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ONSOZ ve TESEKKUR

Diinyada ve iilkemizdeki hizli artan niifus, yogunlasan ve asir1 strese maruz
birakan is hayati, bireylerin 6zgiirliiglinlin farkina varmasi, stresli sehir hayati ve birgok
nedene bagli psikolojik temelli kontrolsiiz alkollii i¢ki tiiketimi artmaktadir (Sencer
1988, Aktuna 1993). Alkollii igki gesitlerinin giinden giline artmasi beraberinde bireyin
saglik sorunlart ve sosyal sorunlar olmak iizere bir¢ok sorununu da beraberinde
getirmektedir. Artik uzun yillardir alkoliin keyif vericiliginden ¢ok bunun ‘alkolizm’
olarak adlandirilan psikolojik, ruhsal ve davranigsal bozukluklara yol acan toplumsal
sorun haline gelen bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Beyin aktiviteleri ve sinir
sistemi fonksiyonlarinin saglikli isleyisini engelleyici 6zelliklerine ilaveten toksik etkisi
de bilinen alkol kullanimimin tarihi M.O 4000°li yillara kadar dayanmaktadir (K&knel
1998, Muhtar 2003).

Viicuda alindigi andan itibaren c¢ok hizli bir sekilde kana karigabilen ve
organizmada fizyolojik olarak ihtiyag duyulmayan alkol, g¢esitli karbonhidatlarin
fermentasyonu araciligi ile elde edilebilmektedir. Viicuda disaridan alinan kimyasallar
ve bazi toksik etki gOsteren ajanlar gibi alkoliin de tekrar viicuttan atiliminin ¢ogu
karacigerde  gerceklesmektedir.  Karaciger  hepatositlerindeki  reaksiyonlarda
biyotransformasyon adi verilen bir mekanizma ile gerceklesen alkoliin atilimi, alkol
sirekli olarak alindiginda bu hepatositlerde meydana gelen detoksifikasyon
reaksiyonlarindan dolay1 serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Olusan serbest
radikaller hiicre membran1 ve hiicre enzimlerinde islev bozukluguna neden
olabilmektedir. Karacigerde gergeklesen detoksifikasyon mekanizmalar1 bir takim
sistemler araciligi ile meydana gelmektedir. Nikotinamid adenin diniikleotit (NAD)
olarak adlandirilan bir elektron tasima sistemi olan bu detoksifikasyon mekanizmasinda
NAD*, elektron alarak NADH meydana getirirken ortamdaki NAD molekiilleri azalarak
yaglar1 ikincil enerji kaynagi olarak kullanimini engeller ve hiicrede yag birikimine

zemin olustururlar.

Viicuda, alinan besinler ve alkol gibi aligkanliga bagli ek igeceklerle birlikte

yabanci organik ve inorganik maddelerde girmektedir. Bu yabanci organik ve inorganik



maddeler portal sistem araciligiyla Kkaracigere ulasmakta ve Kkaracigerdeki
detoksifikasyon mekanizmalar1 ile etkisiz hale getirilmeye calismaktadir.
Detoksifikasyon mekanizmalarinin aktif olduklari esnada olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) karaciger hiicrelerinde harabiyetlere sebep olabilmektedir. Bu nedenlere bagh
olarak giiniimiizde harabiyet meydana gelmis karaciger dokular1 ya da yetenek kaybina
maruz kalmis karaciger hepatosit hiicrelerini tedavide alternatif tip yontemleri de hem
antioksidan sistemi destekleyici etkilerinden faydalanmak hem de lipid peroksidasyonu
azaltic1 etkilerinden dolay tercih edilmektedir. Antioksidan sistem iizerine etkisinden
dolay1 tercih edilen alternatif tip gereglerinden ve tek hiicreli bir alg olan Chlorella
vulgaris; yapisinda flavanoidler, mineraller, zengin o ve  karoten, askorbik asit ve alfa
tokoferollerde dahil olmak tizere antioksidan yeteneginde olan ve 6zellikle kofaktore
sahip olmasindan dolay:1 karacigerde olusan hasarin engellenmesinde etkili olabilecegi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Peng ve ark. 2009, Oukarroum ve ark. 2012, Li
ve ark. 2013). Yine yapilan bir ¢aligma neticesinde karacigerdeki detoksifikasyon
reaksiyonlar1 esnasinda oksidan molekiilleri yok ettigi ve hiicre yaglanmasi sonucunda

nekroz olusumuna izin vermedigi bildirilmistir (Peng ve ark. 2009).

Yapilan bu calismada ratlarda etil alkol ile olusturulan karaciger
toksikasyonunda Chlorella vulgaris kullanimimin karaciger, akciger, beyin, kalp ve
bobrek MAPK aktivasayonu ile lipid peroksidasyon ve enzim diizeylerine etkilerinin

incelenmesi amag¢lanmustir.

Yapmis oldugum c¢aligmamda desteSiyle her zaman yan1 basimda olup engin
bilgilerinden istifade etmeme ve deneyimlerinden faydalanmama izin veren degerli
hocam, danismanim Prof. Dr. Nadide Nabil KAMILOGLU’na, yine desteklerini
esirgemeyen ve akademik alanda bakis acisi kazanmama yardimlar1 olan degerli
hocalarim Yrd. Dog. Dr. Bitkan TOPCU, Yrd. Dog. Dr. Gézde ATILA, Yrd. Dog. Dr.
Volkan GELEN’e, sevgili arkadaslarim Dr. Ogr. Baris YILDIZ’a ve YL. Ogr. Pelin
SAHIN’e ve desteklerini heran yanimda hissettigim aileme &zellikle sevgili ablacigim
Meltem Mecit’e, en 6nemlisi dualarinda beni asla yalniz birakmayan, varligimin ikincil

sebebi ANNEM’e sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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OZET

Bu calismada, ratlarda etil alkol ile olusturulan karaciger toksikasyonunda
Chlorella vulgaris uygulanmasimin karaciger, akciger, beyin, kalp ve bobrek MAPK
aktivasyonu ile lipid peroksidasyon ve antioksidan enzim diizeylerine etkisinin
incelenmesi amaglandi. Bu amagla, 10-12 aylik, 200-250 gr agirlhiginda 24 adet eriskin
erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Ratlar 3 gruba ayrilarak her grupta 8 hayvan
bulunacak sekilde 2 deney ve 1 kontrol grubundan olusturuldu. Kontrol grubuna 5
mg/kg izoklorik maltoz gavajla 12 saatte bir verildi. Alkol grubu (n=8)’nda bulunan
ratlara 15g/kg olacak sekilde ve %50 su ile diliie edilerek Etil alkol, Chlorella grubu
(n=8)’nda bulunan ratlara 6nce 300 mg/kg Chlorella ve daha sonra %50 su ile diliie
edilerek 15g/kg Etil alkol verildi. Deney sonunda, eter anestezisi altinda ratlarin batin
on duvarn insizyonla agildi. Diyaframdan kalbe ulasarak punksiyonla kanlari1 alinan
ratlar sakrifiye edildi. Intrakardiyal yolla EDTA’l tiiplere alinan kan numuneleri, +4°
C, 3000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilerek plazmalar ve metotlara uygun olarak
hazirlanan homojenatlar polietilen tiiplere konularak laboratuvar islemlerine kadar -20°
C’de saklandi. Alinan kan numuneleri, MAPK, GSH ve GSH-Px degerlerine bakilmak

uzere kullanild.

Alkol etkisi ile ylikselen MAPK aktivitelerinin karaciger ve akciger dokularinda
Chlorella vulgaris ile azaldigi, beyin, bobrek ve kalp dokularinda ise alkol etkisi ile
azalan MAPK aktivitelerinin Chlorella vulgaris ile yiikseldigi tespit edilmistir.
Gruplarin alkol etkisi ile doku GSH-Px diizeylerinde meydana gelen azalmanin
Chlorella vulgaris uygulamas: ile belirgin sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0.05).
Gruplarin akciger, kalp ve beyin dokusu GSH diizeyleri agisindan istatistiki olarak
onemli bir fark gozlenmemistir. Karaciger ve bobrek dokusu alkol etkisi ile azalan GSH
diizeylerinin Chlorella vulgaris ile anlamli bigimde yiikseldigi tespit edilmistir
(p<0.05). Gruplarin doku MDA diizeyleri karsilastirildiginda alkol etkisi ile yiikselen
MDA diizeylerinin karaciger, akciger ve kalp dokularinda Chlorella vulgaris ile anlamli
sekilde azaldig belirlenmistir (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.05). Beyin ve bobrek
dokularinda ise gruplar arasinda MDA diizeyleri acisindan 6nemli bir fark tespit

edilememistir.
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Sonu¢ olarak alkol etkisi ile dokularda olusan lipid peroksidasyona karsi
Chlorella vulgaris’in antioksidan enzim diizeylerini 6zellikle karaciger ve akciger
dokularinda ytikselttigi ve bu etkisi ile doku koruyucu aktiviteye sahip oldugu
degerlendirilmektedir. Ayrica alkol toksikasyonu sonucu karaciger ve akciger
dokularinda yiikselen MAPK aktiviteleri Chlorella etkisi ile diizelmis, bu durumun
Chlorella’nin  hiicre i¢i enzim sistemleri {izerinde koruyucu etkinligi ile

iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Etil alkol, Chlorella vulgaris, GSH, GSH-Px, MAPK, MDA.



XMl

SUMMARY

In this study, it was aimed to investigate the effect of Chlorella vulgaris on liver,
lung, brain, heart and kidney MAPK, lipid peroxidation antioxidant enzyme activity
with ethyl alcohol toxication. For this purpose, 10-12 monthly, weighing 200-250 gr.,
24 adult male Sprague Dawley rats were used. Rats divided into 3 groups in which 2
experiment and a control. Each group had 8 animals. The control group was given
5mg/kg isocaloric maltose by gavage. 15 g/kg ethyl alcohol diluted with 50% water was
given alcohol group(n=8) and 300 mg/kg Chlorella and then 15 g/kg ethyl alcohol
diluted with 50% water was given Chlorella group (n=8). Blood samples were taken to
EDTA tubes by reaching to heart from diaphragm. After sacrification of rats tissue
samples taken. Tissue and blood samples were kept at -20 °C. Taken blood and tissue
samples was used to investigate the GSH/GSH-Px, MAPK activity and MDA levels.

MAPK activities in liver and lung tissue were increased with Chlorella which
decrease with ethyl alcohol while MAPK activities in brain, kidney and heart tissue
decrease with Chlorella. The reduction in tissue GSH-Px levels with alcohol was
increased markedly with Chlorella application (p<0.05). No statistically significant
difference was observed in lungs, heart, and brain tissue GSH levels. The declining
GSH levels of liver and kidney tissue with alcohol was found to significantly increase
with Chlorella (p<0.05). When tissue MDA levels of groups compared, increasing
MDA levels with alcohol in liver, lungs and heart tissues was determined to
significantly decrease with Chlorella (p<0.001, p<0.001, p<0.05 respectively). No

difference was determined in brain and kidney tissue MDA levels between the groups.

As a result, Chlorella vulgaris was increased antioxidant enzym activity
especially in liver and lung tissues and decreased lipid peroxidation in tissue which arise
with ethyl alcohol that was evaluated this effect has tissue protective activity of
Chlorella. Also, increasing in liver and lung tissues MAPK activities as a result of
alcohol toxication was fixed with Chlorella. This situation may be associated with
protective effect on intracellular enzyme system activity of Chlorella.

Keywords: Ethyl alcohol, Chlorella vulgaris, GSH, GSH-Px, MAPK, MDA.



1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1.  Etil Alkoliin Tarihgesi

Meyve tahillarindaki karbonhidratlarin basit fermentasyonu sonucu kolaylikla
elde edilebilen etil alkol, hemen her toplumda alkollii iceceklerin {iretilebilmesine ve
kullanilabilmesine yol agmustir. Alkol insanlik tarihinde bagimlilik yapan ilk madde
olarak da kayitlara gecirilmistir. Bir Papiriis {izerinde bulunan yazilar ve resimler
Misir’'m yer aldigi cografyada arpadan bira yapiminin M.O. 4000 yilindan bu yana
bilindigini gdstermistir. Sarabin elde edilis ve satigmi belirleyen ilk yasalarm M.O
2000’11 yillarda Babil krali Hamurabi tarafindan yapildig: bildirilmektedir. Eski Roma
ve Yunan doneminde iiziim ve sarap kutsal sayilmis ve Roma’da Bacchus, Atina’da
Dionisos sarap tanrilari olarak amlmislardir (Kéknel 1998, Muhtar 2003). Uziimiin
fermentasyonu ile alkol elde edilerek bilingli kullanimina ilk olarak M.O 6000 yillari
civarinda Ermenistan’da rastlanmaktadir (McKim 2000). Daha sonralar1 elma, bal vb.
seker orani yiiksek yiyeceklerin fermentasyonu ile tiiketilmeye basladigi diisiiniilmekte
ve o donemlerde sarap seklinde tiiketildigine dair bilgiler bulunmaktadir (Uzbay 2014).
Mezopotamya’da bulunan tabletlerde alkol iceriginin ilag olarak kullanildigina isaret
eden veriler bulunmaktadir (Uzbay 1981). Ilk¢ag dinleri alkolii yasaklamis ancak dinsel
torenlerde ic¢ilmesini 6zendirmistir. Orta cagda, Avrupalilarin Araplardan gelismis
damitma tekniklerini almasindan sonra, sarap yapimi manastirlarin egemenliginde
strdirilmiistiir. Gelisen teknolojik damitma yontemleri, 18. yy Avrupa’sinda asagi simif
arasinda alkol kullanimini giderek arttirmis ve 19. yy’da hem Avrupa’da hem de
Amerika’da alkol tiretim ve tiiketimi zirveye ulagsmistir. 1700’lerde Dr. Benjamin Rush
(1790) asir1 alkol kullanimimi bir hastalik olarak tanimlarken, tedavisini alkolden
tamamen uzak durmak olarak bildirmistir. Isve¢’li bir doktor olan Magnuss Huss ilk kez

1849°da “alkolizm” terimini kullanmistir.



