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Mohammed Alm Dr
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Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu ¢alismada; Mougeotia Scalaris alg’inin su, metanol, kloroform, hegzan 6ziitlerinin
antiproliferatif, antioksidan kapasite ve alfa glikozidaz enzim inhibisyonunun
belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica ekstrelerin toplam flavonoid madde ve toplam
fenolik bilesik miktarlar1 belirlenmistir. En fazla fenolik ve flavonoid madde metanol
ekstresin’de bulunmustur. Fenolik igerik 10,70 mg GAE/g ve flavonoid icerik 8,21
MQQE/g olarak bulunmustur. Yapilan testlerde en yiiksek aktivite metanol 6ziitiinde
goriilmiistiir. Metanol 6ziitiiniin demir indirgeme glcl (FRAP) aktivitesinde 9,81
mmol TE/g ve DPPH testinde 103,12 pug/mL (ICso) degerleri ile orta diizeyde bir
antioksidan  aktivite  goOsterdigi  bulunmustur. Alg  ektraktlarmin  farkhi
konsantrasyonlarinin standart bakteriler {izerindeki antimikrobiyel etkisi incelenmis ve
S.aureus izolat1 iizerine MSS ve MSM ektraktlar1 etkili bulunmamis, MSK ektrakti
MSH ektraktindan daha etkili bulunmustur. S.pneumoniae izolatinda MSK ektrakti
etkisiz bulunmus olup en etkili ekstraktlar sirasiyla MSM> MSH> MSS olarak
bulunmustur. Antikanser aktivite ¢aligmalar1 neticesinde elde edilen farkli polaritelere
sahip ekstrelerin MCF-7 meme kanseri ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlar1 tizerinde
doz bagiml olarak antiproliferatif aktivite sergiledigi ve en yuksek antiproliferatif
aktiviteyi MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde en diisiik ICso (16,94 pg/mL) degerine sahip
hekzan ekstresinin sergiledigi belirlenmistir.
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The aim of this study was to determine the antiproliferative, antioxidant capacity, and
alpha-glucosidase enzyme inhibition activity of water, methanol, chloroform and
hexane extracts from Mougeotia Scalaris alga. Moreover, the total amounts of
flavonoid substance and total phenolic compounds of the extracts were determined.
The highest amount of phenolic and flavonoid substances were found in methanol
extract. The phenolic content was found to be 10.70 mg GAE/g extract and the total
flavonoid content as 8.21 mgQE/g the tests that have been made showed that the highest
activity was in the methanol extract. Methanol extract showed moderate iron reducing
power (FRAP) 9,81 mmol TE/g and in DPPH experiment the 1Csg value was 103.12
pg/mL. The antimicrobial effects of different concentrations of alga extracts have been
investigated and it was found that MSS and MSM have no effect on S.aureus, MSK
had more effect on S.aureus than MSH MSK had no effect on S.pneumoniae, and the
most effective extracts were found to be MSM> MSH> MSS, respectively. In
anticancer activity study, the extracts having different polarities showed
antiproliferative activities against MCF-7 breast cancer and HT-29 colon cancer cell
lines in a dose-dependent manner. Additionally, the highest antiproliferative activity
was observed by hexane extract with the lowest 1Cso (16,94 pg/mL) value against
MCF-7 cell line.
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1. GIRIS

Dogal iiriinler mikroorganizmalar, bitkiler ve omurgasizlar tarafindan iiretilen kiigiik
organik molekiillerdir. Ayn1 zamanda sekonder metabolit olarak adlandirilan dogal
iiriinler ¢esitli ve olagandis1 kimyasal yapilara ve kiiciik kiitleli molekiillere sahiplerdir
(Jensen, 2016; Solecka vd.,2012). Biyoaktif dogal iiriinler, organizmalar tarafindan
iiretilen ve diger canlilara kars1 biyolojik aktivite gosterebilen kimyasal bilesikler olarak
tanimlanmaktadir (Colegate ve Molyneux, 2007; Ozkaya vd., 2013). Onceleri, bu
kimyasal bilesiklerin metabolizmanin islevsiz sonuglar1 veya baska deyisle metabolik
atiklar oldugu zannediliyordu. Ama daha sonralar1 bu bilesiklerin yasayan organizmalar
da ortama uyum, hayatta kalma, savunma, korunma ve nesillerini devam ettirebilmeleri
gibi ¢ok karmasik mekanizmalarin triinleri oldugu bulunmustur (Cragg ve Newman,

2013).

Dogal iirlin aragtirmalari, ilag gelistirme icin diger teknolojilerden daha fazla yapisal
cesitlilik ve biyolojik aktiviteye sahip olan bilesikler saglamaya devam etmektedir
(Harvey, 2000). Dogal iiriinler binlerce y1l boyunca insan hastaliklarmin tedavisinde ve
Oonlenmesinde 6nemli rol oynamistir (Jimenez vd., 2009) ve bundan dolay1 giiniimiiziin
en ¢ok satan ilaclarmin yaklasik iicte biri dogal iirtinlerdir (Proksch vd., 2003). Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) diinya niifusunun %80'inin temel olarak saglik ihtiyaglar1 igin
geleneksel ilaglar kullandiklarini tahmin etmektedir (Mostafa, 2009). Organik kimya
alaninda, dogal iriinlerin tanimi genellikle birincil (primer) veya ikincil (sekonder)
metabolizma yollarindan tretilen dogal kaynaklardan izole edilen organik bilesikler
dahilindedir (Hanson, 2003). Sekonder metabolitler hayatta kalmak icin gerekli
degillerdir ama yine de canlilara evrimsel bir avantaj saglayan metabolitleri olarak
bilinmektedir (Maplestone vd., 1992) . Bircok sekonder metabolit sitotoksiktir (Hunter,
2008).

Kanser genis manasiyla insan viicudunun farkli bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz
olarak gogalmasiyla olusan, yani anormal hiicrelerin kontrol dis1 artisi ile baslayan bir
sirectir. Kanser olusumunun nedenlerini su seklinde siralayabiliriz: sigara, alkol, bazi
virsler, radyasyon, beslenme aligkinliklar1 ve diizensizlikleri, kimyasal uyaranlar,

hareketsiz yasam, ¢evre kirliligi, giines 1sinlar1 ve rontgen isinlari, solaryum, genetik



faktorler ve yas, enfeksiyon hastaliklari, mesleki nedenler, asir1 Stres ve g¢alisma ortami
sartlaridir. Kanser ve kanser metastazi, olusum siirecinden itibaren farkli mekanizmalar
bulundurmaktadir. Molekiillerin kanserdeki miktarlar1 metastazda farklilik gosterebilir.
Fakat sadece kanserdeki durumlarini bilmek metastaz hakkida net bir bilgi vermeyebilir.
Bu nedenle bilinmeyenlerin ortaya konulabilmesi, kanserden sonra gelisen metastaz gibi
olusumlarin gergeklesebilecegi ihtimalini bazi molekiillerin miktarlarmna bakilmak
suretiyle dnceden belirlenebilmesi, hastalarin hayat kalitesini ve yasam siiresini artirmak

icin 6nlem alimmasina katki saglayabilir (Aktas, 2019).

Normal hticre gogalmasi Kanser hticresi ve ¢gogalmasi
Kanserogenle kargilagmusg,

D e 9,
o3 R
g, @

Saglhikh
hiicre e
. - ¥ ' A S
Omrtibiten %, 0 o N
hicre Sltimi Kontrolstiz
hiicre ¢oZalmasi
(KANSER)

Sekil 1.1. Kanserli ve normal hiicrelerde proliferasyon (Aktas, 2019)

Tirkiye’de de 6liim sebeplerinin ilk sirasinda kalp hastaliklar1 gelirken ikinci sirasinda
timorler (iyi huylu ve ko6t huylu timorler) gelmektedir. Ulkemizde erkeklerde en ok
goriilen kanser tiirleri; akciger, prostat, deri, mesane, mide, kolon, rektum ve beyin-sinir
sistemi seklinde siralanmaktadir. Ulkemizde kadimlarda en ¢ok goriilen kanser tiirleri ise;
meme, deri, tiroid, mide, kolon, akciger, over, lenfoma serviks, non-hodgkin lenfoma
seklinde siralanabilir. Kadinlarda teshis edilmis tiim kanserlerin %30’unu meme kanseri
olusturmaktadir ve her sene kanser nedeniyle diinya ¢capinda milyonlarca insan yasamini
yitirmektedir. Kanserden kaynaklanan o6limlerin éniine gecebilmek igin, 6liim oranini
azaltabilmek amaciyla bilim insanlari gesitli caligmalar yapmaya devam etmeketedirler.
Kanser tedavisinde kullanilmak icin tercih edilen ilaglarin %75't dogal iriinlerdir.
Gunumuzde daha segici, daha gucli ve normal hicrelere daha az yan etkisi olan
antikanser bilesikleri bulmak i¢in farkli kaynaklardan dogal iiriinler incelenmektedir. Bu

amacla karasal bitkiler arasinda ve deniz ortamlarinda yeni dogal iirlinlerden elde
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edilebilecek antikanser ilaglar1 arastirilmaktadir (Greenwell ve Rahman, 2015; Bayraktar,

2019).

Antibakteriyel (antimikrobiyel) enfeksiyon insanlarda yiksek oranda mortaliteye neden
olmaktadir. Antibiyotik direnci ve ¢ok direngli bakterilere bagl klinik ve halk sagligi
sorunu bazen tedavi edilmesi zor olabilir. Antibiyotiklerin asir1 kullanimi, antibiyotiklere
direngli bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasinda énemli bir role sahiptir. Bu nedenle, yeni
antimikrobiyel ajanlara olan talep her zamankinden daha yiiksek olmaktadir. Cesitli dogal
antimikrobiyel bilesikler, deniz ortaminda karasal olanlardan daha fazla kaydedilmistir
(El Shafay vd., 2016). Bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar antibiyotik veya
antibakteriyel ilaclarla tedavi edilir. Antibiyotikler, bakterilerin biyimesini durduran
(bakteriyostatik ajanlar) veya tamamen Oldiiren (bakterisidal ajanlar) bilesikler olarak
tanimlanir. Bu bilesikler kritik bakteriyel hiicresel siirecleri engelleme yetenegine sahiptir
(Sommer and Dantas, 2011). Modern antibiyotik tedavisinin (ikinci diinya savasi sonrasi)
uygulanmasmin toplumlarimiz tizerinde derin bir etkisi olmustur ve ilacin ve hasta
bakiminin 6zelliklerini degistirmistir. Antibiyotik kullanimi bulasic1 hastaliklar1 ortadan
kaldirmustir ve son yillarda bati iilkelerinde ele alinmasi ve gelistirilmesi gereken 6nemli
bir konu haline gelmistir. Ancak, bulasic1 hastaliklar diistiik gelirli tilkelerde en 6nemli
Olim nedenleri ve diinya c¢apinda iiclincii en yiliksek O0liim nedeni olarak kalmistir
(Qaddoori, 2016). Bitki ve alg gibi bazi1 organizmalarin sekonder metabolitleri yeni bir
antibiyotik kaynag1 olarak kabul edilir. Farmakognozi ¢alismalarinda, dogal iiriinler ilag
gelistirmede bir kaynak olarak yaygm sekilde kullanilmaktadir. Binlerce yildir, dogal
iirlinler insan hastaliklarimin tedavisinde ve dnlenmesinde diinya ¢capinda onemli bir rol
oynamistir ve insanlia tiim ilaglarin kaynagi olarak hizmet etmistir. Bu nedenle bu
organizmalarin sekonder metabolitleri daha fazla arastirilmalidir (Calixto vd., 1998;

Bhowmick, 2020).

Canli organizmada bulunan biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein yapisinda
bulunan biyokatalizérlere enzim denilir (Lehninger vd., 2005; Altikatoglu vd., 2009; Voet
ve Voet, 2010). Bir canlida gergeklesen sentez ve parcalanma reaksiyonlarmnin biitiinii
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle meydana gelmektedir. Ayrica canliligin
olusumu ve devamu igin protein yapisinda bulunan enzimlere ihtiyag vardir. In vitro, canli

disinda olarak da aktivite gdstermeleri enzimlerin dnemini daha da artirmaktadir. Enzim
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uretimi genlerin kontroliinde gergeklesir ve her enzimin kendine has iyon tepkimesi,

sicaklik, basing ve pH kosullar1 bulunmaktadir (Karlson ve Telefoncu, 1998).

Dogada yaygin olarak bulunan 6nemli enzim gruplarindan biri alfa-glukozidazlardir.
Alfa-glukozidazlar alfa-amilazlarla birlikte calisirlar. Alfa-glukozidazlarin enzim
kaynagina gore substrat, sicaklilk ve pH’ lar1 degisiklik gdstermektedir. Bu da
organizmalarin farkli metabolik yollar kullanmasiyla ifade edilmektedir (Bourne ve

Henrissat, 2001).

Dinya Uzerindeki deniz canlilarinin yaklasik 1,4 ile 1,6 milyon arasinda oldugu
disiiniilmektedir(Bouchet, 2006).

Deniz ¢evresi, diinyanin yaklasik % 95 biyosferini kaplar. Denizlerin ve deniz canlilarinin
insanlar tarafindan kesfedilecek kritik bir biyoaktif bilesik kaynagi oldugu
disiiniilmektedir. Yiiksek tuz, yiiksek basing, diisiik sicaklik, diisiik beslenme ve 1s1ksiz
ortam vb. 6zel ortamlar biyoaktif maddelerin liretimini karasal organizmalardan farkl
kilmaktadir. Deniz kaynakli bakteriler, mantarlar, aktinomisetler, siyanobakteriler ve
diger organizmalar tarafindan salgilanan dogal bilesenler, aktif farmakoforlar olarak
bilinmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar, deniz organizmalarindan izole edilen biyoaktif
bilesenlerin yeni ilaglar1 kesfetmenin baska bir yolu olabilecegini gdstermistir. Deniz
ortamindan elde edilen dogal bilesiklerin antikanser, antibakteriyel, antifungal, antitimor,
sitotoksik, sitostatik, anti-enflamatuar, antiviral oldugu pek ¢ok ¢alisma ile belirlenmistir.
Biyoaktif bilesiklerin kimyasal sentezi ve biyosentezi alaninda kayda deger ilerleme
kaydedilmesine ragmen, deniz ortami hala yeni ilaclar icin en zengin ve en cesitli

kaynaklar olmaya devam etmektedir(Li vd.,2019).

Deniz organizmalarmin sadece farmasoétiklerin gelistirilmesi i¢in yeni biyolojik olarak
aktif maddeler saglamakla kalmayip, ayni zamanda insan beslenmesi i¢in gerekli
bilesikleri saglama potansiyeli oldugu kabul edilmektedir (Ngo, 2013). Yeni biyoaktif
maddelerin bir kaynagi olarak deniz organizmalarinin énemi hizla artmaktadir (Kim ve
Wijesekara, 2010). Bu bilesiklerin  bircogu anti-tumdr, antienflamatuar,
imminomodulasyon ve antiviral deneylerde son derece gicli farmakolojik aktiviteler
gostermektedir (Balboa vd., 2013; Mostafa, 2009).



Algler deniz organizmalar1 arasinda biyoaktif bilesikler saglamada ¢ok énemli bir rol
oynamaktadir (Christaki vd., 2013). Algler, govde, ger¢ek kdk ve yapraklara sahip
olmayan, genel olarak sucul ortamlarda yayilma goésteren organizmalardir (Cinar, 2012).
Algler genel olarak morfolojik agidan ¢ok farkli ve degisik organizmalar olarak kabul
edilmektedir. Algler mikroskobik veya makroskobik, hareketli ya da hareketsiz, koloni
ya da tek hiicreli, dallanmamis ya da dallanmis ipliksi, yass1 yaprakli, tiipsi, seritsi,

parankimatik talluslu, kamgisiz veya kamg¢ili yapilara sahiptirler (Kazang, 2016).

Besin degeri icerigi bakimindan olduk¢a zengin olan algler, saglik sektoriinde de
kullanilmaktadirlar. Protein icerigi agisindan zengin mavi yesil alg olan Spirulina, diinya
capinda bir saglik gidasi haline gelmistir. Zengin bir protein, vitamin ve mineral kaynagi
oldugu kabul edilmistir. Spirulina'nin protein icerigi kuru agirhginin %50-70' arasinda
degisirken, en iyi bitkisel protein kaynaklar1 bu seviyelerin sadece yarisina ulagsmaktadir

(Kapoor ve Mehta, 1993).

Algler temel olarak makroalgler ve mikroalgler olarak ayrilabilirler. Makroalgler, zengin
biyoaktif bilesiklere sahip olduklarindan dolayr doganin biyolojik olarak en aktif
kaynaklarindan biri olarak bilinmektedirler (O’Sullivan vd., 2010). Deniz
makroalglerinden izole edilen bilesikler ¢esitli biyolojik aktiviteler gdstermistir. Ornegin,
antibakteriyel aktivite (Val vd., 2001), antioksidan aktivite (Yuan ve Walsh, 2006), anti-
enflamatuar 6zellikler (Kang vd., 2008), antikoagilan aktivite (Pushpamali vd., 2008),
antiviral aktivite (Sinha vd., 2010) ve apoptoz aktivitesi (Kwon ve Nam, 2006)

sergilemistir.

Mikroalglerin birgogu sulu ortamlarda yasamaktadir. Mikroalgler, balik ve diger sucul
organizmalar tarafindan besin olarak kullanildig1 icin dogada besin zincirinin baslangi¢
noktasmi olustururlar. Mikroalgler karasal bitkilere nazaran daha kompleks karbon
bilesikleri olusturabilirler (Kazang, 2016). Mikroalgler ¢esitli biyolojik uygulamalar ve
cok sayida sagliga yararh bilesiklere sahip oldugu i¢in uzun zamandir insanlar ve
hayvanlara gida olarak kullanilmaktadir (Raposo vd., 2013). Sadece gida degil ayni
zamanda Trettikleri kimyasal bilesikler acisindan kozmetik ve ilag endiistrilerinde

olduk¢a 6nemli rol oynamaktadirlar (Gong vd., 2011).



Besleyici etkilerinin yani sira, insan organlarinin bir veya daha fazla fonksiyonu icin
kanitlanmis bir yarart olan, saglik durumunu iyilestirici veya hastalik riskini azaltir
etkilere sahip gidalar, fonksiyonel gidalar olarak adlandiriimaktadir. Diinya genelinde ve
iilkemizde degisen/degismekte olan beslenme aligkanliklar1 sebep oldugu hastaliklar
nedeni ile insanlari, fonksiyonel gida takviyelerine yonlendirmektedir. Alglerde de
fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilecek biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin var
olmasi, bazi alglerin zor kosullarda yasayabilmeleri (6rnegin, tuzluluk, sicaklik, besin
maddeleri, UV 1gmlamas1 degisiklikleri) ve bu nedenle hayatta kalmak i¢cin hizla yeni
cevresel kosullara adapte olmalari, diger organizmalarda bulunmayan cok cesitli
sekonder (biyolojik olarak aktif) metabolitler iiretmelerine olanak saglamaktadir (Plaza
vd., 2008; Packer vd., 2016). Tiim bu sebeplerin yani sira hastaliklara karsi kullanilan
ilaglarin yan etkilerinin oldukg¢a yiiksek olmasi ila¢ firmalar1 ve bilim insanlarimi dogal
urlinlere yonlendirmistir. Diinya ¢liimlerinin basinda gelen Kardiyovaskiiler hastaliklar
ve Kanser tedavisinde kullanilmak icin tercih edilen ilaglarin %75'1 dogal triinlerdir.
Gunidmizde daha secici, daha gucli ve normal hiicrelere daha az yan etkisi olan
antikanser bilesikleri bulmak i¢in farkli kaynaklardan dogal iiriinler incelenmektedir. Bu
amacla karasal bitkiler arasinda ve deniz ortamlarinda yeni dogal iirlinlerden elde
edilebilecek antikanser ilaglar1 arastirilmaktadir (Greenwell ve Rahman, 2015; Bayraktar,

2019).



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Dogal Uriinler ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Biyoaktif dogal {iriin kaynaklari, ylizlerce yildir hastaliklar ile miicadelede kullanilmis ve
giiniimiizde de kullanilan ilaglarin yarisindan fazlasmin etken maddesi bu kaynaklar
tarafindan olusturulmaktadir (Clark 1996). Tedavi amaciyla kullanilan ilaglarin % 63’1
degistirilmemis dogal triinlerden, degistirilmis dogal iirlinlerden veya ¢ikis maddesi
dogal iirtinlerden olugmaktadir. 1981 ile 2008 yilinin ortalarini kapsayan donemde anti-
infektif olarak kullanilan ilaglarin (antibakteriyel, antifungal, antiparazitik, antiviral) %
68’1 ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarm % 63°ii dogal iirlinlerden olugmaktadir
(Cragg vd., 2009). Kimyasal olarak veya dogadan elde edilen bir bilesigin ila¢ olarak
kullanima sunulmasi uzun yillar almaktadir. Ancak doga bazi bilesiklerin iiretimini ve
tasarimini asirlarca siiren islemler sonucunda optimize etmis ve kullanima sunulmaya
yakin hale getirmistir. Mikrobiyal fermentasyonla dogrudan {iriin elde edilmesi steroit, [3-
laktam ve eritromisin gibi kimyasal yolla sentezlenen bilesiklerden ¢ok daha ekonomiktir.
Bazi durumlarda herhangi bir degisiklige gerek duyulmadan kullanima olanak
vermektedir. Ayrica dogal iiriinler, kimyasal yolla yar1 sentetik veya rekombinant DNA
teknolojisiyle turevlendirilebilen 6nemli kimyasal yap1 motifleri ve biyoaktiviteden

sorumlu atom gruplar1 sunabilmektedir (Cragg vd., 1997).

