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ONSOZ

Alkol tiiketimi ve kullanimi hakkindaki bilgiler ¢cok uzun yillar 6ncesine
dayanmaktadir ve alkol dezenfektan, anestezik ve icki yapiminda kullanilmistir. Bu
Ozelliklerinin yani sira bagimlilik etkisi de toplumsal olarak 6nemli bir tartisma
konusu olmustur. Beyin fonksiyonlarii baskilayict 6zelliginin yanisira toksik
etkisinin de bulundugu bilinen alkoliin kullanim1 M.O. 2000 yillarma kadar
dayanmakta olup olduk¢a yaygin olarak kullanilan maddeler arasina girmistir

(Kalyoncu ve Mirsal 2014).

Alkol tiirlerinin siirekli ve giderek artan dozlarda tiiketimi alkolizm olarak
degerlendirilmekle birlikte, yliksek dozlarina kars1 duyulan tiikketim isteginin alkolik
karaciger hastaligi olarak tanimlanan problemlerin sebebi oldugu bilinmektedir.
Bedensel, ruhsal ve psikolojik problemleri de beraberinde getiren alkolizm,

davranigsal bir bozukluk olarak da degerlendirilen toplumsal bir problemdir.

Organizmaya girdigi andan itibaren ¢ok kisa bir siirede kana gecebilen ve
fizyolojik olarak ihtiya¢ duyulmayan bir madde olan alkol, ¢esitli karbonhidratlarin
fermentasyonu ile elde edilebilmektedir. Ilag, kimyasallar ve baz1 toksik ajanlarin
yant sira alkoliin de atiliminin biiyiik bir kismi karacigerde biyotransformasyon
olarak adlandirilan reaksiyonlarla hepatositlerde gergeklesir. Alkoliin siirekli ve asiri
kullanim1 ile karaciger hepatosit hiicrelerinde gerceklesen detoksifikasyon
reaksiyonlar1 dolayisiyla olusan serbest radikaller hiicre membrani ve hiicresel
enzimlerde fonksiyon bozukluguna ve hiicrede islev bozukluguna sebep
olabilmektedir. Karacigerde gergeklesen detoksifikasyon reaksiyonlari nikotinamid
adenin dintikleotit (NAD) olarak adlandirilan bir elektron tasiyici sistem araciligiyla
gerceklesmektedir. NAD", elektron alarak NADH haline déniisiirken, ortamda
bulunan NAD molekiillerinin azalmasi yaglarin ikincil enerji kaynagi olarak

kullanilmasini engelleyerek hiicrede yag birikimine neden olur.

Sindirim sistemi dolayisiyla organizmaya giren pek ¢ok yabanci organik ve

inorganik maddeler portal sistemle karacigere ulasarak burada detoksifikasyon



reaksiyonlariyla zararsiz hale getirilir. Bu reaksiyonlar sirasinda meydana gelen
reaktif oksijen tiirleri karaciger hiicrelerinde cesitli harabiyetlere neden olabilir. Bu
sebeplerle hasara ugramis olan hepatositleri tedavi edebilmek igin, bugiin alternatif
tip yontemleri lipit peroksidasyonu azaltici ve antioksidan sistemi destekleyici
etkilerinden faydalanmak maksadiyla tercih edilmektedir. Bu yontemlerde kullanilan
ve antioksidan sistem iizerine etkisinden dolay1 tercih edilen tek hiicreli bir alg olan
Chlorella vulgaris’in yapisindaki flavonoidler, mineraller, zengin a ve B karoten
igerigi ile askorbik asit ve alfa tokaferol gibi birgok antioksidan 6zellikli kofaktore
sahip olmasi nedeniyle karaciger hasarinin 6nlenmesinde etkili olabilecegi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Peng ve ark. 2009, Oukarroum ve ark. 2012,
Li ve ark. 2013). Ayrica, kimyasal detoksifikasyon reaksiyonlari sirasinda serbest
radikalleri ortadan kaldirdigi ve hiicre yaglanmasi ile nekroz olusumunun Oniine

gecebildigi tespit edilmistir (Peng ve ark. 2009).

Propolis, arilarin kavak, mese, kaym, okaliptiis, akasya ve kozalakl
agaclardan toplayarak kovani soguk ve enfeksiyonlardan korumak i¢in kapladiklar
reginemsi bir maddedir. Yapisinda bulunan yiiksek flavonoid igerigi ve polifenoller
ile kalsiyum (Ca), potasyum (K), ¢inko (Zn) ve demir (Fe) gibi bir¢ok mineral
propolise; antimikrobiyal, antitimdral, antitoksik ve antiinflamatuar gibi bir¢cok
antioksidan etki kazandirmaktadir. Ayrica, yiiksek antioksidan igerigi sayesinde
hiicreleri lipit peroksidasyona karsi koruyucu etkilere sahiptir. Toksik ajanlarin
organizmadan uzaklastirilmas: sirasinda karacigerde bulunan enzim sistemleri
tizerine olumlu etkide bulundugu bildirilmektedir. Bu dogal antioksidan kaynaginin,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin uyardigi karaciger hastaliginin
diizeltilmesinde veya onlenmesindeki etkisi ve karaciger hiicresi {izerine koruyucu
aktivitesi pek ¢ok arastirmada gosterilmistir (Polat ve Kogan 2006, Saral ve Kolayli
2012).

Bu c¢alismada etil alkol ile olusturulan akut karaciger toksikasyonunda
Chlorella vulgaris ve Propolis kullaniminin karaciger histopatolojisi ve karaciger
dokusunun MDA, GSH ile GSH-Px diizeyleri iizerine etkisinin incelenmesi

amaglanmustir.



Bu c¢alismamda bana her zaman sabirla destek olan, ilgisini, sevgisini ve
emegini esirgemeyen bir tanecik danismanim Prof. Dr. Nadide Nabil Kamiloglu’na,
calismamda beni destekleyen ve akademik hayatima sayisiz katkida bulunan degerli
hocalarim Yrd. Dog. Dr. Birkan Top¢u, Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin Avni Eroglu, Yrd.
Dog¢. Dr. Gozde Atila ve Aras. Gor. Mustafa Makav’a, yine laboratuvar
calismalarimda beni yalniz birakmayan arkadaslarim Dr. Ogr. Baris Yildiz ve YL.
Ogr. Tarik Mecit’e, histopatolojik ¢alisamamda gerekli laboratuvar ¢alismasi icin
yardimlarini esirgemeyen Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Baskan1 Prof. Dr.
Sahin Aslan basta olmak {izere tiim Ogretim iiyelerine, asistanlarina ve sevgili
arkadasim Dr. Ogr. Serap Ilhan’a ve biitiin egitim-6gretim hayatim boyunca maddi
manevi destekleri icin basta annem ve babam olmak iizere tim SAHIN ailesine

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Xi



OZET

Bu calismada, etil alkol ile olusturulan akut karaciger toksikasyonunda
Chlorella vulgaris ve propolis kullaniminin karaciger histopatolojisi, MDA, GSH ve
GSH-Px diizeyleri iizerine etkisinin incelenmesi amaglandi. Bu amagla, 10-12 aylik,
200-250 gr. agirhiginda 32 adet eriskin erkek Sprague Dawley ratlar kullanildi. Ratlar
her grupta 8 hayvan bulunacak sekilde 2 deney ve 2 kontrol grubu olmak tizere 4
gruba ayrildi. 1. Grup kontrol grubu olarak degerlendirildi ve 5mg/kg izokalorik
maltoz gavajla verildi. 2. Gruba 7 g/kg/giin Etil alkol + %50 su, 3. Gruba dnce 300
mg/kg/giin Clorella vulgaris, sonra 7 g/kg/giin Etil alkol+ %50 su ve 4. Gruba dnce
200 mg/kg/giin propolis, sonra 7 g/kg/giin Etil alkol+ %50 su gavajla verildi. Tk
uygulamadan 15 giin sonra ratlar eter anestezisi altinda sakrifiye edildi. Alinan
karaciger doku ornekleri lipit peroksidasyon, GSH ve GSH-Px diizeylerine bakilmak
tizere -20°C’de saklandi. Ayrica, karaciger Ornekleri % 10’luk formaldehit

¢ozeltisine konularak histopatolojik olarak inceleninceye kadar saklandi.

Histopatolojik incelemelerde, kontrol grubunun karacigerinde herhangi bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Ancak, etil alkol ile toksikasyon olusturulan
hayvanlarin karacigerinde hasar olustugu, hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu ve hiicre
icinde yer yer vakuollesmelerin meydana geldigi gézlemlenmistir. Chlorella vulgaris
ve propolis verilen gruplarin karacigerinde etil alkol toksikasyonu sonucu olusan

bozukluklarin yer yer azaldig1 veya kayboldugu belirlendi.

MDA diizeyinin Kontrol Grubu’na gore Etil Alkol Grubu’nda istatistiksel
olarak belirgin diizeyde yiiksek oldugu goriiliirken (p<0.001), Chlorella vulgaris ve
Propolis Gruplari’nin MDA diizeylerinin Kontrol (p<0.05) ve Etil Alkol Grubu’na
(p<0.001) gore diisiik oldugu gozlenmistir. GSH enzim diizeylerinin Etil Alkol
Grubu’nda Kontrol Grubu’na gore belirgin sekilde diisiik olmasina karsin (p<0.05),
Chlorella vulgaris ve Propolis Gruplari’nin GSH enzim diizeylerinin Etil alkol ve
Kontrol Grubu’na gore belirgin sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001).
GSH-Px enzim diizeylerinin Etil Alkol Grubu’nda Kontrol Grubu’na gore diisiik

Xl



oldugu (p<0.05), Chlorella vulgaris ve Propoplis Gruplari’'nin GSH-Px enzim
diizeylerinin ise Etil Alkol Grubu’na gore yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Sonug olarak, akut alkol toksikasyonunda dogal antioksidanlardan olan
propolis ve Chlorella vulgaris’in kullanimmin karaciger dokusunu koruyucu
etkinligi tespit edilmistir. Propolis ve Chlorella vulgaris’in bu etkinligini karaciger
antioksidan enzim sistemlerini destekleyerek ve lipit peroksidasyon diizeyini

diisiirerek yaptig1 diisiintilmektedir.
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SUMMARY

In this study, it was aimed to investigate of effect of using Chlorella vulgaris
and propolis on liver histopathology, levels of lipid peroxidation, GSH and GSH-Px
in acute liver toxication which induced by ethyl alcohol. For this purpose, 10-12
monthold, 200-250 g, 32 Sprague-Dawley rats were used. Animals were divided into
4 groups in which 2 experimentand 2 control. In each group had 8 rats. Group 1 was
evaluated as the control group and 5 mg/kg isocaloric maltose were administrated
using by gavage. For Group 2, 7g/kg/day ethly alcohol solution (50%), for Group 3
first 300 mg/kg/day Chlorella vulgaris, then 7g/kg/day ethly alcohol solution (50%),
for Group 4, first 200 mg/kg/day propolis, then 7g/kg/day ethly alcohol solution
(50%) was administrated by using gavage. After 15 days of administration, the rats
were sacrificed under ether anesthesia. Taken liver tissue samples were kept at -20°C
in order to investigate the lipid peroxidation, GSH and GSH-Px levels. In addition,
liver samples were kept in 10% formaldehyde solution until histopathologically

investigate.

In histopathological examinations, there is no change was observed in liver of
Control Group. However, formed damage that shown as failed histological integrity
and the locally balloons in the cells were observed in liver of animals with ethly
alcohol toxication. It was determined that ethly alcohol intoxication disorder in the
cell decreased or dissappear in the liver cells of Chlorella vulgaris and propolis

treated groups.