1.2. Etil Alkol Kimyasal Yapisi ve Farmakolojik Ozellikleri

Kimyasal yapis1 C,HsOH (Sekil 1) olan etil alkol berrak, renksiz, su ve organik
coziiclilerle her oranda karisabilen 0.789 g/ml yogunlugunda, 78.4°C de kaynama

noktasina sahip ugucu ve yanici bir sividir (Kaya 1998).
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Sekil 1. Etil alkol {i¢ boyutlu sekli ve formiilii (Campbell ve Reece 2008).

Alkol agiz yoluyla alindiginda sindirim kanalinin tiim kisimlarindan emilir.
Emilimi takiben etanol suda kolay ¢6ziinebildigi i¢in hizla kan dolasimina katilarak tiim
dokulara yayilir. Ozellikle su orani yiiksek dokulara daha kolay ulasir. Yagda
¢cozlntlirligi de orta derecede oldugundan hiicre zarlarini etkiler. Kan alkol diizeyi
genellikle en {ist seviyeye 45-60 dakikada ulasilir. Bu diizeye ulasma midenin bos
olmasina veya beraberinde yemekle alinmasimna bagl olarak degiskenlik gdsterir.
Midenin bos olmasi emilimi hizlandirir. Ayrica alkoliin hizli alimi da {ist diizeye ulasma

zamanini kisaltir. Emilim, %10-30 yogunlugunda olan alkollii i¢geceklerde daha hizlidir.

Kan alkol seviyesi ile ortaya ¢ikan klinik belirtiler arasinda pozitif bir iligki
vardir. Yiiksek alkol seviyeleri reflekslerde azalma ve kaslarda uyumsuzluklar ile
kendini gdsteren davranis bozukluklarma neden olur. Ileri derecede toksikasyonlarda
solunum kaybma bagli o6lim sekillenebilir. Kronik zehirlenmelerde karaciger
bozukluguna iligkin patolojik lezyonlar ile enzim aktivitelerinde degismeler gozlendigi
bildirilmistir (Can ve ark. 2008). Etil alkoliin toksisitesi aliman miktariyla birebir
iliskilidir. Cesitli alkollii iceceklerin icerdigi alkol miktar1 ile tiiketilme oranlar
insanlardaki toksisiteyi etkileyen en Onemli faktorlerdendir. Hayvanlardaki toksisite

sebepleri genellikle fermente olmus ve bozuk yemlerin tiiketilmesi sonucu sekillenir.



Etil alkol toksikasyon sonucu genellikle merkezi sinir sistemi hasarlar1 olusmakla
birlikte bagisiklik sisteminde, kalp caligsmasi iizerinde ve solunum sisteminde farkli

bozukluklar olusturabildigine dair bilgiler vardir (Kiiltegin ve Alkol 2003).

Viicutta alkoliin %90’1 karacigerde oksidasyonla, %10’luk kismi degisiklige
ugramadan akciger ve bobreklerden metabolize edilmektedir. Oksidasyon orani
degisken olmayip viicudun enerji ihtiyacindan bagimsiz kalmaktadir. Saatte 15 mg/dl
olarak viicutta metabolize edilen alkol fazla alindiginda ihtiya¢ duyulan enzimlerin

upregulasyonu alkoliin hizlt metabolizmasiyla sonuglanmaktadir.

1.3. Etil Alkol Uretimi ve Kullanim Alanlari

Etil alkol endiistriyel olarak elde edilirken fermente edilen madde glukozdur ve
olusturulurken amilaz adindaki enzimin yardimi ile nisastadan olusturulmaktadir.
Bundan ziyade etil alkol elde edilmesinde glukoz veya sakkarozu dogal olarak igeren
incir, iziim ve melas gibi maddeler kullanilmaktadir (Goziikara 1989). Sanayide
kullanilan etil alkoliin elde edilmesi etenin asit katalizli yoluyla gerceklesmektedir

(Fryhle ve Solomons 2002).

Neredeyse biitiin canlilarda az miktarlarda metabolik bakimdan iiretilebilen etil
alkol baz1 meyvelerde dogal olarak % 5’e kadar farkli derivasyonlarda bulunabilir
(Sommer ve Spanagel 2013). Bu meyveler fermente edilerek cesitli alkollii igecekler
elde edilir. Alkollii i¢eceklerin liretiminden ekmek yapimina kadar gerek sanayi gerekse
tarimsal anlamda kullanimi oldukga yaygin olan etil alkol seker kamis1 ve misirdan da

elde edilerek ekonomik avantajlar saglamaktadir (Meral ve Kanberoglu 2012).

Etil alkol, iiretiminde farkli iceriklere sahip biyokiitleler ile elde edilmekte,
uygulama farkliliklari, islenme siireglerine gore ii¢ baslik altinda siniflandirilmaktadir.
Bu siniflandirma; seker iceren hammaddeler, nisasta iceren hammaddeler ve
lignoseliilozik hammaddeler olarak adlandirilmaktadir. Seker icerikli kaynaklar glikoz
ihtiva eden  hammaddeler olup maya  hiicreleri  tarafindan  kolayca
parcalanabilmelerinden dolayr 6n islem gerektirmemektedirler (Balat 2011). Nisasta

icerikli hammaddeler nisastanin maya tarafindan parcalanmamasindan kaynakli bazi



enzimlere ihtiya¢ duymaktadir. a-amilaz tarafindan pargalanan jelatinize haldeki nisasta
glikoamilaz ile fermente edilerek seker aciga cikartilmaktadir (Aggarwal ve ark. 2001).
Lignoseliilozik kaynaklar ise tarimsal atiklar ve odunsu bitkiler gibi seliiloz iceren
hammaddeler olarak bilinmektedir. Fermentasyon ortamma alinmadan Once
sakkarifikasyon islemi uygulanarak sekerin agiga ¢ikartilmasi saglanmaktadir.
Sakrifikasyon esnasinda lignin ve hemiseliiloz uzaklastirilir ve selillozun kristalize
yapisi azalarak hammaddenin goézenekli yapisinin artirllmasi amaglanmaktadir (Sun ve
Cheng 2002). Tahil bazli iirlinlerden etil alkol iiretiminde kullanilacak olan
materyallerin (Seker kamisi, misir vb) hepsinde kullanilan temel yontemler aynidir. Etil
alkol iiretiminde kullanilacak olan biyokiitle dort temel asamadan gegerek etanol elde

edilir (Sekil 2). Bu agamalar sirasiyla;

»  Seker igerigini agiga ¢ikarmak i¢in 6n iglemlerin uygulanmasi,

> Bakteriler ya da mayalar yardimiyla agiga ¢ikan sekerin etanol ve CO;’e

dontstiiriilmesi,

» Distilasyon yontemi kullanilarak etanoliin fermente olan diger bilesenlerden

ayrilmasi,

» Dehidrasyon yontemi uygulanarak suyun etanolden uzaklastirilmasi,

olarak bildirilmistir (Bayrake¢1 2009).



Hammadde Sekerlendirme Susuzlagtirma
Ogutme Fermantasyon Etanol
Sivilastrma Damitma

Sekil 2. Etanol Uretimindeki Temel Basamaklar (Bayrakg1 2009).

Ikinci derecede dezenfektan olarak kabul edilen etil alkoliin %70’lik
sollisyonlar1 kritik olmayan, steril olmas: istenilen alanlarda (Kurtz ve ark. 1980),
sanayide asetikasitin, plastiklerin, eter ve kloroformun {iiretiminde ve insektisit olarak
diklorodifeniltriklkoroetan (DDT) adiyla bilinen bdcek ilacinin yapiminda da
kullanilmaktadir (Elgiin 2011). Hemen hemen akla gelebilecek her alanda kullanilan etil
alkol temizlik malzemeleri ve kozmetik sanayisinde, kolonya ve losyonlarda, ulasimda
yakit olarak, kimyevi maddelerin sentezlenmesinde ve ¢oziicii olarak kullanilmaktadir

(Kaplan 2009).

1.4. Etil Alkol Kullanimi ve Etkileri

Alkol temelli karaciger hastaliklarinin nedeni olarak adlandirilan alkolizm
toplumda gittikge biiyiimekte olan bir sorun olarak kabul edilmektedir. Epidemiological
Catchment Area (ECA) yapmus oldugu alkolizm calismasinda hayat boyu alkol
kullanim oranint ABD’nde % 13.8 olarak bildirmistir. Saglik Bakanligi Tiirkiye’deki
alkol temelli karaciger hastaliklarinin yayginlik oraninin % 1.8 oldugunu bildirmis, bu

oranin erkeklerde % 1.7, kadinlarda %0.1 oldugunu gostermistir (Kiiltegin ve ark.



2003). Alkole olan bagimlilik son donemlerde iilkelerde en 6nemli saglik sorunlarindan
biri haline gelmistir. Alkolizmin klinik olarak tespit edilen en fazla psikiyatrik
bozukluklardan biri oldugu bildirilmistir (Diinya Saglik Orgiitii 1992). ABD ve Avrupa
iilkelerinde kalp rahatsizliklar1 ve kanserden sonra 3. sirada yer alan alkole bagl olarak
olusan hastaliklar en biiyiik sosyal ve saglik problemlerinin basinda gelmektedir (Ince

ve ark. 2002).

Alkol bagimlhiliginda ilk kez alkol alimi genellikle ergenlik donemine denk
gelmektedir. Alkol kullanmaya baslamanin erken yaslarda olmasi ile bagimlilik
diizeyinin siddeti arasinda baglantt oldugu bildirilmektedir (Yenigiin 2006). Alkol
bagimlilig1 teshisi konulan bir bireyin sosyal, mesleki ve davranigsal bazi bozulmalar
yasadig1 psikiyatri kliniklerince belirlenmistir. Normalden fazla alkol tiiketiminde
bireyde siddet davraniginin ortaya ¢ikmasi, toplumda yakin iliskili oldugu bireyler ile
tartismalar ve bilingsiz kullanim sonucu trafik kazalari, is kaybi1 ve iiretkenlikte
yavaglama gibi sorunlarin ortaya ciktigi bilinmektedir (Kaplan ve Sadock 1997).
Alkolizm teshisi konan bireylerin planlama yeteneginde azalma ve kontrol kaybi
oldugu, hem yetenek hem de beyin islevi gerektiren faaliyetler sirasinda sonuca

ulasmada 6nemli bozulmalar tespit edilmistir (Meda ve ark. 2009).

1.5. Etil Alkoliin Metabolizmasi

Etil alkoliin ekstrem durumlar disinda viicuda alinimi genellikle agiz yoluyla
gerceklesmektedir. Cok az miktarda solunum yoluyla ger¢eklestirilmektedir. Oral yolla
alinan etil alkoliin % 20’si mide % 80’1 ince bagirsaklardan emilerek kana ge¢cmektedir.
Mideden olan emilim ince bagirsaktaki emilime gore yavas gergeklesirken midenin bos
oldugu durumlarda emilim hizi artmaktadir. Alkol orami yiiksek olan igecekler
tiikketildiginde pilor spazmi, mide mukozasinda irritasyon sonucu mukus salgisinin artigi

ve mide motilitesinde azalma gerceklesmektedir (Canve ark. 2008).

Alinan alkoliin ortalama 1.5-3 saat arasinda kana emilimi tamamlanmaktadir.
Viicuttaki dokulara ve organlara su ile dogru orantili olarak dagilan alkol, su oram

diisiik olan kemik ve yag dokuda daha az bulunmaktadir. Etil alkol viicut sivilarina da



gecerek kandaki konsantrasyonuna yakin bir Ol¢lide bulunmaktadir. Kandaki alkol
konsantrasyonu 1 birim kabul edildiginde, serum ve BOS’ da 1.15; idrar ve tiikiiriikte
1.3; beyinde 0.9; ve alveol havasinda 0.0005 birim olgiisiinde bulunmaktadir (Bilge
2008).

Alkoliin konsantrasyonu ne olursa olsun eser miktarda (%0.48) idrarla, ¢cok az
bir kismi (% 2-3) akcigerlerde ve (%1-2) bobreklerde degismeden atilmakta diger
biiyiik kismi ise viicut metabolizmasina dahil olmaktadir. Erkeklerdeki metabolize hizi
daha yiiksek olan etil alkoliin eliminasyon siiresi 0.1 g/kg/saat, disilerde ise 0.085
g/kg/saat olmakta ve merkezi sinir sistemi etki alani olarak bilinmektedir (Murray ve

ark. 1993).

Etil alkoliin metabolizmast Oncelikle karacigerde meydana gelmekte olup 3

yolak ile iligkilidir.

» Temel yol olarak bilinen ilk yolakta alkol dehidrogenaz (ADH) ve asetaldehit
dehidrogenaz kullanimiyla etanol asetaldehit lizerinden asetat daha sonra da

asetil Co-A ya donlismektedir (Goziikara 1995).

Alkol ilk ge¢is metabolizmasina midede ADH enzimi ile ugramaktadir.
Gastrointestinal sistem icerisinde en fazla ince bagirsaklarda emilimi gergeklesen alkol
karacigerde iki temel yol ile metabolize edilmektedir. Ilk yolda sitoplazmadaki ADH

enzimi etanoliin oksidasyonunda hiz kisitlayici rol oynamaktadir.

CH3CH.OH (etanol) + NAD*_Akel behidrogenaz oy, CHO (asetaldehit)+NAD + H*

Diger yolda ise mitokondrideki Aldehit Dehidrogenaz-2 (ALDH-2) araciligiyla
asetaldehit katalizlenmektedir. ALDH-2 polimorfizme ugramis bir enzimdir ve eksikligi
gorlilen bireylerde alkolizm oraninmi diisiirmektedir. ALDH-1 araciligi ile metabolize
olan bu bireylerde yiiksek oranda asetaldehit birikmesiyle disulfiram benzeri bir etki

meydana geldigi bildirilmistir (Bunout 1999, Giilgiin 2002)

CH3CHO+NAD+ Aldehit Dehidrogenaz CH;COO0 (asetat)+NADH+H+




> Ikinci yolak ise “Mikrozomal Ethanol Oksitleme Sistemi” olarak bilinen
MEOS metabolik yoldur. Bu sistem karaciger hiicrelerinin endoplazmik
retikulumunda bulunmaktadir. Temel yol olan alkol dehidrogenaz
reaksiyonunda oldugu gibi yine asetaldehit olusmaktadir. Asetaldehit etil alkol
intoksikasyonunda o6liime yol acan asil maddedir ve myokard depresyonu,
hipotermi, ketoasidoz mekanizmalar1 asir1 dozla birlikte gelen oliimlerde rol

oynayan mekanizmalar olarak bilinmektedir.

