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GUNER, Adem

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali 5
Tez Danismani: Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
Mayis 2017, 212 sayfa

Makroalglerde pek cok stratejik goérevi iistlenen sekonder metabolitlerin
aktiviteleri giinimiize kadar pek¢ok c¢alismaya konu olmustur. Mevcut
calismamizda, Ege kiyilarinda zengin dagilis gosteren farkli karakteristikteki alg
ekstrelerine ait biyolojik aktivitelerin (antioksidan, antimikrobiyal, antimutajenik,

antianjiyogenik, antimutajenik ve protektif etki) ortaya konulmasi1 amaglanmistir.

Bu dogrultuda, Izmir kiyilarindan toplanan alg &rnekleri yikanip
kurutuldaktan sonra hekzan, kloroform ve metanol solvanlari yardimiyla
ekstraksiyonu yapilmustir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH ve ABTS"
yontemleri ile total fenolik ve flavonoit igerikleri ise Folin-Ciocalteu ve
Aliminyum  kloriir ~ yontemleri  kullanilarak  spektrofotometrik  olarak
belirlenmistir. Ozellikle yesil alglerde tespit edilen antimikrobiyal aktive MIC
metoduyla tayin edilmistir. MCF-7, CaCo-2 ve HeLa kanser hiicre ile HEK-293
saglikli hiicre hatlarinda o6zellikle H.scoparia ekstrelerinin daha genis bir
spektrumda sitotoksik etkinlikleri gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda mevcut
antikanser etkilerin apoptotik yolaklar tizerindeki etkinligini degerlendirmek igin,
“Real Time Ready Human Apoptosis Panel” ile yaklagik 84 genin ekspresyon
profilleri incelenmistir. Antianjiyogenik etkiler ise in vivo HET CAM ile in vitro
Wound Healing yontemleri kullanilarak tespit edilmis ve nispeten kirmizi alg
G.gracilis’in metanol ve kloroform ekstreleri etkili bulunmustur. Antimutajenik
etkiler ise Ames MPF™ kiti ve TA98, TA100, TA1535 ve TA1537
suslari kullanilarak -S9’suz ve +S9’lu ortamda gerceklestirilmis ve ekstrelerin
zaylf etkinlikler gosterdigi tespit edilmistir. Tim test yontemlerinde ekstreler
arasindaki farkliliga neden olan metabolitlerin tespiti i¢in ise HPLC ile kimyasal
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igerik analizi yapilmistir. Yiiriitiilen denemeler sonucunda daha genis spektrumda
etkili oldugunu disiindiigiimiiz H.scoparia’nin farede kadmiyumun yol agtigi
genotoksik hasara karsi protektif etkileri KA ve MN testleriyle ortaya konulmus
ve her iki deneme yonteminde de artan doza bagli olarak protektif etkiler

sergiledigi gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Algler, Antianjiyogenik, Antikanser, Antimikrobiyal,
Antimutajenik, Antioksidan, Apoptozis, Mikronukleus.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF HEXANE, CHLOROFORM AND METHANOL
EXTRACTS OF BROWN ALGAE (HALOPTERIS SCOPARIA
(LINNAEUS) SAUVAGEAU), GREEN (ENTEROMORPHA LINZA
J.AGARDH) AND RED (GRACILARIA GRACILIS M.STEENTOFT,
L.M.IRVINE & W.F.FARNHAM) COLLECTED FROM IZMIR GULF
(URLA)

GUNER, Adem

Ph.D. in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
2017 May, 212 pages

The activities of the secondary metabolites which have undertaken many
strategic tasks in macroalgae have been the subject of much work until today. The
present study, it was aimed to reveal the biological activities such as antioxidant,
antimicrobial, antimutagenic, antiangiogenic, antimutagenic and protective effect
of different characteristic algae extracts showing rich distribution on the Aegean
coast.

In this direction, alga samples collected from Izmir coast were washed and
dried and then extracted with hexane, chloroform and methanol solvans.
Antioxidant activities of extracts were determined spectrophotometrically by
DPPH and ABTS" methods, while total phenolic and flavonoid contents were
determined by Folin-Ciocalteu and Aluminium chloride methods. Especially the
antimicrobial activity detected in green algae was determined by MIC method.
Cytotoxic activities of extracts were determined using MCF-7, CaCo-2 and HelLa
cancer cell lines and HEK-293 healthy cell lines, and H.scoparia extracts
appeared to cause a broader spectrum of inhibition. At the same time,
approximately 84 genomic expression profiles were examined with the "Real
Time Ready Human Apoptosis Panel” to evaluate the effect of existing anticancer
effects on apoptotic pathways. Antigenogenic effects were determined by using
Wound Healing and HET-CAM and methanol and chloroform extracts of
relatively G. gracilis were found to be effective. Antimutagenic effects were
determined using Ames MPFTM kit and TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suss
in -S9 and +S9, and the extracts showed weak activity. HPLC content analysis
was carried out to determine the chemical content of metabolite causing the



source of the difference between the extracts. The protective effects of H.
scoparia which are thought to be effective in a broader spectrum as a result of the
carried out experiments against the genotoxic damage caused by cadmium in mice
were demonstrated by KA and MN tests, and It has been observed that it exhibits
protective effects, in a manner dose-dependent.

Key Words: Algae, Antiangiogenic, Anticancer, Antimicrobial,
Antimutagenic, Antioxidant, Apoptosis, Micronucleus.
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1. GIRIS

Deniz ekosistemi kimyasal ve biyolojik farkliliklarindan dolay1 gecmisten
giinlimiize kadar bir¢ok alanda ilgi odagi haline gelmistir. Bununla birlikte, deniz
fauna ve florasindaki yeni kesifler ve dogal olarak kullanimi ¢esitli hastaliklara

kars1 miicadelede ve beslenmede anahtar rol {istlemistir (Chapman, 1970).

Fotosentetik organizma olarak algler, zengin biyolojik ¢esitilige sahip sucul
ortamlarin 6zellikle de denizel ortamlarin primer iireticileri konumundadir. Ayni
zamanda diinyaki tiim denizel kaynaklarda ve gollerde olduk¢a genis bir dagilim
gosterip ortamdaki diger canlilarin beslenmesi, iiremesi, yumurtlamas: ve
korunmasi i¢inde yasamsal faaliyet siirdiirdiigiinden hem ekolojik hem de
biyolojik agidan olduk¢a 6nemlidirler (Lee, 2008). Uzun bir fosil gegmise sahip
olan algler, karasal bitkilerden farkli olarak yasadiklari ortam bakimindan yiiksek
ve diisiik sicaklik, 151k, UV, tuzluluk ve ani 1s1 degisimleri gibi pek¢ok cevresel
olaya kars1 yiiksek mukavemet o0zelligi gostererek hayatlarint siirdiirebilme
yetenegine sahiptirler. Bu benzersiz 6zellikleriyle sayisiz ¢alisgmaya konu olmus
ve yapisindaki aminoasit, vitamin, protein, terpenoidler, yag asitleri, mineraller,
sterol, fenolik bilesikler ve halojene ketonlar gibi 6nemli pek¢cok metabolit ortaya
cikarilmigtir.  Bu  metabolitlerin  giicli  antioksidan igeriginin  yanisira
antibakteriyel, antiviral (Ray, 2004; Fitton, 2006), antifungal (Zinedine et al.,
2004; Haliki et al., 2005), antihipertansif, antitimor (Harada et al., 1997) ve
Ozellikle antikanser (Giiner et al., 2015) ajan olarak kullanilabilecegi ortaya
konulmus ve basta Cin, Japonya ve Hindistan olmak {izere pekg¢ok iilkede genis
bir alanda kullanima sunulmustur. Son yillarda dogal iirlin temelli besin ve
ilaclara olan ilgi gittik¢e artmasina paralel olarak zengin icerige sahip alglerde bu
konuda hak ettigi yeri almaya baslamistir. Ozellikle kanser tedavilerin de
uygulanan klasik tedavilerin yan etkileri, bagisiklik kazanimi ve toksik etkileri
gbz Oniine alindiginda yiiksek antioksidan igerikli, daha etkin ve nispeten az
toksik ozellikli alglerin bu alanda alternatif uygulamalar olarak kullanilma firsati

dogmustur.

Algler, sahip olduklar1 karakteristik Ozelliklere gore ozellikle kahverengi,
kirmiz1 ve yesil alglerin olusturdugu makroalgler ile mikroalgler olarak hem birer

dogal iiriin hem de sentetik molekiillerin yapiminda yapisal birer ajan olarak da
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rol almaktadirlar (Guiry and Nic, 2001). Ekolojik 6nemlerinin yanisira endiistrinin
bircok alaninda da ham madde olarak kullanilmaya baslayarak gida, tarim,

eczacilik, kozmetik ve tip gibi bircok alanda hizmete sunulmustur.

Diinyada bu derece yogun kullanima sahip alg gruplarimin {lkemizde
yeterince ilgi gdrmemesi ve arastirmalarin sinirli alanda kalmasi bu ¢alismanin
temelini olusturmakla birlikte, bu ¢alismada Izmir kiy1 seridinde dagilim gosteren
ve ekonomik ©Oneme sahip olan Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau,
Enteromorpha linza J.Agardh ve Gracilaria gracilis M.Steentoft, L.M.Irvine &
W.F.Farnham deniz makroalglerinin n-Hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerin
kimyasal icerik analizi yapilmigtir. Bununla birlikte, alglerin antioksidan,
antimutajenik, sitotoksik ve pro/antiapoptotik, yara iyilestirici ve antianjiogenik
aktiviteleri ile in vivo protektif potansiyeli farkli sekonder metabolite sahip alg
gruplarmin karsilagtirilmasi yapilarak gelecekteki gida veya tibbi kullanimlarina

yon verilmesi amaglanmustir.

1.1. Alglerin Genel Ozellikleri

Algler kok, govde ve yaprak farklilagsmasi1 olmaksizin klorofil igceren ¢ok veya
tek hiicreli canlilarin olusturdugu yeryiiziinde hemen her yerde bulunabilen
fotosentetik canli grubudur. Gilines 1s18indan aldiklar1 enerjiyi fotosentez
siirecinde kimyasal enerji olarak depo ederek canlilar icin gerekli olan oksijenin
kaynagini olustururlar (Field et al., 1998). 3.8 milyon yillik ge¢mise sahip olan
alglerin yaklasik olarak 280.000 tiire sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bu
tiirlerin boylar1 70 m ile 3-5 um arasinda degismekte olup giinliik 50 cm’e kadar
biiyiiyebilen tiirleri de mevcuttur (Bold and Wynne, 1985; Anbuchezhian and
Karuppiah, 2015).

Algler bulunduklar1 ortamda biiyiimeyi siirdirmek i¢in pH (7-9), tuzluluk,
besin miktart ve kalitesi, sicaklik, 151k, makro- (nitrat, fosfat ve silikat) ve
mikronutrientler (iz metaller, biotin, siyanokobalamin) gibi faktorlere ihtiyag
duymaktadirlar (Lee, 2008) . Dis goriiniimleri tek hiicreli ve ipliksi formlardan
karigik olarak gelismis tiirlere kadar degisik sekillerde goriilebilmektedirler
(Round, 1973). Bu bitki grubunun tiremesi vejetatif, eseyli ve eseysiz seklinde

gerceklesmektedir.  Alglerde en yaygin vejatatif {ireme goriilmektedir.
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Fragmentasyon, hormogonia, akinet, bulbil ve tuber gibi degisik sekillerde
gerceklesebilen vejetatif {ireme genellikle hiicrelerin  biiyiiyerek koloni
olusturmasina ve bunlarin daha sonra normal biliylime sonucu bdliinmesine
dayanir (Cyanophyceae, Diatoms, Ulotrichales). Eseysiz iireme dogrudan dogruya
cogalabilme kabiliyetine sahip farklilagsmis veya oOzellesmis spor denilen
hiicrelerin birer birey olusturarak ana hiicreden ayrilmalariyla gerceklesmektedir
(Cladophora, Chlorella, Rhodophyceae). Eseyli iireme ise, alglerin genel bir
Ozelligi olmayip ayn1 veya farkli iki bireyden olusan, esey bakimindan farkli olan
iki iireme hiicresi veya nukleusun birlesip gelismesiyle olur (Spirogyra, Volvox,
Fucus) (Giiner, 1991).

Algler daha ¢ok kiy1 seridini isgal eden makroalgler ile fitoplankton olarak
okyanus tabaninda, bentik ve kiy1 seridinde yerlesim gosteren mikroalgler
(siyanobakteriler ile Okaryotik mikroalgler) olmak iizere iki biiyiik grubta
simiflandirilir (Garson, 1989; Borowitzka, 2013). Boyutlar1 goz 6niine alindiginda
(prokaryotik mikroalgden Okaryotik makroalge kadar) ¢ok c¢esitli siniflandirma
yapilabilmektedir (Plaza et al., 2008). Algler i¢in smniflandirmanin temeli sahip
olduklari renk pigmentlerine gore yapilir: yesil (Chlorophyceae), kirmizi
(Rhodophyceae) ve kahverengi (Phaeophyceae). Bu farkliliklar sadece
pigmentasyonla iligkili olmayip ayni zamanda depo materyali ile hiicre duvar

polisakkarit bilesenleriyle de iligkilidir (Alves et al., 2013; Balboa et al., 2013).

Bircok tiire sahip olan ve oldukca genis bir dagilim gosteren alg ailesi
yasadiklar1 ortamda herhangi bir etkenle maruz kaldiklar1 uyaranlara kars1 (UV,
sicaklik, pH, 1s1, savunma vb.) sahip olduklar aktif kimyasal ajanlarla (sekonder
metabolitler) karsi koyma yetenegi gosterirler. Bu 6zelliklerinden dolayr basta
eczacilik alaninda ilag hammedesi olmak {izere antikanser, antitiimor,
antimutajenite, antianjiyogenik ve antioksidan olarak birgcok alanda
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda yiiksek oranda vitamin, minarel ve doymamis
yag asiti icerikleri ve diisiik yag igeriklerinden dolayr insanlik tarihi boyunca
besin maddesi olarakta tiketilmektedir (Fujihara
etal., 1984; Tseng and Chang, 1984) (Cizelge 1.1).



4

Cizelge 1.1 Alglerin bilesimi ve genel kullanim alanlar1 (Barbot et al., 2016)

Bilesik Yesil Alg Kirmizi Alg Kahverengi Alg
Su icerigi 70%—-85% 70%-80% 79%-90%
Kiil 18%-53% 26%—48% 33%-55%
Toplam organik | 47%-82% 52%—74% 44%-66%
madde
Karbonhidrat 25%-50% 30%-60% 30%-50%
Polisakkarit Aljinat Agar Agar
Seliiloz Alginat Alginat
Mannan Karrajen Karrajen
Nisasta Seliiloz Seliiloz
Ulvan Lignin Fukoidan
Laminarin
Mannitol
Protein 12%-13% 10%-16% 7%—12%
Lipit 2%—-3% 0%—-3% 0%—2%
Endiistriyel Siilfatlanmig Siilfatli galaktanlar, Fukoidan, fukan
Ekstreler galaktan, vitaminler, mineral hidrokolloidleri
Vitaminler, besleyiciler (lyot), agar, | (Alginat, karaginan,
Antiviral ve Fikobiliproteinler Agar-agar)
Antikoagiilan polifenoller, mineral,
ajanlar pigmentler
Endiistriyel Insan gidasi, | Insan gidasi, hayvan Insan gidasi, hayvan
Kullanim takviye besin, yemi, koyulastirici, yemi,

tibbi kullanim

emiilgator ve jellestirici
madde,

endiistriyel ve
laboratuvar kullanimi1 ve

kozmetik

Tekstil baskist i¢in
alginat,

T1bbi elyaf, kagit
endiistrisi,
Kozmetik, laksatif
olarak agar

Ilag endiistrisi,
Fermentatif tiretim

Organik asitler
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1.1.1. Yesil alglerin genel 6zellikleri

Fotosentetik alglerin en eski atalarindan olan yesil algler 900 ile 500 milyon
oncesine dayanan bir gegmise sahiptir. Trebouxiophyceae (cogunlukla karasal ve
tath  su), Chlorophyceae (cogunlukla tathh su), Bryopsidophyceae,
Dasycladophyceae, Siphoncladophyceae ve Ulvophyceae siniflariyla temsil edilen
yesil algler deniz, tathh su ve karasal yagamda bulunan formlariyla yaklasik
7000°den fazla tiire sahiptir. Ulvophyceae diger siniflara nazaran hiicresel,

morfolojik ve ¢esitliligi acisindan daha fazla degiskenlik gostermektedir (Guiry,
2012).

Tek hiicreli ya da koloni olusturandan ¢ok hiicreli tiirlere kadar, dallanmis
ya da dallanmamus ipliksi, farklilagsmis talluslarla karakteristik 6rneklere sahiptir.
Hiicrelerinde ¢ekirdek, kloroplast ve klorofil a, b ve
cesitli karotenoidleri (karotin, lutein, ksantofil ve pirenoidler) igermekte olup
fotosentez trtinii nisasta ve yaglardir. Hiicre ceperi
seliiloz igeren polisakkaritlerden meydana gelmektedir. Yesil alg grubundan
yaklasik 15 farkl alg tiirii aktif olarak tanimlanmustir. Uremeleri fisyon (yarma),
tomurcuklanma, parcalanma veya zoospor (hareketli sporlar) seklinde eseysiz
iireme ile izogami (gametler hareketli ve ayn1 boyutta), anizogami (hareketli ve
farkli boyutta) veya oogami (disi hareketsiz, erkek hareketli) ile eseyli iireme
seklindedir (Pickett-Heaps, 1975; Lewis and McCourt, 2004) Ayni zamanda
mantarlar ile birliktelik yapip likenleri olusturmaktadirlar (Giiner ve Aysel.,
2009).

1.1.2. Kahverengi alglerin genel 6zellikleri

Kahverengi algler yaklasik 1800 tiir ile temsil edilen, uzunlugu 60 m
bulabilen kompleks morfolojiye ve gelismis anatomiye sahip gruptur. Bu alg
ailesinde ksantofil pigmenti fucoksantin, beta-karoten, klorofil a, ¢ (klorofil b
yoktur) ve diger pigmentleri maskelediginden renkleri koyu zeytin yesilinden
kahverengiye kadar degismektedir. Gida rezervleri genellikle karmasik
polisakkaritler, sekerler ve yiiksek alkollerdir. Temel karbonhidrat rezervleri
laminarindir ve gergek nisasta (yesil algler ile karsilagtirildiginda) yoktur. Hiicre

duvarlar seliiloz, aljinik asit ve uzun zincirli heteropolisakkaritten olusmaktadir


https://tr.wikipedia.org/wiki/Karotenoid
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Karotin&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Lutein
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ksantofil&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pirenoidler&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sel%C3%BCloz
https://tr.wikipedia.org/wiki/Polisakkarit
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(Dawes, 1998; Van den Hoek et al., 1995). Hiicreleri bir tane ¢ekirdege sahip
olup, nukleuslar1 belirgindir ve hareketli hiicreleri iki kam¢1 tasimaktadir (Sharma,
1986).

Bilinen tek hiicreli veya koloniyal temsilcileri olmayip; en basit formu tek
dalli ve ipliksi talluslara sahip olanlardir ve ¢ok hiicreli alglerin biiylik kismini
olusturan bu grup protista subesine aittir (Raven et al., 2005). Eseyli tireme pek
cok kahverengi alg tiirlinde haploid ve diploid olarak degisiklik gdstermekle
birlikte isogami, anisogami veya oogami seklindedir (Thomas, 2002). Gelgit
sigrama bdlgesi, kaya havuzlari, intertidal bolge ve nispeten derin kiyiya yakin
sular gibi genis bir yelpazede yasam alanina sahipken sadece bazi tiirler tatl
sularda yasamaktadir (Lee, 2008). Degerli bilesiklere sahip sekonder metabolitler
cogunlukla Dictyotales, Fucales ve Laminariales sinifa ait 53 tiirden rapor
edilmistir. Ekonomik olarak yenilebilir tiirlerinin olmasmin yanisira o6zellikle
ticari alanda genis kullanima sahip alginat {iretimide bu alg grubunu 6n planda

tutmaktadir.

1.1.3. Kirmz alglerin genel 6zellikleri

Rhodophyceae kelime olarak Rhodo: Kirmizi, Phykos: Yosun, Phyta: Bitki
anlamina gelmektedir. Alglerin en gelismis grubunu teskil eden kirmizi algler,
tropikal, 1liman ve soguk su bolgelerinin kiy1 ve kita sahanlig1 alanlarinin boyunca

baskin olarak yasayan yaklasik 5000-6000 tiire sahiptir (Woelkerling, 1990).

Rhodophyta (kirmizi algler), fikobilizomlarda fikoeritrin, fikosiyanin ve
allofikosiyanin gibi fotosentetik renk pigmentlerinin yani sira, kamg¢i ve
sentriyollerin yokluguyla karakterize olmus 6karyotik alglerin en eski ve en biiyiik
gruplarindan birisidir. Sahip olduklart bu pigmentler kirmizi 151k yansitma ve
mavi 15181 emme Ozelligine sahiptir. Mavi 151k diger uzun dalga boylarindaki
1siklardan daha biiylik bir derinlige kadar niifuz ettigi icin, kirmiz1 alglerdeki
fotosentetik pigmentler diger birgok yosundan biraz daha biiyiikk derinliklerde
yasama sans1 tanir. Bazi kirmizi alglerde ¢ok az fikoeritrine sahip oldugundan
klorofil ve mevcut diger pigmentlerden dolay1 yesil veya mavimsi goriinebilir
(Dixon Peter, 1977; Viola et al., 2001). Sitoplazmalarinda uzun dallanmis

amilopektinden olusan florida nisastasin1 depo ederler.


https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kam%C3%A7%C4%B1
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Pekcok kirmiz1 alg, ¢ok hiicreli, makroskopik, denizel ve eseyli iireme ile
karakterizedir. Bu alg grubu cift hiicre duvarlarina sahiptir. Dis tabaka agar
eldesinde kullanilan agaropektin ve agaroz polisakaritler igerirken, i¢ duvarlari
daha ¢ok seliilozdan olugmaktadir (Fritsch, 1945). Karmasik yasam dongiilerinin
hicbir evresinde hareketli hiicreler ve tasiyici hiicreler goriilmediginden disi
organin gametlere ulagmasi i¢in su akintilarini kullanmaktadirlar. Ayni1 zamanda
iki yerine li¢ nesilden olusan hayat devresi goriilmektedir. Kirmizi algler disi
organlart bakimindan Coleochaeta’ya (yesil alg) yakin olduklar1 distiniiliirken,
sahip olduklar1 fikoeritrin ile fikosiyanin pigmentlerden dolay1 Cyanophyta’ya
yakin olduklar1 distintilmektedir (Ercan, 1995).

Kirmiz1 algler, agar maddesi i¢ermelerinden dolayr biiyiik bir ekonomik
degere sahipken, yiliksek igerikli protein ve vitaminden dolayr ozellikle
Ortadogu’da besin olarak tiiketilmektedir. Hizli biiyime 6zelliklerinden
Gracilaria ve Gelidium tiirleri kiiltivasyonda ve hammadde bakimindan 6nemli

kaynak saglarlar (Kadan, 1994).

1.2. Alglerin Biyolojik Aktiviteleri ve Ekonomik Onemi

1.2.1. Alg sekonder metabolitlerinin biyolojik aktiviteleri

Bitki sekonder metabolitleri primer metabolitler diginda bir organizmanin
yasamsal aktiviteleri silirecine direkt dahil olmayan, biyolojik dagilimi simnirl,
genellikle tiire 6zgli ve cogunlukla ¢evre etkilesimleri sirasinda miidahale igin
tiretilen aktif kimyasal bilesenlerdir. Sekonder metabolitler mikrobiyal patojenlere
ve predatorlere karsi savunmada, abiyotik streslere karsi savunmada (kuraklik,
tuzluluk, UV-B maruziyeti), diger organizmalar ile iletisimde ve diger ekolojik

islevlerde onemli gorevler tistlenmektedirler (Williams et al., 1989).

Sekonder metabolitler, bitkilerin strese maruz kaldigt durumlarda,
hiicrelerde lokalize olan inaktif haldeki ana bilesiklerden enzimatik olarak
meydana gelmektedir (Croteau et al.,, 2000). Alg tiirleri arasinda sekonder
bilesiklerin dagilimi ve konsantrasyonundaki farkliliklari ortaya koymak icin
yirlitilen ¢alismalarda bu {iriinlerin kalitimsal olarak aktif olduklar1 ileri

striilmiistiir (Wright et al., 2004). Biyoaktivite bir liganda bir iyon veya molekiil


https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
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baglanmasiyla downstream kaskadlanmayla sonuglanan fiziksel bir siirectir.

(Vining and Taber, 1979; Williams et al., 1989).

