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OZET

Sensoy, M., Afyonkarahisar ili Jeotermal Kaynaklarindan izole Edilen Mikroalgal
Tiirler Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisiit Farmakognozi Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019.
Mikroalgler evrendeki en eski yasam formlarindan biridir. Mikroalg kaynakli bilesikler
antioksidan, antikanser, antienflamatuvar, antiobezite, antianjiyogenik, anti HIV,
antiviral, antiparazitik, antimikrobiyal, noroprotektif, antifungal ve enzim inhibisyon
etkileri gosterir. Mikroalglerin bir sinifi olan siyanobakteriler ise yeni, biyolojik olarak
aktif bilesiklerin kesfi i¢cin olduk¢a 6nemli olan organizma gruplarindan biridir. Tez
calismamizda, Afyonkarahisar ilinin ii¢ farkli bolgesindeki jeotermal su kaynaklarindan
dort siyanobakterinin izolasyonu yapilmis ve 16S ribozomal RNA analizi ile
tanimlamalar1 gerceklestirilmistir. Izole edilen tiirlerin Geitlerinema, Oscillatoria ve
Leptolyngbya cinslerine ait oldugu saptanmustir. Kiiltiir yontemi ile c¢ogaltilan
biyokiitlelerin karotenoit profillerini belirlemek, antioksidan ve sitotoksik etkilerini
arastirmak icin hekzan ekstreleri elde edilmistir. Kuru biyokiitlelerin sulu ekstrelerinden
C-fikosiyanin saflastirilmis, antioksidan ve sitotoksik etkileri arastiritlmistir. Karotenoitler
ve C-fikosiyaninlerin antioksidan kapasitelerinin tayini DPPH ve ABTS radikali siipiriicii
etkinlikleri test edilerek gerceklestirilmistir. Sitotoksik etkileri ise HeLa kanser hiicre
serisi ve 1929 saglikl hiicre serisi lizerinde MTT metodu kullanilarak tayin edilmistir.
Izole edilen dért siyanobakteri tiiriinden Leptolyngbya sp. (a), en yiiksek miktarda f-
karoten ve C-fikosiyanin i¢erigine sahiptir ve karotenoitlerinin DPPH radikalini siiptirme
etkinligi ile bu tiirden elde edilen C-fikosiyaninin ABTS radikalini siipiirme etkinligi diger
tiirlerden daha yiiksek bulunmustur. Dort tiiriin karotenoitleri ve C-fikosiyaninleri L929
saglikli hiicrelerine ve HeLa kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermemistir. Elde
edilen sonugclar, diinyada biyoteknolojik ve ticari uygulamalarda en 6nde gelen Spirulina
siyanobakterisi ile yapilan benzer c¢alismalarin sonuglari ile karsilastirilmistir. Tez
calismamiz diinyada saglik, gida ve kozmetik gibi endiistrilerde yaygin olarak kullanilan
Spirulina tiirlerine icerigindeki karotenoitler ve fikosiyanin ile alternatif olabilecek yerli
tiirlerin tespiti, igerdikleri bilesiklerin biyoaktivitelerinin ortaya koyulmas: bakimindan
Oonemli bir ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Leptolyngbya sp., siyanobakteri, karotenoit, C-fikosiyanin, UPC2.
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ABSTRACT

Sensoy, M., Pharmacognosic Researches on Isolated Microalgal Species from
Geothermal Springs of Afyonkarahisar Province, Hacettepe University,
Graduate School of Health Sciences, Pharmacognosy Programme Master of
Science Thesis, Ankara, 2019. Microalgae are one of the oldest life forms in the
universe. Microalgae based compounds show antioxidant, anticancer,
antiinflammatory, antiobesity, antiangiogenic, anti HIV, antiviral, antiparasitic,
antimicrobial, neuroprotective, antifungal and enzyme inhibitory effects.
Cyanobacteria, which is a class of microalgae, are one of the important group of
organisms for the discovery of biologically active new compounds. In our thesis work,
four cyanobacteriae were isolated from three different geothermal springs of
Afyonkarahisar province and they were identified with 16S ribosomal RNA analysis.
It was found that isolated species are Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya
sp. (a) and Leptolyngbya sp. (b). Cyanobacteriae were cultured and hexane extracts
were used to determine of their carotenoid profiles as well as antioxidant and cytotoxic
effects. C-phycocyanins were purified from aqueous extracts of four dry cyanobacteria
masses and their antioxidant and cytotoxic effects were determined. For determining
antioxidant effects, DPPH and ABTS radical scavenging methods were used. MTT
method was used to determine cytotoxic effect against to HeLa cancer cell and 1.929
healthy cell lines. Isolated Leptolyngbya sp. (a) shows higher content of S-carotene
and C-phycocyanin; besides carotenoids and C-phycocyanin’s of this cyanobacteria
show higher capacity to scavenge DPPH and ABTS radicals among other isolated
species. Cyctotoxic effect results show neither carotenoids nor C-phycocyanins posses
significant cytotoxic effect to HelLa and L929 cell lines. Results were compared with
the similar researches on Spirulina species which is leading cyanobacteria for
biotechnologic and commercial applications all over the world. Our thesis work is an
important study in terms of determination of native species, that can be alternative to
Spirulina which is widely used in industries such as health, food and cosmetics in the
world, with their carotenoid and phycocyanin content and revealing bioactivity of their
compounds.

Keywords: Leptolyngbya sp., cyanobacteria, carotenoid, C-phycocyanin, UPC?.
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1. GIRIS

Mikroalgler, deniz ve tatli su sistemlerinde bulunan, boyutlar1 0.2-2.0 pm
arasinda degisen mikroskobik ve fotosentetik organizmalardir (1, 2). Prokaryot veya
Okaryot olabilirler ve ¢cogunlukla tek hiicrelidirler. Tek hiicreler veya kii¢iik koloniler
halinde yasarlar (2). Basit yapilarindan dolay1 hizla ¢ogalabilir ve zorlu cevresel
kosullarda yasayabilirler (1).

Mikroalgler proteinler, amino asitler, polisakkaritler, trigliseritler, yag asitleri,
vitaminler ve pigmentler gibi saglik agisindan 6nemi olan yararh bilesikleri igerir (2,
3). Bu yararli bilesiklerin mikroalglerden elde edilmesinin avantaji, mikroalglerin
minimum maliyetle sadece su ve atmosferik CO;’i kullanarak iiretiminin miimkiin
olmasidir (2).

Mikroalg  kaynakli  yararli  bilesiklerin  antioksidan,  antikanser,
antienflamatuvar, antiobezite, antianjiyogenik, anti HIV, antiviral, antiparazitik,
antimikrobiyal, noroprotektif, antifungal ve enzim inhibisyon etkileri tagidig1 cesitli
arastirmalarda belirtilmistir (2-5).

Aragtirmalar tuzlu su mikroalglerinden elde edilmis antioksidanlarin diyetle
alinmasinin, organizmalar1 kanser, diyabet, arterosikloz, damar hastaliklari, iskemik
beyin gelisimi, metabolik sendromlar, gastorintestinal ve karaciger rahatsizliklar1 gibi
kronik bozukluklarin yani sira Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif
hastaliklara kars1 korudugunu ve ayni zamanda mikroalglerden elde edilen
pigmentlerin immiin sistemi uyarici (6rnegin; antikor iiretimini destekleyici) ve astim,
tilser, artirite kars1 antienflamatuvar 6zellikleri oldugunu gostermistir (1).

Mikroalgler dort sinifa ayrilir:

1. Sari-kahverengi algler (Chromophytes)

2. Yesil algler (Clorophytes)

3. Kirmizi algler (Rhodophytes)

4. Mavi-yesil algler (Cyanophytes)

Biyoteknolojik ve ticari uygulamalarda Cyanophyceae familyasina ait
Spirulina mavi-yesil algi (siyanobakterisi) kullanimi ile 6nde gelmektedir (2). Diinya
capindaki iiretiminin 3000 ton kuru agirlik/yil oldugu tahmin edilen ve endiistriyel
boyutta iiretilen tek siyanobakteri tliriidiir ve ayn1 zamanda Japonya, Tayvan ve

Meksika’da saglikli gida olarak ticarilesmistir (2, 3, 6).
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Yeni arastirmalar dogal kaynaklardan ilag olabilecek kimyasal bilesikler
lizerine yogunlagmistir. Siyanobakteriler yeni, biyolojik olarak aktif bilesiklerin kesfi
icin olduk¢a Onemli olan organizma gruplarindan biridir (5). Siyanobakteriler
cevrelerindeki yiiksek sicaklik, yiiksek pH ve c¢oOziinmemis fosfor gibi ortam
kosullarina uyum saglamak igin ¢esitli sekonder metabolitleri liretir hale gelmistir (4).
Siyanobakteri gibi kiiltiirii yapilabilen mikroorganizmalarin avantaji, hedeflenen
metabolitin iiretilmesi i¢in uygun ve siirdiiriilebilir kaynak olmalandir (5). Bu
metabolitlerin, antioksidan, sitotoksik, antiviral, ndéroprotektif, antienflamatuvar ve
antiparazitik etkileri gibi etkilere sahip oldugu bilinmektedir (2-5).

Siyanobakterilerin sekonder metabolitler bakimindan zengin olmalari ve
birgok farkli kullanim uygulamasi olan f-karoten ve C-fikosiyanin igerigine sahip
olmalar1 sebebiyle biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda rol almalar1 (4)
calismamizda siyanobakterileri ele almamizin nedenidir. Calismamizin amaci;
Afyonkarahisar ilinin farkli jeotermal su kaynaklarindan izole edilecek yerel
siyanobakteri tilirlerinin kiiltiirde gogaltilarak, karotenoit ve C-fikosiyanin igeriklerinin
tayin edilmesi, serbest radikal siipiiriicii ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi;

bulgularin, ¢cok yaygin kullanimi olan Spirulina cinsi ile karsilagtirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Siyanobakteriler

Siyanobakteriler, mavi-yesil algler, diinya ilizerinde bulunan en eski yasam
formlarindandir (4). Alglere benzeyen olusumlari, bakteriofil yerine klorofil
icermeleri, alglerde ve yiiksek bitkilerde oldugu gibi fotosentetik oksijen iiretiminde
iki fotosistemli mekanizmay:r kullanmalar1 nedeniyle mavi-yesil algler olarak
siiflandirilmistir (7). Siyanobakteriler 6zel rolleri olan fotosentetik pigmentler ve
biyometabolitlerin genis ve zengin kaynagi olan gram negatif ve adaptasyonu yliksek
fotoototrofik prokaryotlardir (8). Klorofil a ve diger yardimci pigmentler aracilig ile
giines 15181n1 enerjiye ¢eviren (7) ve azot fiksasyonu yapan (4) prokaryotik
organizmalardir. Yasam alanlart goller, akarsular, havuzlar, atik sular, kaynak sulari,
nehirler gibi sulak alanlar oldugu gibi ¢6l topraginda bile bulunabilirler (4, 7). Cogu
akuatik ¢evrenin azot, karbon ve oksijen dinamiklerinde ana rol oynarlar. Cok genis
sicaklik araliginda canliliklarini siirdiirebilseler de optimum biiylime i¢in 1lik
sicakliklart tercih ederler. Genel olarak bazik kosullan tercih ederler. Bu kosullar
altinda inorganik karbonun ¢ogu Okaryotik alglerin kullanamayacagi karbonat
formundadir. Siyanobakterilerin ise CO> ve bikarbonat i¢in ayr1 membran taginim
sistemi olan inorganik karbon konsantrasyon mekanizmasi vardir. Bazi
siyanobakteriler yiiksek tuz konsantrasyonlarina yiiksek tolerans gosterir ve yiiksek
ozmolariteye sahip ortamlarda yasar (7).

Yapisal caligmalar, siyanobakterilerin prokaryotik oldugunu ortaya
koymaktadir. Cekirdege ve diger organellere sahip degillerdir ve gram-negatif
bakterilerde tipik olan peptidoglikan hiicre duvart mevcuttur. Ayrica diger
bakterilerden farkli olmalarin1 saglayan bazi 6zelliklere de sahiptirler; bunlardan en
one cikanlan fotosentetik aygit ve oksijen iiretimidir (7). Mikroalglerdeki 1sik
pigmentleri multiprotein kompleksleri iginde bulunur. Pigmentlerin kromoforlar
Fotosistem I (PSI) ve Fotosistem II (PSII) komplekslerini olusturan proteinlere
baghdir. iki ana anten kompleksi vardir: (a) tilakoidlerdeki reaksiyon merkezine (RC)
direk eklenmis 151k tutan klorofil/karotenoit- baglh kompleksler (LHCs) ve (b) iki ya
da dort farkl fikobiliproteinden olusan ve PSII ‘ye bu fikobiliproteinlerle bagli olan

fikobilizomlar (PBS). Anten komplekslerinin modelleri mikroalg gruplarina gore
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degismektedir. Cyanophytes’lerde fikobilizomlar enerjiyi ilk olarak reaksiyon merkezi
2’ye transfer ederler ve Cyanophytes’ler, yani siyanobakteriler klorofil/karotenoit-
bagli komplekslerden yoksundur (2). Membran-bagli organellerden yoksun olsalar da
0zel fonksiyonlar1 olan ¢esitli hiicresel yapilara ve inkliizyonlara sahiptir ve bunlar
ekolojik varliklarinda 6nemlidir. Bunlar i¢inde fikobilizomlar1 igeren fotosentetik
tilakoid zarlar ve kompleks kivrimli ve bazen birgok kopyasi bulunan dairesel DNA’y1
iceren niikleoid bolge ya da hiicrenin merkezinde bulunan sentroplazma sayilabilir.
Hiicreler, karbon deposu olan glikojen (poliglikoz) graniilleri; arjinin ve aspartikten
iceren azot deposu olan siyanofisin  graniilleri; ribuloz  1,5-bifosfat
karboksilaz/oksigenaz olusan ve bu fotosentetik enzim ile birlikte azot deposu olarak
rol oynayan karboksizom ve polifosfat graniillerini i¢eren depo cisimciklerini igerir.
Bu inkliizyonlar, hiicrelerin uygun sartlar altinda enerji ve besinin fazlasim
biriktirmelerini saglar. Kaynaklarin az oldugu durumlarda ise hiicreler canliliklarin
stirdlirmek ve ¢ogalmak i¢in biriktirdikleri enerji ve besini kullanabilir (7).

Mikroalglerin en dikkat ¢ekici karakteristikleri pigment olarak adlandirilan ve
fotosentetik sistemlerinin pargasi olan renkli kimyasal bilesiklerdir (1). Antioksidan,
antikarsinojenik, antienflamatuvar, antiobezite, antianjiyogenik ve noroprotektif
etkiler gosterirler (3). Mikroalglerde ii¢ siif pigment bulunur:

1. Klorofiller (kuru agirligin % 0.5-1.0°1)

2. Karotenoitler (kuru agirligin ortalama % 0.1-0.2°si, bazi tiirlerde p-
karoten % 14’e kadar ¢ikar)

3. Fikobiliproteinler (kuru agirligin % 8’ine kadar ¢ikar) (1, 2).

Tiim siyanobakteriler klorofil-a igerir ve c¢ogu karakteristik mavi-yesil
renklerini veren fikosiyanin ve allofikosiyanin adindaki mavi fikobiliproteinlere
sahiptir. Cogu takson hiicrelerin kirmizi ve bazen siyah goriinmesini saglayan
fikoeritrin ad1 verilen fikobiliproteini de igerir. Fikobiliproteinler, tilakoid zar {izerinde
bulunan fikobilizomlarda yer alir. Fikobilizomlar 15181n, solar enerji merkezlerine,

ozellikle fotosistem II’ye transferinde 151n rehberi olarak oldukga etkilidir (7).



Tablo 2.1. Siyanobakterilerde bulunan pigmentlerin spektral 6zellikleri (2).

Pigment Renk Maksimum Omuz Maksimum
Absorbsiyon | Absorbsiyonu | Floresans
(nm) (nm) Emisyonu
(nm)
¥Klorofil a Mavi-yesil 430/662 - 668
do-karoten Sar1 447/475 422 -
ap-karoten Sari-Turuncu 454/480 426 -
®Fikoeritrosiyanin | Turuncu 568/570 595 625
®C-fikosiyanin Mavi 520 - 640
°C-fikoeritrin Pembe 560 565 577
@ Aseton °Tampon

Siyanobakteriler UV radyasyonuna kars1 yiiksek toleransa sahiptir ve bu reaktif
dalga boyunun toksik etkilerini yok etmek veya azaltmak i¢in dort ana strateji
gelistirmistir. Baz tlirler UV maruziyetinden habitat se¢imleri ile kaginirlar; ¢ogu tiir
sitonemin (UV-A dalgaboyunda pik absorbsiyonu vardir) ve mikrosporin benzeri
aminoasitleri de (UV-B dalgaboyunda pik absorbsiyonu vardir) igeren UV-
koruyuculara sahiptir. Tiim siyanobakteriler, UV maruziyetinin zararli foto iiriinleri
olan reaktif oksijen tiirleri i¢in etkili siipiiriicliler olan f-karoten, miksoksantofil,
ekinenon, ossilloksantin ve kantaksantin gibi karotenoitleri iiretir. Siyanobakterilerin
reaktif oksijen tiirlerine kars1 stiperoksit dismutaz gibi ¢esitli enzimatik savunmalari
vardir. Ayrica, UV’den dolay1 zarar gérmiis proteinleri tanimlayict ve onarici gesitli
hasar tamir edici mekanizmalar1 bulunmaktadir (7). Siyanobakterilerde bulunan
pigmentlerin spektral 6zellikleri Tablo 2.1.’de gosterilmektedir.

Zengin sekonder metabolit kaynagi olan siyanobakteriler biyoteknolojik ve
endiistriyel uygulamalarda yer alir. Son zamanlarda siyanobakteriler, anti-HIV’den,
antikanser, antivirale kadar farkli biyolojik aktiviteleri olan farmakolojik aktif
bilesiklerin kaynagi olarak ilgi ¢ekmektedir. Tiim siyanobakteriyal sekonder
metabolitlerin biyosit, biyogiibre, kozmetik, biyoyakit, biyoremediasyon, selatér ve
besin takviyesi alanlarinda potansiyel uygulamalar1 bulunmaktadir. Siyanobakteriyal
sekonder metabolitlerin farmakolojik aktiviteleri tizerindeki aragtirmalar, antitiimoral,

antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiparazitik ve enzim inhibisyon ozellikleri gibi
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tibbi yararliliklart konusuna odaklanmustir. Tibbi alanda kesfedilmis prokaryotik

kaynakli marin dogal iirlinlerin % 40’1 siyanobakterilerden elde edilmistir (4).

2.1.1. Spirulina sp.

Alem : Eubacteria

Alt- alem : Negibacteria

Filum : Cyanobacteria

Simif : Cyanophyceae

Alt- simf : Oscillatoriophycidae
Takim : Spirulinales
Familya : Spirulinaceae

Cins : Spirulina (9).

Spirulina kelimesi Latince heliks ya da spiral kelimesinden tliremistir ve
organizmanin fiziksel konfigiirasyonunu vurgulamaktadir. Bu siyanobakteri tiirii, gida
ve gida takviyesi olarak kullanimindan dolayr ¢ok iyi bilinen bir tiirdiir ve tropik
bolgelerde onemli bir diyet kaynagi olarak goriilmektedir. Aztekler Spirulina’y:
diizenli olarak tiiketmistir.

Son zamanlarda Spirulina kelimesinin gida takviyesi olarak kullanilan tiirler
icin uygun olmadig1, yerine 30’dan fazla farkli tiirii iceren bir cins olan Arthrospira
kullanilmasi konusunda tartismalar vardir. Tim bu tiirler insanlar tarafindan
tiikketilebilir, yiliksek besin degerlerine sahiptir ve bununla birlikte potansiyel terapotik
degerleri bulunmaktadir.

Arthrospira platensis (Spirulina platensis), filamentlerin (trikomlar) uzun
ekseni boyunca donme seklinde kaymasi seklinde hareket eder. Kayma hareketi kati
veya yar1 kat1 bir substrat lizerinde herhangi bir goriiniir flajel ya da diger yapi
olmaksizin 6zitme ile gergeklesir.

Spirulina bazik ozellik gosteren (pH 9-11) gollerin kenarlarinda katmanlar
olusturur. Deniz suyundan 1.5 kat daha fazla tuzlu ortamlara karsi toleranst vardir.
Yiiksek karbonat/bikarbonat ve yiiksek pH degerlerine sahip gollerde baskin tiir olarak
bulunur. Bununla birlikte sicak sularda (32-45 °C) ¢ogalabilir ve 60 °C dereceye kadar

yasamini siirdiirebilir (10).



2.1.2. Geitlerinema sp.

Alem
Alt- alem
Filum
Simif
Alt- simf
Takim
Familya

Cins

: Eubacteria

: Negibacteria

: Cyanobacteria

: Cyanophyceae

: Oscillatoriophycidae
: Oscillatoriales

: Coleofasciculaceae

: Geitlerinema (11).

Geitlerinema tiirleri genellikle camur tabakalarinda, toprakta veya ¢esitli sucul

habitatlarda makrofitlerin (kirlenmemis sularda) iizerinde bulunur; nadiren tekli

filamentler seklindedir. Geitlerinema splendidum en yaygimn tirdiir (12). Tez

caligmamizda izole edilen Geitlerinema cinsine ait mikroskobik goriintiiler Sekil

2.1.de verilmistir.