While the MDA levels in the Ethly Alcohol Group were statistically high
distinctly compared to the Control Group (p<0.001), MDA levels of Chlorella
vulgaris and Propolis Groups were observed as low compared to Control (p<0.05)
and Ethly Alcohol Groups (p<0.001). GSH enzyme levels of Chlorella vulgaris and
Propolis Groups were higher than Ethly Alcohol and Control Groups (p<0.001). The
GSH enzyme levels of Ethly Alcohol Group were observed low as compared to
Control Group (p<0.05). GSH-Px enzyme levels of Ethyl Alcohol Group were
determined were low compared to Control Group (p<0.05). GSH-Px enzyme level of

XV



Chlorella vulgaris and Propolis Groups were high as compared to Ethyl Alcohol
Group (p<0.001).

Consequently, it was determined that using of natural antioxidants, Propolis
and Chlorella vulgaris, had protective effect on liver tissue in acute alcohol
toxication. It is considered that Chlorella vulgaris and Propolis were made this effect
though by supporting the antioxidant enzyme systems and reducing the lipit

peroxidation.
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Karaciger Toksikasyonu ve Etil Alkoliin Biyotransformasyonu

Tarihte bagimlilik yapan ilk maddenin alkol oldugu tespit edilmistir. Eski
zamanlardan bu yana alkoliin rahatlatici etkisi insanlar tarafindan kesfedilmis ve
kullanim sebebini kolaylastirmistir. Alkoliin ilk kullaniminin bal, elma, {iziim gibi
sekerli yiyeceklerin fermente olarak tiiketilerek baslandigi disiiniilmektedir. Daha
sonraki zamanlarda iiziim fermentasyonu ile alkol {iretimine dair bilgiler M.O. 6000
yilina kadar uzamaktadir. Ayrica bu donemlerde sarabin da kullanildig: ve ilag olarak
da tiiketildigi bilgileri bulunmaktadir (Uzbay 1981). Orta ¢agda atesli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmakla birlikte, siirekli olarak kullaniminin bagimliliga neden
olmasi ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda problemler olusturmasi nedeniyle

kullanim1 smirlandirilmistir (Kalyoncu ve Mirsal 2000, Ozfiliz 2001).

Alkol tahil, meyve gibi karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu elde edilen
1yl bir dezenfektan ve yiiksek dozlarda algi azalmasiyla ve motor fonksiyonlarda
bozulmayla seyreden anestezik etkiye sahiptir. Ancak, bagimlilik olusturmasi ve
canlt organizmalarin sindirim sistemlerinde, karaciger ve bobreklerinde toksisiteye
neden olmasi ayrica, cinsel giigte azalma ile sinir sistemini baskilama gibi fizyolojik
etkiler meydana getirmesi ve organizmanin stabil igleyisini bozmas1 nedeniyle etil
alkol de toksik maddeler arasina girmistir (Tungok 2003). Toksik oldugu kabul
edilen maddeler karacigerde bazi metabolik degisiklikler ile viicuttan
uzaklagtirllmaktadir. Organizma i¢in toksik etkili maddelerin daha az toksik
bilesiklere  ¢evrilerek  viicuttan  uzaklastirilmas1  detoksifikasyon  olarak
adlandirilmaktadir.  Detoksifikasyonda ‘toksikolojik devir’ olarak da adlandirilan
emilim, dagilim, birikim, degisim ve atilim siire¢leri biiylik oranda karacigerde

gerceklesmektedir (Budag 2011, Bat 2014, Tucer 2015).

Alkol kullaniminin bir hastalik sebebi olarak kabul edilmesi 14. yiizyila kadar
uzamaktadir. Tibbi olarak kanitlanmasi ve ‘alkolizm’ olarak ifade edilmesi 1800’1u

yillarda ve 19.yiizyil ortalarinda olmustur. 1904 yilinda alkolizmin bir davranig



bozuklugu oldugu fikri ortaya atilmistir ve bedensel, ruhsal ve toplumsal saglik
bozulmasi olarak da desteklenmistir. En son tanimlamalar WHO tarafindan 1992
yilinda ve Amerikan Psikiyatri Birligi tarafindan 1994 yilinda yapilmistir ve alkol
kullanimimin ‘biyopsikososyal’ bir rahatsizlik oldugu kabul edilmistir. Hastaligin
tanim1 ve sonuclariyla ilgili celigskiler devam etmekte olup tani ve tedavinin bir
uzmandan ¢ok sorunu yasayan kisilerin kabullenmesi ile asilacagi diistintilmektedir.
Alkol kullanimina bagli olarak kisinin bagimli olma durumuna karar verilmesi hali
baz1 gozlemler araciligiyla belirlenmektedir. Alkol, beyni etkileyerek keyif verici
etkileri ile bagimlilik olusturur ve alinmamasi halinde gergeklesen huzursuzluk
durumundan kurtulmak igin tekrar alma istegi olusturur. Bu nedenle, alkol ve
tirevleri kullanildiklar1 miktara bagli olmak kosuluyla, ilk olarak tiiketildiginde
bagimlilik degil uyarict etkiler gosterdigi, i¢ilen miktardaki siirekli artis ve buna
bagli olarak alkol toleransinin artmasi, alkol alinmadigi durumlarda yoksunluk
duygusunun yasanmasi bagimlilik olusumu i¢in alt yapiy1 olusturmaktadir (Uzbay
2014). Her defasinda bir oncekinden fazla alkol alma istegi, kendini kontrol
edememe ve birakmay1 bagaramama, alkol kullanimi sebebiyle devam eden sosyal
yasamindan uzaklasma ve bununla beraber gelisen psikolojik rahatsizliklar alkol

bagimliliginin meydana geldiginin habercisidir (Kalyoncu ve Mirsal 2000).

Agizdan alman alkol, viicudun biitiin sivilarina kolaylikla gegebilir ve
emilimi mide ve ince bagirsaktan yapilir. Viicuda agiz yoluyla alinan alkol yemek
borusu, mide ve sonrasinda ince bagirsaklara ulagir. Alinan alkoliin neredeyse
tamam1 ince bagirsaklardan emilerek portal yolla karacigere ulasir. Karaciger,
organizmaya giren alkoliin biiyiik bir boliimiiniin metabolik olarak islev gordiigi
organdir. Alkol karaciger hiicrelerinde sitozolde bulunan alkol dehidrogenaz (ADH)
enzim sistemi, endoplazmik retikulumda bulunan mikrozomal etanol enzim sistemi
(MEOS) ve peroksizomlarda bulunan katalaz enzim sistemi olmak iizere li¢ farkli

sekilde metabolize edilir (Akyilmaz 2002, Bouneva ve ark.2003, Ozkan 2007).

Portal yolla karacigere ulasan alkoliin biyotransformasyon olarak da
adlandirilan metabolik doniisiimii karacigerde gerceklesir. Biyotransformasyon olayi,

karacigerin 6zellesmis hiicreleri olan hepatositlerde ger¢eklesmektedir (Kalyoncu ve



Muirsal 2000, Eren ve ark. 2004). Biyotransformasyonun ilk asamasi olan Fazl’de;
monooksigenaz Ozelligi bulunan sitokrom P-450 enzim sistemi yardimiyla
hidroksillenme reaksiyonlarinin gerceklestigi evredir. Bu kimyasal olaylar hidroliz,
rediiksiyon ve oksidasyon gibi daha kiigiik bilesene ayrilma olaylaridir. Bir sonraki
asama olan Faz 2’ye gec¢en reaksiyon {liriinleri glukuronik asit, siilfat veya glutatyon
ile toksik ajanlar1 uzaklastirirken su agiga ¢ikmasi ile sonuglanan asamadir (Kuralay

2003, Zamani ve Yildirim 2014).

Biyotransformasyon reaksiyonlari, alkoliin karacigerde metabolik olarak iglev
gorebilmesi i¢in Ozellesmis enzim sistemlerinden olusmaktadir. Tiim reaksiyonlar
sonucunda meydana gelen iriin asetalaldehit dehidrojenaz (ALDH) ile metabolize
edilerek olusan asetaldehittir (Sekill).

Etanol

MEQS ADH Katalaz

Asetaldehit

ALDH
Asetik asit

N

co, H,0

Sekil 1. Alkoliin Metabolik Biyotransformasyon Yolu (Akyilmaz 2002).



Sitozolde gergeklesen metabolik reaksiyon, alkol dehidrogenaz enzimi ile
asetalaldehide, asetaldehid de aldehid dehidrogenaz enzimi ile asetikaside doniisiir.
Son olarak da karbondioksit (CO,) ve su (H,O) olarak viicuttan uzaklastirilmaktadir
(Ozcan 2008). Asetaldehit reaktif bir iiriindiir ve alkole bagli karaciger hasarinin
sebebi oldugu diisiiniilmektedir. Asetaldehit, mitokondriyal glutatyonun azalmasina
sebep olur, yag asitlerinin mitokodriyal B- oksidasyonunu azaltir ve membran
lipitlerinin okside ederek serbest oksijen radikallerinin olusmasina sebep olur (Ozerol
1996).

Etanol, mitokondri basta olmak iizere tasiyici proteinler, enzimler, membran
akigkanligina ve karaciger hiicre membranina zarar verebilir. Diger taraftan, alkol
metabolizmast sonucu olusan asetat, krebs dongiisii, elektron tasima sisteminin
araciligiyla yag asitlerinin sentezinde kullanilir. Bu yiizden alkol 6nemli bir enerji
kaynagidir ve ikincil enerji kaynagi olarak kullanilan yaglarin kullanimini
engellenmektedir. Etanoliin oksidasyonu, nikotinamid adenin dintikleotit (NAD)’i
indirgenmis sekli olan NADH’a doniistiiriir. Yaglarin oksidasyonu i¢in gerekli olan
NAD’in azalmasi yag asitlerinin oksidasyonunu engeller ve hepatositlerde yag

birikimine sebep olur (Bouneva ve ark. 2003, Ozkan 2007, Sekil 2).

CH4CH,OH (etanol) + NAD* Alkol Dehidrogenaz _ -~y o0 (asetaldehit) + NADH + H*

CH,CHO + NAD*' Aldehit Dehidrogenaz_ oy cOO™ (asetat) + NADH + H*

Sekil 2. Alkol dehidrogenaz (ADH) Enzim Sistemi Yolu ile Metabolize Edilmesi.

Mikrozomal etanol oksidasyon sistemi (MEOS) alkol, kimyasal ya da
ilaglarin biyotransformasyonunda bir cevap olan sitokrom P-450 2E1 (CYP2EL)
rediiktaz enzim sistemini ve P-450 izoenzim grubunu igerir. P-450 2E1 yolu, alkol
alimi ile uyarilir (Reuben 2006). Bu metabolik yolda bir oksijen NADPH’1 NADP*

’ye yiikseltger ve 6te yandan diger oksijen de etanolden asetaldehit oksidasyonuna



sebep olur. Boylece oksijen atomlar1 indirgenmis olur ve bu durumun sonucu olarak
da iki mol su olusur. Endoplazmik retikulumda membrana bagli olarak bulunan
MEOS, etanoliin yikimi sirasinda oksijen yardimiyla NADPH’in oksidasyonunu
saglar (Lieber 1999, Akyilmaz 2002, Sekil 3)

Etanol + NADH + 0, —MEOS _ Asetaldehit + NAD* + H,0,

Sekil 3. Mikrozomal Enzim Sistemi ile Metabolize Edilmesi.

Diger bir asama ise Kalataz yoludur. Peroksizomlarda yerlesmis ve hidrojen
peroksit (H,0,) varliginda uyarilan bir enzimdir. Alkolii metabolize ettigi miktar %1-
2 oranindadir. Bu ylizden her zaman aktive olan bir enzim degildir. Ayn1 zamanda
siirekli olarak alkol tiikketmeyen insanlarda aktivitesinin daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir (Hoek ve ark. 2002, Sekil 4).

Etanol + H,0, Katalaz - Aceraldehit + 2 H,O veya

2 H,0, Katalaz _ 5> .5 + 0,

Sekil 4. Katalaz Enzim Sistemi Yolu ile Metabolize Edilmesi.