Cryptotheca crypta’dan izole edilen sitabarin Ara-C (Cytosar-Ul®) (akut limfosistik
I6semi, akut miyelosistik l6semi ve kronik miyolejen 16seminin blast kriz fazi ve
meningeal 16semi) ve Tethya crypta’dan izole edilen vidarabin Ara-A (Vira-Al) (akut
keratokonjonktivit, herpes viriis 1 ve 2), 1974°de insan hastaliklariin tedavisinde ilk kez
kullanilmaya baslanmistir. Aradan gegen otuz yi1l boyunca baska Denizsel dogal tiriinler
i¢in de onay alinmus ve tedavide kullanilmaya baglanmistir. Conus magus’dan izole edilen
Ziconotide’in (Prialt) 2004 yilinda agr1 kesici olarak onaylanmasmin ardindan, 2007
yilinda Ecteinascidia turbinata’dan izole edilen Yondelis, yumusak doku sarkomu ve
2009 yilinda da yumurtalik sarkomu tedavisinde kullanilmak iizere Avrupa’dan onay
almistir. Bunun yaninda bir¢ok denizsel dogal {iriin klinik olarak farkl faz ¢alismalarina
almmustir. Farkli klinik faz denemelerine alinan Denizsel Griinler Sekil 2.1. de verilmistir
(Mayer vd., 2010).



Klinik durumu Bilesik adi Kaynagi Aktivitesi
Onaylanmis Cytarabine Cryptotheca crypta Kanser tedavisi
Vidarabine Tethya crypta Antiviral
Zicontide Conus magus Agri kesici
Trabectedin Ecteinascidia Kanser tedavisi
turbinata
Faz-3 Eribulin mesylate Halichondria okadai  Kanser tedavisi
Soblidotin Ecteinascidia Kanser tedavisi
turbinata
Faz-2 DMXBA Nemertea Sp. Sizofeni tedavisi
Plinabulin Aspergillus Sp. Kanser tedavisi
Plitidepsin Aplidium albicans Kanser tedavisi
Elisidepsin Elisia rufescens Kanser tedavisi
PM1004 Jorunna funebris Kanser tedavisi
Faz-1 Bryostatin Bugula neritina Kanser tedavisi

Hemiasterlin

Hemiasterlla minor

Kanser tedavisi

Marizomib

Salinispora tropica

Kanser tedavisi

Sekil 2.1. Deniz drlnlerinin klinik faz denemeleri

Son yillarda tedavi edilemeyen hastaliklarm 6nlenmesi, onemli biyolojik aktiviteye sahip
kimyasal yapilarin kesfedilmesi, biyokimyasal prob olarak gelistirilebilecek bilesiklerin
kesfi, yeni ve duyarli tedavi metotlarinin gelistirilmesi i¢in izolasyon, saflastirma,
karakterizasyon ve iiretim metotlarma yonelik arastirmalara biiyiilk 6nem verilmistir
(Burgess 2012; Zhang ve Demain 2005). Ayrica direngli patojenlerin gelismesi (Chu vd.,
1996), yeni hastaliklarm ortaya ¢ikmasi (Da Silva ve laccarino 1999), dogal olarak
diren¢li patojenlerin varolmasi (Tenover ve Hughes, 1996) ve kullanimdaki bazi
bilesiklerin goreceli toksik 6zellikleri dogal {irlin arastirmalarmin devamliligini zorunlu

kilmustir (Zhang ve Demain 2005).

Fusenati ve Kem (2009) tarafinda kirmizi alglerden izole edilen kainik ve domaik asitlerin

basta Cin ve Japonya’da barsak kurtlarini diisiiriicii ilaglarin yapiminda degerlendirildigi;
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bu amagla kirmizi alglerden 6zellikle Digenea simplex ve Chondria armata trlerinin
kullanildig1 bildirilmektedir. Digenea simplex’den elde edilen digenik asit (digenean)

askariazis hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Venugopal, 2009).

2.1.1. Denizsel dogal Uriin ¢cahsmalar

Gunlimuze kadar bitkilerden ve karasal mikroorganizmalardan 6nemli biyoaktif bilesikler
elde edilmistir. Fakat belirli bir zaman sonra yapilan ¢alismalarda benzer
organizmalardan bilinen molekiiller izole edilmeye baslanmistir. Bunun iizerine dogal
iirlin aragtirmacilar1 daha az calisilmis yasam alanlarinda bulunan organizmalardan yeni
bilesiklerin izolasyonuna yonelmislerdir. Son yillarda iizerine en ¢ok arastirma yapilan
diinya yiizeyinin yaklasik % 70’den fazlasmi kaplayan ve potansiyel kemoterapotik
ajanlar icin biiylik bir kaynak oldugu tespit edilen okyanuslardir (Cragg ve Newman
2013; Kjer vd. 2010). Okyanuslar barindirdigi makroorganizmalar bu amag
dogrultusunda degerlendirilmis olsa da son yillarda en ¢ok arastirma Denizsel
mikroorganizmalar iizerine yapilmaktadir (Berdy 2005). Ayrica diinyamizda her gegen
giin artan saglk sorunlar1 arastirmacilar1 daha ¢ok dogal iirlin arastirmasi yapmaya

yoneltmistir (Mayer vd. 1999; Zhang ve Demain 2005).

1990 — 2009 yillar1 arasinda Denizsel omurgasiz canlilarin sahip oldugu kimyasal

korunma sistemlerinden yaklasik 10,000 metabolit izole edilmistir (Leal vd. 2012).

manzamine A Haliclona; pachipellina; Anti-malaryal
Amphimedon (siinger)

Crambescidin 800 Crambe crambe (slinger) Anti-malaryal

Variolin A Kirkpatrickia varialosa Kinaz inhibitori
(stinger)

Discodermolide Discodermia dissoluta Antikanser
(singer)

Dictiostatin-1 Spongia sp. (slinger) Antikanser

Bryostatin 1 Bugula nentina (Bryozoans) Kanser tedavisinde faz 2




Fijianolid B Calcispongiae mycofijiensis Kanser
(stinger)

Spongistatin 1 Spirastrella sp. (stinger) Kanser

Aplironin A Aplysia kurodai (salyangoz) Antimitotik

Psymberin Ircinia ramosa (slinger) Kanser

Mycothiazole

Calcispongiae mycofijiensis
(stinger)

Mitokondriyal kompleks 1
inhibitord

Pseudopterosin A

Pseudopterogorgia
elisabethae

(mercan)

Antienflamatuvar

Herdmanine K

Herdmania momus (tunikat)

PPAR aktivasyonu

cadiolides E

synoicum sp. (tunikat)

Antibakteriyel ve kanser

Cadiolides 5,6,7,8,9

Pseudodistoma antinboja
(tunikat)

Antibakteriyel

Hydroxypsammaplysine e

Aplysinella strongylata
(slinger)

Antibakteriyel

Fuscocinerosides A,B,C

Holothuria fuscocinerea

Kanser

Sekil 2.2. Izole edilen metabolitlerden érnekler

Algler kendi

biyokitlerinin ¢ok Kkiglk bir miktar1 kadar sekonder metabolit

sentezleyebilmektedir ve yasamsal gereksinimleri acisindan bakildiginda primer
metabolit olarak da kabul gorebilirler. Brom, klor, iyot ve floriir gibi cesitli halojenleri
iceren urunler sentezleyebilmeleri algleri 6nemli dogal iiriin tireticileri yapmaktadir. Bu
halojenli bilesikler hem ender izole edilebilmekte hem de bulundugu molekiiliin
aktivitesini arttirabilmektedir. Farmasotik sanayinde yar1 sentetik ilaglarm tasariminin
onemli hedeflerinden biri de halojenli ila¢ etken maddelerinin eldesidir. Bu durum
diistiniildiigiinde alglerden elde edilen ve edilecek iiriinlerin kullanilma potansiyelinin

biiyiikliigii ortaya ¢ikmaktadir (Cabrita vd., 2010).

1997°den 2008’¢ kadar 660 yeni denizSel bakteri kaynakli bilesik kaydedilmistir.

Bunlarin biiyiik bir kismi1 Actinobacteria (% 60) ve Cyanobacteria (% 33) grubu
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bakterilerden elde edilmisken, bunlar1 Protoebacteria (% 12), ve Firmicutes liyelerinden

(% 5) rapor edilen metabolitler izlemektedir (Imhoff vd., 2011).

Denizsel Cyanobacteria gruplari, dolastin 10, laryazole ve aprotoxin A gibi secgkin
sitotoksik metabolit Greticileri olarak bilinirler. Ozellikle Denizsel Cyanobacteria kokenli
azot iceren sekonder metabolitler arastrmalarda dikkat c¢ekmektedir. Tabloda
Cyanobacteria tirlerinden elde edilen sekonder metabolitlere 6rnekler verilmistir (Imhoff
vd., 2011; Tan, 2007).

Metabolit Kaynadqi Biyolojik akfivite
Malsvamide D Sympioca fiydnoides Sitotoksik ajan

Cyanamide Lynghya confensoides Sitotoksik ajan

Guineamides A Lynghya majuscula Sitotoksik ajan

Antillatooin Lynghya majuscula Iyon kanal engelleyici
Malyngamide S Bursatella leachii Sitoksik ve anti-enflamatuvar

Sekil 2.3. Izole edilen metabolitlerden érnekler

Gilintimiizde tedavide kullanilan mikrobiyal metabolitlerin baglica iireticisi olan
Actinobacteria grubu Uyesi olan bakteriler yeni ilag tiretimi i¢in sinirsiz bir kapasiteye
sahiptirler ve Denizsel aktinomisetler yeni ila¢ etken maddeleri icin hala énemli bir
kaynaktir (Lam, 2006). Tabloda 2003-2005 yillar1 arasinda Actinobacteria tiyelerinden

izole edilen biyoaktif metabolitlere bazi 6rnekler gosterilmistir.

Bilesik Foaynadl Bivolojik Aktivitesi
Abyssomicins Vermicosispora sp. Antibakteriyel
Antialgal,
. . ) Antibakteriyel,
Chandrananimycins Actinomadura sp. Antikanser,
Antifungal
Komodoguinone A Strepiomyces Sp. Mdtrogenik aktivite
Chinikomycins Streplomycas sp. Antikanser
Antibakteriyel,
Trioxacarcins Streptomyces sp. antikanser,
antimalaryal
- Streptormycas -
Streptosetins violaceusniger Tud113 Antikanser
. Strepiomyces Antikanser,
Vs 50 HKID5S5 Antimikrobiyal
Marinactinospora _ .
Marthiapeptide A thermotolerans i:g Il:gﬁ?elfr
SCSsI00N0652

Sekil 2.4. Izole edilen bilesik 6rnekleri
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1992 yil1 boyunca sadece 15 fungal metabolit izole edilmisken, 1992°den 2002 yilina
kadar gecen siirede 270 fungal metabolit rapor edilmistir (Bugni ve Ireland 2004).
2006’dan 2010 yilinin ortalarina kadar gecen siirede ise Denizsel ortamlardan elde edilen
funguslardan 690 yeni iirlin kaydedilmistir (Rateb ve Ebel 2011). Son yillarda basta
stingerlerle birlikte yasayan funguslardan izole edilen metabolitler olmak iizere funguslar
ile yapilan dogal {iriin arastrmalarinda ciddi bir artig goriilmektedir. Bu durum
funguslarin hala 6nemli bir dogal iirlin kaynag1 oldugunu ve giderek artan bir ilgiyi

gOstermektedir (Kjer vd., 2010).

Deniz funguslarindan izole edilen metabolitler degerlendirildiginde bakterilere gore ¢ok
daha farkli kimyasal yapida metabolitin elde edildigi goriilmiistir (Kjer vd., 2010).
Denizsel Penicillium ve Aspergillus tiirleri baslica fungal metabolit kaynaklaridir. Bunlar1
Acremonium, Emericella, Epicoccum, Exophiala, Paraphaeospaeria, Phomopsis ve
Halarosellinia tirleri takip etmektedir (Imhoff vd. 2011).

2.2. Algler ile Ilgili Yapilan Calismalar

Diinya’da alglerin kullanimi ilk kez M.O. 2700 yillarinda Uzakdogu iilkelerinde
baslamustir. Ancak gergek anlamda bilimsel agirlikli arastirmalara geginceye kadar gerek
Uzakdogu, gerekse birkag Avrupa iilkesi alglerin daha ¢ok pratikte insan yasaminin

gereksinimlerini karsilayacak Ozellikteki ¢alismalarina yogunluk artmustir (Aysel vd.,
1995).

Diinya niifusunun hizla artis1 karsisinda her gecen giin gittikge artan gida yetersizligi
giiniimiiziin en oO6nemli sorunu olmustur. Artan niifusa bagl olarak endiistriyel
gereksinimler de 13.yy’dan 17.yy’a kadar belirli oranda farklilik ve artig gdstermistir
(Aysel vd., 1995). Bu sorunun ¢6ziimlenmesinde karasal organizmalardan elde edilen
gidalarin yani sira sucul organizmalardan elde edilen gidalari da olduk¢a 6nemli bir yeri
oldugu kabul edilmektedir. Yapilmis olan bir¢ok arastirmada, sucul organizmalardan elde
edilen protein kaynaklarmin karasal organizmalardan elde edilenlere esdeger oldugu
ortaya konmustur. Ozellikle bu tarihten sonra, cesitli ihtiyaglara karsilik verecek degisik
yonde algolojik calismalara yonelme zorunlulugu dogmus ve bdylece taksonomik,
biyolojik, fizyolojik, kimyasal hatta sosyolojik ¢aligmalarm baslangic1 yapilmistir (Lee
vd., 1977).
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Diinyada algler iizerinde 1750 yillarinda Linnaeus ile baslayan bilimsel caligmalar
Agardh, Kiitzing, Ardissone, Reinke ve Hauck’ un arastirmalar1 ile devam etmis olup,
genel olarak tiim eserlerine inceledikleri algler kaynak olmustur (Agardh, 1923; Kuitzing
,1949).

Alglerden yararlanmanin sadece besin maddesi olarak degil, giibre ve hayvan yemi olarak
ve ayrica tibbi amagcla kullanim olanaklar1 agilarindan da dikkate alinmas1 gerektigi ¢esitli

arastiricilar tarafindan ifade edilmistir (Guven vd., 1964; Guven vd., 1976; Guven vd.,

1973; Manial vd., 2009).

Mtolera ve Semesi, algal bilesenler arasinda aminoasitler, terpenoitler, florotanenler,
steroitler, fenolik bilesikler, halojene edilmis ketonlar ve alkanlar ile siklik polisilfitler,
yag asitleri gibi bilinen bilesenlerin yani sira 6zellikle alglerde goriilen antimikrobiyel
aktiviteden biiyiik 6l¢iide sorumlu tutulan akrilik asiti tespit etmislerdir (Mtolera vd.,

1996).

Ilag gelistirmede, algal bilesenler arasinda en fazla ilgiyi antiviral etkili siilfatlanmis
polisakkaritler, akciger ve prostat kanseri ile AIDS’in olas1 tedavisinde ise kahalalid E

gibi peptidler cekmektedir (Pereira vd.,2004).

Tiipsti ya da seritsi talluslardan olusan yesil alg (Chlorophyceae) Ulva lactuca ( Ulvaceae)
iilkemizde “deniz marulu” adiyla tanimlanmaktadir. Denizlerde genis yayilis gosteren
Ulva lactuca Izmir civarinda baslica Cesme, Ilica, Candarli, Dikili, Urla ve Inciralti

kiyilarinda yetismektedir (Dural vd., 1989).

Eczacilikta etkin ve yardimc1 madde olarak kullanilan fikokolloidler deniz alglerinden
elde edilmektedir (Zhang vd., 2007). Son yillarda 6zellikle makroalglerden elde edilen ve
antiviral, antimikrobiyel, antioksidan gibi etkilerle kullanilan fenolik bilesiklerle ilgili
calismalar yapildig1 gozlenmistir (Pereira vd.,2004; Kuda vd.,2005 ; Salvador vd.,
2007).

Ulva lactuca bitkisinin fenolik bilesikleri analiz edilmis, kafeik asit, ferulik asit,
klorojenik asit, salisilik asit, kumarik asit, protokatesuik asit gibi maddelerin varlig
belirlenmistir (Li vd., 2007)
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2.3. Enzim ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Denizsel alglerin kolinesteraz aktiviteleri 2000°li yillardan itibaren arastirilmaya
baglanmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Alkaloid (Elgorashi vd.,2004), fukoidan
(Jhamandas vd.,2005), fukosterol, 24-hidropeoksi, 24-vinylkolesterol, flortanninler;
floroglucinol, eckstolanol, eckol, phlorofucafuroeckol-A, dieckol, triphlorethol-A, 2-
phloroeckol, 7-phloroeckol (Yoon vd.,2008) alglerden elde edilen kolinesteraz inhibitor

etkiye sahip biyoaktif metabolitlerin birkagidir.

Hu vd. (2004) tarafindan kahverengi alg Ecklonia kurome’ den elde edilen asidik
oligosakkarit seker zinciri ile amiloid beta proteini etkilesimleri rapor edilmistir. Asidik
oligosakkarit seker zinciri, amiloid beta proteini tarafindan uyarilan toksisiteyi inhibe
etmek i¢in sican kortikal hiicrelerinin yani sira insan ndroblastoma hiicrelerine apoptoziz
inhibisyonu, hiicre i¢i Ca* salinimi ve reaktif oksijen tiirleri olusumu incelendi. Bunun
sonucunda arastirmacilar asidik oligosakkarit seker zincirini, potansiyel AH terapotik

bileseni olabilecegini diistinmiislerdir (Hu vd., 2004).

Hodges (2006) tarafindan AChE’nin inhibisyonu sadece beyinde kolinerjik
ndrotransmisyonun arttiritlmasinda rol oynamadigi, ayrica B-amiloid birikiminin

azaltilmasmda da rol oynadigi gosterilmistir (Hodges, 2006 ).

Choi vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada Sargassum sagamianum’dan izole edilen
sargakuinoik asit ve sargakromenol meroditerpenlerinin butilkolinesterazi inhibe edildigi

rapor edilmistir (ICso 26 nM). AChE ile ¢alismalar klinik asamasindadir (Choi vd., 2007)

Suganthy vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Hypnea valentiae, Padina gymnospora,
Ulva reticulata, Gracilaria edulis tiirlerinin metanollii 6ziitlerinin AChE enzimine kars1
inhibitor aktivitelerinin 1Cso degerleri sirasiyla 2,6, 3,5, 10 and 3 mg/ml ve H. valentiae,
Ulva intestinalis, Dictyota dichotoma ve U. reticulata tiirlerinin metanollii 6zitlerinin
BuChE enzimine kars1 inhibitor aktivitelerinin ICso degerleri sirastyla 3.9, 7, 6,5 ve 10

mg/ml seklinde belirlenmistir (Suganthy vd., 2010).
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Alg tiirleri Biyoaktif metabolitleri Etkisi Kaynak

Sargassum sagamianum Sargaquinoik asit ve | Potansiyel Hu et al, 2004
sargakromenol Alzheimer

terapotik bileseni

Ecklonia kurome Asidik oligosakkarit | BChE Choi et al, 2007
seker zinciri

E. stolonifera dieckol, 2-phloroeckol | AChE Yoon et al.,, 2009

ve 7-phloroeckol

Eckstolonol, AChE, BChE Yoon et al_, 2009

phlorefucofurceckol-A

Sekil 2.5. Alglerden elde edilen kolinesteraz etkili biyoaktif metabolitler
2.4. Antioksidan Cahsmalar

Algler, insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilan 6nemli biyoaktif madde
kaynaklaridir. Dogal antioksidanlar arasinda bulunan fenolik antioksidanlar deniz
yosunlarinda da yaygin olarak bulunmaktadir (Duan vd.,2006). Klorofiller, karotenoidler,
E vitamini gibi tokoferol tiirevleri ve bitki kaynakli antioksidanlarla yapisal olarak iliskili
olan 1ilgili 1izoprenoidler bazi deniz organizmalarinda bulunmustur. Katesinler
(epigallokatesin, epikatesin ve katesin gallat gibi), flavonoller ve flavonol glikozitler gibi
polifenolik bilesik, kirmiz1 ve kahverengi alglerde belirlenmistir (Yoshie vd.,2000;
Santoso vd.,2002; Yoshie-Stark vd.,2003). Astaksantin, fukoksantin, B-karoten, lutein ve
zeaksantin gibi alglerden elde edilebilen karotenoidler de dogal antioksidan kaynaklar1
olarak kullanilabilirler. Gida, kozmetik ve eczacilik gibi bir¢ok alanlarda uygulamalar

bulunmaktadir (Christaki vd., 2012).

Son yillarda, 6zellikle phaeophyta'dan izole edilenler olan valg siilfatli polisakkaritler
dikkat c¢ekmistir. Siilfath polisakkaritler, canli organizmalarda oksidatif hasarin
onlenmesi icin serbest radikal temizleyiciler ve antioksidanlar olarak énemli bir rol
oynadiklar1 gosterilmistir (Balakrishnan vd., 2014). Sterollerin (gramisterol, sitosterol,
kampesterol ve triterpen alkol esterleri) hidrojen verici olarak hareket ederek oksidasyonu
inhibe ettigi belirtilmistir (Gordon ve Magos, 1983; Shalaby, 2011).
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Haematococcus pluvialis'den ekstrakte edilen (astaxanthin) slper antioksidan olarak
kabul edilmis ve bu bilesik mikroalglerden ekstrakte edilen giiclii bir antioksidan bilesige
iyi bir 6rnektir (Mourelle vd., 2017).

Alglerde bulunan fenol, flavonoit ve tanen gibi fenolik yapidaki bilesenler antioksidan
aktiviteden ve serbest radikal kovucu etkiden sorumludur (Mason vd., 1987; Kuda
vd.,2005; Meenakshi vd., 2012). Alg ekstreleri ile yapilan ¢aligmalarda ekstrede bulunan
polifenollerin antioksidan etki gosterdigi rapor edilmistir (Meenakshi vd., 2012; Mason
vd., 1987). Siganlarla yapilan bir calismada kirmizi ve yesil alglerin cilt, gogiis ve
bagirsak kanserine karsi koruyucu etki gosterdigi; bu etkinin alg ekstrelerinde yer alan
fenolik bilesenlerin, sican karacigerindeki antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirip lipit

oksidasyonunu azaltmasiyla gergeklestigi belirtilmistir (Mason vd., 1987).