Sekil 2.1. Tez calismamizda izole edilen Geitlerinema tiriine ait mikroskobik
goriintliler: a) Isik mikroskobu (40x) goriintiisii b) Floresans mikroskobu (40x)

goruntiisi.
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Tallus ince, hassas, genellikle parlak mavi-yesil, nadiren mor ya da
kahverengidir. Daginik, ¢cogu zaman demet benzeri genellikle ince makroskobik
katman olusumu gozlenir ve ara sira izole trikom meydana gelir. Trikomlar 1-4 um
genisliginde, genellikle paralel diizende, silindirik, diiz, bazen hafifge biikiilmiis ya da
diizensizce vida benzeri kivrilmis (6zellikle sonlarda), kilifsiz, ¢ogu capraz duvarlarda
daralma gozlenmez, nadiren daralma goriiliir. Trikomlar hareketlidir. Hareket,
boylamasina eksen yoniinde kayma seklindedir. Bu harekete ayirt edici saat yoniinde
veya saat yoniiniin tersine rotasyon, dalgalanma (osilasyon) ve dairesel hareketler eslik
edebilir. Genellikle, hiicrelerin boyu eninden uzundur, hiicre béliinmesinden 6nce boy
enden birka¢ kat daha uzundur. Hiicre igeriginde daginik genis siyanofisin graniilleri
ya da bolgesel karetonoid cisimcikleri bulunur. Tilakoidler es merkezli sekilde
diizenlenmistir, uzunlamasina hiicre duvarlarina periferik ve paralel uzanir. Apikal
hiicreler konik, kancali ya da egiktir; fakat genellikle sivri ya da yuvarlak, bazen de
kiiresel ya da diiz, silindirik ve yuvarlaktir. Ureme, hareketli hormogonia igindeki

trikomlarin boliinmesi yoluyla gergeklesir (12).
2.1.3. Oscillatoria sp.

Alem : Eubacteria

Alt- alem : Negibacteria

Filum : Cyanobacteria

Simif : Cyanophyceae

Alt- simf : Oscillatoriophycidae
Takim : Oscillatoriales
Familya : Oscillatoriaceae
Cins : Oscillatoria (13).

Oscillatoria s1g su birikintilerinde, farkli substratlardan (¢amur, bitki, tas, kum)
olugsmus tabakalarda, batakliklarda bulunur (12). Tez g¢alismamizda izole edilen

Oscillatoria cinsine ait mikroskobik goriintiiler Sekil 2.2.’de verilmistir.



Sekil 2.2. Tez c¢alismamizda izole edilen Oscillatoria tiiriine ait mikroskobik
goriintiiler: a) Isik mikroskobu (40x) goriintlisii b) Floresans mikroskobu (40x)
goruntust.

Tallus genellikle diiz, makroskobik, piiriizsiiz, katmanli, nadiren kayisimst,
tabaka halinde, daha az siklikta tekil trikomlar halindedir. Trikomlar diiz veya
diizensiz dalgali, silindirik, bazen sonlarda vida benzeri kivrimli, kayma veya sag veya
sola rotasyonlar seklinde hareketli, genellikle 6.8 pm genisliginden biiyiik (70 pm’ye
kadar), sikisik olmayan ozelliktedir. Genellikle katmanlar bulunmaz fakat uygun
olmayan sartlarda meydana gelmeleri olasidir. Hiicreler kisa ve disk seklindedir.
Uzunluklar1 genisliklerinin yaris1 ya da yarisindan daha kisadir. Hiicre igeriginde,
aerotoplar bulunmaz, genellikle homojendir ya da bazen biiyiik, gdze ¢arpan graniiller
bulunur. Hiicre bdliinmesi trikom eksenine ¢apraz olarak hizli sekanslar seklinde
meydana gelir. Ureme kisa hareketli hormogonia i¢inde trikom bozunmasi (bazen

tamamen) ile gergeklesir (12).
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2.1.4. Leptolyngbya sp.

Alem : Eubacteria

Alt- alem : Negibacteria

Filum : Cyanobacteria

Simif : Cyanophyceae

Alt- simf : Synechococcophycidae
Takim : Synechococcales
Familya : Leptolyngbyaceae
Cins : Leptolyngbya (14).

Leptolyngbya bir¢cok morfotip ve ekotip igeren bir siyanobakteri cinsidir (12).
Toprak ylizeyi, gelgit alt1 stromatolitler, Antartika’nin kiy1 bolgeleri ve arkeolojik kazi
bolgeleri gibi c¢ok farkli c¢evre habitatlarinda bulunan en yaygin siyanobakteri
cinslerinden biridir (15). Baz tiirlerinin termal ve mineral sularda ya da 1slak kaya
yiizeylerinde karasal olarak yetisebildigi de belirtilmistir (12). Tez ¢alismamizda izole
edilen Leptolyngbya cinsine iki tiire ait mikroskobik goriintiiler Sekil 2.3.°te

verilmistir.
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Sekil 2.3. Tez ¢alismamizda izole edilen Leptolyngbya tiirlerine ait mikroskobik
gorlntiiler: a) Leptolyngbya sp. (a) 1s1ik mikroskobu (40x) goriintiisti b) Leptolyngbya
sp. (a) floresans mikroskobu (40x) goriintiisii ¢) Leptolyngbya sp. (b) 151k mikroskobu
(40x) goriintiisii d) Leptolyngbya sp. (b) floresans mikroskobu (40x) goriintiisii.
Leptolyngbya filamentleri nadiren tektir, genellikle gevsek pul benzeri kiimeler
ya da tabaka seklinde goriiliir. Serbestce yiizer halde ya da bir substrata bagimlhidir,
nadiren demet halinde ya da daha yaygin olarak koloniler (tallus) seklinde bulunur.
Hiicreler biikiimlii, dalgali, bazen de diiz ve uzundur. Fakiiltatif, siki, ince hiyalin
tabakalart mevcuttur; dallanma nadirdir fakat yalanci dallar seklinde olusumlar
gozlenebilir. Trikomlar 0.5-3.5 um genisliginde, hareketli veya hareketsiz, ya da zorla
farkedilebilecek titresim hareketine sahiptir. Hiicreler silindiriktir. Hiicre boyu
eninden genellikle uzundur; boyun enden kisa oldugu ya da izodiyametrik yapilar da
gozlenebilir. Hiicre igerigi genellikle homojendir. Bazen fark edilebilir
kromatoplazma ve sentroplazma bulunur. Gaz vezikiillerinden yoksundur. Ureme

trikom fragmentasyonu ile meydana gelir (12).
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Leptolyngbya cinsine ait T{yelerin farmasotik uygulamalari vardir.
Leptolyngbya tiirleri; tasidiklart kobamid A, dolastatin 12 ve palmirolit gibi biyoaktif
bilesikler nedeniyle, akciger karsinoma ve meme kanserinin tedavisi i¢in yeni

antikanser ilaglarin kesfinde kullanilan kaynaklardir (16).
2.2. Algal Pigmentler

Mikroalglerdeki simiflandirma, imza niteligi tasiyan pigmentlerine gore
yapilmistir. Pigmentler mikroalglerin fotosentez ve pigmentasyon metabolizmalarinda
onemli role sahiptir (2). Sicaklik, 151k ve diger mikroorganizmalarin varliginda kolayca
bozunabilirler (3).

Mikroalglerdeki pigmentler ii¢ sinifa ayrilir: klorofiller, karotenoitler ve
fikobiliproteinler (1, 2). Tiim mikroalgal gruplar klorofil-a icerir. Fikobiliproteinler
(fikoeritrin,  fikosiyanin, allofikosiyanin) kirmizi ve mavi-yesil alglere

(siyanobakteriler) spesifiktir (2).

Tablo 2.2. Mikroalglerden elde edilen pigmentlerin ana kullanim alanlar (2).

Biyoaktif Pigmentler Aktivite Kullanim Alanlar:
Antioksidan Saglik uygulamalar1
f-Kkaroten Antikanser Gida boyast
Serbest radikal siipiirme | Nutrasotik
Boyar madde
Lutein Antioksidan G0z hastaliklar

Katarakt ve yasa bagh | Saglik sektorii

makular dejenerasyon
onleyici
Antikanser
Kantaksantin Dogal boya Gida sektorii
Fikosiyanin Antienflamatuvar Besin takviyesi
Antioksidan Kozmetik
Antiviral Saglik uygulamalar1
Antikanser Dogal boya

Radikal siiptirme
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Pigmentlerin, gida katkisi, kozmetik ve ila¢ endiistrileri ile biyomedikallerde
kullanim alanlar1 vardir (2). Tablo 2.2.”de mikroalglerden elde edilen pigmentlerin ana
kullanim alanlar1 gosterilmektedir. Bu pigmentlerin az miktarlarda etkili boyama
ozellikleri, ilag ve kozmetik sanayinde kullanimlarini 6nemli kilmaktadir. Bu
sektorlerde floresans tabanli indikatdr, immiin testlerde biyokimyasal isaretleyici ve
cilt kremlerinde kollajen sentezini uyarici olarak kullanilabilirler (1). Ticari olarak en
degerli olan pigment grubu karotenoitler (1, 2) ve fikobiliproteinlerdir (2). Bir
karotenoit olan luteinin ticari kaynagi kadife ¢igegidir (7agetes eracta L.); fakat lutein
iceriginin diisiik olmas1 luteince zengin alternatif kaynak arayisina sebep olmaktadir.
Mikroalglerin yiiksek biiyiime hizi ve kadife ¢iceginden daha fazla serbest lutein
igerigi vardir. Mikroalglerin lutein {iretim hizinin bu bitkiden iic ila alt1 kat daha fazla

oldugu kayithdir (17).
2.2.1. Klorofiller

Klorofil, fotosentezden sorumlu olmasi nedeniyle dogada olduk¢a yaygin
bulunan yesil bir pigmenttir. Mikroalglerde, absorbsiyon spektrumu ve dolayisiyla
renk tonu bakimindan farklilik gosteren ¢esitli klorofil tiirleri — klorofil a, b, c, d ve f-
bulunur. Klorofil a mavi-yesil, klorofil b parlak yesil, klorofil ¢ sari-yesil, klorofil d
orman yesili ve klorofil f ziimriit yesili renklerine sahiptir. Klorofil a tiim mikroalgal
gruplarda bulunurken klorofil b 6zellikle Chlorophytada, klorofil ¢ ise Rhodophytada
bulunur. /n vivo ve in vitro ¢alismalar, klorofillerin antimutajenik 6zelliklerine bagh
olarak kanserden koruyucu oOzellikleri oldugunu gostermistir. Gida, yem, ilag ve

kozmetik endiistrilerinde kullanilmak iizere ticari {iretimi yapilmaktadir (1).
2.2.2. Karotenoitler

Karotenoitler 600°den fazla iiyesi olan lipofilik pigmentlerdir. Bitki ve
mikroorganizmalarda 15181n yakalanmasi ve 15181n zararh etkilerinden korunmada ana
rol oynarlar (18). Gida renklendiricisi, ilag ve saglig1 destekleyici degerli bilesikler

olarak kullanimlar1 sebebiyle, diinya ¢apinda karotenoitlere olan talep artmaktadir

(17).
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490-600 nm aralifinda ¢ok genis 151k absorbsiyonlar1 vardir. Mavi spektral
alandan 415 ve 480 nm arasinda ii¢ veya iki maksimum absorbans ve bir omuzlu genis
absorbsiyona sahiptir (2). Karotenoitler {i¢ izopentenil pirofosfat iinitesinin, 20
karbonlu prekiirsor geranilgeranil difosfati olusturmak {izere, bir dimetilallil difosfata
kademeli eklenmesi yoluyla sentezlenirler. izopentenil pirofosfat ve dimetilallil
difosfat metileritritol fosfat yolagindan tiirerler. Geranilgeranil difosfatin iki molekiilii
fitoen sentaz yardimiyla biyosentetik yolagin ilk karetonoidi olan fitoeni olusturmak
icin bir araya gelir. Fitoen daha sonra likopeni olusturmak tizere desatiire olur ve
neredeyse diger karotenoitlerin hepsi likopenden tiirer (19). Diger fotosentetik
pigmentlerden farkli olarak, karotenoitler C3o metil-dallanmis hidrokarbon iskeletine
sahiptir (17). Karotenoit iskeletindeki c¢ifte baglarin degismesi polien zincirlerini
meydana getirir. Karotenoitleri diger molekiillerden ayiran ve onlara elektrokimyasal
ozelliklerini veren konjuge c¢ifte bag sistemleridir. Bu degisken tek ve c¢ift bag
sisteminde, m-elektronlari tiim polien zinciri boyunca serbest bulunur. Polien zinciri,
bu grup molekiillerin elektronik spektrumlari, fotofiziksel ve fotokimyasal 6zellikleri
i¢cin karakteristiktir. Konjuge sistem uzadikca, uyarimlar1 daha kolaylasir ve 1s181n
daha genis dalga boylar1 absorblanabilir (19). Bilinen tiim siklik ve asiklik
karotenoitlerin rengi molekiil i¢indeki ¢ifte baglarin uzun serilerine baglidir (20).

Tek veya gifte baglarin degisimi, her karotenoitin ¢ok sayida geometrik
izomerinin olmasini saglamaktadir. Isik da karotenoitlerin cis-, trans- izomerlerinin
olusmasinda etkilidir. Izomerik form molekiiliin seklini belirler ve ¢dziiniirliik ve
absorblanabilirlik gibi 6zelliklerinin degismesine sebep olabilir. Karotenoitlerin trans-
formlar1 cis- formlarina gore daha kararlidir, kristalize ve agrega olmaya egilimleri
yiiksektir. Bu yiizden cis- formlar1 daha kolay absorblanabilir ve tasinabilir. Bazi
karotenoitlerin ucunda bulunan £ ya da ¢ halkas1 gibi son gruplar ve oksijenizasyon
karotenoitlerin 6zelliklerini etkileyen unsurlardandir (19).

Karotenoitler hidrofobik molekiiller oldugu i¢in hiicrelerde, ¢ift katmanli zarlar
gibi lipofilik bolgelerde bulunurlar. Hidroksil gruplar1 gibi polar gruplar
karotenoitlerin hidrofobik yapisini disiiriir ve zara gore yerlesimlerini degistirir.
Likopen ve p-karoten, hidrofobik c¢evrelerini korumak i¢in zar yiizeyine paralel
siralanirken; daha polar olan lutein gibi ksantofiller, hidroksil gruplarini daha

hidrofilik ¢evrede tutmak i¢in zar yiizeyine dikey olarak siralanirlar. Bu farkliliklar
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membranin fiziksel dogasini etkileyebilecegi gibi fonksiyonunu da etkileyebilir.
Karotenoitler, sucul ¢evrelerde hareket etmelerini kolaylastirmak i¢in proteinlerle
kompleks olusturabilir. Ayrica lipoproteinlerin hidrofobik bdlgeleri ile etkilesime
girebilirler (19).

Organik ¢oziiciilerde ¢ozlinebildikleri gibi lipozomlarla ve siklodekstrin gibi
siklik oligosakkaritlerle bagmtili bulunduklarinda hidrofilik ortamlarda da
¢oziinebilirler. Ug gruplarina hidroksil eklenmesi karotenoiti daha polar hale getirir ve
¢Oziinlirliglinii etkiler. Karotenoitler matriks i¢inde goreceli olarak stabildir (17),
¢Ozelti halinde ise artan sicakliga, oksijene, asit ve 1s18a duyarhidir ve oksidatif
bozulmaya ugrarlar (17, 19). Bu nedenle karotenoit i¢eren her matriks ayri1 olarak
degerlendirilmelidir (17).

Kimyasal olarak karotenoitler iki gruba ayrilabilir: karotenler (hidrokarbonlar;
ornegin a-karoten, f-karoten, likopen) ve ksantofiller (oksijenli molekiiller; 6rnegin
astaksantin, lutein, kantaksantin). Karotenoitler arasinda diger bir ayrim ise primer ve
sekonder karotenoitler olarak yapilabilir. f-karoten ve lutein gibi primer karotenler
fotosentetik aygitin yapisal ve fonksiyonel bilesenleridir ve fotosenteze dogrudan
katilirlar. Isik toplama rolleri oldugu kadar filtreleme, sondiirme veya siipiirme yoluyla
fotoprotektif rol de oynarlar. Astaksantin ve kantaksantin gibi sekonder karotenoitler
fotosentetik aygitin bir parcasi degildir. Kloroplastlarda sentezlenir ve sitoplazmada
birikirler. Yiiksek 151k yogunlugu, besin yoksunlugu, sicaklik degisimleri, pH
degerleri, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 ve oksidatif stres gibi ¢evresel ve kiiltiir ortami
faktorleri sekonder metabolitlerin fazla iiretimini saglar. Boylece mikroalglerin bu
etkenlere adaptasyonu saglanmis olur. Karotegenesis islemi ile iiretilen karotenoitler
sadece filtreleme yoluyla fotoprotektif pigmentler olarak rol oynayip sadece
kendilerini korurlar (6rnegin, zararli radyasyondan) (1).

Karotenoitlerin yiiksek bitkilerde ve bazi alg cinslerinde ksantofil dongiisiiniin
anahtar rol oynadigi primer fonksiyonlari, fotosentetik organizmalar1 giines 1s18indan
korumaktir. Ksantofil dongiisii, fotosentetik antendeki fazla enerjinin termal dagilimi
icin violaksantinin anteraksantin araciliiyla zeaksantine tersinir doniistimiidiir.
Cyanophyta’da ksantofil dongiisii bulunmadigi i¢in zeaksantin, p-karotenden
tiretilmektedir. Bununla birlikte, ksantofil donglisiiniin olmamasi sebebiyle

anteraksantin ve violaksantin de Cyanophyta’da bulunmamaktadir. Ayni zamanda
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Cyanophyta tiyelerinde astaksantin de yoktur (18). Mavi-yesil alglerde sentezlenen
karotenoitler egsizdir. Ana pigmentler f-karoten, ekinenon ve miksoksantofildir.
Miksoksantofil diger higbir fotosentetik bitki, meyve, ¢igek ve kokte bulunmaz (20).

Miksoksantofil ve ekinenon bilesiklerine ait formiiller Sekil 2.4. ve 2.5.°te

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Ekinenon kimyasal yapisi.

Yapilan bir arastirmada, Hindistan sularindan izole edilen Oscillatoria sp.
CCNM 2007 tirinde miksoksantofil, zeaksantin, kantaksantin, ekinenon, a-karoten
ve f-karoten; Geitlerinema sp. CCNM 2010 tiiriinde miksoksantofil, zeaksantin,
kantaksantin, ekinenon ve p-karoten ve Oscillatoria sp. CCNM 2012 tiiriinde ise
miksoksantofil, zeaksantin, kantaksantin, ekinenon, a-karoten ve p-karoten

karotenoitlerine rastlanmistir (18).
Karotenler

Karotenler, molekiil basina 40 karbon atomu olan, ¢esitli sayida hidrojen

atomlar1 igeren ve bagka hicbir element icermeyen ¢oklu doymamis hidrokarbonlardir.
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Bazi karotenler, molekiiliin bir veya iki ucundan hidrokarbon halkasi ile sonlanir.
Mikroalglerde beta ve alfa karoten olmak iizere iki ana karoten bulunur. Befa-karoten
yagda c¢Oziinen, turuncu-sari renkli, A vitamini prekiirsorii olarak bilinen bir

karotenoitdir (2). Sekil 2.6.’te - karoten kimyasal yapis1 verilmistir.

Sekil 2.6. f-karoten kimyasal yapisi.

Ksantofiller

Ksantofiller okside olmus karoten tiirevleridir. Ksantofil grubu cok sayida
pigment igerir (2). Lutein, terapotik 6zellikleri olan ksantofillerden biridir. Luteine ait
kimyasal yap1 Sekil 2.7.°de gosterilmistir. Bazi kanser tiirleri, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve retinal deformasyonun dnlenmesi amaciyla kullanilmasi 6nerilmektedir

(17).

Sekil 2.7. Lutein kimyasal yapisi.

Luteinin hiicredeki rolii yapiyr korumak ve fotosistemin fonksiyonunu
saglamaktir (21). Lutein ve zeaksantin ksantofilleri, 151k absorbsiyonu ve hasar verici
oksijen tlirevlerini siipiirme etkileri ile primat gozlerindeki makula i¢in 6nem tegskil
eder. Lutein, zeaksantin ve zeaksantin steoizomeri olan 3R, 3'S (= mezo)- zeaksantin
makula lutea pigmentini olusturur, yiiksek goriis keskinliginden sorumlu sar1 bolgeyi
yaratirlar (19). Lutein sar1 renkli oldugu i¢in spektrumun mavi 151k kismini etkili bir
sekilde absorblar. Mavi 151k, fotooksidatif hasar1 indiikleyerek retinaya zarar verebilir.
Lutein gozde mavi 1s1k filtresi olarak rol oynar ve gozde yeteri kadar lutein

bulundugunda mavi 151k absorblanir ve fotooksidasyon minimize edilir (17).
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Fikobiliproteinler

Fikobiliproteinler mikroalglerden elde edilen, suda ¢dziinebilen ve oldukca
dikkat ¢eken dogal fotosentetik pigmentlerdir (20-22).