Yiiksek dozlarinin toksik etkiye sahip oldugu bilinen etanol, karacigerde bazi
detoksifikasyon mekanizmalar ile organizma i¢in zararsiz bilesiklere doniistiiriilerek
uzaklagtirilmaktadir. Asir1 ve siirekli kullaniminin elektron tasiyic1 sistemde
olusturdugu azalma nedeniyle, hiicrelerde yag birikimine sebep oldugu, olusan
hepato steatozun hiicrelerde ROS olusumunu baslatan sinyalleri yarattigini ve bunun
takiben antioksidan mekanizmalarin yetersizliginin hiicre hasarin1 da beraberinde

getirdigi bilinmektedir.



1.2. Etanoliin Farmakolojik Ozellikleri

Organik yapili bir bilesik olan etanol (etil alkol, CH3-CH,OH) iki karbonlu
alifatik yapili kimyasal bir maddedir. Karbonhidratlar, meyveler ve tahillarin
fermentasyonu sonucunda elde edilmektedir. Renksiz, yanici, kendine 6zgl kokusu
ve tad1 olan bir sividir. Suda neredeyse yiizde yiize yakin bir ¢dziinme gosterir. Bu
Ozelligi dolayisiyla sindirim kanalina kolayca gegerek ve karaciger araciligiyla

sistemik dolasima katilmaktadir (Ozcan 2008).

Vazodilatator etkisinden dolayr damar genisletici 6zelligi vardir. Bu durum
etil alkoliin Ozelligine baglh olmayip bir ara {irlin olan asetaldehit ile
iligkilendirilmektedir. Etanol agizdan alinip mideye ulastiginda, midede hidroklorik
asit ve gastrin salinimi arttirarak kusma ve bulantiya sebep olabilmektedir. Sempatik
sinir sistemi yoluyla bazi hormonlari uyararak kalp atim hizinin artmasina,
damarlarin geniglemesine, kan akiminin hizlanmasina ve ciltten hizli bir sekilde 1s1
kaybina sebep olur. Ayni zamanda vazomotor etkisinden dolay1r alkol alimi
sonrasinda yiiz kizarmalart da gozlenebilir (Coskunol ve Altintoprak 1999). Aymi
zamanda solunum sayisinin artmasina ve solunum sayisinin ve derinliginin
degismesine sebep olur. Hormonal diizeyde hem stimiile edici hem de inhibe edici
etkisi bulunmaktadir. Antidiiretik hormonu baskilayarak ditiretik etki yaratirken,
adrenalin salinimini1 uyararak kardiovaskiiler ve respirator degisikliklere neden olur

(Yalg¢in ve ark. 2003) .

1.2.1. Karaciger Toksikasyonunda Etanol’iin Metabolizmasi

Etanol olarak da bilinen etil alkol, doymus bir karbon grubuna hidroksil
grubunun baglanmasiyla olusan organik bir molekiildiir (Sekil 5). Diiz zincirli bir
yapist ve kendine 6zgii tad1 ve kokusu vardir. Renksiz, ugucu ve yanict bir sividir
(Ozcan 2008). Molekiil agirlig1 46,07 g/mol, yogunlugu 0,789 g/cm? , erime noktasi -
114 °C ve kaynama noktasi 78 °C olan bir sividir (Uzbay 2014). Karbonhidratlarin
fermantasyonu veya distilasyonu sonucu elde edilmektedir. Seker kamisi, musir,

bugday gibi tahillar kullanilan hammaddeler arasindadir. Etil alkol biyoyakit,



antiseptik, glikojen yapili maddelerin korunmasi ve bazi histokimyasal ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. Dokulardan su ¢ekerek protein bozulmasi, doku sertlesmesine ve
denatiirasyonuna sebep olur. Keyif verici etkisinin yani sira yiiksek dozlarinin toksik
etkiye sebep oldugu bildirilmektedir (Meral ve Saydan Kanberoglu 2012). Plazma
proteinlerine baglanmaz ve viicudun sivi boliimlerine kolayca gegebilir (Uzbay

2014).

H H
H-C-C-0O-H

E
H H

Sekil 5. Etil Alkol (Ozcan 2008).

Gay-Lussac tarafindan sekerin fermantasyonu ile etanol olusumu ilk olarak

1815 yilinda formiiliize edilmistir (Bengisu 2014).

C6H1206 —> ZCZHGO + 2 C02

Herhangi bir kaynaktan etanol elde edildiginde izlenen yol dort temel

asamadan olusur;
Bunlar sirasiyla;

» Sekerin agiga ¢ikmasi i¢in 0n islemlerin uygulanmasi,
> Bakteri ya da mayalarin kullanilmas: ile sekerin etanol ve CO3’e

donilismesi,



» Etanoliin distilasyon yontemi ile fermentasyon ortamindaki diger
bilesenlerden ayrilmasi,
» Dehidrasyon uygulamasi ile etanol ile birlikte bulunan suyun

uzaklastirilmasidir (Meral ve Saydan Kanberoglu 2012, Sekil 6 ).

Hammadde = Ogiitme = Sivilastirma
J
W
Sekerlendirme »| Fermentasyon > Damitma
J
W
Susuzlastirma {—>» Etanol

Sekil 6. Etanoliin Elde Edilme Asamalar1 (Meral ve Saydan Kanberoglu 2012)

Endiistiyel olarak etanol sentezlemek igin, fermantasyon yolunun veya
etilenin kullanildig1 yol olmak tizere iki metottan faydalanilmaktadir. Ticari amagh
veya alkollii i¢ki olarak tiiketilen tiim igkiler fermentasyon yolu kullanilarak elde
edilebilir. Fermentasyon yontemi ile alkol eldesi anaerobik bakteriler yardimiyla
yapilir. Bakterilerin bulundugu ortama sakkaroz eklenerek bir siire 1s1ya tabi tutulur.
Optimum 1s1ya ulasildiginda bakterilerin yapisinda bulunan invertaz enzimi

yardimiyla sakkaroz, glikoz ve fruktoza ayirir (Akyilmaz 2002).

CiHppOp + Hy0 —WVERZ o Glukoz + Fruktoz




Reaksiyon sonucu olusan glikoz ve fruktozu yine maya hiicrelerinin
yapilarinda bulunan zimaz enzimi ile etanol ve karbondioksite doniistiiriir (Akyilmaz

2002).

CeH1,0 —£M3Z o 2 CH.CH,OH + CO,

Fermantasyon sirasinda karbonhidratlarin piriivata yikimi glikoliz olay1
esasina gore gerceklesir ve piriivat dekorboksilaz enzimi tarafindan asetaldehite
dekarboksillenir. Boylece asetalhehid serbest birakilir. Bunu takiben asetaldehit
NADH ve ADH ile etanole indirgenir ve ATP (adenozintrifosfat) olusur (Akyilmaz
2002, Sekil 7).

S

Glukoz » 2 Piriivat
2C0O,
-
2 Etanol @ — 2 Asetaldehid

Sekil 7. Alkol Mayalanmasi (Akyilmaz 2002).

Etilen ile elde edilen etanol; boya, kozmetik ve temizlik malzemelerinin
yapim agamasinda kullanilmaktadir. Bu yontem, reaksiyonun tek asamada
gerceklesmesi ve katalizorlerin tekrar tekrar kullanilarak c¢evreye zarar verici

etkisinin azalmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Akyilmaz 2002).



H,PO4 H,PO3
H,C=CH, + + H, O —> CH3CH,OH +
substrat substrat

llaglar, anestezikler, baz1 yiyecekler, alkol, kimyasal maddeler organizmalar
i¢cin farmakolojik dozlarda beklenen etkileri olustururken, yiiksek dozlarda karaciger
toksikasyonuna sebep olabilen ajanlardir. Toksik etkiye sahip olan maddeler
karacigerde detoksifiye edilir. Fakat bu maddelerin asir1 kullanimi veya bu
maddelere asir1 maruz kalma karaciger hiicrelerinin dejenerasyonuna, hiicre igi
dengenin bozulmasina ve yag birikimine neden olarak, karaciger hiicrelerinin
toksifikasyonuna neden olabilir. Toksik etki yaratan maddeler hiicre igi iyon
dengesini bozarak, hiicrelerarasi iletisimi saglayan kalsiyum dengesini de bozar. Bu
durum aktin yapisinin dagilmasina neden olarak hiicre yikimina sebep olur. Bazi
ilaglar veya kimyasallarin taginmasini saglayan proteinleri etkilemenin yaninda, safra
salgilanmasii saglayan bolgedeki aktin filamentlerinin yikimina da sebep olabilir.
Bu durum safra salimmina engel olur ve hiicre zedelenmesine yol agar. Safra
birikimi, hiicre 6liimiinii tetikleyen ve sitoplazmada bulunan reseptorlerin plazmaya
gecisini ve kontrollil hiicre 6liimiinii baslatir. Hiicre 6liimii, hiicre hasar1 ile uyarilan
immiin sistem tiimor nekroz faktor (TNF- o) ve Fas yolaklarini aktif hale getirir.
Boylelikle hiicre oliimiine ve kromatin kaybina sebep olur. Toksik etki gdsteren
maddeler biyotransformasyon sonrasinda P-450 enzim aktivasyonu ile birlikte olusan
metabolitler enzimlerle birleserek hiicre yok olmasi olarak (T hiicre cevabi) da
adlandirilan sitoliz olayini tetikler. Bu uyarim hepatosit hiicre 6liimii ile sonuglanir.
Organizmalar igin toksik kabul edilen kimyasallar karaciger hiicrelerindeki toksik
etkilerinin disinda, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna da neden olarak
toksikasyonu daha da gii¢lendirebilir (Aric1 2008, Tucer 2015).
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1.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger, karin boslugunda yer alan, loblar1 bulunan viicudun en biiyiik
organi ve en bilyiik bezidir. Yetiskinlerde ortalama agirlig1 viicut agirliginin %2’sine
esittir. En dista periton ile ortiiliidiir. Peritonun altinda karacigeri boliimlere ve
loblara ayiran glisson kapsiilii adi verilen bir zar bulunmaktadir. Temelde lobus
hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olmak iizere iki ana loba ayrilir. Ayrica lobus
hepatis dexterin alt kisminda quadratus ve arkada kisminda ise lobus caudatus olmak

tizere iki alt loba yine ayrilir. Hem i¢ hem dis salgi bezidir (Ergiin ve Ergiin 2009).

Karacigerin en kiiciik hiicresi hepatositlerdir. Yaklasik yasam siireleri 150
giindiir. Bu hiicreler karacigerin iglevlerine gore 6zellesmistir. Sindirim kanalindan
emilen besinlerin islenmesi, depolanmasi, zararli olanlarin detoksifiye edilmesi veya
dolagima katilmasini yine burada saglanmaktadir. Hepatosit hiicreleri hem diiz hem
de graniilli endoplazmik retikulumdan zengindir. Karacigere gelen kanin islev
gormesiyle albiimin, fibrinojen gibi bazi kan proteinlerine ayrilmasi gibi asidohilik
sitoplazmada gerceklesen olaylar graniillii endoplazmik retikulum, alkol, ilag veya
organizmaya alinmig toksik bir maddenin uzaklastirilmas: da graniilsiiz endoplazmik
retikulum yardimi ile gergeklesmektedir. Yaklasik 500°in lizerinde kimyasal olayin
gerceklestigi diistiniilmektedir. Karacigerin 6nemli bir dis salgist (ekzokrin) olan
safra, duedonuma bosalarak yaglarin sindirimine yardimci olur. Lipit, protein, yag
metebolizmasinda sindirime yardimci olur (endokrin). Viicuda alinan ilaglar gibi
birgok toksik maddeyi inaktive eder. Viicuttaki metabolik artiklarin iireye
dontistiiriilmesini saglayarak bobrekten atilmasimi saglar. Bazi kan proteinlerinin
yapiminda gorev alarak kanin pihtilagsmasi i¢in gerekli proteinleri saglar ve demir
metabolizmasinda gorev alir. A, D, K gibi baz1 vitaminleri depolar. Ayn1 zamanda
hematopoez’in de embriyonel donemde yapildig: yerdir (Demirci 2006, Ergiin ve
Ergiin 2009).