Proteinler ve enzimler yiizeylerinde bol miktarda fonksiyonel gruplar
olusturarak molekiiler etkilesimler i¢in olanak saglarlar. Sekonder metabolitlerin
baglanmast molekiiller arasi iyonik baglar, hidrojen baglari, n-stacking
etkilesimleri ~ ve  van der  waals  baglarinin  etkilesimleri  ile
etkilenmektedir. Ekolojik etkilesimin reseptorleri, bunlart kodlayan genler ve
¢ogunun iiretim yolaklar1 heniiz kesfedilmemistir (Pawlik, 1993; Oskay ve Oskay,
2009). Alglerde enzimleri kodlayan spesifik genlerin molekiiler karakterizasyonu,
sekonder metabolitlerin yolaklardaki dagilimilari1 ortaya koymaya c¢alisan
yardimer tekniklerden biridir. Bu mikroskala teknikleri, alglerde molekiiler
switchleri (biyokimyasal ve ¢evresel gen ifadesinin regiilatorler) tanimlamak ve
genetik diizenlemedeki iliskileri belirlemede kolaylik saglamaktadir. Sekonder
metabolitler tiirevlendikleri biyosentetik yolaklara gore siniflandirilmaktadir. Bu
yolaklar bu aktif ajanlar i¢in bir ¢er¢eve olustursada onlarin asil essizligi sahip
olduklar1 ozellestirilmis enzimlere baghdir. Aym1 zamanda alkol gruplarn
eklenmesi, halojenleme, oksidasyon, indirgeme, stereokimyasal manipiilasyon ya
da siklizasyon buna katki saglamaktadir (Clardy and Walsh, 2004; Maschek and
Baker, 2008). Bitki sekonder metabolitlerin temelde sikimat yolag
(fenol,fenilpropan ve flavonoit), mevalonat yolagi (izopren ve terpen) ve asetat
yolagi (Burja et al., 2001) olarak 3 metabolit yolak tizerinden smiflandiriima

yapilmistir.

Sikimatlar: Pekcok aromatik metabolitleri temsil eden fenilalanin, tirosin,
triptofan ve bunlarin tiirevleri ile Sargassum kahverengi alglerinde bulunan
hidrokinonlarda (Segawa ve Shirahama, 1987) dahil olmak {izere temsil
edilmektedir. izoflavonoidlerin ve neoflavonoids dahil olmak iizere bitkilerde

bulunan flavonoidler shikimatlarin yapisal bir sinifidir (Knaggs, 2003).

Mevalonat yolagi: 5-C isopentanoid birimlerinden olusan terpenler, bir¢ok
otobura karsi Onleyici ve toksinlerdir. Makroalglerden elde edilen sekonder
metabolitlerin yarisindan fazlasim1 izoprenoidler olusturmaktadir. Terpenler,

steroidler, karotenoidler, prenile kinonlar ve hidrokinonlar mevalonat bagimh
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veya bagimsiz yolagiyla aktive olan isoprenoit smifinin elemanlaridir

(Gershenzon and Croteau, 1991; Stratmann et al., 1992).

Mevalonat yolagi: Asetil-CoA’nin 3 molekiilinden olusmus olup, asetat
yolgindan daha farkli bilesikleri (terpenoidler, steroidler ve karotenoidler) asetat

kannalarina goénderir (Buhaescu and Izzedine, 2007).

Alglerde ise bazi kaynaklarda ozellesmis sekonder metabolit iiretiminden
yola ¢ikilarak 5 farkli biyokimyasal yolak siniflandirilmasi gériilmektedir. vardir
(Clardy and Walsh, 2004; Mazid et al., 2011) (Sekil 1.1).

Eikosanoid yolagi; Bu yolak alglerde ¢ok sayida oksilipin (potansiyel
sinyaller), ¢oklu doymamis aldehitler (potansiyel olarak defansif) ve gamet

cezbedicilerin (hormonlar) olusumundan sorumludur (Pohnert and Boland 2002;

Potin et al., 2002).

Izopronoid yolagi; Bu yolagin dagilimi degiskendir ve alglerin evrimsel
tarthi 1iliskin bilgi saglayabilir. Hemen tiim canli hiicrelerinde goriilen
bir metabolik yolaktir. Bu reaksiyonlar zinciri sonunda
olusan hidrofobik molekiillerin hiicre =~ zar1 bakimi, hormon tiretimi, proteinlerin
zarlara tutturulmasi, ve N-glikasyon gibi ¢esitli gérevleri vardir (Schwender et al.,
1997; Holstein and Hohl, 2004).

Sikimat yolagi; Aromatik amino asitlerin {iretimi ve bircok bitki sekonder
metabolit prekiirsorii ile fenilalanin yapimindan sorumludurlar. Yesil ve kirmizi

alglerde bu yolagin tiim detaylar1 aydinlatilmistir (Richards et al., 2006).

Fenilpropanoid yolagi; Deniz alglerinde bu yolagin giiniimiizdeki tek kaniti
C. crispus kirmizi alginde fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enziminin en 6nemli

uyarani olmasidir (Bouarab et al., 2004).

Poliketid yolagi; Zehirli alg tiirleri ve siyanobakteriler tarafindan salgilanan
toksinlerin pek¢ogu bu yolak {lizerinden aktive olmaktadir (Dittmann and
Wiegand, 2006; Hertweck et al., 2007).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Metabolik_yolak
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrofobik
https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre_zar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hormon
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=N-glikasyon&action=edit&redlink=1
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Polyssaccharides
Glucose L (Glycosides,

\ Aminosglycosides)

Pentose Phosphate :> Purines,
Pathway Pyrimidines

<oooooo

Phosphoenolpyruvate

o
o - Cinnamic acid derivatives,
ﬁ Shikimate :> Aromatic aminoacids
g Pathway and other compounds,
{} Mycosporines-like amino acids
Pyruvate
Aliphatic
E amino acids
o
:
{} Fatty acids
Malony-CoA C——————>> )
Acetyl-CoA
Isoprenoids
Mevalonate [ >> (terpenoids, steroids,
Pathway carotenoids)

Sekil 1.1 Primer ve sekonder metabolitlerin baslica biyosentez yolaklari
(Burja et al., 2001)

19. yiizyildan itibaren denizel ve karasal kaynakli sekonder metabolitlere olan
ilginin artmasiyla birlikte, makroalgler de denizel alandan bildirilen bilesiklerin
yaklasik % 20'sine tekabiil edecek sekilde 3.000°den fazla dogal iiriin ile 6nemli
bir yer edinmistir (Blunt et al. 2007). 1960’11 yillarda diinya genelinde kurulmus
olan deniz dogal iiriin laboratuarlar1 ile yillik olarak onceki yilin %50’si kadar
yeni sekonder metabolit tanimlanmis olup, 2000°li yillardan sonra ise eczacilik
(stlfathi polisakaridler, kahalalid) ve antifouling (fimbrolides) alanlarinda
makroalg kaynakli yeni metabolitlerin arayisina hiz verilmistir (Smit, 2004;
Bhadury and Wright, 2004). Makroalglerin iirettigi bu aktif kimyasallarin insan
sagligt icin yararli birgok biyolojik etkinlige, antiviral, antimikrobiyal,
antitrombik, antikoagiilant ve hiicre biiylimesini inhibe edici etkileri oldugu ortaya

konulmustur (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2 Alg ekstrelerinde biyolojik olarak aktif bilesiklerin 6zellikleri.

Antioksidatif Protein, Polisakkarit, PUFAS
Micosporin benzeri a.a.

Glutatyon, Polifenol, Karotenoid,

% Tokoferol, Askorbat

g Antitiimor Polifenol, Karotenoid, Polisakkarit

g, Antibakteriyel Protein, Polisakkarit, Polifenol, Pigment, PUFAS
< Antifungal Pigment, PUFAs, fenol, terpen

Antiinflamatuvar | Protein, Polisakkarit, Karotenoid

Sterol, Polifenol

Antiviral Protein, Polisakkarit, Polifenol, Diterpen, Karotenoid

Bu alandaki arastirmalar incelendigine, biyolojik ve eczacilikk etkili dogal
trtinlerin ~ agirlikli  olarak  denizel kahverengi (Phaeophyceae), kirmizi
(Rhodophyta) ve yesil makroalgler (Chlorophyta)’e ait tiirlerde oldugu
anlasilmaktadir (Bhadury and Wright, 2004). 1500’den fazla bilesige sahip
kirmiz1 algler diger alg gruplarindan daha fazla ¢esitlilige ve verimlilige sahiptir.
Bu alg grubunda isoprenoit, asetojenin tiirevleri, amino asit, sikimat ve niikleik
asit tiirevleri yer alir. Aynm1 zamanda halojenli bilesiklerin 6nemli iireticileri olup
% 90 brom veya klor ihtiva ettigi ortaya konulmustur (Harper et al., 2001; Munro
and Blunt 2005). Rhodophyta’dan rapor edilen kimyasallarin yarisindan fazlasi
(% 57) Rhodomelaceae familiasina ait olup ve bunlarndan biiyiik ¢cogunlugu (%
85) Laurencia cinsinden elde edilmektedir (Sims et al., 1971). Kahverengi alg
grubundan yaklasik 1.140 sekonder metabolit rapor edilmis olup, diterpenler,
florotannins, ¢ok kiiciik halojenler ile kiiciik Cj;; asetogeninler bu grubun
karakteristik bilesikleridir (Blunt et al., 2007). Florotanninler veya polifenoller,
kahverengi alglerde 6zel bulunan poliketitlerin yapisal smiflardir. Yaygin
kolorimetrik yontemler ile kolaylikla miktar tayini yapilabilen florotanninler,
antialgal ve antifungal etkilerinin yanisira yara iyilesmesi, herbivorlara karsi
savunma, mikrobiyal enfeksiyon, metal iyonu selasyonu ve UV korumasi gibi
ekolojik roller oynadig1 ortaya konulmustur (Targett and Arnold, 1998; Amsler
and Fairhead, 2006). Yesil algler yaklasik 300 sekonder metabolit ile makroalg
ailesi i¢inde en az metabolik iriine sahip grubu olusturmaktadir (Blunt et al.,

2007). Yesil algler di- ve seskiterpenlerce zengin gruplardir ve kirmizi alglerden
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farkli olarak yaygin halojenik bilesiklerce fakirdir. Chlorophyta karakteristik
bilesigi birgok yesil alg terpenlerinde bulunan "1,4-diaseokbiitadien dienolate

esterin” varligidir.

1.2.1.1. Alglerin antioksidan aktiviteleri

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak canl
hiicreler tarafindan iiretilen, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron iceren ve diger biyolojik molekiillerle kolayca reaksiyona girme

potansiyeli olan olusumlardir (Gilbert and Colton, 2002).

Belli bir seviyedeki serbest radikaller hiicrenin sinyal iletiminde, hiicre
adezyonu, hiicresel immiin yanit, apoptoz ve hiicre canliligi  gibi hayatsal
faaliyetlerde gereklidir (Mittler et al., 2011). Normal sartlar altinda reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve serbest radikaller antioksidan savunma sistemiyle elemine edilir.
Fakat hiicresel oksidasyon (siiperoksit anyon (O ), hidroksil radikali (*OH),
hidrojen peroksit (H,O,) ve LPO (lipit peroksit) kaynakli endojen veya sigara,
radyasyon ve pestisit kaynakli eksojen maruziyetinde ROS eleminasyonu ve
tiretimi arasindaki denge bozulur. Boylece serbest radikallerin toksik etkileri stres
olusturarak kanser, kardiyovaskiiler hastalik, karaciger hastaliklar, diyabet, bobrek
yetmezligi ve beyin hasar1 gibi pek¢ok hastaligin patogenezine yol acar
(Halliwell, 1994).

ROS’a kars1 savunmaya destek veren antioksidan sistemler enzimatik ve
enzimatik olmayan olarak 2’ye ayrilir. Enzimatik antioksidan sistemi, dogrudan
veya dolayli ROS’a karsti savunmaya katkida bulunur. Katalaz, siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz baslica enzimleri
olup bu enzimlerin fonksiyonu igin eser elementlere (bakir, ¢inko ve selenyum)
ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzimatik olmayan sistemler ise vitaminler (A, C, E ve K),
enzim kofaktorleri (S10), mineraller (Zn, Se ve benzeri), B-karoten, organokiikiirt
bilesikleri (allium ve allium siilfiir), azot bilesikleri (iirik asit), peptidler
(glutation) ve polifenoller (flavonoitler ve fenolik asit) gibi diisiik molekiil

agirligina sahip bilesiklerden olusur (Fang et al., 2002; Mehta ve Gowder, 2015).
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Fizyolojik antioksidan sistemler birkag farkli hattan savunmay1
gerceklestirmektedirler (Niki et al., 2014). Scavenging (siiplirme etkisi)
mekanizmada glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerle peroksidanlar1 daha
kararsiz molekiile doniistiirerek elemine etmektedir. Quenching (sondiirme etkisi)
sisteminde vitamin ve flavanoidler ile oksidasyona bir hidrojen aktararak
etkisizlestirmektedir. Chain breaking (zincir kirma) reaksiyonlarinda mineral ve
hemoglobin gibi bilesiklerle serbest radikalleri kendine baglayarak daha kararl
hale getirirken; Repair (tamir etkisi) mekanizmasinda ise okside molekiilleri DNA
enzimleri ve proteolitik enzimer yardimiyla tamir ederek savunma sistemine

katkida bulunurlar.

Viicudun antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin yan etkilerini
elemine edebilme yetenegine sahipken, bunlarin asir1 tretiminde bagisiklik
sistemi yetersiz kalabilmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak igin antioksidanca
zengin dogal veya sentetik {irlinlerin disaridan takviyesine gerek duyulmaktadir.
Butilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoliien (BHT), propilgalat (PG) ve
butilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlarin ticari olarak kullanimi
mevcuttur. Fakat baz1 sentetik antioksidanlar karsinojenik etkilerinin yanisira
bobrek ve diger organlarda sebep olduklart patolojik zararlardan dolayr kullanimi
siirlandirilmistir (Farvin ve Jacobsen, 2015). Bu sebeplerden dolayi pek ¢ok
aragtirmaci yan etkileri yok veya az olan gida ve ilag bilesimi olarak etkili

oksidasyon inhibitorii olabilecek dogal iiriin arayisina yonelmistir.

Diinyanin hemen her yerinde dagilima sahip olan makroalgler, diger canl
tirlernden farkli olarak, 6zellikle kiy1 seridi algleri, UV, riizgar, gelgitler, ani 1s1
degisimleri, denizel kirlilik ve sudaki canlilar gibi pek¢ok faktdre karsi hayatta
kalmasi i¢in iistiin bir korunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Bu mekanizma
sirasinda ortaya c¢ikardiklar1 sekonder metabolitler birer antioksidan kaynagi
olarak kullanilabilecegi fikrini dogurmustur. Yapilan sayisiz ¢alismlarla alglerin
antioksidan bir kaynak olarak kullanilarak serbest radikalleri engelleme, erteleme
veya uzaklastirma yoluyla sisteme katkida bulunabilecegi ortaya konulmustur

(Cornish and Garbary, 2010).

Algler, glutatyon ve askorbat gibi reaktif antioksidan molekiillerinin

yanisira karotenoidler (o- ve P-karoten, fukoksantin, astaksantin), mikosporin


https://scholar.google.com.tr/citations?user=AI69sRMAAAAJ&hl=tr&oi=sra
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benzeri amino asitler (mikosporin glisin), katesinler, gallat, florotanninler
(6rnegin, floroglukinol), eckol ve tokoferoller gibi sekonder metabolitlerce zengin
bitki gruplaridir (Yuan et al., 2005). Bu alanda yapilan ¢alismalarda, Cystoseira
crinita esmer alginden elde edilen pireniltolukinonlerin potansiyel radikal
stiptirticii etkiye sahip oldugu (Fisch et al., 2003), Ecklonia stolonifera’dan elde
edilen florotanninler ise DEPP radikal siipiiriicii etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Kang et al., 2003).

Kumar et al., (2008) Sargassum marginatum, Padina tetrastomatica ve
Turbinaria conoides kahverengi alg tiirlerinin antioksidan kapasitesini
degerlendirdikleri caligmada, Sargassum marginatum etil asetat fraksiyonlarinin
39.62 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
calismada, Acanthophora spicifera etanol ekstrelerinin 32.01 mg askorbik asit
equivalent/g degerliyle en yliksek 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 yirittiikleri ¢alismada, ulvanin
siiperoksit (IC50=22.1 pg mL™) ve hidroksil radikallerini (IC5=2.8 mg mL™)
onemli olgiide inhibe ettigini ve dolayisiyla bu alg tiiriiniin gii¢lii bir antioksidan

kaynagi olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Kirmiz1 alglerin sahip oldugu fenolik igerikleriyle antioksidan kapasite
arasindaki iligkiyi ortaya koyan calismalarda, 6zellikle Ulva, Entoromorpha ve
Chaetomorpha tiirlerinde flavanoidlerin antioksidan kapasiteyle iliskili oldugu
(Cho et al., 2010) ve klorofille iligkili bilesiklerin fenolik maddelerden daha etkin
rol oynadig: bildirilmistir. Benzer sekilde deniz alglerinde bol bulunan flavonoit
ler ve polifenol bilesiklerinin endojen savunma sistemini kullanarak dogrudan
serbest radikalleri elemine ederek hiicreyi oksidasyon hasarina karst korudugu

ifade edilmistir. (Scalbert et al., 2005).

Alglerin antioksidan kapasitelerinin tespit edildigi ¢aligsmalara istinaden

cesitli hastaliklara kars1 koruyuculuk veya ortadan kaldirmaya yonelik ¢cok sayida
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laboratuvar ¢aligmalar1 da yiritilmiistir (Cizelge 1.3). Godarda et al., (2009)
tarafindan bu konuya iliskin hiperkolesterolemik hamsterlarda Ulva’nin
etkilerinin incelendigi bir calisma yiiriitiilmiistiir. Calisma sonucunda kontrol
grubuna kiyasla Ulva’yla beslenen grupta plazma kolesterol, non-HDL kolesterol

ve trigliserid seviyelerinde 6nemli azalamalar kaydedilmistir.

Cizelge 1.3 Alglerden elde edilen bilesiklerin antioksidan o&zellikleri
(Cornish and Garbary, 2010)

Genel kategori Bilesik Alg Tiirii
Karotenoit p- Karoten Chondrus crispus, Mastocarpus stellatus
Fukoksantin, Kahverengi alg

Antheraksantin,  lutein,  violaksantin, | Kirmz alg

ksanthofil, zeaksantin

Fenolik Bilesik Stypodiol, isoepitaondiol, taondiol, Taonia atomaria
Terpenoid Cystoseira sp.
Fikobilin pigmentleri | Fikoeritrin, fikosiyanin Genelde kirmiz1 alglerde
Fenoller Kategin, epikatesin, gallat Halimeda sp.
Flavonoit ve Florotannin Palmaria palmata Sargassum pallidum

Fucus vesiculosus

Siilfat polisakkarit Fukoidan, alginik asit, laminaran Turbinaria conoides
Fukoidan Laminaria japonica
Stilfat galaktans (lambda karrajen) Bazi kirmizi algler
Galaktan, Kirmizi alglerin ¢ogu
Siilfate glikosaminoglikan Sargassum wightii
Porphyran Porphyra sp.
Vitaminler Askorbat Chondrus crispus Mastocarpus stellatus

Sargassum sp.

Vitamin A Kappaphycus alvarezii

Laminaria, Porphyra ve Palmaria gibi birka¢ alg tiirin antioksidan
kapasitesinin bagirsak, meme ve insan servikal adenokarsinoma kanser hiicre
hatlar1 {izerine iliskisinin arastirlldigi c¢alismada, florotannin, polifenol ve
mikosporin-benzeri amino asitlerce zengin olan alg tiirlerinin kanser hiicrelerini
daha fazla inhibe etme potansiyeline sahip olabilecegi ortaya konulmustur (Yuan
and Walsh, 2006). Ayni sekilde, insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2)
Fucus sp. ekstrelerinin H,O,- aracili serbest radikalleri elemine ederek DNA’da
olusabilecek yikimlara karsi koruyucu rol iistlendigi rapor edilmistir (O’Sullivan

etal., 2011).
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So00-Jin et al., (2005) 7 farkli kahverengi alg tiirliniin enzimatik
ekstraklarinin antioksidan potansiyeliyle iliskili yiiriittiikleri ¢caligmasinda, enzim
ekstraklarmin hidrojen peroksiti %90 oraninda siiplirme aktivitesi gosterdigini
hatta ticari antioksidanlardan daha yiiksek aktivite gdsterdigini rapor etmiglerdir.
Buna paralel olarak, Ege korfezinden toplanan 5 farkli kahverengi alg tiiriiniin
farkl1 solvan ekstreleriyle ilgili yiiriitiilen ¢alisma sonucunda, Dictyota dichotoma
var. implexa’nin en yiiksek total fenolik madde igerigine sahip oldugu ortaya
konulmustur (Demirel et al., 2009).

1.2.1.2. Alglerin antimikrobiyal aktiviteleri

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen veya
oldiren ve mikrobik enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan ajanlardir.
Antimikrobiyal ilaglar onlara oncelikle karsilik hareket eden mikroorganizmalara
gore sentetik veya dogal olarak antibakteriyel, antiviral, antifungal ve bitkisel
kaynakli biyoaktif bilesikler seklinde bulunabilir (Murray et al., 2005).
Antimikrobiyal ajanlar baglica dezenfektanlar (¢amasir suyu gibi objelerde
yasayan mikroorganizmalar1 6ldiirmek), antiseptik (cerrahi operasyon sirasinda
canli dokulara uygulanan) ve antibiyotik (viicud igeresinde mikroorganizma
yikiminda kullanilan) olarak smiflandirilabilir.  Antibiyotikler —bakteriyel
enfeksiyonlarla miicadelede en 6nemli silahlardan biri olup, kesfedildiginden bu
yana insan sagliginin kalitesini arttirmada yararlanilmistir (Vowden et al., 2011).
Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 ve etki
mekanizmalarinin birbirinden farkli olusu, toksin iiretmeleri ve ilaglara direng
kazanmalariyla belirli hastaliklara kars1 daha az etkili olmaya baglanmistir. Bir
antibiyotige kars1 direnc gelistiren bakteri, farkli pek cok ilaca karsi da direng
gelistirmekte ve boylece ¢oklu ilaca karsi direng kazanmaktadir. Su anda, ¢oklu
ilaca direngli bakteri ile iliskili tedavideki basarisizliklar halk sagligi i¢in kiiresel
bir endige haline gelmistir. Bu amagla antibiyotik duyarliligini degerlendirirken
hastanin immiin sistemi, antibiyotigin absorpsiyonu, proteine baglanmasi,
enfeksiyon alanina ulagma yetenegi ve salinim gibi eczacilikk 6zellikleride g6z
oniinde bulundurulmalidir (Demain, 1999; Murray et al., 2005). Bu faktorler géz

oniine alindiginda yeni antibiyotiklerin kesfi hayati 6neme sahiptir.
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Bakteriler, Okaryotik mikroorganizmalar, bitkiler ve g¢esitli hayvansal
organizmalar gibi dogal iirlinler yeni antibiyotiklerin kesifleri i¢in en Onemli
kaynaklardir. 1990’11 yillardan itibaren bitkisel ekstreler veya saf bilesikler, temel
yaglar veya sentez edilen yeni bilesikler potansiyel ajanlar olarak kullanilmaya

baslanmistir (Cowan, 1999).

Organik solvanlar kullanilarak alglerden elde edilen alg ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivite agisidan pek c¢ok calismaya konu olmustur. Biyoaktif
bilesige sahip pek cok alg tiirli bazi gram negatif ve gram pozitif bakteriyel
patojenlerin biiylimesini inhibe ettigi ortaya konulmustur. Alglerde tanimlanan
antibakteriyel bilesikler yag, lipofilik bilesik, fenolikler, alkoloidler, polifenoller,
halojenatlar ve izopirenoit bilesikleridir (Mohamed et al., 2012).

Manivannan et al., (2011) yiiriittiikleri bir ¢alismada Turbinaria conoides,
Padina gymnospora ve Sargassum tenerrimum kahverengi alglerinden elde edilen
farkli solvan ekstrelerinin 6nemli antibakteriyal faaliyet gosterdigini ortaya
koymuslardir. Bagka bir ¢alismada, Himanthalia elongata, Laminaria digitata ve
Laminaria saccharina ve diger birkag alg tiirinden edilen bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitesinin kullanilan solvane goére degisiklik gosterdigi,
kahverengi alglerden elde edilen metanol eksteresinin, yesil ve kirmizi alglerden
elde edilen aseton ekstresinden daha iyi sonuglar verdigi gézlenmistir (Cox et al.,
2010).

5 bakteri tiirii lizerinde 151 deniz alginin etkilerinin incelendigi ¢alismada,
mevsimsel degisiminlerin alg tiirlerindeki antibiyotik tiretimini 6nemli 6l¢iide
etkiledigi ortaya konulmustur (Hornsey and Hide, 1974). Ulva fasciata (yesil) ve
Hypnea musciformis (kirmizi) alg tiirlerinden izole edilen bilesiklerin de genis bir
spektrumda Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aeromonas
hydrophila, Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi’ye karsi antimicrobial aktivite
gostermistir  (Selvin and Lipton, 2004). Benzer sekilde, Mannar korfezi
alglerinden izole edilen metanol ektraktlar1 E.coli, K.pneumoniae, P.aeurginosa
ve S.aureus gibi ¢oklu ilaca direng gosteren bakterilere kars1 farkli diizeyde etki
gosterirken, ¢oklu dire¢ géstermeyen Stocheospermum marginatum’a kars1 glicli

etkiler gosterdigi belirtilmistir (Manikandan et al., 2011).



18

Akdeniz kiyilarindan toplanan 26 deniz alginin metanol ekstraklar1 3 gram-
pozitif (E.faecalis) ve 2 gram-negatif (E.coli, Klebsiella) bakteri suslarina karsi
giiclii ve orta diizeyde aktivite gosterdikleri tespit edilmistir (Rhimou et al., 2010).
Pakistan Karaci’den toplanan 32 alg tiirliyle yiiriitilen baska bir caligmada,
alglerin hemen hepsinin insan, hayvan ve bitkide yaygin gram-pozitif ve gram-
negatif suslara karsi farkli diizeylerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya
konulmustur (Muhammed and Shammel, 2004). Divya et al., (2011) yirittiikleri
calismada Saragassum cinereum metanol ekstrelerinin S.typhi, K.pneumoniae,
P.aeurginosa ve S.aureus suslarina karsi yiiksek aktivite gosterdigini ifade

etmislerdir.