Etanol + NADH + O, MEOS Asetaldehit + NAD*+ H,0,

> Ugiincii yol da gérev alan enzim ise katalaz olarak adlandirilan, karacigerde
peroksizomlarda bulunan alkoliin metabolizmasinda yikimlanma araci olarak
kullanilan bir enzimdir. Katalaz peroksizomdaki aktivitesi i¢in Hidrojen
Peroksit’e (H20,) ihtiya¢ duyan ve bundan dolay1 her zaman aktif olmayan bir
enzimdir. ALDH1 ise ALDH2 enziminin aktivitesinin azaldigi durumlarda

tepkimeye giren bir enzimdir (Tunali 2001, Kolacinski ve Rusinski 2003).

Etanol + H,0, __ala Asetaldehit + 2H,0

Asetaldehit + NAD" +H,0 A2 o Asetat + NADH + H'
1.6. Etil Alkol Toksikasyonu ve Karaciger Uzerine Etkileri

Alkol temelli bir¢ok saglik ve sosyal sorunlarin var oldugunu gosteren ¢ok
sayida yaym bulunmaktadir (Yenigiin (2006), Kaplan ve Sadock 1997). Tiiketilen
alkoliin 6ncelikle karacigerde harabiyete ve daha bir¢ok olumsuz metabolik bozulmaya
sebep oldugu ve tiim bu olumsuzluklarin alinan miktar, siire, kisinin dayanikliligs,
beslenmesi ve daha birgok faktore bagli olarak degistigi bildirilmistir (Murray ve ark.
1988).

Asirt alkol kullannmimin canli dokularda oksidatif stres meydana getirdigi
belirtilerek (Sivapiriya ve ark 2006) bu etkinin sadece belli bir doku alanindan ziyade
genis capta hiicresel hedefleri etkiledigi bildirilmistir (Bondy 1992). Tiiketilen alkoliin



zamana ve miktarina bagli olarak karacigerde bazi degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.
Alkolizm tanis1 konulan bireylerde karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit, alkolik siroza
kadar ulagan klinik spektrum bireylerin yaklasik %20’sinde gelismektedir (You ve
Crabb 2004).

Alkol almu siirekli ve yiliksek dozda tekrar edildiginde karacigerde tahribat
olusturdugu bildirilmektedir (Sonde ve ark. 2000). Fizyolojik ve kimyasal hiicre zari
tahribatina yol acan alkoliin sebep oldugu hasarlarin biiyiik bir kismi1 bilinmekle birlikte,
alkol kaynakli problemlerin ¢6ziimiine yonelik calismalar etil alkol ile uyarilan
biyokimyasal metabolik degisiklikler ile bunlarin etkileri ve diizeltilmesi yollar

tizerinde yogunlagsmistir (Armutcu ve ark. 2004).

Karaciger, en biiyiik i¢ organ olarak faaliyet gosteren ¢ok onemli fonksiyonlari
bulunan ve karin bosluguna yerlesmis bir organdir. Safra salinimi, kanin siiziilmesi,
sekresyon, eksresyon, konjugasyon, hemotopoez, fagositoz ve kanin depolanmasi
karacigerin gorevlerindendir. Biiylime 6zelligi olan karaciger kan damarlarinda bol
miktarda kan depolama yetenegindedir. Kan ile gelen bakteri ve yabanci parcaciklarin
tamamin1 Kupffer hiicreleri ile karsilagma anindan 0.01 saniyeden kisa bir siirede
Kupffer hiicrelerinin icerisinde sindirilene kadar tutulmak kaydi ile kan1 siizme 6zelligi
tasimaktadir (Guyton ve Hall 2013). Yapisal ve biyokimyasal olarak farkliliklar
gosteren Ozellesmis karaciger hiicrelerine hepatositler denilmektedir. En Onemli
fonksiyonlarindan biri olarak safra salinimi yapan karaciger, hepatosit ad1 verilen bu
karaciger hiicreleri tarafindan kan komponentleri alinarak safra kanallar1 igerisine
salmimi yapar. Safra sivisinda safra asitleri, su, kolestrol, fosfolipidler, bilirubin
bulunmaktadir ve hepatositler aracilifi ile kandan alinarak safra kanalikiillerine

taginarak ekzokrin gorevini tamamlamis olurmaktadir (Junqueira ve ark. 1998).

Karacigerdeki doku hasart tespitinde iki enzim gorev almaktadir. Aspartat
Amino Transferaz (AST) ve Alanin Amino Transferaz (ALT) olarak adlandirilan bu
enzimler alanin ve aspartik asidin amino gruplarin1 o — keto glutarata tasiyarak ALT ile
pruvat ve AST ile oksaloasetat olusturmaktadirlar. Karacigerde bulundugu kadar kalp,

kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger, beyaz kiire ve kirmizi kiirelerde de bulunan
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AST’ye karsin ALT yogun olarak sadece karacigerde bulunmakta ve her iki enzimin
kofaktorii olarak B6 vitamini rol oynamaktadir. AST’nin %80’ine yakini hepatositlerde
mitokondride yer almaktayken ALT’nin predominant sekli non mitokondriyalde
bulunmakta ve buna bagli olarak orta siddetli hepatoselliiler hasarda mitokondri
membrant saglam kaldiginda sitoplazmik AST ve ALT’nin seruma salinimi

gerceklesmektedir (Wallach 2000).

Alkoliin karacigerde meydana getirdigi doku hasari mekanizmalari dogrudan
toksik etki gosteren, oksidatif stress etki mekanizmasi, asetaldehit mekanizmasi ve
fibrozis olusum mekanizmalaridir. Alkol oksidasyonu sonucunda indirgenen NADH"
karacigerde birgok siirecin etkilenmesine sebep olmaktadir. Ortaya ¢ikan fazla
miktardaki NADH’a bagli olarak tri-agilgliserol sentezi artarken yag asitlerinin beta
oksidasyonu inhibe olmakta ve yag asitleri esterifiye olarak trigliserid olarak
depolanmaktadir. Bu asama hepatik steatoz ile sonuglanmaktadir. Ozellikle
karbonhidrat malnutrisyon durumu belirlenen alkoliklerde NADH/NAD® orani
glukoneogenezde birtakim kilit rol oynayan enzimlerin inhibisyonuna yol agmakta ve

hipoglisemiyle sonuglanmaktadir (Cekin ve Boyacioglu 2002).

Siiperoksit (O,)" ve hidroksil (OH") gibi serbest oksijen radikalleri alkoliin
sitokrom P450 2E1 ile metabolize olmasi neticesinde ortaya ¢ikmaktadirlar. Bu oksijen
uriinlerinde hidroksil radikali DNA, lipidler ve hiicresel proteinler ile etkilesimde
bulunarak bir dizi peroksidasyon reaskiyonu baslatmakta ve hiicre zedelenmesi
sonucunda hiicrenin 6liimiine yok agmaktadirlar. ADH’1n da aktivitesinin oldugu bagka
bir yolda alkol metabolizmasinda serbest oksijen radikalleri olusmaktadir. Cok fazla
miktardaki NAD/NADH" demirin ferritinden mobilize olmasina yol agmakta ve sonugta
H,0, etkilesime girerek siiperoksit ve hidroksil radikallerinin olusmasina neden
olmaktadir. Alkol metabolizmasi ile karacigerde meydana gelen oksidatif stres, serbest
oksijen radikallerinin siddetini artirarak karacigerin kendini savunamadigi durumlarda
hasarin boyutunu artirmaktadir. Bu durumda hasar1 engellemek i¢in devreye protein
olmayan ve kilit bir rol istlenmis olan tiol girmekte, kronik alkol tiiketiminde

karacigerde vitamin A, E ve glutatyon rezervlerinin azalmasina yol agarak antioksidan
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savunmasi lizerine ters etki yapmakta ve alkoliin yaptigi etkiyi artirarak hasarin

biiyiimesine yol agmaktadir (Cekin ve Boyacioglu 2002).

Karacigerde direk hepatoselliiler hasara yok acan ve hiicre oliimiine sebep
olabilecek kadar yiiksek aktivite goOsteren asetaldehit hiicre proteinlerinde lizin
rezidiilerine baglanarak asetaldehit-protein yapilarini olusturmaktadir. Asetaldehit
hiicrelerde protein yolaklarini etkileyerek hiicrelerin sismesine yol agmakta ve
asetaldehit-protein yapilar neoantijen olarak aktivite gostererek immiin sistemin

aktivasyonuna katki sagladigi bildirilmektedir (Cekin ve Boyacioglu 2002).

Alkol kullanimininda karaciger iizerinde ciddi ve geri doniisii miimkiin olmayan
bir hasara yol agan diger kronik vaka da fibrizosis olusumudur. Karaciger
hastaliklarinda %50’ye yakin oranda tespit edilen fibrizosis alkolik karaciger hasarinda
yaklasik %10-15 civarinda goriilmektedir. Alkol temelli karaciger doku hasarinda
fibrizosisin altinda yatan neden olarak hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonu
belirtilmektedir. Toksik etkilerde, infeksiyoz durumlarinda ve alkolik karaciger
hasarlarinda hepatik hiicreler miyofibroblasta benzeyen hiicrelere prolifere olarak
fibrizosis gelisiminden sorumlu tutulmaktadirlar. Hepatik yildiz hiicrelerini aktif hale
getiren reaksiyonlar hakkinda yeterli bilgi bulunmamasina karsin asetaldehit ve
asetaldehit-protein yapilar1 “ Transforming Growth Factor Beta”nin hiicrelerin kollojen

sentezlenmesine yol agtiklar bildirilmistir (Cekin ve Boyacioglu 2002).

1.7. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin ya da oksidant molekiillerin metabolik olusum siireleri ve
olusan radikallerin organizmada yok edilme hizlar1 belli bir denge igerisinde yer
almaktadir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir (Caylak 2011).
Oksidatif dengenin korunumu esnasinda metabolizma oksidan molekiillerden
etkilenmemekte ve denge, olusum siirelerinde hizlanma ya da azalma oldugunda
“Oksidatif stres” olarak adlandirilan durumu ortaya ¢ikarmaktadir. Hiicre harabiyeti ve
doku hasar1 ile sonuglanan oksidatif stres, oksidan molekiillerin olusumu ile antioksidan

savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasinin gostergesi olarak kabul
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edilmektedir. Metabolizma, olusan denge durumunun bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan
oksidatif stres olarak adlandirilan hiicre ve doku harabiyetini engellemek icin
detoksifikasyon mekanizmalarina ihtiyac duymaktadir. Detoksifikasyon
mekanizmalarinda rol oynayan temel Ogeler oksidan molekiillerin verdigi hasar
azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak {izere aktivasyon gosteren antioksidan
olarak adlandirilan bazi enzimler, proteinler, vitaminler, bitkisel polifenoller ve

tiirevleridir (Sefarini ve Rio 2004).

Serbest radikal kaynaklar1 ya da diger bir ifade ile oksidan molekiil kaynaklari
bircok sebebe bagli olarak olusabilmektedir. Asir1 alkol tiiketimi, sigara kullanimi,
elektromanyetik radyasyon kaynaklari, ultraviyole isinlar, kronik inflamasyonlar, asir
fiziksel egzersiz ve asirt demir yiiklemesi, yaslanma ve dogum kontrol haplar
metabolizmada hasar olusturma potansiyeline sahip serbest radikal kaynaklar1 olarak
belirtilmektedirler. Bu radikaller aralarinda tedavisi ve yeniden onarimi olduk¢a zor
olan bazi patolojik durumlarin meydana gelmesine neden olmaktadir. Oksidatif stresin
oldukca fazla metabolik problemlere sebep oldugu bildirilmektedir (Mccord 1993).
Kalp hastaliklari, deri ve g6z yapisinda meydana gelen problemler, kanser,
serebrovaskiiler rahatsizliklar, norodejeneratif hastaliklar, diyabet ve akut renal
yetmezlik, akciger hastaliklar1 ve alkol karaciger hastaliklari, bronsit, anfizem ve
yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin oldukga ileri seviyelere gelmelerinde aktif

rol oynadig1 pek ¢ok arastirma ile bildirilmistir (Sekil 3) (Oksantest Ar-Ge lab 2012).
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Eklemler Beyin
Romatoid artrit, Alzheimer, Parkinson, Migren,
Kemik Hastaligi inme, Otizm
Goz Kalp
Makiiler dejenerasyon, Kalp - damar hastaligi,
Retina dejenerasyonu, Hipertansiyon, Iskemi
Katarakt
Akcigerler
o KS iD ATiF Astim, Alerjiler,
Bobrek Kanser, ARDS
iskemi-reperfiizyon, STRES
Akut bobrek hastaligi,
Nefrit
Kan
Diger Ateroskleroz, Kan akimi,
Yaslanma Pihtilagma bozukluklari,
Obesite ’ Hipertansiyon
Seker Hastalig:
Deri Bagisiklik Sistemi
Cilt yaglanmasi, Giines yaniklari, inflamasyon, Otoimmiin Sorunlar,
Dermatit, Melanom, Sedef Hastalig Lupus. Multipl Skleroz, Kanser

Sekil 3. Oksidatif Stres Kaynakli Metabolik Sorunlar (Oksantest Ar-Ge lab 2012).

Oksidatif stres ile baglayan oksidant molekiilleri, serbest radikaller ya da reaktif
oksijen tiirleri veya metabolitleri olarak tanimlanan molekiiller lipit, protein ve DNA
hiicre bilesenlerine zarar vererek hiicrenin tahrip olmasinda, sonunda da hiicre

6limiiniin gerceklesmesine neden olmaktadir (Sekil 4.).

Sekil 4. Oksidatif Stres Sonucunda Hiicre Oliimii (Oksantest Ar-Ge lab 2012).