Karaciger bahsedilen bu gorevleri bir dolasim sistemiyle saglamaktadir.
Karacigere kan iki ayr1 ana damardan gelir. Birincisi karacigerin fonksiyonel damari

olan portal ven olarak da bilinen vena porta, digeri ise karacigerin besleyici damari
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olan arteria hepaticadir. Her iki damarda karaciger kapisi olarak adlandirilan
hilumdan (porta hepatis) girer. Vena porta; periferden alinan kanin biiyiik bir kismin
karacigere getiren damardir. Besin maddeleri bakimindan zengin olan kan
gastrointestinal sistemin biiyiik bir kismin1 dolasir. Sindirim sistemi ve pankreastan
salinan hormonlari, dalaktan eritrosit yikim tirinlerini ve diger artik maddeleri alarak

karacigere gelir (Ergiin ve Ergiin 2009).

Arteria hepatica; aort damarinin bir koludur. Ayni zamanda karacigerin
besleyici damaridir. Oksijence zengin kani karacigere getirir. Cok fazla bag
dokusuna sahip olmayan bu bolge stroma olarak adlandirilir ve gittik¢ce dallanarak
karacigerin ¢ok kiiclik alanlarina da dagilir. Dallanan damar agi1 sinuzoid adi verilen
bosluklarla birlesir ve sinuzoidler yardimiyla da sentral vene baglanir. Bdylece
arterio hepatica aorttan gelen oksijenli kani sindirim sisteminden gelen kan ile
karisir. Igerikler sinozoidlerin duvarinda bulunan endotel hiicreler yardimiyla
hepatositlere aktarilmaktadir. Hepatositler tarafindan islenen kan dis salgi yoluyla
duedonuma gonderilir ve dolagima katilir. Tek doniise sahip olan bu damarlar bir
araya gelerek vena hepatica adin1 alir. Genisleyen sinusoidler ile de birleserek vena

cava inferior’a agilirlar (Kuscu 2010, Sekil 8).

Hepatositler

— Portal ven
% ’.’
'\. - Hepatik arter
— Sentral ven
~ Safra kanalikulleri

Safra kanali

Venoz sinasler

Sekil 8. Karaciger hiicresi

(http://www.drahmetdobrucali.com/hastaliklar/primer-biliyer-siroz, son erisim:15.12.2015).
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1.4. Etil Alkol Toksikasyonu ve Karaciger Histopatolojisindeki Degisiklikler

Kan dolagimi, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin diizenlenmesi,
vitaminlerin depo edilmesinin yanisira karaciger; ilag, alkol, mantar gibi toksik
etkiye sahip olabilecek maddelerin arindirilmasi islemini de yapmaktadir. Toksik
etkiye sahip bu maddeler karacigerde bulunan ALT (alaninaminotransferaz), AST
(aspartat aminotransferaz), GGT (gamma-glutamyltransferase) enzim sistemleri
tizerinde etkili olabilmektedir. Fakat bu etkinin yanisira histopatolojik olarak bazi
hasarlar da gozlemlenebilmektedir. Bu durum karaciger hepatositlerinde genellikle
yaglanma olarak goriilebilmektedir. Karaciger yaglanmasi yaygin olarak bilinmeyen
sebeplerin yani sira obezite ve diyabet gibi bazi durumlarla da iliskilendirilmektedir

(Sonsuz 2007).

Etanol hepatositlerde meydana getirdigi balonlagma olarak da adlandirilan ve
yag metabolizmasini etkileyen hasara sebep olur. Protein yapisinin hasar gérmesine
bagh olarak karaciger enzim sistemlerinin bozulmasi ile asetaldehit hepatositlerde
birikerek nekroz, hiicre bozulmasi ve yaglanmaya sebep olmaktadir. Yaglanma,
makrovezikiiler yaglanma ve mikrovezikiiler yaglanma olarak derecelendirilir.
Makrovazikiiler yaglanma en yaygin seklidir. Hepatositler, hiicre g¢evrelerini ve
niikleusu saran, hepatositleri dolduran genis ve biiyiik bir yag kitlesi igerir. Herhangi
bir karaciger doku bozulmasi olmadan kisa siireli oldugunda nispeten iyi huylu
olarak adlandirilir. Yaglanmanin meydana gelmesi yag dokusunun birikimi, artan
yag asidinin hepatositlerde birikiminin artmasi, karacigerden trigliserit miktarinin
azalmas1 ve mitokondriyal B-okdidasyon yoklugu gibi sebeplerle nitelendirilebilir.
Yaglanmanin diger bir ¢esidi olan mikrovezikiiler yaglanmanin aksine, hepatositler
cekirdekten ayrilan kiiciik yag vezikiilleri ile doludurlar. Bu durumun karisiklig
ilerleyen donemlerde hastalik seyri agisindan siniflandirilmaktadir.  Ayrica
yaglanmaya ek olarak nekroz ve fibrozis gibi diger karaciger rahatsizliklari da
gorilmektedir. Bu durumlarda serum transaminaz ve bilirubin miktar1 artmasina
ragmen protrombin zamaninda uzamalar gézlenebilmektedir (Romenty ve ark. 1997,
Clouston ve ark. 2005). Ayn1 zamanda sentral vene yakin olan hiicreler hipoksik

ortama daha fazla maruz kaldiklar1 i¢in mitokondri bakimindan olduk¢a zengin olup
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toksik hasarlara kars1 daha hassastir. Bu durum alkol veya herhangi bir toksik ajana
maruz kalma durumunda birinci alan olarak gosterilmektedir (Saral ve Kolayli 2012,

Sekil 9).
— > sentral ven
zon 3 hiicreleri

2 zon 2 hiicreleri

1 zon 1 hiicreleri

Sekil 9. Karaciger Hiicresinin Histolojik Yerlesimi.

1.5. Etil Alkol Toksikasyonu ve Karacigerde Oksidatif Stres

Yasamlarin1  aerobik solunum yardimiyla devam ettirebilen bazi
organizmalar, giines enerjisinin rediikte edilmis halini, bazi biyokimyasal ve
fizyolojik yollarla CO, ve Oy’e kadar indirgemek kosuluyla enerji olarak
kullanabilirler. Gergeklesen reaksiyonlar sirasinda metabolizmada bulunan organik
molekiiller O, kullanilarak enerjiye doniistiiriilir ve doniisiim sirasinda elektron
aktarimlan gergekleserek O, daha aktif hale getirilir. Serbest radikallerin olusumuna
da neden olan bu durum oksidasyon olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikallar ise,
hiicre membran1 ve deoksi riboniikleik asit (DNA) hasari, enzimatik yolaklarda
aksakliklar ve toksisite gibi fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir (Burgak ve
Andican 2004).

Serbest radikallerin olusumuna en biiyiik katkiyr saglayan O, hayatsal

faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi ve enerji ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in vazgecilmez
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bir kaynaktir. Ancak, O, biyokimyasal tepkimeler sonucu organizmaya hasar
verebilecek iriinlerin olusumuna sebep olabilmektedir. Oksidatif stres olarak
adlandirilan bu durumun, mitokondri elektron tasima sistemi, oksidatif reaksiyonlar,
metabolik olaylar sonucu olusan diisiik pH’ya sahip maddeler, ultraviyole isimnlar,
ilaglar, sigara ve toksik ajanlar gibi bir¢ok sebebi bulunmaktadir (Caylak 2011).
Organizmaya en ¢ok zarar veren reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen serbest

radikal gruplari; Oy’ (siiperoksit) radikali ve H,O;’tir (Caylak 2011).

O,  (stiperoksit) radikali; metabolik doniisiimler i¢in olduk¢a Onemli bir
kaynak olan oksijen, kullanimi sirasinda olduk¢a reaktif bir hal almaktadir.
Mitokondrilerde oksijen kullanilarak su olusturmak tizere elektron alarak
indirgenmesi ve bag yapmamuis bir elektron bulundurmasi dolayisiyla oldukca reaktif
bir halde gelir. Karaciger enzim sistemleri, hormon sentezi, fagositoz, hiicre

biiyiimesi gibi fizyolojik olaylarda olusabilmektedir (Caylak 2011).
O,+e — 0,

H,O, (Hidrojen peroksit) radikali; stiperoksitler gibi reaktif bir {irlin
olmasinin yaninda yiiksek oranda toksik etkiye de sahiptirler. O,”ye bir elektron
aktarimi veya O;’ye iki elektron almasi ile olugmaktadir. Insan viicudunda saatte
milyonlarla ifade edilebilen bir {iretimin s6z konusu oldugu bildirilmistir (Giirgéze

ve ark. 2007).

SOD
20, + 2H" — > 0O, + H,0,

Hiicre membraninda bulunan ve hiicrede ger¢eklesen fonksiyonel olaylar
sirasinda olusan reaksiyon iiriinleri hiicre hasarina sebep olabilmektedir. Bu durum
toksik ajanlar, asir1 ve slirekli alkol tiiketimi, kimyasallar, vitamin eksikligi,
yaslanma, kanser gibi durumlar ile desteklenerek hiicre hasar1 ve toksikasyonu,

nekroz ve hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. En ¢ok karsilasilan durumlardan biri
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olan doymamis yag asitlerinden H’nin ayrilmasi ile olusan reaktif oksijen tiirleri
H’nin ayrilmasiyla bir lipit radikali meydana getirebilmektedir. Bu olusum oksijenle
tepkimeye girerek aktif bir lipit radikali ve sonrasinda lipit hidroperoksitlerini
olusturmaktadir (Sezer ve Keskin 2014).

Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninda bulunan yag asitleri ile serbest
radikallerin oksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) gibi son iiriinlerin
olusumunu meydana getirerek hiicre hasarinin habercisi olabilmektedir. Oksijen,
hiicre membraninda bulunan yaglar ile reaksiyon gostermesi hiicre biitiinliigiiniin
bozularak hiicre i¢i iyon dengesine zarar verebilmektedir. Bunun yani1 sira protein ve
enzimatik reaksiyonlarin igleyisini hasara ugratarak DNA ve RNA (riboniikleik asit)
tizerinde de olumsuz etki gosterebilmektedir. Lipit peroksidasyonu sirasinda
peroksitler hiicre membraninda bulunan yag asitlerini etkileyerek yeni radikallerin
olusumunu saglarken 6te yandan olusan H atomlarini kullanarak lipit peroksidasyona
doniistiiriir ve boylece bu reaksiyonlar biitiinii kendi kendini katalizleyerek devam
eder (Sezer ve Keskin 2014).