Yumiko ve arkadaslarinin yaptigi calismada, Japonya’dan elde edilen 27 ayr1 deniz
yosunu tiiriinde bulunan flavonoid bilesenleri incelenmistir. Deniz alglerde ki bilesenler
rutin, kuarsetin, mirisetin, hesperidin, morin, kuersitrin, luteolin, apigenin, kamferol,
kafeik asit, baicalin ve katesol miktarlar1 hidroliz isleminden sonra HPLC ile analiz
edilmistir. Biitlin deniz alglerinde kuarsetin, apigenin, kamferol ve baicalin tespit
edilememistir. Hesperidin tiim kirmizi deniz alglerinde 0,626-119 mg/g kuru agirlik
degerleri arasinda belirlenmistir. Katesol tiim kirmizi ve yesil alglerde 1,660-777 mg/g
arasinda bulunurken yine morin de tiim deniz alg 6rneklerinde belirlenmistir. Kuarsitrin
ve mirisetin yalnizca iki alg 6rneginde sirasiyla 202-466 ve 270-346 ug/g kuru agirhik
degerleri arasinda tespit edilmistir. Genel olarak kirmizi alglerde, kahverengi ve yesil

alglere gore daha fazla miktarlarda bilesenler bulunmustur (Yoshie-stark vd., 2003).

Ling ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu ¢alismada, Malezya bolgesinde elde edilen
cesitli ticari yenilebilir deniz alglerinin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik
icerikleri tespit edilmistir. Uc ¢esit Kappaphycus alvarezii (yenilebilir bir tiir kirmizi alg)
kullanilmigstir. Tiim alg 6rnekleri %80 metanol ¢oziiciisiiyle ekstrakte edilmistir. Beyaz
deniz yosunu olarak belirtilen tir 49,4 + 6,5mg GAE / 100g kuru agirlik ve 15,4 +£1,8mg
CE / 100g kuru agirlik degerleri ile diger analiz edilen tiirlere gore en yiiksek toplam
fenolik ve toplam flavonoid igerigine sahip bulunmustur. Bu ¢alismada deniz
yosunlarinin serbest radikal siiptiriicii aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),

ABTS yontemi ve demir (I11) iyonu indirgeyici toplam antioksidan aktivitesi FRAP
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(Demir (I1I) Iyonu indirgeyici Antioksidan Giicii) yontemleriyle tayin edilmistir (Ling
vd.,2013).

Farvin ve Jacobsen tarafindan yapilan bir bagka calismada, Danimarka kiyilarindan
toplanan 16 deniz alg tiirlinliin su ve etanol ile ekstraksiyon iglemi sonrasinda deniz
alglerinin antioksidan aktiviteleri radikal suptrticu (DPPH), indirgeme gucu, demir
selatin1 olusturma ve lipozom model sistemi seklinde dort ayri deneme ortaya
konulmustur. Etanol’iin polifenolik bilesikler i¢in sudan daha etkili bir ¢6ziicii oldugu
tespit edilmistir. Polysiphonia fukositleri ve test edilen tim Fucus tlrlerinin fenolik
icerikleri yliksek bulunmustur. Bu deniz yosunlarinin, yiyeceklerin oksidasyona karsi
korunmas1 icin potansiyel olarak zengin dogal antioksidan kaynaklari olabilecegi
belirtilmistir. Antioksidan aktivite gosteren bilesenlerin tayinleri icin HPLC analiz

yonteminden yararlanilmistir (Farvin ve Jacobsen, 2013).

Audibert ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, fenolik bilesikler sivi-sivi ekstraksiyonu ve
ultrafiltrasyon ile ayrilip, saflastirilmistir. Ascophyllum nodosum kahverengi deniz
alginin ektraksiyon islemi sonrasinda elde edilen fenolik bilesenlerinin dagilimlar1 ve
radikal stpirtcu aktiviteleri Folin—Ciocalteu reaktifi, DPPH ve ABTS ydntemleri ile
tayin edilmistir. Analiz yontemi olarak ters faz HPLC sistemi kullanilmistir (Audibert
vd.,2010).

De Quiros ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu ¢alismada, Galigya’daki Atlantik kiy1
bolgesideki kirmizi ve kahverengi makroalglerin (Palmaria spp., Porphyra spp.,
Himanthalia elongata, Laminaria ochroleuca ve Undaria pinnatifida) polifenolleri analiz
etmek i¢i ters faz HPLC yOontemi uygulanmistir. En uygun ekstraksiyon kosullarini
belirlemek i¢in farkli ¢oziicii hacmi (10,20 ve 30 ml), farkli sicakliklarda (25°C, 40 °C,
70 °C, 80 °C ve 85 °C), farkli siirelerde (10,20,40,50 ve 60 dk), farkli miktarlarda (0,1,
0,2 ve 0,3 g) denemeler yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda fenolik bilesiklerin 0,1
g ve 10 ml ¢oziicii ile 70 °C’ de 50 dakika da en yliksek ekstraksiyon verimine ulagilmistir.
Analiz edilen bes alg 6rneginin dordiinde epigallokatesin bulunmustur ve konsantrasyonu
252,5 + 9,5- 760,2 + 5,2 pg/g kuru agwrhk araligindadir. Epikatesingallat sadece
kahverengi alglerde tespit edilmistir ve kahverengi alg L.ochroleuca katesinlerde en
yiiksek miktara sahiptir. Katesin yalnizca porphyra spp. de tespit edilmistir (Rodriguez-

Bernaldo de Quir6s vd.,2010).
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Rajauria yaptig1 ¢alismada, kahverengi yosun Himanthalia elongata fenolik bilesiklerin
tanimlanmas1 ve miktarinin belirlenmesi i¢in diyot array dedektor ve elektro-sprey kitle
spektrometresi yontemiyle baglantili ters faz yliksek performansli sivi kromatografisi
(RPHPLC) gelistirilmistir. H. Elongata ekstraksiyonu igin %60 metanol ¢Ozucusi
secilmistir ve SPE (kat1 faz ekstraksiyonu) kartusu kullanilarak saflagtirilmistir. Alg
orneginin icerdigi bilesiklerin kantitatif analizi yapilmistir. Floroglusinol (394,1+4,33
ng/g), gallik asit (96,3 £3,12 pg/g), klorojenik asit (38,8 £ 1,94 pg/g), kafeik asit (44,4 +
2,72 ng/g), ferulik asit (17,6 = 0,85 pg/g ), mirisetin ( 8,6 £ 0,85 ng/g), kuarsetin ( 4,2+
0,15 pg/g) tespit edilen fenolik bilesiklerdir. Tiim bu fenolik antioksidan bilesiklerin H.
Elongata ckstresinde bulunmasi, gelistirilen yontemin yeterince hassas ve tekrar
uretilebilir oldugunu ve deniz alginde ki polifenollerin kalitatif ve kantitatif

degerlendirilmesinde kullanilabilecegini belirtmistir (Rajauria, 2018).

Ortiz ve arkadaglari tarafindan yapilan bu ¢alismada, yenilebilir yosunlar Codium fragile,
Gracilaria chilensis ve Macrocystis pyrifera’ nin aminoasit, tokoferol ve karotenoid
icerikleri belirlenmistir. Sonuglar, li¢ yosunun yiiksek oranda protein, aminoasit, diisiik
lipid i¢erdigini gostermistir. C. Fragile ve G. Chilensis’de linolenik, oleik ve linoleik
asitler en ¢ok bulunan yag asitleridir. C. Fragile alg 6rneginde 6-tokoferol ve a-tokoferol
(swrasiyla 677, ve 453, pg/g), G. Chilensis ve M. Pyrifera da y-tokotrienol ve a-tokoferol
(263, ve 1327, ng/g) en yiiksek miktarda belirlenen bilesenlerdir. Ug alg arasinda en
yiiksek lutein degerini G. Chilensis (2, pug/g, kuru agirlik) vermistir. Bunlara ek olarak C.
Fragile ve G. Chilensis’in B-karoten igerikleri sirasiyla 197, ve 113, pg/g kuru agirlik
olarak belirlenmistir. Bu degerler M. Pyrifera’nin § karoten igerigine gore daha yiiksektir
(Ortiz vd.,2009).

2.5. Antibakteriyel Calismalar

Antibiyotik aktiviteden sorumlu bilesikleri makroalgler yaygin olarak icermektedirler.
Bunlardan en onemlileri; halojenlenmis bilesikler, alkoller, aldehitler, terpenoitler,
hidrokinonlar ve ketonlardir. Bazi1 steroller, heterosiklik ve fenolik bilesikler de
antibiyotik 6zellik gostermektedir. Ancak bunlarin birgogu i¢in antibiyotik aktivite toksik
konsantrasyonlarda saglanabilmektedir (Orhan vd., 2006).
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Bitkilerle tedavi yontemlerinin gecmisi ¢ok eski yillara dayanmaktadir;
mikroorganizmalarin gelisimini durdurucu ve 6ldiiriicii 6zellikleri 1926 yilindan bu yana
arastirilmaktadir (Vanderbank, 1949; Kirbag ve Zengin; 2006). Bu nedenle de bir¢ok
bitki mikrobiyolojik farmakolojik yonden incelenmektedir. Antibiyotik aktiviteden
sorumlu kimyasallar, haloformlar, halojenli alkanlar ve alkenler gibi halojenlenmis
bilesikler, alkoller, aldehidler, hidrokinonlar, ketonlar, terpenoidler, steroller ve
heterosiklik ve fenolik bilesikler, makroalglerde yaygin olarak bulunmaktadir (Taskin
vd., 2010c) .

Denizsel flora ve faunadan biyolojik olarak terapotik ve veteriner uygulamalar igin
kullaniglt aktif yeni kimyasal bilesenler bulmak amaciyla Roche Research Institute of
Marine Pharmacology (RRIMP, Sidney, Avustralya, 1974 -1981) yogun arastirmalar
yapmis ve 4 6nemli alg grubu (Chlorophyta 26 tir, Phaeophyceae 61 tiir, Rhodophyta 58
tur, Cyanopyhta 7 tir) 6rnekleriyle yapilan bu ¢alismada, in vitro, aktivitelerin biiyiik bir
kismmin kahverengi alglerden elde edildigi ve in vivo aktivitelerinin neredeyse
tamaminin kahverengi alg Cystophora tiirlerinden elde edildigi bildirilmistir. Kahverengi
alglerden in vitro antimikrobiyel aktivitenin bu alglerde olusan fenollerden
kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Bu bilesiklerden en ilgi ¢ekici olanlar Cystophora
torulosa turiinden resorcinol, Cystophora scalaris tiriinden floroglucinol ve Cystophora
expansa tirinden .- tokotrienol’dur. Kirmizi alglerden elde edilen aktif bilesikler,
genellikle halojenlenmis ve lipid-¢ozinlr olup Ptilonia australasica tlrlinden
pentabromopyron, Delisea Hypnoides tiiriinden tribromo bilesigi ve Delisea fimbriata
tiiriinden izole edilmis fimbrolidlerdir (Reichelt ve Borowitzka, 1984; Taskin vd., 2010c).

Dictyota dichotoma’dan izole edilen dolabellane, perhydroazulene diterpenleri

bakterilere kars1 antimikrobiyel aktiviteye sahiptir (Amico vd., 1980).

Jania rubens turinin sulu ozdtleri antibakteriyel ve antifungal aktivite gostermistir
(Ballesteros vd.,1992; Soliman vd.,1994a). J. rubens’in diklorometan ile hazirlanan 6ziitii
KB timor hicrelerine (human buccal epidermal carcinoma) sitotoksik aktivite
gostermistir (ElI-Masry vd.,2000; Ktari ve Guyot, 1999). Misir’dan toplanan J. rubens,

onemli analjezik, anti-piretik ve anti-inflamatuar etki gostermistir (Soliman vd.,1994b).
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Maximilien vd. (1998) tarafindan Delisea pulchra tiiriinden izole edilen halojenli furanon

antibakteriyel etki sergilemistir.

Onemli bir etken olabilecegi diisiiniilen baska bir Antibakteriyel ajan laktonlar sinifindan
halojenlenmis furanon ya da fimbrolid’dir. Etkinligi bakteriyal antifouling ajanlar
icersinde, kronik Pseudomonas aeruginosa tedavisinde gorilmiistiir. P. aeruginosa
enfeksiyonu kistik fibrozisli hastalarm akcigerlerinde mukoid alginat iiretimi ve biyofilm
olusumu ile bilinmektedir. Bakteriyal kolonizasyonun inhibisyonu, hiicrelerin “quorum
algilama” mekanizmasi inhibe olmasi ile gergeklesir ve buna bagl olarak hiicreler arasi
sinyal antagonisti olarak davranir ve sonugta tiir i¢i ya da hiicre arasi iletisimi bozulur.
Etki birgok Gram negatif bakteride gdzlenmistir, ayrica fitopatojen Erwinia carotovora
karbapenem antibiyotik sentezini ve ekzoenzim virulens faktér Gretimini inhibe eder
(Whitehead vd.,2002; Taskin vd.,2010c).

Vairappan (2003) tarafindan Laurencia majuscula turiinden izole edilen halojenli elatol,

iso-obtusol bisenleri bakteriyal inhibisyon sergilemistir.

Xu vd. (2003) tarafindan Rhodomela confervoides tiiriinden elde edilen Bis (2,3 dibromo-
4,5- dihydroxybenzyl) eter (bromophenol) bileseninin antibakteriyel aktiviteye sahip

oldugu gozlenmistir.

Denizsel alglerin antiviral aktivitelerinin ¢ogu siilfath polisakkarit (SPS) fraksiyonlar1
aracilifiyladir. SPS ¢ok diisiik toksisiteye sahiptir, en dnemli aktiviteleri zarfl viriislere
karsidir; 6nemli insan patojenlerinin dahil oldugu insan immiin yetmezlik virusu (HIV,
human immunodeficiency virus), Herpes simplex virus (HSV), insan sitomegalovirus
(HCMV, human cytomegalovirus) ve dengue virusu. SPS ve diger fraksiyonlar viral
replikasyonu, sinsityum olusumunu ve enzim aktivitesine etki edebilir ya da direkt virtst
oldurdrebilir. Kahverengi alglerde bulunan diterpenler, revers transkriptaz ve viral
replikasyonu inhibe eder. Kirmizi alglerden elde edilen fikokolloid karragen, antiviral

ajan olarak kullanilmaktadir (Pereira vd.,2004; Population Council, 2005).

Oh vd. (2008) tarafindan antibakteriyel ve antifungal aktiviteli bromfenolli bilesenler 4,

5, 6, Odonthalia corymbifera tiiriinden izole edilmistir.
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Kahverengi alglerden Dictyopteris polypodioides ilag yapiminda ve alginik asit eldesinde
kullanilmaktadir. Dictyota divaricata turl antibiyotik aktivitesine sahiptir (Ballantine
vd.,1987). Fucus vesiculosus tiiriinden laminaran, mannitol, alginik asit, giberellin (bitki
hormonu) ve degisik tuzlarin elde edilmesinde, ila¢ yapiminda ve giibre eldesinde
kullanilir. Fucus serratus turd yine laminarin, alginik asit ve antimikrobiyel madde elde
edilmesinde kullanilir. Ayrica iyot bakimindan zengin olup guatr hastaligina ve buna

bagli gelisen sismanliga kars1 kullanilmaktadir (Taskin vd.,2010).

1974 ve 1981 yillar1 arasinda Roche Research Institute of Marine Pharmacology (RRIMP,
Sydney, Awvustralya) terapotik uygulamalar igin kullanishi yeni bilesikler bulmak
amaciyla, deniz flora ve faunasiiizerine yogun caligmalar gergeklestirmistir (Reichelt vd.,
1984; Smit 2004 ). 4 énemli alg grubundan (Chlorophyta 26 tiir, Phaeophyceae 61 tir,
Rhodophyta 58 tiir, Cyanopyhta 7 tiir) 6rneklerle yapilan bu g¢alismalarda in vitro
aktivitelerin biiyiik bir kismimin kahverengi alglerde gozlendigi ve in vivo aktivitelerin
neredeyse tamammin kahverengi alglerden olan Cystophora tiirlerinden elde edildigi

rapor edilmistir (Bowen, 1966 ; Guner vd.,1989; Tuney vd., 2006).

Kirmizi alglerden elde edilen aktif bilesikler, genellikle halojenlenmis ve yagda ¢6ziiniir
Ozelliktedir. Bryopsis tiirlerinden elde edilen depsipeptid kahalalid A ve F’nin in vitro

olarak Mycobacterium tuberculosis’e karsi etkisi dikkat ¢ekicidir (Smit ,2004).

Ascophyllum nodosum ekstrelerinden gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi
antibiyotik etkili madde elde edilmektedir (Devi, 2008).

Karabay-Yavasoglu ve arkadaslari, Jania rubens’in metanol ve kloroform ekstrelerinin
Oonemli bir inhibitor etkiye sahip oldugunu, buna karsin ugucu yaglar1 acgisindan test
organizmalarina karst Onemli bir etkiye rastlanmadigmi belirtmislerdir (Karabay-

Yavasoglu vd., 2007).

Ayrica Ozdemir ve arkadaslari, Dictyopteris membranacea ve Cystoseira barbata’nin
ucucu yaglar agisindan test organizmalarma karsi dnemli bir etkiye sahip olmadigini,
bunun yani sira her iki alg tiirliniin metanol ekstrelerinin hekzan ekstrelerinden daha fazla

bir inhibitdr etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir (Ozdemir,2006).
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Tiliney ve arkadaglari, Ulva rigida’nin kuru orneklerinde S. aureus’a karsi aktivite
gbzlenmedigini buna karsin, taze 6rnek ekstresinin bu mikroorganizmaya kars belirgin
bir inhibitdr aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir (Taskin vd., 2007, Guner vd.,
1985).

Taskin ve arkadaslari ise, Tiirkiye nin Kuzey Ege kiyilarindan topladiklari algler iizerinde
yaptiklart ¢alismada, 6zellikle Corallina officinalis turuniin belirgin bir antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu tiirden elde edilen ekstrelerin Enterobacter
aerogenes tiiriine kars1 34mm’lik bir inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir (Guven

vd., 1973; Tuney vd., 2006; Taskin vd., 2007).

Kumar vd. (2008) Sargassum marginatum, Padina tetrastomatica ve Turbinaria
conoides kahverengi alg tiirlerinin antioksidan kapasitesini degerlendirdikleri ¢alismada,
Sargassum marginatum etil asetat fraksiyonlarmin 39,2 mg askorbik asit equivalent/g
ekstre en yiiksek aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. Euchema kappaphycus,
Gracilaria edulis ve Acanthophora spicifera kirmizi alglerinin antioksidan aktivitelerinin
incelendigi baska bir ¢alismada, Acanthophora spicifera etanol ekstrelerinin 32,1 mg
askorbik asit equivalent/g degeriyle en yiksek antioksidan aktivite gostrdigi tespit
edilmistir (Ganesan et al., 2008).

Qi ve ark. (2005) yesil alg Ulva pertusa’dan elde edilen siilfat polisakkaritlerinin
antioksidan aktiviteleriyle ilgili yliriittiikleri ¢alismada, ulvanin siiperoksit (ICs0=22,1 pg
mL—1) ve hidroksil radikallerini (ICs0=2,8 mg mL—1) 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini ve
dolayisiyla bu alg tiirliniin gii¢lii bir antioksidan kaynag1 olarak kullanilabilecegini ortaya

koymuslardir.

Kirmizi alglerin sahip oldugu fenolik igerikleriyle antioksidan kapasite arasindaki iligkiyi
ortaya koyan ¢alismalarda, 6zellikle Ulva, Entoromorpha ve Chaetomorpha tirlerinde
flavanoidlerin antioksidan kapasiteyle iliskili oldugu (Cho et al., 2010) ve klorofille
iligkili bilesiklerin fenolik maddelerden daha etkin rol oynadig: rapor edilmistir. Benzer
sekilde deniz alglerinde bol bulunan flavonoitler ve polifenol bilesiklerinin endojen
savunma sistemini kullanarak dogrudan serbest radikalleri elemine ederek hiicreyi

oksidasyon hasarina kars1 korudugu ifade edilmistir. (Scalbert et al., 2005).
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Dogal Uriinler

Dogal iiriinler mikroorganizmalar, bitkiler ve omurgasizlar tarafindan iiretilen kiigiik
organik molekiillerdir. Ayn1 zamanda sekonder metabolit olarak adlandirilan dogal
uriinler ¢esitli ve olagandis1 kimyasal yapilara ve kucik kitleli molekdllere sahiplerdir
(Jensen, 2016; Solecka vd.,2012).

Caglar boyunca gida maddeleri, barinaklar, kiyafetler, ulasim araglari, giibreler, tatlar,
kokular ve ilaglarm tiretimi gibi insanlarin temel ihtiyaclar1 doga tarafindan saglanmustir.
Doga binlerce yildir tibbi ajanlarin kaynagi olmus ve bircogu geleneksel tipta
kullanimlarina dayanarak etkileyici sayida modern ilag olarak dogal kaynaklardan izole

edilmistir (Cargg ve Newman, 2001).

Organizmalar tarafindan tiretilen biyoaktif dogal yapilar, diger canlilara kars1 biyolojik
aktivite gosterebilen kimyasal molekiller olarak tanimlanmaktadir (Colegate ve
Molyneux, 2007; Ozkaya vd., 2013).

3.2. Dogal Uriinlerin Smiflandirilmasi

1891'de Albrecht Kossel’e gore, dogal tirtinler genellikle birincil ve ikincil metabolitler

olmak tizere iki kisima ayrilirlar (Kliebenstein, 2004; Karlovsky, 2008).