Bununla birlikte ©Onemli birer potansiyel antimikrobiyal ajan olarak
alglerden elde edilen seskiterpenlerce, florotanninler, bromoditerpenler, halojenli

furanlar ve lektinler {izerinede pek ¢ok ¢alisma yiirtitilmiistir.

Laurencia rigida (kirmiz1 alg) tiiriinden elde edilen biyoaktif sesquiterpenler
Bacillus megaterium iizerinde antibakteriyel etki gosterirken (Konig et al., 2000),
Ecklonia kurome’den elde edilen florotanninler hem gram-negatif hemde gram-
pozitif bakteri biiylimelerini inhibe ettikleri ortaya konulmustur (Nagayama et al.,
2002). Urla kiyilarindan toplanan g¢esitli alg tiirlerinin dietil eter ekstreleri gram-
negatiflere kiyasla gram-pozitifler iizerinde daha fazla yiliksek aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir (Tiney et al., 2006). Ayni sekilde kirmizi alg
Laurencia majuscule halojenat bilesikleri insan patojen bakterilerine (Salmonella,
Klebsiella ve Staphylococcus) kars aktivite gosterirken, Delisea pulchra halojenli
furanonlar genis bir spektrumda antibiyotik etkinlik gostermistir (Vairappan,
2003). Bununla birlikte bitki ve hayvanda bulanan lektinlerle ilgili yiirtitiilen diger
bir calismada, 8 kirmizi, 3 yesil ve 2 kahverengi alglerden elde edilen lektin
bilesiginin vibrio bakteri tiirlerine ve balik patojenlerine karsi giiclii inhibisyon

gosterdikleri ortaya konulmustur (Liao et al., 2003).

1.2.1.3. Alglerin antikanser aktiviteleri

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, ¢evre dokulara yayilma ve diger organ ve
dokulara metastaz gibi komplike bir siirecten olusan kanser diinyadaki 6liimlerin

baslica nedenidir (Green ve Reed, 1998). Kanser genellikle eksternal (kimyasallar,
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sigara, radyasyon ve enfekte ajanlar) veya internal faktorlerin (hormon, kalitim,
immiin sistem ve mutasyonlar) tetiklemesiyle normal bir hiicrede kromozomal
DNA’nin mutasyonuyla sonug¢lanir. Bunun sonucu olarak hiicre homeostasisini
saglayan hiicre sag kalim ve apoptozis arasindaki denge bozulur ve kontrol

edilemez hiicre cogalmalar1 baslar (Boopathy ve Kathiresan, 2010).

Programli hiicre 6liimii (apoptozis) ¢ok hiicreli organizmalarin sagkalim
siireci i¢in kritik Oneme sahiptir. Apoptozis hiicre biizlilmesi, membran
kalinlagsmasi, kromatin yogunlasmasi, DNA pargalanmasi ve apoptotik cisimlerin
olusumu gibi farkli morfolojik 6zelliklere sahip enerji bagimli biyokimyasal bir
mekanizmadir. Dogal savunma mekanizmasindaki defektler anormal hiicre
cogalmast ve genetik kusurlarin birikimini tesvik ederek tiimdrigenez ile
sonug¢lanmaktadir (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Apoptozis ekstrinsik (6lim
reseptorleri), intrinsik (mitokondriyal) yolaklar ve kaspaz aileleri aracilifiyla
stireci gergeklestirmektedir. Kaspazlar, inflamatuar kaspazlar (kaspaz -1, -4, -5, -
12) ve apoptotik kaspazlar (baslatici kaspazlar: -2, -8, -9 ve -10 ve uygulama
kasplar1: - 3, -6 ve -7) olarak siniflandirilmaktadir. Kaspazlar-3, -8 ve -9, apoptoz
sinyal yollariin kontroliinde hayati bir role sahiptir. Kaspaz ailesi inaktif pro-
enzimler (zimojenler) olarak sentezlenir ve proteolitik boliinme ile aktive
edilmektedir (Boatright ve Salvesen, 2003). Ekstrinsik yolak Fas ve TNFR-1 gibi
Olim reseptorlerinin uyarilmasiyla baslayip, FADD ve CRADD gibi adaptor
proteinler araciligiyla sirasiyla baslatic1 kaspaz 8 ve effektor kaspaz 3 ve 7’nin
uyarilmasiyla tamamlanan sinyal komleks siirecidir (Locksley et al., 2001). Ayni
zamanda uyarilan baslaticitic1 kaspaz 8, Bid proteiniyle etkileserek tBid proteinine
yarilanir ve intrinsik yolakta anahtar rol oynayan Bcl-2 apoptotik proteinlerini
uyarir. Bcl-2 protein ailesi, anti-apoptotic [BAG1, BCL2, BCL2L1 (BCLxL),
BCL2L2 (Bcl-W), BCL2L10 (BCLB) MCL1] ve pro-apoptotic [BAX, BAK1,
BOK, BCL-XS, BiM (BCL2L11), BAD, BID, BIK, BCL-RAMBO (BCL2L13),
PUMA, NOXA, ve HRK] iiyelerden olusur. Bid tarafindan uyarilan proapoptotik
BAX’m mitokondride birikimiyle sitokrom c sitosole salinir. Daha sonra sitokrom
¢, APAF1 ve kaspaz 9 birleserek olusturdugu apoptozom kompleksiyle kaspaz 3
uyararak apoptozisi baslatir (Kuwana and Newmeyer, 2003). Hiicre ¢ogalmasi
veya apoptozisin aktivasyonundaki anormaliler veya defektler kanser tedavisinde

etkili bir rol oynamaktadir.


https://www.hindawi.com/62014294/
https://www.hindawi.com/38916251/
http://tpx.sagepub.com/content/35/4/495.full#ref-93
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2933400/#R33
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Uzun yillardir kanserin farkli tiplerine uygulanacak kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi operasyonlar ve sentetik ilaglar gibi pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Fakat
bu uygulamalarin bazilar1 minimal fayda saglarken, pek ¢ok yan etkiyede yol
acmaktadir. Bu amagla, son zamanlarda dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler
kanserin herhangi bir asamasina katkida bulunmak i¢in yogun olarak
calisilmaktadir. Denizel canlilarin sahip oldugu kimyasal ve biyolojik c¢esitlilik

yeni antikanser ilaglarin kesfi i¢in olaganiistii firsatlar sunmaktadir.

Denizel organizmalar arasinda oOnemli bir yere sahip olan algler,
antimikrobiyal ve antioksidan Ozlliklerinin yanisira besin olarak tliketilmesi ve
Asya iilkelerinde geleneksel olarak kullanilmasindan dolay1 potansiyel antikanser
ozellikleri yogun olarak calisilmistir. Alglerden elde edilen biyoaktif bilesikler ya
apoptotik yolagi wuyararak kanser hiicrelerini inhibe ederek yada sinyal
enzimlerinin proteinkinaz-c iiyelerinin aktivasyonu araciliiyla hiicre sinyallerini
etkilemektedir (Harada et al., 1997).

Hiicre kiiltiir teknikleri (in vitro), basta kanser olmak {izere bazi insan
hastaliklarinin patogenezini anlamada ve uygulanacak kimyasal bilesiklerin
sitotoksisitesini degerlendirmede in vivo deneylerin vazgegilmez bir pargasi
olmustur (Ekwal, 1980). Bu amagla alg biyoaktif bilesiklerin antikanser
ozelliklerini ortaya koymak i¢in in vitro ve in vivo galismalar es zamanlh pek ¢ok

caligilma yiiriitilmiistiir.

Abirami ve Kowsalya (2012) Swiss albino farelere transplante edilen
Dalton’s askitik lenfoma (DAL) hiicrelerine Ulva fasciata’nin etkilerini
inceledikleri ¢alismada, alg ekstresinin kanser hiicre sayilarinda Onemli bir
azalmaya ve farelerin yasam siiresinde artiglara neden olmasinin yanisira kanserli
hayvanlarda 6nemli biyokimyasal ve hematolojik degisimleri de rapor etmislerdir.
Benzer sekilde, Avrinvillea nigricans’dan elde edilen nigrikanoidlerin MCF-7
(insan gogiis kanseri) hiicre hatlarinda antimitotik aktiviteye sahip oldugu
(Williams et al., 2007), Cymopolia barbata ve Neomeris annulata’dan elde edilen
simobarbatoliin antimitotik aktiveler gdsterdigi ortaya konulmustur (Gerwick,

1981).
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Ulusal Kanser Enstitiisiit (ABD) tarafindan Portieria hornemannii kirmizi
alg tiiriinden elde edilen pentahalojenli monoterpen bilesiginin bazi insan tiimor
hiicre hatlar1 iizerine etkisi incelenmis, renal, beyin ve kolon tiimor hiicre
hatlarina kars1 yiiksek diizeyde sitotoksik etkili iken, melanoma ve 16semi hiicre
hatlarinda daha az etkili bulunmustur (Fuller et al., 1992). Siklik ve linear peptid
ailesinden olan kahalalid Bryopsis sp. tiirlerinden elde edilmektedir. Bu bilesigin,
Klinik olarak faz II asamasinda gogiis ve prostat tiimor hiicrelerinde hiicre
Oliimiine neden olan lizozomlarin membran yikimina sebep olduklar1 ortaya

konulmustur (Martin-Algarra et al., 2009).

Bagka bir ¢alismada, Cymodocea nodosa’dan elde edilen diarilheptanoidler
akciger kanseri NSCLC-NG6 hiicre hatlar tizerine sitotoksik etkiliyken (Konitza et
al., 2006), Caulerpa sp. tiirlerinden elde edilen kaulerpenin antikanser, antitimor
ve antiproliferatik ozellikler sergilemistir (Fischel et al., 1995). Yesil alg
Enteromorpha prolifera’nin feofitin, klorofil a ve b bilesiklerinin farede cilt
kanserini uyaran kimyallara karsi baskilayict bir potansiyeli oldugu ortaya

konulmustur (Okai et al., 1997).

Yenilebilen alg tiirlerinin gida takviyesi olarak kullanimi gbz Oniinde
bulunduruldugunda immiin sistemi destekleme ve kanserin tedavisinde de
kullanimda kaynak olarak kullamlabilecegi diisiiniilmiistiir. Ozellikle Laminaria
(kahverengi) sp. tiirliniin popiiler sekilde gida olarak tiiketildigi ve Asya
iilkelerinde kanser tedavisinde geleneksel olarak kullaniminin mevcut oldugu
bilinmektedir (Yubin and Guangmei, 1998). Bu konuyla ilgili yiiriitiilen bir
calismada, Laminaria japonica ve Undaria pinnatifida’dan izole edilen siilfat
polisakkaritlerin insan gogiis kanser (T-47D) ve melanoma SK-MEL-28 hiicre
hatlarina kars1 antitimoral aktivite gosterdigi bulunmustur (Vishchuk et al., 2011).
Bununla birlikte, Halimeda stuposa ve Dictyota sp., tiirlerinden izole edilen farkli
bilesiklerin insan ve memeli hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkinlik gosterdigi

ifade edilmistir (Simon et al., 2012).

Ozellikle kahverengi alglerden elde edilen fukoidanm déniisiim, farklilasma
ve hiicre proliferasyonunda Onemli bir rol oynadigr ortaya konulmustur.
Fukoidanin etkilerini gosteren bagka bir in vitro ¢alismada, Laminaria guryanovae

fukoidan bilesigi JB6 C141 hiicrelerinde epidermal growth faktoriin (EGFR)
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fosforilasyonu ile inhibasyon aktivitesi sergiledigi gortilmustiir (Lee et al., 2008).
Benzer olarak, Ascophyllum nodosum’ dan izole edilen fukoidanin kolon
adenokarsinoma hiicrelerinin yayilimini inhibe ettigini ve ektrasellular matrikste
bu hiicrelerin dagilimimi bloke etmek suretiyle insan gogiis kanser hiicrelerinin
inhibisyonunu sagladigi rapor edilmistir (Haroun-Bouhedja et al., 2002).
Cladosiphon okamuranus fukoidan bilesiklerinin ise kaspaz-3 ve -7 bagimli
yolaklar tizerinden U937 hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir

(Teruya et al., 2007).

Kahverengi alg tiirii Ecklonia cava’dan izole edilen dioksinohidroekoliin
insan gogiis hiicrelerinde (MCF-7), Nuclear Factor kappa B (NF-kB) yolag
iizerinden apoptozisi uyararak antiproliferatif 6zellikler sergiledigi rapor edilmistir
(Kong et al., 2009). Yang et al., (2010) Laminaria japonica‘dan izole edilen
florotannin bilesiginin fare 16semi hiicre hatti (P388) ve hepatoselliiler karsinoma
hiicre hattinda (BEL-7402) antiproliferatif aktiviteler gosterdigini ifade
etmislerdir. Bu bilesikler disinda, Stipodium zonales’den tiirevlenen aromatik
yaglarin karaciger ve kolon kanser hiicre hatlarina kars: sitotoksik etkili oldugu

belirtilmistir (Dorta et al., 2002).

Laurencia microcladia kirmizi alginden elde edilen sesquiterpen elatol
bilesigi, 6zellikle hiicreleri G; fazinda tutarak sitotoksik etki sergilemektedir. Ayni
zamanda, western blot analizlerine gore, elatol siklin-D1, siklin-E, siklin-bagimli
kinaz ve cdk 4 ekspresyonunu azaltir. Bel-x1’de bir azalma ve BAK, kaspaz -9 ve
p53 ekspresyonunda bir artis gozlemlenmistir. In vivo ¢alismalarda ise elatol
C57B16 farelerde tiimor biiylimesini dnemli diizeyde azaltmigtir (Campos et al.,
2012). Bununla birlikte, Corallina pilulifera HelLa’ya, Enteromorpha ve
Gracilaria metanol, kloroform ve etanol ekstreleri HCT15 hiicre hatlarina karsi
antiproliferatif aktivite gostermistir (Hyun et al., 2007; Murugan and lyer, 2012).
Alglerden izole edilen diger 6nemli bir bilesik grubu olan yag asitlerinin genis bir
anlamda kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkili oldugu rapor edilmistir

(Jiang et al., 2008).

Capsosiphon fluvescens’den izole edilen polisakkaritlerin gastrik hiicre
hatlarinda kaspaz3 ekspresyonunu arttirip, Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak

apoptozisi uyardig1 ve dolayisiyla polisakkaritlerin ve PI3K/AKT aktivasyonu
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ve IGF-IR fosforilasyon diizeylerini azalttig1 rapor edilmistir (Kwon and Nam,
2007). Poliskkaritlerce zengin olan kirmizi alg Laurencia sp. tiirlerinden elde
edilen bilesiklerin HeLa hiicrelerine (ICso = 15.5 uM) ve gogiis kanser hiicre
hatlarina (ICsg < 15.5 uM) kars1 sitotoksik etkili oldugu ortaya konulmustur
(Sun et al., 2007; Zubia et al., 2009). Turbinaria conoides’in elde edilen oksijenli
fukostreol bilesiginin A-549 (insan akciger adenosarkinoma) ve HT-29 (inan
kolon adenosarkinoma) hiicre hatlarinda ¢ok diisiik dozlarda bile etkili oldugu

(ED50= ~0,4-5,9 pg/ml) belirtilmistir (Sheu et al., 1999).

Kahverengi alg Cystoseira crinita’dan izole edilen gesitli aktif bilesiklerin
HMO02 gastrik adenokarsinoma, HepG2 hepatosellular karsinoma ve MCF7
gbglis adenokarsinoma (ICsg < 2 pg/ml) hiicre hatlarina karsi etkili oldugu ifade

edilmistir (Fisch et al. 2003).

1.2.1.4. Alglerin anjiyo/anti-anjiyogenik aktiviteleri

Anjiogenezis kelimesi, ilk olarak Hertig tarafindan 1935 yilinda
adlandirilmis olup, mekanizmasi1 Folkman tarafindan ortaya konulmustur.
Anjiyogenez, var olan damarlardan yeni kan damarlarinin olusmasi olup,
embriyonik gelisme, yara iyilesmesi, inflamasyon, timor gelisimi ve metastaz gibi
fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hedef endotel
hiicresi i¢inde go¢ ve yapisma sinyalleri igerir (Folkman, 1995; Thamilarashi et
al., 2014).

Tim damarlarin en i¢ astarni olusturan endotel hiicreleri nispeten durgun
hiicrelerdir. Vaskiiler endotel i¢in ortalama devir siiresi genellikle yillarla dl¢iliir.
Bununla birlikte, endotel hiicreleri fizyolojik veya patolojik uyaranlara maruz
birakildiklarinda, baz1 kemik iligi hiicre popiilasyonun biiylime hizina yaklasarak
hiicre dongiisiine hizli girerler ve bazi1 tiimor hiicreleri ¢ogalma kapasitesini
asabilir. Fakat bu silire¢ hem gec¢ici hemde zaman ve mekan agisindan kesinlikle
kisithdir. Bu durum, oOzellikle iyilesme dokusunun metabolik taleplerinin
artmastyla ortaya ¢ikan ve graniilasyon dokusu igeren zengin kan damar
aglarindan olusan kutandz yaralar i¢in dogrudur. Bu islemin daha kolay
anlasilmasi i¢in, anjiyojenezi koordine eden hiicresel ve molekiiler islemler ¢esitli

siiflandirmalar ile aydmlatilmaya calisilmustir. ilk olarak, bu islemin hem
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anjiyojenez (mevcut kan damarlarindan kilcal damar olusumu) hem de
vaskiilogenez (kemik iligi kaynakli endotel kok hiicrelerin harekete gecirilmesi)
yoluyla gerceklestigine dair artan kamitlar vardir. ikincisi, bu islem son derece
kompleks olup endotel hiicreleri, ¢oziinebilir anjiyojenik biliylime faktorleri ve
ekstraselliilar matrix molekiilleri arasinda dinamik, zamansal ve uzamsal olarak
diizenlenmis bir etkilesim gerektirir. Ugiinciisii, yetiskinlikte damar biiyiimesinin
diger fizyolojik (disi lireme sistemi) veya patolojik kosullarmin (karsinogenesis)
aksine, dogal immiin cevabin aktiflestirilmesiyle anjiyogeneze yol acar (Sabine et

al., 2007; Gurtner et al., 2008).

Anjiyogenez yetiskin organizmalarda goriiliirken, asir1 anjiyogenez, kanser,
diyabetik korliik, romatizmal artrit ve sedef hastalig1, yetersiz anjiyogenez ise
koroner arter hastaligi, inme ve geciken yara iyilesmeleri gibi pek cok hastalikla
ilgilidir. Son yillarda, anjiyogenez icin VEGF (vaskiiler endoteriyal biiylime
faktorii) protein ailesi gibi 6nemli arabulucularin tanimlanmasinin yanisira in vivo

ve in vitro’da pek ¢ok modelleme yapilmistir.

Anjiyogenezis yara iyilesiminde anahtar rol oynamaktadir. Yarali doku,
hasarli bolgeyi onarmak i¢in karmasik ve yapilandirilmis bir dizi olay baglatir. Bu
olaylar, anjiyojenik  faktorlerin  vaskiilarizasyonunun  artmasi,  hiicre
proliferasyonunda ve hiicre dig1 matris birikiminde bir artis ve nekrotik dokuyu
yok etme siirecinin bir par¢ast olarak inflamatuvar immiin hiicrelerin
infiltrasyonunu igerebilir. Yara alanina dogru hiicre gocii yara iyilesme siirecinin

onemli safhasidir (Tannock and Hayashi, 1972).

In vitro yara iyilestirme testleri, arastirmacilar tarafindan hiicre
kutuplasmasi, doku matrisinin yeniden modellenmesi veya hiicre ¢gogalmasi, farkl
hiicrelerin ve kiiltiir kosullarinin go¢ oranlarinin hesaplanmasi gibi farkli yollarla
yillardir ¢alisilmaktadir. Yara 1iyilestirme testleri, c¢ogu hiicre biyolojisi
laboratuarinda kolaylikla temin edilebilen araglar ile endotel hiicre gdgiiniin
gerceklestirilebilecegi nispeten ucuz ve basit bir yontemdir (Cynthia, 2008).
Bununla birlikte, anjiyogenezi etkileyen faktorlerin degerlendirilmesi asamasinda
etkileri direk gozlemleyebilmek ve in vitro galisma sonuglarini dogrulayict olarak
canli dokular tizerinde in vivo denemelerin yapilmasi mevcut siiphelerin ortadan

kaldirilmasina yardimer olacaktir. In vivo testler cogunlukla gerceklestirmesi ve
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kantifikasyonu daha zor ve zaman alici olmasina ragmen gerceklestirilmesi kolay
olan ve daha iyi kantifikasyona izin veren in vivo test sistemleride mevcuttur.
Civciv korioallantoik membran (CAM) y6ntemi, in vivo olarak anti-anjiyogenezi
incelemek i¢in erisilebilir bir sistem sunmaktadir. Dollenen yumurta yasayan bir
sistem oldugundan, basit olmasina ragmen, bu model daha once tarif edilen in
vitro sistemlere kiyasla hiicreler, patojenler ve eczacilikk reaktiflerin in vivo
analizleri i¢in daha fizyolojik bir sistem saglar. CAM, embriyo disinda kolaylikla
erisilebilir ve karmasik biyolojik sistemleri incelemek i¢in teknik olarak basit bir

yol saglar (Staton et al., 2009).

Anti-anjiyojenik ajanlar (VEGF) patolojik anjiyogenez inhibisyonunda
etkili olmasina ragmen, birgok hastada kullanimini engelleyen ciddi yan etkilere
sahiptir ve bu nedenle bu hastalar anti-anjiyojenik tedavinin optimum ve olumlu
etkilerinden mahrum kalmaktadir. Buna gore, gilinlimiizde kullanilan anti-
anjiyojenik ilaglarin maliyeti yliksek ve ciddi toksisiteleri alternatif stratejiler
aramaya yoneltmistir. Aragtirmacilar, yiizyillar boyunca bir¢ok hastaligin tedavisi
icin dinyanin farkli yerlerinde kullanilan basta algler olmak {izere bitki
tiriinlerinden dogal olarak olusan etkili, diisiik veya az miktarda toksisiteye sahip

anti-anjiyojenik molekiiller iizerinde yogunlagmislardir (Lu et al., 2016).

Alglerin  anti-anjiyogenik  etkilerinin  incelendigi  bir  ¢alismada,
Stoechospermum marginatum ekstreleri in vitro’da HUVEC hiicrelerine, in
vivo’da koryoallontoyik membran (CAM) denemelerine karsi anjiyogenezi inhibe
ettikleri ortaya konulmustur (Vinayak et al., 2014). Benzer olarak, kontrol
grubuna gore Sargassum muticum metanol ekstresinin uygulandigi CAM
grubunda damar sayisinda ve uzunlugunda Onemli bir azalmaya yol acarak

antianjiyogenik 6zellik gosterdigi belirtilmistir (Namvar et al., 2013).

Stinophillum sargassum’dan tiirevlenen Sargassum A’nin heparin baglayici
anjiyogenik biiyiime faktorlerinin aktivitesi tlizerinden antikanser ve anti-
anjiyogenik ozellikler gosterdigi ortaya konulmustur (Dias et al., 2005). Bununla
birlikte, yesil alg tiirevli sifonaksantinin eX vivo ve hiicre kiiltiir sistemlerinde

anjiyogenezi inhibe ettigi belirtilmistir (Ganesan et al., 2010).
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Yu et al., (2011) in vivo CAM denemelerinde Grateloupia filicina tiirevli
GFPO8 bilesiginin, MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini etkilemeksizin TF (tissue
factor) proteinin ekspresyonunu azaltarak yeni damar olusumunu engelledigini
ileri siirmiislerdir. Antianjiyogenik etkinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada,
Codium cylindricum’dan izole edilen siilfat galaktan molekiilleri, in vitro
HUVEC’te ve ex vivo’da serumsuz matriks kiiltiir modellerinde kiigiik damar

olusumlarini inhibe ederek antianjiyogenik aktivite gostermislerdir (Matsubara et
al., 2003).

Alglerin 6nemli bir bilesigi olan alginatin, in vivo hayvan yara iyilestirme
modelleri iizerinde ¢esitli anjiyogenik faktorleri (VEGF, fibronektin ve kollajen)
uyararak yara iyilestirme siirecini etkiledigi ortaya konulmustur (Lee et al., 2009).
Bir bagka hayvan modeli {izerinde, Padina sp. tiirlerinden izole edilen siilfat
polisakkaritlerin epidermal rejenerasyon ve kollajen olusumunu tesvik ederek

yaranin iyilesme siirecini etkiledigi tespit edilmistir (Kordjazi et al., 2013).