Bir takim toksik ajanlar, hiicrede serbest radikal olusumunu artirarak hiicre
membrant hasarint indiiklemektedir. Organizmanin maruz kaldigi bu toksisite
durumu karaciger tarafindan ortadan kaldirilabilmektedir. Karacigere gelerek
triklorometile doniisiimii ve sonrasinda oksijenle birleserek serbest radikal meydana
getiren karbon tetrakloriir (CCly), karacigerde toksikasyona sebep olabilmektedir.
Toksik maddeler karacigerde glutatyon miktarini azaltarak antioksidan savunma
sisteminin baskilanmasi sonucunda hiicre hasar1 meydana getirebilmektedir. Ayni
zamanda mitokodride de olduk¢a fazla bulunabilen siiperoksitler, sitokrom P-450
gibi bazi enzim sistemlerini 6nemli derecede etkileyebilmektedir. Ksenobiyotiklere
maruz kalma durumunda karaciger histopatolojisinde yaglanma ve nekroz olarak
gozlenebilmektedir. Ayn1 zamanda karaciger hiicrelerinin maruz kaldigir toksik
ajanlar siiperoksitlerle birleserek lipit peroksidasyonunu baslatan onciil maddelerin

olusumunu saglar. Boylece hiicre hasar1 baglatilmis olur (Mercan 2004).
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Karacigerde toksikasyona sebep olan maddeler arasinda yer etanol,
hepatositlerde serbest radikal olusumu ile toksikasyona sebep olabilmektedir. Bu
durum hiicresel hasar meydana getirerek antioksidan enzim sistemlerini
baskilamaktadir. Etanol sahip oldugu toksik etkisi dolayisiyla ROS {iretimini ve lipit
peroksidasyonunu uyarmaktadir. Alkoliin karacigerde onemli derecede artisi ile
birlikte GSH ve GSH-Px gibi enzim seviyesinde azalma gozlenebilmektedir ve bu
duruma bagli olarak hiicre hasarmin ilerlemesine katki saglayarak lipit
peroksidasyonun baglamasina ve hiicre hasarinin habercisi olan MDA diizeyinde
artisa sebep olabilmektedir. Olusan oksidatif stresle beraber ileri derecede hiicre
hasarinin da gozlendigi incelenmistir (Darwish ve ark. 2012, Yang ve ark. 2012).
Asiri alkol tiiketimini takiben yaglanmayi ile birlikte ilerleyen alkolik hepatit ve
sonunda siroz ve nekrozu getirmektedir. Alkol ile olusan karaciger hasarinin sebebi
cogunlukla karaciger hiicrelerinde artarak biriken serbest radikallerdir. Boylece lipit
peroksidasyona sebep olan bu reaktif iiriinler oksidatif hasar1 tetikleyebilmekle
birlikte histopatolojik hasari da olusturabilmektedir (Wu ve Cederbaum 2003,
Cederbaum ve ark. 2009). Etanol ile iligskilendirilen bu durumun ilk ve Onemli
adiminm1 olusturan oksidatif stres, ROS, oksidan/ antioksidan dengenin bozulmasi,
hiicresel proteinler ve lipitlerin oksidanlarinin uyarilmastyla
degerlendirilebilmektedir. Ayrica, antioksidan sistemde yer alan vitamin miktarinin
azalmasi, hiicre i¢i antioksidan miktarinin disiisiine sebep olarak oksidatif stres

olusumuna 6nemli derece uygun kosullar sagladig: bildirilmistir (Ramirez-Farias ve
ark. 2008).

1.6. Etil Alkol Toksikasyonu ve Karacigerde Biyolojik Antioksidanlar

Organizmanin maruz kaldigi ilaglar, kanserojenler, ksenobiyotikler, toksik
maddeler ve kimyasallarin zararli etkilerinden korunmak igin metabolizmada
bulunan maddelere antioksidan adi verilmektedir. Bazi vitaminler (C,E,A),
betakaroten, flavonoidler, polifenoller ve bu maddeleri igceren meyve ve sebzeler,
besin destegi amagl bulunan ticari iriinler external antioksidanlar, organizmada
bulunan siiperoksit dismutaz, GSH, glutasyon peroksidaz, katalaz (CAT) gibi

internal antioksidanlar olarak degerlendirilmektir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2009). E
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vitamini zincir kiric1 6zelligi dolayisiyla peroksit yapilarini indirgeyerek zararsiz hale
gelmelerini saglamaktadir (Caylak 2011, Sezer ve Keskin 2014). Yine, meyve ve
sebzelere renk veren karotenoidler, biiyiik oranda B-karotenin elektron yakalama
ozelligi ile stiperoksitlerdeki eslesmemis elektronu yakalayarak oksidadif hasara
engel olmaktadir. Suda ¢dzilinen ve turunggil, domates ve yesil yaprakli sebzelerde
bulunan C vitamini de serbest radikalleri temizleme o6zelligi ile detoksifikasyon
mekanizmalarina katilmaktadir. Ayrica, askorbik asit pro-antioksidan 6zellik gosterir
ve kofaktor gorevi yapan mineralleri indirgeyerek hiicre hasarinin Oniine gecer

(Caylak 2011).

Karaciger hiicrelerinde toksikasyona kars1 antioksidan etki gosterebilen enzim
sistemleri bulunmaktadir. Sitozolde bulunan ve siiperoksid dismutaz (SOD) olarak
adlanlandirilan bu enzimler kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikalleri
hidrojen peroksite ve oksijene doOniistiirir. Bu donilisim stiperoksit diizeyini
distirerek lipit peroksidasyonunun Oniine geger. Eritrositlerde ise bu durumun 6niine
gecen ve antioksidan etki gosteren bir enzim olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
organizmanin savunma sistemini olusturan hiicreleri koruyarak immiin sisteme de
destek olur. Savunma sistemine destek olan bir diger antioksidan enzim ise glutatyon
S-transferaz (GST) dir. Karacigerde detoksifikasyon mekanizmasinda biiyiilk 6neme
sahip olan sitokrom P-450 enzim sistemi ile birlikte hiicre i¢i tasiyic1 ve baglayict
sisteme destek olur. Boylece reaktif iriinler uzaklastirilarak toksikasyona engel
olunur. Cogunlukla peroksizomda bulunan ve nadir olarak da sitozolde goriilen
katalaz ise hidrojen peroksit radikalinden su ve oksijen olusumu ile H,O; birikimini

engelleyerek detoksifikasyona yardimei olur (Kasapgopur Ozel ve Birdane 2014).

Organizmanin dogal antioksidan enzim mekanizmalar1 arasinda yer alan ve
etanoliin yanisira diger bir¢cok toksik maddelerin okside edilmesinde 6nemli rol
oynayan GSH, CYP2El1 uyariminin enzim sistemine iletilememesi ile GSH,
miktarinda diislis goriilmektedir. Bu diisiisiin sebebi mitokondiyal ve hiicre
membrant hasari ile iliskilendirilmektedir. Etanoliin hiicresel hasara ve toksik etkiye
sebep olmasi, ligazlarin transkripsiyonel aktivasyonu sayesinde GSH uyarimi

gerceklesmektedir. Etanol tiiketimi dolayisiyla oksidanlarin olusumu, oksijenli
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solunum sonucunda olusan yan iriinlerin de birikimiyle karaciger hiicreleri lizerinde
toksik etki olusturmaktadir. Bu durum mitokondriyal glutatyon tasinimina engel
olarak GSH olusumunu inhibe eder. GSH, etanol ve solunum ile olusan peroksitlere
kars1 6nemli bir savunma mekanizmasi oldugu gosterilmektedir (Das ve Vasudevan
2007). Sitozolde bulunan ve hidrojenperoksit ve hidroperoksitlerin indirgenmesinde
Oonemli bir yere sahip olan GSH-Px antioksidan sistem, fagositik hiicrelerin zarar
gormesini engelleyerek hiicresel mekanizmay1 korumaktadir. Proteinlerin yapisinda
bulunan -SH gruplarini koruyarak hiicre i¢i amino asit tasimmimina yardimci
olmaktadir. Hidrojenperoksitlerin aktivasyonu ile olusan GSSG, glutatyon
rediiktazlarin olusumu ile GSH’a doniismektedir. Toksikasyonlara maruz kalma
durumu GSH-Px enzim sistemini etkilerek hidrojen peroksit birikimine ve lipit
peroksidasyonunun baglamasma sebep oldugu gosterilmistir (Gilirsoy 2005).
Metabolik olaylar sonucu olusan hidrojen peroksit, organizmadan uzaklagtirilmasi su
ve oksijene dontiserek yapilmaktadir. Antioksidan enzim sistemi elemanlarindan olan
CAT, ROS indirgeyerek su ve oksijen olusumunu saglar. Ayrica SOD da dokularda
oksijen basincinin yiikselmesi dolayisiyla aktivasyon gosterek karaciger hiicre

hasarinin 6niine gecerek toksik etkiyi baskiladigi bildirilmistir (Koch ve ark. 1994).

1.7. Chlorella Vulgaris

Tedavi edici etkisi, yiiksek antioksidan 06zelligi bulunan ve besin destegi
olarak da tiikketilen Chlorella vulgaris tek hiicreli bir algdir. Yapisinda
karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler, esansiyel amino asitler, yag asitleri
(omega 3 ve omega 6), vitaminler, diyeter fibriller, biiyiime faktorleri gibi pek ¢ok
makro ve mikro besin maddelerin barindirir. Chlorella vulgaris, klorofil alfa ve beta
karoten, askorbik asit, alfa tokaferol, lutein, likopen, zeaksantin gibi farkli pek ¢cok
anti oksidani icerdigi gibi bakir, ¢inko ve magnezyum gibi iz elementleri de
icermektedir. Bazi arastirmacilara gore, hipertansiyonun kontrolii, iilser, kronik
yorgunluk ve uykusuzluk gibi problemlere karsi fayda sagladigi diistintilmektedir.
Ayn1 zamanda antitlimor ve toksik durumlara karsi da verimli sonuglar elde edildigi
gosterilmektedir (Aizzat ve ark. 2010, Yasmin ve ark. 2010). Sadece temel besin

kaynag1 formlariin yanisira su kirliligine de karsi kendi kendini aritma ve temizleme
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islemi de yaparak yasadiklarin sularin ekosistemleri i¢in de O©nemli rol
oynamaktadirlar. Buna bagli olarak da algler, nanopartikiiller, toksik ajanlarin yok
edilmesi i¢in kullanilan organizmalardan biridir (Ji ve ark. 2011). Béyle bir arindirici
goreve sahip olmasi yasayan su canlilar1 ve bitkileri i¢in yasamsal bilesenlerin elde
eldilmesine katki saglamaktadir (Niczyporuk ve ark. 2012). Ayrica poliansatiire yag
asitlerini (PUFA) barindirarak inflamatuar ve otoimmiin rahatsizliklar {izerine
olumlu etki olusturur. Insanlar ve hayvanlar tarafindan yapilamayan ve hiicre
membraninin yapisinda da bulunan PUFA disaridan hazir alinmaktadir. Chlorella
vulgaris yapisinda bulundurdugu enzim sistemi yardimiyla omega-3 ve omega-6 gibi
onemli bilesenlerine olusumuna katki saglamaktadir. Boylece Chlorella vulgaris
kullanim1 koroner kalp rahatsizlig1 ve kalp krizi riskini azaltmakta, hipertansiyon ve
aritmilerin Oniine gecebilmekte, seker hastaliklar1 oranmi diisiirebilmektedir (Xue

2012).

Yapilan bir ¢aligmada, temiz sularda yasayan bir mikro alg olan Chlorella
vulgarisin giimiis toksikasyonunda hiicrelerin yasamini devam ettirmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu ve hiicre hasari tizerine etkisi incelenmistir (Oukarroum
ve ark. 2012). Liyofilize alg tozu veya yasayan organizma halinin, giimiis, altin ve
plantinyum gibi metallerin uzaklastirllmasinda ve maden artiklarinin zararl
etkilerinin iyilestirilmesinde faydali etkileri oldugu gosterilmistir (Gong ve ark.
2011).

Chlorella vulgaris, anti tiimor, anti inflamatuar, anti kanser ve anti bakteriyal
etkisinin yanisira icerdigi vitamin ve mineraller dolayisiyla karaciger koruyucu
olarak da onemli bir yere sahiptir. Ayn1 zamanda mide iilseri, hipertansiyon ve kas
gligsiizliigiine karg1 dnemli bir terdpatik ajan olarak da degerlendirilmektedir. Tek
basina zararl bir molekiil olan ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda 6nemli bir
yeri olan O;’, metallerle birleserek hiicresel toksisiteye neden olmaktadir.
Chlorella’nin birden fazla tiiriiniin igerdigi antioksidan mekanizma sayesinde gesitli
toksik etkiye sahip maddelerin detoksifiye edilmesinde dnemli bir etkisinin oldugu
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda hiicre membraninda bulunan askorbik asit, o-

tokoferol, a ve B-karoten igerigi dolayisiyla onemli derecede serbest radikalleri
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temizleyici etkiye sahiptir (Mallick 2004, Vijayavel ve ark. 2007, Yasmin Anum ve
ark. 2010).