Serbest radikallerin metabolizmada hasar olusmasina sebep olan ya da mevcut

patolojik durumlarin geri doniisiimsliz durumlara gelmesini engellemek ve olusan
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harabiyetin etkisini azaltip tamir mekanizmalarinda aktif rol oynayarak hasar1 yok
etmek tlizere var olan antioksidan molekiillerden en 6nemlileri enzim yapili maddelerden
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdir. Albiimin ve seriiloplazmin
protein yapidaki antioksidan molekiiller olarak bilinmektedir. Vitamin kaynakl
antioksidanlar tokoferoller ve askorbik asit olarak belirtilmistir. Karotenoidler,
flavonoidler, glutatyon ve tiyoller, koenzim Q, ubikinon ve tiirevleri diger antioksidan

molekiil kaynaklari olarak bilinmektedir (Gate ve ark. 1999).

Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

. ., N e Melatonin e Glutatyon
e Siiperoksit dismutaz (SOD) e Seruplazmin . Sisteiny
¢ KataldgAT) . e Transferrin e Metiyonin
e Glutatyon Pedoksidaz (GSH-Px) « Miyoglobin e TUrat
e Glutatyon-S-Transferazlar (GST) «  Hemoglobin e Laktoferrin

GSH
* e Ferritin e Alblimin
e Bilirubin

Sekil 5. Antioksidanlar.

1.7.1. Malondialdehid (MDA)

Organizmalarda metabolizmanin iiriinii olarak oksidan molekiiller ve diger bazi
giiclii oksidanlar ortaya ¢ikar. Bu oksidanlar ya da serbest radikaller genellikle
cozeltilerde ve lipid ortamlarinda bagimsiz bir sekilde bulunurlar (Agarwal ve ark.
2005). Bu giiglii oksidanlar mitokondriyal elektron transportu, heksoz monofosfat yolu,
ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik hiicrelerin dogal uyaranlarla aktivasyonu ve
biyokimyasal yikim olaylar1 gibi dogal durumlarin neticesinde ortaya ¢ikmaktadirlar
(Oztiirk ve ark. 2003). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) reaktif nitrojen tiirleri (NOS) ile
birlikte serbest radikallerin en 6nemli iki ¢esidi olarak bilinmektedir. ROS ve NOS’lar
ozellikle lipidler iizerinde toksik etkiye sahip olmalariin yani sira DNA, proteinler ve
karbonhidratlar {izerinde de toksik a¢idan oldukc¢a etkilidirler. Hiicre ve dokularda

islevsel bozukluklar, doku hasari, hiicre 6liimii gibi sorunlara yol acabilmektedirler.
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Serbest radikallerin lipidler iizerindeki bu etkileri sonucunda membran ve
lipoproteinlerin yapisindaki yag asitlerine oksitleyici ajanlarmin etkisi ile lipid

peroksidasyonu meydana gelmektedir (Gate ve ark. 1999).

Serbest radikallerinin etkileri ile olusan lipid peroksidasyonu sonucunda oldukga
fazla toksik etkiye sahip malon dialdehid ve 4-hidroksinonenal (HNE) gibi iiriinler
olugmaktadir. Malondialdehit (MDA) oldukga fazla reaktif 6zellik gosteren bir aldehit
tiirevi olarak bilinir ve proteinlerin amino gruplari, fosfolipidler veya niikleik asitlerle
reaksiyona girerek biyolojik molekiillerin yapilarinda modifikasyonlarina neden olur.
MDA membran yapilarina yapmis oldugu etki ile yapisal bozukluklara, gecirgenliklere,
iyon tasima ve enzim aktiviteleri gibi durumlar iizerine oldukca etkili olup harabiyete
sebep olmakta ve oksidatif hasarin sistematik dolasimda saptanabilen bir gostergesi
olarak oksidatif stres indikatorlerinden biri olarak kullanilmaktadir (Knight 1999, Koca
2007). Lipid peroksidasyonunda son iiriin olarak bilinen MDA proteinlerin amino
gruplarma fosfolipidler veya niikleik asitlerle baglanarak toksik etkisini gostermekte ve
ayn1 zamanda dokularda meydana gelen aktivitelerin zincirleme hizlarinin ve ROS
seviyesinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir gosterge olarak kullanilmaktadir

(Yariktas ve ark. 1996).

1.8. Detoksifikasyon Mekanizmalarinda Antioksidanlar ve Rolleri

Atomlarin yapisinda uzaysal alanda ve ¢ift halde bulunan elektronlara “orbital”
ad1 verilmektedir. Molekiiller ¢ogunlukta cift az sayida da tek elektronlu ya da bir diger
ifade ile eksik elektronludurlar. Eksik elektronlu olan molekiiller ortamda bulunabilecek
herhangi bir elektron ile etkilesime girerek elektron alarak ya da bir elektron vererek
fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda diger molekiillerin yapisini bozarlar. Bu
molekiiller “oksidan molekiiller” ya da “reaktif oksijen partikiilleri” (ROS) olarak
adlandirilmaktadirlar. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri serbest
radikaller olarak bilinen molekiillerin en Onemlilerinden kabul edilmektedir (Akkus

1995, Delibas ve Ozcankaya 1995).
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Metabolizmada reaktif, enerjetik ve metabolik {i¢ 6nemli mekanizma ile olusan
serbest oksijen radikalleri normalden fazla reaktiviteleri sebebi ile hiicrelerde oldukga
fazla hasarlar meydana getirmektedirler. Organ ve dokularda oksidan ve antioksidan
arasinda bulunan mevcut dengenin fizyolojik sinirlar arasinda tutulmasi hayati onem

tasimaktadir (Pellegrini ve ark. 2009)

Oksidan molekiiller bagimlilik yapan maddeler, ¢evresel faktorler, radyasyon,
aktif fagositler tarafindan enzim ve protein yapilarinin degistirilmesi, mitokondri
elektron transport sistemi aktivitesi, plazma membrani tasima sistemleri aktivasyonu
sonucunda olusabilmektedir. Metabolizmada mevcut Onemli oksidan molekiillerin
biiyiik ¢ogunlugu oksijen kaynaklidir ve hiicrelerin hasarli oldugu durumlarda fazla
oranda serbest oksijen radikalleri iiretilmektedir (Mccord 1993). Serbest radikaller
olarak da adlandirilan oksidan molekiiller hiicrelerde protein, karbonhidrat, lipid, enzim
ve DNA gibi molekiil gruplar ile reaksiyon olusturarak onlarin metabolizmalarini
etkilemektedirler. Serbest radikaller lizozom ve mitokondriyi saran zar permeabilitesini
artirlp pargalamakta, ekstraselliller matrikste hyaluronik asit ve kollojen yapida
degisiklik meydana getirmekte, membran yapisindaki fosfolipidlerin poliansature yag
asitlerinin peroksidasyonu ile dokularda ve hiicrelerde zarara yol agmaktadir (Akkus
1995, Halliwell ve Gutteridge 1996).

Viicut, olusan reaktif oksijen tiirevleri ile bunlarin meydana getirdigi hasarlar
engellemek ic¢in antioksidanlar olarak adlandirilan bir¢ok savunma mekanizmasi
olugturmustur. Peroksidasyon zincir reaksiyonlarmi engellemek ya da reaktif oksijen
tiirevlerini toparlayip inhibe etmek tlizere gorev alan antioksidanlar dogal ve eksojen
kaynakli olabilmektedirler. Enzim yapida olan antioksidanlar ve enzim yapida olmayan
antioksidanlar olarak smiflandirilabilecegi gibi, serbest radikallerin olusumunu
engellemek tlizere gorev alanlar ve mevcut radikalleri iglevsiz hale getirmek tizere gorev
alanlar olarak da siniflandirilabilmektedirler. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz enzim yapida olan antioksidanlar
olarak adlandirilirken; B karoten, askorbik asit, sistein, seruloplasmin, transferrin, iirat,
tokoferol ve albiimin ise enzim yapida olmayan antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir

(Durak ve ark. 1996).
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1.8.1. Antioksidan Sistemlerin Icinde GSH ve GSH-Px’in Yeri

GSH-Px yapisinda dort selenyum atomu bulundurmasindan dolay1 seleno-sistein
smifina dahil olup, katalitik aktivasyonu olan bir bilesiktir. GSH-Px glutatyonu okside
ederek H,0.’yi H,O’ya indirgemekte ve ko-substrat olarak glutatyona ihtiyag
duymaktadir.

H,O0, + 2 GSH —> GSSG + 2 H,0

Okside olmusg olan glutatyonun yeniden GSH’a indirgenmesi glutatyon reduktaz
(GR) ile saglanmakta ve reaksiyonda SOD en iist diizeydeki aktivasyonu i¢in bakir,
cinko, manganeze ihtiya¢ duyarken GSH-Px selenyum, katalaz ve demir gibi gecis

metallerinin kofaktorliigiine gereksinim duymaktadir (Garewal 1997).
GSSG + NADPH + H" ——> 2 GSH + NADP”

Glutatyon (GSH) 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilen, biitiin aerobik
hiicrelerde milimolar o&lgeklerde bulunan ve hiicrelerdeki fonksiyonel proteinleri
oksidan molekiillere karsi koruma yeteneginde olan atipik bir tripeptitdir (Goziikara
1997). GSH, glutatyon peroksidaz araciligiyla katalize olan reaksiyonlarda toksik ajan
olan hidrojen peroksidin suya yikiminit saglamaktadir. Bu esnada indirgenen GSH 6nce
okside glutatyona (GSSG) daha sonra glutatyon rediiktaz aracilign ile GSH’a
dontstiirilmektedir (Garewal 1997).

2GSH +H,0, — &H™ _+ GSSG + H,0,
GSSG + NADP + H_S5HRd » 9GSH + NADP?

Enzimatik reaksiyonlar i¢in kofaktér olan GSH, proteinlerin siilfidril gruplarini
rediikte eder ve protein disiilfit rediiktaz enzimi, glutayon ve proteinler arasindaki
silfidril distilfit degisimlerini katalizler. GSH hiicre membranlarindan aminoasit
taginimini saglamakta ve GSH siilfidril grubu oksijen tasinimi esnasinda meydana gelen

peroksitlerin  rediiktasyonunda  kullanilmaktadir. Ayrica GSH’in  etil  alkol
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metabolizmas1 reaksiyonlar1 ve solunum araciligi ile meydana gelen peroksitlere karsi
olduk¢a Onemli bir savunma mekanizmasi olarak gorev aldigi bildirilmistir (Das ve

Vasudevan 2007).

Bir¢ok arastirma ve calismada antioksidanlar hakkinda detayli bilgiler verilerek
GSH ve GSH-Px’in hem metabolik aktivitelerde hem doku ve hiicrelerde olusan
harabiyetlerde hem de karaciger hastaliklar1 ve alkol temelli sorunlarin neticesinde
cikan problemlerde aldiklar1 gorevlerden bahsedilerek 6zellikle oksidatif stresteki aktif
rollerine deginilmistir. Pari ve Suresh (2008), alkolik karaciger hastaligi ilerleme
esnasinda oksidatif stresin ¢ok onemli bir rol oynadigi ve antioksidanlarin oksidatif
strese karst miicadelesinden bahsetmislerdir. Chen ve Sulik (1996), Collins ve ark.
(1998), Heaton ve ark. (2000) yaptiklart alkol ve oksidatif stres tizerine yaptiklar1 farkli
calismalarda, alkoliin oksidatif stres ve serbest radikal olusumunda olduk¢a fazla katki
sagladiklarini ve antioksidan molekiillerinse bu olusumu engellemeye yonelik katkilar
olduguna deginmislerdir. Delibas ve Ozcankaya (1995), yaptiklar1 calismalarinda
serbest radikallerin bircok probleme yol agtiklar1 lipid, protein ve niikleik asitler gibi
hayati Onemi olduk¢a yiiksek molekiillerde tahribata yol acacak reaksiyonlar
baglattiklar1 ve bu hasarlari 6nleme adma GSH, GSH-Px gibi antioksidan

mekanizmalarin faaliyetlerinin yiiksek olduklarini bildirmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada, kanser durumlarinda aktif olan antioksidanlardan
bahsedilerek, bunlarin fagositoz yetenegi olan hiicrelerde olduk¢a 6nemli aktivitelerde
rol aldiklarmi1 ve oOteki antioksidan molekiillerle birlikte hareket edebildikleri
belirtilmistir. Ozellikle GSH ve GSH-Px’in, solunum patlamasi neticesinde oksidan
molekiillerin peroksidasyonuyla fagositik hiicrelerde meydana gelen harabiyeti
engelledikleri ve eritrositlerde olusabilecek olan oksidatif stres durumlarina karsi en

etkili antioksidan olduklar1 bildirilmistir (Kiling 1986).
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1.8.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ve Baz1 Tek Hiicrelilerin Antioksidan

Sistemlerdeki Yeri

Enzimatik olmayan antioksidanlardan vitamin E olarak da adlandirilan Alfa
Tokoferol, hiicrelerdeki yagda varligi tespit edilmis olan ana antioksidan olarak
bilinmektedir. Plazma seviyesinde belirgin olan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olarak bilinen o tokoferoliin yanisira yedi tip daha vitamin E bulunmaktadir.
Bunlar; a, B, v, ve d-tokoferol ile a, B, y, ve d-tokotrienol olarak adlandirilmaktadirlar.
Esansiyel bir antioksidan ¢esidi olan vitamin E’nin harici olarak alinmasi zorunlulugu
yaglar, ¢imlenen tohum, findik ve tahil tiirevi gidalarla karsilanmaktadir. Yaklasik
olarak % 40’min yag ile birlikte bagirsak kisminda emilimi gerceklesmekte ve
emilimden sonra silomikronlar araciligi ile lenfte taginip kan dolasimina katilmaktadir.
Tokoferoller yag dokuda depolanmakta iken 6zellikle alfa tokoferole afinitesi yiiksek
endoplazmik retikulum, mitokondri ve plazma membran fosfolipitlerinde yogunluklari
artmaktadir. Vitamin E’nin enzimatik reaksiyonlarda kofaktdr olarak aktivite
gostermemesinden kaynakli olarak bir vitaminden ziyade antioksidan olarak tanimi
yapilmustir (Baskin ve Salem 1997). Coziinme yeteneginin var olmasindan dolay1 hiicre
membranlarinin ¢ift tabakali yapilari igerisine girebilmekte olan tokoferollerin asil
gorevleri hiicresel membranda olusan harabiyetin Onlenmesi ve membran
fosfolipidlerinde peroksidasyonu engellemesidir. Bir H atomu ile oksidant molekiile bir
elektron transfer eden tokoferol-OH hiicre membrani proteinleri ile aktivasyon
gostermesini ya da lipit peroksidasyonunu engellemektedir. Oksidant molekiil ile
etkilestigi esnada tokoferol-O- radikali meydana getiren tokoferol-OH yeterli miktarda
askorbik asit bulunuyorsa zayif bir oksidant molekiil olan semidehidroaskorbat ve
tokoferol-O- meydana gelerek, kuvvetli bir oksidant islevsiz hale gelirken daha zayif bir
oksidant molekiil olan dehidroaskorbat olusmakta ve tokoferol-OH tekrardan
kazanilmaktadir (Baskin ve Salem 1997, Carr ve ark. 2000).