3.2.1. Primer metabolitler

Kossel tarafindan tanimlanan birincil ve ya primer metabolitler, yasam i¢in gerekli olan
temel metabolik yollarin bilesenleridir. Bunlar besin asimilasyonu, enerji Uretimi ve
biiyiime/gelisme gibi temel hiicresel fonksiyonlari ile iliskilidirler. Birincil metabolitler
arasinda yasamin temel yap1 taslari olan karbonhidratlar, lipitler, amino asitler ve niikleik

asitler yer almaktadir (Kliebenstein, 2004; Karlovsky, 2008; Rogers, 2011).

3.2.2.  Ikincil (sekonder) metabolitler

Sekonder metabolitler, canlilarin tarafindan tiretilen ve giinlimiizde cesitli sektorlerde saf

ya da ham maddeler olarak kullanilan canlilarin normal gelisme, biiylime ve liremesinde
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dogrudan bulunmayan, primer metabolitlerin nihai Urunleri olan organik kimyasal
maddeler oldugunu kabul edilmektedir. Sekonder metabolitlerin canlilarin
organizmalarinda stirekli bir tiretimi yoktur. Canli organizmalarmn dis etkilerden
korunmasinda ve savunma mekanizmasinda dnemli rol oynamaktadirlar (Alvarez, 2014).
Organizmalar fizyolojik aktiviteleri surdirmek igin tirettikleri primer metabolitler (yag,
karbonhidrat ve protein) disinda, yasamsal aktivitelerinde direkt rol oynamayan ama
primer metabolitler kadar miihim sekonder metabolitleri de olusturmaktadirlar. Sekonder

metabolitlerin canli organizmalardaki fonksiyonu;

V' Tuzluluk, kuraklik, UV 1sinlar1 vb. degisik c¢evre faktorlerinin olusturdugu stres

ortamina kars1 koyma.

v Herbivorlara (bocek, siiriingen vb.) kars1 savunma.

v Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma.

v Bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (6rnegin; tohum dagilimini saglamak

icin hayvanlar1 ve diger tasiyicilar1 cezbetmek) gibi nedenler kabul gérmektedir (Cinar,

2012).
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Sekil 3.1. Sekonder metabolitlerin olusumu (Hatipoglu, 2017)
3.3. Klinik Olarak Onemli Dogal Uriinler

Digitalis purpurea'nin aktif bileseni olan digitoksin on sekizinci yiizyilda izole edilmistir.
Digitoksinin kardiyak kontraktiliteyi iyilestirdigi bulunmustur ve sonug olarak konjestif
kalp hastaligimin yonetimi i¢in analoglari ile birlikte kullanilmistir. Aspirin (asetilsalisilik
asit) bugiine kadar en meshur dogal {irlinlerden biridir. Etkili agr1 kesici olan aspirin, bir
sogiit agact ve Salix alba kabugunda bulunan salisin'den tiiretilir. Haghas ve Papaver
somniferum'un kimyasal bilesenlerinin analizleri, morfin dahil olmak {izere ¢ok sayida
alkaloit gostermistir. Morfin insan viicudunda agr1 yonetiminde gii¢lii bir rol oynar. Eroin
ve kodein gibi diger tiirevler de hashastan kaynaklanir. Cinchona succirubra agacinin

kabugundan izole edilen kinin, Ingiltere tarafindan on dokuzuncu yiizyilda sitmay1 tedavi

25



etmek i¢in resmen kullanilmistir. Pilocarpus jaborandi'de bulunan pilokarpin, c¢esitli
glokomlarin tedavisinde ylizyildan fazla bir siiredir klinik ila¢ olarak kullanilmaktadir

(Fakee, 2013).

pilokarpin

Sekil 3.2. Izole edilen baz1 dogal bilesikler

Catharanthus roseus'tan izole edilmis olan vinblastin ve vinkristin, dogal antitimor
ilaclarin 6nemli 6rnekleridir. Bu bitkinin kanama, iskorbiit, dis agris1 ve diyabeti kontrol
etmek i¢in tibbi gecmisi vardi, ancak bitkinin en dnemli aktivitesi sitotoksik aktivitedir.
Avrupa'da kanser tedavisi i¢in iki yar1 sentetik tiirev (vinorelbine ve vindesine) gelistirilip

onaylanmustir (Mostafa, 2009; Cragg ve Newman, 2005b).
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vinblastin R=Me vinorelbine / H : OH

vinkristin R= CHO H,CO0OC

vindesine

Sekil 3.3. Izole edilen baz1 dogal bilesikler

Bu ornekler, saglik terapilerinde kullanilan bir¢ok Onemli bitki tiirevi bilesigi
gostermektedir. Son olarak, bitkilerin fitoterapinin temelini olusturdugunu ve tibbi
ajanlara olan talebimizin karsilanmasinda 6nemli bir rol oynadigini s6ylenebilmektedir

(Farnsworth vd., 1985; Cargg ve Newman, 2001).

3.4. Kanser

Kanser, genel anlamda canli organizmanin sahip oldugu farkli dokularda var olan
hiicrelerin normal dongiileri disinda hareket etmesi sonucu meydana gelen anormal hiicre
biiyiimesine verilen isimdir. Kanserler giiniimiizde ylizden fazla hastalik grubunu
olusturmaktadirlar. Kanser hiicrelerinin esas 6zelligi kontrolsiiz ¢ogalmalar1 olarak
bilinse de kontrolsiiz ¢ogalmalar1 disinda pekgok farkli biyolojik 6zelliklere de sahip

oldugu, yapilan ¢esitli ¢aligmalar sonucunda belirlenmistir. Genel olarak bu 0zellikler;
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Hicrelerin kontak inhibisyondan kacabilmeleri, boliinebilmek i¢in dis uyaranlara ihtiyag
duymama, ¢ogalmay1 engelleyici sinyallere kars1 tepkisiz kalabilme, hiicre 6lumunden
kacabilme, yeni kan dmarlar1 olusumunu uyarabilme, bulundugu dokudan bir baska

dokuya sigrayabilme, bagisiklik sisteminden kagabilme seklinde siralanabilir (Sekil 3.4).

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
surdiriilmesi kagma

enerji
metabolizmasini sisteminden

hiicresel
oliimsiizlugin
etkinlestirilmesi

hiicresel
olime
direng

kanserlesmeyi
kararsizlik ve' destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 3.4. Kanserin genel 6zellikleri
Kanserle iliskili oldugu bilinen 4 gen tipi vardir. Bu genler;
Timor baskilayici genler, Onkogenler, DNA tamir genleri, Apoptozis genleri’dir.

Kanser olusumunun nedenlerini su seklinde siralayabiliriz: sigara, alkol, virusler,
radyoaktif 1sinlar, diyet, kKimyasallar, az hareketli yasam, ¢evre kirliligi, giines 1sinlar1 ve
rontgen isinlari, solaryum, genetik faktorler, yas, enfeksiyon hastaliklari, asir1 stres ve

calisma ortamu sartlari.

Kanser ve kanser metastazi, varolus silirecinden itibaren farkli mekanizmalar
bulundurmaktadir. Molekiillerin kanserdeki miktarlari metastazda farklilik gosterebilir.
Fakat sadece kanserdeki durumlarmi bilmek metastaz hakkinda net bir bilgi vermeyebilir.
Bu nedenle bilinmeyenlerin ortaya konulabilmesi, kanserden sonra gelisen metastaz gibi
olusumlarin gergeklesebilecegi ihtimalini bazi molekiillerin miktarlarima bakilmak
suretiyle onceden belirlenebilmesi, hastalarin hayat kalitesini ve yasam siiresini artirmak

icin 6nlem alinmasina katki saglayabilir.
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Sekil 3.5. Karsinojenezin olusumu

Karsinojenez, tek bir hiicre icinde genetik degisikliklerin birikmesi sonucund displastik
hiicresel goriinlime neden olan ¢ok asamali bir siireci kapsamaktadir. Hiicreler
gecirdikleri karsinogenez sonrasinda normal hiicrelere 0zgii birtakim o6zelliklerini
yitirerek, gerekli sinyallere ihtiya¢ duymaksizin bliyiimeye ve boliinmeye baslarlar. Bu
stire¢ igerisinde hiicreler, yeni enzimlerin {iretimi ve hiicre adezyonun azalmasi gibi yeni
karakterlere de sahip olurlar. Boyle degisiklikler kanser hiicrelerinin yayilmasina ve
metastaz adi1 verilen diger dokular1 igsgal etmesine olanak saglar. Meme dokusunda

gelisebilenn kanser tiirlerinden olan meme kanseri en Oliimciil kanserler arasindadir

(Furuya, 2011).

Karsinogenezis, kanser olusum siirecine verilen isimdir. Karsinogenezis 3 asamadan
meydana gelmektedir. Bu asamalar sirasi ile; birinci asama baslangig (initiation) evresi,
ikinci asama gelisme (promotion) evresi ve lgiincii asama ilerleme (progression)
evresi’dir. Ilk basamak olan baslangi¢ evresinde hiicreler karsinojenik etkene maruz kalir
ve kanserli hiicreler olusur. Hiicrelerde meydana gelen bu degisim kalicidir ve hicreler
tumor meydana gelmeden bu sekilde kalabilmektedir. Kanser hiicreleri olustuktan sonra
cogalmaya baglarlar. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmaya bagsladigi ve tibbi olarak

belirlenebildikleri ikinci basamag: ise gelisme evresini olusturmaktadir. ilerleme evresi
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adi1 verilen ii¢lincli basamakta ise tiimor olusumu gerceklesir. Bu evrede olusan tiimor,

bulundugu organin tamamina yayilir veya metastaz yapar (Sekil 3.6).

Baslama

©© (nitiation)
(o]e)

Gelisme
(Promotion)
invazyon
ve metastaz

flerleme
(Progression)

Sekil 3.6. Tiimor gelisiminin temel modeli.

Tablo 3.1. Normal ve kanserli hiicre arasindaki farklar (Aktas, 2019)

Normal hiicre Kanserli hiicre

Biiylime faktorlerine bagl olarak boliiniir. Biiyiime faktorlerinden bagimsiz boliniir.

Viicudun ihtiyacma gore sinyallere cevap Ozellikle blytmeyi engelleyen sinyallere

Verir. cevap vermez.

Apoptoz goralir Apoptoz gorilmez

Replikasyon smirl Replikasyon sinirsiz gergeklesir
Invazyon ve metastaz gdzlenmez Invazyon ve metastaz gozlenir
Anjiyogenez gdzlenmez Anjiyogenez gozlenir

Kansere hem dig faktorler (tiitlin, kimyasallar, radyasyon ve bulasici organizmalar) hem
de i¢ faktorlerin (kalitsal mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik kosullar1 ve metabolizmadan
kaynaklanan mutasyon) neden oldugu bilinmektedir. Farkli kdkenlere sahip kanserler
farkli 6zellikler gosterir, drnegin cilt kanseri akciger kanserinden farkli bircok 6zellige
sahiptir. Her dokuda kansere neden olan ana faktor farklidir, 6rnegin giinesten gelen
ultraviyole (UV) radyasyon cilde kolayca zarar verebilirken, sigara dumaninin solunmasi
akcigerlere zarar verebilir. Bu nedensel faktorler, karsinogenezi baslatmak veya tesvik

etmek i¢in birlikte veya sirayla yapabilir. Kanserlerin ¢ogu, spesifik tipe, yere ve agamaya
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bagl olarak kismen tedavi edilebilir ve bazilar1 tamamen iyilesebilir. Ana tedaviler
cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormon tedavisi, biyolojik terapi ve hedefe
yonelik terapidir (Pecorino, 2012).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Health Organization) tarafindan yaymlanan 2018
senesine ait kanser istatistikleri, diinya genelinde 9,6 milyon insanin 81iim sebebini kanser
olarak degerlendirmis ve yayinlamistir. Dunyadaki 6limlerin sebebi olarak ilk sirada
kardiyovaskiiler hastaliklar gelmekteyken 6liim sebebi olarak ikinci sirada kanser yer
almaktadir. 2012 yilindan gliniimiize kadar kanser sebebiyle 6liimlerde her gegen yil artis
oldugu gozlemlenmektedir (WHO, 2020).

[statistiklere bakildiginda Tiirkiye’de de &liim sebeplerinin ikinci sirasinda tiimorler yer
almaktadir. Kanser teshisi konulan hastalar cinsiyetlerine gore ele alindiginda erkek
hastalarda en ¢ok goriilen kanser tiirii akciger kanseridir. Ayni sekilde incelendiginde
kadinlarda ilk sirayr meme kanseri almaktadir. Ulkemizde erkeklerde en ¢ok goriilen
kanser tiirleri; akciger, prostat, deri, mesane, mide, kolon, larinks, rektum seklinde
siralanirken, kadinlarda en c¢ok goriilen kanser tiirleri; meme, deri, tiroid, mide,
endometrium, kolon, akciger, over scklinde siralanabilir. Kadinlarda goriilen tiim
kanserlerin %30’unu meme kanseri olusturmaktadir. Avrupa’da her yil  180.000,
Amerika Birlesik Devletlerinde ise 184.000 yeni kanser tanisi konulmus hastalar
saptanmaktadir (Haydaroglu vd., 2005). 40 degisik Avrupa iilkesinde, kanser insidansi ve
mortalitesi lizerinde yapilan ¢alismalarda, akciger ve kolorektal kanser tirlerinden sonra
kadinlardaki meme kanseri insidansinin %12,8’lik bir oranla {iglincii sirada yer aldig1

belirlenmistir (Boyle ve Ferlay, 2005).

3.5. Kansere Neden Olan Faktorler
3.5.1. Sigara

Akciger kanserine neden olan en onemli faktorlerden biri sigaradir (Curry vd., 2003).
Sigara ve akciger kanseri arasindaki iligki ilk olarak 1912'de bildirilmistir. Ayrica sigara
icmek mesane, yutak, ag1z boslugu ve larenks gibi diger kanser tiirlerine neden olmaktadir

(Sasco vd., 2004).
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3.5.2. Alkol

Cesitli hastaliklara yol acan alkol tiiketimi, ag1z, meme, 6zofagus, ve pankreas gibi farkl
kanser tiirlerinin olmasi riskini artirdig1 yapilmis olan ¢alismalarla belirlenmistir (Allen
vd., 2009).

3.5.3. Beslenme

Beslenme insan sagliginda 6nemli rol oynamaktadir. Sagliksiz beslenme o6zellikle
sindirim sisteminde kanser riskini artirdigi belirlenmistir (Rapp vd., 2005). Nitratlar,
nitrozaminler, bocek ilaglar1 ve dioksinler gibi kanserojen maddeler gida katki maddesi
olarak veya tarim ilaglarmin besinlere uygulanmasi sonucu yemek araciligiyla
viicudumuza girmektedir. Nitrit koruyucular ve azo boyalar1 gibi gida katki maddelerine
uzun slire maruz kalmak, cesitli kanser tiirlerini baslatabilmektedir. Bisfenoliin gida
kaplarinin plastiginden insan viicuduna girerek meme ve prostat kanseri riskini

artirabilmektedir (Rodriguez vd., 2006; Ho vd., 2006).

3.5.4. Obezite

Modernizasyon ve yiiksek yag icerikli gidalardaki artis nedeniyle, birgok gelismekte olan
iilkede asir1 kilolu insanlarin yaygmlig1 artmaktadir. Obezite nedeniyle, bir insan
vicudunda kolon, meme, bobrek, 6zofagus, gastrik kardiya, pankreas, prostat, safra

kesesi ve karacigerin kanseri olmaktadir (Drewnowski ve Popkin, 1997).

3.5.5. Radyasyon

UV, giinesten gelen ytiksek enerjili 1gmdir. UV radyasyonu ii¢ tip UVA, UVB ve UVC
olarak smiflandirilabilir (Armstrong ve Kricker, 2001). UVA 1511 daha diisiik enerjiye
sahip olurken, UVC ¢ok yiiksek enerjiye sahiptir. UVC 151n1 atmosferden gecemedigi icin
kanser olusumunda etkili degildir. UVB 1gininin ise direk DNA hasarinda etkiye sahiptir
(Koh vd., 2003).
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3.5.6. Hava kirliligi

Hava kirliligi tagidig1 karsinojen maddeler yiiziinden kanser olusumunda etkili olmaktadir

(Raaschou-Nielsen vd., 2013).

Meme kanseri risk faktorleri su sekilde siralanabilmektedir; sagliksiz ve yetersiz diyet,
hareketsiz yasam, alkol, sigara, kalitimsal oOzellikler, meme gelisimi esnasinda
radyasyona maruz kalma ve cinsel hormonlar. Karsinogenezde hormonlarin 6nemi
bilytiktiir (Karakus, 2010). Bu baglamda yapilan ¢alismalar neticesinde Ostrojenin
hormonunun meme kanseri i¢in en biiylik risk faktorii hormon oldugu bildirilmistir
(Martin vd., 1990; Martin ve Weber, 2000). Meme ve uterus dokusu sahip olduklar1
ostrojen reseptorleri (ER) nedeniyle dstrojenin meydana getirebilecegi hasara acgik bir
haldedir ve meme kanserlerinde ER’nin pozitiflik oranmnin % 40-80 civarinda oldugu,

yapilan galismalar neticesinde anlagilmistir (Kémtrcu, 1995).

Ostrojenlerin kanser gelisimindeki en dnemli etkilerden biri olarak degerlendirilmesinin
nedeni, 6zellikle meme hiicrelerinde, hiicre canliligini uyarici etki gdstermesinden
kaynaklanmaktadir (Nandi vd., 1995; Feigelson ve Henderson, 1996; Jefcoate vd., 2000;
Tiiztiner, 2008). Ayrica; protein oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna sebep olarak
DNA hasar1 olusturan serbest radikallerin, Ostrojen ve metabolitleri vasitasiyla
olusumlarinin tesvik edildigi belirtilmistir (Mobley vd., 1999; Liehr, 2000; Matsui vd.,
2000; Tazlner, 2008). ER, meme kanserlerinin ¢zellikle birinci ve ikinci evresinde araci
rol oynamasindan dolay1 kansere sebep olabilecek genler olarak diisiiniilebilmektedir.

Fakat ER’ler timor baskilayic1 gen smiflarina dahil degildirler (Oztiirk, 2006).

MCF-7 (Insan Meme Adenokarsinoma), meme kanseri hiicre hattidir. 1970 senesinde
Kafkas bir kadinin meme dokusundan izole edilmistir. Meme kanseri ¢alismalarinda
meme epiteline 06zgl bir takim Ozellikleri barindirdigr igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Meme kanserinin 0strojen reseptdriine sahip olmasi en Onemli
ozelliklerinden biridir. MCF-7 hiicre hatti, in vitro ortamda kiimelenme olusturacak
sekilde tek kath katmanlarda bliyiimektedir (Sekil 3.7.).

33



Sekil 3.7. MCF-7 hiicre hatt1 morfolojisi.

HT-29 ( Insan Kolon Adenokarsinoma), kolon kanseri hiicre hatti olup 1946 yilinda
Kafkas bir kadinin kolon dokusundan izole edilmistir. Kolon kanseri ¢alismalarinda HT-
29, bir takim 6zelliklere sahip oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir. HT-29, insan
adrenerjik alfa 2A Ref-lrokinaz reseptorii (u-PAR) reseptoriine sahip olmasi en dnemli
Ozelligidir. Diinya saglik orgiitliniin verilerine gore diinya genelinde kadinlarda meme
kanseri goriilme yiizdesi ilk sirada yer alirken ikinci sirada kolon kanseri yer almaktadir.
Erkeklerde ise kolon kanseri sikligi iiclincii siradadir(GLOBOCAN, 2018). HT-29
hiicreleri i¢in bildirilen ultrastriiktiirel 6zellikler arasinda mikrovillus, mikrofilamentler,
koyu granulli blyik vakumlu mitokondri, serbest ribozomlu puruzsiz ve plrizli
endoplazmik retikulum, lipit damlaciklari, az sayida birincil ve bir¢ok ikincil lizozom
bulunur. Hucreler trokinaz reseptorlerini eksprese eder, ancak saptanabilir plazminojen

aktivator aktivitesine sahip degildir (Reiter vd., 1993).

Sekil 3.8. HT-29 hiicre hatt1 morfolojisi
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Akciger kanserleri 21. yiizyil baslangicinda ender bir sekilde gorilmekteydi. Fakat
gunimizde 6liim orani en yiliksek kanser tiirleri arasinda akciger kanseri karsimiza
¢ikmaktadir. Diinya ¢capinda tlim kanserlerin %12,8’ini, kanser 6liimlerinin ise %17,8’ini
akciger kanseri olusturmaktadir ve her yil artis insidansi %0,5 oraninda artmaya devam
etmektedir (Parkin vd., 1999).

Belirtildigi gibi her yil diinyada milyonlarca insan yasamini kanserden dolay1
yitirmektedir. Olimlerin sebebi olan kanserin @niine gegebilmek, &liim oranini
azaltabilmek amaciyla bilim insanlari ¢esitli galismalar yapmaktadir. Kanser tedavisinde
kullanilmak igin tercih edilen ilaglarin %75'i dogal tirtinlerdir. Glnumiizde daha segici,
daha giiclu ve normal hiicrelere daha az yan etkisi olan antikanser bilesikleri bulmak i¢in
farkli kaynaklardan dogal tirtinler incelenmektedir. Bu amagla karasal bitkiler arasinda ve
deniz ortamlarinda yeni dogal iirtinlerden elde edilebilecek antikanser ilaglar

arastirilmaktadir (Greenwell ve Rahman, 2015; Bayraktar, 2019).