Kahverengi alg tiirlerinde yogun olarak bulunan fukoidan bilesigi
anjiyogenik aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla yogun olarak caligilan
sekonder metabolitlerin baginda gelmektedir. Bu amagla yiiriitiilen bir ¢alismada,
Undaria pinnatifida’dan tiirevlenen fukoidanin, VEGF-A anjiyogenez faktoriiniin
ifadesini ve damar biiylimesini azaltarak hiicre gociinii sinirladig: tespit edilmistir
(Liu et al., 2012). Matou et al., (2002) fukoidanin, anjiyogenez siirecinde yiizey
reseptor proteinlerinin ekspresyonunu diizenleyen FGF-2  uyararak damar
olusumunu tegvik ettigini ortaya koymuslardir. Benzer sekilde, diisiik molekiil
agirlikli fukoidan bilesiginin, VEGF aktivasyonu iizerinden terapotik damar
olusumunun uyarilmasina yardimei oldugunu destekleyen calismalarda mevcuttur
(Lake et al., 2006). Kahverengi alglerden elde edilen diger bir bilesik fukoksantin
bilesiginin ise migrasyon iizerinde etki gostermedigi fakat gobek bagi endotel
hiicrelerinin olusumunu smirlayarak anti-anjiyogenik o6zellik sergiledigi rapor

edilmistir (Sugawara et al., 2006).

1.2.1.5. Alglerin antimutajenik etkileri

Biitiin canli organizmalarin genomlari hem spontan DNA hasar1 gibi

endojen hemde ekzojen siirecler tarafindan siirekli hasara maruz kalirlar. Bu hasar
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organizmanin yaslanmasi ve iligkili pek ¢ok hastaliktan sorumludur. DNA’da
meydana gelen bozulmalar hiicresel fonksiyonlarin yanisira replikasyon,
rekombinasyon ve transkripsiyonun dahil oldugu pek ¢ok olaya karigsmaktadir.
Mutasyonlar, mutajen olarak adlandirilan fiziksel ve kimyasal ajanlar gibi
eksternal faktorler tarafindan canli organizmalarin genetik materyalinde kalici
degisiklige neden olabilecek olusumlardir ve bu olusumlarin neden oldugu
degisimler ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir. Kimyasal mutajenler
farkli mekanizmalarla mutasyonlara neden olduklarindan, alkilleyici ajanlar, baz
analoglart ve interkalasyon ajanlart gibi birka¢ ana sinifi ayirt edilebilir

(Thumvijit et al., 2013; Stoczynska et al., 2014)

Mutasyonlar tek bir geni, bir gen blogunu veya tiim kromozomu
etkileyebilmektedir. Nokta (gen) mutasyonlari bir gen igerisinde yalnizca bir veya
birkag¢ niikleotidi etkiler. DNA sekansinda en yaygin degisim ¢esidi olan nokta
mutasyonlar bir baz c¢iftinin yer degistirmesi (bir baz ciftinin bir digeriyle
degistirilmesi); delesyon (bir veya daha fazla baz ¢iftinin kayb1) ve insersiyon
(DNA dizisine ekstra baz ciftlerinin ilavesi) seklinde meydana gelmektedir
(Migliore ve Coppede et al., 2002; Cooke et al.,2003)

Mutajen aktivitesinin altinda yatan mekanizmanin, biyolojik sistemlerde
normal metabolik yolaklar veya kimyasal kanserojenlerin maruziyetinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan ROS iiretimiyle meydana geldigi ileri siirlilmiistiir. Bu
bilesikler protein, karbonhidrat, lipit ve DNA gibi hiicresel bilesenlere zarar
vererek kanser gibi pek¢ok hastaliga neden olmaktadir (McBride et al., 1991). Bu
mekanizmaya karsi koymadaki basart mutajeneziste ve karsinojeneziste onemli
rol oynamaktadir. Pek¢ok mutajenik madde, dogrudan genetik materyali
etkileyerek yapisal hasara neden olan direkt etkili mutajenler olarak bilinirken
(Sodyum azid (NaN3), benzo [a] piren (BP) gibi bazi bilesikler de dogrudan
dogruya farkli kimyasallarin sentezinin indiiksiyonu yoluyla indirekt bir sekilde
(dolayl1 olarak etkili mutajenler) DNA {izerinde etkili olurlar. Bu iglem sirasinda,

promutajenin ger¢ek mutajenata doniisimii gerceklesmektedir (Turhan et al.,
2012).

Antimutajenler etki mekanizmasina goére c¢esitli siiflara  gore

gruplandirilmaktadir. Bir mutajenle direk kimyasal etkilesime girme (sistein), dis
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membran transporterlerine baglanarak mutajenleri bloke etme (gallik asit),
antioksidan potansiyel 6zellik gosterme (lipoik asit), mutajenin sitokrom-P450
metabolizmasi araciligiyla etkilesime girme (fenolikler), promutajenin metabolik
aktivasyonunu inhibe etme (gesitli bitkisel sekonder metabolitler) seklinde etki
gosterebilmektedirler (De Flora et al., 1998). Diyet yoluyla mutajeniteye karsi
korunma en popliler yontem olarak bilinmektedir. Zengin sekonder metabolite
sahip bikisel kaynakli bilesiklerin dogal olmasi ve yan etkilerinin nispeten az
olmasiyla potansiyel birer antimutajenik madde olarak kullanimasi pek c¢ok

deneysel ¢alismayla ortaya konulmustur.

Terapoik amach kullanilacak bir bilesigin antimutajenik aktivite potansiyeli
in vivo ve in vitro gibi ¢esitli evrelerde bir takim deneysel g¢alismalar ile
belirlenebilmektedir. Genellikle mutajenite degerlendirmesi {i¢ asamaya
ayrilabilir. Evre 1, bakteri kiiltiirleri ve memeli hiicreleri ile yapilan in vitro
testlere dayanmaktadir; Evre 2, in vivo mutajenik aktivitenin, somatik hiicrelerde
degerlendirilmesini igerir; Evre 3, in vivo somatik hiicrelerde mutajenik potansiyel
icin pozitif sonug veren bilesiklerin, germ hiicrelerinde ileri testlerinin yapilmasin
icermektedir (Eastmond et al., 2009). Genellikle antimutajenite testlerinde, test
edilen hiicreler hem test bilesigi hem de standart bir mutajen ile es zamanli olarak
uygulanmaktadir. Bilesiklerin antimutagenik etkilerinin ilk degerlendirilmesinde
kisa siireli temel bakteriyel testler kullanilir. Bu denemeler, nispeten diisiik
maliyetli, hassas ve farkli deneysel ayarlara esneklik saglayabilen bir¢ok avantaja

sahiptir (De Flora et al., 1992).

Cevresel strese cevapta algler tarafindan olusturulan fitokimyasallarin
antimutajenik Ozellikleri, diger bir¢ok dejeneratif hastalikta kullanildigi kadar
yogun olarak calisilmasa da etkili sonuglar elde edilmistir. Baz1 alg tiirlerinden
izole edilen fotosentetik pigmentler kimyasal koruma saglayan maddeler olarak

tanimlanmistir (Pangestuti and Kim, 2011).

Yenilebilir kirmiz1 deniz algi Porphyra tenera metanol ve aseton ekstreleri
ile izole edilen b-karoten, klorofil a ve lutein bilesiklerinin S. typhimurium
TA1535/ PSK 1002 suslarinda mutajen uyaran umu C geni ekspresyonuna karsi
kimyasal koruma saglayan bilesikler olarak ortaya konulmustur (Okai et al.,

1996). Benzer bir ¢alismada, Chlorococcum humicola metanolik ekstrelerinden
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elde edilen karotenoidlerin (astaksantin, lutein ve b-karoten) S. typhimurium
TA98, TA100 ve TA 102 {izerinde yiiksek antimutagenik aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Bhagavathy et al., 2011).

Farkli alg tiirlerinin antimutajenik etkilerinin incelendigi bagka bir
calismada, S. typhimurium TA98 ve TAI100 suslarina karsi Caulerpa
sertularioides ve Spyridia filamentosa yiiksek antimutajenik aktivite sergiledigi
tespit edilmistir (Osuna-Ruiz et al., 2016). Bunlarin disinda kirmizi ve kahverengi
alglerin halojenli aktif bilesiklerinden cymobarbatol ve 4-izosimobarbatoliin
antimutagen etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Wall et al., 1989). Giiner et al.,
(2015) kahverengi alg Cystoseira compressa’nin metanol, hekzan ve kloroform
ekstrelerinin S9’1u ve S9’suz ortamda TA98 ve TA100 suslarina kargi mutajenik
aktivite gostermedigini rapor etmislerdir. Yesil alg Spirogyra neglecta’nin S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 iizerine etkilerinin incelendigi baska bir
calismada, bu alg tiriiniin idirekt etki gostererek koruma sagladigi ortaya

konulmustur (Thumvijit et al., 2013).

1.2.1.6. Alglerin in vivo protektif potansiyeli

Son yillarda genetik hastaliklarin ve kanser vakalariin sayisinda 6nemli bir
artis goriilmektedir. Her ne kadar bu artisin nedeni spontan mutasyonlar olarak
diisiiniilse de, siirekli maruz kaldigimiz eksojen kaynakli fiziksel ve kimyasal
ajanlarin etkilerinin de Onemsenmeyecek derecede oldugu kanitlanmistir. Bu
ajanlar nokta mutasyonlari, delesyon, insersiyon, sinirli DNA sekansi
degisikliklerini, kromozomal diizenlemeler ve andploidi gibi kromozomal
degisiklikleri gibi genomik istikrarsizliklara yol ac¢maktadir (Wang, 2001).
Giiniimiize kadar hem bu siirece miidahele ederek olumsuz etkileri en aza
indirmeyi amaglayan ajanlar hemde bu etkileri takip edebilmek icin test
yontemleri gelistirilmistir. Bu ajanlar tiimoriin inhibisyonu, detoksifikasyon
enzimlerinin indiikleme, ROS radikallerini yoketme yada ortadan kaldirma, DNA
hasarmi 6nlemek i¢in hiicresel bagisiklig1 gliglendirilme, DNA onarimini arttirma,
hiicre kontrol noktast kontrol etme ve apoptozun sinyal transdiiksiyon yolaklarini
etkileme gibi ¢ok sayida farkli mekanizma ile bu etkileri yok etmeye calisir (de

Kok et al., 2008; Ramos et al., 2011).
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Genotoksinlerin ve kanserojenlerin zararl etkilerini en aza indirgemek i¢in
etkili bir strateji olarak sentetik veya dogal kaynakli pek ¢ok ilag gelistirilmistir.
Sentetik ilaglar etkili olarak kullanilmalarina ragmen yol actiklar1 yan etkilerle
bagka arayislara yol agmistir. Algler yasadiklar1 doga geregi pek ¢ok uyarana
maruz kalmakta ve bunun sonucu olarak savunma amagli bir takim sekonder
metabolitler salgilamaktadir. Glinlimiize kadar alglerden elde edilen diisiikk yan
etkili ve yiiksek antioksidan kapasiteli sekonder metabolitlerin basta kanser olmak
tizere pek ¢ok hastaliga kars1 protektif etkileri in vivo ve in vitro testler ile ortaya

olmustur.

Bu testler, farkli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik
materyalde meydana gelen hasarlar1 belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Genetik
hasar1 Onleyici (anti-genotoksik) yada protektif etkili maddelerin giivenirliligini
ortaya koymak i¢in en yaygin olarak kullanilan standart Comet testi, Kromozom
anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve Mikroniikleus
(MN) testleridir (Zeiger, 2004).

Alglerden izole edilen renk pigmentleri, polisakkaritler ve yaglar protektif
etkileri ortaya konulan bilesiklerdendir. Bu konuyla iligkili comet, KA ve MN
testleriyle yiriitiilen in vivo bir g¢alismada, siilfat polisakkaritlerce zengin
kahverengi alg Sargassum dentifolium‘un siklofosfamit ile uyarilan genotoksik
etkilere kars1 protektif etki gosterdigi ve kanserin onlenmesinde besin takviyesi
olarak kullanilabilece§i oOnerilmistir (Gamal-Eldeen et al.,, 2013). Baska bir
calismada, Spirulina sp. alg tiirlerinin fare ve siganlar lizerinde cisplatin ile
olusturulan genotoksik etkilere karsi, MN frekansinda 6nemli azalmalara yol
acarak etkili bir antigenotoksik ajan oldugu ortaya konulmustur (Premkumar et
al., 2004; Linjawi, 2011). Tingxin et al., (2009) benzer olarak yirittiikleri
calismada, farelerde siklofosfamit ile olusturulan genotoksisiteye karst Laminaria
japonica polisakkaritlerinin MN freaknsinda 6nemli azalmalara yol agtigini rapor

etmislerdir.

Ulva rigida ekstrelerinin in vitro’da muhtemel antigenotoksik ve protektif
etkilerini belirlemek i¢in yiirlitiilen caligmada, insan lenfosit Kkiiltiirlerinde
kemoterapotik madde mitomisin-C ile uyarilan etkilere karsin alg 6rneginin KKD

ve MN frekansi ile KA sayisinda 6nemli azalmalara yol actig1 tespit edilmistir
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(Celikler et al., 2008). Insan lenfositlerinde doksorubisin kaynakli DNA hasarina
karst1 kahverengi alg Fucus vesiculosus kullanarak protektif etkinliginin
degerlendirildigi baska bir ¢alismada, alg ekstrelerinin genotoksik olmadigini ve
algin kiiltiire eklenmesiyle DNA hasarina kars1 antigenotoksik aktivite gosterdigi
ortaya konulmustur (Leite-Silva et al., 2007). Insan lenfositlerinde yiiriitiilen
baska bir ¢aligmada, karoten pigmetlerince zengin Chlorococcum humicola alg
tiirlinlin  benzo(a)piren ile uyarilan genotoksisiteye karsin KKD ve MN
frekansindan O6nemli azlamalara sebep oldugu belirlenmistir (Bhagavathy ve
Sumathi, 2012). Celikler et al., (2009) yesil alg Codium tomentosum’un etanol
ekstrelerinin in vitro protektif etkilerini inceledikleri ¢alismada, alg uygulanmis
grubun mitomisin-c ile uyarilmig gruba oranla KA, KKD ve MN frekansinda

onemli azalmalara yol agtigini rapor etmislerdir.

Sargassum micracanthum’un farkli alkol ekstrelerinin antioksidan
kapasitesi ve protektif etkilerinin in vivo ve in vitro olarak incelendigi ¢alismada,
kontrol grubuna gore 6zellikle metanol elstresinin yliksek diizeyde antioksidan
kapasiteye sahip oldugu ve kimyasal ajanla uyarilan ratlarda protektif etki
gosterdikleri ortaya konulmustur (Mori et al., 2003). Alglerin in vivo comet testi
kullanilarak protektif etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada, baliklarda civa
klorit (HgCI2) ile uyarilan klostojenik etkilere karsi kirmizi alg Kappaphycus
alvarezii ekstrelerinin antigenotoksik etkili oldugu vurgulanmistir (Nagarani et al.,
2012).

Yang et al., (2012,) yenilebilir kirmiz1 alg Gracilaria tenuistipitata’nin sulu
ekstrelerinin . H1299 hiicrelerinde hidrojen peroksit ile olusturulan DNA
zararlarmin ylizdesini azaltarak kimyasal ajanin etkisini baskiladigin1 ifade

etmislerdir.

1.2.2. Alglerin ekonomik 6nemi

Deniz algleri zengin vitamin, karbonhidrat, 1if, mineral ve protein igerigi
yanisira diigiik kalorili PUFA igerigi bakimindanda ge¢misten gilinlimiize ¢ok
genis bir alanda kullanima sunulmustur. Bu kullanima dair ilk bilgilerin Cin
imparatoru Shen Nong tarafindan yazilan “Materia Medica” adli eserden yola

cikarak M.O. 2700 yillarina kadar dayanmakta oldugu anlasilmaktadir (Sukatar,
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2002). Algler fitokimyasal yapilarindan dolayr genellikle gida ve eczacilik
alaninda stabilizor veya jel olarak kullanilmasina ragmen alerji, kanser, diyabet,
hipertansiyon, inflamasyon, obezite ve diger dejeneratif hastaliklara Kkarsi
potansiyel bir ajan olarak pek ¢ok alanda laboratuar ¢aligmalarina konu olmustur

(Vassilev et al., 2010).

Denizel alglerin gida olarak kullanimi Japonya'da 4. yiizyila Cin'de ise 6.
ylizyila kadar dayanmaktadir. Ayn1 zamanda 6zellikle Japonya, Cin ve Kore gibi
Asya tlilkelerinde zengin vitamin (A, Bl, B12, C, D ve E), riboflavin, niasin ve
minerallere (Ca, P, Na, K ve I) sahip yesil, kahverengi ve kirmizi algler denizel
kaynakli tiiketimin Oonemli biiyiikk bir kismini olusturmaktadir. Bu amagla bu
iilkelerin pek cogunda ihtiyaci karsilamak iizere agik ve kapali alg kiiltivasyon
sistemleri gelistirilmistir. Cin yaklasik 5 milyon 1slak ton alg hasat1 ile yenilebilen
yosunlarin en bliylik ireticisidir (Sekil 1.2). Bu miktarin biiyiikk bir bolimiini
kahverengi  deniz  yosunu Laminaria japonica’dan iiretilen kombu
olusturmaktadir. Korede ii¢ farkli tiirden yaklasik 800.000 1slak ton alg hasati
yapilmakta olup, bunun yaklasik %50’sini kahverengi deniz yosunu Undaria
pinnatifida’dan elde edilen “wakame” olusturmaktdir. Japonyada ise yaklasik
600.000 ton yas alg ftretimi yapilmakta olup bunun %75’ni kirmizi alg
Porphyra’dan elde edilen “nori” olusturmaktadir. Bu yiiksek ekonomi degere
sahip triinler igerisinde 6900 ABD$/kuru ton wakame ve 2800 ABD $/kuru ton
kombuyla karsilagtirildiginda nori yaklagik 16000 ABD$/kuru tonluk geliriyle
zirvede yer almaktadir (McHug, 2003; Barsanti and Gualtieri, 2006).

Irlanda, izlanda ve Kanada gibi Bati iilkelerinde alglerin farkli tiirleri
geleneksel olarak tiiketilmekte ve pazar gittik¢e gelismektedir. Fransa'da hiikiimet
ve bazi ticari kuruluslar restoran ve evlerde alglerin kullanimi igin tesvikler
olusturmustur. Baz1 kiy1 iilkelerinde ise sebze ve salatalarda taze deniz yosunu
kullanilarak bir gelenek olusturulmustur. Bunlarin disinda Sili’de Callophyllis
variegata, Hawai’de Gracilaria, Kuzey iilkelerinde Alaria esculenta, Avrupa’da
yaygin olarak Chondrus crispus ve Palmaria palmata ve Filipinler’de Caulerpa
lentillifera gida olarak tiiketilmektedir (McHug, 2003; FAO, 2016).
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Sekil 1.2 FAO 2012 yili raporunda en fazla alg tiretimi yapan tilkeler (FAO, 2014)

Algler gida olarak tiiketilmesinin yanisira, iyotca zengin olanlar tiroit
tedavisinde, bagirsak bozukluklarinda, hipokolesterolemik ve hipoglisemik ajanlar
olarak, zengin mineraller ve vitamin sayesinde yetersiz beslenmede, agar, alginat
ve karrajen gibi hidrokolloidler tipta ve eczacilikta pek ¢ok alanda kullanima

sunulmustur (E1 Gamal, 2012).

Alginatlar hem asit hem de tuz formunda mevcut olan kahverengi alg
ailesinden elde edilen 6nemli bir biyopolimerdir. Tuz formu kuru alg kiitlesinin
yaklasik %40-47°ni olusturmaktadir (Rasmussen and Morrissey, 2007). Ozellikle
Saccharina ve Undaria tiirlerinden elde edilen alginler olmak iizere gida
islenmesi, kozmetik ve eczacilikta kivam ayarlamada kullanilmaktadir. Aym
zamanda antihipertansiyon etkilerinin  yanisira  kolesterol  diizeylerinin
diistiriilmesi, toksik kimyasal maddelere kars1 dnleme, sindirim ve mide membran
yiizeyinde koruyuculuk gibi saglik alanda 6nemli bir yardimcidir (Murata and
Nakazoe, 2001; Burtin, 2003). Bununla birlikte, alginik asit boya, cam, kagit ve
kozmetik sanayinde de 6nemli bir yer tutmaktadir. Karrajen, seker iinitesine bagl
yar1 ester siilfath lineer polisakarit zincirden olusur. Suda ¢oziilebilen yapisiyla
genig bir pH araliginda sabit bir yiiksek viskozite gosterir. Bu polimer Chondrus
crispus‘un %71’ini and Kappaphycus sp. %88’ini olusturmaktadir. Karrajen (E
407) konserve gidalar, salata soslari, ekmek dolgulari, dondurma, tathilar ve

konserve hayvan mamalar1 dahil pek ¢ok gida alaninda kullanilmaktadir. Ayni1
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zamanda eskiye nazaran azda olsa bira ve sarap berraklastirilmast icin igki
sanayinde kullanilmaktadir (Vlieghe et al., 2002; Yan et al., 2004). irlanda’da
1830’lu yillardan beri tibbi c¢ay olarak bronsit, soguk alginligt ve oksiiriik
tedavisinde kullanilmasimin yanisira antitliimor, antikoagililant ve antiviral
ozelliklere sahip olduguda ortaya konulmustur. Karrajen ayni zamanda ilag,
losyon ve krem yapiminda stabilizor ve siispansiyon ajani olarak kullanilmaktadir
(Morrissey et al., 2001). Gelidium sp. ve Gracilaria gibi kirmiz1 alglerden elde
edilen agar; agaroz ve agaropektin karisimindan olusan polisakkaritlerdir. Agar-
agar, Japonya'da tipik ve geleneksel gida malzemesi olarak yemekte ve
Japanesestyle sekerlemede kullanilir. Buna ek olarak, agar-agar tibbi
uygulamalarda kapsiil {retimi ve hiicre kiiltiirinde medyum olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hem kan glukoz konsantrasyonlarinda
azalamalara yol acar hem de antiagregasyon Ozelligi gosterir. Agaro-
oligosakkaritlerin, nitrik oksit tiretimi ile iliskili bir enzim ve proenflamatuar
sitokin tretimini baskiladigi gosterilmistir (Enoki et al., 2003). Yukarida
saydigimiz ti¢ hidrokolloitten alginat 213 milyon US$, agar 132 milyon US$ ve
karrajen 240 milyon USS$ yillik hasilata sahiptir.

Algler bunlarin disinda fukoidan, seliiloz, laminarin, mannitol, vitamin ve
mineral igerigi zengin olmasindan dolayr da tercih edilmektedir. Kahverengi
algler fukoidanca zengin olup, bu polisakkarit grubunun o6zellikle med cezir
olaylarinda suyun ¢ekilmesi sirasinda algleri dehidrasyondan korumak i¢in hiicre
duvar bilesenlerine katildig1 diisiiniilmektedir (Holdt and Stefan Kraan, 2010).
Fukoidanlar bitkiden kaynaklanan ve viriis gibi enfeksiyoz ajanlari icerme
olasiligr az oldugundan enjektabl antikoagiilan heparine alternatif olarak ©ne
siiriilmiistiir (Berteau and Mulloy, 2003). Ayn1 zamanda antiviral ve antioksidan
ozelliklerinden dolay1 immiin sistem desteklenmesinde onerilmektedir (Hayashi et
al., 2008). Mannitol 6nemli bir seker alkolii olup, 6zellikle Laminaria ve Ecklonia
gibi kahverengi alglerde yogun bulunmaktadir. ABD, Ingiltere, Fransa ve Japonya
iretiminin ana merkezleri olmak {izere mannitol plastik sektoriinde, patlayici
iiretiminde, deri ve kagit iiretiminde ve boya endiistrisinde, sakiz yapiminda ve
ilag endiistrisiinde kullamlmaktadir. Ozellikle diyabet hastalar1 icin seker
icermeyen bilesik kaplamalar yapmak icin, gidalar, sekerleme ve ¢ikolata aromali

bilesik kaplamalarin igeriginde kullanilmaktadir (Nabors, 2004). Algler genel
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olarak B grup (B1, B2 ve B12) vitaminlerin 6nemli kaynaklaridir. B grubunun
diger vitaminleri (niasin, B6, biotin, folat) diisiik veya eser miktardadir. Belirli alg
gruplarida karotenoid, provitaminA, Vit C ve Vit E bakimindan oldukga
zengindirler. Vitaminler hiicre ve doku biiylime ve farklilasma diizenleyicileri,
hiicre sinyalizasyon arabuluculari, antioksidan fonksiyon ve biyokimyasal
hormonlar gibi pek ¢ok kritik noktada goérev alirlar. Bundan dolay: giinliik vitamin
gereksinimi karsilayacak besin tiikketimi 6nemlidir. Genel olarak kirmizi
(Porphyra veya Palmaria) ve yesil alglerin ¢ogunlugu provitamin A, Vit B
gruplarinca zengin iken, kahverengi alglerde Vit C igerikleri yiiksek olarak tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalarla giinliik 100 g alg tiketimi giinlik vitamin
gereksinimini fazlasiyla karsilamaktadir (Chapman, 1970). Ornegin Undaria
pinnatifida’nin (1.16 mg) 8 gr’lik porsiyondaki Vit E miktar1 yerfistigindan (0.8
mg) cok daha fazladir. Ozellikle besin olarak tiiketilen wakame ve kambuda B1 ve
B2 vitaminleri yliksek miktarlarda bulunurken (0.3 ve 0.24 mg B1/100g),
Ascophyllum ve Fucus kahverengi alg tiirlerinde E vitamini miktar1 200-600 mg
tokoferol/kg™ (kuru agirlik) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte yesil ve kirmizi
alglerde genellikle alfa tokoferol ihtiva ederken, kahverengi algler alfa, beta ve
gama tokoferolleri tespit edilmistir (Burtin, 2003). Aynm1 zamanda alglerin kuru
agirhginin yaklasik %2’°si ¢ogunlugu PUFA’dan olusan liptlerden olugmaktadir.
PUFA'’larda hem insan diyetinde dnemli olan omega-3 ve omega-6 yag asitlerini
ihtiva ederken hemde konserve sanayinde kullanilmaktadir (Sanchez-Machado et
al., 2004).