Klorofil igerigine sahip bir tek hiicreli olan Chlorella vulgaris bu sayede 151k
etkisinde fotosentez yaparak besin ve oksijen liretebilen bir organizmadir. Sahip
oldugu fotosentetik alt yapt nedeniyle olusan reaksiyonlar UV-B 1sinlar etkisiyle
cereyan etmektedir. Fotosentetik sistemde klorofil igerisinde cereyan eden
reaksiyonlarda aktif olarak calisan fotosistem I, elektron transport sistemi ve kalvin
dongiisii ile stomal agikliklarin UV-B radyasyonundan etkilendikleri arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir (Teramura 1983). Giiclii fotooksidadif potansiyelleriyle
Kloroplastlar, aktif oksijen radikallerini fazla miktarda iiretme potansiyeline de
sahiptir ve muhtemelen bunlardan en ¢ok etkilenen organeldir. Kloroplast tilekoidleri
molekiiler oksijeni 1s1kla indirgeyerek siiperoksit radikalinin olugmasina sebep olur.
Bunun yaninda olusan siiperoksitten (O,") SOD’un katalizlemesi ile H,O; yapilarak
serbest radikal indirgenmis olur. Siiperoksit ve artan H,O, nin tutulmas1 kloroplastin

normal ¢alismasini siirdiirmesi igin son derece onemlidir (Malanga ve ark. 1997).

1.7.1. Chlorella Vulgaris ve Toksikasyon

Hiicre biitiinliiglinii korumak i¢in ve organizma i¢in zararli kimyasallarin yan
etkilerini gidermek ic¢in dogal olarak elde edilen koruyucu bitkisel kaynakli besinler
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Chlorella vulgaris de tek hiicreli bir mikro alg
olarak icerdigi karbonhidrat, protein, vitamin, mineraller ve biliylime faktorleri
dolayisiyla son yillarda ticari besin destegi olarak da kullanima sunulmustur. Yapilan
deneysel c¢alismalarda Chlorella vulgaris’in  antiaterojenik, antikolestrolemik,

antiinflamatuar ve antitimor etkileri oldugu gosterilmistir ( Azamai ve ark. 2009).

Organizmada oksidatif stres olusturabilen maddelerin neden oldugu hiicre
hasar1, nekroz ve hiicre 6liimii gibi baz1 olaylar Chlorella vulgaris in antioksidan ve
koruyucu 06zelligi dolayisiyla Onlenebildigi cesitli arastirmalarla gosterilmistir
(Mallick 2004, Shim ve ark. 2008, Li ve ark. 2013). Yapilan bir ¢alismada, Chlorella

vulgaris’in agir ve toksik etkiye sahip olan kursunun beyin hiicrelerinde oksidatif
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olarak olusturdugu hasar1 azaltict aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda
kadmiyum (Cd) ile olusturulan hepatoksisitede antioksidan etkinligi ile doku
koruyucu etki gosterdigi gosterilmistir (Yun ve ark. 2011). Serbest radikallerin ve
ROS artis1, karsinojen, mutajen, yaslanma ve yaglanma gibi etkiler gostererek
hiicresel hasarin habercisi olabilmektedir. Cesitli eksojen ve endojen nedenlerle artan
serbest radikaller, antioksidan enzim sistemlerini uyararak hiicresel savunmay1
baglatir. Chlorella vulgaris’in yapisinda bulunan bilesikler de enzimatik olmayan
GSH ve enzimatik GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzim sistemlerini aktive
ederek toksik kosullarda hiicresel savunmayi kuvvetlendirmektedir (Peng ve ark.
2009).

1.8.  Propolis ve Antioksidan Etkileri

Arilarin, bir¢ok yaprak, ¢igek, filiz, tohum, tomurcuk gibi bitkilerin herhangi
bir bolgesinden topladigi propolis organik bir maddedir. Recineli, kivamli, suda
erimeyen mumsu bir yapiya sahiptir. Oda sicakliginda yar1 kat1 halde bulunabilmekte
ve ¢ogunlukla ¢am, ladin, koknar gibi kozalakli agaclardan elde edilmesine ragmen
mese, kavak, kestane gibi bir¢ok otsu odunsu bitkiden elde edilebilmektedir. Propolis
kelimesi yunanca kokenli bir kelime olup pro=ilk ya da savunma, polis=sehir
seklinde ifade edilebilmektedir. Ar1 toplandig: bu liriinii kesesinde biriktirerek kendi
yapisinda bulunan enzimler ile birlestirmektedir. Propolisin yapisi, igerigi, rengi gibi
fiziksel oOzellikleri elde edildigi agaca, cicege, mevcut bitki Ortiisine ve iklim
kosullarina gore degisiklik gosterebilmektedir. 10°C’nin altinda kirilgan, 15-25 °C
arasinda elastik yapidadir. Yumusak bir kivam alabilmesi i¢in yaklagik 30°—40°C’yi
gorebilmesi gerekmekte olup 80°C’de ise kismen eriyebilmektedir. Iliman iklimli
olan bolgelerde elde edilen propolis kahverengi, tropik alanlarda siyah, Kiiba
bolgesinde liretilen propolisin ise menekse renginde oldugu ve saydam propolisin
bile elde edilebildigi cografik alanlar bulundugu gézlemlenmistir (Kutluca ve ark.
2008). Arilar bu iiriinlerini kovan igerisinde dis ortamdan korunma, kuvvetlendirme
ve mikroorganizmalart dnlemek gibi ¢esitli amaglarla degerlendirmektedir (Kutluca
ve ark. 2008, Alan ve ark. 2014, Kara ve ark. 2014).
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Kullanilan bitkiye ve ar1 irkina gore farklilik gosteren propolisin kimyasal yapisi

genel olarak;

Yaklasik %40-45 oraninda regine,
%23-35 oraninda mum ve yag asidi,
%10 esansiyel yaglar,

Kalsiyum (Ca),

Magnezyum (Mg),

Potasyum (K),

Sodyum (Na),

Demir (Fe),

Bakir (Cu),

Cinko (Zn) ve

Mangan (Mn) gibi bir¢ok mineralden olugmaktadir.

V V V V V V VYV V V VYV V

Ayrica yapisinda;

Flavonoidler,

Fenolik asitler ve

Fenolik asit esterleri gibi polifenoller,
Terpenoidler,

Steroidler,

vV V. V V V VY

Aminoasitleri de bulundurdugu bildirilmistir (Kara ve ark. 2014).

Bu durum propolisin biyolojik olarak etkinligini ortaya koymustur (Kara ve
ark. 2014). Flavonoidler propolisten en ¢ok elde edilen ve biyolojik aktivitelerinin
birgogunu olusturan bilesik grubu olarak incelenmistir. Bu incelemenin bir sonucu
olarak da propolisin antibakteriyel, antiviral, antifungal, anti inflamatuar, antitlimoral
ve anestezik etkisi gibi bircok antioksidan 6zelliginin bulundugu belirlenmistir.
Bunun yani sira kanser ilaglarma karsi koruyucu sitostatik aktivitesi, karacigeri

koruyucu 06zelligi, diyabet ve kalp hastaliklar1 gibi bir takim rahatsizliklarin 6niine
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gecebilmek icin beslenme aligkanliklarina dahil edilerek de etkisinin bulundugu

gosterilmistir (Albayrak ve Albayrak 2008).

Organizmalarin gilinliik stres, ilag, kimyasal gibi toksik etkilere sahip ajanlar,
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar gibi viicudun oksidan ve anti oksidan mekanizmasi
tarafindan ortadan kaldirilabilmektedir. Bu durum siiperoksit dismiitaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatiyon peroksidaz (GP) gibi enzimler yardimiyla meydana
gelmektedir. Flavonoidler, streptokoklarin glukoziltransferaz enzim sistemi, protein
metabolizmast sonucu ortaya cikan reaktif ve yan {riinler, arasidonik asit
metabolizmasi1 triinleri, siiperoksitler, alkalin fosfataz ve hidrolazlara karsi
inhibisyon etki gostermektedir. Ruminantlarda bulunan ve Ruminococcus
flavefaciens isimli mikroorganizmanin enzim sistemi iizerine durdurucu etki
gostererek  biliylimesi  durdurulmus ve mevcut toksisitenin uzaklastirilmasi
saglanmistir (Polat ve Kogan 2006). Propolis yapilan antioksidan ¢aligmalarinda lipit
peroksidasyonunu Onledigi ve yapisinda bulunan flavonoidler sayesinde olusan iz
elementleri ve serbest radikalleri ortadan kaldirir. Hiicre memraninda bulunan
doymamig yag asitlerini C vitamini etkisine benzer bir koruyucu etki ile
koruyabilmektedir. Propolisin bilesenlerinden biri olan ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini engelleyen kafeik asit fenil etil ester (CAPE), bakteriyel RNA-polimeraz
enzim sistemini inhibe ederek anti mikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Albayrak
ve Albayrak 2008). Bunun yaninda yanik olusturulan ratlar ilizerinde yapilan
calismada siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6nlenerek malondialdehit (MDA)
ve nitrik oksit seviyelerini diislirdiigi gozlemlenmistir. Aksi takdirde, siiperoksit
dismiitaz ve glutatiyon peroksidaz gibi antioksidan savunma mekanizmasi
enzimlerinin yoklugu lipit membranlarinin oksidasyona sebep olarak siddetli hiicre

hasaria neden olur (Seven ve ark. 2007).

1.8.1. Karaciger Toksikasyonunda Propolis’in Rolii

Karaciger, sindirim sisteminde bulunan ve bir¢ok periferik damar yardimiyla
organlar ve sistemlerden gelen kani fizyolojik ve biyokimyasal olarak metabolize

eden ve sonra tekrar perifere dagitan viicudun en biiyiik organidir. Hem arter hem
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ven ve kapiller bulunduran olduk¢a genis ve zengin damar agina sahiptir. Sindirim,
solunum gibi viicuda herhangi bir yolla giren ve ksenobiyotik olarak adlandirilan
ilag, mikrobiyolojik ajanlar ve toksik etkiye sahip tiim yabanci maddelerin
uzaklagtirilmasii saglamaktadir. Bu sekilde ilerleyen ve detoksifikasyon islemi
olarak da adlandirilan bu durum karaciger hiicrelerine ve enzim sistemine zarar
verebilmektedir. Ksenobiyotikler sitokrom P-450 enzim sistemi araciligiyla
siilfasyon, metilasyon, glutatyon ve glukuronidasyon gibi pek c¢ok kimyasal
reaksiyon gecirirler. Bu reaksiyon sirasinda enzim sistemleri ve karacigerin kendi
hiicreleri olan hepatositler de zarar gorebilmektedir. Bu durum dokuda inflamasyon,
toksik hasar ve fibrotik doku olusumuna sebep olmaktadir (Bhadauria ve Nirala
2009).

Karaciger tiim maddelerin transformasyona ugradigi bir organ olmasi
sebebiyle ve ¢esitli etkenlerin olusturdugu hepatosit hasarmin mevcudiyeti
durumunda, farmakolojik yollarla hiicre hasarinin giderilmeye calisilmasi hiicresel
bozunmanin ilerlemesine neden olabilir veya tedavi miimkiin olmayabilir. Bu durum
alternatif tip yontemlerine yonelmeye ve bitkisel tedavi arayislarina yol agmistir
(Saral ve Kolayli 2012). Alternatif tip yontemleri arasinda yer alan propolisin de
doku yenilenmesi, iilser, kalp rahatsizliklari, kanser tedavisi, sindirim sistemi
hastaliklar1 ve karaciger lizerine koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Polat ve
Kogan 2006). Kolankaya ve ark. (2002)’1n alkol ile olusturulmus karaciger hasarinda
kestane propolisi ile yapmis oldugu bir ¢alismada, propolisin AST, ALT ve LDH
(laktat dehidrogenaz) gibi karaciger enzim aktivitelerini diisiirerek hiicre koruyucu

etkisini tespit etmislerdir.