Bitkisel besinlere, sebzelere ve meyvelere renk veren maddeler olan
karotenoidlerin  vitamin A’nin  Onciilii olarak antioksidan etki gosterdikleri
bilinmektedir. a-karoten, [-karoten, likopen, krosetin, kantaksantin ve fukosantin

karotenoidler igerisinde en fazla bilinen ve etkileri hakkinda bilgiler elde edilen
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karotenoidlerdir. B-karoten olarak bilinen karotenoid iki molekiil retinol (vitamin A)
tarafindan meydana gelmekte ve perhiz durumlarinda ince bagirsak mukozasinda
emilerek retinole doniistiiriilmektedir. Singlet oksijeni tutma, oksidant molekiilleri
temizleme ve hiicre membrani lipitlerini oksidatif bozulmaya kars1 korumak B-karotenin
oksidatif stres durumunda meydana gelen antioksidan etkileri olarak goriilmektedir.
Singlet oksijeninin enerjisi karotenoide aktarilarak sabit olmayan bir molekiil
olusturulmaktadir. Eritropoietik porfiri durumunda [-karoten singlet oksijenini
temizleme gorevini yapmakta ve fotosensitif bir bozukluk olan bu durumun
diizeltilmesinde aktif rol oynamaktadir. Asir1 yogunluktaysa pro-oksidan gibi davranan
ve proteazlari aktif hale getiren B-karotenin ROS’lar1 da etkisiz hale getirerek diisiik
oksijen basincinda peroksil radikali ile dogrudan tepkimeye girmesiyle yiiksek oksijen
basincinda vitamin E ile ayni etkiyi gosterip sinerji olusturulmasina katki saglamaktadir

(Baskin ve Salem 1997).

Vitamin C yada bir diger adiyla Askorbik asit suda ¢oziinebilen antioksidan
olarak bilinmekte ve patates, domates, yesil yaprakli sebzeler, turuncgillerde
bulunmaktadir. Insanlar ve hayvanlar vitamin C’yi disardan gidalar ile almak
zorundadirlar. L-glukanolakton oksidaz enzimi insan ve hayvanlarda mevcut
olmamalarindan dolay: d-glikozdan I-askorbik asit sentezlenememekte ve harici takviye
ile bu eksiklik giderilebilmektedir. Suda ¢oziinme yeteneginde olan ve zincir kiran
ozelliginde olan vitamin C detoksifikasyon metabolizmasi esnasinda olusan oksidant
molekiilleri ve ROS’larin islevini sonlandirip rediikte edici 6zelligine bagli olarak
oksijen, nitrat, sitokrom a ve c’yi indirgeyebilmektedir. Bir elektron verilerek askorbat
semidehidroaskorbat (DHA) radikaline ¢evrilmekte ve yine askorbat, siliperoksit ve
hidroksil radikalleri ile hizli ve kolayca reaksiyona girmesiyle DHA olusturarak vitamin

C kaynagi olarak metabolik faaliyetlerde kullanmaktadir (Baskin ve Salem 1997).

Askorbik asit + 20, + 2H™——> H202 + DHA

Askorbatin a-tokoferole nispeten LDL oksidasyonunu daha siddetli bir sekilde
Oonleme yetenegi oldugu yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Carr ve ark. 2000).
Oksidatif stres durumlarinda LDL ve askorbat birlikte inkiibe edildiginde, LDL
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oksidasyonunun engellenerek LDL partikiillerinde mevcut endojen antioksidanlarin
korunmasi saglanmigtir. Yine vitamin E‘nin rejenerasyonunu o-tokoferoksil radikali ile
aktive olarak tokoferol meydana getiren ve kendisi de dehidroaskorbik aside doniisen

vitamin C saglamaktadir (Proteggente ve ark. 2000).

Sistein, glisin ve glutamattan direk olarak viicutta sentezi gerceklestirilen
glutatyonun (GSH) redoks ¢emberinde hazir bir substrat olarak hidroksil radikalleri ile
singlet oksijenini temizlemekte Onemli bir gorevi bulunmaktadir. Oksidant
molekiillerini dogrudan yok etmesine ek olarak GSH-Px ile birlikte enzimatik
reaksiyonlarda gorev almaktadir. Glutatyon hiicrelerde enzim olarak ve bundan baska
hiicresel bilesenlerin indirgenmesinde rol alarak hayati bir 6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Yaklasik olarak % 40’1 safra yolu ile atilan glutatyon karacigerde
sentezlenmekte ve ksenobiyotiklere karsi savunma mekanizmasinda gorev alarak, lipid
peroksidasyonunu onledigi ve bagirsak epitelini oksidant molekiillere karsi korudugu

disiiniilmektedir (Maher ve ark. 2008).
1.9. Algler ve Chlorella vulgaris’in Genel Ozellikleri

Algler, genelde suda yasayan bazi tiirleri de karada yasama uyum saglamis
makroalg ve mikroalg olarak iki sinifa ayrilan, besinlerini absorblayarak alan mantar
benzeri bir hiicreli canlilar olarak tanimlanmaktadir (Campbell ve Reece 2008).
Mikrometre boyutunda olan algler ya da dl¢limleri mikrometre cinsinden hesaplanan
algler mikro alg, in¢ 6l¢limiinde olan ya da daha biiyiik ebatta olan algler de makro
algler olarak adlandirilmaktadir (Pamir 1985). Chlorophyta grubundan Chlorellaceae
ailesine mensup olan kiireye benzer veya birden fazla kdseye sahip, tek hiicreli veya
koloni tarzindaki suyosunlari igerisinde en Onemlisi ve ticari iirlin degeri olan cinsi
Chlorella’dir. Bir hiicreli, basit ve kiiciik olan Chlorella cinsi hareketsizdirler. Nemli
yerlerde, agac¢ yiizeylerinde ve tathi sularda yasamaktadirlar. Chlorella cinsine ait
tiirlerin bazis1 igerdikleri yag ve proteinden dolayr gida takviyesi olarak kullanilmak
tizere kiiltiiri yapilmaktadir. Chlorella cinsinin en 6nemli tiirleri C. vulgaris ve C.
pyrenoidosa olmak iizere C. tetraedron, C. bicuspidella, C. muriella’dir (Colakoglu
1999).
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Algler igerikleri bakimindan yedi grupta siralanirlar:

1. Mavi-Yesil Algler (Cyanophyta)
2. Yesil Algler (Chlorophyta)

3. Esmer Algler (Phaeophyta)

4. Ates Rengi Algler (Pyrophyta)

5. Kirmuzi Algler (Rhodophyta)

6. Altin Rengi Algler (Chrysophtya)

7. Kamgili Algler (Euglenophyta)

Genis bir yasam alanina sahip olan algler kutup bélgelerinden yaklasik 90°C’lik
1stya sahip sicak su kaynaklarma bazi formlar1 karasal ortamlarda olmak iizere
genellikle sucul ortamlarda yasamaktadirlar. Giines 1s1gmna olan ihtiyaglarindan dolay1
alglerin derin sularda yasamasi sinirlanmakta, bazi tatli su algleri metabolizmalarinin
adapte olma yeteneklerinden dolayr tuzlu sularda yasamlarmi siirdiirebilmektedirler.
Chlorella gibi kam¢1 ve hareket organina sahip olmayan algler siirekli hareketsizlik
gosterirler ve yayilislar1 sularin dalga, akinti, ylikselme ve alcalmalari sayesinde
gergeklesmektedir. Chlamydomonas gibi kamgi ve kirpiksi yapilara sahip tiirler
hareketlidirler. Hareketli olan tiirler ayni zamanda tutunma organi goren hareket
organlar1 aracilifiyla sucul ortamlardaki kaya, tas ve diger maddelere tutunarak

yayilislarint gerceklestirmektedirler (Pamir 1985).

Algler eseyli, eseysiz ve vejetatif olarak ¢ogalabilme yetenegindedirler.
Chlamydomonas gibi olanlar hem eseyli hem eseysiz iireyebilmektedir. Eseysiz
tiremede herhangi bir hiicre ile birlesme gerceklesmeden ¢ogalabilme yetenegine sahip
farklilasmis ya da 6zellesmis sporlar yardimiyla yapilmaktadir. Eseysiz liremede her bir
hiicre béliinmeler gergeklestirerek yavru hiicreler meydana getirmektedir. Eseyli
tiremede ise ayni ya da farkli iki birey, esey bakimindan farkli olan iki lireme hiicresi
veya niikleusun birleserek gelismesiyle gergeklesmektedir. Erkek ve disi gametler bir
araya gelerek dikenli ve duvarlar1 kalin zigot meydana getirmektedirler. Daha sonra

cimlenen zigot dort haploit vejetatif hiicre meydana getirmektedir. Vejetatif iireme sekli
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ise biitiin alglerde goriilmekte ve kopma veya hiicre boliinmesi seklinde, 6zellesmis bir

hiicre meydana getirmeden gergeklesmektedir (Pamir 1985).

Alglerin 6zellesmis bir sekilde beslenme bigimleri yoktur ve olduk¢a basittir.
Vitamin kaynaklarina ihtiyag duymadan nitrat veya amonyagi azot (N) kaynagi olarak
kullanmaktadirlar. Mavi-yesil alg tiirlerinde fotosentez yapilmasina ek olarak heterokist
olarak adlandirilan 6zellesmis yapilar igerisinde oksijensiz kosullarda azot baglanmasi

gerceklestirilmektedir (Pamir 1985).
1.9.1. Ekonomik Degerleri ve Kullanim Alanlan

Algler ve alglerin kullanim alanlari hakkinda M.O. 2700’1ii yillara dayanan
verilerle birlikte Cin Krali Shen Nung’un algleri kullanan ilk kisi olarak bilinmektedir.
Fakat milattan sonra hem tip alaninda hem de gida takviyesi alaninda kullanimi
yayginlagan alglerin 1670 yillar1 civarinda bazi calismalarda kullanildigindan
bahsedilmektedir. Iyod ve bromun yan iiriin olarak kullanildig: alg sanayisi olarak
adlandiralan sahada gida takviyesi ve tip alaninda kullannomindan baska Agar-agar,
Carragen, Alginat gibi 6nemli maddelerin yapiminda da kullanilmaktadir. Kullanim

alanlar1 ise asagidaki gibi ¢cok genis alanlara yayilmistir (Giiner ve Aysel 1999):

. Boya Sanayisi

. Tekstil Sanayisi

. Kauguk ve Kagit Sanayisi
. Kozmetik ve Ilag sanayisi
. Insaat ve Yiyecek Sanayisi

. Glibre, Ziraat ve Gida sanayisi
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1.9.2. Mikroalgler

Prokaryotik ve okaryotik olan mikroalgler degisik ortamlarda yasamaya uyum
saglamis hizli biiyiiyiip fotosentez yapabilme yeteneginde olan, oldukga fazla protein,
karbonhidrat ve yag bulunduran, seliiloz duvari ile ¢evrili mikroorganizmalardir (Costa

ve Morais 2014).

1.9.2.1. Chlorella vulgaris

Chlorella tiirlerinden C.vulgaris, Hydra viridis gibi ilkel hayvanlarin
sitoplazmalarinda yasarken simbiyotik olarak likenlerde de mevcuttur. Yuvarlak
hiicrelere sahip ve c¢ok rahat suda kiiltiirii hazirlanabilmesinden dolay1 deneylerde
ozellikle fotosentez deneylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Oldukg¢a basit
¢ekirdege sahip etrafinda “U” seklinde klorplast bulundurmakta ancak pirenoide sahip
degildir. 2, 4, 8, 16 hiicreye bdliinmekle beraber gametleri hakkinda heniiz bilgi mevcut
degildir. Klorelin adinda benzol ve kloroformda eriyen bir madde de C.vulgaris ten elde

edilerek bazi bakterilere kars1 antibiyotik tedavisinde kullanilir (Karamanoglu 1977).

Chlorella’nin kloroplastlar1 kase goriiniimiindedir. Hiicreleri 2-5u biiyiikliikte,
kiiresel, basit ve kam¢iya sahip degildir (Sekil 6). Chlorella vitamin, protein, mineral,
aminoasit, niikleik asitler, temel yag asitleri, enzimler ve karetenoidler bakimindan
olduk¢a zengindir. Klorofil orani agisindan bilinen en yiiksek kaynak olup % 50-60
oraninda proteinden olusmaktadir. Sigir karacigerindeki Bj, vitamininden daha fazla
miktarda B, vitamini igermekte ayrica demir, iyot, ¢inko, magnezyum, fosfor ve

kalsiyum da icermektedir (Jensen 1987, Singh 1998).
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Sekil 6. Chlorella vulgaris’in mikroskop altindaki genel goriiniimii.

1.9.2.1.1. Chlorella vulgaris’in Sistematikteki Yeri

Chlorella vulgaris ve C.pyrenoidosa sahip oldugu yag ve protein maddelerinin
fazla bulunmasi nedeniyle kiiltiirii yapilan ve klorofillin antibiyotigi veren familyanin

tiirleri arasinda en 6nemli iki cins olarak goze ¢arpmaktadir (Giiner ve Aysel 1999).

Chlorella vulgaris oldukga farkli ortamlarda yasama yeteneginde olan sucul
yasam alanlarinda plankton seklinde ya da toprak ortaminda yayilma gosteren yesil bir
alg tirtdir. Chlorella vulgaris in sistematikteki yeri Tablo 1’de gésterilmistir
(Beijerinck 1890).
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Sl;izgir:]na:g: Isim Tiir Sayisi
Ustalem Eukoryata 24,617
Alem Plantae 12,329
Sube Chlorophyta 4,037
Sinif Trebouxiophyceae 175
Takim Chlorellales 63
Aile Chlorellaceae 63
Cins Chlorella 33
Tiir Chlorella vulgaris 5

Tablo 1. Chlorella vulgaris’in sistematikteki yeri.