Potasyum, kalsiyum ve magnezyum minerallerince zengin alglerin insan
diyetinde kullaniminin yanisira, giibre olarak kullanim1 19. yya kadar yeterli ilgiyi
gormemekteydi. ilk kullanimlar1 kiyr kesiminde genellikle biiyiik kiitleli esmer
alglerin ~ (Ascophyllum, Ecklonia ve Fucus)  kazilan topraga  birakilmasi
seklindeyken bu endiistrinin gelisimiyle konsantrasyon seklinde siv1 alg ekstreleri
kullanima sunulmustur. Onceleri yaklasik 1000 ton alg ekstresi eldesi i¢in 10000
ton 1slak alg kullanilmaktayken son 20 yilda bu oran iirlin verimliligini
gelistirmesi ve organik tarima olan ilginin artmasiyla iki katina ¢ikmistir (De

Roeck-Holtzhauer, 1991).

Bunlarin kullanim alanlarinin disinda 6zellikle Avrupa iilkelerinde ¢iftlik

hayvanlarinin beslenmesi, balik ¢iftliklerinde yem olarak kullanilmasinin yanisira
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alglerden biyokiitle enerji tiretimi ve yakit olarak kullanimi bu alana olan ilgiyi

gittikge arttirmaktadir (Pacheco-ruiz et al., 2004).
AMAC

Algler yasadiklar1 ortam agisindan ekstrem sartlarda hayatini siirdiirebilme
yetenegine sahip canli gruplaridir. Bu &zelliklerini ortama uyum ve savunma
amacl salgiladiklar1 biyolojik olarak aktif metabolitlerden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bu amagla giiniimiize kadar bu potansiyeli ortaya koymak igin
sayisiz calisma yapilmis ve alglerin organik asitler, karbonhidratlar, proteinler,
vitaminler, lipitler ve renk pigmentlerince zengin canlilar oldugu ortaya
konulmustur. Bu aktif bilesiklerin antikanser, antimikrobiyal, antimutajenik,
antioksidan ve antigenotoksik olarak kullanilma potansiyeli bulunmakla birlikte,
basta Izmir Kérfezi olmak iizere, zengin cesitliligi sahip iilkemizin kiyr algleri
hem yeteri kadar ilgi géormemekte hem de aktiviteleri tlizerine sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Bu calismada, Izmir Kérfezinden (Urla) toplanan
kahverengi (Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau), yesil (Enteromorpha
linza) ve kirmizi (Gacilaria gracilis) alg tirlerinden elde edilen hekzan,
kloroform ve metanol ekstrelerinin, insanlarda potansiyel bir ajan olarak
kullanilmasi amaciyla in vitro ve deney hayvanlari iizerinde in vivo aragtirmalar

yapilmasi amaglanmuistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Alg (Makroalg) Materyali

2.1.1. Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau’nin
siniflandirilmasi ve genel 6zellikleri

Sube Ochrophyta, Sinif Phaeophyceae, Takim Sphacelariales

Aile Stypocaulaceae, Tiir Halopteris

Halopteris “deniz tliyli” scoparia ise “siipiirge veya ¢ok dalli” anlamina
gelmektedir. Talluslar ortak bir noktadan ayrilan pek¢ok daldan olusan kiigiik ve
yogun ¢ali gériinlimiindedirler. Pek ¢ok {iyesi 5 cm uzunlugunda ulasirken bazen
bireyler 15 cm boyutlarinda bulunabilir. Her bir tiiy genisligi 1 cm ve siirgiinler
genigligi bir milimetreden daha az bir mesafededir. Her dalin ucunda bir kose
apikal hiicre bulunmasiyla dallar kose sekilde biiylime gosterir ve diger hiicrelere

nazaran daha biiyiik ve koyu renktedir (Sekil 2.1).

Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau klorofil a, ¢ ve fukoksantin
pigmenti tasiyan, denizel c¢ok hiicrelilerdir. Ayrica yaprak, kok, govde gibi
olusumlar tagimazlar. Hareketli hiicreleri iki kamg¢i tasir. Bu tiir, agik denize bakan
kayalarin lizerinde ve gelgit bolgesinde bolca bulunan, dik, ¢cok yillik, esnek ve yil
boyunca en bol bulunabilen alg tiirlerinden biridir (Sanchez-Moyano et al., 2000).
Akdeniz ve Atlantik Okyanusu bdlgelerinde yaygin olmakla birlikte bazen tek bir
cali bazen de biiylik gruplar halinde bulunabilirler (Dr. Rachel Einav, 2016).
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Sekil 2.1 Halopteris scoparia genel goriiniimil

2.1.2. Enteromorpha linza var. lanceolata (Linnaeus) J. Agardh
siiflandirmasi ve genel 6zellikleri

Sube Chlorophyta, Siif Ulvophyceae, Takim Ulvales, Aile Ulvaceae
Tiir Enteromorpha

Enteromorpha linza var. lanceolata (Linnaeus) J. Agardh 30 cm uzunluguna
ulagabilen yesil alglerin biiylik bir serit benzeri tiiridiir. Tallusta dallanma
goriilmez ve firfirlt bir imaji vardir. Tallusun genisligi ortada en fazla seviyede

olup, yaklasik S5cm genisliginde ve parlak yesil renklidir (Sekil 2.2).

Enteromorpha tiirleri yillik olarak genelde yaz mevsiminde mevcut olup;
sezon sonunda clirliyerek agaran yapraklar ile biiyiik kitleler olusturur. Bu alg
grubu ¢abucak ¢ogalarak hizlica biiylimektedirler. Yasam dongiisii birgok sathada
gerceklesmektedir. Gametofit sathasinda mobil seks hiicreleri veya gametler ¢ok
sayida ietilmektedir ve su yesil oldugunda daha fazla {iretim meydana gelmekte
gelgitler ile senkronize olarak serbest kalirlar. Bu alg tiirii kiyinin her seviyesinde
bulunabildigi gibi, nehir agizlarinda ve tuzlu alanlarda da yasayabilirler (Fish and

Fish., 1989; Budd and Pizzola., 2002).

Sekil 2.2 Enteromorpha linza genel goriiniimii
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2.1.3. Gracilaria gracilis_M.Steentoft, L.M.Irvine &

W.F.Farnham simiflandirmasi ve genel 6zellikleri

Sube Rhodophyta, Sinif Florideophyceae, Takim Gracilariales
Aile Gracilariaceae, Tiir Gracilaria

Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft, L.Irvine & Farnham vejetatif
kisimlar1 30-50 cm uzunlugunda ve 1-3 mm genisliginde dik, yuvarlak ya da basik
govdeli olup catals1 ya da her yone dallanma ile koyu kahverengi/kirmizi rengi ile
karakterizedir. Cesitli renklerde renk pigmentleri igermekle birlikte tallusunun
rengi yazin soluk turuncudan kisin koyu kirmiziya doniisebilir. Bu alg tiirii
genellikle kayalar, ¢akil, kum ve s1g sularda bulunmaktadir. Makroalg biiyiimesi
genellikle yilin en az bir kisminda nitrojen durumu ile simirlanmaktadir (Sekil

2.3).

Gracilaria tiirleri kendi kapasitesi kadar azotu hizla assimile etme ve stokta
tutma ile karakterizedir. Bu 0Ozellik onlarin azot eksikliginde canliligi
stirdiirmesini saglamaktadir. Ayn1 zamanda agar kaynagi olarak kullanilmasinin

yanisira gida olarakta tiiketilmektedir (NORSAS, 2016).

Sekil 2.3 Gracilaria gracilis genel goriintiimil
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2.2. Alg Orneklerinin Temini

Nisan 2013’ de izmir (Urla) kiy1 seridi boyunca (1-2 m derinlik) bircok
resiften toplanan kahverengi (Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau), yesil
(Enteromorpha linza J.Agardh) ve kirmizi alg (Gracillaria gracilis M.Steentoft,
L.M.Irvine & W.F.Farnham) tiirlerinin tanimlanmas: yapildiktan sonra, fis
ornekleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hidrobiyoloji
Laboratuarinda depolanmistir. Orneklerin herbaryum referans numaralandiriimasi
(Cizelge 2.1) yapildiktan sonra alg orneklerinden tuz, epifit ve yiizeyindeki
kumlardan uzaklastirmak icin saf su ile 3 kere yikanmistir. Daha sonra isleme

tabii olana kadar -20°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

Sekil 2.4 Alg ekstrelerinin toplanmas1 ve ekstraksiyon agamalart
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2.3. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Alg orneklerinin ekstaksiyonu i¢in kullanilan solvanlar Merck firmasindan,
muhtemel mutajenik potansiyelini belirlemek amaciyla Ames MPF Penta I kiti
(Cat No: 10512, 10512S1P) Xenometrix firmasindan, RNA izolasyon ve Apoptoz
kitleri igeriginde yer alan Tripure Isolation Reagent (Cat No: 11667157001),
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No: 04379012001),
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kit (Cat No: 03003230001),
RealTime ready Human Apoptosis Panel’i (Cat No: 05392063001) Roche’dan,
Hiicre migrasyon denemesi kiti Cellbiolabs Inc.’tan, DMSO (Cas No: 67685) ve
Giemsa Boya (Cas No: 51811826) Sigma firmasindan satin alinmistir. Histolojik
incelemeler sirasinda kullanilan tripsin (Chemical Co.St.Lois, MO) Sigma’dan,
Biotinylated secondary antibody ve streptavidin konjuge horse radish peroxidase

(Cas No: 85-9043, San Francisco, CA) Zymed’dan satin alinmistir.

Bununla  birlikte in  vivo’da  alglerin  protektif  etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan kadmiyum klorit (CdCl; 5.H,0)(CAS No: 7790-
78-5) Sigma firmasindan (St Louis, MO, USA) tedarik edilirken kan biyokimya
parametreleri, comprehensive diagnostic profile (ABAXIS, USA) rétorlar

kullanilarak degerlendirilmistir.

2.4. Deney Hayvanlari

Alglerin in vivo protektif etkilerinin degerlendirilmesi, Ege Universitesi ilag
Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma - Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Faz
Oncesi Arastirmalar Biriminde, Ege Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ nun, 24.02.2012 tarih ve 2012 - 032 no’lu onayi ile gerceklestirilmistir.
Bu c¢alisma i¢in Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari San. ve Tic. A.S.
firmasindan temin edilen, seksiiel olgunluga erigmis 8-10 haftalik, agirliklar: 20-
25 g arasinda degisen n= 30 adet Swiss albino deney fareleri kullanilmistir.
Hayvanlar caligmaya baslamadan 15 giin 6nce deney ortamina alinarak deneye
hazirlanmistir. Fareler kontrol ve deney gruplari i¢in tesadiifi olarak sec¢ilmis ve
S’erli gruplar seklinde kafeslere yerlestirilmistir. Caligma siiresince hayvanlar,
Tecniplast firmasindan satin alinan, her biri bireysel havalandirmaya sahip ve

mikrobiyolojik kontaminasyonu 6nlemek amaciyla 0,2 mikron por ¢apinda filtreli
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kafeslerde tutulmuslardir (Sekil 2.5). Laboratuar sicakligi 20-24°C ve nispi nem
% 45-65 olarak diizenlenmis ve giinde 3 defa kontrol edilmistir. 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik periyodu uygulanmistir. Deney hayvanlarinin beslenmeleri i¢in
yeteri kadar standart laboratuvar yemi (pellet) ve su kullanilmistir. Yem ve su

giinliik olarak degistirilmistir.

HET-CAM uygulamalar1 i¢in kullanilan Leghron tavuk yumurtalar:
Abalioglu A.S.’den satin alinmistir.

Sekil 2.5 Deney hayvanlarinin barinma alani

2.5. Kullamlacak Deneysel Yontemler

2.5.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

Algler farkli fonksiyonel kutup ve gruplu bir dizi sekonder metabolit iireten
karmasik matrislere sahip oldugundan, bitkisel materyalin ekstraksiyonu ig¢in
farkli adimlar izlenmektedir. Ekstraksiyon, ¢ozelti ya da siispansiyon igindeki bir
maddeyi farkli ¢oziiniirliik 6zelligine sahip ¢ozgenler yardimiyla diger bir sivi
faza alarak ayirma islemidir. Ekstraksiyon yapilirken, biyolojik olarak aktif
bilesiklerin etkinliklerini kaybetmeden izole edilmesini amaglayan uygun, hizl,
diisiik maliyetli ve c¢evre dostu yoOntemlerin gelistirilmesi esas alinmistir.

Ekstaksiyon islemi genelde polar (metanol veya etanol), apolar (n-hekzan veya


https://tr.wikipedia.org/wiki/S%C3%BCspansiyon_(kimya)
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kloroform) veya hafif polar (etil asetat) ¢oziiniirliige sahip solvanlar yardimiyla

“kati-s1v1” veya “sivi-sivi” ilkesine dayandirilarak gergeklestirilmektedir.

Potansiyel aktiviteleri degerlendirilecek olan alg Orneklerimiz isleme
alinmadan 6nce 45°C’lik firinda kurutulmustur. Daha sonra toz haline getirilerek,
oda sicakliginda her bir solvan i¢in 3 x 500 mL olacak sekilde %99.8 safliga sahip
n-hekzan (Hex), kloroform (Chl) and metanol (Met) solvanlari ile ultrasonik
banyoda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu yontemde c¢oziicii 20 kHz
iistiindeki frekanslarla 6rnege titresimler uygular. Bu titresimler sivinin i¢inden
gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu) meydana gelir. Ultrasonik enerjinin
neden oldugu kavitasyon olarak bilinen bu etki sivi ortamda ¢ok sayida ufacik
kabarciklar {retir ve katilarin mekanik olarak sarsiimasina neden olarak
partikiillerin kopmasini saglar ve boylece ekstraksiyon gergeklesir (Capelo and
Mota, 2005). Inkiibasyon sonrasinda her bir ¢dziicii evaporatorde kuruluga kadar
ucurulmustur (Sekil 2.4). Elde edilen ekstreler (Cizelge 3.1) viallere konulup
tartilarak -20°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

2.5.2. Alg ekstrelerinin icerik tayini

2.5.2.1. Total fenol ve flavanoit icerik tayini

Total fenolik icerik Folin-Ciocalteu metodu ile belirlenmistir. (Meda et al,
2005). Oncelikle, miktarlar1 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ¢dziinmiis 0,1 mL ekstre, 28
mL deiyonize su ile karistirilmistir. Bu ¢ozelti, 2 mL % 2’lik sodyum karbonat ve
0,1 mL 0,1 N Folin-Ciocalteu ajani ile karigtiritlmistir. Oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyon sonrasinda karisimin absorbansi, deiyonize su i¢eren kore karsilik 750
nm’de UNICAM 8625 UV/Vis spektrofotometre ile standart olarak Gallik asit
(GA) (Fluka Cas No: 149917) kullanilarak 6l¢timler yapilmis ve veriler mg gallik

asit esdegeri olarak ifade edilmistir.

Total flavonoit icerik Chang et al., (2002) tarafindan tanimlanan aliiminyum
kloriir kolorimetrik metoduna gore belirlenmistir. 0,5 mL ekstre (0,5 mg/mL ve 1
mg/mL) 1,5 mL etanol, 0,1 mL % 10’luk aliiminyum kloriir ve 2,8 mL distile su
ile kanstirilmistir. Karisim oda sicakliginda 30 dakika tutulduktan sonra,

absorbans 450 nm’de UNICAM 8625 UV/Vis spektrofotometre ile dl¢lilmiistiir.
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Kersetin (QE) standart olarak kullanilmistir. Flavonoit miktar1 kersetin esdegeri

olarak ifade edilmistir.

2.5.2.2. HPLC (YBSK) cihaz ile icerik analizi

Analitik kimyada yaygin olarak kullanilan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YBSK) (HPLC), bir karisimdaki her bileseni ayirmak,
tanimlamak ve miktarint belirlemek icin kullanilan bir tekniktir. Bu yontem
numunedeki bilesenlerin, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek
iizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere girmesi, kolon icinde degisik hizlarla
hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin kolonu terk ederek
birbirlerinden ayrilmasi prensibiyle calismaktadir. Standart karigimin derisimi
Sug/mL olarak belirlenmistir. Calismamizda alg orneklerinin Hex, Chl ve Met
ekstre iceriklerinin belirlenmesi i¢in ekstrelerden 10’ar mg drnek alinmis 10 mL
etanolde ¢oziindiirilmistiir. Standart karisimin derisimi 0.25, 1 and 5 mg/mL
olarak belirlenmistir. Homojenize edilen ornekler Cizelge 2.1°de 6zellikleri
verilen HPLC cihazina verilmis ve a-tokoferol, gallik asit, kafeik, klorojenik asit,
p-kumarik asit ve kersetin standatlarina karsilik igerik analizi gergeklestirilmistir.
(R2>0.9996)
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Cizelge 2.1 HPLC Cihazinin Ozellikleri

Cihaz Shimadzu 20A PDA
Kolon Lichrospher RP18-5
Kolon Uzunlugu 25m
Kolon Cap1 4,6 mm
Kolon Film Kalinhg: 5 um
ol B A) Su — Asestik asit (97:3-V:V)
B) Asetonitril
Baslangic Akis Hiz1 0.8 mL/dakika™
Enjeksiyon Hacmi 20 puL
Kolon Sicakhgi 30°C
DAD sinyali 280 nm
Baslangi¢ 0
Gradient program
Dakika Mobil Faz B(%)
0-5.0 8.5
5.0-16.5 2
16.5-35 18
35-50 20
50-65 30
65-65.1 0
65.1-70 0

2.5.3. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

2.5.3.1. DPPH vontemi

Alg orneklerinin DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikalini siipiirme
kapasitesi Blois yontemine gore ol¢iilmiistiir (Turkoglu et al., 2006). 100 ul ekstre
(0.5 mg/ml ve 1 mg/ml), 4 ml DPPH’ in 9%0.004’liikk metanol soliisyonuna
eklenmistir. Oda sicakligindaki karanlik bir ortamda 30 dak. inkiibasyondan sonra
absorbans 517 nm’ de kore kars1 UNICAM 8625 UV/Vis spektrofotometre ile
Olctilmiistiir (Sekil 2.6). Tokoferol (TOC) karsilastirma amaciyla standart olarak

kullanilmis ve inhibisyon (l) ylizdesi asagidaki formiile gore hesaplanmistir
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(Aplank kontrol reaksiyonun absorbanst ve Asampe ISe test edilen maddenin

A, -A,
absorbansidir): I (%)= M x100
blank

Sekil 2.6 Antioksidan aktivitenin tayin edilmesi

2.5.3.2. ABTS" radikal katyon renksizlestirme yontemi

Ekstrelerin total antioksidan aktivitesi ABTS™ renksizlestirme y&ntemi
kullanilarak belirlenmistir. ABTS her sulfat basina potasyum ile mavi/yesil
ABTS™ iiretir. Olusan radikal 734 nm'de maksimum absorbans gdsterir.
Antioksidanlar, katyon radikaline bir hidrojen atomu transferi ile
renksizlestirmeye neden olur. Bu yontemde, 5 mL, 7 mM ABTS ve 88 uL, 140
mMM K;S;0s karistirilacak ve oda sicakliginda 12-16 saat boyunca karanlikta
radikal olusumu tamamlanmasi i¢in bekletilmistir. Stok soliisyonu 734 nm’de
0.75 absorbans veren PBS (fosfat buffer soliisyonu) (pH 7,4) ile seyreltilmistir. 1
mL ekstrelere seyreltilmis stok soliisyonundan 2 mL eklenmis ve kor olarak PBS
kullanilmistir. 5 dakika sonra baslangigtaki karigtmin 734 nm'de absorbansi
Olgiilmiis ve denemeler 3 tekrarliolarak yapilmistir. Total antioksidan aktivite
yiizdesi asagida verilen formiil ile hesaplanmistir. Ayrica trolox pozitif kontrol

olarak (0.5 pg/mL) hazirlanmig ve ekstrelerin Relative antioksidan aktivitesi

(RAA) hesaplanmistir. TAA %= % x100

C

A.: stok sollisyonun absorbanst  Ag: ekstrelerin absorbansi

RAA = TAA % ekstre / TAA % standart antioksidan bilesigi (0.5 pg/mL trolox)
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2.5.4. Antimikrobiyal aktivite testi (Mikrodiliisyon Testi)

Antimikrobial ¢aligmalar igin kullanilan gram negatif ve gram pozitif
bakteri suslar1 Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Temel ve Endiistriyel

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan elde edilmistir.

Alg ekstrelerinin  antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) 6l¢iimii ile degerlendirilmistir. MIC degerleri, National
Committee of Clinical Laboratory Standards tarafindan gelistirilen prosediirlere
gore mikrodiliisyon deneyi ile ekstrelere duyarli gram negatif (Escherichia coli
ATCC 8739, Klebsiealla pneumoniae ATCC 13883, Enterobacter cloacae ATCC
13047, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) ve gram pozitif (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterecoccus
faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 7064) bakteri susine karsi
gergeklestirilmistir (NCCLS 2003). Bakteri susler Mueller-Hinton brotha (Difco)
inokule edilerek ve 24 saat 37+0.1°C de inkiibe edilmistir. Bakteri suslarinin
inokulumlar1 24 saatlik broth kiiltiirden hazirlanmis ve siispansiyonlar 0.5

McFarland standart turbiditeye gore ayarlanmistir.

Ekstrelerden degisik konsantrasyonlarda bir seri test tiibii hazirlanmistir.
Steril 96-lik mikroplatelerin kuyucuklari, Mueller-Hinton broth (Difco), inokulum
(1x108 CFU/ ml) ve ekstre eklenerek hazirlanmistir. Son kuyucuk negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Platelerin iizeri steril kapaklariyla ortiilerek, plateler 37 °C
de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim ekstreler her organizmaya kars1 2 kez test
edilmistir. MIC degeri, ekstrelerin mikroorganizmalar1 o6ldiiren en diisiik
konsantrasyonu olarak belirlenmis ve standart antibiotikler (Gentamisin,

Ampisilin) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.5.5. Antikanser etkilerin belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi (MTT Yontemi)

Hiicre Hatlari: MCF-7 (insan meme adenokarsinom hiicre hatti, ATCC-
HTB-22), U-87MG (insan glioma hiicre hatti, ATCC HTB-14), A549 (insan
Akciger karsinom hiicre hatti, ATCC-CCL-185), CaCo-2 (insan kolon kolektral
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adenokarsinom hiicre hatti, ATCC-HTB-37), HeLa (Insan servikal kanser hiicre
hatti, ATCC-CCL-2) ve HEK 293 (insan embriyonik bdbrek hiicre hatti, ATCC-
CRL-1573) sitotoksisite testlerinde kullanilmistir. Hiicre hatlari, Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii hiicre kiiltiir kolleksiyonundan
temin edilmis olup calismalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim

Laboratuvarinda (AREL) gerceklestirilmistir.

Hiicre Kiiltiirii: Hiicreler, %10 Fetal Sigir Serum (FBS, Biological
Industries, Cat: 04-121-1), %1 L-glutamin (Biological Industries, Cat: 41-218-
100), %1 gentamisin (Biological Industries, Cat: 03-035-1C), %2 NaHCO;3; (%
5,5) (Sigma, CAS Number 144-55-8), 1 mM HEPES (Biological Industries, Cat:
03-025-1B), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/mL streptomisin igeren Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) Ham’s F12 besiyeri ortami1 (Biological
Industries, Cat: 01-170-1B) igerisinde 37°C’ye ayarlanmigs CO’li inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Hiicrelerin canliligimin devami ve ¢ogaltilmasi kiiltiir kabini %

80 kapladiktan sonra flasklarda pasajlama yapilarak saglanmistir.

Pasajlama ve Hiicre Sayimi: DMEM F12 besi ortami igerisinde aktif
olarak cogalan hiicreler, Inverted Research Mikroskop (Olympus Ix71, Japan)
altinda incelenerek, sitotoksisite testi icin istenilen hiicre sayisina ulasilip
ulagilmadigr belirlenmistir. Logaritmik fazda aktif olarak ¢ogalan hiicreler

sitotoksiste testlerinde kullanilmistir.