Fikobiliproteinler, tetropirol prostetik gruplarda bulunan bilin yapisina
kovalent bagli 1s1k toplayict proteinlere aittir (23). Protein ve fikobilin denilen agik
zincirli tetrapirollere ait kovalent bagli sistein aminoasitli kromoforlarin bilesiminden
olusmaktadirlar (1).

Tiim fikobilinler benzer ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Her bir fikobilin genellikle
esit miktarda bulunan o ve £ alt tinitelerinden (polipeptitler) meydana gelir. Molekiiler
agirliklar elde edildikleri organizmaya bagli olarak ¢esitlilik gosterir. o alt {initesinin
molekiiler agirligi 12.000-20.000 dalton arasinda iken, f alt iinitesinin molekiiler
agirlig 15.000-22.000 dalton arasindadir (24).

Fikobiliproteinler mikroalglerin pigmentasyon metabolizmasinda énemli rol
oynarlar (22). Klorofil a (430 nm) absorbsiyonunun 6tesindeki aralik i¢in giines enerji
kollektorleri olarak gorev alir (23), fotosentez esnasinda 151k enerjisini yakalarlar (1).
Azot yoklugunda bozunduklari i¢in hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olmadiklar1 kabul
edilmistir. Bu ylizden fikobiliproteinler azot depolama kaynagi olarak
distintilmektedir (25).

Isik absorbsiyonlarina ve bilin tiplerine gore genellikle dort alt sinifa ayrilirlar:
fikoeritrinler (pembe-mor, Amaks = 540-570 nm), fikosiyaninler (mavi, Amaks = 610-620
nm), fikoeritrosiyaninler (turuncu, Amas = 560-600 nm) ve allofikosiyaninler (mavi-
yesil, Amaks = 650-655 nm) (23). 490-600 nm arasinda ¢ok genis 151k absorbsiyonlari
vardir. Pigmentin sinifina gore bir veya iki maksimum absorbans ve bazen omuz
verirler. Fikosiyanin sar1 spektral aralikta 555-670 nm aras1 absorbsiyon verir; ayni
zamanda 640 nm’de floresans emisyonu gosterir (2). Fikobiliproteinler 1s1k
adsorbsiyonu ve enerji transfer siire¢lerine katilmak i¢in bir araya gelerek fikobilizom
denilen supramolekiiler kompleksi olustururlar (23).

Fikobiliproteinlerin ticari olarak gida, kozmetik, biyoteknoloji, farmakoloji ve
tip alanlarinda yaygin kullanimi vardir (2). Fikobiliproteinler, immiinoglobulinler,
protein A ve avidin ile baglanir. Bu 6zelligi ile histolojik uygulamalarda, floresan
mikroskobu uygulamalarinda, immiinolojik testlerde ve floresanla aktive hiicre

ayrimlart uygulamalarinda kullanilir (25). Dogal gida boyasi olmalarinin yaninda
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fikobiliproteinlerin floresan isaretleyici ve antioksidan ozellikleri vardir. Ayni
zamanda kimyasal yapilarina bagl olarak reaktif oksijen tiirlerini notralize etme ve
selatlayic1 ozellikleri ile oksidatif stresi azaltma rollerine de sahiptirler (1).
Antioksidan, antikarsinojenik, antienflamatuvar, néroprotektif, hepatoprotektif, anti-

obezite 0zellikleri ile bir¢cok biyolojik fonksiyon gosterirler (21, 22).
C-Fikosiyanin

Fikosiyanin, mavi rengi ve yapisinda bulunan protein ve fikosiyanobilin adi
verilen protein olmayan igerigi ile karakterize fikobiliprotein ailesinden bir proteindir
(25). Fikosiyanin siyanobakterilerde, Rhodophyceae ve Cryptophyceae’de bulunur.
Bulundugu tiire gore C-fikosiyanin ve R-fikosiyanin olarak adlandirilir. C-fikosyanin,
R-fikosiyanine gore daha yaygin ve ¢ok bulunur (4) ve birgok siyanobakteriye
mavimsi rengini veren ve mavi-yesil alg olarak adlandirilmalarina sebep olan bilesik
fikosiyanindir (26).

Suda ¢oziinebilen bir protein olan C-fikosiyanin’den ilk defa 1928 yilinda
Lemberg tarafindan bahsedilmistir =~ ve siyanobakterilerde bulunan ana
fikobiliproteindir (24). Siyanobakterilerin biyokimyasal kompozisyonu ve pigment
icerigi siyanobakteri tiirlinden tiirline degisir ve bir¢ok fizikokimyasal parametreden
etkilenir (27). Siyanobakteri olan Spirulina platensis’in kuru agirliginin %20 ‘sine
kadarint olusturur. C-fikosiyaninin a alt iinitesi a-84 sisteine kovalent bagli bir
fikosiyanobilin icerirken, £ alt iinitesi apoproteinin -84 ve [-155 sisteinine bagh iki
fikosiyanobilin igerir (24). a ve S alt tiniteleri pH 5-6’da hekzamerik (af)s, pH 7°de
ise trimerik (af); konformasyonda bulunur. @ ve f alt {iinitelerinde sadece
fikosiyanobilin kromoforu bulunur (2). Sekil 2.8.’de C-fikosiyaninin kimyasal yapisi
verilmistir. 615 ve 620 nm’de maksimum absorbans gosterdigi, maksimum floresans
emisyonunun 640 nm civarinda oldugu ve molekiiler agirliginin 70-110 kDa arasinda
oldugu bilinmektedir (22). Farkli siyanobakteri tilirlerinde C-fikosiyaninin molekiiler
agirligr oligomerler i¢in 81 ila 215 kDa ve a, f alt iiniteleri i¢in 15.2 ve 24.4 kDa

araliginda belirtilmistir. Cogu durumda, alt tiniteler trimerler olarak organize olmustur

3).
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COOH COOH

Sekil 2.8. C-Fikosiyanin kimyasal yapisi.

C-Fikosiyanin, nutrasotik, kozmetik ve ilag sanayilerinde biiytik ticari degere
sahip bir fikobiliproteindir (22). Fikosiyaninin ticari tiretimi Spirulina, Synechococcus,
Anabaena, Nostoc ve Oscillatoria siyanobakterileri kullanilarak yapilmaktadir (1, 2,
27). Fikosiyanin saflig1 A620/A280 absorbans oranina gore tespit edilir (25, 28). 620
nm’deki absorbans fikosiyanine, 280 nm’deki absorbans toplam proteine karsilik
gelmektedir. Fikosiyanin, A620/A280 oran1 <0.7 ise gida safliginda, A620/A280 orant
0.7 ile 3.9 araliginda ise reaktif safliginda, A620/A280 orani1 >4.0 ise analitik saflikta
olarak tanimlanir (25). C-Fikosiyaninin kilogram fiyati saflik derecesine gore 500 —

100.000 USD arasindadir (28).
C-Fikosiyaninin Biyolojik Etkileri

Antioksidanlar, oksidasyon olayini, reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini
Onleyen veya geciktiren maddelerdir. Antioksidanlar, organizmanin savunma
mekanizmasinda serbest radikallerin saldirilarina karst ana rol oynar. Gidalarin,
ilaglarin ve kozmetik tirlinlerin stabilizasyonu i¢in de kullanilir. Antioksidanlar i¢sel
ve dissal olarak ikiye ayrilir. I¢sel antioksidanlar digsal antioksidanlarla birlikte sistemi
serbest radikallerden korur. Dissal antioksidanlar, bakteri, alg ve bitkiler gibi dogal
kaynaklardan elde edilir. Bu kaynaklardan biri de siyanobakterilerdir (29).

Antioksidanlarin, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelledigi ve/veya
onlar siipiirdiigli bilinmektedir. Antioksidan sistem ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iiretimi arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak bilinmektedir. ROS ateroskleroz,
norodejeneratif hastaliklar, kanser, seker hastaligi, enflamasyon hastaliklar1 gibi
hastaliklarla oldugu kadar yaslanma siireci ile de ilgilidir. C-Fikosiyaninin antioksidan
ozelligi ilk olarak 1998 yilinda Kiibali arastirmacilar tarafindan tanimlanmistir.

Arastirmacilar, C-fikosiyaninin hidroksil radikalini (‘'OH), alkoksil radikalini (RO")



21

ve sliperoksit anyonunu (O>") sliplirdiigiinii belirtmistir. C-Fikosiyanin ayni zamanda
lipit peroksidasyonunu da inhibe eder. Buna ek olarak C-fikosiyaninin
antienflamatuvar 6zelliklerini de ilk defa tanimlamigslardir. Daha sonralar1 diinya
genelinde diger arastirmacilar, bir dnceki bulgular1 dogrulamis ve C-fikosiyaninin
tekli oksijeni ('O2), hipoklordz asidi (HOCI), peroksil radikalini (ROO"), 'OH,
peroksinitrit (ONOOQO"), nitrik oksit ('NO) ve hidrojen peroksidi (H203) siipiirdiigiinii
kesfetmislerdir. C-Fikosiyanin ayn1 zamanda 2,2- azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-
siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS ") ve 1,1- difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) gibi
dogal olmayan radikalleri de siiplirmektedir. Farkli 1s1k kosullarinda, C-fikosiyanin
bifonksiyonel aktivite gosteririr; ‘OH tiretebilir ve karanlikta "OH yakalayabilir. C-
Fikosiyanin konsantrasyonu arttiginda ROS {iretimi onlenir. Bununla birlikte, mavi
1518in DPPH, "'OH ve HOCI radikallerine karsi siipirme aktivitesini arttirdigi
belirtilmistir (25).

Bir calismada Geitlerinema sp. TRV57 tiirlinden fikosiyanin ekstre edilmis ve
antioksidan o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in fosfomolibdenum testi, ferrik iyon
indirgeme giicii testi, DPPH radikal siipiirme aktivitesi, hidrojen peroksit serbest
radikal siiplirme testi, anti lipit peroksidasyon testi gibi ¢esitli yontemler kullanilmistir.
Tiim antioksidan c¢alismalarinda askorbik asit standart antioksidan olarak
kullanilmigtir. DPPH siipiirme aktivitesi, 3 ml pigment 6rneginin 1 ml 0.1 mM
metanolli DPPH’a eklenerek 30 dk sonra 517 nm’de absorbansi ol¢iilerek
bulunmustur. Fikosiyaninin siiplirme orant 200 pg/ml konsantrasyonda % 78.75, 5
png/ml konsantrasyonda ise % 68.75 bulunmustur. Spirulina’dan elde edilen
fikosiyaninin DPPH siiplirme aktivitesi ise % 25 olarak belirtilmistir. Bu ¢aligma
Geitlerinema sp.” den elde edilen fikosiyanin pigmentinin iyi bir antioksidan bilesik
oldugunu ortaya koymus ve arastirmacilar elde edilen bu pigmentin farmasotik ve
nutrasotik bilesik olarak kullanilabilecegini bildirmistir (29).

Bagka bir ¢alismada Geitlerinema cinsinden elde edilen fikosiyaninin serbest
radikal stipiiriicii etkisi aragtirtlmigtir. 100 pg/ml C-fikosiyanin esit oranda 0.1 mM
etanollii DPPH ile karistirilmis ve 30 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Askorbik
asit standart antioksidan olarak kullanilmistir. Sonug olarak C-fikosiyanin 200 pg/ml
konsantrasyonda % 72.85+2.1 aktivite gostermistir. Ayn1 konsantrasyonda askorbik
asitin ise % 99.82+1.9 aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (8).
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olusturmaktadir ve

siyanobakteriler dogal {irlinler i¢in zengin bir kaynaktir. Siyanobakteriler tarafindan

iiretilen dogal bilesiklerin arasinda C-fikosiyaninin kanser calismalarinda ilging

sonuglar ortaya koydugu cesitli aragtirmalarda gosterilmistir (Tablo 2.3. ve 2.4.) (24).

Tablo 2.3. C-Fikosiyaninin antitlimoral olarak kullanildig1 in vitro ¢alismalar.

Kaspaz-9 ekspresyonu
Sitokrom C salinimi
Bcl-2 ekspresyonunun downregiilasyonu

Kanser Tipi / Hiicre Hatt1 C-Fikosiyaninin Etkisi Kaynak
Sican histiyositik tiimorii — | Kaspaz-3 ve ROS aktivasyonu ile (24)
Wistar si¢canlarinin  /AK-5 | apopitoz uyarimi
assitinden elde edilmistir Bcl-2  asint  ekspresyonu ile ROS
inhibisyonu
Insan  Kronik  Miyeloid | Hiicre proliferasyonunda % 49’luk (24)
Losemi / K562 azalma
Apopitoz
Antiapopitotik protein Bcl-2
downregiilasyonu
Proapopotik protein Bax’da degisim
gozlenmemistir
Insan Servikal Epidermoid | HeLa proliferasyonunda azalma (24)
Karsinoma/ HelLa ve Cin | CHO proliferasyonunda degisim
hamster yumurtaligt /CHO | goriilmemistir (selektivite)
Bcl-2 ekspresyonunda azalma
Kazpaz-2, -3, -4, -6, -8 ve -10
aktivasyonu
Sitokrom C’nin mitokondriden salinimi
Bas ve boyun skuamoz | 686LN-M4CI1 hiicreleri tizerinde yiiksek (24)
karsinoma/  686LN  ve | proliferasyon inhibisyonu ve kansersiz
686LN-M4C1 hiicre ¢ogalmasi  iizerinde mindr
K562 inhibisyon
HT-29 C-Fikosiyanin/B alt {initesi ile B tubiilin
Kontrol Hiicreleri: Lenfosit | ve GAPDH arasinda etkilesim
B, T/ROMI1788 VE C5/MJ | Mikrotubiill ve aktin filamentlerinin
depolimerizasyonu
Apopitozda artis Kaspaz-3 ve Kaspaz-8
‘de artig
Meme kanseri/ MCF-7 Hiicre proliferasyonunda azalma (24)




23

Tablo 2.3. C-Fikosiyaninin antitiimoral olarak kullanildigi in vitro caligmalar

(Devam).

Kanser Tipi / Hiicre Hatti C-Fikosiyaninin Etkisi Kaynak
HepG2 Hiicre proliferasyonunda azalma (24)
Apopitoz ve nekroz

ROS artis1

Mitokondrial zarar

Sitokrom C salinimi

Kaspaz- 3 aktivasyonu

Hiicre dongiisii arresti (G2/M)
Kolorektal Adenokarsinom/ | Apopitoz (24)
HT-29 Antioksidan ve antiproliferatif aktivite
Akciger  Adenokarsinom/ | DNA fragmentasyonu
A549
Yumurtalik Adenokarsinom/ | Apopitozda %1.6 dan %19.8’e artig (24)
SKOV-3 Kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde artis

ROS artis1

HSP60 proteinleri, niikleolin, PSME3,

Prdx-4 ve PPase artis1

mtSSB proteininde artig

DNA: Deoksiriboniikleik asit; ROS: Reaktif oksijen tiirleri; Bel-2: B hiicre lenfoma 2; GAPDH:
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz; PPase: Sitoplazmik inorganik fosfotaz; Prdx-4: Peroksiredoksin-
4; PSME3: Insan proteazom aktivator-3 kompleksi alt iinitesi; MDR1: Multi-drug rezistans-1 geni;
HSP60: Is1 soku proteini-60; mttSSB: Mitokondriyal tek zincirli baglayici protein.



Tablo 2.4. C-Fikosiyaninin antitlimoral olarak kullanildigi in vivo ¢alismalar.
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Hayvan Modeli

Hiicre Hatt1

C-Fikosiyanin Etkisi

Kaynak

MCF-7
enjeksiyonlu
BALB/c fareleri

MCF-7

Bagisiklik  organlarinda
agirhik artigt

Immiinosit
proliferasyonunda artis
Pro-apopotik Fas proteini
ekspresyonunda artig
Timor agirliginda azalma
Anti-apopotik proteinler
ve CD44 ekspresyonunda
azalma

(24)

A549 enjeksiyonlu
yetiskin si¢anlar

Akciger kanseri
(A549)

In vivo ve in vitro hiicre

¢ogalmasinin

inhibisyonu; C-
Fikosiyanin ve ATRA
kombinasyonu ile

antitiimoral etkide artig
C-Fikosiyanin+tATRA:
CDK-4 eksprasyonunda
azalma; Kaspaz-3
ekspresyonunda artis;
apopitoz; bagisiklik
uyarimi; TNF  geninin
upregiilasyonu; Bcl-2 ve
Siklin genlerinin
downregiilasyonu

24)

ATRA: all-trans retionik asit; Bcl-2: B hiicre lenfoma 2; TNF: timér nekroz faktorii; CDK-4: Siklin

bagimli kinaz 4; CD44: hiicre-yiizey glikoproteini.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Mikroalg izolasyon ve Kiiltiir Calismalarinda Kullanilan Aletler

Akvaryum Pompasi : Champion

Hassas Terazi : Mettler Toledo AL240

Inkiibator : Gerhartd Thermoshake

Kiiltiir Dolab1 : Ugur

Liyofilizator : Edwards-Modulyo

Liiks Metre : Lutron LX-105

Manyetik Karistiric : Biosan Magnetic Stirrer MSH 300
Membran Filtre Unitesi : Sartorius SM 16309

Mikroskop : Olympus CH40

Otoklav : Hirayama HICLAVE HVE-50

pH Metre : Mettler Toledo

Santrifiij : Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro

3.1.2. Kimyasal Calismalarda Kullamlan Aletler

Derin Dondurucu : (- 20 °C) Argelik
Elektroforez : Consort EV 243
Hassas Terazi : Sartorius CP224S, Shimadzu AUW220D,

Denver Instrument SI-234

Kromatografi Tanki : Camag (cam kiivet, 22x23x8 cm)
Liyofilizator : Christ Alpha 1-2 LD plus

Manyetik Karistiric : Heidolph

Mikro Plaka Okuyucu : BIO-TEK, pQuant (MQX 200)

Otomatik Pipetler : 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl (Gibson ve
Transferpette)

Rotavapor : Biichi R 200, Biichi R 210

Santrifiij : Amersham Biosciences Ultraspec 1100 pro

Spektrofotometre : Ultraspec 1100 pro
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Ultrasonik Banyo : Transsonic 570

UPC? : Waters Acquity UPC? Sistemi

UV Lamba : Camag

HPLC Sistemi : Waters (Waters 600 pompa, Waters 600 controller,

Waters 996 photodiode array dedektor)

3.1.3. Biyolojik Etki Calismalarinda Kullamlan Aletler

CO; Inkiibatérii : Sanyo MCO-18AIC (UV)
Calkalamali Su Banyosu : Major Science
Derin Dondurucu : (-20 °C) Argelik
(-80 °C) Niive Direct freze 290
Etiv : Elektro-mag
Hassas Terazi : Sartorius CP224S, Shimadzu AUW220D,

Denver Instrument SI-234

Inverted Mikroskop : Leica DMIL LED

Laminar Air Flow Kabini ~ : Chemocell LRCx-UV (Teknomar)

Mikroplaka Okuyucu : BIO-TEK, pQuant (MQX 200)

Otoklav : Autoclave HS 9041

Otomatik Pipetler : 10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl (Gibson ve
Transferpette)

Santrifiij : UniGen 15D, Herolab

Ultrasonik Banyo : Transsonic 570
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3.2. Yontemler
3.2.1. Su Ornekleri Alinmasi

Afyonkarahisar ilinde bulunan 2 farkli termal su havzasindan 2013 yil1 Ocak
ayinda su numuneleri alinmstir.

Heybeli termal su havzasi Afyonkarahisar-Konya karayolu iizerinde bulunup
Afyonkarahisar merkezine 30 kilometre mesafededir. Bu havzada yer alan Heybeli
termal tesislerinin ana su ¢ikis merkezinden 5 litre temiz su ve atik su merkezinden 5
litre atik su numuneleri alinmistir. Ayn1 havzada yer alan Pazaragac termal tesisinin
ana su ¢1kis merkezinden de 5 litre temiz su alinmistir. Numunelerin alindig iki termal
tesisteki suyun sicakliklart 30-56.5 °C arasindadir.

Omer-Gecek termal su havzasi Afyonkarahisar-Kiitahya karayolu iizerinde
bulunup Afyonkarahisar merkezine 14-18 kilometre uzaklikta yer almaktadir. Suyun
sicakligi 46-71 °C’dir. Gecek termal kaplicasinin suyun ana ¢ikis merkezinden 5 litre
temiz su numunesi alinmistir.

Mikroalg izolasyon calismalarinda elde edilecek mikroalg g¢esitliligini
arttirmak amaciyla atik sulardan da numune alinmasi hedeflenmistir; ancak Heybeli
termal tesisleri disinda diger termal tesislerin atik sulari kapali sistem ile desarj edildigi

icin sadece Heybeli termal tesislerinden atik su numunesi alinabilmistir.
3.2.2. Su Ornekleri Analizi

Her bir kaynaktan alinan su numunelerinin (2.5 litre) kimyasal analizleri izmir
Su ve Kanalizasyon Idaresi Genel Miidiirliigii biinyesindeki Cevre Koruma ve Kontrol

Dairesi Bagkanligi’na bagli laboratuvarda gergeklestirilmistir.
3.2.3. Mikroalg izolasyon Cahismalari

Afyonkarahisar ilinin iki farkli termal su havzasindan alinan dort su 6rneginden
tek tiir mikroalg elde etme calismalar1 Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
Biyomiihendislik Boliimii Mikroalg Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Gecek termal, Heybeli termal ve Pazaraga¢ termallerinin kuyu c¢ikis
noktalarindan alinan termal su 6rnekleri ve Heybeli termal atik su ¢ikisindan alinan su

ornegi kiiltiir ortam1 hazirlamak i¢in kullanilmigtir. Sular membran sistemi ile 0.45 pm
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Whatman filtreden siiziildiikten sonra BG11 (Blue-Green medium) ve Allen kat1 ve
stvi kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlarin igerikleri Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.°de
verilmistir. Hazirlanan ortamlar otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca steril
edilmistir. Sterilizasyondan sonra petri kaplarma aktarilan kat1 ortamlarin oda
sicakligina gelmesi beklenmistir. Sivi ortamlar ise steril test tiiplerine 5 ml olacak
sekilde dagitilmistir.