Yapisinda bulunan bir¢cok vitamin ve mineral sayesinde propolis, oldukc¢a
zengin bir igerige sahiptir. Bu durum propolise antiinflamatuar, antitoksik ve
antitimor gibi birgok antioksidan 6zellik kazandirmaktadir. Karaciger toksikasyonu
lizerine yapilan caligmalarda da, detoksikasyon mekanizmasina yardimci olarak
toksikasyon lizerinde olumlu etkileri saptanmistir (Saral ve Kolayli 2012). Cesitli
kimyasallar veya toksik ajanlar dolayisiyla hasara ugrayabilen karaciger hiicreleri,

organizmada bulunan enzim sistemleri yardimiyla ortadan kaldirilabilmektedir. Fakat
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herhangi bir toksik ajana asir1 ve siirekli maruz kalma durumu, enzim sistemlerinin
calisma mekanizmalar1 lizerinde durdurucu etki gostererek hiicre hasarini kaginilmaz
kilabilmektir. Boylelikle toksik etki olusumu baglayarak organizmada aksakliklar
meydana getirebilmektedir. Propolis kullanimi, zengin kofaktor igerigi sayesinde
karaciger enzim reaksiyonlara katilarak antioksidan etki gostermektedir. Bu etki
sayesinde siiperoksit ve reaktif maddeler indirgenerek toksik etki olusumuna engel

olmaktadirlar (Bhadauria ve Nirala 2009, Saral ve Kolayli 2012).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Calisma Kafkas Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali'nda KAU'nin "Yerel
Etik Kurulu" ilkelerine uygun olarak gergeklestirildi (HADYEK Karar N0:2014/43).
Bu calismada 10-12 aylik, 200-250 gr agirliginda 32 adet eriskin erkek Sprague
Dawley ratlar kullanildi. Ratlar standart 151k (12 saat giin 15181/ 12 saat karanlik),

25°C 'de, yeteri kadar (ad libitum) su ve yem ile beslendi.

2.1.1. Cahsmada Kullanilan Aletler

Spektrofotometre

Vorteks ( Velp scientifica, ZX?, Italy )

Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland )

Derin dondurucu (Argelik, 2560, Tirkiye )

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Ayarlanabilir Otomatik pipetler (10-100 ul, 100-1000 ul, Ependorf, Varipette,

Germany )

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Sarf Malzemeleri

Hayvan kafesi

Rad yemi

1.5 mI’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
Otomatik pipet uclart

Chlorella vulgaris

Etil alkol

Propolis

[zotonik
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2.2. Metot

Ratlar 4 gruba ayrilarak her grupta 8 hayvan bulunacak sekilde 2 deney ve 2
kontrol grubundan olusturuldu. 1. Grup kontrol grubu olarak degerlendirilerek ve
5mg/kg izokalorik maltoz gavajla 12 saatte bir verildi. 2. Grup 7 g/kg/giin Etil alkol
+ %50 su gavajla verilen, 3. Grup 6nce 300 mg/kg/giin Clorella vulgaris, sonra 7
g/kg/giin Etil alkol+ %50 su, 4. Grup dnce 200 mg/kg/giin propolis, sonra 7 g/kg/giin

Etil alkol+ %50 su verilen olmak tizere dort grup olusturuldu.

Calismada kullanilan gruplar asagidaki sekilde olusturuldu;

Grup 1:  Kontrol Grubu 5mg/kg izokalorik maltoz gavajla (n=8; erkek)
Grup 2: 7 g/kg/giin Etil alkol + %50 su gavajla verilen (n=8; erkek)
Grup3:  Once 300 mg/kg Clorella (n=8; erkek)

Sonra 7 g/kg/giin Etil alkol+ %50 su verilen

Grup 4:  Once 200 mg/kg/giin propolis, (n=8; erkek)
Sonra 7g/kg/giin Etil alkol+ %50 su verilen

15. giin sonunda, ratlara eter anestezi uygulanarak sakrifiye edildi. Alinan karaciger
doku ornekleri GSH, MDA, GSHPx diizeylerine bakilmak tizere -20°C’de saklandi.

Ayrica, karaciger 6rnekleri histopatolojik olarak degerlendirildi.

2.2.1. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

Tiyobarbitiirk asit (TBA) ile plazmanm 100 °C’de inkiibasyonu ile lipid
peroksidasyonun (LPO) sekonder bir iirlinli olan malondialdehit (MDA)
olusmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks yapar. Pembe
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rengin spektrofotometrede 532 nm’de Ol¢iimii ile LPO nmol/ml olarak belirlenir

(Placer ve ark 1966). Standart egri ¢izimi i¢in 1,1,3,3 tetra etoksipropan kullanildu.

2.2.2. GSH Diizeylerinin Belirlenmesi

GSH’nin siilfidril grubunun asitte ¢oziinerek tiyol grubunun enzimatik veya
kimyasal islemler ile 6l¢iilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur. 412
nm’de belirlenen absorbans degerleri pmol/ml olarak oSl¢iilir (Sedlak ve Lindsey
1968).

2.2.3. GSH-Px Diizeylerinin Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi cumene hidroperoksit ve indirdenmis
GSH’nin ko-substrat olarak kullanildig1 ve enzimatik reaksiyonlarda GSH azalmasi

prensibine dayali Ellman ayiracinda 412 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii

(Lawrence ve Burk 1976).

2.2.4. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Degisiklerin Belirlenmesi

Biitiin deney hayvanlarindan alinan karaciger 6rnekleri % 10’luk formaldehid
soliisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin bloklardan
5um kalinliginda doku kesitleri alindi ve Hemotoksilen-Eosin (H&E) ile boyanarak

151k mikroskobunda incelendi.

2.2.5. Propolis ve Chlorella vulgaris Ekstraktimn Hazirlanmasi

Propolis ekstraktinin hazirlanmasi; toplanan propolis 30 g tartilarak ilizerine
100 ml hacmi tamamlayacak sekilde % 70’lik etanol konuldu. Isiktan korunarak iki
kez filtre edildi ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
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Chlorella vulgaris (Sigma, USA, C 9845), kiiltlirii alinarak oda sicakliginda

hazirlandi.

2.2.6. istatistiksel Analiz

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 farklilig1 gosterdi.
Tiim hesaplamalar SPSS (16.0-2010) paket programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarin Karaciger Dokusundaki Histopatolojik Bulgular

Biitiin gruplarda alinan karaciger 6rneklerinin histolojik incelemeleri yapildi
(Resim 1). Kontrol grubu (A) histolojik kesitlerinde hepatositlerin diizgiin hiicresel
goriintliye sahip oldugu ve sinozoidal yapinin normal goriinlimde oldugu
belirlenmistir. Etil Alkol Grubunda (B) hepatositlerde vakuollesme ve yer yer
dejenerasyonlar belirlendi. Etil alkoliin etkilerini azaltmak iizere uygulanan Chlorella
vulgaris (C) ve Propolis (D) gruplarinda ise dejenerasyon ve vakuollesmenin azaldigi
belirlendi. Etil alkol ile olusan karaciger hasarmin Propolis verilen grupta Chlorella

vulgaris grubuna gore daha az oldugu gézlemlenmistir.
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Resim 1. Gruplarin karaciger dokularinin histolojik kesitleri. A. Kontrol Grubu, B.
Etil Alkol Grubu, C. Chlorella vulgaris Grubu, D: Propoolis Grubu. H&E, X40, =>:

Hiicresel dejenerasyon ve vakuollesme alanlarini gosterir.
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3.2. Gruplarin MDA Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger dokularinin MDA diizeylerine ait

belirlenen degisimler Sekil 10°da gdsterilmistir.

MDA diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore etil alkol grubunda MDA diizeyinin
istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiikseldigi tespit edilmistir (p<0.001). Chlorella
vulgaris ve Propolis gruplarinin MDA diizeylerinin Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak daha diisiik oldugu goézlenmistir (p<0.05). Chlorella vulgaris ve Propolis
gruplarinin MDA diizeylerinin Etil alkol grubuna gore istatistiksel olarak belirgin

sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.001, Sekil 10).

2,5000 -

b = Kontrol
2,0000 = Alkol
1,5000 - c Chlorella
m Propolis
1,0000 -
0,5000 -
0,0000 -

MDA

Sekil 10. Gruplarin MDA Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler.
abbe: h< 0.001, *: p<0.05
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3.3. Gruplarin GSH Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Kontrol ve deneme gruplarmin karaciger dokularmin GSH diizeylerine ait

belirlenen degisimler Sekil 11°de gosterilmistir.

Karaciger dokusu GSH diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar
arasinda kiyaslandiginda Etil alkol grubu GSH diizeylerinin Kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi (p< 0.05), bununla birlikte Chlorella vulgaris ve Propolis
gruplarinin GSH diizeylerinin hem etil alkol hem de kontrol grubuna gore belirgin

sekilde yliksek oldugu tespit edilmistir (p<0.001, Sekil 11).

1,8000 - c = Kontrol
1,6000 - c

1,4000 -
1,2000 -
1,0000 -
0,8000 -
0,6000 -
0,4000 -
0,2000 -
0,0000 -

= Alkol
Chlorella

m Propolis

GSH

Sekil 11. Gruplarin GSH Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler.
% p< 0.05, **: p<0.001.
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3.4. Gruplarin GSH-PX Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger dokularinin GSH-Px diizeylerine ait

belirlenen degisimler Sekil 12°de gosterilmistir.

Karaciger dokusu GSH-Px diizeyleri Kontrol grubu ile deneme gruplar
arasinda kiyaslandiginda; Etil alkol grubunun enzim diizeylerinin Kontrol grubuna
gore belirgin sekilde diisik olmasina karsin (p<0.05), Chlorella vulgaris ve
Propoplis gruplarinin GSH-Px enzim diizeylerinin belirgin sekilde yliksek oldugu
belirlenmistir (p<0.001). Etil alkol grubunda GSH-Px diizeylerinin Chlorella
vulgaris ve Propolis gruplarina gore belirgin sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0.001, Sekil 12).

0,09 - c
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

m Kontrol
= Alkol
Chlorella

m Propolis

GSH-Px

Sekil 12. Gruplarin GSH-Px Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler.
% p< 0.05, P p<0.001.
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4. TARTISMA VE SONUC

Organizma igin toksik olan kimyasal, kanserojen, ilag veya alkol igerikli
maddeler karacigerin antioksidan sistemi veya immun sistem aracilifiyla viicuttan
uzaklastirilir. Bu maddeler, biyokimyasal etkinliklerine gére viicutta bir veya birden
fazla sistem tizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Akut yiiksek dozlar ile
kronik aliniminin toksik etkiye sahip oldugu kabul edilen maddeler arasinda yer alan
etil alkoliin, karaciger ve akcigerler basta olmak tizere pek ¢ok sistem iizerine zararl
etkileri bilinmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak igin Ozellesmis karaciger
detoksifikasyon mekanizmasi, asiri maruz kalma durumunda yetersiz kalarak toksik
etkinin meydana gelmesini 6nleyememekte ve boylece yaglanma ile baslayan hasar

fibrozis ve kansere kadar ilerleyebilmektedir.