Hiicrelerin hemositometrik sayimai icin tiim hiicre hatlarinin besiyeri ortami
uzaklastirilmig ve hiicre hatlarinin flask icerisindeki ¢ogalma yiizeyine Tripsin
(Biological Industries, Cat: 03-051-5C) (75 cm?’lik flask yiizeyi i¢in 1 mL, 25
cm?lik flask yizeyi icin 0,5 mL) eklenerek, 37°C’ye ayarlanmig CO2’li
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Her hiicre hattinin inkiibasyon siiresi, tripsin
uygulanmis flasklardaki hiicrelerin ¢ogalma ylizeyinden kalkmasi ve eklenen
tripsin igerisinde slispanse hale gelmesi ile orantili olacak sekilde ayarlanmistir.
Hiicreler siispanse hale gectikten sonra her flaska uygun konsantrasyonlarda
DMEM F12 besi ortami eklenerek, flask icerigi 15 mL’lik santrifiij tiiplerine
aktarilmistir. Santrifiij tiipleri, 1000 rpm’de +4°C’de 5 dakika (Eppendorf, 5810
R, Hamburg, Germany) santrifiijlenmislerdir. Tiiplerdeki {ist faz uzaklastirildiktan
sonra hiicre sayimi1 yapabilmek i¢in %10’luk bir diliisyonda 100 pL hiicre/ 900 pL
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DMEM olacak sekilde 0,2 mL’lik falkon tiiplerine aktarim yapilmistir.
Hemositometrik lama (Neubauer) %10 diliisyonda 50 uL’lik hiicresel siispansiyon
eklenerek mikroskop altinda, kullanilan hemositometrik metota uygun olarak
mL’de ki hiicre sayis1 hesaplanmistir. Sayimi yapilan hiicrelerden hazirlanan stok

hiicre soliisyonlari sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Hiicre Canlih@1 ve Sitotoksisite Testi: MTT testi, hiicre canliligini,
biiyiimesini ve hiicrelerin aktivasyonunu Olgen hassas, nicel ve giivenilir bir
kolorimetrik testtir. Test, yasayan hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim
kapasitesine bagli suda ¢ozilinen sar1 renkli MTT substratinin, suda ¢ézlinmeyen
koyu mavi renkli formazan substratina doniistiiriilmesi esasma dayamr. Uretilen
formazan miktar1 direk olarak canli hiicre sayisi ile orantilidir. MTT testi
boliinmeyen ancak hala aktif olan hiicrelerin belirlenmesinde oldukca kullanish

bir yontemdir (Mosmann, 1983).

1x10° hiicre/mL konsantrasyondaki hiicreler 96 gozlii hiicre kiiltiirii
kaplarina 100’er pL’lik hacimlerde ekilmistir (1x10* hiicre/kuyucuk). Bu hiicreler,
24 saat 37°C’de, % 85 nem ve % 5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edilerek 24
saat sonra tizerlerindeki ortamlar uzaklastirilmis, yerlerine farkli konsantrasyonda
hiicre kiiltiirii ortaminda diliie edilmis alg ekstreleri eklenmistir (Cizelge 2.2).
Hiicre canliligi, inkiibasyonun 48. saatinde 5 mg/mL konsantrasyonda MTT (30
uL/kuyucuk) (Ambresco, CAS Number: 298-93-1) soliisyonu eklenerek 4 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra formozan kristallert DMSO (200 mL) ile ¢oziiliip
570 nm’de ol¢iilmiistiir. Calismada Thermo Scientific, Multiskan Spectrum’ dan
(Waltham, USA) yararlanilarak her bir 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinda
hiicre canlilig1 belirlenmistir. Her bir hiicre hatt1 i¢in uygulanan dozda, kontrol ile
karsilastirilarak, hiicre canliligi ve maddelerin ICsy degerleri hesaplanmistir.

Hesaplamada GraphPad Prism 5 programi kullanilmstir.

% Canlilik = 100 x Uygulanan dozdaki ortalama absorbans / Kontrol hiicre

absorbansi
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Cizelge 2.2 Alg ekstrelerinin Maruziyet Dozlar

Ana Stok

Konsantrasyon 10 mg/mL
Uygulama Dozlar1 R 1. Doz (mg/mL) I11. Doz (mg/mL)
50 5 05

Morfolojik inceleme: Farkli konsantrasyonlarda ekstraklara maruz
birakilmis hiicrelerin 48. saatteki morfolojik incelemeleri Olympus Ix71 Inverted
Research mikroskop altinda yapilarak, DP71 Camera Instruction aracilig ile

fotograflanmistir.

Veri Analizi: Sitotoksisite, herhangi bir ajana maruz birakilmamis kontrol +
SD’e bagl olarak yiizde artis seklinde belirlenmistir. Kontrol degeri % 0
sitotoksik olarak alinmustir. Sitotoksisite verileri sigmoidal egriye oturtturulmus
ve herhangi bir madde uygulamasi yapilmamis kontrol grubuna kiyasla % 50
inhibisyona neden olan madde konsantrasyon degeri olan ICso degerinin
hesaplanmasinda 4 parametreli lojistik model kullanilmistir. ICsp, deneysel
kosullar altinda hiicre bliylimesini % 50 azaltan konsantrasyon degeridir. Bu deger
en az li¢ tane birbirinden bagimsiz tekrarlanabilir ve istatistiksel olarak anlamli
hesaplamanin ortalamasidir. ICsq degeri % + 95 giiven aralifinda belirlenmistir.

Bu analiz GraphPad Prism (San Diego, CA) ile yapilmistir.

2.5.5.1. In vitro apoptotik etkinin belirlenmesi

Sitotoksisite denemesi sonrasinda hesaplanan ICsy degerlerine gore 24 saat
37°C’de inkiibe edilen hiicreler (10° hiicre/mL) belirlenen I1Csy degerindeki
konsantrasyon ile muamele edilerek, 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra, bu hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilmis, ardindan cDNA
hazirlanmistir. Her hiicre hattindan elde edilen cDNA’lar RealTime ready Human
Apoptosis Panel’ine (Roche, 05392063001, Basel, Switzerland) yliklenerek, her
hiicre hattinda apoptoz ile iligkili yaklasik 84 genin ekspresyon profilleri ortaya
konulmustur. Calisma GENMAR Teshis Uriinleri, ARGE Laboratuvar Hizmetleri
Sanayi ve Ticaret Limited Sirket’inde bulunan Roche Light Cycler® 480 sistemi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Apoptoz paneli icin hiicrelerin hazirlanmasi: Elde edilen sitotoksisite

verileri 15181nda, etkin madde ile etkilesim igerisinde olan kanser ve normal hiicre
hatlar1 se¢ilmis ve apoptoz paneli i¢in hazirlanmistir. Belirlenen hiicre hatlar1 25
cm®lik flakslara, her bir hiicre hatt1 i¢in 1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre
ekimi yapilarak, yeni bir test diizenegi kurulmustur. Flasklara eklenen hiicreler 24
saat 37°C’ de, % 85 nem ve % 5 CO; iceren etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrasi her 3 test maddesi i¢in hesaplanan ICsy degerindeki
dozlar hiicre hattina uygulanarak 48 saatlik madde maruziyeti i¢in inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 25 cm?’lik flasklardaki besi ortami uzaklagtirilmis ve
hiicrelerin ¢ogalma yiizeyi 5 mL PBS (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) ile
yikanmistir. Flasklara eklenen PBS uzaklagtirilarak yine hiicre ¢ogalma ylizeyine
0,5 mL tripsin eklenmis ve tiim flasklar inkiibatore kaldirilmistir. Flask
igerisindeki hiicrelerin siispanse forma ge¢meleri saglandiktan sonra 5 mL PBS ile
homojenize edilen flask icerigi, 15 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilmis ve 1000
rpm’de 7 dakika santrifiijjlenmistir. Santrifiij sonrasi tilipte {ist fazda PBS ve alt
fazda ise hiicre pelleti gdzlemlenmistir. Ust faz dikkatlice uzaklastirilmis ve alt

fazda yer alan hiicre pelletinden total RNA izolasyonu yapilmistir.

Kiiltiir hiuicrelerinden total RNA izolasyonu prosediirii: Kanser ve

normal hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu, TriPure Isolation Reagent
(Roche, 11667157001, Basel, Switzerland) ile yapilmistir. Elde edilen total
RNA'’larin miktar1 Thermo Scientific NanoDrop 2000c (Waltham, USA) cihazi ile

Olclilmiistiir.

Kiiltiir hiicrelerinden total RNA (1 x10° hiicre) izolasyon prosediirii;

1. Steril polipropilen santrifiij tiipiine 0,8 mL TriPure Isolation Reagent
(fenol ve guanidin tiyosiyanat monobazik ¢dzeltisi) ve hiicre pelleti eklenmistir.

2. Siringa yardimi ile TriPure Isolation Reagent icindeki hiicreler
homojenize edilmistir.

3. Niikleoprotein kompleksinin ayrilmasi i¢in homojenatlar 15-25°C’de 5
dakika inkiibe edilmistir.
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4. Her 6rnege 0,8 mL TriPure reagent’ina 0,16 mL olacak sekilde kloroform
eklenmistir. Tiiplerin kapagi kapatilmis ve 15 saniye giiclii bir sekilde ¢alkalanmis
ve ornekler 15-25°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

6. Faz ayirimi yapmak i¢in + 4°C’de 12000g’de (15000 rpm) 15 dakika
santrifiij yapilmistir.

7. Santrifiij sonrasinda 3 faz olustugu goézlenmistir. (Renksiz iist sulu faz
RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir)

8. Renksiz tist faz polipropilen santrifiij tiipiine aktarilmustir.

9. Bu fazdan RNA’ nin ¢oktiiriilmesi i¢in 0,8 mL TriPure reagent’ina 0,4
mL olacak sekilde izopropanol eklenmistir. Tiiplerin kapagi kapatilmis ve birkag
kez ters-yiiz edilmistir ve ornekler 15-25°C’de 5-10 dakika inkiibe edilmistir.

11. +4°C’de 12000g’de (15000 rpm) 10 dakika santrifiij yapilmis ve
stipernatant atilmistir.

12. Tiiplere 0,8 mL TriPure reagent’ ina 0,8 mL olacak sekilde % 75 etanol
eklenmistir. Ornekler vortekslenerek etanolde yikanmustir.

13. +4°C’de 7500g’de (15000 rpm) 5 dakika santriflij yapilmis ve
siipernatant atilmigtir ve vakum ya da hava akimi ile RNA’dan etanol
uzaklastirilmistir.

15. RNA pelleti Dietilpirokarbonat (DEPC)-uygulanmis 20 pL’lik RNaz-
free su ile resiispande edilmistir.

16. RNA bir pipet yardimi ile ¢6ziilmis, 10-15 dakika 55-60°C’de inkiibe
edildikten sonra kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

Total RNA’dan cDNA sentezi: Total RNA izolasyonu yapildiktan sonra,

elde edilen total RNA’lardan cDNA hazirlanmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 05081955001, Basel,
Switzerland) sollisyonlar1 ¢alisma Oncesinde ¢oziindiiriilmiis ve birka¢ saniye
santrifiijlenmistir. Tiim islem buz kaseti iizerinde gerceklestirilmistir. Buz kaseti
tizerindeki steril PCR tiiplerinde, Cizelge 2.3’de igerigi yer alan template-primer

karisim1 96 reaksiyonluk master mix seklinde hazirlanmistir.

Template-primer karisimini denatiire etmek i¢in tiipler 10 dakika 65 °C’de
bekletilmis. Bu adimda RNA’nin ikincil yapilarinin denatiirasyonu saglanmustir.
10 dakikanin sonunda tlipler hemen buz iizerine alinmistir ve denatiire RNA

formlarinin korunmasi saglanmistir. Template-primer karigimini igeren tiipler
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icerisine her bir reaksiyon i¢in son hacim 20 pL olacak sekilde revers transkriptaz

(RT) karisimu bilesenleri eklenmistir.

Cizelge 2.3 Template-Primer Karigiminin Hazirlanmasi

Kit Bilesenleri Hacim Master-M_ix TP
(1 Ornek i¢in) (96 reaksiyon)
Total RNA 4 uL 348 pL
Random Hexamer primer, 600 pmol/pL 2 uL 192 uL
dH,O (PCR Grade) 54 uL 518,4 uL
Son Hacim 11,4 pLL 1058,4 nLL

RT karigimi bilesenlerini igeren tiipler 25 °C’de 10 dakikay1 takiben 55
°C’de 30 dakikalik inkiibasyonun gergeklesecegi termal cycler cihazina
verilmistir. 85 °C’de 5 dakika bekletilerek revers transkriptaz enziminin
inaktivasyonu saglanmis ve tiipler soguk buz iizerine alinarak reaksiyon

durdurulmustur. cDNA igeren tiipler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmugtir.
Template-primer karigimini igeren tiipler igerisine son hacim 20 uL olacak
sekilde Cizelge 2.4’de yer alan Revers transkriptaz (RT) Mix bilesenleri

eklenmistir.

Cizelge 2.4 Revers Transkriptaz (RT) Karisiminin Hazirlanmasi

Kit Bilesenleri Her Bilesenin Son | Aktarim Hacmi Master Mix
(1 6rnek) Konsantrasyonu (1 reaksiyon) (96 reaksiyon)
Reaksiyon tamponu (5x conc.) 1 x (8 mM MgCly) 4 uL 348 uL
RNaz inhibitorii (40 U/ puL) 20U 0,5 uL 486 puL
Deoksiniikleotid karisimi (ANTP) 1 mM 2 ulL 192 uL
DDT 5mM 1 uL 96 uL
Revers Transkriptaz 10U 1,1 uL 105,6 uL
Son Hacim - 20 nLL 1920 pL

Real time PCR yéntemi: Insan apoptotik panel (Roche, 0539206300,

Basel, Switzerland) apoptoz ile iligkili gen ekspresyon profillerinin
belirlenmesinde kullanima hazir bir {iriindiir. Apoptotik yolakta yer alan genlerin

ekspresyon profillerinin belirlenebilmesi i¢in dizayn edilmistir. Bu dizayn ile 84
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adet insan apoptosiz iliskili genin yaninda, 7 adet housekeeping gen ve 5 adet
kontrol igeren bir qPCR analizi yapilmakta ve hedef gen ekspresyonunun rélatif
kantifikasyonu belirlenmektedir. Cizelge 2.5’de ise analizlenen hedef genlerle
iligkili bilgiler ve Cizelge 2.6’da ise panel i¢in kullanilan plaka sablonu yer

almaktadir.

Cizelge 2.5 Insan Apoptotik Panel Analizinde Kullanilan Plaka Sablonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

APA | AVE BCL2 | BCL2 | BCL

A AKT E N BAD | BAG1 | BAK1 | BAX « BBC3 . BCL2 L1 10 L1l

BCL2 | BCL CASP . CASP = CAS

B 13 slp  BID  BIK  BIRC2 BIRC3 BIRC5 BOK CAD 1 10 P12

c CASP CAS CAS CAS CASP CASP CASP CASP CASP CASP  CFLA CRA

14 P2 P3 P4 5 6 7 8 8AP2 9 R DD

o DFF  DIA endo | FAD | FAM9 | FAM9 | FAM9 | FASL | HMG LrK | HSP90 HTR

A BLO G D 6A 6B 6B G B1 Bl A2

LRD | MC : NFK | NFK PMAI | PMAI SOCS | SsOC

E D L B1 B2 NGFR P1 P1 REL RELA | RELB 9 3

g STAT STA STA .o TNFR  TNFR TNFR = TNFR TNFR = TNFR = TNFR ;@E

1 T5A @ T5B SF10A | SF10B | SF10C | SF10D | SF11D : SF10D : SF10D 10D

G FIQ‘FFZ TNF TNF TNF ... TP531  TP53I TRAF TRAF TRAF TRAF TRA

5 SF8 | SF10 @ SF11 3 3 2 3 5 6 F7
ACT B2 < GAP | HPR = RPL13 YWH

B M DH T A 18S AZ RT+ RT+ RT+ RT- RT-

H ot NEGATIF

POZITiF
REFERANS GENLER KONTROLLER KON;SOLL
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Cizelge 2.6 Insan Apoptotik Panel Detayl Igerigi

Pos. . Sembol Tamm

A0l | AKT; RAC-alfa serin/treonin- protein kinaz

AQ2 | APAF,; Apoptotik proteaz-aktive edici faktor 1 (Apaf-1)

A03 | AVEN Hiicre 6liimii regiilatorii Aven

A04  BAD BCL, antagonisti (BAD)

AQ5  BAG; BAG ailesinin molekiiler saperon regiilatorii 1

A06 | BAK; BCL, homolog antagonisti/ 6ldiiriicii (Regiilator BAK)
A07  BAX Apoptoz regiilator BAX

A08 ' BBC; BCL;baglanma eleman1 3 (p53 up-regiilatér modiilatorii )
A09 ' BCL, Apoptoz regiilator BCL,

Al0 BCL,L, Apoptoz regiilator Bel-xL (BCL, benzeri 1 protein)

All  BCL,Ly Apoptoz regiilator BCL,B (BCL, benzeri 10 protein)

Al2  BCL,Ly BCL; benzeri protein 11 (BCL, interaksiyon mediyatorii, Bim)
B01 | BCL,Lys BCL, benzeri 13 protein (Protein Mil,)

B02 | BCL,L, Apoptoz regiilator Bel-W (Bcl-2 benzeri 2 protein)

B03 ' BID BH3 interaksiyon domaini 6liim antagonisti (BID)

B04 BIK BCL, interaksiyon &ldiiriicii (Indiikleyici NBK)

B05 | BIRC, Baculoviral IAP tekrarlari igeren protein 2 (IAP;)

B06 | BIRC3 Baculoviral IAP tekrarlari igeren protein 3 (IAP,)

B0O7 | BIRCs Baculoviral IAP tekrarlari iceren protein 5 (Survivin; [AP,)
B08 | BOK BCL,; iliskili ovaryan 6ldiiriicii protein (Hbok)

B09 A CAD CAD protein

B10 | CASP, Kaspaz-1 prokiirsor

B11l = CASPy Kaspaz-10 prokiirsor

B12 CASP;, Inaktif kaspaz

C01 : CASPy, Kaspaz-14 prokiirsor

Pos. | Sembol Tanim

C02 | CASP, Kaspaz-2 prokiirsor

C03 | CASP; Kaspaz-3 prokiirsor

C04 | CASP, Kaspaz-4 prokiirsor

C05 | CASPs Kaspaz-5 prokiirsor

C06 | CASPg Kaspaz-6 prokiirsor

C07 | CASP, Kaspaz-7 prokiirsor

C08 | CASPg Kaspaz-8 prokiirsor

C09 | CASPgAP, | CASPs- iliskili protein 2 (FLICE iliskili bilyiik protein)
C10 | CASPy Kaspaz-9 prokiirsor

Cl1l1 | CFLAR CASPg ve FADD-benzeri apoptosiz regiilator prokiirsorii (c-FLIP)
C12 | CRADD Oliim domaini igeren protein CRADD

D01 DFFA DNA fragmentasyon faktdrii alt-iinite a (ICAD)

D02 : DIABLO DIABLO homologu, mitokondrial prokiirsér (mitokondrial aktivatorii)
D03 | endoG Endoniikleaz G, mitokondrial prokiirsér

D04 - FADD Protein FADD (Fas iliskili 6liim domain proteini)

D05 | FAMgA UPFq;95 protein FAMggA

D06 | FAMyB UPFq;95 protein FAMgsB

D07 | FAS TNF-reseptor siiperaile tiyesi 6 (FASLG reseptorii)

D08 | FASLG TNF- ligand siiperaile tiyesi 6 (Fas antijen ligandi) (TNFSFg)
D09 HMGB, Hareketliligi yiliksek grup proteini B1

D10 HRK Apoptoz harakiri aktivatori (Noral 6liim proteini DP5)
D11  HSPgB,; Endoplazmin prokiirsorii (Ist sok proteini B iyesi 1)
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D12 | HTRA, Serin proteaz HTRA,, mitokondrial prokiirsor

EO1 ' LRDD Losince zengin tekrarli ve 6liim domaini igeren protein

EO02 | MCL,; Indiiklenmis miyeloid 16semi hiicre farklilasma proteini MCL,
E03 | NFKB; Niiklear faktor NF-kappa-B p105 alt-iinitesi

E04  NFKB, Niiklear faktor NF-kappa-B p100 alt-iinitesi

EO5 | NGFR TNF-reseptor siiperaile iiyesi 16 prokiirsorii

E06  PMAIP, Phorbol-12-myristate-13-acetate indiiklii protein 1

EO7 @ PTEN Phosphatidylinositol- 3,4,5-trisphosphate3-fosfataz

EO8 | REL C-Rel proto- onkogen protein (C-Rel protein)

E09  RELA Transkripsiyon faktor p65 (NF-kappa-B p65 alt-iinitesi)

E10 @ RELB Transkripsiyon faktor RelB (I-Rel)

E1l @ sOCs, Sitokin sinyali 2 baskilayicisi (SOCS-2)

E12 | SOCS; Sitokin sinyali 3 baskilayicis1 (SOCS-3)

FO1 | STAT, Transkripsiyon 1- o/p’nin sinyal transdiiker ve aktivatori

FO2 @ STAT:sa Transkripsiyon SA’nin sinyal transdiiker ve aktivatori

FO3 | STATss Transkripsiyon 5B’nin sinyal transdiiker ve aktivatori

FO4 | TNF Timor nekrotik faktor prokiirsorii (TNF-a)

FO5 = TNFRSFpa | TNF- reseptor siiperaile tiyesi 10A prokiirsorii (TRAILR;;DR,)
FO6 | TNFRSFio5 | TNF- reseptor siiperaile {iyesi 10B prokiirsorii (TRAILR,; DRs)
FO7 @ TNFRSFyc | TNF-reseptor siiperaile tiyesi 10C prokiirsorii(TuzakR;; TRAILR3)
FO8 @ TNFRSFiop | TNF-reseptor siiperaile iiyesi 10D prokiirsorii(TuzakR,; TRAILR,)
FO9 | TNFRSFy;5 | TNF- reseptor siiperaile iiyesi 11B (Osteoprotegrin)

F10 = TNFRSF;a | TNF- reseptor siiperaile liyesi 1A prokiirsorii (p60) (TNFR;)
F11  TNFRSFi | TNF- reseptor siiperaile tiyesi 1B prokiirsorii (TNFR)

F12 | TNFRSFy  TNF-reseptor siiperaile tiyesi 21 prokiirsorii (TNF-6lim reseptorii 6)
GO1 | TNFRSFy  TNF-reseptor siiperaile iiyesi 25 prokiirsorii (WSL-1)

G02 | TNFSFg TNF- ligand stiperaile iyesi 8 (CD3q ligandi)

GO03 | TNFSFy TNF- ligand siiperaile iiyesi 10 (apoptosiz-indiikleyen L) (TRAIL)
G04 | TNFSFy TNF-ligand siiperaile iiyesi 11 (NFKB-R aktivatorii)

Pos. | Sembol Tamm

GO05 | TPs; Hiicresel tiimér antijen p53 (Tumér baskilayict p53)

GO06 | TPsg3 Varsayilan quinone oksidorediiktaz

GO07  TRAF; TNF-reseptor- iliskili faktor 1

GO08 | TRAF, TNF-reseptor- iliskili faktor 2

G09 | TRAF; TNF-reseptor- iliskili faktor 3 (CDyq reseptor iligkili faktdr 1)
G10 | TRAFs TNF-reseptor- iligkili faktér 5 (RING parmak protein 84)

G11 | TRAF TNF-reseptor- iliskili faktor 6 (Interlokin- 1 sinyal transdiiker)
G12 | TRAF, E; ubiquitin-protein ligaz TRAF,

HO01 @ ACTB Aktin, sitoplazmik 1 (B-aktin)

H02  B,M -2-mikroglobulin prokiirsorii

HO03 | GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

HO04 | HPRT, Hipoksatin-guanin fosforibosil transferaz

HO5 | RPLj3a e0S ribozomal protein L3, (23 kDa yiiksek bazik protein)

HO6 : 1S 16S ribozomal RNA

HO7 | YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta (Protein kinaz C inhibitor protein 1)
HO8 = RT+ RT-pozitif kontrol 5°

H09 | RT+ RT-pozitif kontrol orta

H10 | RT+ RT-pozitif kontrol 3°

H11 RT- RT- negatif kontrol 1 cDNA

H12 RT- RT- negatif kontrol 2 RNA
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Toplamda 5 adet kontrol ile elde edilen RNA’nin kalitesi belirlenmektedir.
Bunlardan 3 tanesi RT pozitif kontrol (RT+) olarak revers transkrpsiyon adimina,
diger 2 tanesi de RT negatif kontrol (RT-) olarak rezidiiel genomik DNA’nin
denetimini saglamaktadir. Ayrica 7 adet housekeeping gen kontrol kullanimi,
hedef gen ifadesinin normalizasyonunda ve ifadesindeki degisimin
belirlenmesinde onemlidir. Hazirlanan PCR karisimlar1 ve hiicre hatlarindan elde
edilen cDNA o6rnekleri plakaya yiiklenmistir. Boylece hedef gen ekspresyonunun
gorece miktari kantitatif olarak belirlenmistir. PCR analizine baglamadan 6nce her
bir reaksiyon i¢in PCR karisimi yine 96 reaksiyonluk PCR master mix seklinde
hazirlanmistir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7 PCR Karigiminin Hazirlanmasi

PCR Karisim Bilesenleri a rE:IZ?;on) PCR Master Mix (96 reaksiyon)
dH,O (PCR Grade) 9.8 uL 940,8 uL
LightCycler®480 Probes Master 10 pL 960 uL
cDNA 0,2 uL 19,2 uL
Son Hacim 20 pL 1920 pL

Cizelge 2.8’de ki tek bir reaksiyonluk konsantrasyonlar, 96 reaksiyonluk
panele uygun olacak sekilde PCR master mix olarak buz kaseti lizerinde
hazirlanmistir. Hazirlanan tek Orneklik PCR master mix bilesenleri pipetle
karistirtlmis ve akabinde her bir plaka kuyucugunda, son hacim 20 pL olacak
sekilde dagitilmistir. Her bir kuyucugunda PCR master mix igeren plaka 2 dakika,
1500 g’de santrifiijlendikten sonra LightCycler® 480 cihazinda, Cizelge 2.9°da

verilen program ayarlamasi ile calisilmistir.