3.6. Antibakteriyel

Antibakteriyel (Antimikrobiyel) enfeksiyon insanlarda yiiksek oranda mortaliteye neden
olmaktadir. Antibiyotik direnci ve ¢ok direngli bakterilere bagl klinik ve halk sagligi
sorunu zordur ve bazen tedavi edilmesi imkansizdir. Antibiyotiklerin asir1 kullanima,
antibiyotiklere direncli bakteri suslarmin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bu
nedenle, yeni antimikrobiyel ajanlara olan talep her zamankinden daha yuksek
olmaktadir. Cesitli dogal antimikrobiyel bilesikler, deniz ortaminda karasal olanlardan
daha fazla kaydedilmistir (El Shafay vd., 2016). Alglerden antimikrobiyel olarak ¢ok
sayida madde tanimlanmistir: klorellin tiirevleri, akrilik asit, halojenli alifatik bilesikler,
terpenler, siilflir igeren heterosiklik bilesikler, florotaninler ve bromofenoller (Ibtissam
vd., 2009). Florotaninler, floroglusinoliin oligomerleri ve polimerleridir. Florotaninler,
bazi patojenik gida kaynakli bakterilere karsi ¢ok etkilidir. Florotaninlerin bakteri
proteinlerine baglanma ve hiicre lizisine neden olma kabiliyeti oldugu bildirilmistir.
Denizsel bromofenoller ¢ogunlukla Denizsel algler ve stingerlerde bulunur,
antimikrobiyel ve antiviral aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir. Odonthalia
corymbifera'dan (kirmizi alg) elde edilen bir¢ok bromofenoliin, mahsullarin korunmasi

icin iyi antifungal ajanlar oldugu bulunmustur (Singh, 2019).
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3.6.1. Bakteriyel ve antibakteriyel aktivite

Bakteriler, diinyadaki en eski yasam formlaridir, ve ¢ok cesitli sayida bulunurlar.
Bakteriler, tek hiicreli ve enine ¢apta yaklasik bir mikron olan mikro organizmalar
grubudur. Bakterilerin neden oldugu hastaliklar, diinyadaki en yaygin enfeksiyonlardan
bazilarini igerir ve tip alaninda, ge¢cmiste, giinlimiizde ve muhtemelen gelecekteki tehdit
edici konulardan biri olarak kabul edilir. Bakteri patojenik veya patojenik olmayan
bakteri olarak siniflandirilabilir. Patojenik bakteriler bakteriyel enfeksiyona neden
olurken digeri olmaz. Patojenik olmayan bakterilere genellikle normal flora denir.
Pseudomonas aeruginosa gibi bazi bakteriyel tiirler firsat¢1 patojenler olarak kabul edilir

ve immiinosupresyondan muzdarip kisilerde hastaliga neden olur (Qaddoori, 2016).

Bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar antibiyotik veya antibakteriyel ilaglarla tedavi
edilir. Antibiyotikler, bakterilerin blytmesini durduran (bakteriyostatik ajanlar) veya
tamamen Oldiiren (bakterisidal ajanlar) bilesikler olarak tanimlanir. Bu bilesikler kritik
bakteriyel hiicresel siiregleri engelleme yetenegine sahiptir (Sommer and Dantas, 2011).
Modern antibiyotik tedavisinin (ikinci diinya Savasi sonrasi) uygulanmasmin
toplumlarimiz iizerinde derin bir etkisi olmustur. Ilacin ve hasta bakimmm 6zelliklerini
degistirmistir. Antibiyotik kullanimi bulagici hastaliklar1 ortadan kaldirmistir ve son
yillarda bat1 {ilkelerinde ele alinmasi ve gelistirilmesi gereken 6nemli bir konu haline
gelmistir. Ancak, bulasici hastaliklar diisiik gelirli iilkelerde en 6nemli 6liim nedenleri ve

diinya ¢apinda ii¢lincii en yiiksek 6liim nedeni olarak kalmistir (Qaddoori, 2016).

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi antibiyotiklere direngle engellenmistir. Penisilin
kesfinden kisa bir silire sonra antibiyotiklere diren¢ gdzlemlenmistir ve bu arada artan
diren¢ oranlarina karsi bir¢ok yeni ilag kesfedilmistir (Johnson, 2011). Antibiyotik
ilaglara kars1 bakteriyel direng, kiiresel halk sagligi i¢in en ciddi ve dnemli tehlikelerden
biridir ve sorun smir tanimamaktadir. ilaca direncli mikroplar, insanlar ve hayvanlar
arasinda, bir lilkeden digerine gozlenmez sekilde hareket edebilir. Gelismekte olan
iilkelerde ilag bulunabilirliginin sinirli ve direncin yliksek oldugundan dolay1 sorun daha
ciddidir (Blomberg, 2008). Diinya Saghk Orgiitii (WHO) antibiyotik direncini ciddi bir
tehdit olarak tanimlamistir. Antibiyotik direnci diinyanin her yerinde her yasta herkesi

etkileyebilir (Qaddoori, 2016).
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Yukarida belirtilen tiim tehlikelerle birlikte, son tehditlerle karsilasmak icin yeni bir
antibiyotik kaynagi bulmaya acil ihtiyag¢ duyulmaktadwr. Bitki ve alg gibi bazi
organizmalarin sekonder metabolitleri yeni bir antibiyotik kaynagi olarak kabul edilir.
Farmakognozi ¢alismalarinda, dogal {iriinler ilag¢ gelistirmede bir kaynak olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Binlerce yildir, dogal iiriinler insan hastaliklarmin tedavisinde
ve Odnlenmesinde diinya ¢apinda énemli bir rol oynamistir ve bir zamanlar insanliga tiim
ilaglarin kaynagi1 olarak hizmet etmistir. Bu nedenle bu organizmalarin sekonder

metabolitleri daha fazla arastirilmalidir (Calixto vd., 1998; Bhowmick, 2020).

3.7. Antioksidan

Antioksidanlar, canli organizmalarda oksidasyonu inhibe etmek veya Onlemek icin
kullanilan molekiillerdir. Bu molekiiller serbest radikalleri temizleme Ozelligine
sahiptirler. Boylece, bircok kronik hastaligin ilerlemesinin yam1 swra lipit
peroksidasyonunu geciktirir (Giilcin, 2012). Viicudumuz biitiinlesmis bir enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemi ile donatilmistir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (KAT), Glutatyon peroksidaz (GTPx), Tioredoksin (TRX), peroksiredoksin
(PRX) ve Glutatyon transferaz (GST) enzimatik antioksidan érnekleridir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise vitamin A, vitamin C, vitamin E, - karoten ve glutatyondur
(Birben vd., 2012).

Antioksidanlar kaynaklarina gore iki kisma ayrilabilir; Sentetik ve dogal antioksidanlar.
Kullanilan popiiler sentetik antioksidanlar, butillendirilmis hidroksianisol (BHA),
tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ), butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve propil gallat
(PG) gibi fenolik bilesiklerdir. Bu antioksidanlar gida endiistrisinde gida bozulmasini
onlemek ve raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilir. Yagdaki ¢6ziiniirliiklerini arttirmak i¢in
alkil gruplar1 sentetik antioksidanlara eklenir. BHA ve BHT, kanserojen ve toksik
kanserojen etkileri konusunda siipheler sebebiyle yasal kurallarla kisitlanmistir. Bu
nedenle, gida uygulamalar1 i¢in dogal ve daha giivenli antioksidanlara artan bir ilgi vardir.
Dogal antioksidanlar ise, C vitamini, tokoferoller, karotenoidler ve flavonoidler dogal
antioksidanlarin en iyi 6rnekleridir. C vitamini diginda, bu antioksidanlarm her bir grubu

bir dizi yapisal olarak farkli bilesikten olusur, 6rnegin bugiine kadar 600'den fazla farkl
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karotenoid tanimlanmistir ve bunlarin yaklagik ellisi insan diyetinde bulunabilmektedir
(Gilcin, 2012).
3.7.1. Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Kullanilan kimyasal reaksiyon ag¢isindan antioksidan kapasite tayin yontemleri, iki

baglikta toplanabilir:
1) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
2) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esash analiz yontemlerinin genel olarak yarigsmali reaksiyon kinetigi gozlemlenir
ve kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilirler. HAT- esash yontemler cogunlukla bir
sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan meydana
gelirler. ET esash yontemler ise reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayni
zamanda reaksiyonu takip etmek icin prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu
icerirler. HAT ve ET esash yontemlerine 6rnek olarak koruyucu antioksidan kapasitesi
yerine radikal (veya oksidan) sipdricl kapasitesini 6lgme yonindedir. HAT analiz

yontemleri:

a) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),

b) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
c) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET esash analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir
oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin 6l¢timii esas alinir. Renk degisiminin derecesi

ornekteki antioksidan derisimi ile degerlendirilir. ET esasl analiz yontemleri:
a) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi
b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢iimii

¢) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
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d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim

yontemi
e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi

f) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6lciimii olarak siralanabilir (Lopez-

Alarcon ve Lissi, 2005).

Bu tez calismasinda kullanilmis olan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri

asagida belirtilmistir.

3.7.1.1. DPPH supuruci antioksidan aktivite tayin metodu

DPPH metodu ilk defa Blois (1958) tarafindan antioksidan molekiillerin tayin
edilmesinde 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikallerinin kullanilabileceginin
oOnerisi tizerine ortaya ¢ikmistir. Brand-Williams ve arkadaslar1 bu metodu gelistirmis ve

pek ¢ok ¢alismada referans olmustur (Brand-Williams vd., 1995).

Metodun temeli DPPH bulunan ¢6zelti ile hidrojen atomu verme egilimi bulunan
molekiiliin (antioksidan) ¢ozeltisinin karistirilmas: neticesinde DPPH radikalinin
indirgenmesine ve ¢ozeltinin ilk basta mor olan renginin kaybolmasi esasia dayanir. Mor

renkli ¢6zeltinin 520 nm’deki absorbansinin azalmasi dl¢iilerek reaksiyon gergeklesir.

Antioksidan aktivitesi ilk basta DPPH derisiminin % 50 azalmasi durumunda tilkenen

antioksidan miktarini belirten ICsp (etkin konsantrasyon) degeri ile ifade edilir (Brand-

Williams et al., 1995).

DPPH metodu teknik bakimindan basit olmasina ragmen bazi dezavantajlar1 vardir.
Antioksidan bilesiklerinin birgogu lipid peroksidasyonunda etkin olan peroksil radikalleri

ile ¢ok hizli tepkime vermektedir, fakat DPPH ile yavas tepkime vermektedir.
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Sekil 3.9. DPPH reaktifinin kimyasal yapisi
3.7.1.2 Demir (I11) indirgeme/ antioksidan gug¢ (frap) tayin metodu

Bu yontem, gidalarda yer alan antioksidan bilesenlerin indirgen kapasitelerinin ya da
gii¢lerinin 6lgiimii esasina dayali bir antioksidan kapasite belirleme metodudur (Oguz,
2008; Benzie ve Strain, 1999; Huang vd., 2005). Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen
metoda gore indirgeme glicii, toplam indirgeme potansiyelini gdstermekte olup, Fe+3’lin
Fe+2’ye indirgenmesi sonucu olusan renk degisiminin 595 nm’de izlenmesi ile tespit
edilir (Akyiiz, 2007). pH’nin asidik oldugu durumda Fe*®’iin, TPTZ (2.4,6-tripiridil-s-
triazin) ile reaksiyonu sonucu olusan [Fe(III)-TPTZ]2CI3 kompleksi antioksidanlarin
varliginda Fe(II)-tripiridiltriazin [Fe(I1)-TPTZ] kompleksine indirgenmektedir (Albayrak
vd., 2010). Meydana gelen yogun mavi renkli demir tuzu [Fe(II)- TPTZ] oksidan olarak
kullanilir ve 595 nm’de absorbans artisina sebep olmaktadir (Albayrak vd., 2010; Benzie
ve Strain 1996). FRAP metodu ile redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha diisiik olan bilesikler
antioksidan olarak test edilmektedir. Bu metod, diger metotlara gore kisa zamanda sonug
veren, oldukca ucuz ve basit metottur Bu metodun tek dezavantaji ise -SH grubu iceren

antioksidanlar1 6lgmemesidir (Ardag, 2008).

/=N N= N A m N/ =N  N=f 3 /’/ —N
\ — N l/‘\ = \‘\ /O —_— —\ N—=Fe*= N y
\ N / \. )N N= / N N N N=
=N N = —N N=
\ e -
FeTPTZ Fe.TPTZ

Sekil 3.10. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu
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3.7.1.3. Folin-Ciocalteu metodu ile total fenolik bilesik tayini

Singleton ve Rossi tarafindan 1965°de 6nerilen bu metot daha sonra farkli uygulayicilar
tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya Folin-Denis
reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karigimi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik
antioksidanlarin kolorimetrik tayin edilmesinde yer alir (Singleton vd., 1999). Bu metod
materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi temeline dayanir (Vinson vd., 2005).
Metod bu reaktifin idrar gibi biyolojik 6rneklerde (Roura vd., 2006), ila¢ analizinde (Rao
vd., 1978), gida iirlinlerinde (Mogalhaes vd., 2006) fenolik bilesik diizeyi ya da indirgeme

kapasitesi 6l¢iimleri i¢in gelistirilmis ya da modifiye edilmis uygulamalar1 mevcuttur.

3.7.1.4. Toplam flavonoid madde tayini

Flavonoidler, protein kinaz ve ksantin oksidaz gibi superoksit anyonu Uretiminden
sorumlu enzimleri inhibe ettigi gibi biitiin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda yer alan
mikrozomal oksigenaz, siklooksigenaz, glutatyon transferaz, hipoksigenaz, mitokondrial
stiksinoksidaz ve NADH oksidazi da inhibe ettigi bulunmustur. Yapilarindan dolayi
flavonoidler, bilinen biitiin reaktif oksijen tiirlerini silipiirme yetenegine sahiptirler.
Flavonoidlerin ¢ogu, oksijen metabolizmasinda énemli yer alan eser elementlerle selat
olusturarak onlar1 bloke etmektedirler (RiceEvans ve Miller, 1996). Toplam flavonoid
icerigin miktar1 aliminyum kloriir (AICI3) kolorimetrik metodu kullanilarak
Olgtilmektedir. Metodun temeli, AICI3’iin flavonlar ve flavonollerin C-4 keto grubu ve
C-3 veya C-5 hidroksil gruplar1 ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina

dayanmaktadir. Sonuglar genel olarak standart flavonoid madde olan kuersetine es deger

olarak belirlenmektedir (Chang vd., 2002).

3.8. Enzimler

Canli organizmada bulunan biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen ve protein yapisinda
bulunan biyokatalizérlere enzim denilir (Lehninger vd., 2005; Altikatoglu vd., 2009; Voet
ve Voet, 2010). Bir canlida gergeklesen sentez ve parcalanma reaksiyonlarmnin biitiinii
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle meydana gelmektedir. Ayrica canliligin
olusumu ve devamu igin protein yapisinda bulunan enzimlere ihtiyag vardir. In vitro, canli

disinda olarak da aktivite gdstermeleri enzimlerin 6nemini daha da artirmaktadir. Enzim
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iretimi genlerin kontroliinde gerceklesir ve her enzimin kendine has iyon tepkimesi,

sicaklik, basing ve pH kosullar1 bulunmaktadir (Karlson ve Telefoncu, 1998).

Enzimatik reaksiyon hizlari; pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, zaman, enzim
konsantrasyonu ve inhibitor gibi faktorlerden etkilenmektedir (Daniel vd., 2010).
Enzimatik reaksiyonlar1 hizlandiran faktorlerden biri sicaklik normal sartlarda enzimlerin
bircogu 50-60 °C gibi sicakliklarda denatiire olmaktadirlar. Enzimin maksimum
aktivitesinin oldugu sicakliga optimum sicaklik denilir (Daniel vd., 2010). Enzimin
maksimum aktivitesinin oldugu pH’ya, o enzimin optimum pH’s1 denilir. Enzimatik
calismalarda pH’y1 optimum da sabit tutmak ya da en azindan hidrojen iyonu
konsantrasyonunu elverigli durumda korumak i¢in tamponlar kullanilmaktadir.

(Altunkaya ve Gokmen, 2011).

Enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyon devam ederken, reaksiyonun hizi ilerledikge

diismektedir.

Bunun sebepleri;

- Substratin tilkkenmesi

- Enzimin zamanla inaktive olmas1

- Uriinlerin birleserek aksi yondeki reaksiyonu

- Reaksiyonu 6nleyen maddelerin olusumu olabilir.

Bu sebeplerinin etkilerinin giderilmesi i¢in enzim caligmalari ¢ogunlukla substratin
yaklasik %10’un sarf edildigi reaksiyonun ilk asamasinda meydana gelmektedir (Khatun
vd., 2012). Dahasi, enzim substratina karsi doygunluga ulastiginda reaksiyon hizi
degismeden devam eder. Bu durumda enzim maksimum hiz ile ¢alismaya devam eder.
Maksimum hiz Vmax ile ifade edilir. Enzim maksimum hiz ile calisirken enzim
molekiillerinin yarisina bagl substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten sabiti (Km) ile
ifade edilmektedir. Enzimatik ¢aligmalarda, enzim miktar1 arttik¢a reaksiyon hizi da o
Ol¢lide artmaktadir. Enzimin hiicrede smirlandig1 yerde yeteri kadar substrat bulunmadig:
icin reaksiyon o derece yuksek diizeyde meydana gelmez. Substratin ¢ok oldugu sartlarda

enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile dogru orantilidir (Al-Senaidy ve Ismael, 2011).
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Enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelere inhibitor denilir. Inhibitrler; substratin
enzimin aktif bolgesine baglanip, enzim-substrat kompleksinin olusmasini Onlerler

(Turgut, 2009).

3.8.1. Alfa-Glukozidaz enzimi

Dogada yaygin olarak bulunan onemli enzim gruplarindan biri alfa-glukozidazlardir.
Alfa-glukozidazlar alfa-amilazlarla birlikte ¢aligirlar. Alfa-glukozidazlarin  enzim
kaynagma gore substrat, sicaklik ve pH’ lar1 degisiklik gostermektedir. Bu da
organizmalarin farkli metabolik yollar kullanmasiyla ifade edilmektedir (Bourne ve

Henrissat, 2001).

Glukozidaz enzimleri karbonhidratlarin glukozit baglarmi hidroliz ile pargalayan hidrolaz
enzimleridir.  Glukozidazlar basit glukozidazlar ve oligosakkaridazlar ile
polisakkaridazlar olarak iki gruptan olusmaktadirlar. Bilindigi gibi basit glukozitler ve
oligosakkaritler alfa ve beta olmak tizere iki ayr1 tip glukozit baglarini icermektedirler.
Bu yonden alfa-glukozit baglarmi hidrolizleyen enzimler ve beta-glukozit baglarini
hidrolizleyen enzimler ile birbirinden farklidirlar. Bundan dolay1 bu grup enzimleri iki

gruba ayirmak miimkiindiir (Atasagungil, 1965).

Alfa-glukozit baglarini hidrolizleyen enzimlerin belli bash ¢esitleri siikraz, maltaz, oligo-
1,6-glukozidaz, amilo-1,6-glukozidazdir. Bagirsak suyunda bulunan maltaz ve bu enzim
maltozu hidrolize ederek glukozu olusturur. Siikraz enzimi de bagirsak suyunda
bulunmaktadir ve sakkarozu hidroliz ile parcalayarak sakkarozdan fruktoz ve glukoz
olusturur. Oligo-1,6-glukozidaz bagirsak mukozasida bulunur ve dekstrinlerin alfa-1,6
glukozit baglarini hidroliz ederler. Kaslar ve karacigerde bulunan amilo-1,6-glukozidaz
enzimi glikojen Uzerine tesir ederek glikojenin alfa-1,6 glukozit baglarin1 hidroliz ile

parcalarlar (Atasagungil, 1965).

Alfa-glukozidaz  enzimleri  (ekzo-a-1,4-glukozidaz, a-D-glukozit glukohidrolaz)
mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde karbohidrat metabolizmasinda 6nemli role
sahiptirler. Nisastanin pargalanmasinin son asamasinda alfa-glukozidazlar ile
gerceklestirilmektedir. Ayn1 zamanda alfa-glukozidazlar cogunlukla transglukozilasyon

aktivitesine sahip olup reaksiyonlar1 geri doniisiimliidiir (Coleri, 2007).
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Besinler ile alinan karmasik yapidaki karbonhidratlar; alfa-glukozidaz ve alfa-amilaz
enzimleri sayesinde glukoza kadar parcalanip, ince bagirsaktan emilerek kana gecerler.
Ad1 gecen enzimlerin inhibe edilmesiyle karmasik yapidaki karbonhidratlarin emilimi
geciktirilerek glukozun kana gegis hiz1 azaltilmaktadir. Bu sayede yemek sonrasi kan

sekeri diizeyinde ani bir artigin 6niine gegilmis olur (Coleri, 2007).

3.9. Deniz Urinleri

Su diinyanin %70'inden fazlasini kaplamaktadir ve bilinen tiim canlilar tiirlerinin yaklasik
%75'1 sucul ortamlarda yasadiklar1 bilinmektedir. Sucul ortamlar, bircogu karasal dogal
irtinlerden farkli olan yapisal ve kimyasal ozellikler sergileyen yeni ve benzersiz
biyoaktif dogal triinlerin milkemmel ve istisnai bir deposudur. Giliniimizde deniz
canlilari, degerli nutrasotik ve farmasotik potansiyele sahip ve zengin biyoaktif

bilesiklerin kaynaklarindan biri olarak bilinmektedir (Ngo vd., 2012; Zheng vd., 2011).

Diinya {iizerindeki deniz canllarmin yaklasik 1,4 ila 1,6 milyon arasinda oldugu

diistiniilmektedir(Bouchet, 2006).