Organizmada bulunan detoksifikasyon mekanizmas1 dolayisiyla maruz
kalinan herhangi bir toksik ajanin uzaklagtirlmast ROS olusumuna sebep
olabilmektedir. Olusan ROS tiirleri elektron kaynagi olarak genetik materyal, lipitler,
proteinler ve karbonhidratlar1 kullanabilmektedirler. Herhangi bir toksikasyona asir
maruz kalma durumu, hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu
durum hiicre hasarinin habercisi olan MDA olusumu ile gosterilmektedir. Toksisiteyi
engellemek amaciyla viicutta GSH ve GSH-Px’in de arasinda bulundugu bir takim
dogal antioksidan enzim sistemleri bulunmaktadir. Hiicre igersinde redoks dengesini
koruyarak ROS tiirlerinin ortadan kaldirilmasini saglarlar. Ayn1 zamanda siilfidril
gruplarini korurlar ve H2O; gibi toksik etkiye sahip maddeleri su veya daha zararsiz
maddelere doniistiirerek viicuttan uzaklagtirllmasini saglarlar (Sezer ve Keskin
2014). Karacigede stiperoksit olusmasi, NADH/NAD oranindaki degisiklikler, GSH
ve GSSG seviyelerindeki farkliliklar ile lipit peroksidasyon diizeylerinin ve okside
hepatik proteinlerin miktarinin belirlenmesi, oksidatif stres belirtecleri olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, alkoliin neden oldugu karaciger hasarinda
antioksidanlarin radikal artisina karst hepatositleri koruyucu ve hiicre membranini
destekleyici olarak aktivite gosterdigi pekgok arastirmada gosterilmistir. Yapilan bir
calismada (Navasumrit ve ark. 2000) akut alkol toksikasyonu sirasinda

(5g/kg)ratlarda karacigerde meydana gelen serbest radikaller elektron spin rezonans
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spektroskopi yoluyla safrada belirlenmistir. Ayn1 calismada serbest radikallerin
neden oldugu DNA kiriklarindaki artis da tespit edilmistir. Suresh ve ark. (2000) da
alkol uygulanan hayvanlarin MDA, hidroperoksit ve konjugedien seviyelerinin
arttigin1 ancak askorbik asit uygulamasinin serbest radikal artisin1 6nleyerek hiicre
koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada etil alkol uygulamasi ile
azalan GSH ve GSH-Px diizeylerinin askorbik asit ile yiikseldigi de gosterilmistir.
Benzer sekilde alkol tiiketimiyle artan karaciger hidroksil radikallerinin neden
oldugu DNA kiriklarinin tiolden zengin bir protein olan metallotionen kullanilarak
Onlenebilecegi de gosterilmistir (Zhou ve ark. 2002). Bagka bir arastirmada
(Baustista ve Spitzer, 1996) kan alkol seviyesindeki artis ile sitokrom C’nin
azaldigimi ve bunun karaciger siiperoksit radikallerinin olusumuna neden oldugu
gosterilmistir.  Yine alkol metabolizmasinda aktif olarak ¢alisan P-450 enzim
sisteminin hepatositlerde ROS yapimina aracilik ederek hepatosit hasarina yol agtigi
bildirilmistir (Nieto ve ark. 2002). Ayn1 ¢alismada CYP2EI seviyelerindeki artigin
hiicre ici ve hiicre dist ROS artisina neden oldugu ve bu durumun hiicresel
bozulmayla sonuglandigi da gosterilmistir. Yaptigimiz c¢alisma ile etil alkol
toksikasyonunun karaciger dokusunda lipit peroksidasyon diizeylerini belirgin
sekilde yiikselttigini ve antioksidan enzimlerden GSH ve GSH-Px diizeylerini
diistirdiigilinii tespit ettik.

Gii¢li bir antioksidan tek hiicreli olan Chlorella vulgaris’in, toksikasyon
durumunda meydana gelebilecek hiicresel hasarda karaciger dokusunu koruyucu
etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir. Farelerde CCl, ile olusturulan karaciger
toksikasyonunda, Chlorella vulgaris kullaniminin, karaciger enzimleri tizerinde
olumlu etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica histopatolojik olarak yapilan bir
calismada (Li ve ark. 2013), vena sentralis c¢evresindeki hepatositlerdeki nekroz
goriintiilerinin, Chlorella vulgaris uygulanmasiyla belirgin diizeyde azaldigi
goriilmiistiir.  Shim ve ark. (2008), Cd ile olusturulan karaciger toksikasyonunda,
Chlorella vulgaris’in igerdigi fotokimyasallar, Kklorofil, mineraller ve vitaminler
dolayisiyla metabolizmanin stabil diizenine katki sagladigi ve koruyucu ozelligi
oldugunu bildirmiglerdir. Chlorella vulgaris’te bulunan Ca, Zn ve diger antioksidan

etki gosterebilen maddelerin Cd gibi birgok maddenin toksik etkisi {iizerine
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antioksidan etki gosterdigi diistiniilmektedir. Halkali yapiya sahip bir hidrokarbon
olan ve yaygin olarak endiistriyel alanlarda ve ticari amagla kullanilan naftalin,
mikrozomal metabolizma tizerinde etki gostererck ve serbest oksijen radikallerinin
olusmasini saglayarak toksik etkiye sebep olmaktadir. a tokoferol, B karoten ve
lutein gibi igerigi ile yiiksek antioksidan ozellige sahip olan Chlorella vulgaris,
naftalin gibi oksidatif stres olusumuna neden olabilecek bilesenlerin uygulandigi
ratlarda bobrek ve karaciger dokusunda meydana gelen hiicre hasarimin 6nemli
derecede azaltilmasini sagladigi gosterilmistir (Vijayavel ve ark. 2007). Yaptigimiz
literatlir arastirmalarinda etil alkol toksikasyonunda Chlorella vulgaris‘in etkisini
gosteren bir ¢aligmaya rastlamadik. Bu calisma ile etil alkol toksikasyonunda
Chlorella vulgaris kullaniminin lipit peroksidasyon diizeyini diisiirerek antioksidan
sisteme destek oldugunu belirledik. Bu durumun; bagirsak sisteminde enzimlerin
etkisiyle pargalanan Chlorella vulgaris hiicre membranindaki biyomolekiillerin
karaciger dokusunda ROS i¢in kuvvetli bir tutucu olarak aktivite gdstermesi ve
hiicresel ve hiicresel olmayan enzim aktivitelerini desteklemesi nedeniyle

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Icerdigi organik ve inorganik bilesikler sebebiyle hiicre koruyucu, anti
inflamatuar ve antitoksik gibi bir¢ok koruyucu etkiye sahip olan ve etken maddesi
biiyiik oranda flavonoidler ve polifenoller olan propolis, ROS olusumunu engelleme,
stiperoksitleri engelleyici 06zelligi sayesinde lipit peroksidasyonunun oniine
gecebilmektedir. Hosnuter ve ark. (2004), ratlarda 100°C su ile yanik
olusturuldugunda hiicre nekrozuna sebep olan NO (nitrik oksit) artiginin,
intraperitonel olarak propolis icerigi olan CAPE enjeksiyonu ile NO, MDA ve SOD
miktarlarmi  distlirdiigiinii tespit etmiglerdir. Ayrica meme kanseri olusturulan
ratlarda  farkli oranlarda propolis uygulamasinin  kontrol  gruplart ile
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide tiimor olusumunun Oniine gegtigi bildirilmistir
(Kimoto ve ark. 1999). Babatunde ve ark. (2015), streptozotocin ile olusturulan
diyabetin sebep oldugu oksidadif hasar ile olusan karaciger hiicre bozulmasinin ve
antioksidan enzim diizeylerindeki disiisiin propolisin uygulanmasi ile 6nemli
derecede diizeldigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda Talas ve ark. (2015), yaptig1 bir
calisma ile No-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) uygulamas: ile
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hipertansiyon olusturulan hayvan gruplarina koruyucu olarak propolis verilmesinin,
MDA diizeyini anlamli olarak diisiirdiigii ve CAT enzim aktivitesini yiikselttigini
gostermislerdir.  Flavonoidlerin  biyolojik aktivitelerinin  ¢ogunlukla serbest
radikallerin hasar verici aktivitelerine karsi koruyucu olmalar1 nedeniyle oldugu
diistiniilmektedir. Bu biyofenollerin, yayilma reaksiyonlarina miidahale ettigi ve
bunun yaninda gecis metalleriyle selatlar olusturarak ve baslangi¢ reaksiyonlarini
yoneten enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu engelledigi bilinmektedir.
Lin ve ark. (1999), kronik alkol toksikasyonunda propolisin rat karaciger
mikrozomal enzimlerinin artisin1 engelledigi ve lipit peroksidasyonu azalttigini
gostermislerdir. Kiiba kirmizi propolisinin oksijen radikallerini tutarak karaciger
koruyucu etkisini gosterdigi ve yapilan klinik c¢alismalarda bu 06zelliginin
antiinflamatuar aktivitesinde de 6nemli oldugu gosterilmistir (Rodriguez ve ar.
1997). Arjantin’in farkli bolgelerinden elde edilen propolislerin alkol ekstraktlarinin
cok giiclii radikal tutucu aktiviteye sahip oldugu ve bu o6zelligi ile kuvvetli bir

antioksidan olarak karaciger koruyucu niteligi gosterilmistir (Moreno ve ark. 2000).

Yaptigimiz ¢aligmada propolis uygulamasinin antioksidan enzimleri

destekleyici ve lipit peroksidasyonu olarak aktivite gosterdigini belirledik.

Yiiksek dozlarda ve siirekli maruz kalma durumunda etil alkol
metabolizmasimnin son Uriinii olan asetaldehitin hepatositlerde birikerek hiicre
bozulmasi, vakuollesme, yaglanma ve en son nekroz ve fibroz ile sonuglanan bir dizi
dejenerasyona sebep oldugu bilinmektedir. Etil alkoliin toksik dozlarinin karaciger
hiicrelerinde stiper oksitlerle birleserek lipid peroksidasyonu baglattigi ve olusan
ROS iiriinlerinin hiicresel bozulmay tetikledigi gosterilmistir (Tsukamoto ve ark.
1995). Diger taraftan Chlorella vulgaris gibi tek hiicreli biyolojik antioksidanlarin
hiicresel yapisinda bulunan bilesiklerin antioksidan enzimleri aktive ederek toksik
kosullarda hiicresel dejenerasyonun oniine gegebilecegi bildirilmistir (Shim ve ark.
2008). Benzer sekilde arilarin kovanlarini korumak igin iirettikleri biyolojik bir {iriin
olan propolisin de karaciger toksikasyonuna neden olan toksik kosullarda igerdigi
zengin kofaktorler ile yiiksek antioksidan kabiliyeti ile ROS tiirlerini indirgeyerek

karaciger hiicre biitlinliigiinli korudugu ve hiicresel dejenerasyonun engellenmesinde
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katki sagladigt pek c¢ok arastirmada bildirilmistir (Nakamura ve ark. 2013).
Yaptigimiz caligsmada etil alkol grubu ile karsilastirildiginda Chlorella vulgaris ve
propolis verilen ratlarin karaciger dokularindaki hiicresel bozulmanin daha diisiik

oldugu histopatolojik olarak tespit edildi.

Sonug olarak, etil alkol ile olusturulan karaciger toksikasyonunda, etil alkoliin
neden oldugu hiicresel hasarin habercisi olarak kabul edilen lipit peroksidasyonun
Chlorella vulgaris ve Propolisin uygulanmasi ile belirgin azalma gosterdigi, GSH ve
GSH-Px degerlerinin ise yiikseldigi gosterilmistir. Ayrica, yapilan histopatolojik
incelemelerde de hiicre hasarmin azaldigi tespit edilmistir. Bu durum; Chlorella
vulgaris ve Propolisin giiclii antioksidan 06zellikleri ve hiicre yapisin1 lipid
peroksidasyona karsi koruyucu nitelikleri ile karaciger dokusunda etil alkol

toksikasyonuna kars1 hiicre hasariin 6niine gegebileceklerini distindiirmiistiir.
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