Alinan 4 su numunesinden, 6ze kullanilarak petrilerdeki kati kiiltiir ortamlarina
cizgi ekim gerceklestirilmistir. Ekim yapilan petriler, 30 °C’de, 100 liiks 151k siddeti
altinda 10 giin boyunca kiiltiir dolabinda inkiibe edilmistir. 10 giin sonunda petrilerdeki
tireme gozlemlenmistir. Baskin tiirlerin koloni olusturdugu gézlenerek, petri kabinin
bu bolgelerinden aliman 6rneklerin 6ze yardimiyla yeni ortama ekimi yapilip, 10
giinliik inkiibasyon siirecine devam edilmistir. Bu islem bir¢ok kez tekrarlanmistir.

Su orneklerindeki tiirleri tek tiire indirgeyebilmek icin, petrilerden alinan
ornekler tiipler igindeki siv1 kiiltiir ortamlarina transfer edilmistir. Tiipler calkalamali
inkiibatorde, 30 °C’de, 100 liiks 151k siddeti altinda 10 giin boyunca inkiibe edilmistir.
10. giiniin sonunda mikroskobik inceleme yapilmis ve kiiltiiriin durumuna bakilmistir.
Kiiltiir tek tiire indirgenene kadar s1vi ortamdan-kati1 ortama, kat1 ortamdan-sivi ortama
alma islemlerine devam edilmistir. Her asamada inkiibasyon siireci devam etmis ve

mikroskobik inceleme yapilmistir. izolasyon galigmalar1 4 ay siirmiistiir.
3.2.4. Mikroalg Tanimlama Calismasi

Mikroalg izolasyon ¢alismalar1 sonucu alinan 4 farkli su numunesinden 4 farkl
mikroalg elde edilmistir. Bu mikroalglerin tanimlanmasi i¢in her biri kendi termal
sularinda olmak tizere BG11 kiiltlir ortam1 steril olarak hazirlanmistir. 100 ml’lik
erlenlerde 90 ml kiiltiir ortamina 10 ml inokiilasyon yapilmistir. Erlenler ¢alkalamali
inkiibatorde, 30 °C’de, 100 liiks 151k siddeti altinda 15 giin boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siireci sonunda, 168 ribozomal RNA geninin 500 baz giftlik bir
boliimiiniin veya hepsinin PCR ile ¢cogaltilmas1 ve DNA dizi analizi yapilarak, dizi
verilerinin onaylanmis mikrobiyal dizileri igceren dizi veri tabanlarindaki dizilerle
karsilastirilmas1 yontemi kullanilarak, mikroalglerin hangi gruba ait olduklar

REFGEN Gen Arastirmalar ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.’nde tespit edilmistir.
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Tablo 3.1. Mikroalg izolasyon ¢alismalarinda kullanilan BG11 kiiltiir ortami icerigi.

Ortam Kimyasal Icerik Stok
Termal su (ml/1000 ml) Termal su (g/1000 ml)
10 NaNO; 150
10 KoHPO4 4
10 MgS04.7H20 7.5
10 CaCL.2H;O 3.6
10 Sitrik asit 0.6
10 Ferrik Amonyum Sitrat 0.6
10 EDTA (disodyum | 0.1
magnezyum tuzu )
10 Na,COs 2
1 Iz Metal Cozeltisi Distile su (g/1000 ml)
H3BOs 2.86
MnCl».4H,O 1.81
ZnS04.7TH>0 0.222
NaMo0O4.2H>O 0.390
CuS0O4.5H20 0.079
Co(NO3)2.6H20 0.0494
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Tablo 3.2. Mikroalg izolasyon ¢alismalarinda kullanilan Allen kiiltlir ortam1 igcerigi.

Ortam Kimyasal Icerik Stok

Termal su (ml/1000 ml) Termal su (g/1000 ml)

10 CaCl2.2H>0 1.25

5 MgS0O4.7H20 3.75

5 KoHPO4 3.75

5 NaxCOs3 2

10 NaSi03.7H.0 2.9

1 Sitrik Asit 3

1 PIV Metal Soliisyonu -
1000 ml termal suya 0.750 g
Na;EDTA ilave edilir ve
¢Ozildiikten asagidaki
maddeler ilave edilir.
FeCl;.6H>0 97 mg
MnCl,.4H,0O 41 mg
ZnCl 5 mg
CoCL.6H20 2 mg
NaMo0O4.2H>O

4 mg

3.2.5. Mikroalg Uretim Cahsmalar:

Tiir tanimlamasi ¢alismalart sonucu mikroalglerin siyanobakteri grubuna ait

oldugu tespit edilen tiirler, tez calismamizin diger asamalarinda kullanilmak iizere

cogaltilmistir. Kiiltiir ortam1 olarak, siyanobakterilerin {iredigi ortamlardan biri olan

BG11 ortami segilmistir. Ortam dort farkli su 6rneginde yasayan siyanobakterilerin

termal su kaynaklar1 kullanilarak hazirlanmastir.

Petrilerde bulunan kolonilerden BGI11 sivi ortami igeren 10 ml’lik test

tiiplerine ates yaninda 6ze yardimiyla aktarim yapilmigtir. 10 giin sonunda 10 ml’lik

tiipler alt kiiltiirleme yolu ile tekrar ¢ogaltilip, inkiibasyona birakilmistir. 10 giin

inkiibasyonda kalan tiiplerdeki steril sivi, BGI11 igeren 100 ml’lik erlenlere
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aktarilmigtir. 100 ml’lik erlenlerin inkiibasyonu tamamlandiktan sonra 250 ml’lik
erlenlere aktarilarak ol¢ek biiylitmeye devam edilmistir. 250 mI’lik erlenlerden birkac1
stok kiiltliir olarak muhafaza edilirken, digerleri 2 litrelik siselere Glgek biiylitme
amaciyla as1 kiiltiirii olarak kullanilmistir.

2 litrelik kiiltiirlere hava beslemesi i¢in, 10 ml hacimli cam pipetlerin ucu
kesilmis ve iginde pamuk bulunan 5 mm i¢ ¢apa sahip silikon hortum baglanmaistir.
Tiim baglantilarin dis ortamla temas edecek kisimlari pamuk ve aliiminyum folyo ile
sarildiktan sonra sterilizasyon i¢in 121 °C’de 20 dakika otoklavlanmistir.
Sterilizasyonun havalandirma esnasinda devam etmesi i¢in havalandirma hortumunun
pipetle olan baglantisina 0.45 um siringa filtresi baglanmustir.

250 ml’lik as1 kiiltiirlerinden 200 ml alinarak 1800 ml termal suda BG11 igeren
kiltiir ortamina aktarilarak hacim 2 litreye tamamlanmistir. Ekimleri yapilan
siyanobakteriler 25 mmol m™ s 151k siddeti, 2 litre/dakika havalandirma hiz1 ve 28 +
°C sicaklikta 16 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.1.). 16 giinliik iiretim

periyodu 5 kez tekrarlanmistir.

Sekil 3.1. izole edilen siyanobakterilerin iiretimi.

Uretim periyodunu tamamlamus kiiltiir ortamlar1 1500 g’de 5 dakika siireyle
santrifiij edilerek ortam sivisinin ayrilmasi saglanmistir. Santrifiij edilen biyokiitleler
2 kez distile su ile yikanarak tekrar santriflij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda elde

edilen biyokiitleler buzdolabinda dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. Elde
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edilen kuru biyokiitle tez ¢alismamizin diger asamalarinda kullanilmak tizere -20

°C’de saklanmustir.
3.2.6. Karotenoit Ekstraksiyon Calismalari

Kurutulmus biyokiitlelerin, kimyasal ve biyolojik etki ¢alismalarinda
kullanilmak {izere karotenoitlerin elde edilmesi i¢in hekzan ekstreleri hazirlanmistir.
Elde edilen siyanobakteri hekzan ekstrelerinde karotenoit profillerinin karsilastiriimasi
icin kantaksantin, f-karoten ve astaksantin standartlar1 ile Spinacea oleracea hekzan
ekstresi kullanilmistir.

Liyofilize siyanobakteri biyokiitlelerinden 2 g tartilarak -20 °C’de
dondurulmus biyokiitleler hiicre duvarinin par¢alanmasi i¢in havanda doviilmiistiir. Bu
islem li¢ kere tekrarlanmistir. Biyokiitlelerin lizerine 60 ml
hekzan:etanol:aseton:toluen (10:6:7:7) solvan karisimi eklenmis ve 1 saat boyunca
manyetik karistiricida karistirllmistir. Ardindan, saponifikasyon i¢in karistma oda
sicakliginda 4 ml % 40’lik metanollii potasyum hidroksit karisima eklenmis ve
oksidasyonu engellemek i¢in karigimdan azot gazi gecirilmistir. 16 saat karanlik
ortamda bekletilmistir. 16 saat sonunda 60 ml hekzan eklenerek 1 dakika boyunca
kanistirllmigtir. % 10°luk sodyum siilfat ¢ozeltisi eklenerek iki faz olusuncaya kadar
beklenmistir. Karotenoitleri igeren iist faz bir erlende toplanmistir. Alt faz tekrar
ekstraksiyon islemine tabii tutulmustur. Ekstraksiyon islemi {i¢ kez tekrarlanmistir
(30).

Toplanan siipernatant, hiicre kalintilarindan ayrilmasi i¢in 4500 g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra birlestirilen ekstrelerin, rotavaporda
vakum altinda 40 °C’de c¢oziiciileri uzaklagtirnlmistir. Elde edilen ekstreler tez
calismamizda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir. Ekstraksiyon asamalar Sekil

3.2.°de verilmistir.



Kuru Biyokiitle

Dondurma-Codzme
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[ Santrifiij

Sekil 3.2. Karotenoit ekstraksiyon asamalari.
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Ispanak (Spinacea oleracea) tez ¢alismamizda karotenoitler icin standart
olarak kullanilmak iizere marketten satin alinmistir. Bitki kii¢ilik pargalara ayrildiktan
sonra liyofilizatorde kurutulmustur. 20 g kuru bitki -20 °C’de dondurulmus ve donmus
bitki ekstraksiyonun verimini arttirmak i¢in havanda doviilmiistiir. Bu islem ii¢ kere
tekrarlanmstir.

Dondurma-¢ézme isleminin sonunda 600 ml hekzan:etanol:aseton:toluen
(10:6:7:7) solvan karistmi eklenmis ve 1 saat boyunca manyetik karistiricida
karistirilmistir. Ardindan, saponifikasyon i¢in oda sicakliginda, karisima 40 ml %
40’lik metanollii potasyum hidroksit karigima eklenmis ve karisima oksidasyonu
engellemek icin karisimdan azot gazi gegirilmistir. 16 saat karanlik ortamda
bekletilmistir. 16 saat sonunda 600 ml hekzan eklenerek 1 dakika boyunca
kanistirllmistir. % 10°luk sodyum siilfat ¢ozeltisi eklenerek iki faz olusuncaya kadar
beklenmistir. Karotenoitleri igeren iist faz bir erlende toplanmistir. Alt faz tekrar
ekstraksiyon islemine tabii tutulmustur. Ekstraksiyon islemi {i¢ kez tekrarlanmistir
(30).

Toplanan siipernatant, hiicre kalintilarindan ayrilmasi i¢in 4500 g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra birlestirilen ekstrelerin, rotavaporde
vakum altinda 40 °C’de c¢oziiciileri uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstre tez
calismamizda karotenoit standarti olarak kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

Ekstraksiyon asamalar1 Sekil 3.2.’de verilmistir.

3.2.7. Hekzan Ekstrelerinin Karotenoit Profillerinin Ince Tabaka

Kromatografisi ile Analizi

Dort farkli siyanobakteri tiiriinden elde edilen karotenoit karisimlarinin
standartlarla ve birbirleriyle karsilagtirilmasi i¢in ince tabaka kromatografisi
kullanilmistir. Adsorban olarak aliiminyum tabanli hazir silika jel plak (Kieselgel 60
Fas4, 0.20 mm, Merck, Art. 5554) ve solvan sistemi olarak petrol eteri: siklohekzan:
etil asetat: aseton: etanol (60:16:10:10:6) kullanilmistir (31). Numuneler, pastor pipeti
kullanilarak plagin alt ucundan 1 cm yukarisina ve tatbik noktalar1 arasinda en fazla 1

cm olacak sekilde tatbik edilmistir. Kromatografi tankina koyulan plagin 7- 10 cm
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stiriiklenmesi beklenmistir. Lekeler, UV2s4 ve UV3es nm’de (Camag UV lambasi)

gozlenen floresans ile belirlenmistir.
3.2.8. Hekzan Ekstrelerinin Karotenoit Profillerinin HPLC ile Analizi

Dort farkli siyanobakteri tiiriinden elde edilen karotenoit karisimlarinda
bulunan karoten ve ksantinleri, standartlarla karsilastirarak belirlemek ve karotenoit
profilleri arasindaki farklari gorebilmek icin yiiksek basingli sivi kromatografisi
kullanilmastir.

HPLC sisteminde kullanilan kolon Hichrom- Nucleosil 100-5 C18 ve mobil
faz ise - izokratik asetonitril:diklorometan:metanol (70:20:10)’diir (32). Enjeksiyon
hacmi 20 pl, akis hiz1 1.0 ml/dk, kolon sicaklig1 oda sicakligi ve dalga boyu 210-600
nm olarak belirlenmistir.

Standart olarak kullanilan f-karoten ve kantaksantin Sigma-Aldrich Chemie
GmbH’den satin alinmustir. Lutein standarti olarak, piyasada gida takviyesi olarak
satilan ticari bir lirtin kullanilmistir. Tiim ekstre ve standartlar kloroformda ¢oziilerek

HPLC 6rnekleri hazirlanmustir.
3.2.9. UPC?ile Hekzan Ekstrelerinde f-Karoten Miktar Tayini

UPC?, mobil fazlardan birinin CO» oldugu, siiperkritik akiskan kromatografi
ve ultra performans sivi kromatografisi prensiplerine dayanan bir kromatografi
sistemidir. HPLC ile elde edilen kromatogramlarda 4 siyanobakteri tlirlinden hekzan
ekstraksiyonu ile elde edilen karotenoit karisimlarinda major bilesigin f-karoten
oldugu tespit edilmistir. UPC? sistemi ile ekstrelerde pS-karoten miktar tayini
yapilmuistir.

UPC? sisteminde kullanilan kolon HSS C18 SB (3x100 mm, 1.8 pm )ve mobil
faz ise A: CO2, B: Etanol’diir. Enjeksiyon hacmi 2 pl, akis hiz1 1.5 ml/dk, kolon
sicakligt 40 °C ve dalga boyu 440 nm olarak belirlenmistir. Kullanilan dedektor
photodiode array detektordiir.

Dort siyanobakteriden elde edilen, karotenoit karisimlart 1 mg/ ml olacak
sekilde, hekzanda ¢oziilerek UPC? 6rnekleri hazirlanmustir. Standart olarak Sigma j-

karoten kullanilmistir. f-Karoten standart1 kloroform iginde 1 mg/ml olacak sekilde
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¢oziilmiistir. UPC? sisteminde kullanilan mobil faz gradienti Tablo 3.3.’te

gosterilmistir.

Tablo 3.3. UPC? sisteminde kullanilan mobil faz gradienti.

Zaman (dakika) Akis hizi (ml/dk) %A %B
1 Baslangic 1.5 95.0 5.0
2 5.00 1.5 80.0 20.0
3 6.00 1.5 80.0 20.0
4 6.01 1.5 95.0 5.0
5 8.00 1.5 95.0 5.0

3.2.10. Kuru Siyanobakteri Biyokiitlelerinde f-Karoten Miktar Tayini

Dort siyanobakteri tiiriiniin kuru biyokiitlelerinde bulunan f-karoten miktari
karotenoit karisimlarimin elde edildigi kuru biyokiitle miktar1 ve UPC? sistemi ile tespit
edilen p-karoten miktar1 bulgulari lizerinden hesaplanarak bulunmustur. Bunun igin

asagida verilen formiil kullanilmigtir:

Kuru biyokiitleden elde edilen karotenoit karisimi (mg) x S-Karoten miktari

(mg) / Kuru Biyokiitle (g)
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3.2.11. C- Fikosiyanin Elde Edilmesi icin Sulu Ekstrelerin Hazirlanmasi ve

C-Fikosiyaninin Saflastirilmasi

Liyofilizasyon islemi ile kurutulmus ve -20 °C’de muhafaza edilmis kuru
siyanobakteri biyokiitlelerin her birinden yaklasik 1 gr tartilarak C-fikosiyanin
ekstraksiyon islemine baslanmustir.

C-Fikosiyaninin hiicre i¢ginden alinabilmesi i¢in kuru biyokiitleler CaCl, (% 1.5
agirlik/hacim) iceren ¢ozelti igerisine ilave edildikten sonra ¢alkalamali inkiibatorde 1
gece inkiibe edilmistir. CaCl, hiicre zarlarinda deformasyona neden olarak hiicre
iceriginde bulunan ve suda ¢oziinen maddelerin disar1 salinimini saglamasina ragmen
polisakkarit yogunluguna sahip siyanobakteri hiicrelerinin CaCl, penetrasyonu i¢in
ultrasonik  banyo kullanilmistir ve santrifiij yardimiyla hiicre pargalari
uzaklastirilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen siipernatant kademeli olarak
amonyum siilfat tuzu ile doyurulmustur. C-Fikosiyanin elde etme asamalar1 Sekil 3.3.
ve Sekil 3.4.’te gosterilmistir.

C-Fikosiyanin elde edilmesinde amonyum tuzlarinin uzaklastirilmasi amaciyla
Sigma D6191 diyaliz torbalar kullanilarak diyaliz islemi ger¢eklestirilmistir. Tampon
¢Ozelti olarak kullanilan sodyum-fosfat tamponu hazirlamak i¢in baz olarak kullanilan
NaH>PO4.H>O’dan 0.78 g, asit olarak kullanilan Na;HPO4.7H>O’dan 1.34 g tartilarak
1 litreye tamamlanmistir. Diyaliz torbalar1 kaynamig suda 1 saat bekletilmistir ve
torbalarin sodyum kanallarinin tamamen acilmasi i¢in suya EDTA eklenmistir.
%70’1lik amonyum siilfat ile ¢oktiirme ardindan gerceklestirilen santrifiij islemi sonucu
elde edilen ¢okeltiye 5 ml tampon ilave edilmistir. Ornekler, 0.005 molar sodyum-
fosfat tamponuna kars1 5 saat boyunca diyaliz edilmistir. Diyaliz islemi sonucu elde
edilen Orneklerin spektrofotometrik Ol¢limleri yapilarak fikosiyanin miktari
hesaplanmaistir.

Diyaliz sonucu elde edilen Ornekler Sephadex G50 dolgulu 3x30 cm’lik
kolondan gecirilmistir. Kolon hazirlamak icin, 6 g Sephadex G50, 5 ml tampon ile
karigtirilarak jel doyana kadar tampon eklenmeye devam edilmis ve 20 dakika
manyetik karistiricida karistirilmistir. Kolon dolgu maddesi proteinde boyut ayrimi

yaptig1 i¢in seyreltik ve derisik iki fraksiyon toplanmustir.



Kuru Biyokiitle CaCl, ¢ozeltisi Iyon Degistirme Kromatografisi 1 ;( Spektrofotometrik
(DEAE Seliiloz) J L slotim
A Jel fils kr fisi
Ultrasonik banyoda e 1trasy;>1nd omatogratisi C—Fikosiyanin
hiicre parcalama (Sephadex G50)

[ |

N
(o Diyaliz . .
Santrift [(0.005 M NaH,PO; tamponu) J [ Liyofilizasyon ]
J
l I v
Stipernatant Cokelti & | NaHPO. tamponu [ -20 °C’de saklama ]

l T

[ (NH4)2SOq tuzu ile J—,[ Santrifiij ]

¢oktiirme

Sekil 3.3. C-Fikosiyanin elde etme asamalari.
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Sekil 3.4. C-Fikosiyanin saflastirma asamalari. a) Inkiibasyon, b) Sonikasyon, c)
Santriflij, d) Amonyum siilfat tuzu ile doyurma, e) Diyaliz, f) Sephadex G50
kromatografi ve DEAE seliiloz iyon degistirme kromatografisi g) DEAE seliiloz iyon
degistirme kromatografisi ile saflastirma, h) Toplanan fraksiyonlar, 1) Liyofilizasyon.