Deniz cevresi, diinyanin yaklasik% 95 biyosferini kaplar. Denizlerin ve deniz canlilarinin
insanlar tarafindan kesfedilecek kritik bir biyoaktif bilesik kaynagi oldugu
disiiniilmektedir. Yiiksek tuz, yiiksek basing, diisiik sicaklik, diisiik beslenme ve 151ksiz
ortam vb. 6zel ortamlar biyoaktif maddelerin liretimini karasal organizmalardan farkl
kilmaktadir. Deniz kaynakli bakteriler, mantarlar, aktinomisetler, siyanobakteriler ve
diger organizmalar tarafindan salgilanan dogal bilesenler, aktif farmakoforlar olarak
bilinmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar, deniz organizmalarindan izole edilen biyoaktif
bilesenlerin yeni ilaglar1 kesfetmenin bir yolu olabilecegini gostermistir. Deniz
ortamindan gelen muazzam dogal bilesiklerin antikanser, antibakteriyel, antifungal,
antitimor, sitotoksik, sitostatik, anti-enflamatuar, antiviral oldugu pek ¢ok calisma ile
belirlenmigtir. Biyoaktif bilesiklerin kimyasal sentezi ve biyosentezi alaninda kayda
deger ilerleme kaydedilmesine ragmen, deniz ortami hala yeni ilaglar igin en zengin ve

en ¢esitli kaynaklar olmaya devam etmektedir(Li vd.,2019).

Son on yilda yapilan ¢aligmalar sonucunda, deniz dogal {iriinleri biyoprospektifi, 6nemli

sayida ila¢ aday1 ortaya konmustur. Son zamanlarda iki deniz dogal {irlinii yeni ilaglar
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olarak kabul edilmistir: Siddetli kronik agr1 i¢in gii¢lii bir analjezik olarak Prialt
(zikonotid) ve ileri yumusak doku sarkomunun tedavisinde antitiimor etken maddesi

olarak Yondelis (trabectedin veya E-743) (Ebada vd.,2008).

Deniz organizmalarmin sadece farmasotiklerin gelistirilmesi i¢in yeni biyolojik olarak
aktif maddeler saglamakla kalmayip ayni zamanda insan beslenmesi i¢in gerekli
bilesikleri saglama potansiyeli oldugu kabul edilmektedir (Ngo, 2013). Yeni biyoaktif
maddelerin bir kaynagi olarak deniz organizmalarinin 6nemi hizla artmaktadir (Kim ve
Wijesekara, 2010). Bu bilesiklerin  bircogu anti-tumdr,  antienflamatuar,
imminomodulasyon ve antiviral deneylerde son derece glcli farmakolojik aktiviteler
gostermektedir (Balboa vd., 2013; Mostafa, 2009).

Deniz canlilarindan yeni biyomedikal izolasyon ¢aligmalari, yaklasik 10.000 sekonder
metabolitin izolasyonu ile sonuglanmistir. Bu metabolitlerin bir¢ogu farmakodinamik
Ozelliklere sahip oldugundan dolay1 yeni biyoaktif bilesiklerin deniz ortamindan izole
edilmesine blylk bir ilgi artmistir. Son yillarda, AIDS, immiinosupresyon, Alzheimer
hastaligi, yaslanma siireci ve bazi tropikal hastaliklarm tedavisinde, genel taramayla yeni
hedefler belirlenmistir (Kelecom, 2002). Dunya genelindeki denizler, deniz turevli pek
cok biyolojik numuneye sahiptir(Garcia-Fernandez LF, vd.,2002). Deniz turevli biyolojik
canlilarin pek¢ogu ile yapilan ¢alismalar neticesinde yaklasik 150 bilesigin gesitli kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik oldugu belirlenmistir (Garcia-Fernandez LF, vd.,2002). Deniz
organizmalar1 ¢oklu farmakolojik 6zelliklere sahip ¢ok sayida yeni bilesik saglamaktadir
(Proksch P, vd.,2002 ; Mayer AM, vd.,2003). Son 20 yilda, antiviralden antikansere
kadar cesitli biyolojik aktivitelere sahip binlerce yeni bilesik ve metabolitleri ¢esitli deniz

kaynaklarindan izole edilmistir (Arif vd., 2004).

3.9.1. Algler

Algler deniz organizmalari arasinda biyoaktif bilesikler saglamada ¢ok dnemli bir rol
oynamaktadir (Christaki vd., 2013). Algler, govde, gercek kok ve yapraklara sahip
olmayan, genel olarak sucul ortamlarda yayilma gosteren organizmalardir (Cinar, 2012).
Algler genel olarak morfolojik agidan ¢ok farkli ve degisik organizmalar olarak kabul
edilmektedir. Algler mikroskobik veya makroskobik, hareketli ya da hareketsiz, koloni
ya da tek hiicreli, dallanmamis ya da dallanmis ipliksi, yass1 yaprakli, tiipsi, seritsi,

45



parankimatik talluslu, kam¢isiz veya kame¢ili yapilara sahiptirler (Kazang, 2016). Birkag
milyon y1l gegmise sahip olan Algler, uzunlugu farkli olan ¢ok ¢esitli organizmalar1 da
kapsamaktadir. Ornegin, bazi tek hiicreli algler 3-10 um uzunluga sahip olurken bazi
alglerin (makroalgler) uzunlugu 70 metreye kadar ulagabilmektedir (Anbuchezhian vb.,
2015). Makroalglerin bir¢ogu kiy1 seridini isgal ederken, mikroalgler daha ¢ok okyanus
tabaninda, bentik ve kiy1 seridinde bulunmaktadir (Gtiner, 2017).

Bitkilerin aksine, algler fotosentez {iriinlerini nisasta olarak depolamaz. Alglerde
Klorofil-c ve bitkilerde olmayan bazi pigmentler de mevcuttur. Bu pigmentler alg
gruplarina 6zel renklerini vermektedir (Kazang, 2016). Var olduklar1 ortamlarda
blylimeye devam etmek icin, alglerin; pH (7-9), besin kalitesi ve miktari, tuzluluk, 151k,
sicaklik, mikro- ( siyanokobalamin, biotin ve iz metaller) ve makronutrientler (silikat,
fosfat ve nitrat) gibi faktorlere ihtiyaci vardir. Algler genel olarak boyutlarina gore veya
renklerine gore smiflandirilabilirler. Boyutlarmma goére (6karyotik makroalglerden
prokaryotik mikroalglere kadar) c¢esitli siniflandirmalar mevcuttur (Giiner, 2017).
Alglerin smiflandirilmasinin temeli, sahip olduklar1 fotosentetik pigmentlere gore de
yapilabilir. Ornegin; kirmizi (Rhodophyceae), yesil (Chlorophyceae) ve kahverengi
(Phaeophyceae) algler olmak iizere ii¢ temel sinifa ayrilabilirler. Bu farkliliklar sadece
pigmentasyonla iligkili olmayip ayn1 zamanda hiicre duvar polisakkarit bilesenleriyle de

iligkilidir (Alves vd., 2013; Kadam vd., 2013).

Algler bulunduklar1 alanlarda oksijen ve karbondioksit dengesini saglarlar. Sucul
ortamlarin temel besin iireticileri olduklar1 kabul edilir. Sucul ortamlarda besin zincirinin
ilk halkasinda yer almaktadirlar (Durucan ve Turna, 2014). Alglerin biiyiik bir kism1 sucul
ortamlarda yayilis gostermektedir. Ama bazi alg tiirlerinin asir1 zor sartlarin hiikkiim
sirdiigii buz ve karla kaph yerlerde, ayrica sicakhigi 80°C olan kaplica sularinda da
yasayabildikleri belirlenmistir (Kazez, 2012). Algler nesillerini devam ettirebilmek
amaciyla her canli gibi ¢ogalmak zorundadirlar. Vejetatif, eseysiz ve eseyli ireme olarak
ti¢ degisik Ureme sistemine sahiptirler. Bunlardan en yaygin olarak bilineni vejetatif
iremedir. Baz tiirlerde ise hiicreler biiyiiyerek koloni olusturur ve bunlar da daha sonra
normal biiyliime sonucu boliiniirler. Bazi tiirlerde ise vejetatif lireme tallusun biiylimesi

veya ana bitkinin biiyiimesiyle ger¢eklesmektedir (Aktar, 2012).
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Denizsel algler, serbest radikallerin olusumuna yol agan azaltilmis 151k ve yiiksek oksijen
konsantrasyonlar1 gibi sert ¢evresel kosullara maruz kalmalarina ragmen, 6nemli bir
fotodinamik hasar sergilemezler. Arastrma ¢alismalari, deniz alglerinin UV
radyasyonuna, strese ve otoburlara karsi ¢esitli biyoaktif bilesikler tirettigini gostermistir.
Su sicakligi, tuz igerigi, besinler ve 151k eksikligi gibi biiylime kosullarindaki
degisikliklere bakildigi zaman Denizsel alglerin, biyoaktif bilesiklerin igerigini
degistirebilecekleri disiiniilmektedir (Kadam, 2013).

Alglerin koruyucu kabuklar veya dikenler gibi fiziksel savunmalarin bulunmamasi
nedeniyle, bircok deniz organizmasinin toksik ve / veya caydirici bilesikleri sentezleme
yetenegi gibi savunma mekanizmalar1 vardir. Bu bilesikler avcilar1 caydirir, rakipleri
uzak tutar veya avlarm felg eder (Ebada vd.,2008). Deniz algleri diyet lifi, mineraller,
lipitler, proteinler, omega-3 yag asitleri, esansiyel amino asitler, polisakkaritler ve A, B,

C ve E vitaminleri, B-karoten bakimindan zengindir (Packer, 2016).

Besin degeri igerigi bakimindan olduk¢a zangin olan algler, saglik sektoriinde de
kullanilmaktadirlar. Protein igerigi agisindan zengin mavi yesil alg olan Spirulina, artik
diinya ¢apinda bir saglik gidasi haline gelmistir. Zengin bir protein, vitamin ve mineral
kaynagi olarak kabul edilmistir. Spirulina'nin protein igerigi kuru agirliginin 50-%70'i
arasinda degisirken, en 1iyi bitkisel protein kaynaklar1 bu seviyelerin sadece yarisina

ulasmaktadir (Kapoor ve Mehta, 1993).

3.9.1.1. Makroalgler ve mikroalgler

Makroalgler kokler, govde ve yapraklar yerine yaprak benzeri bir tallustan olusan ¢ok
hiicreli fotosentetik organizmalardir. Deniz yosunlar1 olarak adlandirilan makroalgler
kiyilarda yer alan kayalara ya da tash tabanlara yapisan organizmalardir. Mikroalgler ve
karasal bitkilerle karsilastirildiklarinda hizla Greyebilme ve buyuyebilme 6zelliklerine
sahiptirler. Yapilmis olan ¢alismalarda makroalglerin kimyasal igerikleri %8-24 yaglar,
%50-80 sakkarit, %33-50 lignin ve %7-27 protein oldugu bildirilmistir (Ross vd., 2008;
Korkmaz, 2017).

Makroalgler, zengin biyoaktif bilesiklere sahip olduklarindan dolay1r doganin biyolojik
olarak en aktif kaynaklarindan biri olarak bilinmektedirler (O’Sullivan vd., 2010). Deniz
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makroalglerinden izole edilen bilesikler cesitli biyolojik aktiviteler gdstermistir. Ornegin,
antibakteriyel aktivite (Val vd., 2001), antioksidan aktivite (Yuan ve Walsh, 2006), anti-
enflamatuar 6zellikler (Kang vd., 2008), antikoagulan aktivite (Pushpamali vd., 2008),
antiviral aktivite (Sinha vd., 2010) ve apoptoz aktivitesi (Kwon ve Nam, 2006)

sergilemistir.

Makroalgler genellikle pigmentasyonlarina gére {i¢ ana gruba ayrilir (O’Sullivan vd.,
2010; Roesijadi vd., 2010). Phacophyta'nin (kahverengi makroalgler), fucoxanthin ve
aljinatlar, laminarinler, fucan ve seliiloz gibi polisakkaritleri ihtiva etigi nedeniyle
kahverengi goruniime sahiptir. Chlorophyta'da (yesil algler) bolca bulunan klorofil a ve
b, bu alglere rengini vermektedir. Yesil makroalgler kara bitkileri ile ayn1 klorofil a ve b
oranina sahiptir. Rhodophyta'da (kirmiz1 algler) bulunan ana pigmentler, fikoertirin ve
phycocyanin'dir. Polisakkaritler bakimindan ise, kirmizi algler karragenanlar1 ve agarlar1

ihtiva etmektedir (O’Sullivan vd., 2010; Haugan, 1994; Robic vd., 2009).

Kahverengi algler genellikle ¢cok soguk sularda gelisip biiyiiyebilme 6zelligine sahiptir.
Kirmizi algler genel olarak tropik yerlerde yasayabilmektedir. Yesil algler ise ¢esitli sucul
ortamlarda yasayabilmektedir (Korkmaz, 2017).
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A) Gracilaria dura; B) Acanthophora spicifera; C) Hypnea esperi; D) Padina pavonica

Sekil 3.11. Ticari olarak kullanilan baz1 makroalgler (Rajkumar vd., 2014).

Mikroalgler ise, mikroskopik tek hiicreli ve yaklasik 1-50 pm'lik bir ¢apa sahiptirler.
Mikroalgler, gilines enerjisini fotosentez yoluyla kimyasal enerjiye doniistiirebilen
organizmalardir (Priyadarshani ve Rath, 2012). Mikroalgler tipik olarak Okaryotiktir,
ancak prokaryotik siyanobakterilere de mikroalg denilmektedir (Gong vd., 2011).
Mikroalgler iki prokaryotik bolime (Cyanophyta ve Prochlorophyta) ve dokuz 6karyotik
bélime (Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta,
Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta ve Chlorophyta) ayrilirlar (Mutanda vd.,
2011).

Mikroalgler ototrofik, heterotrofik ve bazi tiirleri ise miksotrofik olmaktadir. Igerdigi ana

fotosentetik pigmentler klorofiller, karotenoidler ve fikobilinlerdir (Barone, 2017).

Mikroalg tiirlerinin tahmini sayis1 22000 ve 26000 arasindadir ve bunlarin sadece az bir
kisminm ekofizyolojisi ve biyokimyasi kesin bir sekilde bilinmektedir. Mikroalglerin

cogu fotosentetik mikroorganizmalardir ve oksijen agiga ¢ikarirlar.
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Mikroalglerin bircogu sucul ortamlarda yasamaktadir. Mikroalgler, balik ve diger sucul
organizmalar tarafindan besin olarak kullanildig: i¢cin dogada besin zincirinin baslangig
noktasini olustururlar. Mikroalgler karasal bitkilere nazaran daha kompleks karbon
bilesikleri olusturabilirler (Kazang, 2016). Cesitli biyolojik uygulamalar ve ¢ok sayida
sagliga yararl bilesiklere sahip oldugu i¢in uzun zamandir insanlar ve hayvanlara gida
olarak kullanilmaktadir (Raposo vd., 2013). Sadece gida degil ayni1 zamanda tirettikleri
kimyasal bilesikler agisindan kozmetik ve ila¢g endustrilerinde oldukca 6nemli rol
oynamaktadirlar (Gong vd., 2011).

3.9.1.2. Alglerin ekonomik 6nemi

Denizsel algler karbonhidrat, protein, mineral, lif ve vitamin bakimindan zengin
kaynaklar olduklarindan dolay1, ge¢misten giiniimiize kadar ¢cok genis ve cesitli alanlarda
kullanilmaktadirlar. Alglerin insanlar tarafindan kullanilmasi ¢ok eski zamanlarda da
bilinmekteydi. Eski dénemlerde algler insan ve hayvan beslenmesi, gubre ve ilag gibi
bircok amag i¢in kullanilmaktaydi. Daha sonraki siirecte ise alglerin cam endiistrisinde
kullanimi ve kiillerinde %1,4-1,8 arasinda iyot igerdigi sebep ile iyot elde edimesinde
kullanim1 da bildirilmektedir. 1670’li yillarda Alglerden ilk ticari kimyasal malzeme
iiretimi gergeklestirilmistir (Durucan ve Turna, 2014). Diinyada, ekonomik amaclar ile
toplanan ve kiiltiirii yapilan alglerin %50°si gida sanayisinde, %401 ila¢ ve kozmetik
sanayinde, %10’u da cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Son yillarda Denizsel algler
endiistrinin bir kolunu olusturmaktadir. Kullanim alan1 bu kadar ¢ok cesitlilik gosteren
ve buna paralel olarak da ekonomik 6nemi buyik olan alglerin tim bu alanlarda
kullanilabilmesi kimyasal yapilarinin iyi bilinmesinden kaynaklanmaktadir (Goswami

vd., 2015; Kipper vd., 2008; Anis vd., 2017).

3.9.1.3. Gida enddstrisi

Diinya niifusunun hizli sekilde artmasi nedeniyle, bugiin diinyada karsilagilan en 6nemli
problemler arasinda gida eksikligi gelmektedir. Mikroalgler ve makroalgler de dahil
olmak iizere algler hem gida bilesenleri hem de hayvan yemi olarak koklii bir gegmise
sahiptir. Bugiin Japonya gibi bazi iilkelerde, makroalgler bir¢ok 6giiniin (6zellikle

wakame, nori, kombu ve hijiki) 6nemli bir par¢asini olusturmaktadir ve ayni zamanda
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algler, genel besin alimmin da %10'unu olusturmaktadir. Algler tarihsel olarak Cin,
Endonezya, Filipinler, Kuzey Kore, Giiney Kore ve Malezya gibi bircok Asya Ulkesinde
gida olarak kullanilmistir. Cin'de her yil yaklasik 4,2 milyon ton alg ¢ogunlukla gida
endiistrisi i¢in yetistirilmektedir (Mouritsen ve Mouritsen, 2013; Liining ve Pang, 2003;

Packer vd., 2016).

Sekil 3.12. Diinyanin en biiyiilk deniz makroalgleri iireticilerinden biri olan Cin'de
Porphyra Uretimi (Packer vd., 2016).

3.9.1.4. Biyoyakt

Kiresel olarak ele alindiginda niifusun enerji ihtiyacinin her gecen yil hizla arttigi
gorulmektedir. Guntimizde fosil yakitlar, ulasim yakitlar1 ve enerji icin dnemli bir
kaynaktir. 2025 yilinda diinyann petrol talebinin mevcut seviyenin %60 oraninda artmasi
beklenmektedir. Artan petrol talebi ve petrol rezervlerinin tlikenmesi nedeniyle, yeni
yenilenebilir biyokiitle kaynagindan biyoyakit iiretim teknikleri tiim diinyada onem
kazanmaktadir. Algler yenilenebilir enerji iiretimi i¢in yeni biyokiitle kaynagi olarak
kabul edilmektedir. Algler birim 151k ve alan basma yiksek biyokitle wverimi
icermektedir. Fazla miktarda yag igerigine sahiptir ve tath su veya tarim arazisi
gerektirmez. Besin maddeleri i¢in gereklilikler atik su veya deniz suyu ile karsilanabilir.

Bu baglamda Makroalglerden biyoyakit iiretimi agagidaki avantajlar1 sunmaktadir;
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»  Makroalgler 6zgiin bir yasam dongiisiine sahiptir. Daha tiretken olurlar ve yilda bes

kez hasat edilebilmektedirler.

» Makroalglerin yetistirmesi tuzlu suda yapilabilir ve sadece giines 1s1gma ve deniz
suyundan mevcut olan besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Kimyasal giibreye ihtiyag

duymazlar. Boylece blyilk miktarda enerji ve para tasarrufu saglanabilir.

» Makroalgler, yiiksek biyokiitle verimleri nedeniyle umut verici bir biyoetanol kaynagi

saglar (Rajkumar vd., 2014).

Mikroalglere bakildiginda, bliylimesi kara bitkilerinden 100 kat daha hizli oldugu igin
mikroalgler de 6nemli yenilenebilir enerji kaynagi olarak kabul edilmektedir. Artan
verimlilik ve maliyette azalma; mikroalglerin toplanmasi ve taginmasi maliyeti, diger
bitki biyokiitle kaynaklarma kiyasla nispeten diisiik olmaktadir. Makroalgler gibi,
mikroalgler de tath su ve tuzlu su ortamlarinda veya ekilemez alanlarda biiyliyebilir.
Bir¢ok mikroalg susunun biyodizele doniistiiriilebilen yiiksek miktarlarda lipit tirettigi
bilinmektedir. Bu sayede, mikroalgler biyodizel ve biyoetanol gibi yenilenebilir sivi

yakitlar i¢in hammadde saglayabilmektedir (Rajkumar vd., 2014).

3.9.1.5. Kozmetik amaclar

Kozmetikler, viicut yapisini veya islevlerini etkilemeden, temizlemek, giizellestirmek,
cekiciligi tesvik etmek veya goriiniimii degistirmek i¢in insan viicuduna uygulanmasi

amaclanan malzemeler olarak tanimlanir (Kim, 2014a).

Denizsel makroalgaler; en bol vitamin, mineral, amino asit, antioksidan ve esansiyel yag
asitleri kaynaklarindan biridir. Makroalg bilesenleri cilt ve viicut tarafindan daha kolay
emilir. Algler, kizariklik ve lekelerin goriiniminu azaltma, parlatma, nemlendirme,
yeniden minerallestirme, giines hasarinin goriiniimiinii azaltma ve cildi sikilastirma gibi
bircok fayda saglar. Algler, biyoaktif bilesikler olan doymus ve doymamis yag asitleri
bakimindan zengindir. Deniz alglerinde biiyiik miktarlarda bulunan palmitik asit ve diger
yag asitleri kozmetikte emiilgatdr olarak kullanilmaktadir. Ornegin, etkili antioksidan
olan askorbil palmitat, yaglanma karsit1 ve kirisiklik karsiti iyi etkiye sahiptir. Kahverengi
makroalglerden izole edilen florotaninler, cilt yaslanma siirecini 6nleme veya yavaglatma

roliine sahip oldugu i¢in kozmetik endiistrilerinde kullanilmaktadir. Kahverengi deniz
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makroalgden ekstrakte edilen polisakkaritlerin (daha kesin olarak Saccharina
japonica'dan elde edilen fucoidan) en iyi nem emme ve tutma kapasitesini sergiledigini
bildirilmistir. Deniz makroalglerinde bulunan kiigiik suda ¢6ziinen mikosporin benzeri
amino asitler (MAA), antioksidan ve cilt koruyucu olarak kullanilmigtir. Bu MAA
molekdillerini iceren Asparagopsis Armata'nin 6ziitii, yaslanma karsit1 6zelliklere sahip
bazi losyonlarda halen kullanilmaktadir. Sargassum macrocarpum'dan sargafuran izole
edilmistir, bu bilesik bakteri hiicrelerini pargalayarak Propionibacterium akneleri
oldirmektedir(Leandro vd., 2020).