1.10. Etil Alkol Toksikasyonunda Chlorella VVulgarisin Etkileri

Chlorella vulgaris barindirdigi yiiksek miktardaki antioksidan molekiilerden
dolay1 serbest radikallerden kaynaklanan hasarlar1 tedavi edici etkisi bulunan ve takviye
besin olarak da tiiketilen tek hiicreli bir algdir. Karbonhidratlar, proteinler, niikleik
asitler, esansiyel aminoasitler, yag asitleri, vitaminler ile makro ve mikro besin
maddelerini igeren Chlorella vulgaris; alfa-beta karoten, alfa tokoferol, likopen, lutein,
zeaksantin gibi bir¢ok antioksidan yapili maddeyi barindirmakla birlikte magnezyum,
cinko, bakir gibi iz elementlerini de icererek oksidatif stres ¢aligmalarinda ragbet goren
bir alg ¢esidi olagelmistir. Yapilan ¢alismalarla birlikte toksik durumlarda oldukga etkili
oldugu ve antitlimor etkisi ortaya konularak hipertansiyon kontroliinde, iilser, kronik
yorgunluk ve uykusuzluk problemlerinde verimli sonuglar alindig: bildirilmistir (Aizzat

ve ark. 2010).

Chlorella vulgaris viicut fonksiyonlarini dengede ve kararli bir yapida tutulmasi
igin hiicresel boyutta hem ihtiya¢ duyulan besinleri en {ist seviyede tutmakta hem de

viicutta olusan metabolik artiklar1 temizlemede yardimci olmaktadir. En zengin klorofil
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kaynagi olarak bilinen Chlorella vulgaris sahip oldugu bu klorofilden dolay: sindirim
sisteminde Ozellikle kotii koku olusturan bakterileri ortadan kaldirarak sindirim
faaliyetlerine yardimei olmaktadir. Yine klorofilin hemoglobine benzerliginden dolay1

kan yapimini artirdigi bildirilmistir (Akbaba 2003).

Metabolizmada hiicresel hasar, hiicre o6liimii ve doku Oliimii gibi oksidant
molekiillerden kaynakli bir takim durumlarin Chlorella vulgaris tarafindan antioksidan
ozelligi ve koruyucu yapisindan dolayr onlenebildigi ¢esitli arastirmalarin sonuglari ile
bildirilmistir (Mallick 2004, Shim ve ark. 2008). Bir aragtirmada Chlorella vulgaris’in
agir bir metal olan ve toksik etkisi oldukca yliksek olan kursunun sebep oldugu beyin
hiicrelerindeki oksidatif hasar1 azalttigi ve engelleyici etki gosterdigi bildirilerek
kadmiyum (Cd) ile olusturulan hepatoksisitede antioksidan etkisini gdstererek nekrozu
engelledigi gosterilmistir (Yun ve ark. 2011). Reaktif oksijen tiirlerinin ve oksidant
molekiillerinin artmas1 mutasyona sebebiyet, karsinojen, yaslilik ve yaglanma gibi
sonuglar dogurarak sorunu hiicre hasart ve doku harabiyeti gibi endise verici boyutlara
tasiyabilmektedir. Eksojen ve andojen kaynakli bir¢ok yolla metabolizmada artan
oksidant molekiiller antioksidan sistemleri uyarmakta ve hiicresel savunmay1
baglatmaktadir. Chlorella vulgaris igerdigi bilesiklerle birlikte enzimatik olmayan
antioksidanlardan GSH ve enzimatik oksidan sistemlerinden GSH-Px ve SOD’u aktive
ederek toksik durumlara karsi hiicresel savunmayi gii¢lendirip oksidatif durumun
sonuglarint ortadan kaldirmaya c¢alismaktadir (Peng ve ark. 2009). Chlorella vulgaris
icerdigi niikleik asitler sayesinde viicut enzimleri, protein ve enerji Uretimini
diizenleyerek oOzellikle proteinlerin aminoasitlere doniisiimiine yardimci olmaktadir.
Icerdigi bilesikler aracilig1 ile toksik madde olusumlarinda detoksifikasyon olusturdugu
tespit edilmistir. Bu detoksifikasyon etkinin enzimler ve aminoasitlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayrica yapilan arastirmalara gore Chlorella vulgaris’te mevcut olan
seliiloz ¢eperinin Ozellikle sindirim sistemindeki agir metallere ve hiicresel hasar
olusturacak kimyasallara yapisarak organizmadan atilimimi gergeklestirmektedir
(Akbaba 2003).
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1.11. Mitojenlerin Aktive Ettigi Protein Kinaz (MAPK) Yolag:

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz (MAPK), mayadan insana kadar tiim
Okaryotik hiicrelerde sinyal iletiminde hayati rolii olan, reseptorler araciligi ile
gerceklesen uyariin iletiminden birinci derecede sorumlu ve MAPK siiper ailesi (Sekil
7) olarak tanimlanan ailede yer alan bir dizi proteinin bilinen adidir. Tiim Okaryotik
hiicrelerde yerlesmis halde bulunan bu protein dizisi reseptorlerden hiicreye gonderilen
bilginin ¢ekirdege taginmasinda 6nemli bir gorev almaktadir. MAPK’lar ardi ardina
birbirini takip eden yolaklarla aktif hale gelebilen ve hiicrelerden gelen uyaranlara yanit
olarak olusturulan gen ifadeleri ve hiicrenin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol
oynayan sinyal iletiminden sorumlu proteinlerdir (Ichijo 1999, Hsu 2005, Cooper ve
Hausman 2006). Ug ana gruba ayrilan MAP kinazlar apoptozis fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde, yasama, cogalma, farklilasma ve embriyogenezis gibi durumlarda

aktif rol almaktadirlar (Platanias 2003). Bu tli¢ grup asagidaki sekilde siniflandirilir;
> p38 MAP kinase family
» Extracellular signal regulated kinase (ERK) family

» c¢-Jun NHy.terminal kinase (JNK) family
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Uyaran Biiyiime Faktérii Sitokinler/Stres Sitokinler/Stres
MAPKKK: Raf MEKK1-4, ASK, MLK MEKK, MLK, ASK 1
l l A 4 A 4
MAPKK: MEK 1/2 MKK 4/7 MKK 3/6
v v v
MAPK: ERK 1/2 JNK 1/2,3 p38
b4 l l
Hiicresel Yanit Cogalma Apoptoz Hiicresel Hareket
Gelisim Yangi Apoptoz
Farkhlagma Tiimor Olusumu Yeniden Kromatin
Hiicresel Yasam Olusumu
Osmoregulasyon

Sekil 7. MAPK siiper ailesinin dongiisii, sinyal yolagi, uyartilar, her bir modiiliin
(MAPK, MAPKK, ve MAPKKK) diizenleyici katmanlar1 ve MAPK tarafindan

hiicresel gesitlilige yanitlarin ortaya ¢ikarilmasi (Kyra ve Kenneth 2003). MAPK;

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz, MAPKK; Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz kinaz, Raf:
MAPKKK, Erk; Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz, MEK; MAPK/ERK kinaz, JNK: c-Jun N-terminal

kinases.

MAPK sinyal iletim yolagi hiicrelerde proliferasyon i¢in gerekli olan mitojen
aktive edici kinaz/ERK kinaz (RAF), MEK (MAPK/ERK kinaz), ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz (ERK) proteinlerinden olugmaktadir. Hiicrelerde biiylime faktorleri
tarafindan aktive edilen reseptdr tirozin kinazlar (RTK) olusturulmus olan sinyalleri
niikleusa ileterek gen ekspresyonunun aktivasyonuna yol agmaktadirlar (Schulz 2007).
MAP kinaz yolagi reseptorler aracilifi ile gelen uyartilarin hiicre igerisine diizenli
iletiminde gorevli bir kinaz kaskadi olarak ¢alismaktadir. Kaskad sistemi hem gelen
uyarilarin amplifikasyonu hem de sinyal siiresi, sinyal boyutu ve sinyal kinetigi gibi
diizenleyici etkilesimlerin diizeni agisindan hayati 6nem tagimaktadir. Gelen uyartilarin
iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslamakta ve MAPKKK olarak
adlandirilan MAP kinaz kinaz kinazin aktive edilmesi sonrasinda 6nce MAPKK (MAP
kinaz kinaz) sonra da MAPK (MAP kinaz) aktivasyonu ile ger¢eklesmektedir. MAPK

hiicre iskelet elemanlar1 ve diger protein kinazlar gibi sitoplazmik substratlarini ve
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niikleusta mevcut transkripsiyon etkenlerini fosforilasyon yolu ile aktive ederek hiicrede

biyolojik cevap olusturmaktadir (Kolch 2000).

Cesitli biyolojik olaylarin ve degisik hiicresel siireclerin kontrol edildigi bes ayri
MAPK yolagi tomurcuklanan bir maya tiirii olan Saccharomyces cerevisiae’de tespit
edilmistir. Eslesme, sporiilasyon, hiicre duvari biitiinliigliniin saglanmasi, yaylimci
boliinme ve yiiksek ozmolariteye cevap olarak bu biyolojik olaylar gergeklestigi
bildirilmistir. High Osmolarity Glycerol-1 (HOG1) MAPK yolag: yiiksek ozmolariteye
cevap olusturan bir yolak olarak adlandirilmakta ve ozmolaritenin yiikseldigi esnada
devreye girerek gliseroliin iretilmesini saglamaktadir. Bu yolagin ayni1 zamanda heat
shock ya da sicaklik soku, oksidatif stres ve sitrik aside yonelik cevap olusturdugu
bildirilmistir (Hunter ve Plowman 1997, Gustin ve ark. 1998). MAPK yolaklarini aktive
etmekte icerisinde tirozin kinazlar, sitokin reseptorleri, Ser-Thr Kinaz reseptorleri de
bulunan ¢ok ¢esitli reseptor aileleri yer almakta; hormonlar ve biiylime faktorleri de
dahil olmak iizere farkli ve oldukca genis uyaricilar tarafindan aktivasyonlari
saglanmaktadir. Bu reseptorlerin uyarimlari ise biiylime ve farklilasma faktorleri, kanser
yapict durumlar ve cevresel etmenler tarafindan gerceklestirilmektedir. MAPK’lar
mayoz ve mitoz sonrasinda, farklilagmis hiicrelerde meydana gelen mitoz sonrasinda
gerceklesmekte olan fonksiyonlara katilarak metabolizma faaliyetleri, hareket ve
programli hiicre Oliimii gibi hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde 6nemli rol
almaktadirlar (Kyriakis ve Avruch 2001, Pearson ve ark. 2001, Johnson ve Lapadat
2002).

1.11.1. p38-MAPK Yolag:

Bira mayasinda mevcut HOGI proteininin memeli metabolizmasindaki esdegeri
olarak kabul edilen ve genelde JNK ile birlikte aktiflesen fonksiyonel grup p38-MAPK
olarak adlandirilmaktadir. p38-MAPKo, p38-MAPKp, p38-MAPKy, p38-MAPKS
olmak tizere dort izoformu tespit edilen p38-MAPK ailesi gevresel etmenler ve
sitokinler aracilig1 ile aktif hale gelmekte, hiicresel uyartilara yanitlar olusturmaktadir.
p38-MAPK treonin ve tirozin alanlarinda MKK3, MKK4 ve MKKG6 kinazlar vasitasiyla
fosforilasyona ugrar ve aktif hale gelir. Yine MKK3 ve MKK6’nin proapoptotik
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sinyaller ortaya ¢ikarmasi sonucunda apoptozise neden olmasi p38-MAPK’nin aktive

olmasiyla gergeklesebilmektedir (Sekil 8) (Xia ve ark. 1995, Wada ve Penninger 2004).

Oksidatif stres, osmotik sok, 1s1, UV
1sik, yangili sitokinler, biylime

s ¥ N

MEKK 1,4 MLK3 ASK1
N
MKK3/6
,
p38 MAPK ) o MK?2/3 Sitokin-uyarilmis
kararl mRNA
an
[TNF-a biyosentez } HSP27 . pHSP27

Sekil 8. P38-MAPK yolaginin aktivitesi (Kyra ve Kenneth 2003).

1.11.2. ERK Yolag:

Mitojen aktive edici kinazlardan memeli hiicrelerinde ilk olarak tespit edilip
tanimlanan ERK yolagi ratlarda sarkomalara sebebiyet veren tiimor viriislerinin
onkolojik proteinleri olarak bilinen Ras protein calismalar ile ortaya konulmustur.
Biiylime faktorleri araciligiyla aktivasyonu gergeklesen ERK yolaginda protein-treonin
kinazlar veya G proteinleri reseptor aracili biiyiime faktorleri tarafindan uyarilmakta ve
hiicre ¢ogalmasinda Onemli rol oynamakta; hiicrenin biyolojik fonksiyonlarinin
devamliligi, farklilagmasi, aktin iskeleti reorganizasyonu ve hiicre gogiinde oldukga
fazla etkileri bulunmaktadir (Sekil 9.) (Wada ve Penninger 2004, Cooper ve Hausman
2006). ERK, ERK1 ve ERK2 ile aktive olmaktadir. ERK1 ve ERK2 hiicre ¢ogalmasinin
sinyal iletiminde asil iiyelerdir ve p38-MAPK ile aralarinda negatif diizenleyici bir

etkiden bahsedilmektedir. Aktivasyonlarindan sonra hiicre niikleusuna gecerek bazi



32

transkripsiyon faktorlerini fosforilasyonla aktive ettikleri de bildirilmistir (Koksoy

2002).

APC
\ / \/ vy
a /[ b o
MHC g
——— Agonist —— Antagonist
peptide cD4 peptide
{-chain TCR
i / C-chain
*cos AR LLLLRE

WWzap- "X 4
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T el % |

IL-2 secretion

Sekil 9. Erk yolag: aktivasyonu (Kyra ve Kenneth 2003).