Bir onceki asamada toplanan fraksiyonlar, DEAE-Seliiloz Iyon Degistirme
kolonuna yiiklenerek, ayirma ve saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Kolon
hazirlanmasinda, 5 g DEAE-Seliiloz dolgu maddesi tartilip tampon ile doyurulmus ve
3x30 cm boyuntundaki cam kolona doldurulmustur. Hareketli faz olarak farkli
konsantrasyonlarda tampon+tuz ¢ozeltileri kullanilmigtir. Cozelti konsantrasyonlar1 %
I, % 2, % 2.5, % 3, % 3.5 ve % 4 olarak hazirlanmistir. Eliisyonlarin saflik
derecelerinin belirlenmesi i¢in spektrofotometre yardimiyla 620 nm ve 280 nm’de
absorbanslar1 dlciilerek A620/280 orani 3 ve 3’iin lizerinde saflik derecesine sahip

eliisyonlar birlestirilmis ve liyofilizatorde kurutulmustur (27, 33).
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3.2.12. C- Fikosiyanin Saflik Tayini
Bradford Protein Tayini

SDS-PAGE ile C-fikosiyanin saflik tayini yapmadan 6nce 6rneklerde protein
varliginin tespit edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in, fosfat tamponunda ¢6ziinmiis
ornekten 200 pl alinarak, 800 ul Bradford reaktifi ile karistirilmis, 15 dk karanlikta
bekletildikten sonra 590 nm’de absorbans dl¢iimii yapilmistir. 1 mg/ml BSA (bovine

serum albiimin) hazirlanip kontrol olarak kullanilmistir (34).

Fosfat tamponunda 6rnekler hazirlanir (5 mg/ml).
Kontrol : BSA (Img/ml)

v

[ 200 pl 6rnek + 800 pl Bradford reaktifi ]

15 dk karanlikta bekleme

\4

[ 590 nm’de absorbans 6l¢iimii ]

l

[(")rneklerin BSA kontroliine gore protein}

seviyeleri esitlenir.

Sekil 3.5. Bradford protein tayin yontemi.

Dort farkli C-fikosiyanin 6rneginden 5 mg alinip, 1 ml taponda ¢oziilmiis ve
BSA kontroliine gore protein seviyeleri esitlenmistir. Bu sayede SDS-PAGE jeline esit
miktarda protein iceren Orneklerin yiliklenmesi saglanmistir. Bradford protein tayin

yontemi Sekil ‘de gosterilmistir.
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SDS-PAGE Yontemi ile C-Fikosiyanin Saflik Tayini

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilkamit jel elektroforezi) yontemi
ile kromatografik yontem basamaklari sonucu elde edilmis eliisyonlardaki C-
fikosiyaninin saf olup olmadigi tayin edilmistir (35). Standart olarak Sigma P2172 C-
fikosiyanin kullanilmistir.

SDS-PAGE yontemi i¢in alt jel (resoliisyon yiiriitme jeli) ve st jel (ylikleme
jeli) olmak iizere iki farkli jel hazirlanmgtir. Ust jele érnekler yiiklenirken, alt jel
elektrik akimi1 sayesinde oOrneklerin yiiriitiilmesi igin kullanilmustir. Ust jel
hazirlanirken akrilamid, Tris (0.5 M, pH 6.8), APS (amonyum persiilfat), SDS
(sodyum dodesil siilfat) ve distile su belli oranlarda karistirilmistir. Alt jel i¢in ise tist
jel icin kullanilan ayni bilesenler kullanilmistir; aradaki fark kullanilan Tris
¢Ozeltisinin molaritesi, 1.5 M, ve pH’sidir, pH 8.8 (Tablo 3.4.). Hazirlanan alt jel,
elektroforez plaklar1 arasina dokiilmiis ve jelin polimerleserek donmasi i¢in bir siire
beklenmistir. Donma gerceklestikten sonra iizerine {ist jel dokiilmiis ve elektroforez
tarag1 orneklerin yiiklenmesi i¢in gerekli yuvalarin olusmasi i¢in jele yerlestirilmistir.
Jelin donmasi beklendikten sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Jelin yiiriitme
tamponu icin 3 g Tris, 14.414 g glisin ve 1 g SDS tartilmig, 1 litre distile su i¢inde
¢Oziinmiis ve elektroforez sistemi i¢indeki hazneye bosaltilmistir.

Ornekler jele yiiklenmeden dnce proteinlerin boyanmasi gerekmektedir. Boya
¢ozeltisi hazirlanmistir. Ornek:Boya (denatiirasyon) ¢dzeltisi (1:2) olacak sekilde
kanistirilmig ve 5 dakika boyunca 95 °C’de bekletildikten sonra santrifiijlenen 6rnekler
jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir. Jele yiikklemeye hazir olan Ornekler ve
standarttan 15 er pl alinarak yiikleme yapilmistir. 150 V, 45 mA, 7 W kosullarinda 1

saat clektroforez islemi devam etmistir.



Tablo 3.4. SDS-PAGE sisteminde kullanilan jellerin igerikleri.
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Alt jel (resoliisyon yiiriitme jeli)

Bilesen Miktar (ml)
% 40 Akrilamit 0.625
Tris-1.5 M, pH 8.8 0.625
% 10 APS (Amonyum persiilfat) 0.05
% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) 0.05
TEMED (N, N, N’, N'- tetrametil-etilendiamin) 0.005
Distile su 3.65

Ust jel (yiikleme jeli)

Bilesen Miktar (ml)
% 40 Akrilamit 0.625
Tris-0.5 M, pH 6.8 0.625
% 10 APS (Amonyum persiilfat) 0.05
% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) 0.05
TEMED (N, N, N’, N'- tetrametil-etilendiamin) 0.005
Distile su 3.65

Elektroforez islemi sonrasi elde edilen jel boyama (stain) cozeltisi ile

boyanarak protein hizalar1 goriiniir hale getirilmis ve boyama ¢ozeltisinde 20 dakika
calkalanmistir. Boyanan jeldeki fazla boyanin arindirilmasi i¢in destain soliisyonu
hazirlanmis ve jel 3 saat boyunca bu soliisyonun i¢inde ¢alkalanmistir. SDS-PAGE
yonteminde kullamlan ¢ozeltilerin icerikleri Tablo 3.5.’te verilmistir. islemler sonunda

fazla boyadan arindirilmis jel lizerindeki protein bantlar1 standart madde bantlari ile

karsilastirilmistir.
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Tablo 3.5. SDS-PAGE yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri.

Protein boyama (denatiirasyon) ¢ozeltisi

Bilesen Miktar (ml)
Distile su 3.55
Tris-0.5 M, pH 6.8 1.25
Gliserol 2.5
% 10 SDS (Sodyum dodesil stilfat) 2.0
% 5 Bromfenol mavisi 0.2
[-merkaptoetanol* 0.5

eklenir.

* p-merkaptoetanol, diger bilesenler karistirildiktan sonra toplam hacim iizerine

Boyama cozeltisi

Bilesen

Miktar (ml)

Glasiyel asetik asit
MeOH

Distile su

100
500
100

0.5 g Commasie mavisi, 100 ml Glasiyel asetik asit icerisinde ¢oziiliir. Cozelti

iizerine MeOH ve distile su eklenerek hacim 1 litreye tamamlanir.

Yikama cozeltisi

Bilesen

Miktar (ml)

Glasiyel asetik asit
MeOH

Distile su

25
50
175

3.2.13. Biyolojik Etki Calismalari

Radikal Siipiiriicii Etkinlik Tayini

Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b)

siyanobakterilerinin karotenoit karisimlari ile bu siyanobakterilerden izole edilmis C-

fikosiyaninlerin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2'-azinobis (3-

etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] radikallerini siipiiriicii etkileri aragtirilmistir.
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Deneysel hatalar1 en aza indirmek ve istatistiksel hesaplamalar i¢in ayn1 anda
en az li¢ kuyucuk olacak sekilde, en az iki tekrarli olarak yiiriitiilen deneyler sonunda,

konsantrasyona kars1 % radikal siipiiriicii etkinlik grafikleri ¢izilmistir.
Biyootografik Yontem ile DPPH Radikali Siipiiriicii Etki Tayini

Karotenoit karigimlarinin DPPH radikalini siipiirme etkilerine yonelik 6n bilgi
edinilmesi i¢in uygulanmigtir. Buna gére DPPH radikalinin metanollii 0.4 mM’lik
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Karotenoit karisimlart ve f-karoten, kantaksantin ve
astaksantin standartlar1 pastor pipeti yardimu ile silika jel plaga (Aliiminyum tabanli
hazir plak, Kieselgel 60 Fas4, 0.20 mm, Merck, Art. 5554), plagin alt ucundan 1 cm
yukarisina tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak petrol eteri: siklohekzan: etilasetat:
aseton: etanol (60:16:10:10: 6) kullanilmis ve 10 cm boyunca siiriiklenme saglanmigtir
(31).

Kuruyan plagin iizerine hazirlanan DPPH c¢ozeltisi piilverizator yardimi ile
tatbik edilmistir. Radikal siipiiriicii etki gosteren lekeler, mor zemin iizerinde sari

renkli olarak gozlenmistir (36).
Spektroskopik Yontem ile DPPH Radikali Siipiiriicii Etki Tayini

DPPH radikalinin MeOH ile hazirlanan ¢6zeltisinin spektroskopik olarak renk
degisiminin Sl¢iimiine dayanan bir tayin yontemidir. Askorbik asit (AA) ve 3-ters-
butil-4-hidroksianizol (BHA) referans bilesikler olarak kullanilmistir. Dort farkl
tiirden elde edilen karotenoit karisimlarinin ve izole edilen C-fikosiyaninlerin metanol
ile hazirlanan farkli konsantrasyonlarina ait ¢ézeltilerden 200 ul alinarak, tizerine 50
ul ImM DPPH cozeltisi ilave edilmistir. Karanlikta, 30 dakika bekletildikten sonra
517 nm’de absorbanslari Sl¢iilmiistiir.

DPPH radikali siipiiriicii etki, numune ¢ozeltilerinin absorbansinin DPPH ve
¢Oziicii iceren ¢ozeltinin (kor) absorbansi ile karsilagtirilmasi sonucu tayin edilmistir

(37).
ABTS Radikali Siipiiriicii Etki Tayini

ABTS" radikali 7 mM ABTS ve 2.45 mM potasyum persiilfatin oda
sicakliginda karanlik ortamda 16 saat boyunca inkiibe edilmesiyle olusur. ABTS
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¢Ozeltisinin absorbansi 734 nm’de Ol¢lim yapilarak 0.700+0.050 olacak sekilde %
80’lik etanol ile ayarlanir.

Karotenoit karigimlarinin ve C-fikosiyaninlerin % 80’lik etanol veya saf su
icinde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinden 130 ul alinmis ve {izerine
50 ul, absorbansi dnceden ayarlanmis ABTS™ ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda
6 dakika inkiibe edildikten sonra 734 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Troloks’un

0-15 uM c¢ozeltileri referans olarak kullanilmistir (38).
Sitotoksik Etki Tayini

Sitotoksik  etki  tayinleri, MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir] bilesiginin, canli hiicre mitokondrilerinde pargalanmasi sonucu
reaksiyon gostermesine dayanan ve Mossman tarafindan gelistirilen yOntemin
modifiye edilmis hali ile gergeklestirilmistir (37, 39, 40). Canli hiicrelerdeki
dehidrogenaz enzimi MTT’yi mor renkli formazan yapisina indirger. Yontem canli
hiicrelerin olusturdugu rengin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir (39).

Tez caligmamizda Hela (insan servikal epidermoid karsinoma) kanser hiicre
serileri ve 1.929 (fare fibroblast) saglikli hiicre serileri kullanilarak sitotoksik etki
tayinleri gerceklestirilmistir.

Sitotoksik etki tayin caligmalari, hatalar1 en aza indirgemek ve istatiksel
hesaplamalar yapmak amaciyla ayni ¢alismada en az 3 kuyucuk olacak sekilde
yiirlitiilmistiir. Ayni karotenoit karisimi ve C-fikosiyanin i¢in deneyler en az 2 tekrarl
olarak gerceklestirilmistir.

HelLa hiicre serileri i¢in % 10 dana serumu, % 1 L-glutamin ve % 0.5 penisilin-
streptomisin ¢ozeltisi iceren MEM vasati; 1929 hiicre serileri i¢in ise %10 dana
serumu, % 1 L-glutamin ve %0,5 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi iceren DMEM vasati
kullanilmistir. HeLa (1x10° hiicre/ml) ve 1929 (1x10° hiicre/ml) serilerinin uygun
sayida hiicre iceren siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Numune diliisyonlart MEM ve
DMEM vasatlari ile yapilmaistir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 100’er pl olacak sekilde 96’lik plakalara
dagitilmis ve 24 saat, 37 °C’de ve % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir. Boylece
hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. Inkiibasyon siirecinden sonra plakadaki kuyucuklar

icindeki vasat uzaklastirilmig ve yerine numunelerin vasat i¢erisinde hazirlanmis farkl
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konsantrasyonlardaki ¢ézeltilerinden 100’er pl olmak tizere kuyucuklara eklenerek, 48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireci sonucunda numune ¢ozeltileri
uzaklastirilarak 100 pl taze vasat ilave edilmis ve bu islem 2 kez tekrarlanmistir. Taze
vasat ilavesinin ardindan tiim kuyucuklara 10 pl MTT ¢ozeltisi (5 mg MTT/1 ml PBS)
eklenerek 4 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Ardindan kuyucuklardaki vasat
uzaklastirilmistir. Hiicrelerde olusan formazan kristallerinin ¢6zlinmesi ig¢in her
kuyucuga 100 ul DMSO (dimetilsiilfoksit) ilave edilmistir. Plakalarin ¢alkalayicida 5
dakikalik ¢alkalanmasinin ardindan 577/655 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Sitotoksik etki tayini, kor (sadece vasat iceren kuyucuklar) absorbansi ile
numune ile muamele edilmis kuyucuklarin absorbansinin karsilastiriimasiyla
yapilmustir. Etopozit ve sisplatinin 2-100 pg/ml konsantrasyonlar1 pozitif kontrol

olarak kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Caligmamizin  bulgulari; farkli jeotermal kaynaklardan elde edilen
mikroalglerin tanimlamalari, tanimlanan tlirlerin temel metabolitlerinden olan
karotenoitler ile C-fikosiyaninlerin c¢esitli kromatografik yontemlerle belirlenerek,
elde edilmeleri, ¢ozelti halinde ve kuru biyokiitlelerdeki miktarlarinin tayin edilmesi
ve bu iki bilesik grubunun serbest radikal siipiiriicii ve sitotoksik etkilerinin

arastirilmasi sirastyla, cesitli alt basliklar altinda verilmistir.
4.1. Mikroalg izolasyon Cahsmalarina ait Bulgular

REFGEN Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. S$ti.’ne gdnderilen
orneklerde, 16S ribozomal RNA geninin 500 baz ¢iftlik bir boliimiiniin veya hepsinin
PCR ile ¢ogaltilmasi ve DNA dizi analizi yapilarak, dizi verilerinin onaylanmis
mikrobiyal dizileri iceren dizi veri tabanlarindaki dizilerle karsilastirilmasi ile
mikroalglerin tanimlamas1 yapilmuistir.

Yapilan tanimlama sonucunda tiim mikroalglerin siyanobakteri grubuna ait
oldugu tespit edilmistir. Heybeli termal temiz su kaynagindan izole edilen
siyanobakteri Geitlerinema sp., Heybeli termal atik su kaynagindan izole edilen
siyanobakteri Oscillatoria sp., Pazaraga¢ termal su kaynagindan izole edilen
siyanobakterinin Leptolyngbya cinsine ait bir tiir (Leptolyngbya sp. (a)) ve Gecek
termal su kaynagindan izole edilen siyanobakterinin de Leptolyngbya cinsine ait bagka

bir tiir (Leptolyngbya sp. (b)) oldugu goriilmiistiir.
4.2. Karotenoitlerin Elde Edilmesine ait Bulgular

Geitlerinema, Oscillatoria ve Leptolyngbya cinslerine ait dort tir
siyanobakterinin kiiltiirii yapilmis ve elde edilen biyokiitleler liyofilizasyon islemi
kullanilarak kurutulmustur. Kurutulan biyokiitlelerden 2 g alinarak hekzan ile
ekstraksiyon sonucu karotenoitler elde edilmistir. Geitlerinema sp.’den 22,5 mg,
Oscillatoria sp.’den 11,4 mg, Leptolyngbya sp. (a)’dan 12,9 mg ve Leptolyngbya sp.
(b)’den 13,8 mg karotenoit karigimi elde edilmistir.
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4.3. Karotenoitlerin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Bulgular

Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b)
siyanobakterilerine ait karotenoitlerin standart bilesiklerle ve birbirleriyle
karsilastirilmasi i¢in 6ncelikle ince tabaka kromatografisi ¢alismalari yapilmistir. Bu

caligmalarin sonuglar Sekil 4.1-4.3’te gosterilmistir.

O 88000800060

Sekil 4.1. Karotenoit karisimlar ve standart bilesiklerin ince tabaka kromatogramu. 1.
Geitlerinema sp., 2. Oscillatoria sp., 3. Leptolyngbya sp. (a), 4. Leptolyngbya sp. (b)
ekstreleri, 5. Spinacia oleracea hekzan ekstresi (Lutein standarti olarak kullanilmistir),
6. Kantaksantin standarti, 7. f-Karoten standarti, 8. Astaksantin standarti. Solvan
sistemi: Petrol eteri: siklohekzan: etil asetat: aseton: etanol (60:16:10:10:6).
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Sekil 4.2. Karotenoit karisimlar1 ve standart bilesiklerin ince tabaka kromatogrami
(UV2s4 nm’deki goriiniimii). 1. Geitlerinema sp., 2. Oscillatoria sp., 3. Leptolyngbya
sp. (a), 4. Leptolyngbya sp. (b) ekstreleri, 5. Spinacia oleracea hekzan ekstresi (Lutein
standartt olarak kullanilmistir), 6. Kantaksantin standarti, 7. f-Karoten standarti, 8.
Astaksantin standarti.

Sekil 4.3. Karotenoit karisimlar1 ve standart bilesiklerin ince tabaka kromatogrami
(UV366 nm’deki goriiniimil). 1. Geitlerinema sp., 2. Oscillatoria sp., 3. Leptolyngbya
sp. (a), 4. Leptolyngbya sp. (b) ekstreleri, 5. Spinacia oleracea hekzan ekstresi (Lutein
standart1 olarak kullanilmistir), 6. Kantaksantin standarti, 7. f-Karoten standarti, 8.
Astaksantin standarti.



50

Ince tabaka kromatografisi sonucu elde edilen bulgulara gore, tiim
siyanobakterilerin f-karoten igerdigi Geitlerinema tiiriinlin ise diger tiirlerden farkl
olarak lutein icermedigi anlagilmistir. Karotenoitlerin ince tabaka kromatogramlarinda
astaksantin ve kantaksantin lekelerine rastlanmamustir. Oscillatoria tiiriinden elde
edilen karotenoit karigiminin, karotenoit bakimindan diger tiirlerle karsilagtirildiginda,

daha fazla karotenoit ¢esidi icerdigi goriilmektedir.
4.4. Karotenoitlerin HPLC-DAD Calismalarina ait Bulgular

Geitlerinema sp., Oscillatoria sp. ve Leptolyngbya sp. cinslerine ait
siyanobakterilerin karotenoit karisimlarinin karoten ve ksantofil igeriklerinin tayini
icin HPLC-DAD analizleri gergeklestirilmistir. Dort farkl: tiiriin karotenoit icerikleri,
standart olarak f-karoten, lutein ve kantaksantin kullanarak incelenmistir.

Elde edilen kromatogramlara gore tiim siyanobakteri tiirlerindeki ana
karotenoitin  f-karoten oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1.). HPLC-DAD
kromatogramlarina gore Geitlerinema tiiriiniin fS-karoten; Oscillatoria tiri ile
Leptolyngbya (a) ve (b) tiirlerinin ise f-karoten ve lutein igerdigi goriilmiistiir (Tablo

4.1., Sekil 4.4.-4.11).

Tablo 4.1. Siyanobakteri tiirlerinden elde edilen karotenoit karistmlarinin HPLC-
DAD analizleri.

Siyanobakteri | Geitlerinema | Oscillatoria | Leptolyngbya | Leptolyngbya
tiirleri
Karotenoit sp. sp. sp. (a) sp. (b)
p-karoten - y - b
Lutein

Geitlerinema tiirlinlin digerlerinden farkli olarak lutein igermedigi tespit

edilmistir (Sekil 4.4. ve 4.5.).
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o Kantaksantin standarti
o] 1 Lutein standarti
am — Beta karoten standarti
ol ——Geitlerinema sp. ekstresi
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Sekil 4.4. Geitlerinema sp. karotenoit karisimi ve standart bilesiklere ait HPLC
kromatogrami; 1. Kantaksantin standarti, 2. Lutein standarti, 3. f-Karoten standarti, 4.