Apoptotik gen ekspresyonunun_rolatif kantifikasyonu: Kantitatif gen

ekspresyonunun belirlenmesi iki method araciligi ile gergeklestirilebilir. Bunlar
kesin ve rolatif kantifikasyon olarak adlandirilir (Livak and Schmittgen, 2001).
Kesin kantifikasyonda, reaksiyona giren kopya sayisinin olusturdugu PCR
sinyalinin standart egim yardimi ile hesaplanmasi baz alinirken, rdlatif
kantifikasyonda, c¢alisma grubunun hedef transkriptinin olusturdugu PCR
sinyalinin kontrol grubu ile goreceli olarak karsilastirilmas1 temelinde bir
hesaplama yapilir. Calismada 84 adet insan apoptozisi iliskili hedef gen

ekspresyonunun rolatif kantifikasyonunda, ‘Karsilastirmali CT Methodu’
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kullanilmigtir. Bu yontem ile hedef gen ekspresyonunun goérece miktari, analizde
kullanilan 7 adet housekeeping gen ekspresyonu ile karsilastirilma esasi baz
almarak, fold change (kat artisi) seklinde saptanmstir. Internal kontrol olarak
kullanilan housekeeping genler ve apoptotik hedef genler Cizelge 2.5 ve 2.6’da

gosterilmistir.

Karsilagtirmada kullanilan kantitatif deger, CT degeri, sabit bir esik degere
ulagan amplifiye edilmis hedef gen miktarindaki fraksiyonel dongii sayisini ifade
eden bir degerdir. 84 adet hedef gen ve 7 adet housekeeping gen i¢in bu CT
degerleri, ‘Delta CT (ACT)’ degeri olarak her bir hedef gen icin 7 adet
housekeeping gen CT deger ortalamasi ile normalize edilmis formda LightCycler
tarafindan hesaplanmistir. Elde edilen bu ham ACT degerlerinden ise analizdeki
her bir hiicre hattindaki hedef gen igin Delta-Delta CT (AACT) degerleri
hesaplanmustir (Livak and Schmittgen, 2001) (Cizelge 2.9).

Cizelge 2.8 LightCycler® 480 Cihaz Calisma Protokoli

Dedektor Formati Blok Olgiisii Reaksiyon
Hacmi
Monocolor Hydrolysis Prob / UPL Probu 96 Kuyucuk 20 uL
Filtre Kombinasyonu: Dinamik mod
FAM 483 — 533 or 465 — 510 sirastyla, LightCycler 480 Instrument Version I or 11
Program Adi Dongiiler Analiz Modu
Pre-Inkiibasyon 1 -
Ampfilikasyon 45 Miktar Ol¢timii
Sogutma 1 -
Sicaklik Hedefleri (°C) Acquisition Modu | Bekleme (ss:dd:ss) Ramp Oram

Pre-Inkiibasyon

95 Yok 00:10:00 4.4
Ampfilikasyon

95 Yok 00:00:10 4.4

60 Yok 00:00:30 2.2

72 Tek 00:00:01 4.4
Sogutma

40 Yok 00:00:30 2.2

Cizelge 2.9°da belirtilen formiille hiicre hatlarindaki her bir hedef gen i¢in
hesaplanan bu AACT degerlerinden yararlanilarak, yine her bir hiicre hattina 6zgii

hedef genin kontrole gore ne kadar degistiginin yorumlanmasi amact ile
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‘Karsilastirmali CT Methodu’ temelinde “Kat Degisimi” (Fold Change) degerleri

hesaplanmustir.

Cizelge 2.9 AACT ve Fold Change Degerlerinin Belirlenmesi

AAC+: Hedef genin Delta Ct degeri

ACrg: Alg ekstreleriyle muamele edilmis hiicre
AACt= ACrsro) - ACt(konty = hatlarindaki normalize edilmis hedef gen Ct degeri

ACr(kont): Kontrol hiicre hattindaki normalize edilmis hedef
gen Cy degeri
AACT degeri < 0 ise; Fc =2 (8ACH

AACT degeri > 0 ise; Fc=(-1)/2 4™

2.5.6. Anjiyo/Anti-anjiyogenik aktivitenin belirlenmesi

2.5.6.1. In vitro hiicre migrasyon denemesi (Wound Healing Assay)

Yara iyilesmesi; inflamasyon, hiicre migrasyonu, anjiyogenezis, gegici
matriks sentezi ve kollajen birikimi gibi karmasik bir siirectir. Bu siiregte,
anjiyogenik  faktorler tarafindan uyarilmis vaskiilarizasyon ve hiicre
poliferasyonunda artis meydana gelmektedir. Yara iyilesme prosediiriinde

hiicreler, yara olusan bdlgeye dogru kutuplasarak go¢ ederler.

Calismada “CytoSelect 24 —Well Wound Healing Assay Kit” (Cell Biolabs,
INC.) kullanilmastir.

Alg  Orneklerinin - Hex, Chl ve Met ekstreleri 5mg/1000uL
konsantrasyonlarinda olacak sekilde fibroblast hiicrelerine uygulanmis ve ¢alisma
3 tekrarli gerceklestirilmistir. Steril kosullar altinda Laminar Air Flow iginde

gergeklestirilen ¢alisma prosediirii Cizelge 2.10°de verilmistir.



60

Cizelge 2.10 Yara lyilesma Modeli islem Basamaklar

No Hiicre Migrasyonu
1 Fibroblast hiicreleri igin kullanilacak 4 kit (FBS, rthFGF-B, GA-100, insiilin)
ortam bulunan flakslara ekip etiive birakilir.
5 +4°C’de muhafaza edilen 24 kuyucuklu CytoSelect’™ Yara lyilesme Insert’leri
oda sicakliginda (25 = 1 °C) 10 dakika bekletilir.
3 Steril pens yardimu ile insertler 24 kuyucuklu plakalarin i¢ine yerlestirilir.
4 % 10 Fetal Bovin Serum (FBS) i¢inde 0,5-1,0 x 10° hiicre/mL olacak sekilde
siispansiyon hazirlanir.
5 | Her kuycuga 500 pL hiicre siispansiyonundan eklenir.
6  Hiicreler 37 + 1 °C’de 24- 48 saat inkiibe edilirler.
8 Dikkatli bir sekilde steril pens yardim ile insertler kaldirilir ve 0,9 mm alana
sahip yara modelini olusturulmus olur.
9 Kuyucuklardaki besiyeri yavasga aspire edilir. Yikama iglemi ile olii hiicreler
uzaklastirilir. Hiicrelerin nemli kalmasi i¢in biraz besiyeri kuyucuklarda birakilir.
10 Isik mikroskopu altinda goriintii alinir ve 6lii hiicre veya tutunamayan hiicre var
ise yikama islemine devam edilir.
11 | Yikama islemi tamamlandiktan sonra FBS eklenir.
12 Alg ektsreleri 5 mg/mL miktarinda eklenir ve inkiibasyon gergeklestilir.
13  Yara iyilesme siireci yapilan lgiimler ile takip edilir.
DAPI Floresan isaretleme / Giemsa Boyama
14 Kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip hiicrelerin iizerine 0,5 mL fiksasyon
¢Ozeltisi eklenir.
15 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢ozelti uzaklagtirilir.
16  PBS ile hiicreler 3 defa yikanir.
17 6,5 mL fizyolojik suya 6,5 uL. DAPI olacak sekilde hazirlanir.
18 Her kuyucuga 250 pL DAPI eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda
bekletilir.
PBS ile hiicreler 3 defa yikamir ve 1 mL PBS eklenir ve hiicreler inverted
19 . . <
mikroskopta incelenerek fotograflanir.
20 Giemsa (Sigma, Cas No: 51811-82-6) boyama i¢in, DAPI incelemesinden sonra
ortamdan uzaklastirilir.
21 250 pL giemsa ortama eklenir ve 15 dakika beklenir.
29 Stire sonunda giemsa uzaklagtirilir ve mikroskopta fotograf ¢ekimi
gerceklestirilir.
Hesaplamalar
Yara lyilesme Yiizdesi
23 Yara alani olarak belirlenen yiizey 6l¢iiliir.
Total Yiizey Alan1 = 0,9 mm x uzunluk
Yara yiizeyinde go¢ eden hiicrelerin alani hesaplanir.
24  Migrasyona ugramis Hiicre Yiizey Alam1 = hiicre go¢iliniin uzunlugu (mm) x 2 x
uzunluk
o5 Kapanma Yiizdesi (%) = Migrasyona ugramis Hiicre Yiizey Alani1 / Toplam

Yiizey Alan1 x 100
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2.5.6.2. In vivo koryoallantoik membran vontemi (HET-CAM)

Alg ekstrelerinin anti-anjiogenik ve olasi anjiyogenez inhibitorii etkilerini
ortaya koymak amaciyla dollenmis tavuk yumurtalar1 {izerinde, koryoallantoik

membran modeli uygulamasi gerceklestirilmistir (Krenn and Paper, 2009).

50-60 gr agirhiginda, 0. glinde temiz beyaz Leghron tavuk yumurtalarinda
analiz gergeklestirilmistir. Dollenmis yumurtalar, 37 + 1°C’de, % 58 £ 2 nem
oraninda 5 giin kulugka makinasinda inkiibasyona birakilmiglardir. 5. giinde
yumurtalar ¢ikartilmis, hava boslugu (kiint) olan yerden isaretleme yapilmis ve o
bolgeden 25 mm’lik disk seklinde yumurta kabugu kaldirilmistir. Bu agamada
zarin yirtilmamasma 6zen gosterilmistir. Membran % 9’luk NaCl ile
nemlendirildikten sonra yumurtalar tekrar inkiibatore yerlestirilmis ve 30 dakika
inkiibasyona birakilmislardir. Koryoallantoik membran, yaklasitk 2 cm capa
ulagtiginda 0,3 mL alg ornekleri direkt olarak uygulanmistir. Pozitif ve negatif
kontrol maddeleri de ayni miktarda uygulanmistir. Kabuktaki bu agiklik
laboratuvar filmi ile kapatilmistir. Her bir test bilesiginin her bir konsantrasyonu
icin 5 yumurtaya uygulama yapilmistir ve tiim testler iki kez tekrarlanmustir.
Uygulama sonucunda ornekler hemoraji, vaskiiler lizis ve koagiilasyon
bakimindan Cizelge 2.11°’e gore degerlendirildikten sonra elde edilen skorlar
asagidaki formiile yerlestirilip hesaplamalar yapilmistir. Deney sonunda

embriyolar hizli bir sekilde sakrifiye edilmislerdir.

Cizelge 2.11 HET-CAM Degerlendirilmesinde Kullanilan Skor Degerleri

Skor Etki izlenim/A¢iklama
v Normal embriyo olusumu gézlenmektedir.
<05 Yok v Cevre kapillerlere gore degisiklik yoktur.
v Hemoraji, lizis veya koagiilasyon durumu tespit edilmemistir.
v’ Kapiller damarsiz alan yoktur.
At Zayif v Kapillerlerin yogunlugu azalmistir
0.75-1 Orta v’ Kapillersiz alan az veya kapiller yogunluk belirli bir alanda
' azalmistir. Etkiler madde alaninin 2 katindan fazla degil.
51 Kuvvetli v Kapillersiz alan mevcuttur.
v" Normal embriyo olusumu gozlenmemektedir.

Ortalama skor = [Yumurta sayist (Skor 2) x 2 + Yumurta sayist (Skor 1) x 1]/
[Toplam Yumurta Sayisi (Skor 0, 1, 2)].
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Bu ortalama skor sistemine gore;

skor < 0,5: antianjiyogenik etki yok
skor = 0,5-0,75: zayif diizeyde antianjiyogenik etki
skor = 0,75-1: orta diizeyde antianjiyogenik etki

skor > 1: Kuvvetli antianjiyogenik etki olarak degerlendirilmektedir.

2.5.7. Mutajenik potansiyelin belirlenmesi (AMES) Testi

Bruce Ames tarafindan gelistirilmis olan Ames Testi “Salmonella-
mikrozom test sistemi” olarak da bilinmektedir. Bu test, kisa zamanli testlerin en
yaygin kullanilani, test parametreleri acisindan en iyi standardize edilmis
olmasinin yani sira bilinen mutajen ve kanserojenlerle denenerek gecerliligi kabul
edilmis, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Organizasyonu (Organisation for
Economic Co-operation Development) tarafindan standardize edilmis bir testtir
(OECD 471).

Bu test, yapay olarak mutasyona ugratilarak histidin sentezleme yetenegini
kaybetmis (His", oksotrofik, His gerektiren) Salmonelle typhimurium suslarinin
test edilen kimyasal madde ile maruziyetinden sonra ikinci bir mutasyon gecirip
yabanil tip (His", prototrofik, His iireten) hale geri doniismeleri temeline dayanir

(Maron and Ames, 1983).

2.5.7.1. Test Bakterileri ve Genotoksik Ozellikleri: Calismamizda
Salmonella typhimurium’ un TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 suslan

kullanilmustir.

Cizelge 2.12 Salmonella typhimurium Suslarinin Genotipleri ve Ozellikleri

Histidin Mutasyon Hiicre pKm1l R-
sUlee Mutasyonu Tipi RE2E] Duvari (AFE 01 faktor
98 His D3052 Gergeve GCGCGCGL Rfa AuvrB + +

kaymasi GC yanindan-1
Baz cifii GGG
100 His G46 az gt AT’den GC Rfa AuvrB + -
substitisyonu .
transisyonu
Baz cifti GGG
1535 = His G46 o ¥ AT’den GC Rfa AuvrB - +
substitisyonu -
transisyonu
1537 HisC3076 o9 C.C-Cyammatl | Rfa | AuwB - ¥
aymasl
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His D 3052: His D" geni histidinol dehidrojenaz enzimini kodlamaktadur.
his D 3052 mutasyonu (-1 ) ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyon olup niikleotid
eksikligi his D™ geni i¢inde 8 kere tekrarlanan —-GCGCGCGC- boélgesindedir. Bu
nedenle sus daha ¢ok c¢ergeve kaymasi tipi mutasyonlara sebep olan

mutajenik/karsinojenik kimyasallarla his™ hale déniistiiriilmektedir.

His G 46: Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan
gende 16sin kodunu (GAG) yerine prolin kodonu (GGG) gelmesine neden

olmaktadir.

His C 3076: +1 ger¢eve kaymasi ( near C-C-C run) tipi mutasyonlara sebep
olan mutajenik/karsinojenik kimyasallarla his* hale doniistiiriilmektedir.

Rfa: Bu mutasyon hiicre yiizeyini saran lipopolisakkarit ortiisiinii
zayiflatarak normal hiicrelere giremeyen benzopiren gibi biiyiik molekiillerin test

bakterilerine girebilmelerini saglamaktadir.

A: Delesyon: Uvr B geni “excision repair” de gorevi olan bir enzimi
kodlamaktadir. Dolayisiyla bu enzimin yoklugu mutant susu degisik mutajenlere

kars1 daha hassas yapmaktadir.

+R: pKM101l: Ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede ¢ok sayida
bulunan bir plazmittir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hiicrelerde normalde
bulunan ve hata frekans1 yiiksek olan “error-prone” DNA onarim yolunun
aktivasyonuna ve bu nedenle de kimyasallarin etkisiyle veya spontan olan

mutasyonlarin artmasina neden olmaktadir.

2.5.7.2 Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi: Xenometrix
firmasindan temin edilen Ames MPFtm 98/100/1535/1537 kiti ile yapilmistir.

Salmonella typhimurium test bakterilerinin stok kiiltiirleri de kit igerigi olarak

Xenometrix firmasindan temin edilmistir. Testin gilivenirliligi agisindan test
suglarinin genetik yapilarindaki mutasyon durumlari Maron ve Ames (1983)
tarafindan gelistirilen yonteme uygun olarak Xenometrix tarafindan yapilmis ve

sertifikalandirilmastir.
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2.5.7.3_ Metabolik aktivasyon calismasi : Tim bakteriyel testlerde oldugu
gibi Ames testinde de eksik, unsur memelilerdeki detoksifikasyon/biyoaktivasyon

mekanizmasini gerceklestiren enzim sisteminin bakterilerde olmayisidir. Bu
amacla en yaygin kullanilan enzim preparati, sicanlarin enzim aktivasyonunun
kimyasal ile uyarilmis haldeki karaciger dokularindan homojenize edilen ve S9
fraksiyonu olarak isimlendirilen mikrozomal enzim fraksiyonudur. Hiicre
homojenize edilirken endoplazmik retikulum membrant “mikrozom” denilen
kiirecikler haline doniisir. Bu kiirecikler biyotransformasyonda gorev alan

enzimlerin olduk¢a 6nemli bir kismini igerir.

Cesitli madderlerin biyoaktivasyonunu etkili bir sekilde arttirmak i¢in, insan
karacigerine oranla daha kolay elde edilmelerinden dolayi, aroclor 1254 ile
muamele edilmis fare karacigerlerinden elde edilen S9 fraksiyonu
kullanilmaktadir ve bu ¢alismada Xenometrix firmasindan temin edilen % 30’luk
S9 karigimi kullanilmistir. S9 karisiminin hazirlanmast i¢in gerekli kofaktor

¢ozeltilerinin hazirlaniglari ve saklama kosullari ¢izelge 2.13’te verilmistir.

Cizelge 2.13 Kofaktor Cozeltilerinin Hazirlaniglar

Ames icin

— Kimyasal Madde Topl_am Miktar Saldare kullanlfan
Konsantrasyon Hacim Kosulu .

miktarlar

1,00 M KCI 50 mL 3,728 g 4°C 0,083 mL

0,25 M MgCl,x6H20 50 mL 2,541 ¢ 4°C 0,080 mL

0,20 M Glukoz-6-fosfat 10 mL 0,564 g -20°C 0,063 mL

0,04 M NADP 10 mL 0,306 g -20°C 0,250 mL

0,20 M NaH,PO, 100 mL 3,120 g 4°C 1,270 mL

- S9k Frasiyonu - - - 0,750 mL

2.5.7.4 Pozitif Kontrol

Cozeltilerinin Hazirlanisi:

mutajenik etkileri

bilinen standart maddeler

Bakterilere karsi
pozitif olarak her deneyde

yapilmalidir. Test ortamia S9 karis1 ilave edilmesi veya edilmemesi durumlari
icin farkli pozitif kontroller kullanilmistir. Her sus i¢in kullanilan pozitif

kontroller ve miktarlar1 Cizelge 2.14’te verilmistir.
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Cizelge 2.14 Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

-S9’lu testler icin +S9’lu  testler igin

Suslar Konsantrasyon Konsantrasyon
kullanilan kimyasallar kullanilan kimyasallar

TA 98 2-nitfrofluoren (2-NF) 2 ug/mL 2-aminoantrasen(2-AA) | 25 pug/mL
4-nitroquinolin -~ N-oksit .

TA 100 0,1 pg/mL 2-aminoantrasen(2-AA) | 62,5 pg/mL
(4-NQO)

TA 1535  N*-aminositidin(N*-~ACT) = 100 pg/mL 2-aminoantrasen(2-AA) = 125 pg/mL

TA 1537 | 9-aminoakridin (9-AA) 15 pg/mL 2-aminoantrasen(2-AA) | 125 pg/mL

Alg ekstrelerinin uygulama konsantrasyonlarinin belirlenmesinde test
maddesinin seyreltilmesi islemi sirasinda 1 adet 96’lik seyreltme mikroplakas,
bakterilerin test maddelerine maruziyeti icin 24’lilkk maruziyet mikroplakasi
kullanilmistir. Ames testinde; test maddesinin seyreltilmesi ve pozitif kontrol
ilavesi igin 96’lik seyreltme mikroplakasi, bakterilerin test maddesine maruziyeti
icin 24’lik mikroplaka, maruziyet kiiltiirlerinin mutajenik aktivitelerinin tespiti

icin 384’°liik mikroplaka kullanilmistir.

2.5.7.5 Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi: Bakteriler, ayr1 ayri 50

mL’lik steril falkon tiiplere 10’ar mL biiyiime besiyeri igerecek sekilde
konulmustur. “Negatif kontrol” olarak etiketlenen 50 mL’lik steril falkon tiipiine
de 5 mL biiylime besiyeri eklenmistir. -20 °C’den c¢ikarilan bakteri tiipleri oda
sicakligina ¢oziinmeye birakilmis ve ampsilin ¢ozeltisinden % 0,1 oraninda (10
pL) eklenmistir. -80 °C’de saklanan bakteri kiiltiirleri oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmis ve lizerlerine 200 pL biiylime besiyeri ilave edilmistir. Yar1 kat1 pellet
halindeki bakteriler steril pipet ucu ile mekanik olarak homojen hale getirilip bu
karisimlarin 25 pl’si ampsilinli biiyiime besiyeri igeren etiketlenmis falkon
tiiplere ilave edilmistir. Falkon tiipler inkiibatérde 37 °C’de ve 250 rpm’de 14 - 16
saat calkalanarak inkiibe edildikten sonra bir gecelik kiiltiirlerin ODggo degerleri
Ol¢iilmiistiir. Bakteri kiiltiirlerinin optik yogunlugunun en az 2,0 ve negatif

kontroliin ise < 0,05 olmas1 gerekmektedir.
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2.5.7.6 Bakteri kiiltiirlerinin test maddesine maruziyeti:

Test maddesinin sitotoksik konsantrasyonunun belirlenmesi: Ames testine

baslamadan Once, tayin edilecek Ornegin test ortamindaki ¢Oziiniirligi ve
calisilacak konsantrasyon araliginin bakteri susu iizerine sitotoksik etkisi On
deneyle incelenmistir. Test prosediiriin de oldugu gibi, oncelikle 96 kuyucuklu
mikroplakada test maddesi igin seyreltme islemi yapilmistir ve 24 kuyucuklu
maruziyet mikroplakasina aktarilmistir. Maruziyet besiyeri ve bir gecelik bakteri
kiiltiirii eklendikten sonra 37 °C ve 250 rpm’de 90 dakika c¢alkalanarak inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar incelendiginde bulanik olan
kuyucuklar sitotoksik etkisi olmayan dozlar1 berrak olan kuyucuklar ise yiiksek
sitotoksik etkili olan dozlar1 gostermistir. Buna gore yapilan inceleme sonrasinda
sitotoksisite gosteren en diisiik doz, testte kullanilan en yiiksek konsantrasyon

olarak secilmistir.

Test maddesinin stok ¢ozeltilerden gerekli seyreltilmelerin yapilmasi islemi
gerceklestirilmistir. Deney sonunda mikroplaka kuyucugundaki test maddesi 25
kat oraninda seyreleceginden test maddesinin deneydeki en yiiksek
konsantrasyonunun 25 kat konsantre ¢ozeltisi hazirlanmistir. Test maddesinin 96
kuyucuklu seyreltme mikroplakasindan 24 kuyucuklu maruziyet mikroplakasina
aktarilmasi islemi gergeklestirilmis ve hazirlanan tiim 24 kuyucuklu maruziyet

plakalar1 37°C ve 250 rpm’de 90 dakika ¢alkanarak inkiibasyona birakilmislardir.

2.2.5.7 Mutajenik aktivitenin_tespiti: 90 dakikalik inkiibasyonun ardindan

inkiibatorden c¢ikarilan 24 kuyucuklu maruziyet mikroplakalarinin her bir

kuyucuguna 2,8 mL indikatdr besiyeri eklenmistir. 24 kuyucuklu maruziyet
mikroplakasindaki maruziyet kiiltiirlerinin - 384  kuyucuklu mikroplakaya
aktarilmasi islemi yapilmis ve bu plakalar kilitlenebilir plastik poset igerisine
dikkatlice yerlestirilmis ve 37 °C’lik inkiibatérde 2 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir. 2. gliniin sonunda inkiibatérden ¢ikartilan mikroplakalar sayim igin

hazirlanmstir.

Karsilagtirma “Student-T Testi” ile yapilmis ve p < 0,05 olan sonuglar anlamli
kabul edilerek degerlendirilmistir. Test sonunda elde edilen veriler Xenometrix

firmasi tarafindan diizenlenen excel formatina aktarilip degerlendirilmistir.
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2.5.8 In vivo protektif etkilerin belirlenmesi (Mikronukleus (MN)
ve kromozom aberrasyon (KA) yontemi):

2.5.8.1 Mikronuklues yontemi:

Bu yontem in vivo ve in vitro kimyasallarin genotoksisitesini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem in vivo’da
genellikle farelerin olgunlasmamis kemik 1iligi eritrositleri kullanilarak
degerlendirilirmektedir (Sato ve Tomita, 2001). MN ydntemiyle klastojenlerin

calisilmasi sonucunda;

En az bir dozun tek bir uygulamasindan 24-48 saat sonra incelenmesi,
kimyasallarin mutajenitesinin degerlendirilmesi i¢in yeterli bulunabilir. Bu
bilgiler 1s181indan OECD 474 prosediiriine 12 haftalik farelerin asagidaki sekilde

gruplandirilmasi amaglanmistir.