1.11.3. JNK Yolag

Mitojen aktive edici protein kinaz siiper ailesinden JNK yolag: veya bir diger
adlandirma ile stresin aktive ettigi protein kinazlar (SAPK) hiicrede gelisimden,
farklilasmadan, hiicre doniisiimiinden ya da hiicrede apoptozisi kapsayan oldukga etkili
bir kontrol siirecinde rol almaktadir (Sekil 10.). Diger yolaklarda oldugu gibi hiicrenin
yagam ve Oliimiiniin diizenlenmesinde rol almakla birlikte hiicre géciinde de dnemli rol
oynayan bir sistemdir. JNK yolaginin mitojen aktive edici kinaz kinaz (MKK4) ve
MKK?7 araciligi ile aktivasyonu gerceklesmekte olusan uyartilara yanit olusturmaktadir

(Xia ve ark. 1995, Wada ve Penninger 2004, Reno ve ark. 2009).

JNK yolagmin tirozin ve treonin alanlari MKK4 ve MKK?7 araciligiyla

katalizlenen fosforilasyon reaksiyonu ile aktive edilmektedir. JNK’nin aktivasyonu
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sonucunda ¢ok cesitli stres durumlarina kars1 yanitlar olusturulur. Antikanser ilaglar,
protein sentez inhibitorleri, hiperosmolarite, toksinler, 1s1 soku, seramid, T-hiicre
reseptor sitiimilasyonu, peroksid ve daha bir¢ok stres olusturan durumlara karst olusan
bu yanitlar yolagin aktivasyonunu saglayarak apoptozisin baslamasina Onciilliik

etmektedir (Xia ve ark. 1995, Wada ve Penninger 2004, Hsu 2005).
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Sekil 10. JNK yolag: aktivasyonu (Kyra ve Kenneth 2003).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Calisma Kafkas Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali'nda KAU Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HADYEK Karar No0:2014-30) ilkelerine uygun
olarak gerceklestirildi. Bu ¢alismada 10-12 aylik, 200-250 gr agirliginda 24 adet erigkin
erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Ratlar 25 C 1sida ve 12 saat giin 15181/ 12 saat

karanlik olacak sekilde standart 151k altinda tutularak, ad libitum su ve yem ile beslendi.

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Aletler

Spektrofotometre (PowerWave XS, BioTek, Instruments, USA)
. Etiiv (Labart, DHG-9140A, South Korea)

. Homojenizator

. Vorteks (IKA, Works Inc, USA)

. Sogutmali santrifiij (Helius, Germany )

. Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)

. Calkalayic1 (Heidolph promax 2020, Germany )

. pH metre (Orion, 420 A, USA)

. Derin dondurucu( Argelik, 2560, Turkey)

. Buzdolabi (Argelik, Turkey)

. Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 pl, Ependorf,
Varipette, Germany)

. Isik mikroskobu (Olympus BX51, Japan)
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2.1.3.Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

RAT MAPK 14 ELISA Kit (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., P.R.C)
. Ethanol (Merck)

. Rat kafesi

. Rat yemi

. Vakumlu ve EDTA’l1 kan alma tiipleri ve igneleri (MN -2138M )

. 1.5 mI’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri

. Otomatik pipet uglar

. 10 ml’lik cam ve polyetilen santrifiij tiipleri
. Etil alkol

. Chlorella vulgaris

2.2. Metot

2.2.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Ratlar 3 gruba ayrilarak her grupta 8 hayvan bulunacak sekilde 2 deney ve 1
kontrol grubundan olusturuldu. Kontrol grubuna 5 mg/kg izoklorik maltoz gavajla 12
saatte bir verildi. Alkol grubu (n=8)’nda bulunan ratlara 15g/kg/giin olacak sekilde ve
%50 su ile diliie edilerek Etil alkol, Chlorella grubu (n=8)’nda bulunan ratlara énce 300
mg/kg chlorella ve daha sonra %50 su ile diliie edilerek 15g/kg Etil alkol verildi.

Uygulamalar 20 giin siiresince tekrar edildi.



36

Calismada kullanilan gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

Kontrol Grubu (n =8, erkek) :5 mg/kg izokalorik maltoz gavajla
Alkol grubu (n =8, erkek) :15 g/kg/giin Etil alkol + %50 su

Chlorella grubu (n =8, erkek)  : Once 300 mg/kg Chlorella, sonra 15 g/kg/giin Etil
alkol + %50 su

Deney sonunda, eter anestezisi altinda ratlarin batin 6n duvari insizyonla agildi.
Diyaframdan kalbe ulasarak punksiyonla kanlar1 alinan ratlar sakrifiye edildi.
Intrakardiyal yolla EDTA’l tiiplere alinan kan numuneleri, +4° C, 3000 rpm’de, 5
dakika santrifiij edilerek plazmalar ve metotlara uygun olarak hazirlanan homojenatlar

polietilen tliplere konularak laboratuvar islemlerine kadar -20° C’de saklandi. Alinan

kan numuneleri, MDA, MAPK, GSH ve GSH-Px degerlerine bakilmak tizere kullanildi.

2.2.2. MAPK Diizeylerinin Belirlenmesi

MAPK diizeyleri RAT MAPK14 (Mitojen aktive edici protein kinaz 14) ELISA
Kit (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., P.R.C) kullanilarak belirlendi.

2.2.3. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

Tiyobarbitiirk asit (TBA) ile plazmanin 100° C’de inkiibasyonu ile lipid
peroksidasyonun (LPO) sekonder bir iiriinii olan malondialdehit (MDA) olusmaktadir.
Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks yapar. Pembe rengin
spektrofotometrede 532 nm’de Sl¢timii ile LPO nmol/g doku olarak belirlenir (Placer ve

ark 1966). Standart egri ¢izimi i¢in 1,1,3,3 tetraetoksipropan kullanildi.

2.2.4. GSH Diizeylerinin Belirlenmesi

GSH’nin stlfidril grubunun asitte ¢dziinerek tiyol grubunun enzimatik veya

kimyasal iglemler ile 6lclilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur. 412
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nm’de belirlenen absorbans degerleri nmol/g doku olarak olgiiliir (Sedlak ve Lindsey
1968).

2.2.5. GSH-Px Diizeylerinin Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi kiimen hidroperoksit ve indirdenmis GSH’nin
ko-substrat olarak kullanildig1 ve enzimatik reaksiyonlarda GSH azalmasi prensibine
dayali Ellman ayiracinda 412 nm’de U/g protein olarak spektrofotometrik yontemle
olgiildii (Lawrence ve Burk 1976).

2.2.6. istatistiksel Analizler

Istatistik hesaplamalarda ONE-WAY ANOVA testi kullanilarak deneme
gruplarinin kontrol gruplarina gore degisimleri kiyaslandi. Sonuglar ortalama + standart
sapma (X = SD) olarak belirlendi ve p<0.05 istatistiksel farkliligi gosterdi. Tim
hesaplamalar SPSS (16.0-2010) paket programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin Dokularinin MAPK
Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Gruplarin karaciger, akciger, bobrek, kalp ve beyin dokularmin MAPK
diizeylerinde belirlenen degisiklikler Sekil 11°de gosterilmistir.

Kontrol grubuna gore deneme gruplarinin degerlerinin istatistiksel olarak

belirgin diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05)

Karaciger MAPK diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Kontrol grubu ile
Alkol grubu arasinda karsilastirildiginda karaciger MAPK diizeylerinin Alkol grubunda
istatistiksel olarak belirgin sekilde yliksek oldugu belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile
Chlorella grubu arasinda yapilan karsilastirmada Karaciger MAPK diizeylerinin

istatistiksel olarak bir fark gdstermedigi belirlendi.

Akciger MAPK diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Kontrol grubu ile
Alkol ve Chlorella grubu arasinda karsilastirildiginda, Alkol grubunda MAPK
diizeylerinin diger gruplara gore istatistiksel olarak belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.001). Kontrol grubu ile Chlorella grubu arasinda yapilan karsilagtirmada
Akciger MAPK diizeylerinin istatistiksel olarak bir fark gostermedigi belirlendi.

Kontrol grubu ile Chlorella ve Alkol grubu arasinda yapilan karsilastirmada
bobrek MAPK diizeylerinin Chlorella ve Alkol grubunda istatistiksel olarak daha diisiik
oldugu tespit edilmistir (Sirastyla p<0.001, p<0.05).

Kontrol grubu ile Chlorella ve Alkol grubu arasinda yapilan istatistiksel
karsilastirilmada Chlorella ve Alkol grubunun Kalp MAPK diizeylerinde anlamli bir
azalma tespit edilmistir (p<0.001). Chlorella ve Alkol grubu karsilagtirildiginda da
Chlorella grubuna gore Alkol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlenmistir (p<<0.001).
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Beyin dokusu MAPK diizeylerinde meydana gelen degisikliklere bakildiginda
yalnizca Chlorella grubu ile Alkol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p<0.05). Alkol grubu Beyin dokusu MAPK diizeylerinin Chlorella grubuna

gore daha diisiik oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu ile deneme gruplari arasinda

istatistiksel olarak onemli bir farklilik tespit edilmemistir.
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Kontrol  Chlorella Alkol

Sekil 11. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin MAPK diizeylerinde
belirlenen degisiklikler. ® % p<0.05, ***’: p<0.001.
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3.2. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin Dokularinin MDA
Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Gruplarin  karaciger, akciger, bobrek, kalp ve beyin dokularimin MDA
diizeylerinde belirlenen degisiklikler Sekil 12°de gosterilmistir.

Karaciger MDA diizeylerinde, Kontrol ve Alkol grubu ile Chlorella grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark belirlenmistir (p<0.001). Chlorella grubu MDA
diizeylerinin Alkol grubuna gore istatistik olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0.001).

Akciger MDA  diizeylerinde, Kontrol grubu ile Chlorella grubu
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir (p<0.05). Aym
zamanda Chlorella grubu akciger MDA degerlerinin Alkol grubuna gore istatistiksel
olarak diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0.001).

Kalp MDA diizeylerinde, Kontrol ve Alkol grubu ile Chlorella grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir (p<0.05). Chlorella grubu kalp MDA
diizeylerinin, Alkol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

Beyin ve Bobrek dokularinin MDA diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlam

ifade edecek bir fark bulunmamustir.



41

KARACIGER AKCIGER
1,50 1,50
a a c a
> 1,00 2 1,00 b
) b <)
© o
20 »
< 0,50 < 0,50
€ €
c C
0,00 0,00
Kontrol  Chlorella Alkol Kontrol  Chlorella Alkol
BOBREK KALP
1,20 1,00 b b
1,00 0,80
C
2 080 2 0,60
‘So 0,60 g
0,40
é 0,40 é
S 0,20 c 020
0,00 0,00
Kontrol  Chlorella Alkol Kontrol  Chlorella Alkol
BEYIN
0,80

nmol/g doku
o o ©°
N S (o))
S © o

o
=)
o

Kontrol  Chlorella Alkol

Sekil 12. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin MDA diizeylerinde
belirlenen degisiklikler. *: p<0.001, *: p<0.05.

3.3. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin Dokularimin GSH
Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Gruplarin  karaciger, akciger, bobrek, kalp ve beyin dokularinin GSH
diizeylerinde belirlenen degisiklikler Sekil 13’de gosterilmistir.
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Gruplarin Akciger, Kalp ve Beyin dokularinin GSH diizeylerinde meydana gelen
degisiklikler karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli bir fark tespit edilmemistir.
Bobrek dokusu GSH diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol grubuna goére Chlorella
grubunda GSH enzim diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir
(p<0,05). Karacigerde dokusunda ise GSH diizeyleri bakimindan incelendiginde
Chlorella Grubunun Kontrol ve Alkol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artigin oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 13. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin GSH diizeylerinde
belirlenen degisiklikler. ®: p<0.05.
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3.4. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin Dokularmmin GSH-Px
Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Gruplarin karaciger, akciger, bobrek, kalp ve beyin dokularmin GSH-Px
diizeylerinde belirlenen degisiklikler Sekil 14’te gdsterilmistir.

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada karaciger GSH-Px diizeylerinde

meydana gelen degisikliklerin istatistiksel olarak dnemli bir fark gdstermedigi tespit
edildi.

Akciger GSH-Px diizeylerinde meydana gelen degisiklikler karsilastirildiginda,
Kontrol ile Chlorella grubu ve Chlorella ile Alkol grubu GSH-Px diizeylerinin arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmis ve Chlorella grubu GSH-Px degerlerinin

diger gruplara gore belirgin olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.05).

Bobrek GSH-Px diizeylerinde meydana gelen degisiklikler karsilastirildiginda
Chlorella ve Alkol grubu arasinda istatistiksel agidan anlam ifade edecek bir fark
gozlemlenmemistir. Kontrol grubu ile Chlorella ve Alkol grubu bobrek GSH-Px
diizeyleri arasinda yapilan karsilastirmada Chlorella ve Alkol grubunun GSH-Px

diizeylerinin istatistiksel olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05).

Kontrol grubu ile Chlorella ve Alkol grubu arasinda yapilan karsilagtirmada kalp
GSH-Px diizeylerinin, Chlorella ve Alkol grubunda istatistiksel olarak belirgin bir
sekilde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001). Chlorella grubu ile Alkol grubu arasinda
yapilan karsilagtirmada da kalp GSH-Px degerlerinin Chlorella grubunda Alkol grubuna
gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05).