Geitlerinema sp. karotenoit karisimi (f-karoten),450 nm.
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Sekil 4.5. p-Karoten standart1 (A) ve Geitlerinema sp. karotenoit karigiminin S-karoten

piki’'ne (B) ait UV spektrumlari.
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Oscillatoria sp. siyanobakterisinden elde edilen karotenoit karisiminin lutein

ve f-karoten icerdigi saptanmustir (Sekil 4.6. ve 4.7.).
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Sekil 4.6. Oscillatoria sp. karotenoit karistmi ve standart bilesiklere ait HPLC
kromatogrami; 1. Kantaksantin standarti, 2. Lutein standarti, 3. f-Karoten standarti, 4.
Oscillatoria sp. karotenoit karisimi (lutein), 5. Oscillatoria sp. karotenoit karigimi (f-

karoten), 450 nm.
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Sekil 4.7. Lutein standardi (A), Oscillatoria sp. karotenoit karisimi lutein piki (B), -
Karoten standart1 (C) ve Oscillatoria sp. karotenoit karigimi f-karoten piki’ne ait UV

spektrumlari.
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Leptolyngbya sp. (a) siyanobakterisi karotenoit karisiminin lutein ve f-karoten
icerdigi saptanmistir (Sekil 4.8. ve 4.9.).
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Sekil 4.8. Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karisimi ve standart bilesiklere ait HPLC
kromatogrami; 1. Kantaksantin standarti, 2. Lutein standarti, 3. f-Karoten standarti, 4.
Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karisimi (lutein), 5. Leptolyngbya sp. (a) karotenoit
karigimi (f-karoten), 450 nm.
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Sekil 4.9. Lutein standardi (A), Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karisimi lutein piki

(B), p-Karoten standart1 (C) ve Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karigimi S-karoten
piki’ne ait UV spektrumlari.
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HPLC-DAD

Leptolyngbya sp. (b)’ye ait karotenoit karigiminin
kromatograminda lutein ve f-karoten karotenoitlerine rastlanmistir (Sekil 4.10. ve
Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10. Leptolyngbya sp. (b) karotenoit karisimi ve standart bilesiklere ait HPLC
kromatogrami; 1. Kantaksantin standarti, 2. Lutein standarti, 3. f-Karoten standarti, 4.
Leptolyngbya sp. (b) karotenoit karisimi (lutein), 5. Leptolyngbya sp. (b) karotenoit

karisimi (f-karoten), 450 nm.
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Sekil 4.11. Lutein standardi (A), Leptolyngbya sp. (b) karotenoit karisimi lutein piki
(B), p-Karoten standart1 (C), Leptolyngbya sp. (b) karotenoit karisimi f-karoten piki

(D) UV spektrumlari.
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4.5. UPC? Cahgmalari ile f-Karoten Miktar Tayinine ait Bulgular

UPC?, mobil fazlardan birinin CO> oldugu, siiperkritik akiskan kromatografi
ve ultra performans sivi kromatografisi prensiplerine dayanan bir kromatografi
sistemidir.

HPLC- DAD ile yapilan analizler sonucu dort farkli siyanobakteri tiiriiniin
karotenoit karigimlarindaki ana ve ortak bilesigin f-karoten oldugu tespit edilmistir.
-Karoten miktar tayini icin karotenoit karisimlari, 1 mg/ml olacak sekilde ¢oziicii
olarak hekzan kullanilarak hazirlanmistir. Standart bilesik olarak Sigma f-karoten
kullanilmis ve kloroform iginde 1 mg/ml olacak sekilde ¢oziilmiistiir.

f-Karoten miktar tayini gergeklestirmek icin standart olarak kullanilan f-
karotenin 0.025-0.33 mg/ml arasindaki konsantrasyonlar1 kullanilarak kalibrasyon
egrisi hazirlanmistir. R? degeri 0.995972 olarak bulunmustur (Sekil 4.14.).

p-Karoten standart bilesigine ait UPC? kromatogrami ve UV spektrumu Sekil
4.12. ve 4.13.’te; siyanobakterilerden elde edilen karotenoitlere ait UPC?

kromatogramlari ise Sekil 4.15.-4.18.’da verilmistir.
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Sekil 4.12. f-Karoten standart bilesigine ait UV spektrumu.
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e .13. p-Karoten standart bilesigine ait omatogrami.
Sekil 4.13. S-K. dart bilesigi it UPC? kr
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Sekil 4.14. f-Karoten kalibrasyon egrisi.

0.20]
Geitlerinema sp.

L£AGQ 20

0.16]

D A4l

0.14]
0.12]

0101

AU

008

006

004

0.02]

0,004 A

L e

o
000 1.00 200 300 400 500 6.00 7.00 800
Zaman (dk)

Sekil 4.15. Geitlerinema sp.’den elde edilen karotenoit karisimma ait UPC?
kromatogrami.
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00601 Oscillatoria sp.
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Sekil 4.16. Oscillatoria sp.’den elde edilen karotenoit karisimmna ait UPC?
kromatogramai.
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Sekil 4.17. Leptolyngbya sp. (a)’dan elde edilen karotenoit karisimma ait UPC?
kromatogrami.
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Sekil 4.18. Leptolyngbya sp. (b)’den elde edilen karotenoit karisimma ait UPC?

kromatogrami.

Elde edilen kromatogramlarda goriilen S-karoten piklerinin alanlar1 alinarak

kalibrasyon egrisi yardimiyla 6rneklerde bulunan f-karoten miktarlari hesaplanmaistir.

Ekstrelerde tespit edilen f-karoten miktarlar1 Tablo 4.2. ve Sekil 4.19.’da verilmistir.

Tablo 4.2. Siyanobakterilerden elde edilen karotenoit karigimlarinda bulunan f-

karoten miktarlari.

Siyanobakteri tiirii | Alikonma Alan Yiikseklik Miktar
siiresi (dk) (mg/ml)
Geitlerinema sp. 2.444 784517 201637 0.074
Oscillatoria sp. 2.445 240418 65231 0.034
Leptolyngbya sp. (a) 2.444 1051905 263335 0.094
Leptolyngbya sp. (b) 2.436 310621 72100 0.039
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Sekil 4.19. Siyanobakterilerden elde edilen karotenoit karigimlarinda bulunan f-
karoten miktarlart (mg/ml).

UPC? sistemi ile yapilan miktar tayini analizine gore en yiiksek f-karoten
miktari, Sekil 4.19.’de de goriildiigii gibi 0.094 mg/ml olarak Leptolyngbya sp. (a)
hekzan ekstresinde tespit edilmistir. Geitlerinema sp., Leptolyngbya sp. (b) ve
Oscillatoria sp. siyanobakterilerinin f-karoten igerigi ise sirayla 0.074, 0.039 ve

0.034’ttir.

4.6. Kuru Siyanobakteri Biyokiitlelerinde pf-Karoten Miktarina ait
Bulgular

Dort siyanobakteri tiirlinden hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen karotenoit
miktarlar1 ve UPC? sistemi ile yapilan miktar tayini bulgulari kullamlarak kuru
siyanobakteri tiirlerinde bulunan f-karoten bilesigine ait miktar tayini
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore Geitlerinema kuru biyokiitlesinin
icerdigi f-karoten miktar1 diger tiirlere gore daha yiiksek iken, bu bulguyu sirasiyla
Leptolyngbya (a), Leptolyngbya (b) ve Oscillatoria tiirlerinin S-karoten icerikleri takip
etmistir. Tablo 4.3., tiirlerin igerdigi fS-karoten miktarlarimi pg p-karoten/g kuru
biyokiitle seklinde gostermektedir.
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Tablo 4.3. Siyanobakteri kuru biyokiitlelerinde bulunan S-karoten miktarlari.

Siyanobakteri tiirii Miktar (ng/g kuru biyokiitle)
Geitlerinema sp. 832.5
Oscillatoria sp. 193.8
Leptolyngbya sp. (a) 606.3
Leptolyngbya sp. (b) 269.1

4.7. C-Fikosiyanin Elde Edilmesine ait Bulgular

Liyofilizasyon ile kurutulmus ve -20 °C’de muhafaza edilmis kuru

siyanobakteri biyokiitlelerinin icerigindeki C-fikosiyanin tespiti ve miktarinin

belirlenebilmesi i¢in ¢esitli  kromatografi  yontemlerinden yararlanilmistir.

Siyanobakterilerin kuru madde miktarlar1 ve tampon hacimleri Tablo 4.4.’da

gosterilmistir.

Tablo 4.4. C-Fikosiyanin elde edilmesi i¢in kullanilan kuru biyokiitle miktarlar1 ve
kullanilan tampon hacimleri.

Geitlerinema | Oscillatoria | Leptolyngbya | Leptolyngbya
sp. sp. sp. (a) sp. (b)
Kuru Biyokiitle 1.0019 1.0367 1.0727 1.0555
Miktan (g)
Tampon Hacmi 10 12 11 11
(ml)

C-Fikosiyanin saflagtirma basamaklar1 esnasinda diyaliz ve Sephadex G50
kromatografi basamaklarindan elde edilen miktarlarin ve basamaklarin verimliliginin

hesaplanmasi i¢in agagidaki formiiller kullanilmustir:

Miktar Hesabu:
[(ODg20 — 0.474 x ODes2) / 5.34]1 X 10 (4.1.)

Verim Hesabu:
(Hesaplanan miktar x Tampon hacmi) / Kuru biyokiitle miktari (4.2.)
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Diyaliz islemi ve Sephadex G50 kromatografisi sonucu elde edilen

fraksiyonlarin A280, A620 ve A680 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4.5. Diyaliz ve Sephadex G50 basamaklar1 sonucu elde edilen C-fikosiyanin
miktarlar1 ve verimleri.

Diyaliz Basamag Sephadex G50
Siyanobakteri Kromatografi Basamagi
Tiirleri Miktar Verim (%) Miktar Verim
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Geitlerinema sp. 3.784783 37.77605 3.206457 32.00376
Oscillatoria sp. 3.943693 45.649 2.402075 27.80447
Leptolyngbya 3.885348 39.8423 1.731187 17.75246
sp.(a)
Leptolyngbya 2.465505 25.69451 1.210239 12.612635
sp.(b)

Kromatografi basamaklar1 sonucu elde edilen ve A620/280 orani1 3 ve 3’iin

tizerinde saflik derecesine sahip eliisyonlarin birlestirilip liyofilizatdrde kurutulmasi
sonucu elde edilen C-fikosiyanin miktarlarinin tartilmasi ile siyanobakterilerin C-

fikosiyanin miktarlar1 ve % C-fikosiyanin igerikleri tespit edilmistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.6. Siyanobakteri tiirlerinin C-fikosiyanin miktarlar1 ve oranlari.

Siyanobakteri | Geitlerinema | Oscillatoria | Leptolyngbya | Leptolyngbya
tiirleri sp. sp- sp.(a) sp.(b)
Miktar (g) 0.163 0.273 0.383 0.256
Oran (%) 16.26 26.33 35.70 24.25

Elde edilen bulgular, Leptolyngbya (a) tiiriiniin, C-fikosiyanin elde etmek i¢in
yiriitilen diyaliz ve Sephadex G50 kromatografi basamaklarindaki veriminin
Geitlerinema ve Oscillatoria tiirlerinden diistiik, Leptolyngbya (b)’den yiiksek
olmasma ragmen, en yiiksek C-fikosiyanin miktarina bu tiirlin sahip oldugunu
gostermistir (Tablo 4.6.).

Kromatografik yontem basamaklari sonucu elde edilmis C-fikosiyaninin
fraksiyonlarinin saf olup olmadigi referans bilesik olarak Sigma Spirulina fikosiyanin
kullanilarak SDS-PAGE yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen C-fikosiyanin
fraksiyonlarinin SDS-PAGE jel goriintiisii Sekil 4.20.de, miktarlari ise Sekil 4.21.°de

verilmistir.



Sekil 4.20. Siyanobakterilerden elde edilen C-fikosiyaninlerin fraksiyonlarinin SDS-
PAGE jeli goriintiisii. 1. Leptolyngbya sp. (a), 2. Leptolyngbya sp. (b), 3. Spirulina’dan

elde edilen standart C-fikosiyanin, 4. Geitlerinema sp., 5. Oscillatoria sp.
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Geitlerinema sp.  Oscillatoria sp.  Leptolyngbya sp. Leptolyngbya sp.
(a) (b)
Siyanobakteri tiirleri

Sekil 4.21. Siyanobakteri tiirlerinin C-fikosiyanin miktarlar1 (g).
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4.8. Biyolojik Etki Calismalarina ait Bulgular

Biyolojik etki calismalarinda, izole edilmis dort farkli siyanobakterinin
karotenoitleri ile yine bu siyanobakterilerden elde edilmis C-fikosiyaninlerin 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS) radikaline kars1 radikal siipiiriicii etkinlikleri tayin edilmistir. Ayn1 zamanda,
insan servikal epidermoid karsinoma (HeLa) kanser hiicreleri ve fare fibroblast (L929)
kanserli olmayan normal hiicrelere karsi sitotoksik etkileri arastirilmistir. Normal
hiicreler, kanser hiicrelerine kars1 goriilebilecek seciciligi gozlemlemek icin
kullanilmistir.

Calismalarimizda etkisi arastirilacak olan her 6rnek ve konsantrasyon i¢in en
az 3 farkli kuyucuk kullanilarak meydana gelebilecek hatalar en aza indirilmeye

calisilmistir ve etki calismalar1 farkli zamanlarda en az iki tekrarli olarak yapilmaistir.
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4.8.1. Karotenoitlerin DPPH Radikalini Siipiiriicii Etkinlik Bulgular:

Karotenoitlerin Biyootografik Yontem ile DPPH Radikalini Siipiiriicii
Etkinlik Bulgular:

Sekil 4.22. Karotenoit karigimlart ve standart bilesiklerin biyootografik yontem ile
DPPH siipiiriicii etkinlik tayini goriiniimii. 1. Geitlerinema sp., 2. Oscillatoria sp., 3.
Leptolyngbya sp. (a), 4. Leptolyngbya sp. (b), 5. Spinacia oleracea hekzan ekstresi
(Lutein standart1 olarak kullanilmistir), 6. Kantaksantin standarti, 7. S-Karoten
standarti, 8. Astaksantin standart1. Yesil ok ile gosterilen bilesik lutein, kirmizi ok ile
gosterilen bilesik f-karoten iken mavi ile gosterilen bilesik bilinmemektedir.

Sekil 4.22.’de goriildiigii tizere lutein ve fS-karoten bilesiklerine ait lekeler sar1
rengi vererek DPPH radikalini siipiiriicii etkinlik géstermistir. Ayn1 zamanda, mavi ok
ile gosterilen bilinmeyen bilesigin de DPPH radikalini siipiiriicii etkinliginin oldugu

gozlenmistir.

Karotenoitlerin Spektroskopik Yontem ile DPPH Radikalini Siipiiriicii
Etkinlik Bulgular:

Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b)
siyanobakterilerinden elde edilen karotenoit karisimlarindan 25-800 pg/ml

konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyonda 6rnek hazirlanarak DPPH radikali
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stiptiriicli etkinlik tayini yapilmistir. Askorbik asit referans bilesik olarak kullanilmigtir

(Sekil 4.23. ve 4.24.).
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Sekil 4.23. Karotenoit karisimlarinin DPPH radikalini stiptiriicii etkinlikleri.
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Sekil 4.24. Askorbik asitin DPPH radikalini siipiiriicii etkinligi.

Tiim siyanobakterilerin hekzan ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen karotenoit
karisimlar1 400 ve 800 ug/ml konsantrasyonlarinda DPPH radikalini siipiiriicii etkinlik
gostermistir.  Leptolyngbya (a) tirline ait karotenoit karigimimin  tim
konsantrasyonlarinin diger tiirlere gore daha yiiksek etkinlige sahip oldugu
bulunmugtur. Bu tiire ait karotenoit karistmimin 800 pg/ml konsantrasyonda DPPH
radikalini % 20.33 oraninda siiplirdiigii ve DPPH radikalini siipliriicii etkinligin

konsantrasyona bagli olarak arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.23.).
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4.8.2. Karotenoitlerin ABTS Radikalini Siipiiriicii Etkinlik Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b) tiirlerine ait
karotenoitlerin ABTS radikalini siipiiriicii etkinlikleri tayin edilmistir. Bu amagla
Troloks referans bilesik olarak kullanilmis ve sonuglar TEAC (Troloks Ekivalan
Antioksidan Kapasite) degeri ile ifade edilmistir. TEAC degeri 1 g ekstredeki
Troloks’a esdeger antioksidan 6zellik gdsteren bilesiklerin mmol cinsinden miktar1
seklinde belirtilmistir.

Geitlerinema tiirii  karotenoitlerinin TEAC degerinin dolayisiyla ABTS
stiptiriicii etkinliginin diger ii¢ tiirden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.25.).
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Geitlerinema sp. Oscillatoria sp. Leptolyngbya sp. (a) Leptolyngbya sp. (b)
Siyanobakteri tiirleri

Sekil 4.25. Karotenoitlerin ABTS radikalini siipiiriicli etkinlik bulgulari.

4.8.3. Karotenoitlerin Sitotoksik Etki Calismalarina ait Bulgular

Izole edilen Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b)
tiirlerine ait karotenoit karistmlarinin HeLa ve 1.929 hiicre serilerine karsi sitotoksik
etkileri incelenmistir. Karotenoit karisimlarinin sitotoksik etkileri, 100, 50, 20, 10, 5,
2 pg/ml olmak tizere farkli konsantrasyonlarda, MTT yontemi kullanilarak tayin

edilmistir. Referans bilesik olarak sisplatin ve etopozit kullanilmigtir.
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Karotenoitlerin HeLa Hiicre Serisine Karsi Sitotoksik Etki Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b) tiirlerinin
karotenoit karisimlarinin sitotoksik etkileri HeLa hiicre serisine karsi incelenmistir.
Geitlerinema, Oscillatoria ve Leptolyngbya (b) karotenoit karisimlari konsantrasyona
bagl aktivite gosterirken; Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karisiminin sitotoksik etkili
olmadig bulunmustur (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. Karotenoit karisimlarinin HeLa hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri.

Karotenoitlerin 1929 Hiicre Serisine Karsi Sitotoksik Etki Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b) tiirlerinin
karotenoit karisimlarinin sitotoksik etkileri L.929 hiicre serisine karsi incelenmistir.
Karotenoit karisimlarindan Geitlerinema ve Oscillatoria tirlerine ait olanlarin 100
ng/ml konsantrasyonlar:t haricindeki konsantrasyonlarda ve diger tiirlere ait olan
karotenoit karigimlarinin hi¢bir konsantrasyonunda sitotoksik etki gézlenmemistir.
Geitlerinema sp. karotenoit karigimimin 100 pg/ml konsantrasyonunda hiicre yasam
oran1 % 86; Oscillatoria sp. karotenoit karisiminin 100 pg/ml konsantrasyonunda

hiicre yasam orani ise % 87 bulunmustur.
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4.8.4. C-Fikosiyaninlerin DPPH Radikalini Siipiiriicii Etkinlik Bulgular:

Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b)
siyanobakterilerinden elde edilen C-fikosiyaninlerin 25-800 pg/ml konsantrasyon
araliginda, 6 farkli konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanarak DPPH radikali siiptiriicii
etkinlik tayini yapilmistir. Askorbik asit referans bilesik olarak kullanilmistir.

Dort tiirden elde edilen C-fikosiyaninlerin hi¢bir konsantrasyonunda DPPH

radikali siipiiriicii etkinlik gbzlenmemistir.
4.8.5. C-Fikosiyaninlerin ABTS Radikalini Siipiiriicii Etkinlik Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b) tiirlerinden
elde edilen C-fikosiyaninlerin ABTS radikalini siipiiriicti etkinlikleri tayin edilmistir.
Bu amagla Troloks referans bilesik olarak kullanilmis ve sonuglar TEAC (Troloks

Ekivalan Antioksidan Kapasite) degeri ile ifade edilmistir.

Geitlerinema sp. Oscillatoria sp.  Leptolyngbya sp. (a)Leptolyngbya sp. (b)
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Sekil 4.27. C-Fikosiyaninlerin ABTS radikalini siipiiriicii etkinlik bulgulari.

Leptolyngbya (a) tiiriinden elde edilen C-fikosiyaninin TEAC degerinin
dolayisiyla ABTS siipliriicii  etkinliinin diger ¢ tlirden elde edilen C-

fikosiyaninlerden daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte Geitlerinema
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tiiriinden elde edilen C-fikosiyaninin ABTS radikalini siipiiriicti etkinligi ile benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir. (Sekil 4.27.).
4.8.6. C-Fikosiyaninlerin Sitotoksik Etki Calismalarina ait Bulgular

Izole edilen Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b)
tirlerinden elde edilen C-fikosiyaninlerin HeLa ve L1929 hiicre serilerine karsi
sitotoksik etkileri incelenmistir. C-fikosiyaninlerin sitotoksik etkileri, 100, 50, 20, 10,
5, 2 pg/ml olmak {iizere farkli konsantrasyonlarda, MTT yontemi kullanilarak tayin

edilmistir. Referans bilesik olarak sisplatin ve etopozit kullanilmigtir.
C-Fikosiyaninlerin HeLa Hiicre Serisine Karsi Sitotoksik Etki Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya(b) tiirlerinden
elde edilen C-fikosiyaninlerin hicbirinin en yiiksek konsantrasyonda dahi HeLa
hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermedigi gézlenmistir. HeLa hiicrelerinin yasam

orani % 95-100 araliginda bulunmustur.
C-Fikosiyaninlerin L.929 Hiicre Serisine Karsi Sitotoksik Etki Bulgular:

Geitlerinema, Oscillatoria, Leptolyngbya (a) ve Leptolyngbya (b) tiirlerinden
elde edilen C-fikosiyaninlerin sitotoksik etkileri 1.929 hiicre serisine karsi
incelenmistir. Geitlerinema ve Leptolyngbya (a) tilrlerinden elde edilen C-
fikosiyaninlerin 100 pg/ml konsantrasyonlar1 haricindeki konsantrasyonlarda ve diger
tirlere ait olanlarin higbir konsantrasyonunda sitotoksik etki gdézlenmemistir.
Geitlerinema tiiriinden elde edilen C-fikosiyaninin 100 pg/ml konsantrasyonunda
hiicre yasam oran1 % 89; Leptolyngbya (a) tiiriinden elde edilen C-fikosiyaninin 100

ng/ml konsantrasyonunda hiicre yagsam orani ise % 86 bulunmustur.
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5. TARTISMA

Tiirkiye termal su kaynaklar1 bakimindan zengin bir iilkedir ve termal denilince
ilk akla gelen illerden biri Afyonkarahisar’dir. Tezimiz i¢in aldigimiz su numuneleri
Omer-Gecek havzasi ve Heybeli termal havzasina aittir. Termal algler {izerindeki ilk
calisma Yellowstone ulusal parkindan alinan 6rneklerden termofilik Phormidium ve
Spirulina tammlanmasi olarak literatiirde yer almaktadir (41). Ulkemizde ise termal
kaynaklarda bulunan siyanobakteriler ilizerindeki c¢aligmalar sinirli kalmis ve bu
calismalar Izmir, Aydm, Denizli, Manisa ve Zonguldak illerinde bulunan termal su
kaynaklarindan elde edilen siyanobakteriler iizerinde yogunlasmistir (41, 42). Tez
calismamiz Afyonkarahisar ili termal su kaynaklarindan izole edilen mikroalglerin
tanimlanmasi, karotenoit ve C-fikosiyanin igerikleri ile serbest radikal siipiiriicii ve
sitotoksik etkilerinin arastirilmast konusunda yapilan ilk c¢alisma olma 6zelligi
tasimaktadir.

