasinda tespit edilen iyi derecedeki pozitif
korelasyon ile total protein ve klorofil miktarlar1 arasindaki negatif yondeki

korelasyon fenolik madde iiretimiyle bu parametrelerin iliskisine de 11k tutmaktadir.

4. Yapilan in vitro antioksidan aktivite testleri neticesinde fenolik madde
miktarindaki bu artisa paralel olarak 15181in aniden arttirildig1 alg kiiltiirlerinde 151k
siddetiyle orantili olarak antioksidan aktivitenin de O©nemli oranda arttig1

bulunmustur.

S. platensis kiiltiirlerinin fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri
arasindaki iligkiler incelendiginde, pozitif yonde yiiksek Pearson korelasyon
katsayilart tespit edilmistir. Bu sonuglar fenolik maddelerin S. platensis’in
antioksidan aktivitesine Onemli oranda katki saglayan bilesenler oldugunu
gostermektedir. Literatiirde mikroalglerin antioksidan aktiviteleri ile fenolik madde
igeriklerinin iligkisi ile ilgili sinirh sayida bilgi mevcuttur. Bu ¢aligma bu yoniiyle de
literatiirdeki eksikligi gidermekte ve bu konudaki diger ¢aligmalara da 151k
tutmaktadir.
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5. Toplam 168 saatlik inkubasyon periyodu degerlendirildiginde en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu, biiylime orani ve prodiiktivite degerlerinin Grup 3’deki kiiltiir (1s1k
siddetinin aniden 120 umol foton m? S'l’ye arttirildig kiiltiir grubu) 6rneklerinde
tespit edildigi goriilmiistiir. Bu sonug, bu ¢alismada uygulanan iki basamakli kesikli
kiiltir tiretimi yontemiyle daha yiiksek prodiiktiviteye sahip S. platensis kiiltiirlerinin

elde edilebilecegini gostermektedir.

6. Elde edilen bulgular, in vitro deneylerle antioksidan aktivitesinin arttigi tespit
edilen S. platensis biyokiitlesinin in vivoda da aymi etkiyi koruyarak CCl, ile

olusturulmus karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gdstermistir.

Alkol ve diger toksik maddelerin detoksifikasyon olaymin meydana geldigi
karaciger, serbest radikal olusumuna dolayisiyla da oksidatif stresin indikledigi
hasara siklikla maruz kalir. Bugiin klinikte basarili sonuglar veren bir¢ok ilacin
kullanim1 hepatotoksisite olusturdugu icin sinirhidir. Alkol metabolizmasinin bir
sonucu olarak alkoliin indiikledigi oksidatif stresin karacigerde ciddi hasara yol a¢tig1
bilinmektedir. Ayrica son yillarda artan miktarda pestisitler, metal iyonlar1 ve
aflatoksinler gibi mikotoksinler ile kontamine olan besinlerin hem direk olarak hem
de besin zinciri yoluyla dolayli yoldan tiiketilmesi Ozellikle karacigerde ROT
olusumu yoluyla oksidatif strese neden olarak hasar olusturmaktadir. Bu yiizden
hepatotoksisiteye karsit yeni, giiglii ve dogal antioksidan kaynaklarinin kesfi ve
bunlarin farmasotik biyoteknoloji  kapsaminda kullanimina olan ilgi giderek

artmaktadir.

Bu kiiltiir yontemi ile elde edilen fikosiyanin, fenolik bilesikler ve karotenoidler
bakimindan daha zengin bir igerige sahip antioksidan aktivitesi artmig S. platensis
biyokiitlesi 6nemli farmasdtikler icin ham madde kaynagi olabilir. Bu kapsamda
uygulanan bu iki agamali kiiltirasyon yontemi, endiistriyel O6lgekli, antioksidan
tiretimi indiikklenmis S. platensis biyokiitle iiretimi igin bir model olusturmaktadir. Bu
calisma sentetik antioksidanlarin yerine dogal antioksidan kaynagi olarak S. platensis
tiretiminin Oniinii agarak iilkemizde de tiniversitelerde kiigiik 6l¢ekte iiretimi yapilan
bu mikroalgin liniversite sanayi igbirligi ile biiyiik 6l¢ekte liretiminin yapilmasi igin

bir 6rnek teskil edebilir.
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