3.9.1.6. Farmasotik 6nemi

Son on yillarda, ilging farmasotik aktiviteleri olan deniz organizmalarindan ¢ok sayida
yeni bilesik bulunmustur. Algler ¢ok cesitli farmasotik 6zellikler gostermistir. Deniz
alglerinin biyoaktiviteleri iizerine yapilan g¢alismalar, antioksidan, antienflamatuar,
antimikrobiyel ve anti-kanser etkileri dahil olmak {izere saghg: gelistirici cok sayida etki
ortaya koymustur (Lee vd., 2013). Deniz alglerinin belgelenmis biyoaktif metabolitleri
arasinda bromlu fenoller (Liu wvd., 2011), bromlu oksijen heterosiklikler, azot
heterosiklikler, kainik asitler, guanidin turevleri, fenazin tirevleri, amino asitler ve
aminler, steroller (Kim ve Van, 2011), siilfath polisakkaritler (Kim ve Li, 2011) ve
prostaglandinler bulunmaktadir (Lee vd., 2013).

1985'ten 2008'e kadar yapilan istatistiklere gore kirmizi algler, yesil ve kahverengi algler
arasinda kesfedilen en yiiksek sayida yeni bilesikler gostermistir (Hu vd., 2011).
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Sekil 3.13. Dogal iiriinlerin sayis1 (Y ekseni, yeni dogal iiriinlerin sayisini1 géstermektedir)
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Sekil 3.14. 1985 ve 2008 yillar1 arasinda deniz alglardan izole edilen yeni bilesiklerin
sayist. (X ekseni yillar1 gosterir, y ekseni ise yeni dogal iirlinlerin sayisini1 gosterir. m,
kahverengi algler; A, Kirmizi algler; yesil alg).

Toplumumuzun ekonomik, kultirel, saglk, bilimsel gelisimi nedeniyle gida
aliskanliklarimizda ve yasam tarzimizda onemli degisiklikler meydana gelmektedir.
Ornegin, gelismis iilkelerdeki diyetler oldukga kalorili, doymus yaglar ve sekerler asiri
miktarda ihtiva ederken kompleks karbonhidrat ve diyet lifi tiikketimi diisiiktiir. Bu gergek,
fiziksel aktivitelerdeki azalma ile, obezite problemine yol acarak nufus genelinde kalp

hastaliklar1, diyabet ve hipertansiyon gibi hastaliklarda artisa neden olmaktadir.

Besleyici etkilerinin yani sira, insan organlarinm bir veya daha fazla fonksiyonu i¢in
kanitlanmis bir yarari, saglik durumunu iyilestirir veya hastalik riskini azaltir etkilere
sahip gidalar, fonksiyonel gidalar olarak adlandirilmaktadir. Diinya genelinde ve
tilkemizde degisen/degismekte olan beslenme aligkanliklar1 sebep oldugu hastaliklar
nedeni ile insanlar1 fonksiyonel gida takviyelerine yonlendirmektedir. Alglerde de
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fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilecek biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin var
olmasi, bazi alglerin zor kosullarda yasayabilmeleri (6rnegin, tuzluluk, sicaklik, besin
maddeleri, UV 1smlamasi degisiklikleri) ve bu nedenle hayatta kalmak i¢in hizla yeni
cevresel kosullara adapte olmalari, diger organizmalarda bulunmayan cok c¢esitli
sekonder (biyolojik olarak aktif) metabolitler iiretmelerine olanak saglamaktadir (Plaza
vd., 2008; Packer vd., 2016). Tiim bu sebeplerin yani sira hastaliklara karsi kullanilan
ilaglarin yan etkilerinin oldukga yiiksek olmasi ila¢ firmalar1 ve bilim insanlarimi dogal
iirlinlere yonlendirmistir. Diinya 6liimlerinin basinda gelen Kardiyovaskiiler hastaliklar
ve Kanser tedavisinde kullanilmak icin tercih edilen ilaclarm %75'1 dogal tirtinlerdir.
Gunimizde daha segici, daha gucli ve normal hiicrelere daha az yan etkisi olan
antikanser bilesikleri bulmak i¢in farkli kaynaklardan dogal iiriinler incelenmektedir. Bu
amagla karasal bitkiler arasinda ve deniz ortamlarinda yeni dogal iirlinlerden elde
edilebilecek antikanser ilaglar1 arastirilmaktadir (Greenwell ve Rahman, 2015; Bayraktar,

2019).
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Kullamlan arag¢ ve malzemeler

Hassas terazi (Shimadzu, ATX224)

Evaporator (Heidolph)

UV lamba (Camag)

ELISA Plaka Okuyucusu (Epoch, BioTek)

Su Banyosu (Memmert)

Peristaltik Pompa (Ismatec Mcp)

Otomatik pipetler (Isolab, Eppendorf, Axygen)
Vorteks (WiseMix Wisd VM-10)

Magnetik karistirict (MR Hei-Standart)

Etiv (WiseVen)

Orbital Calkalayic1 (WiseShake Wisd SHO-2D)
Santrifuj (H-2050R)

Ters Faz Kontrast Mikroskopu (Nikon Eclips Ti-U)

Cam Malzemeler

4.1.2. Kullanilan kimyasallar ve reaktifler

Aseton (Sigma)
Metanol (Sigma)
Hekzan (Sigma)
Etilasetat (Sigma)
Butanol (Sigma)
Diklormetan (Sigma)
Sulfdrik asit
Kloroform (Sigma)

Dimetilsulfoksit (Sigma)
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4.1.3. Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi
4.1.3.1. DPPH serbest radikal giderme

0,26 mM 100 mL DPPH Cozeltisi: 10,3 mg DPPH alindi ve 100 mL metanol igerisinde
¢oziildli. Daha sonra karanlik bir ortamda oda sicakliginda 1 gece (yaklasik 12-15 saat)

karistirictya birakildi ve tamamen ¢0zuldu.

4.1.3.2. FRAP aktivitesi

0,2 M 1 L pH=6.6 Fosfat Tamponu: 27,210 g KH2PO4 alinir ve 800 mL saf suda ¢ozuld.
Derisik NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek pH metre ile pH 6,6 ya ayarlanir ve saf su ile 1 L

ye tamamlandi.
% 1 lik Ferrisiyanid: 1 g K3Fe(CN)6 alinir ve 100 mL saf su ile ¢ézilda.
% 10 luk TCA: 10 g TCA alinir ve 100 mL saf su ile ¢ézilda.

% 0,1 lik FeCI3: 0,1 g FeC13 alinir ve 100 mL saf suyla ¢6zuldu.

4.1.3.3. Toplam fenolik madde miktari

%2 lik NaxCOs ¢ozeltisi; 2 g Na,COs tartilir ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra

hacmi saf su ile 100 mL ye tamamland:.

100 mL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR): %20’lik Folin-Ciocalteu reaktifi hazir olarak
kullanildi.

4.1.3.4.Toplam flavanoid miktari

%10’luk AlCls ¢gozeltisi: 10 g AICIs tartilir ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra hacmi

saf su ile 100 mL ye tamamlandi.

1 M NH4CH3COO cozeltisi: 7,79 g NH4CH3COO tartilir ve bir miktar saf suda

¢Ozuldukten sonra hacmi saf su ile 100 mL ye tamamland.
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4.1.3.5.Biyolojik aktivite testleri icin kullanilan kimyasallar ve hiicreler

Pen-Strep  (Penisilin  Streptomisin) solisyonu (A2213) Biochrom GmbH
firmasindan satin alinmistir (Leonorenstrale 2, 12247 Berlin, ALMANYA).
Trypsin-EDTA soliisyonu (T4049) Sigma firmasindan satin alinmistir (Saint
Louis, Missouri, USA).

Fetal Sigir Serumu (FBS) (1524134) Bl (BIOLOGICAL INDUSTRIES)
firmasindan satin alimmuistir (100 Sebethe Drive, Cromwell, CT, USA).

McCoy’s SA Medium (BE12-168F) ve EMEM Medium (BE12-611F) Lonza
firmasmdan satm almmustir ( Basel, Isvigre).

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma firmasindan satin alinmistir.
XTT(2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5 carboxanilide)

(Biological Industries, Israil).

4.1.3.6.Biyolojik aktivite testleri icin kullanilan cihazlar

Santriftj Eppendorf 5810 R (Isolab),

CO2 inkiibator (Nuve, EC160),

Karistiricili Su Banyosu (Nuve, ST30-22),

pH Olger (Mettler Toledo, ABD),

Inceleme Mikroskop (Olympus, Japonya),

Biyoguvenlikli Laminer Akis Kabin (Bilser BLF 200),

Cryotubes (Eppendorf),

Heracell 150 CO- kabin inklbat6r (Heraeus-Thermo Scientific, ABD),
Olympus mikroskop, CKX41 ters faz kontrast (Nikon Eclips Ti-U),
Vortex (WisMix DaihanVM10),

-20 °C buzdolab1 (Haier, DW-40L508),

ELISA plaka okuyucusu (Multiskan ™ GO- Thermo Scientific, ABD),
-80 °C buzdolab1 (Haier, DW-86L628),

Thoma Lami (Marienfeld),

Multi pipetler (Eppendorf),
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o Pasteur pipet (Eppendorf).

4.1.4. Bitkisel materyal
4.1.4.1. Alg’in toplanmasi ve kurutulmasi

Mougeotia scalaris algi 2019 yili Kasim aymda Erzincan'in Karasu nehrinden zarar
vermeyecek sekilde Prof. Dr. Koksal Pabugcu ve Prof. Dr. Ekrem Koksal yardimiyla
toplandi. Alg materyalin tanis1 Prof. Dr. Koksal Pabugcu tarafindan yapildi. Toplanan alg
musluk suyuyla yikanip epifitleri, tuzu, kumu ve mikroorganizmalarindan kurtuldu.
Yikanmis alg oda normal sartlarinda ve gilines 15181 altinda olmayacak sekilde {i¢ giin

kurumaya birakildi.

Sekil 4.1. Erzincan'in Karasu nehri
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Sekil 4.2. Alg nehirden getirildiginde ¢amur, bocek, bocek yumurtalari, epifitler ve
mikroorganizmalar1 igerdigini gosteren resimler

Sekil 4.3. Yikanmis alg 6rnekleri
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4.2. Yontem
4.2.1. Algin ekstraksiyonu

Toplanan Mougeotia scalaris algi kuruduktan sonra blander yardimui ile o6gitildii.
Ogiitiilen bitki 5L lik cam balona konuldu ve yaklasik 5 L hekzan ilave edildi. Daha sonra
balonun agz1 kapatilip oda sartlarinda iki giin boyunca beklemeye birakildi. Siizgeg kagidi
kullanarak elde edilen ekstre suiziildikten sonra evaporator kullanilarak (45 °C) hekzan
oOziitten uzaklastirildi. Uzaklastirilan hekzan yineden alg tizerine eklendi. Bu siire¢ bir kez
daha ayni sekilde tekrarlandi. Yukaridaki islemler kloroform, metanol ve su igin ayr1 ayri
tekrarlanmasi ile alg ekstre edildi. Sonunda dort (Hekzan, kloroform, metanol ve su)

0zutl elde edildi.

Hekzan

Alg (260 gram) _J’
17 — Kloroform
Hekzan Gziti l_ Alg —l

Kloroform éziitd 17 Alg ¢ —vletanol
Metanol Gziitii T’
Alg e — Su
Su Gziitii

Sekil 4.5. Alg 6zitu elde etme sureci
4.1.1. Antiproliferatif aktivite testleri
4.1.1.1. Hlcre kiiltiirii ve kanser hiicre hatlarn

Hicre kiltlrd, laboratuar kosullarinda kontrollii olarak hiicrelerin gogaltilmasi islemidir.
Hicre kulttri metoduyla hicrelerin; ¢cok hizli gelismesi ve artmasi saglanir. in vitro
(laboratuvar sartlart) olarak yapilamayan ¢aligmalar, farkli hiicre hatlarindan ¢ogaltilan

hiicreler vasitasiyla In vivo (canli ortam) olarak yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirii
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caligmalar ile kanser hiicrelerinin, besin maddeleri ile insan viicud 1sis1 ve oksijensiz
ortam gibi fizyolojik sartlarda beslenerek hicre bolinebilmeleri ve yasamlarii devam
ettirebilmeleri saglanmaktadir. Bu tezde yapilan calismada 2 farkli hiicre hatti ile
calisilmistir.  Bu hiicre hatlar1 MCF-7 (goglisadenokarsinoma) ve HT-29
(kolorektaladenokarsinoma)’dir. MCF-7 hiicre hatt1 fetal sigir serumu (FBS) ve penisilin-
streptomisin (Pen-Strep) cozeltisi iceren EMEM besiyerinde kiltire edildi. HT-29 hiicre
hatt1 ise fetal sigir serumu (FBS) ve penisilin-streptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisi igeren
McCoys’ 5A besiyerisi igerisinde kiilttire edildi. Kiiltiirler %5 CO2 ve %95 nem ile 37°C
sicaklikta inkiibe edildi.

Caligmada s1v1 azottan alinan kriyo tiipler 37°C sicaklikta su banyosunda ¢ozdiirtiliip T-
75 hiicre kiiltiirii flasklarma aktarildi. Uzerilerine 7 mL taze besi yeri ilave edilerek
biiyiime ortami olusturuldu. Daha sonra hicreler CO. inklbatoriinde 37°C’de

inkiibasyona biiytimeleri i¢in birakildi.

Belirli konfluense (%80) ulasan hiicrelerin icerisinde bulunan besi yeri ortamdan
uzaklastirildi ve daha sonra 5 mL PBS tamponu ile yikandi. Flask icerisinde tabana
yapisik olarak biiyliyen hiicrelerin tabandan ayrilmasi i¢cin 4mL tripsin/EDTA ilave
edildi. Tripsin/EDTA ilave edilen hicreler 5-10 dk. araliginda CO: inkiibatoriinde
tabandan ayrilmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra
tripsinin aktivasyonu icin flask icerisine 10 mL taze besi yeri eklendi. Hucre
stispansiyonlar1 daha sonra 800 x g de 5 dk. santriftij edildi. Santrifiij edilen hiicre
slispansiyonundan siipernatant kismi ortamdan uzaklastirildi ve pelet lizerine 10 mL taze
besi yeri ilave edilerek 4 adet yeni T-75 flask igerisine aktarildi. Pasajlanan hiicre
kultarleri 37°C sicaklikta %95 nemli % 5 COz inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi.

Pasajlanan hiicreler doluluga (%80) ulastiktan sonra deneylerde kullanilmak iizere
dondurularak kaldirildi. CO2 inklbatOriinden alinan flasklar igerisindeki besi yeri
uzaklastirildi. Tabanda yapismis olan hiicreler 4 mL PBS tamponuyla yikandi. Flask
icerisinde tabana yapisik olarak biiyliyen hiicrelerin tabandan ayrilmasi i¢in {izerine
tripsin/EDTA ¢0zeltisi ilave edildi. Hicre tipine bagli olarak 5-10 dk. araliginda CO2
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra tripsinin
aktivasyonu i¢in flask igerisine 10 mL taze besi yeri ortami eklenerek elde edilen hiicre

sispansiyonu 15 mL’lik falkon tiiplere ilave edildi. Hlcreler 37 °C sicaklikta 800 xg 5
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dk. boyunca santrifiij edildi. Siipernatant kismi ortamdan uzaklastirildiktan sonra pelet,
biiyiime ortaminda (%10 DMSO iceren 3mL dondurma ortami) tekrar silispanse
durumuna getirildi. Hiicreler 1.5’lik kriyo tiiplere aktarilip hizli bir sekilde -80°C
dondurucuya kaldirildi. Bir giin sonra kriyo tiipler s1ivi azot buharinda bekletilmesi igin -

196 °C’de s1v1 azot tankina aktarildi.

Canli ve cansiz hiicreleri birbirinden ayirt etmek ve hiicre sayisini belirlemek i¢in, tripan
mavisi boya yOntemiyle hiicrelerin sayimi gercgeklestirilir. Tripan mavisi boya
yonteminde canli hiicreler, boyayi diglarlar ve parlak olarak goriiniirler. Cansiz hiicreler
ise bu boyay1 igine alir ve mavi renkli olarak goriiniir. Hiicre suspansiyonundan 100 pL
alinarak 2 mL’lik ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 100 pL tripan mavisi konularak
homojenize edildi. Sayimi1 yapilacak olan hiicre siispansiyonundan az bir miktar alinarak
2 mL’lik ependorf tiipe aktarildi. Aktarilan hiicreler tripan boyasiyla yogunluga bagh
olarak karistirildi. Daha sonra hemositometrenin her iki odacigma 10 ul ilave edilerek

inverted mikroskop altinda hiicre sayimi gerceklestirildi.

Hiicrelerin sayimi1 sonrasinda, iki odacik ortalamasi alind1 ve mL basina diisen hiicre

sayis1 su sekilde hesaplandi;

Hiicre say1s1/ mL = Iki odacik ortalama hiicre sayis1 x DF x 104
10* = Hemositometre boyutlarindan hesaplanan faktor

DF = Trypan Blue ile yapilan seyreltme faktori
Hemositometrede bulunan her bir odacigin boyutu;

1 cm uzunluk, 1 cm en, 0,1 cm yikseklik, 0,1 cm® veya 10-4 mm?® (10-4 mL) hacim
seklindedir.
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Sekil 4.6. Hemositometrede canli hiicre sayimi

4.1.2. Antiproliferatif aktivite testleri

Tez kapsaminda Mougeotia scalaris alginden elde edilen su, kloroform, hegzan, metanol
ekstrelerinin 1000 uM stok c¢ozeltileri (%0,2°’lik DMSO iceren) besiyeri ortaminda
hazirlandi. Daha sonra hazirlanan stok ekstrelerin (0-250 puM) farkli derisimlerde
cozeltileri hazirland1 ve uygulama yapilacak hiicrelere ilave edilmek iizere hazir hale

getirildi.

Elde edilen 6rneklerin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik aktiveleri XTT yOntemiyle
gerceklestirildi. XTT kitiyle islemler iiretici firmanin talimatlarina gore yapildi (hiicre
Proliferasyon XTT Kiti, Bl). Bu yéntemde metabolik olarak aktif olan hicrelerde
mitokondriyal enzim aktivesiyle suda c¢Ozinmeyen XTT tetrazolyum tuzu, suda
coziinebilen turuncu renkli formazan bilesigine indirgendi. Olusan bu iiriin 450-490
nm’de ELISA okuyucuda absorbansi kolaylikla belirlendi. Ekimi yapilacak olan
hiicrelerden 100’er puL (10.000 cell/mL) 96 kuyucuklu plakalara eklenip 24 saat streyle
inkiibasyon siireci i¢in birakildi. Inkiibasyon siirecinin tamamlanmasmin ardindan
kuyucuklardaki besi yeri ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra her bir kuyucuk 50 uL. PBS
tamponuyla yikanarak tamponun tekrar uzaklastirilmas: saglandi. Plakadaki hiicrelerin
iizerine 50°ser puL taze tam besi yeri ve 50°ser pL cesitli konsantrasyonlarda (0-100 uM)
ornekler uygulandi. Kontrol kuyucuklarina ise 100 pL %0,2 DMSO igeren tam besi yeri
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eklendi. Plakalar 24 saatlik inktbasyon icin tekrar 37°C’de %95 nem ve %5 CO: iceren
inkiibatore konuldu. Inkiibasyon sonrasmnda 450 nm’de plakalar elisa okuyucuda

kolorometrik olarak okundu.

96 kuyucuklu plakada A1-A12, A1-H1, H1-H12, A12-H12 kuyucuklari bos, B2-B11, C2-
CI11 araligindaki kuyucuklar hiicresiz ve D2-D11, G2-G11 araligindaki kuyucuklar ise
hiicreli ortami1 olusturmaktadir. Kontrol hiicrelerini iceren B2-C2 kuyucuklarma 100 pL,
%0,2’lik DMSO igeren besi yeri, B3-B1l araligindaki kuyucuklara da 100pL
komplekslerin farkli konsantrasyonlari eklenerk 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda her bir kuyucuktaki besiyeri uzaklastirildi. Kuyucuklarin her biri i¢erisine 100
puL basal besiyeri ilave edildi ve iizerlerine 50°ser pL XTT soliisyonu eklendi. CO2
inklbatoriine 5-6 saatlik inkiibasyon i¢in birakildi. Daha sonra plakalarin mikroplate
okuyucuda 450 nm kolorimetrik olarak absorbanslar1 6lgiildii ve kuyucuklardaki hiicre

canlilig1 hesaplandu.

4.2.4. Antioksidan aktivite testleri
4.2.4.1. DPPH serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) c6zeltisi 0,26 mM derisimde etanol igerisinde
¢oziinerek hazirlandi. Standartlarin ve incelenecek molekilin 1 mg/mL olacak sekilde
metanol ile ¢oziinerek hazirlanan stoklarin 5, 10, 20 ve 40 ug/mL konsantrasyonlarini
iceren 3 mL’lik hacim tizerine 1 mL DPPHe ¢6zeltisi ilave edildi. Test tiipleri karistirildi
ve 30 dk karanlik bir odada, 25 °C de inkibe edidi. Yarim saatlik inkubasyon sonunda
her bir reaksiyon karigimmin spektrofotometre ile 517 nm’deki absorbansi 6l¢uldi.
Okunan absorbans degerleri % aktiviteye ¢evrilerek 6ziit igin ICso (ug/mL), saflagtirilan

molekiiller icin ise ICso uM olarak hesaplandi. Test prosediirii modifiye edilmis metoduna
gore yapildi (Blois, 1958).