Yeni arastirmalar dogal kaynaklardan ilag olabilecek kimyasal bilesikler
lizerine yogunlagmistir. Siyanobakteriler yeni, biyolojik olarak aktif bilesiklerin kesfi
i¢in oldukca 6nemli olan organizma gruplarindan birisidir. Siyanobakteri gibi kiiltiirii
yapilabilen mikroorganizmalarin avantaji, hedeflenen metabolitin {iretilmesi igin
uygun ve siirdiiriilebilir kaynak olmalaridir (5).

Tiim siyanobakteriler, UV maruziyetinin zararli foto iriinleri olan reaktif
oksijen tiirleri i¢in etkili siipiiriiciiler olan f-karoten, miksoksantofil, ekinenon,
ossilloksantin ve kantaksantin gibi karotenoitleri iiretir. Siyanobakterilerin reaktif
oksijen tiirlerine karst siiperoksit dismutaz gibi ¢esitli enzimatik savunmalart vardir.
Ayrica, UV’den dolayr zarar gérmiis proteinleri tanimlayici ve onarici ¢esitli hasar
tamir edici mekanizmalar1 bulunmaktadir (7).

Zengin sekonder metabolit kaynagi olan siyanobakteriler biyoteknolojik ve
endiistriyel uygulamalarda yer alir. Son zamanlarda siyanobakteriler, anti-HIV’den,
antikanser, antivirale kadar farkli biyolojik aktiviteleri olan farmakolojik aktif
bilesiklerin kaynagi olarak ilgi g¢ekmektedir. Tiim siyanobakteriyal sekonder
metabolitlerin biyosit, biyogiibre, kozmetik, biyoyakit, biyoremediasyon, selator ve
besin takviyesi alanlarinda potansiyel uygulamalar1 bulunmaktadir. Siyanobakteriyal
sekonder metabolitlerin farmakolojik aktiviteleri tizerindeki aragtirmalar, antitiimoral,

antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiparazitik ve enzim inhibisyon 6zellikleri gibi
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tibbi yararliliklart konusuna odaklanmustir. Tibbi alanda kesfedilmis prokaryotik

kaynakli marin dogal tirlinlerin % 40’1 siyanobakterilerden elde edilmistir (4).

Tablo 5.1. Tez ¢alismamizda izole edilen siyanobakteri tiirleri.

Siyanobakteri
Tiirleri

Geitlerinema sp.

Oscillatoria sp.

Leptolynbya sp. (a)

Leptolyngbya sp. (b)

Termal Kaynak

Heybeli Kaplicasi-

Temiz su

Heybeli Kaplicasi-
Atik su

Pazaragac

Kaplicasi

Omer-Gecek

Kaplicasi

Mikroskop Goriintiisii
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Tez ¢alismamizda izole edilen tiirler mikroalglerin siyanobakteri sinifina ait
Geitlerinema, Oscillatoria ve Leptolyngbya cinslerine ait dort farkli tiirdiir. izole
ettigimiz cinsler ve elde edilen termal kaynaklar Tablo 5.1.’de gdsterilmistir.
Literatiirde yer alan aragtirmalar bu cinslere ait ¢ok sayida bilesigin antioksidan,
antienflamatuvar ve antikanser gibi bircok 6zellikleri oldugunu gdstermistir.

Siyanobakterilerin en ¢ok bilinen ve kullanilan 6rnegi olan Spirulina tiirlerinde
ticari olarak en ilgi g¢eken pigmentler p-karoten, zeaksantin, fikosiyanin ve
allofikosiyanin olarak belirtilmistir (1). Yapilan bir ¢alismada Cin ve Japonya’da ticari
amach yiiksek hacimlerde tretilen alti farkli ticari Spirulina platensis, karotenoit
icerikleri yoniinden analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore Spirulina platensis’te
zeaksantin, lutein, astaksantin, kantaksantin ve f-karoten karotenoitlerine rastlanmistir
(31). Tez calismamizda izole ettigimiz siyanobakterilerden dordiiniin de f-karoten
igerigine sahip oldugu ve ayrica Geitlerinema sp. hari¢ diger tiirlerin lutein igerdigi
de tespit edilmistir. Kantaksantin ve astaksantin lekelerine ITK’da rastlanmamis, bu
sonu¢. HPLC-DAD yontemi ile de dogrulanmistir. Zeaksantin referans bilesigi
elimizde olmadigr i¢in bu ksantinin tezimize konu tiirlerde olup olmadig
bilinmemektedir. Oscillatoria sp. ise diger ii¢ tiirden daha fazla karotenoit igerigine
sahip olup referans bilesikler olmadig: i¢in karotenoit icerikleri belirlenememistir.
Oscillatoria tiriiniin atik termal sudan izole edilmesi nedeniyle ortam kosullarina
uyum saglamak i¢in daha ¢ok sekonder metabolit iirettigi ve karotenoit ¢esitliliginin
bu ylizden daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Alt1 farkli ticari Spirulina platensis 6rneginde yapilan bir calismada, 6rneklerin
[-karoten miktarlar en yiliksek 1037.07 pg/g kuru biyokiitle ve en diisiik 86 pg/g kuru
biyokiitle olarak tespit edilmistir (31). Ayrica kemotaksonomik Oneme sahip
potansiyel nutrasotik bilesiklerin aydinlatilmasi amaciyla daha once gergeklestirilen
bir ¢alismada izole edilen Oscillatoria sp. siyanobakterilerinde f-karoten miktarlar
240 ve 260 pg/g kuru biyokiitle; Geitlerinema sp. siyanobakterisinde ise 450 pg/g kuru
biyokiitle olarak bulunmustur (18). Calismalarimizda izole ettigimiz siyanobakteri
tiirlerinde UPC? ile f-karoten miktar tayini yapilmistir. Buna gére en yiiksek S-karoten
miktarina Geitlerinema sp., en diisiik f-karoten miktarina ise Oscillatoria sp.’de
rastlanmigtir. Bu sonuglara gore elde ettigimiz tiirlerdeki S-karoten miktarlari, ticari

Spirulina platensis siyanobakterilerinde tespit edilen miktarlar ile uyumludur.



74

Calismamizda izole edilen siyanobakterilerde tespit edilen f-karoten miktarlarinin ise
cok daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Bkz. Tablo 4.5.). Sonuglar; Tablo 5.2.’de de
gortldiigli gibi tez ¢alisgmamiza konu olan siyanobakterilerin S-karoten igerikleri

acisindan diinyadaki diger tlirlerden daha zengin olduklarini agik¢a ortaya koymustur.

Tablo 5.2. Siyanobakterilerin f-karoten miktarlari.

Siyanobakteri tiirii f-Karoten Miktari Kaynak
(ng/g kuru biyokiitle)
Geitlerinema sp. 832.5 -
Oscillatoria sp. 193.8 -
Leptolyngbya sp. (a) 606.3 -
Leptolyngbya sp. (b) 269.1 -
Spirulina platensis 86 31
Spirulina platensis 1037.07 31
Oscillatoria sp. 240 18
Oscillatoria sp. 260 18
Geitlerinema sp. 450 18

Izole edilen siyanobakterilerden elde edilen karotenoit karisimlarinin hepsi
400 ve 800 pg/ml konsantrasyonlarinda DPPH radikalini siipiiriicii etkinlik
gostermistir. Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karigiminin etkisi diger tiirlere gore daha
yiikksek bulunmustur (Bkz. Sekil 4.21). Bu tiire ait karotenoit karigimi 800 pg/ml
konsantrasyonda DPPH radikalini % 20.33 oraninda stiplirmiistiir.

Karotenoit  karigimlarinin = ABTS  radikalini = siipiirici  etkinlikleri
incelendiginde, Geitlerinema sp. karotenoit karistminin en yiiksek etkinligi gosterdigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.23). Geitlerinema sp. kuru biyokiitlesinde diger izole edilen
tirlere gore daha yiiksek miktarda, 832.5 pg/g kuru agirlik, p-karoten ihtiva etse de
UPC? ile gergeklestirdigimiz p-karoten miktar tayininde ¢ozelti igerisinde
Leptolyngbya sp. (a)’dan sonra ikinci yiiksek p-karoten miktarina sahiptir.
Geitlerinema  sp.  karotenoit karisitminda HPLC-DAD  calismalarimizda
tanimlanamayan pikler gozlenmistir. Bu piklere sahip karotenoitlerin ABTS radikalini
stiptiriicii etkinliklerinin ytliksek oldugu disiiniilmektedir. Ayrica Oscillatoria sp.

karotenoit karisimi nispeten diisiik miktarda S-karoten i¢ermesine ragmen, ABTS
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radikaline karst Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b) karotenoit
karisimlarindan daha yiiksek etkinlik gozlenmistir. Bu tiire ait karotenoit karigiminda,
ITK bulgularimiza gore izole ettigimiz diger tiirlerin karotenoit karisimlarindan daha
fazla karotenoit lekesine rastlanmig fakat standart bilesikler olmadigi i¢in bu lekeler
tanimlanamamustir. Bu lekeleri veren bilesiklerin ABTS radikali siipiiriicii
etkinliklerinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Leptolyngnbya sp. (a)’nin kuru
biyokiitledeki f-karoten miktari, 606.3 pg/g kuru agirlik, Geitlerinema sp.’den sonra
en yiiksek ikinci siradadir. Ayrica, UPC? ile gergeklestirdigimiz p-karoten miktar
tayininde ¢ozelti icerisinde 94 pg/ml p-karoten miktar1 ile diger tiirler arasinda en
yiiksek degere sahiptir.

Karoten ve ksantofillerin ABTS radikali siipiiriicii  etkinliklerinin
karotenoitlerin molekiiler yapisi ile ilgisini ortaya koyan bir ¢aligma karotenlerin,
ksantofillere gore ABTS radikali siiplirme aktivitelerinin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Konjuge c¢ifte baglar, yapmin siklik veya asiklik olmasi, terminal
halkalardaki fonksiyonel gruplar ABTS radikalini siipirme etkinligini etkileyen
faktorlerdir. Ornegin; karbonil gruplarmin halkaya katiliminin, ABTS radikali
stipiirme etkinligini baskilayici oldugu goriilmiistiir (43).

Bu bilgiler 1s181nda Geitlerinema sp. karotenoit karigiminin ksantofillerden cok
karotenler igerdigi, Leptolyngbya sp. (a) karotenoit karisiminin da ksantofillerce daha
zengin oldugu sonucuna varilabilir. Oscillatoria sp. ve Leptolyngbya sp. (b) karotenoit
karisimlarinin f-karoten ile birlikte bagka karoten ve ksantofillerin olmasi ile ABTS
radikaline kars1 gosterdikleri siipiiriici etkinlikler agiklanabilir. Tiim karotenoitler
tanimlanamadig1 i¢in ABTS radikali siipiiriicli etkinlik ve karotenoitlerin molekiiler
yapisi arasindaki iligki hakkinda bir sonuca varilamamastir.

Tez calismamizda izole edilen siyanobakteri tiirlerinden hekzan ekstraksiyonu
sonucu elde edilmis karotenoit karisimlarinin DPPH ve ABTS radikallerini siipiiriicii
etkinlik tayinine yonelik daha dnce yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamis; dolayisiyla
bir karsilagtirma yapilamamistir. Calismamiz elde edilen tiirler {izerindeki ilk ¢aligma
olma 6zelligini tagimaktadir.

Sitotoksik etki ¢alismalarinda HeLa kanser hiicre serisi ve 1L.929 saglikl1 hiicre
serisi kullanilmistir. Geitlerinema sp. karotenoitleri, HeLLa kanser hiicrelerine karsi

diger tiirlerin karotenoit karisimlarindan daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir (Bkz.
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Sekil 4.25). Karotenoit karigimlarindan higcbiri 1929 hiicre serilerine karsi sitotoksisite
gostermemislerdir.  Dort  tiirden elde edilen  karotenoit  karigimlarinin
kompozisyonunun farkli olmasi ve ¢alismamizda HPLC-DAD ile yapilan analizde
Geitlerinema sp. karotenoit karigiminda tanimlanamayan karotenoitlerin HeLa
hiicrelerine kars1 daha secici olmasi bu tiirlin sitotoksik etkisinin digerlerine gore
yiiksek olmasini1 agiklayabilir.

Spirulina siyanobakterisinden elde edilen C-fikosiyanin miktarlar1 ¢esitli
kaynaklarda; Spirulina platensis tiiriinde 6.5-152 mg/g kuru agirhik, Spirulina sp.’de
47-101 mg/g kuru agirlik olarak belirtilmistir (2). Bagka bir ¢alismada, Spirulina
fusiformis, Spirulina platensis ve Spirulina sp. C-fikosiyanin oranlar sirasiyla, % 47,
% 9.6 ve % 17.5 olarak verilmistir (21). Tez caligmamizda izole ettigimiz
siyanobakterilerin C-fikosiyanin miktarlar1 ve oranlar1 Tablo 5.3.’de gdsterilmistir. Bu
sonuglara gore; calismamizda izole edilerek iiretilen siyanobakterilerin C-fikosiyanin
miktarlar1 ve oranlarinin, ticari olarak kullanilan Spirulina platensis tiirinden daha

yiiksek oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 5.3. Izole edilen siyanobakterilerin C-fikosiyanin miktar ve oranlari.

Siyanobakteri Tiirleri C-Fikosiyanin Miktari C-fikosiyanin Oram
(mg/g kuru agirhk) (% kuru agirhk)
Geitlerinema sp. 162 16.24
Oscillatoria sp. 262 26.28
Leptolynbya sp. (a) 357 35.7
Leptolyngbya sp. (b) 242 24.28

Tez ¢alismamizda izole ettigimiz tiirlerden elde edilen C-fikosiyanin miktarlar
ve oranlari literatiirde yer alan digerkaynaklarda belirtilen verilerden de daha yiiksek
bulunmustur. Siyanobakterilerin jeotermal su kaynaklarindan izole edilmesi,
kiiltiiriiniin yine jeotermal su kaynaklarinda yapilmasi ile jeotermal suyun bilesiminin
C-fikosiyanin iiretimine pozitif etki ettigi diisiiniilmekte ve bu yiizden elde edilen C-
fikosiyanin miktar ve oranlarinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.

Arastirmalar, proteinlerin fiziko-kimyasal kosullara karsi stabilitesinin, ¢esitli
uygulamalarda 6nemli bir faktor oldugunu gostermektedir. Proteinlerin antioksidan

etkilerinde amino asitler 6nemli rol oynamaktadir (8). Kiikiirt iceren amino asitlerin
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oksidan stipiiriicli aktivitesi oldugu belirtilmistir. Baz1 arastirmalar 6zellikle protein
yiizeyinde yer aldiklarinda sistein (Csy) ve metiyonin (Met) amino asitlerinin oksidatif
hasara kars1 onemli koruyucu rolleri oldugunu gdstermistir (44). DPPH radikal
stiptiriicli etkinlik tayininde aspartat (Asp), asparajin (Asn), threonin (Thr), valin (Val),
izolosin (Ile) ve hidrofobik aminoasitler pozitif etki gosterirken; histidin (His), arginin
(Arg) ve lizin (Lys) gibi polar basit amino asitler negatif etki gostermektedir. C-
Fikosiyaninin, a ve f alt {initelerini olusturan amino asit ¢esitleri ve molekiil icindeki
pozisyonlar bilesigin antioksidan etki gostermesinde onemlidir (8). Bir arastirmada
Spirulina fusiformis ve Oscillatoria sp.’den elde edilen C-fikosiyaninlerin a alt
tinitelerinin % 59 homolojiye sahipken, £ altiinitelerinin biiytlik farklilik gosterdigi ve
yalnizca % 6 homoloji bulundugu tespit edilmistir. Oscillatoria sp.’den elde edilen C-
fikosiyaninin f alt {initesinin amino asit kompozisyonunun Thr6 ve Aspl3 amino
asitlerinin pozisyonu hari¢ diger siyanobakteri cinslerinden farkli oldugu goriilmiis ve
antioksidan aktivite verileri arasindaki farkliliklar bu 6zelliklerine baglanmistir (45).

Daha once yapilan bir ¢alismada Geitlerinema sp. TRVS57 tiiriinden elde
edilmis olan fikosiyaninin DPPH radikal siipiiriicii etkisi arastirilmis ve 200 pg/ml
konsantrasyonda % 78.75, 5 pg/ml konsantrasyonda ise % 68.75 oraninda siipiiriicii
etki gdzlenmistir. Spirulina’dan elde edilen fikosiyaninin DPPH siipiirme aktivitesi ise
% 25 olarak belirtilmistir (29). Baska bir ¢calismada Geitlerinema cinsinden elde edilen
C-fikosiyaninin DPPH radikaline kars1 serbest radikal siipiiriicii etkisi arastirilmis ve
200 pg/ml konsantrasyonda % 72.8542.1 inhibisyon goriilmiistiir (8).

Tez c¢alismamizda dort farkli siyanobakteri tiiriinden saflagtirdigimiz C-
fikosiyaninlerin antioksidan kapasiteleri arastirilirken DPPH radikaline kars1 stiptiriicti
etkinlik gostermedikleri tespit edilmistir. Bunun nedeni, C-fikosiyaninlerin
calismalarimiz esnasinda 1s1, 151k gibi fiziko-kimyasal etkiler karsisinda stabilitelerinin
azalmis olabilecegine ve DPPH siipiiriicii etkinlik tayininde énemli olan amino asit
kompozisyonlarinin ve bu aminoasitlerin molekiil i¢indeki yerlesimlerinin radikali
stipirmek i¢in uygun olmayabilecegine baglanabilir.

Calismamizda, Geitlerinema sp., Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp. (a) ve
Leptolyngbya sp. (b) tiirlerinden elde edilen C-fikosiyaninlerin ABTS radikalini
stiptiriicii etkinlikleri tayin edilmis ve Leptolyngbya sp. (a)’dan elde edilen C-
fikosiyaninin TEAC degerinin diger {i¢ tiirden elde edilen C-fikosiyaninlerden daha
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yiikksek oldugu goriilmistir (Bkz. Sekil 4.24). Dort farkli tiirden elde edilen C-
fikosiyaninlerin ABTS radikaline kars1 gosterdigi etkinligin farkli olusu da C-
fikosiyaninlerin a ve f alt lnitelerinin amino asit kompozisyonlarinin farkli
olabilecegini diisiindiirmektedir.

C-Fikosiyaninin, HeLa kanser hiicre serisine kars1 sitotoksik etkisi lizerinde
daha 6nce yapilmis bir ¢aligmada C-fikosiyaninin HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisini HeLa proliferasyonunu azaltma, Bcl-2 ekspresyonunu azaltma, Kazpaz-2, -3,
-4, -6, -8 ve -10 aktivasyonu ile Sitokrom C’nin mitokontriden salinimi yoluyla
gosterdigi bulunmustur (24). Ticari C-fikosiyanin kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
HelLa hiicre serisine kars1 ICso degeri 155.20 pg/ml olarak tespit edilmistir (46). Baska
bir ¢alismada ise yine ticari C-fikosiyanin kullanilarak HeLa hiicre serisine karsi
sitotoksik etki arastirilmis ve ICso degeri 1104 pg/ml olarak tespit edilmistir (47). Tez
calismamizda izole ettigimiz tlrlerden elde edilen C-fikosiyaninler higbir
konsantrasyonda HeLa hiicre serisine karsi belirgin sitotoksik aktivite gostermemistir.
Daha once yapilan calismalar ve tezimizde elde ettigimiz bulgulara dayanarak, C-
fikosiyaninin HeLa kanser hiicre serisine karsi gosterdigi farkli diizeylerdedi sitotoksik
etkinin kimyasal yapisindaki amino asitlerin farkli dizilimi ile ilgili oldugu
distiniilmektedir.