Beyin dokusu GSH-Px diizeylerinde meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi
icin Kontrol grubu ile Chlorella ve Alkol grubu arasinda yapilan karsilastirmada,
Chlorella grubunun beyin dokusu GSH-Px diizeylerinin diger gruplardan belirgin olarak
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Kontrol ve Alkol grubu arasinda ise istatistiksel

olarak anlamli fark tespit edilmemistir.
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Sekil 14. Gruplarin Karaciger, Akciger, Bobrek, Kalp ve Beyin GSH-Px diizeylerinde
belirlenen degisiklikler.  ** %: p<0.05, ** ®: p<0.001.
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4. TARTISMA ve SONUC

Alkol toksisitesi, etanoliin biyotransformasyonu sirasinda iiretilen reaktif oksijen
tiirleri (ROS) basta olmak {izere etanoliin diger metabolik {irinleriyle olmaktadir. Giiglii
bir oksidan olan alkol; mitokondriyal solunum zinciri, ksantin oksidaz ve nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz yolaklarini igeren hiicre i¢i ROS iiretim
yolaklarin1 aktive eder. Bunun sonucunda, hiicre i¢inde siiperoksit (O2°¢), hidrojen
peroksit (H,0O;) ve hidroksil (*OH) radikallerinin tiretiminde artis olur. Bunlarin diginda,
yiiksek etanol tiikketimi, hiicre i¢i antioksidan kapasitesini diisiiriir. Alkolden
kaynaklanan doku ve hiicre hasarlarinda antioksidan sistemlerin radikallerin artisina
kars1 hepatositleri koruyucu ve hiicre membranini destekleyici olarak aktive gosterdigi
ve hiicre i¢indeki dengesizligin protein, lipid ve DNA’nin oksidasyonu ile sonuglandigi
pekcok arastirmada gosterilmistir. Suresh ve ark. (2000) alkol uyguladiklar1 hayvanlarin
MDA, hidroperoksit ve konjugedien seviyelerinde artma meydana geldigini, bununla
birlikte askorbik asit uygulanmasinin serbest radikal seviyelerindeki artmay1 6nledigini
ve etil alkol uygulamalar1 sonucunda azalan GSH ve GSH-Px seviyelerinin askorbik asit
verilmesi neticesinde tekrar ylikseldigini bildirmislerdir (Suresh ve ark. 2000). Nieto ve
ark. (2002) yaptiklar1 g¢aligmada, alkol metabolizmasinda aktivitesi bulunan P-450
enzim sisteminin hepatositlerdeki ROS iiretimine Onciiliikk ederek hasara sebep
oldugunu belirtilmistir (Nieto ve ark. 2002). Bautista ve Spitzer (1996) tarafindan
yapilan ¢aligmada da kan alkol seviyesindeki artisin sonucunda sitokrom C’nin azaldigi
ve bu azalmanin karacigerde siiperoksit radikallerinin meydana gelmesine sebep oldugu
belirtilmistir. Tsukamoto ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise etil alkoliin
toksik miktarlardaki dozaji karaciger hiicrelerinde siiper oksitlerle birleserek lipid
peroksidasyonunu baslattig1r ve olusan ROS {iriinlerinin hiicresel bozulmay tetikledigi
gostermistir. Navasumrit ve ark. (2000) akut alkol toksikasyonunda ratlarda karacigerde
meydana gelen serbest radikallerin elektron spin rezonans spektroskopi yoluyla safrada
belirlenebildigini bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada serbest radikallerden kaynakli
DNA kiriklarinda artma meydana geldigi bildirilmistir. Zhou ve ark. (2000) da alkol
tiiketimi sonucunda karacigerde hidroksil radikallerinden kaynaklanan DNA kiriklarinin
zengin bir protein kaynagi olan metallotionen uygulanarak Onlenebilecegini yaptiklar

calisma ile gostermislerdir.
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Yapilan literatiir taramalarinda alkol toksikasyonunda akciger ve bobrek ile doku
ve hiicre boyutunda meydana gelebilecek etkilerin oldugunu gosterir ¢alismalara
rastlanmazken, alkoliin beyin iizerine etkileri hakkinda yapilmis bir¢ok arastirma
mecvuttur (Pfefferbaum ve ark. 2006, Van Holst ve ark. 2012, Mechtcheriakov ve ark.
2007). Alkolizm teshisi konulan bireylerin beyin dokularinda birgok morfolojik
degisiklik meydana gelirken en belirgin olan1 frontal loblardaki atrofiden bahsedilmekte
ve yasa da bagl olarak ventrikiillerde ile serebral sulkuslarda genisleme, gri madde ve
beyaz madde hacminde azalma oldugundan bahsedilmistir (Pfefferbaum ve ark. 2006).
Van Holst ve ark. (2012) yapmis olduklar1 calismada alkol bagimlisi bireylerde sol iist
frontal grusta, sag insulada, sol presentral kortekste, sag putamende, sol talamusta ve
bilateral st parietal kortekste gri madde hacminde azalma tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Yine Mechtcheriakov ve ark. (2007) yaptiklar1 calismalarinda alkol
kullanan bireylerin beyin analizlerinde gri madde hacminde azalma oldugunu
bildirmiglerdir. Fattoretti ve ark. (2006), Shibley ve Pennington (1997) ile Sneyder ve
ark. (1992)’nin yaptiklart ¢alismalarda alkol kullaniminin bir¢ok nedene bagli olarak
beyne zarar verip kalicit hasarlar olusturdugunu, glukoz kullanimi ve transportunu

degistirdigini, protein ve DNA sentezini baskiladigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz calismada alkol uygulamanin karaciger, akciger ve kalp dokusunda
lipid peroksidasyonu yiikselttigi, Chlorella uygulanmasinin bu yiikselisi azalttig tespit
edilmistir. Ancak beyin ve bobrek dokusunda MDA diizeyleri acisindan bir farklilik
tespit edilemedi. Karaciger, akciger ve kalp dokusunda elde ettigimiz sonuglarin
ozellikle Chlorella’nin igerdigi antioksidan membran bilesenlerinin etkisi ile olusmus
olabilecegini diisiinmekteyiz. Beyin ve bobrek dokusunda bir farklilik tespit edilmemesi

ise alkoliin etkisinin bu bolgelere daha uzun siirede ulagsmasi1 nedeniyle olabilir.

Reaktif oksijen tiirlerine bagli organizmadaki hiicresel hasar1 onlemek i¢in
gelismis savunma mekanizmalarindan, hiicre i¢i antioksidanlarin non-enzimatik
grubunun en dnemlisini tiyol ve GSH olusturur. Hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan
olan Glutatyon peroksidaz sistemi ise, glutatyon peroksidaz enzimlerini, glutatyon
rediiktazi (GR), kofaktdr olarak rediikte glutatyonu (GSH) ve rediikte NADPH

kullanilmasin1 kapsar. Glutatyon peroksidaz; hidrojen peroksiti ve diger organik
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peroksitleri GSH kullanarak indirgemektedir, GSH de glutatyon disiilfit formlarina
(GSSG) okside olmaktadir. Bunlar ya ROS’un olusmasini engelleyerek ya da serbest
radikalleri ve bunlarin onciillerini temizleyerek aktivite gosterirler. Carrard ve ark.
(2009), Huang ve ark. (2009), Wu ve Cederbaum (2009) gibi arastirmacilar tarafindan
yapilan caligmalarda alkol bagimliligi olan bireylerde oksidan ve antioksidan

dengesinde bozulmalar meydana geldigini, bireylerde ROS’un arttigin1 bildirilmistir.

Son yillarda pek ¢ok metabolik ve hiicresel problemin nedeni sayilan serbest
radikallere karsi miicadele etme amaciyla kullanilabilecek ve geleneksel metodlardan
esinlenerek elde edilebilecek antioksidan bilesiklere ilgi oldukga artmistir. Geleneksel
olarak kullanilan Chlorella tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve
kullaniminin etkilerinin ortaya konulmasi bu maksatla yapilan arastirmalardandir.
Matsukawa ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada kahverengi, yesil ve kirmizi
olmak {lizere toplam 17 alg tiirii ilizerinde antioksidan diizeyleri oldukga yiiksek
bulunmustur. Roberto ve ark. (2001) tarafindan Akdenizde yayilim gosteren bir alg tiirti
olan Cystoseira lizerinde yapilan calismada antioksidan diizeylerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir. Mikro alglerden olan Chlorella vulgaris antioksidan vitaminler ve
pigmentlerini bulundurmalarinin yani sira doymamis yag asitlerini bulundurmalar: ile

de zengin antioksidan kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Gokpinar ve ark. 2006).

Chlorella tiirlerinin gesitli toksikasyonlara kars1 karaciger ve akciger koruyucu
aktiviteleri ¢esitli aragtirmalarla gosterilmistir. Mallick (2004) tarafindan ve Vijayavel
ve ark. (2007) tarafindan Chlorella vulgaris’in birden fazla tiirinde mevcut olan
antioksidan  mekanizmalar aracilign  ile toksik etki gOsteren maddelerin
detoksifikasyonunda aktif rol alarak igerdigi tokoferol, askorbik asit ve karotenlerden
dolay1 serbest radikalleri biiyiik 6lclide temizledigi bildirilmistir. Azamai ve ark. (2009)
yapmis olduklari ¢aligmada Chlorella vulgaris’in antitiimor etkisi de dahil olmak {izere
antiaterojenik, antiinflamatuar ve antikoletrolemik etkilerinin de bulundugu

gosterilmistir.

Murthy ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir calismada Chlorella tiirlerinin sahip

oldugu antioksidan bilesiklerin ROS’lara bagl dokularda meydana gelen hasarlarin ve
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ROS’un hiicre i¢i membran yapilar1 lizerindeki baskiyr azaltan etkisine dikkat
cekilmistir. Ayn1 ¢alismada karotenler, lutein, likopen igeriginin katalaz, peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz gibi karaciger enzimlerinin yeniden onarimini sagladigindan

bahsetmislerdir.

Mallick (2004), Shim ve ark. (2008), ve Li ve ark. (2013) gibi arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢esitli ¢alismalarda, Chlorella vulgaris’in igerdigi antioksidanlar
sayesinde sahip oldugu koruyucu etkinin oksidatif stres sonucu olusan maddelerin sebep
oldugu hiicre hasar1 ve hiicre 6liimleri gibi durumlarda aktif olarak rol alip dnleyici
gorev istlendigi bildirilmistir. Yun ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada ise Chlorella
vulgaris’in agir metal olan ve toksik etkisi olduk¢a yiiksek olan kursunun beyin
hiicrelerinde meydana getirdigi oksidatif hasari azalttigi ve yine agir bir metal olup
toksik etkisi olan kadmiyum ile olusturulmus hepatoksisitede antioksidan 6zelliginden

dolay1 dokularda meydana gelen hasari 6nleyici etki gosterdigini belirtmislerdir.

Yaptigimiz calismada Chlorella vulgaris’in etil alkol toksikasyonunda olusan
lipid peroksidasyona kars1 dokularda antioksidan enzimleri destekleyerek doku hasarini
azaltic1 etki gosterdigini belirledik. Calismamizda etil alkoliin akciger, kalp ve beyin
dokusunda GSH-Px diizeylerinde azalmaya neden oldugu ancak bu azalmanin Chlorella
vulgaris uygulanmasi ile diizeldigini belirledik. Karaciger ve bobrek dokusunda ise
Chlorella  wvulgaris’in  GSH-Px  diizeylerini  degistirmedigini  belirledik. Bu
degisikliklerin Chlorella vulgaris’in hiicre i¢i enzimatik sistemi destekleyici aktivitesi
ve icerdigi yiiksek antioksidan bilesikler nedeniyle olabilecegini diislinmekteyiz.
Yaptigimiz literatiir taramalarinda etil alkol toksikasyonunda Chlorella vulgaris’in
etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlamadik ¢alismamizda lipid peroksidasyon
diizeylerinde azalma oldugunu ve antioksidan sistemi destekleyici etki gosterdigini

belirledik.

Alkol  kullanimi  karaciger hastaliklari, nérotoksisite, hipertansiyon,
kardiyomiyopati, immiin yanit sekillenmeleri ve kanser riskinde artma ile iliskilendirilir.
Yapilan caligmalarda alkoliin bu tiir patolojik durumlardaki etki siiregleri tam olarak

anlagilamamistir. Eldeki veriler MAPK ailesinin alkoliin etki ettigi bu siireclerde
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merkezi bir rol oynadigima dikkat ¢ekmektedir (Aroor 2004). MAPK ailesinin
aktivasyonu hiicre proliferasyonu, diferasyonu, gelisimi, apoptozis, stres ve inflamatuar
yanitlar gibi bircok hiicresel siiregte temel bir rol iistlenmektedir. Fakat MAPK’nin bu
aktivasyonu hiicre tipine, kronik veya akut uygulama tipine gore farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin; akut alkol uygulamas1 hepatositler, astrositler ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde MAPK’nin aktivasyonunun artmasina sebep olur (Aroor 2004).
Akut ve kronik 16semide MAPK ailesinden Raf/Merk/Erk’in aktivsyonu karakterizedir
(Lee ve McCubrey 2002). Ayrica bu MAPK yolu direk olarak hemapoetik hiicrelerin
biliylimesinin tesvigi ve apoptoza ugramalarinin engellenmesi ile iligkilidir (Tanaka ve
ark. 1996). Ayrica Erk ekspresyonun akut 16semide arttig1 bildirilmistir (Kim ve ark.
1999). Ratlarin primer hepatosit kiiltiirlerinde ethanoliin MAPK ailesi iiyelerinin
aktivasyonunu devam ettirdigi bildirilmistir (Lee ve ark. 2002). Yapmis oldugumuz
calismada alkol uygulanan gruptaki hayvanlarda akciger ve karacigerde MAPK’nin
artmis oldugunu fakat Chlorella uygulanan grupta alkoliin sebep oldugu bu artisin
baskilandigi belirlenmistir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda Chlorella’nin alkol
toksikasyonunda MAPK iizerindeki etkileri hakkinda herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamustir. Yaptigimiz ¢alismada alkol uygulamasinin yiikselttigi karaciger ve
akciger MAPK diizeylerinin Chlorella uygulamasi ile azaldigi bu yoniiyle,
Chlorella’nin alkoliin neden oldugu karaciger harabiyetine karsi diizeltici aktivite
gosterdigi  diisiiniilebilir. Ayrica bdbrek, kalp ve beyin dokusunda MAPK
aktivitelerindeki alkole bagli olarak tespit edilen azalmanin nedenleri molekiiler

degerlendirmeye ihtiyag gostermektedir.

Sonu¢ olarak alkol etkisi ile dokularda olusan lipid peroksidasyona karsi
Chlorella vulgaris’in antioksidan enzim diizeylerini 6zellikle karaciger ve akciger
dokularinda ytikselttigi ve bu etkisi ile doku koruyucu aktiviteye sahip oldugu
degerlendirilmektedir. Ayrica alkol toksikasyonu sonucu karaciger ve akciger
dokularinda yiikselen MAPK aktiviteleri Chlorella etkisi ile diizelmis, bu durumun
Chlorella’nin  hiicre i¢i enzim sistemleri {izerinde koruyucu etkinligi ile
iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Chlorella’nin alkol toksikasyonunda doku
koruyucu aktivitesini hangi molekiiler yolla gosterdiginin belirlenmesi i¢in hala

yapilacak yeni ¢caligsmalara ihtiyac vardir.
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