4.2.4.2. Frap aktivitesi

Ekstre ve saflastirilan bilesigin 1 mg/mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerinden (100 pL)
alind1 ve fosfat tamponu (0,2 M, pH 6.6) ile son hacim 1,25 mL’ye tamamlandi. Bu
karigima 1,25 mL potasyum ferrik siyanir [KsFe(CN)s] (%1) ilave edildi ve karigim 50
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°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, reaksiyon ortamina sirasiyla %
10’luk TCA ¢6zeltisinden 1,25 mL ve %0.1’lik FeCls ¢ozeltisinden 0,25 mL eklendi. Son
karigimin absorbans1 700 nm’de kaydedildi. Okunan absorbans degerleri Trolox (10—-100
umol/L) kalibrasyon grafigi kullanarak 6ziit i¢in umol Trolox esdegeri/g 0ziit, izole edilen

bilesikler i¢in ise uM Trolox esdegeri olarak hesaplandi.

4.2.4.3. Toplam fenolik madde miktan

Oziitten metanol i¢inde hazirlanmis ve 1 mg/mL derisimindeki stok ¢dzeltisinden 100 ul
alinarak Uzerine 4,5 mL distile su ilave edildi. Karisima 100 pl Folin-Ciocalteu reaktifi
eklendi. Karigim 10 dk oda sartlarinda bekletildikten sonra %2’lik Na,COs3 ¢ozeltisinden
300 uL ilave edildi. Bu karisim vorteks ile siddetli sekilde karistirildi ve oda sartlarinda
120 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisimm 760 nm’deki absorbanslari
spektrofotometrede Ol¢iildii. Standart olarak kullanilan gallik asitin farkli derisimleri (1,
5, 10, 25, 50, 100, 250, 400 mg/mL) ile elde edilen kalibrasyon egrisi (R2 =0,999, y =
0,0009x — 0.0067) olusturuldu. Sonuglar mg olarak gallik aside esdeger fenolik madde/g

0zut olarak verildi.

4.2.4.4. Toplam flavonoid madde miktari

Metanol i¢inde 1 mg/mL derisiminde hazirlanan stok ¢6zeltiden 50 puL alinarak son hacim
1 mL’ye metanol ile tamamlandi. Karisima 4 mL su eklendikten sonra ortama %5’lik
NaNO:; ¢ozeltisinden 0,3 mL ve %10’luk AICIz ¢ozeltisinden 0,3 mL eklendi. Cozelti oda
sartlarida 10 dakika inkiibe edildikten sonra 1 M NaOH c¢ozeltisinden 2 mL ilave edilen
karigimin son hacmi distile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Son karisim vorteks ile
karigtirildiktan sonra 15 dakika bekletildi ve absorbanst 510 nm’de kaydedildi.
Kuersetinin 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/mL derigimleri ile ¢izilen kalibrasyon
egrisinden (R2=0,9997, denklem y=1,44x+0,011) vyararlanilarak oziitteki toplam

flavanoid miktar1 mg kuersetin esdegeri/g 6ziit olarak hesaplandi.

%10’luk AlCl3 ¢ozeltisi: 10 g AlCIs tartilir ve bir miktar saf suda ¢oziilditkten sonra hacmi

saf su ile 100 mL ye tamamlanir.

1 M NH4CH3COO cozeltisi: 7,79 g NHiCH3COO tartilir ve bir miktar saf suda
cozuldikten sonra hacmi saf su ile 100 mL ye tamamlanr.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Antimikrobiyel Aktivite Tayini

Calisma sonucunda MSH ve MSK ektraktlar1 S.aureus'a; MSH, MSS ve MSM ektraktlar1
ise S.pneumoniae'ya karsi antimikrobiyel aktivite gostermistir. En yiiksek antimikrobiyel
aktivite 12.5 mm ile S.aureus bakterisi Uzerinde MSK ektraktinda (Vankomisin zon
capmin % 83,3'i), sonrasinda ise 11 mm ile S.pneumoniae bakterisi iizerinde MSM
ektraktinda (Vankomisin zon ¢apmin % 42,3') saptanmistir. S.aureus izolat1 iizerine
MSS ve MSM ektraktlar1 etkili bulunmamis, MSK ektraktt MSH ektraktindan daha etkili
bulunmustur. S.pneumoniae izolatinda MSK ektrakti etkisiz bulunmus olup en etkili
ekstraktlar sirastyla MSM> MSH> MSS olarak bulunmustur. E.faecalis, E.coli, kolistin
direngli E.coli, K.pneumoniae ve P.aeruginosa izolatlarinda higbir ektrakt antimikrobiyel
etki gostermemistir. Bitki ektraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin standart bakteriler

Uzerindeki antimikrobiyel etkisi Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 5.1. Mougeotia scalaris alg ektraktlarinin disk difiizyon metodu ile antibakteriyel
etkisi

Ekstrakt  Ekstrakt Standart Suslara Ait Zon Capi (mm)

Konst. S.aureu S.pneum E.fae E.coli E.coli K.pneum P.aeru

(mg/mL) s oniae calis COL-R oniae ginosa
MSH 200 7.5 9.5 - - - - -

100 7 9.5 - - - - -

50 6.5 9 - - - - -
MSS 200 - 7 - - - - -

100 - - - - - - -

50 - - - - - - -
MSM 200 - 11 - - - - -

100 - 10 - - - - -

50 - 9 - - - - -
MSK 200 12.5 - - - - - -

100 12.5 - - - - - -

50 12 - - - - - -
(+)Kont  Amikasin - - - 19 19 22 23
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(+)Kont  Vankomi 15 26 14 - - - -
sin

(-)Kont Saf su - - - - - - -

MSH: Mougeotia scalaris hegzan ektrakti, MSS: Mougeotia scalaris su ektrakti, MSM:
Mougeotia scalaris metanol ektrakti, MSK: Mougeotia scalaris kloroform ektrakti, -:

Inhibisyon yok

Degerler ikili analizden sonra ortalama olarak verilmistir.

5.2. Anti-diyabetik Aktivite

Anti-diyabetik aktivite

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00 @
1000 © 02 04 06 08 1 1,2

Konsantrasyon (mg/mL)

—@— Kloroform eksrakti

—@— Metanol eksrakti
@— Su ekstrakti

—@— akarboz

% Aktivitre

@

() L

Sekil 5.1. Ekstrelerin anti-diyabetik aktivitesi

Tablo 5.2. Ekstrelerin anti-diyabetik aktivite 1Cso degerleri

Kloroform | Metanol | Su Akarboz

ICso (mg/mL) | 0,53 0,38 >10 0,83
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5.3. Antioksidan Aktivite Testleri
5.3.1. DPPH"serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH-" serbest radikalini sipirmesi Blois metoduna gore yapildi. DPPH, elektron veya
hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, karakteristik mor rengin
acilmasi ve bu kimyasallar tarafindan supurtlmesi (temizlenmesi), spektrofotometrik

yontemlerle dlctilmesi temeline dayanmaktadir (Archana vd., 2005).

NO, NO,
O,N NO, O,N NO,
(AH) ;
T + n ——— L + (A,
DPHPH’ DPPH-H

Sekil 5.5. Serbest DPPH- radikalinin antioksidan tarafindan stpurilmesi (Koksal, 2007)

DPPH" serbest radikal giderme aktiviteleri, farkli derisimlerde hazirlanmis olan
cozeltilerinin 517 nm’deki absorbanslar1 6lgllerek elde edilmistir. Ekstrelerin DPPH’
serbest radikal supirme aktiviteleri karsilastirilmasi igin troloks standart olarak
kullanilmistir. Reaksiyon karisimlarinimn absorbanslarindaki diisme yiiksek serbest radikal

stpirme aktivitelerini gostermektedir.

100 | —e—Trolox Hegzan Kloroform Metanol —o—Su
90 o o
80
70
60
50
40
30
20
10
0
-10 0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ug/ml)

% DPPH Giderme

Sekil 5.6. Ekstrelerin DPPHe radikalini stipirmesinin standart madde olan troloks ile
karsilagtirilmasi
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Sekil 5.6. incelendiginde ekstrelerin standart maddeden daha diisitk miktarda DPPH"
radikalini siipiirdiigii anlasilmaktadir. Eksterler birbiriyle kiyaslandiginda en yiiksek

aktivite sirasiyla metanol>kloroform>su>hegzan seklindedir.

Tablo 5.3. Ekstrelerin ICsg degerleri (DPPHe serbest radikal suipirme)

Ornek ad1 ICso (ug/mL)
Trolox 13,60
Hegzan 331,65

Kloroform 120,14
Metanol 103,12

Su 164,60

5.3.2. Demir (111) indirgeme (frap)

FRAP (pg TEAc/mL)
9.81

2.41

20

15

N
[¢8)
w

3.75

=
v O

HEGZAN
KLOROFORM
METANOL
SU

Sekil 5.7. Ekstrelerin demir indirgeme ytizdesi
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Trolox
y =0.0041x + 0.1289

15 R?=0.9992

0.5

0 50 100 150 200 250 300

Sekil 5.8. Antioksidan standart trolox
5.3.3. Toplam fenolik icerik

Su, metanol, kloroform ve hegzan 6zitlerinin toplam fenolik madde miktar: tayinin de
standart fenolik bilesik olan, gallik asit kullanilmistir. Gallik asit i¢in standart grafik
cizildi ve grafik araciligiyla elde edilen denklem kullanilarak toplam fenolik madde
miktar1 gallik asit ekivalenti (GAE) olarak belirlendi (r?: 0,9954). Bulunan degerler; su
ekstresi icin 10,70 mgGAE/g ekstre, metanol ekstresi icin 8,30 mgGAE/g, kloroform
ekstresi icin 7,28 mgGAE/g ve hegzan ekstresi icin 6,35 mg GAE/g olarak bulundu.

Toplam Fenolik ( mg GAE / gr Ekstrakt)

10.70
12 8.
8
6
4
2
0
>
v

HEGZAN
KLOROFORM
METANOL

Sekil 5.9. Ekstrelerin toplam fenolik igerigi
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Gallik Asit
y = 0.0009x + 0.0208

1 R*=0.999
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Sekil 5.10. Toplam fenolik standardi gallik asit
5.3.4. Toplam flavonoid igerik

Su, metanol, kloroform ve hegzan 6zitlerinde bulunan toplam flavonoid madde miktar1
tayininde standart madde olarak kullanilan kuersetin kullanilmistir. Kuarsetin icin
standart grafik cizildi ve cizilen bu grafikten (Sekil 5.12) elde edilen denklem yolu ile su,
metanol, kloroform ve hegzan 6zitlerinde bulunan toplam flavonoid madde miktari
kuersetin ekivaleni (QE) olarak hesap edildi (r?: 0,995). Bu degerler; ; su ekstrresi igin
8,21 mgQE/g ekstre metanol ekstrresi icin 6,43 mgQE/g, kloroform ekstrresi icin 4,88
mgQE/g ve hegzan ekstresi i¢in 2,26 mgQE/g ekstre olarak bulundu.

Total Flavanoid (mg QEPh/g extract)

6.43 8.21

10

SU

METANOL

O N » OO
HEGZAN . A
(o]
KLOROFORM -

Sekil 5.11. Ekstrelerin total flavonoid icerigi
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Kuarsetin y = 0.0007x + 0.051
R?=0.9994
0.8
0.6
0.4

0.2

0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 5.12. Toplam flavonoid standardi kuarsetin

5.4. Antiproliferatif Aktivite

Mougeotia scalaris alg’inden elde edilen metanol, hegzan ve kloroform ekstrelerinin
HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif aktivite sonuglar1 sekil 5.13. de
gosterilmektedir. Elde edilen veriler ti¢ farkli polariteye sahip ekstrenin de HT-29
hiicrelerinin ¢ogalmasini doz bagimli olarak 500 ile 1000 pg/mL konsantrasyon

araliginda inhibe ettigini géstermistir.

HT-29 m Metanol ekst.

m kloroform ekst.

100 M hekzan ekst.

20
80
70
60
50
40
30

20

Hiicre proliferasyon inhibisyonu (%)

10

500 1000

750
Konsantrasyon (pug/mlL)

Sekil 5.13. Metanol, kloroform ve hegzan ekstraktlarinin HT-29 hiicre hatt1 {izerindeki
doz bagiml antiproliferasyon aktiviteleri
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Mougeotia scalaris alg’inden elde edilen su ve hegzan ekstrelerinin MCF-7 hiicre hatt1
uzerindeki antiproliferatif aktivite sonuglar1 sekil 5.14. de gosterilmektedir. Elde edilen
bulgular su ve hegzan ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerini doz bagimli olarak 500 ile 1000

pg/mL konsantrasyon araliginda inhibe ettigini gostermistir.

MCF-7

=
N
o

BWE WBHE

0 5 10 25 50 75

Konsantrasyon (pg/mL)

=
B D [o] o
o o o o

Hucre Proliferasyon(%)
S

o

Sekil 5.14. Su ve hegzan ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki proliferasyonu

Mougeotia scalaris alg’inden elde edilen farkli polariteye sahip ekstrelerin ve standart
kemoterapétik ajan olarak kullanilan 5-FU ve karboplatin’in HT-29 ve MCF-7 kanser

hiicre hatlar1 iizerindeki I1Cso degerleri Tablo 5.4 de gosterilmektedir.

Tablo 5.4 gbz oniine alindiginda metanol, kloroform ve hekzan ekstraktlarinin HT-29
kolon kanseri hiicre hatti lizerinde antiproliferatif akitivite sergiledigi, su ve hegzan
ekstraktlarmin ise MCF-7 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki antiproliferatif aktivite
sergiledigi gozlenmistir. Test edilen ekstrelerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki 1Cso
degerlerine bakildiginda hekzan ekstresinin su ekstresine kiyasla daha diisiik 1Cso
degeriyle daha yiiksek antiproliferatif aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica, hekzan
ekstresinin kemoterapdtik ajan olarak kullanilan karboplatinden daha yiiksek
antiproliferatif aktivite sergiledigi ve su ekstresinin ise karboplatine yakimn bir aktivite
sergiledigi saptanmistir. HT-29 hiicre hatt1 {izerinde ise en yliksek antiproliferatif
aktiviteyi en diisiik 1Cso (637,62 pg/mL) degerine sahip hekzan ekstresi gosterirken en
diisiik antiproliferatif aktiviteyi ise en ylksek 1Cso (872,40 pg/mL) degerine sahip

metanol ekstresi sergilemistir. Ote yandan HT-29 hiicre hatt1 {izerinde test edilen tiim
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ekstrelerin kemoterapoétik ajan 5-FU’dan daha diisiik antiproliferasyon aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢lar HT-29 hiicre hattinin MCF-7 hiicre hattina kiyasla

daha direngli oldugunu gdstermistir.

Tablo 5.4. Mougeotia scalaris alginin estrelerinin ve kemoterapétik ajanlarin HT-29 ve
MCEF-7 kanser hiicre hatt1 lizerindeki ICso (uM) degerleri

Ornekler MCF-7 HT-29
Su ekstresi 25,86 768,37
Hekzan ekstresi 16,94 637,62
Karboplatin 23,55 -
a-FU - 107,4

a5-FU: 5-Florourasil

75



6. SONUC ve TARTISMA

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, Mougeotia scalaris alg’inin gesitli islemler sonucunda
hazirlanan hegzan, kloroform ve metanol Ozitlerinin antiproliferatif, antioksidan,

antimikrobiyel ve anti-diyabetik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Insanlhigin var olusundan buyana tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin genel olarak ¢icek,
yaprak, kok, kabuk, govde ve meyvelerinde terpenoid, flavonoid, alkaloid ve fenolik
asitler gibi bilesikler bulunmaktadir. Bu sekonder yapilarin antiproliferatif, antioksidan,
anti-diyabetik ve antimkrobiyal gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir.

Mougeotia scalaris’in antioksidan aktivite calismasinda, Ferrik iyonlarmi (Fe®") ferroz
iyonlarma (Fe?") indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore, (Re vd., 1999) tarafindan
rapor edilen metoda gore katyonik radikal temizleme aktiviteleri, Blois metoduna gore
yapilan serbest radikal olan DPPH temizleme aktivitesi, toplam fenolik bilesik icerigi
spektrofotometrik olarak Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak (Slinkard ve Singleton,
1977) ve toplam flavanoid madde icerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile
(Chang vd., 2002) degerlendirildi. DPPHe serbest radikalini siipiirmesi Blois metoduna
gore yapildi. DPPH, elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin
varliginda, bu kimyasallar tarafindan stpUrilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor
rengin ac¢ilmasmi, spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir
(Archana vd., 2005). DPPHe serbest radikal giderme aktiviteleri, farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin 517 nm’deki absorbanslar1 dlgiilerek belirlenmistir.
Bilesiklerin DPPHe serbest radikal giderme aktiviteleri karsilastirilmasi i¢in troloks
standart olarak kullanilmistir. Reaksiyon karigimlarinin absorbanslarindaki diisme
yiksek serbest radikal stipurme aktivitelerini gostermektedir. Sekil 5.6. incelendiginde
ekstrelerin standart olarak kullanilan troloksdan daha az miktarda DPPHe serbest
radikalini siiplirdiigii goriilmektedir. DPPH radikal giderme aktiviteleri, Trolox ICso
degerleri 13,60 pg/mL, hegzan 331,65 pg/mL, kloroform 120,14 pg/mL, metanol 103,12
Mg/mL ve su 164,60 pg/mL olarak hesaplanmustir. Eksterler birbiriyle kiyaslandiginda en
yiiksek aktivite sirastyla metanol>kloroform>su>hegzan seklindedir. Hegzan, kloroform,
metanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar: ile toplam flavanoid miktar1

spektrofotometrik olarak degerlendirilmis ve toplam fenolik madde miktari sirast ile 6,35
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mgGAE/g ekstrakt, 7,28 mgGAE/g ekstrakt, 8,30 mgGAE/g ekstrakt ve 10,70 mgGAE/g
ekstrakt olarak bulunmustur. Aymi sekilde toplam flavonoid miktari sirasiyla 2,26
mgQEPH/g ekstrakt, 4,88 mgQEPH/g ekstrakt, 6,43 mgQEPH/g ekstrakt ve 8,21
mgQEPH)/g ekstrakt olarak bulunmustur. Hegzan, kloroform, metanol ve su ekstreleri i¢in
ferrik iyonlarmi (Fe®*) ferrdz iyonlarma (Fe®") indirgeme giicii tayini sonuglar1 sirastyla
2,41 yg TEAc/mL, 2,33 ug TEAc/mL, 9,81 pg TEAc/mL ve 3,75 pg TEAc/mL olarak
tespit edilmistir. Calisma sonucunda bulunan aktiviteler gidalarin antioksidan

aktivitesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan troloks ile karsilastirildi.

Ekstraktlarm antimikrobiyel ¢alisma sonucunda MSH ve MSK ektraktlar1 S.aureus'a;
MSH, MSS ve MSM ektraktlar1 ise S.pneumoniae'ya karsi antimikrobiyel aktivite
gostermistir. En yiiksek antimikrobiyel aktivite 12,5 mm ile S.aureus bakterisi Uizerinde
MSK ektraktinda (Vankomisin zon capmin % 83,3'), sonrasinda ise 11 mm ile
S.pneumoniae bakterisi tizerinde MSM ektraktinda (Vankomisin zon ¢apmin % 42,3'0)
saptanmustir. S.aureus izolat1 lizerine MSS ve MSM ektraktlar1 etkili bulunmamig, MSK
ektrakti MSH ektraktindan daha etkili bulunmustur. S.pneumoniae izolatinda MSK
ektrakt1 etkisiz bulunmus olup en etkili ekstraktlar sirasiyla MSM> MSH> MSS olarak
bulunmustur. E.faecalis, E.coli, kolistin direngli E.coli, K.pneumoniae ve P.aeruginosa

izolatlarinda higbir ektrakt antimikrobiyel etki gostermemistir.

Kloroform, Metanol ve Su ekstraklarinin anti-diyabetik ¢alisma sonucunda elde edilen
ICs0 degerleri sirastyla 0,53 mg/mL, 0,38 mg/mL ve >10 mg/mL olarak bulunmustur.
Standart olarak kullanilan Akarbozun aktivitesi 0,83 mg/mL olarak bulunmus olup elde
edilen sonuclar akarbozun aktivitesi ile karsilastirilmistir. Sonuglara gore; Kloroform ve
metanol ekstrakti akarbozun aktivitesinden daha iyi, su ekstresinin ise diisiik oldugu

anlagilmaktadir.

Antikanser aktivite ¢alismalar1 neticesinde hekzan ve su ekstrelerinin MCF-7 meme
kanser hiicre hatt1 lizerinde ve metanol, kloroform ve hekzan ekstrelerinin ise HT-29
kolon kanseri hiicre hatti iizerinde doz bagimli antiproliferatif aktivite sergiledigi, HT-
29’a kiyasla MCF-7 tizerinde ekstreler daha ytiksek antiproliferatif aktivite gosterdigi, ve
ayrica karboplatin ve 5-Florourasil’e kiyasla 6zellikle hekzan ekstresinin MCF-7 hiicre
hatt1 {lizerinde istatiksel olarak karboplatinden daha yiiksek ve su ekstresinin ise

karboplatine yakin aktivite sergiledigi belirlenmistir.
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Tez kapsaminda gerceklestirilen bu ¢alismada, elde edilen su ve hekzan ekstrelerinin test
edilen kanser hiicre hatlar1 izerinde gostermis olduklar1 anti-proliferatif aktiviteleri bize
bu ekstrelerde mevcut olan bazi biyoaktif molekullerin apoptozu tetikleyen p-53 ve
kaspaz-3’i indiikledigi ve akabinde Bax/Bcl-2 protein ailesini gen ve protein diizeyinde
modiile edebildigi izlenimini gdstermektedir. Ozellikle MCF-7 meme kanseri hiicre
hattindaki yiiksek aktiviteye sebep olmasi nedeniyle bu molekillerin etki
mekanizmasinin belirlenebilmesi i¢in molekiiler seviyede arastirma ¢aligmalarina ihtiyag

duyulmaktadir.
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