Caligmamiz; Afyonkarahisar ilinin jeotermal kaynaklarindan izole edilerek
yine jeotermal su i¢eren ortamlarda kiiltiirii yapilan Geitlerinema sp., Oscillatoria sp.,
Leptolyngbya sp. (a) ve Leptolyngbya sp. (b) gibi siyanobakteri tiirlerinin kimyasal
icerikleri ve bazi biyolojik etkilerinin aragtirildigi ilk calisma olmasi nedeniyle
onemlidir. Elde edilen tiim sonuglar literatiir ile uyumlu olup, bu ¢aligmalar
desteklemektedir.

Ayrica c¢alisilan tiirlerin, daha once calisilan siyanobakteri tiirlerinden daha
yiiksek miktarda f-karoten ve C-fikosiyanin iceren tiirler olmasi nedeniyle, diinyada
saglik, gida ve kozmetik sanayiinde yaygin olarak kullanilan Spirulina tiiriine
alternatif olabilecek yeni tiirler bulunmasi ve ilag adayr molekiillerin elde edilerek

bilime kazandirilmasi agisindan da 6nem arzetmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismamiz sonucunda, Tiirkiye’de mikroalg florasi daha once hig
calisiimamis bir bolge olan Afyonkarahisar ili jeotermal kaynaklarindan, dort
siyanobakteri tiirii izole edilmis ve tanimlamalar1 yapilmistir. Bu tiirler, Geitlerinema,
Oscillatoria ve Leptolyngbya cinslerine aittir. Tanimlanan tiirler karotenoit profilleri,
ekstre ve C-fikosiyaninlerinin antioksidan ve sitotoksik etkileri kapsaminda
arastirilmistir. Elde edilen bulgular diinya ¢apinda birgok alanda uygulamasi bulunan
Spirulina siyanobakterisinden elde edilen bulgular ile karsilastirilmistir.

Izole edilen siyanobakterilerin karotenoit karisimlarindaki ana karotenoitin j-
karoten oldugu bulunmustur. Lutein, Geitlerinema sp. disindaki diger {i¢
siyanobakteride de mevcuttur. Bunun yamsmra ITK ve HPLC-DAD sonuglari
ekstrelerde referans bilesikler olmadigi i¢in tanimlanamayan karotenoitlerin oldugunu
gostermistir. Tez calismamizda elde etti§imiz tiirlerin tam karotenoit profilinin
belirlenmesi igin karotenoit referanslari ile birlikte detayli caligmalar yapilmasi
onerilmektedir. S-Karoten igerigi bakimindan Geitlerinema sp.’nin Spirulina’ya
alternatif tiir oldugu tespit edilmistir.

Dort farkl tiirden saflastirilan C-fikosiyaninleri miktar ve verimlilik agisindan
ele aldigimizda Leptolyngbya sp. (a)’nin en yiliksek miktar ve verimlilikte C-
fikosiyanin icerdigi tespit edilmistir. Spirulina’dan elde edilen C-fikosiyanin miktar
ve verimliligi literatlirden arastirilarak, tliriimiiziin C-fikosiyanin igerigi agisindan
Spirulina’ya alternatif olabilecegi goriilmiistiir. Leptolyngbya cinsine ait bu tiiriin
tiretim parametreleri ile ilgili detayli bir arastirma yapilarak iiretim sartlart fizibl
kosullarda saglanmalidir.

Antioksidan etkilerin belirlenmesinde karotenoit karigimlart ve C-
fikosiyaninler kullanilmistir. DPPH radikaline karsi karotenoit karisimlar etki
gosterirken C-fikosiyaninler etki gostermemistir. ABTS radikaline karsi ise hem
karotenoit karisimlart hem de C-fikosiyaninler etki gostermistir. DPPH ve ABTS
radikallerini siipiiriicti etkinlikleri bakimindan Geitlerinema sp. ve Leptolyngbya sp.
(a)’dan elde edilen karotenoit karisimlar1 ve C-fikosiyaninler 6n plana ¢ikmustir.

Sitotoksik etki ¢alismalar1 elde ettigimiz tiirlerdeki bilesiklerin antikanser
aktiviteleri olup olmadiginin belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir. L929 saglikli

hiicre serisine kars1 dort tiiriin karotenoit karigimlar: da C-fikosiyaninleri de 6nemli
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diizeyde sitotoksik etki gostermemistir. Bu durum kanser ilaglart gelistirilmesinde
istenen bir durumdur. Geitlerinema sp.’nin karotenoit karigtmi Hela kanser
hiicrelerine kars1 zayif bir sitotoksik etkiye sahiptir.

Karotenoitlerin ve fikosiyaninlerin farmakolojik 6zelliklerinin molekiillerin
yapisi ve stabilitesine bagli oldugu bilinmektedir. Ileride Spirulina’ya alternatif
olabilecek Geitlerinema sp. ve Leptolyngbya sp. (a)’da bulunan yararli bilesiklerin
molekiiler yapilarinin aydinlatilmast ve stabilitelerinin saglanmasi yOniinde
arastirmalar yapilacaktir.

Tez calismamiz; diinyada saglik, gida ve kozmetik gibi endiistrilerde yaygin
olarak kullanilan Spirulina tiiriine igerigindeki karotenoitler ve fikosiyanin ile
alternatif olabilecek tiirlerin tespiti, bu tiirlerin baz1 biyolojik etkilerinin ortaya
koyulmasi ve 6zellikle toprak 6zellikleri bakimindan tarim yapilamayip atil durumda
olan jeotermal alan topraklarinin degerlendirilerek bu tiirler icin iiretim alani olarak

kullanilmasi bakimindan 6nemli bir caligsmadir.



81

7. KAYNAKLAR

1. Efterpi Christaki EB, Panagiota Florou-Paneri. Chapter 14. Innovative
Microalgae Pigments as Functional Ingredients in Nutrition. In: Kim SK, editor.
Handbook of Marine Microalgae. Boston: Academic Press; 2015. p. 233-43.

2. Dumay J, Morancais M. Chapter 9 - Proteins and Pigments. In: Fleurence J,
Levine I, editors. Seaweed in Health and Disease Prevention. San Diego: Academic
Press; 2016. p. 275-318.

3. Cuellar-Bermudez SP, Aguilar-Hernandez I, Cardenas-Chavez DL, Ornelas-
Soto N, Romero-Ogawa MA, Parra-Saldivar R. Extraction and purification of high-
value metabolites from microalgae: essential lipids, astaxanthin and phycobiliproteins.
Microb Biotechnol. 2015;8(2):190-209.

4. Haque F, Banayan S, Yee J, Chiang YW. Extraction and applications of
cyanotoxins and other cyanobacterial secondary metabolites. Chemosphere.
2017;183:164-75.

5. Burja AM, Banaigs, B., Abou-Mansour, E., Burgess, J. G., Wright, P. C.
Marine cyanobacteria- a prolific source of natural products. Tetrahedron
2001;57(46):9347-77.

6. Zarzycki PK, Slqczka, M. M., Zarzycka, M. B., Wlodarczyk, E., Baran, M. J. .
Application of micro-thin-layer chromatography as a simple fractionation tool for fast
screening of raw extracts derived from complex biological, pharmaceutical and
environmental samples. Analytica Chimica Acta. 2011;688(2):168-74.

7. Vincent WF. Cyanobacteria. In: Likens GE, editor. Plankton of Inland Waters:
Academic Press; 2009.

8. Patel HM, Rastogi, R. P., Trivedi, U. Madamwar, D. Structural
characterization and antioxidant potential of phycocyanin from the cyanobacterium
Geitlerinema sp. HSDM. Algal Research. 2018;32:372-83.

9. Guiry MD. Spirulina Turbin ex Gomont, 1892 [Internet] 2000 [Available from:
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_1d=43080.

10.  Ohmori M, Ehira S. Spirulina: an example of cyanobacteria as nutraceuticals.
In: Sharma NK, Rai AK, Stal LC, editors. Cyanobacteria An Economic Perspective.
UK: John Wiley & Sons, Ltd.; 2014. p. 105-6.

11.  Guiry MD. Geitlerinema (Anagnostidis & Komarek) Anagnostidis, 1989

[Internet] 2002 [Available from:
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_i1d=44059.
12.  Komarek J, Johansen, J. R. . Filamentous Cyanobacteria. Freshwater Algae of

North America: Ecology and Classification2015. p. 135-235.

13.  Guiry MD. Oscillatoria Vaucher ex Gomont, 1892 [Internet] 2000 [Available
from: http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=43083.

14.  Guiry MD. Leptolyngbya Anagnostidis & Komarek, 1988, nom. et typ. cons.
[Internet] 2002 [Available from:
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=43604.

15. Joshi D, Mohandass C, Dhale M. Effect of UV-B Radiation and Desiccation
Stress on Photoprotective Compounds Accumulation in Marine Leptolyngbya sp.
Appl Biochem Biotechnol. 2018;184(1):35-47.

16. Tang J, Jiang, D., Luo, Y., Liang, Y., Li, L., Shah, M. R., Daroch, M. Potential
new genera of cyanobacterial strains isolated from thermal springs of western Sichuan,
China. Algal Research 2018;31:14-20.



http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=43080
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=44059
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=43083
http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=43604

82

17. Erdogan A, Demirel, Z., Eroglu, A.E., Conk Dalay, M. Carotenoid Profile in
Prochlorococcus sp. and Enrichment of Lutein Using Different Nitrogen Sources. J
Appl Phycol. 2016;28:3251-7.

18. Paliwal C, Ghosh, T., George, B., Pancha, 1., Maurya, R., Chokshi, K., Ghosh,
A., Mishra, S. Microalgal carotenoids: Potential nutraceutical compounds with
chemotaxonomic importance. Algal Research. 2016;15:24-31.

19.  Burri BJ. Carotenoids: Chemistry, Sources and Physiology. In: Caballero B,
editor. Encyclopedia of Human Nutrition (Third Edition). Waltham: Academic Press;
2013. p. 283-91.

20. Goodwin TW. Chapter 14 - Carotenoids: Structure, Distribution, and Function.
In: Florkin M, Mason HS, editors. Comparative Biochemistry: Academic Press; 1962.
p. 643-75.

21.  Markou G, Nerantzis, E. Microalgae for high-value compounds and biofuels
production: A review with focus on cultivation under stress conditions. Biotechnology
Advances. 2013;31(8):1532-42.

22. Chiong T, Acquah C, Lau SY, Khor EH, Danquah MK. Chapter 12 -
Microalgal-Based Protein By-Products: Extraction, Purification, and Applications. In:
Singh Dhillon G, editor. Protein Byproducts: Academic Press; 2016. p. 213-34.

23.  Dufossé L. 16 - Current and Potential Natural Pigments From Microorganisms
(Bacteria, Yeasts, Fungi, Microalgae). In: Carle R, Schweiggert RM, editors.
Handbook on Natural Pigments in Food and Beverages. Woodhead Publishing2016 p.
337-54.

24. Fernandes ESE, Figueira, FDS., Lettnin, AP., Carrett-Dias, M., Filgueira,
DMVB,, Kalil, S., Trindade, GS., Votto, APS. C-Phycocyanin: Cellular targets,
mechanisms of action and multi drug resistance in cancer. Pharmacological Reports.
2018;70:75-80.

25. Fernandes-Rojas B, Hernandes-Juarez, J., Pedraza-Chaverri, J. Nutraceutical
properties of phycocyanin. Journal of Functional Foods 11. 2014;11:375-92.

26.  FEriksen NT. Production of phycocyanin--a pigment with applications in
biology, biotechnology, foods and medicine. Appl Microbiol Biotechnol.
2008;80(1):1-14.

27. Khazi MI, Demirel Z, Conk Dalay M. Evaluation of growth and
phycobiliprotein composition of cyanobacteria isolates cultivated in different nitrogen
sources. Journal of Applied Phycology 2018;30:1513-23.

28.  Borowitzka MA. High-value products from microalgae—their development
and commercialisation. Journal of Applied Phycology. 2013;25(3):743-56.

29. Renugadevi K, Nachiyar, C. V., Sowmiya, P., Sunkar, S. . Antioxidant activity
of phycocyanin pigment extracted from marine filamentous cyanobacteria
Geitlerinema sp TRVS57. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. 2018;16:27-
242.

30. Kao TH, Loh CH, Inbaraj BS, Chen BH. Determination of carotenoids in
Taraxacum formosanum by HPLC-DAD-APCI-MS and preparation by column
chromatography. J Pharm Biomed Anal. 2012;66:144-53.

31. Hynstova V, Sterbova D, Klejdus B, Hedbavny J, Huska D, Adam V.
Separation, identification and quantification of carotenoids and chlorophylls in dietary
supplements containing Chlorella vulgaris and Spirulina platensis using High
Performance Thin Layer Chromatography. J Pharm Biomed Anal. 2018;148:108-18.



83

32.  Sivathanu B, Palaniswamy S. Purification and characterization of carotenoids
from green algae Chlorococcum humicola by HPLC-NMR and LC-MS-APCI.
Biomedicine & Preventive Nutrition 2012;2:276-82.

33.  Herrera A, Boussiba S, Napoleone V, Hohlberg A. Recovery of c-phycocyanin
from the cyanobacterium Spirulina maxima. J Appl Phycol. 1989;1:325-31.

34.  Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem.
1976;72:248-54.

35. Okajima T, Tanabe T, Yasuda T. Nonurea Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis with High-Molarity Buffers for the Separation of
Proteins and Peptides. Analytical Biochemistry. 1993;211(2):293-300.

36. Choi CW, Kim SC, Hwang SS, Choi BK, Ahn JA, Lee MY, et al. Antioxidant
activity and free radical scavenging capacity between Korean medicinal plants and
flavonoids by assay-guided comparison. Plant Science. 2002;163(6):1161-8.

37.  Harput US, Genc Y, Saracoglu I. Cytotoxic and antioxidative activities of
Plantago lagopus L. and characterization of its bioactive compounds. Food Chem
Toxicol. 2012;50(5):1554-9.

38. Cai Y, Luo Q, Sun M, Corke H. Antioxidant activity and phenolic compounds
of 112 traditional Chinese medicinal plants associated with anticancer. Life Sci.
2004;74(17):2157-84.

39. Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983;65(1 -
2):55-63.

40. Szliszka E, Kucharska AZ, Sokol-Letowska A, Mertas A, Czuba ZP, Krol W.
Chemical Composition and Anti-Inflammatory Effect of Ethanolic Extract of Brazilian
Green Propolis on Activated J774A.1 Macrophages. Evid Based Complement Alternat
Med. 2013;2013:976415.

41. Ak I, Cirik C. Blue-green algae (Cyanobacteria) and thermalism. Ege Journal
of Fisheries and Aquatic Sciences. 2017;34(2):227-33.

42.  Ulcay Ozturk S, Kurt O. Algae Flora of Germencik-Alangiillii (Aydin, Turkey)
Thermal Water. Celal Bayar University Journal of Science. 2017;13(3):601-8.

43, Miller NJ, Sampson J, Candeias LP, Bramley PM, Rice-Evans CA. Antioxidant
activities of carotenes and xanthophylls. FEBS Letters. 1996;384:240-2.

44.  Pleonsil P, Soogarun S, Suwanwong Y. Anti-oxidant activity of holo- and apo-
c-phycocyanin and their protective effects on human erythrocytes. International
Journal of Biological Macromolecules. 2013;60:393-8.

45.  Demirel Z, Hatipoglu Uslu S, Nalbantsoy A, Yilmaz FF, Erbaykent Tepedelen
B. A comparative study on antioxidant and cytotoxic effects of Oscillatoria amphibia
and Spirulina platensis C-phycocyanin and crude extracts. Ege J Fish Aqua Sci.
2012;29(1):1-7.

46. Wang Y, Jiang L, Yin Q, Liu H, Liu G, Zhu G, et al. The Targeted Antitumor
Effects of CPC/CMC-CD59sp Nanoparticles on HeLa Cells in Vitro and in Vivo.
Journal of Cancer. 2017;8(15):3001-13.

47. Jiang L, Wang Y, Zhu F, Liu G, Liu H, Ji H, et al. Molecular Mechanism of
Anti-Cancer Activity of the Nano-Drug C-PC/CMC-CD59sp NPs in Cervical Cancer.
Journal of Cancer. 2019;10(1):92-104.



EK-1: Orjinallik Raporu

8. EKLER

84



turnitingJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz 6devinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Génderiminize dair bilgiler sdyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida génderilmektedir.

Gonderen:  Merve Sensoy
Odev bashgi:  Afyonkarahisar ili Jeotermal Su Kay ...
Gonderi Bashigi:  Afyonkarahisar ili Jeotermal Su Kay...

Dosya adt: Dosya boyutu:2.33M
Sayfa sayisi: 103
Kelime sayisi: 19,465
Karakter sayisi: 129,286
Gonderim Tarihi:  26-Tem-2019 04:55PM (UTC+0300)
Gonderim Numarasi: 1155162710

T.C.
HACETTEPE UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AFYONKARAHISAR iLi JEOTERMAL SU
KAYNAKLARINDAN iZOLE EDIiLEN MiKROALGAL TURLER
UZERINDE FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR

Biyomiih. Merve SENSOY

Farmakognozi Programi
YUKSEK LISANS TEZI

ANKARA
2019

Copyright 2019 Turnitin. Tum haklari saklidir.



Afyonkarahisar Ili Jeotermal Su
Kaynaklarindan Izole Edilen
Mikroalgal Tirler Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar

Yazar Merve Sensoy

Gonderim Tarihi: 26-Tem-2019 04:55PM (UTC+0300)
Gonderim Numarasi : 11565162710

Dosya adi: (2.33M)

Kelime sayisi: 19465

Karakter sayisi: 129286



Afyonkarahisar lli Jeotermal Su Kaynaklarindan izole Edilen
Mikroalgal Turler Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

ORIMJINALLIK RAPORU

%9 % %1 % [

BENZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 " 4
o

internet Kaynagi

Submitted to TechKnowledge Turkey Y 1
(0}

Ogrenci Odevi

avesis.ege.edu.tr o 1
o

internet Kaynag:

Ogrenci Odevi

dergipark.org.tr
gip g <%1

internet Kaynagi

Submitted to Ankara University <o, 1
0

Ogrenci Odevi

Submitted to Eskisehir Osmangazi University 1
Ogrenci Odevi <%

Submitted to Hacettepe University <%1
6
8

Submitted to Chonnam National University <o, 1
o

Ogrenci Odevi




85

9. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi : Merve SENSOY

Dogum Yeri-Tarihi : Afyonkarahisar-12.05.1985
Uyrugu : T.C.

fletisim Bilgileri : algalbiotek@gmail.com
Egitim Bilgileri
2010-2019 Yiiksek Lisans  : Hacettepe Universitesi, Eczacilik Faliiktesi- Ankara
2003-2008 Lisans : Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii- izmir
2000-2003 Lise Ogrenimi  : Anadolu Ogretmen Lisesi- Afyonkarahisar
1996-2000 Orta Ogrenimi  : Milli Piyango Anadolu Lisesi- Afyonkarahisar
1991-1996 ilkégretim: Atatiirk ilkogretim Okulu- Afyonkarahisar
Mesleki Deneyim
2012- Isletme Yetkilisi

Algal Biyoteknoloji Seracilik San. Tic. Ltd. Sti., Afyonkarahisar

Bilimsel Faaalivetler

Uluslararas1 kongrelerde sunulan SCI, SCI Expanded, SSCI ve AHCI

kapsamindaki; dergi 6zel sayillarinda 6zeti yayimlanmis poster bildirisi

1. Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu I. Microalgae: from
culture medium to medicine. Planta Med. 2013;79(13):1272.
Diger uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve ozeti yayimlanmis poster

bildirileri

1. Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu I. Evaluation of
carotenoid profiles and antioxidant activities of Chlorella sp. Cultured in various
water supplies [Poster]. The 3™ International Conference on Algal Biomass,
Biofuels and Bioproducts; June 2013; Toronto.

2. Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu I. Antioxidant and
cytotoxic activities of isolated geothermal microalgae species [Poster]. Trends in
Natural Products Research; June 2014; Olomouc.

3. Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu I. Antioxidant and

cytotoxic microalgae species from four local geothermal sources [Poster]. 11%



86

International Symposium on Pharmaceutical Sciences (ISOPS-11); Haziran 2015;
Ankara.

Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu, I. Afyonkarahisar ili
jeotermal su kaynaklarindan izole edilen bazi siyanobakteriler tizerinde kimyasal
icerik ve biyolojik etki calismalari [Poster]. 23. Bitkisel Ilagc Hammaddeleri
Toplantis1 (23. BIHAT); Nisan 2018; Antalya.

Sensoy M, Dogan Z, Conk Dalay M, Demirel Z, Saracoglu I. Therapeutic and
economic aspects of cyanobacteria from geothermal sources in Afyonkarahisar
province [Poster]. 12" International Symposium on Pharmaceutical Sciences

(ISOPS-11); Haziran 2018; Ankara.

Aldig1 Destekler

l.

Tiirkiye Cumhuriyeti Sanayi ve Teknoloji Bakanligi— Teknogirisim Sermaye
Destegi Programi, 2012-2013.

Proje: Termal 1sitmali seralarda mikroalgal biyokiitle tiretimi

Tiirkiye Cumbhuriyeti Sanayi ve Teknoloji Bakanli§i- Teknopazar Destek
Programi, 2014.

Proje: “interCHARM2014: XXI International Perfumery and Cosmetics
Exhibition” Moskova- Rusya, 22-25/10/2014 fuarmna katilim.