Gruplar (36 Q@ ve 36 & Balb-c):

- Grup 1: Kontrol (distile su) (n=12)

- Grup 2: H.scoparia 900 mg/kg (n=12)

- Grup 3: H.scoparia 300 mg/kg + Cd 4 mg/kg (n=12)
- Grup 4: H.scoparia 600 mg/kg + Cd 4 mg/kg (n=12)
- Grup 5: H.scoparia 900 mg/kg + Cd 4 mg/kg (n=12)
- Grup 6: Cd 4 mg/kg (n=12)

H. scoparia’nin 300, 600 ve 900 mg/kg’lik konsantrasyonlart Ve
kadmiyum (Cd) oral 1.5 mg/kg olacak sekilde 21 giin boyunca verilmis,
negatif kontrol grubuna ise distile su gram basina 0.01 ml gelecek sekilde
verilmistir. 21. giinde hayvanlardan interkardiyak olarak kanlar alindiktan
sonra, servikal dislokasyonla oldiiriiliip, 6rneklerin arka ayak tibia ve femur
kemik ilikleri 1 ml fetal calf serum ile ¢ikarilmistir (Sekil 2.7). Tiipe alinan
kemik iligi hiicrelerinin pipetaj islemiyle birbirinden ayrilmasi saglanmaistir.
Icinde kemik iligi bulunan tiipler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, altta
biriken kemik 1iligi hiicrelerine zarar vermeden iistte biriken silipernatant

atilmigir. Altta kalan hiicrelere pipetaj yapildiktan sonra sonra, temiz lamin
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iizerine bir damla soliisyon damlatilip, bir baska lamla aralarinda 45%lik ac1
olacak sekilde bu damlanin yayilmasi saglanmistir. Preparatlar en az 1 gece
kuruduktan sonra, saf metanolde fikse edilmistir. Bir gece kurutulan
preparatlar Sorensen fosfat tamponunda (pH 6.8) hazirlanmis % 10’luk giemsa
ile 10 dakika boyanmistir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra distile suda
calkalanmistir. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan sonra, entellan
ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Hazirlanan preparatlarda, her bir
hayvan icin 1000 eritrosit sayilarak, Preparatlar kiigiik degisiklikler yapilarak
Schmid (1975) ve Aaron’nun et al., (1989) tanimladig1 gibi MN’lu hiicreler

belirlenmistir.

Sekil 2.7 Deney hayvanlarindan kemik iliginin ¢ikarilma iglemi

2.5.8.2 Kromozom aberasyon yontemi:

H. scoparia’nin 300, 600 ve 900 mg/kg’lik konsantrasyonlari ve kadmiyum
(Cd) oral 1.5 mg/kg olacak sekilde 21 giin boyunca verilmis, negatif kontrol
grubuna ise distile su gram basina 0.01 ml gelecek sekilde verilmistir. Hayvanlar
Otenazi yapilmadan 3 saat once hiicreleri metafaz plaginda durdurmak igin 1
mg/kg kolsisin i.p. olarak uygulanmistir. Siire sonunda hayvanlar servikal
dislokasyonla otenazi yapilmis ve arka ayaklarindaki femur kemikleri serum
fizyolojik yardimiyla ¢ikarilmistir. Tiipe alinan 6rnekler pipetaj yapildiktan sonra
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iistte biriken siipernatant atilmistir.

Dipte kalan pelletin iizerine taze olarak hazirlanmis 0,075 M KCI eklenerek
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370C’lik etiivde 25 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant tekrar atilmistir. Dipte kalan pellete taze
hazirlanmis Carnoy fiksatifinden (3:1 Metanol/Asetik Asit) 5 ml ilave edilip
pipetaj yapilmistir. Daha sonra hiicreler beyazlagincaya kadar santrifiij ve fiksatif
islemi 3-4 kez daha tekrarlanir. en son islemde dipte kalan pelletin {izerine 2-3 ml
fiksatif ilave edilip siispansiyon hazirlanmigtir. Numaralandirilmasi yapilan lamlar
metanolle iyice temizlendikten sonra iginde distile su bulunan cam jar iginde +4

°C’ de bekletilmistir.

Hazirlanan fiksatif-hiicre siispansiyonundan, soluk ve 1slak lamlar {izerine 1-
2 damla, yaklasik 20 cm. yiikseklikten hizli bir sekilde damlatilarak yayilmasi
saglanmis ve daha sonra oOrnekler oda 1sisinda kurutulmaya birakilmistir. Her
hayvan i¢in 5 preparat hazirlanmistir. Lamlar hidrolize edildikten sonra Giemsa

boyasinda 7 dk boyanmustir.
2.6. Istatiksel Degerlendirme

Calismadaki istatistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows 10.0
istatistiksel analiz programi kullanilarak yapilmistir. Deney sonunda biitiin
gruplardaki farelere ait total agirliklar1 hesaplanarak, sonuglar varyans analizi
(One-Way ANOVA) ile kontrole gore karsilastirilmistir. Istatistiksel agidan onem
kontrolii p < 0,05 seviyelerinde, kontrol grubu ile uygulama gruplari arasinda

yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Kuru Orneklerin Ekstraksiyon Verimi

Alg orneklerinin ekstraksiyon sonrasi tirliin verimi Cizelge 3.1°de
goriilmektedir. Sirasiyla G.gracilis ve H.scoparia metanol ekstrelerinde de en fazla
verim gozlenirken, en az verim H.scoparia-Hex ile E.linza-Hex 6rneklerinde tespit

edilmistir.

Cizelge 3.1 Alg orneklerinden ekstraksiyon sonrasi elde edilen miktarlar

Herbaryum Alg Kuru Ekstraksiyon sonrasi agirlik (mg.)
ornekleri girhk
numarasi ornekleri agirh T chi ME
(or.)
40797 H.scoparia 108 166 (%0,15) 228 (%0,21) 3902 (%3,6)
20798 E. lina 86 194 (%0,23) | 195 (%0,22) 927 (%L,1)
20799 G gracilis 98 258 (%0,26) | 239 (%0,24) 2504 (%2,6)

3.2. Alg Ekstrelerinin icerik Tayini

3.2.1. Total fenol ve flavonoit icerik sonuglari

Alg 6rneklerinin Hex, Chl ve Met ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit e
karsilik gelen miktarlarnt Cizelge 3.2°de wverilmistir. Bu sonuglara gore;
H.scoparia-Met ekstresi sirasiyla 33,20 ve 1,26 mg/g degeriyle gallik asit ve
kersetine en fazla esdegerlik gosterirken, bunu sirasiyla E.linza-Met (25,58 mg
GAE/g ve 0,94 mg QE/g) ve G.gracilis-Met (8,31 mg GAE/g ve 0,4 mg QE/qg)
ekstreleri izlemektedir. Bununla birlikte, H.scoparia-Hex ve -Chl ile
G.gracilaria—Hex ekstrelerinde ise total fenol ve flavonoit igerik tespit

edilememistir.



71

Cizelge 3.2 Alg 6rneklerinin metanol ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit

miktarlari
Toplam Fenolik Madde Toplam Flavonoit
Ekstre (mg GAE/g ekstre) (mg QE/g ekstre)

Hex

o

8 Chl

S

T Met 33,20+1.41 1,26+0,95
Hex 1,30+0,1

S

=

E Chl 2,34+0,1 0,17+0,05
Met 25,58+1 0,94+0,05
Hex

2

S Chl 1,42+0,1 0,23+0,105

>

o Met 8,31+0,12 0,4+0,1

3.2.2. HPLC yontemi ile icerik Tayini

Alg orneklerine ait icerik analizleri a-tokoferol, gallik asit, kafeik asit,
Klorojenik asit, p-kumarik asit ve kersetin gibi fenol ve flavonoit_ asit standartlar
kullanilarak belirlenmistir. a-tokoferol standardi Sekil 3.1 ve Cizelge 3.3
goriildiigii tizere o- tokoferol standardi sadece G.gracilis orneklerinde tespit
edilmistir. Bu sonuca gore, Gg-Met 2,595 mg/100g ekstre degeriyle en yiiksek
icerige sahip olurken, Gg-Chl 6rnegi 0,54 mg/100g ekstre oraninda igerik tespit
edilmistir. Sekil 3.2 ve Cizelge 3.4 incelendiginde, Hs-Hex oOrneginde kafeik
(0,036 mg/100g ekstre), p-kumarik asit (0,017 mg/100g ekstre) ve kersetin (0,41
mg/100g ekstre) igerikleri tespit edilirken, Hs-Chl o&rneklerinde sadece
0,13mg/100g ekstre p-kumarik asit bulunmustur. EI-Chl 6rnekleri incelendiginde
ise, kumarik asit (0,043 mg/100g ekstre) ve kersetin (0,23 mg/100g ekstre)
igerikleri tespit edilirken, Hs-Met’de sadece gallik asit (0,11 mg/100g ekstre)
belirlenmistir. Gg-Chl, El-Hex, ElI-Met, Gg-Hex ve Gg-Met 6rneklerinde ise elde

mevcut bulunan standart bilesikler tespit edilememistir (sekil 3.3).
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Cizelge 3.3 Hex ekstrelerine ait a- tokoferol alikonma ve alan dagilimlari

Ornek Alikonma Miktar
rne Zamam Area Alan (%)
(dakika) (mg/100g ekstre)
a- tokoferol 3,876 235,97556 79,2636
Gg-Chl 3,843 446,01825 3,0270 0,54
Gg-Hex - - -
Gg-Met 3,767 20,46934 3,8845 2,595
Cizelge 3.4 Alg ekstrelerinde yer alan bilesiklerin alikonma ve alan
dagilimlar
Ornek Icerikte Yer Ahkonma Miktar
Alan Bazi Zamam Alan Yiiksekilk | (mg/100g
Bilesikler (dakika) ekstre)
Gallik Asid 8.714 5976635 209309
KlorojenikAsid 30.968 6554130 191786
Standart - teik Asid 32.851 | 6974364 231379
p-KumarikAsid 40.335 10418827 | 456124
Kersetin 68.417 2579867 71196
El-Chl p-KumarikAsid 40.509 91453 2804 0,043
Kersetin 69.244 122897 4547 0,23
Hs-Met Gk Asid 8416 112164 2903 0.11
Hs-Chl p-KumarikAsid 40.123 115136 4468 0,13
KlorojenikAsid 30.564 38016 1007 0,32
Hs-Hex Kafeik Asid 32.889 56218 1692 0,036
p-Cumaric Asid 40.404 39862 1644 0,017
Kersetin 69.028 231320 6544 0,41
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Sekil 3.2. Farkli alg ekstrelerinin HPLC igerik analizleri
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Sekil 3.3. Igerik tespiti yapilamayan alg ekstreleri
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3.3. Antioksidan Aktivite Sonugclari

3.3.1. DPPH aktivite sonuclari

Deney sirasinda Oncelikle DPPH serbest radikal c¢ozeltisinin standart egrisi
olusturulmustur. Sekil 3.4°’de DPPH radikal siiplirme aktivitesi tayini ig¢in
hazirlanan standart DPPH grafigi verilmistir.

30 -

25 A

20 y =1,1095x - 0,0548
R?=0,9992

15

10

Absorbans 517 nm

0 5 10 15 20 25 30
derisim (mg/mL)

Sekil 3.4. DPPH serbest radikal ¢ozeltisinin kalibrasyon grafigi

Her bir 6rnek i¢in ortamdaki DPPH serbest radikallerinin inhibe edilen yiizde
miktar1 ve EDsg (baslangictaki DPPH radikallerinin %50'sini siiplirmek icin
gereken ekstremn miktar1 ) miktarlart gizelge 3.5°de verilmistir. EDsg degeri ne
kadar diisiikse antioksidan etki de o kadar yiiksek kabul edilmektedir. Cizelge 3.7
incelendiginde, 6zellikle G.gracilis-Hex ekstrelerinin yiiksek oranda inhibisyon
gosterdigi; bunu takiben tiim orneklerin Gg-Hex> El-Met> Hs-Hex> Gg-Met>
Hs-Chl> EI-Chl> Gg-Chl> Hs-Met sirasiyla aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.5 Alglerin ortamdaki DPPH serbest radikallerinin % inhibisyon oranlari

Ornek Konsantrasyon @ %DPPH a-tokoferol ekivalen | EDs, (mg/ml)
(mg/mL) inhibisyon degeri (ug/ml)
Hex 0,25 4.11+0,04 3.72+0,01 14.0963
0,5 4.67+0,02 4.22+0,02
1 7.89+0,01 7.13+0,01
< Chl 0,25 3.27+0,02 4.54+0,01 15.1228
g 0,5 4.13+0,06 3.96+0,02
% 1 8.96+0,04 9.08+0,02
Met @ 0,25 5.11+0,02 5.72+0,03 400.332
0,5 7.67+0,05 8.22+0,03
1 10.89+0,04 12.13+0,05
Hex - = - -
Chl 0,25 5.75+0,04 4.33+0,03 221.33
E 05 6.43+0,06 7.62+0,02
i 1 11.28+0,01 10.29+0,4
Met 0,25 0.11+0,03 0.99+0,01 13.1733
0,5 1.89+0,03 1.71+0,01
1 3.67+0,02 3.32+0,01
Hex 0,25 2.09+0,02 1.89+0,02 6,9439
0,5 4.82+0,04 4.36+0,02
1 11.56+0,02 10.45+0,03
" Chl 0,25 6.58+0,01 5.94+0,05 224.9394
E 0,5 10.110,05 9.14+0,05
g 1 11.56+0,01 10.45+0,06
Met | 0,25 4.12+0,04 3.72+0,02 15.0093
0,5 7.56+0,02 6.83+0,01
1 12.46+0,01 11.26+0,02
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3.3.2. ABTS" aktivite sonuclar

Alg orneklerinden elde edilen hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri
ABTS" radikalinin hizl1 ve etkili temizleyicileri olarak dénemli derecede farkli
aktivite gostermistir. Cizelge 3.6’de gosterildigi iizere, alg tiirleri igersinde ABTS"
aktivitesi en yiiksek olan ekstre 0.25 mg/ml konsantrasyonda ¢alisilan Hs-Met’de
tespit edilmistir. Bunu 1 mg/ml konsantrasyonda calisilan Gg-Met ve El-Met
ornekleri takip etmistir. Ayn1 zamanda hem ¢oziicli ekstrelerinde hem de standart
olarak kullamlan troloks ile yapilan calismada artan konsantrasyonlarda ABTS”

aktivitesinin de artig1 gorilmiistiir.

Cizelge 3.6 Alg ekstrelerinin ABTS" serbest radikallerinin % inhibisyon

oranlari
Ornek Ekstre (1 mg/ ml) ABTS" % Inhibisyon
Hex 63.93+0,31
.S
1
S Chl 57.45+0,12
3
T
Met (0.25 mg/ml) 61.01+0.9
Hex -
S Met. 81.19+0,11
c
ui
Chl 24.41+0,10
Hex -
2
E Chl 70.35+0.2
>
(O]
Met 89.72+0,09
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3.4. Antimikrobiyal Aktivite

Alg ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri 4-512 pg/ml doz araliginda
gram negatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas aeroginosa,
ve Salmonella typhimurium) ve gram pozitif (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus epidermidis) bakteri suslari
kullanilarak degerlendirilmis ve gentamisin kontrol olarak kullanilmistir. Cizelge
3.7’¢ bakildiginda Hs-Met ekstreleri B.cereus ve S.aureus’ya karsi, Hs-Chl
ekstreleri B.cereus ve E.faecalis kargi diisiik konsantrasyonlarda (64 ug/mL) etkili
olurken, Hs-Hex ekstreleri Bacillus cereus ve E. faecalis’e kars1 orta dereceli
antimikrobiyal  etkili  oldugu  gozlemlenmistir.  E.linza  ekstrelerinin
degerlendirildigi Cizelge 3.8’e gore, El-Met ekstreleri Bacillus cereus, S.aureus
ve E.faecalis 64 pg/mL’da biiyiimeyi inhibe ederken, EI-Chl ve El-Hex ekstreleri
gram pozitif bakteri suslarina orta derecede etki gostermisir. Kirmizi alg
G.gracilis ekstreleri incelendiginde, yanlizca B.cereus bakterilerini 64 pg/mL
konsantrasyonda inhibe ederken S.aureus ve E.faecalis orta dereceli aktiviteler
goriilirken, -Chl ve —Hex oOrneklerinde orta ve diigiikk dereceli etkiler tespit
edilmistir (Cizelge 3.9). H.scoparia, E.linza ve G.gracilis ekstrelerinin gram
pozitif bakterilere karsi daha etkili inhibisyonlara sahipken, gram negatif

bakterilerin biiylime inhibisyonunda diisiik etkili olduklar1 ortaya konulmustur.

Cizelge 3.7. Halopteris scoparia nin antimikrobiyal aktivite sonuglari

MIC (ug/ml)

Microorganisms Hex Chl Met Gentamycin
Escherichia coli ATCC 23999 256 256 256 1.0
Klebsiella pneumonie CCM 2318 256 256 256 1.0
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 256 256 256 1.0
Salmonella typhimurium CCM 5445 256 256 256 1.0
Bacillus cereus ATCC 7064 64 128 64 4.0
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P 64 256 256 4.0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 128 128 64 16.0
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 256 256 256 2.0
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Cizelge 3.8. Enteromorpha linza nin antimikrobiyal aktivite sonuglari

MIC (png/ml)
Microorganisms Hex Chl Met Gentamycin
Escherichia coli ATCC 23999 256 256 256 1.0
Klebsiella pneumonie CCM 2318 256 256 256 1.0
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 256 256 512 1.0
Salmonella typhimurium CCM 5445 256 256 256 1.0
Bacillus cereus ATCC 7064 64 256 128 4.0
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P 64 256 256 4.0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 64 128 128 16.0
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 256 256 256 2.0

Cizelge 3.9 Gracilaria gracilis 'in antimikrobiyal aktivite sonuglari

MIC (ug/ml)

Microorganisms Hex chl Met Gentamycin
Escherichia coli ATCC 23999 256 256 256 1.0
Klebsiella pneumonie CCM 2318 512 256 256 1.0
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 256 256 256 1.0
Salmonella typhimurium CCM 5445 256 256 256 1.0
Bacillus cereus ATCC 7064 64 256 128 4.0
Staphylococcus aureus ATCC 6538/P 128 128 256 4.0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 128 256 128 16.0
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 256 256 256 2.0
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3.5. Antikanser Aktivite Sonuclar

3.5.1. Sitotoksisite sonuclari

Calismada H.scoparia, E.linza ve G.gracilis alglerinin hekzan, kloroform
ve metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Her ii¢ test
maddesinin de kanser hiicre hatlar1 (U-87-MG, MCF-7, CaCo-2 ve Hela) ve
normal hiicre hatti HEK iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi aracilifi ile
hiicrelerin %50’sinin ¢ogalmasini inhibe eden konsantrasyon olarak tanimlanan
ICso degeri hesaplanarak belirlenmistir. Madde maruziyetine bagli olarak her
kanser hiicre hatt1 tipinde gozlemlenen 1Csq degerleri farkliliklar gdstermistir
(Cizelge 3.10). Alg orneklerinin en etkili oldugu hiicre hatt1 HeLa olarak tespit
edilirken, ekstreler U-87-MG hiicre hatlarinda hesaplanabilir bir 1Csy degeri
olusturmamistir. HeLa hiicreleri incelendiginde, kahverengi alg Hs-Met ekstresi
en etkili inhibisyonu gosterirken (6.5 pg/mL) bunu Hs—Chl (7.6 pg/mL) ve Hs-
Hex (12.2 pg/mL) ornekleri izlemektedir. Yesil alg ekstrelerinde, Chl (27.6
pg/mL) ve Hex (22 pg/mL) ekstreleri birbirlerine yakin bir degerde
proliferasyonu inhibe ederken, kirmizi alglerde Met (13.3 ug/mL) ekstresi
Hex’den (22.4 pg/mL) daha diisiik konsantrasyonlarda etkili olmustur. MCF-7
kanser hiicre hatlari incelendiginde sadece Hs-Met (26.8 pg/mL), Hs-Chl (13
ng/mL) ve EI-Chl (20.2 pg/mL) ekstrelerinde giiclii bir IC50 degeri olusurken,
diger ekstrelerde hesaplanabilir bir inhibisyon etkisi kaydedilememistir. CaCo-2
hiicre hatlar1 incelendiginde ise benzer etkinlikler kaydedilmis olup kahverengi
alg Hs-Hex ekstresi 4.53 ng/mL degeriyle Hs-Met’den daha etkili olurken, yesil
alg ekstrelerinde Ozellikle EI-Chl 1.7 pg/mL yiiksek inhibisyon degeriyle El-
Hex’den daha 1yi etkinlik gostermistir (16 pg/mL). Sekil 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8
incelendiginde bu bilgileri dogrular nitelikte sonuclara ulagilmaktadir. Hex, Chl
ve Met ekstrelerinin HEK 293 saglikli hiicre hatlarina uygulanmasi sonucunda
hiicreler cokgen sekilli, saglikli bir goriiniime sahip ve normal hiicre biiylimesini
stirdiiriirken, ekstre uygulamalar1 sonrasi kanser hiicrelerinin, kiiltiir plakalarina
yapisma  yetenegini  kaybedip  yuvarlak  sekil alarak  canlikliklarini

stirdiiremedikleri gézlemlenmistir.



Cizelge 3.10 H.scoparia, E.linza ve G.gracilis alglerinin Hex, Chl ve Met
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ekstrelerinin hiicre hatlarindaki ICsy degerleri (ug/mL).

ORNEK HelLa MCF7 CaCo2 U87TMG HEK?293

Hex 12.2+0.12 >50 4.53+0.12 >50 26+0.14

©

g Chl 7.6+0.08 1340.11 >50 >50 12+0.13

o

(&)

% Met 6.5+0.10 26.8+0.13 22+0.11 >50 2,5+0.05
Hex 22+0.13 >50 16+0.08 >50 15,52+0.12

©

'U—EJ. Chl 27.6+0.14 20.2+0.11 1.7+0.05 >50 224+0.11
Met >50 >50 >50 >50 >50

» Hex 22.4+0.14 >50 >50 >50 >50

Tg

5 Chl >50 >50 >50 >50 >50

0]
Met 13.3+0.12 >50 >50 >50 254+0.11
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Sekil 3.5 HEK 293 hiicre hatlarinda alg ekstrelerinin etkileri A;Hs-Hex, B; Hs-Chl, C; Hs-Met, D;
El-Hex, E; EI-Chl; F; Gg-Hex, G; Gg-Met, H; DMSO kontrol.
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Sekil 3.6 HeLa hiicre hatlarinda alg ekstrelerinin etkileri A;Hs-Hex, B; Hs-Chl, C; Hs-Met, D; El-
Hex, E; EI-Chl; F, Gg-Hex, G; Gg-Met, H; DMSO kontrol.
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Sekil 3.7 CaCo-2 hiicre hatlarinda alg ekstrelerinin etkileri. A;Hs-Hex, B; Hs-Met, C; El-Hex, D;
EI-Chl; E; DMSO kontrol.
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P
ol LSt

El-Chl,

Hs-Met, C

Hs-Chl, B

Sekil 3.8 MCF-7 hiicre hatlarinda alg ekstrelerinin etkileri

DMSO kontrol.

D
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3.5.2. Apoptotik Potansiyel Sonug¢lari

3.5.2.1. Hiicre hatlarindan Total RNA izolasvon sonuclari

Gen ekspresyon profillerinin karsilastirilabilir analizinin yapilabilmesi
amaciyla alg ornek ekstreleri, DMSO ve hiicre kontrol gruplar ile birlikte her
birinden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen total RNA
miktarlar1 Thermo Scientific NanoDrop 2000c (Waltham, USA) cihazi ile ng/uL

cinsinden dl¢lilmistiir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11 Hiicre Hatlarinin Total RNA Izolasyon Sonuglar

MADDE HelLa MCF7 CaCo2 HEK?293

Hiicre Hatt1 Kontrol Grubu 10748 6608 1588,6 395,1

DMSO Kontrol Grubu (%0,05) 1064.4 1309.5 2800,6 22417

5 H.scoparia-Hex 928 3 ) 21259 2394,2
2
o0 4
St
%]
5 H.scoparia-Met 4495 3377,0 739,7 24339
)%0
<Zﬂ E.linza-Hex 1850,0 - 545,1 3777,3
=4
g E.linza -Chl 470,8 1955,1 | 5451 2407,7
=

G.gracilis-Hex 1937,6 - 3969,6

G.gracilis-Met 2317,1 - 5317
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3.5.2.2. Apoptotik gen ekspresyonunun sonuclari

LightCycler’dan elde edilen ACT degerleri ile ‘Karsilagtirmali CT Metodu’
kullanilarak her bir hedef gen i¢in kat degisimi (fold change) degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 3.32). Hesaplamada her bir hiicre hattinin kontrol grubu
ile maruziyet grubu ayri1 ayr1 degerlendirilmistir. Analizde kullanilan aktin-f
kontrol (ACTB), p-2-mikroglobulin prokiirsor (B2M), gliseraldehit-3-P
dehidrogenaz (GAPDH), hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HPRTL1),
60S ribozomal protein L13a (RPL13A), 16S ribozomal RNA ve 14-3-3 protein
zeta/delta (YWHAZ) gibi housekeeping genlerle de hedef gen ifadesinin kontrolii
saglanmistir ve ifadesindeki degisimin hesaplanmasinda yine bu internal
housekeeping kontrollerin ACT degerlerinden yararlanilarak normalizasyon
yapilmistir. Genlerin ekspresyondaki <- 2 veya > 2 kat degisimleri sonucunda up
veya down regiilasyon ifadeleri ortaya konulmustur. Ayrica calisilan insan
apoptoz iligkili genler, Human Gene Nomenclature Committee (HGNC) ve
National Center for Biotechnology Information (NCBI) veri tabanlarinda

taranarak, her biri uygun gruplara yerlestirilmistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12’de, alg ekstrelerinin uygulamas: sonrasi kanser hiicre
hatlarinda farkli yolaklar araciligiyla yaklasik 39 proapoptotik (Sekil 3.9) ile 20
antiapoptotik gen (Sekil 3.10) ile iligkili anlamli olabilecek apoptotik etkiler ifade
edilmeye calisilmistir (Sekil 4.1). HeLa hiicrelerinde, kahverengi alg H.scoparia
ekstrelerinin etkinliklerine bakildiginda, Hs-Hex Ornegi proapoptotik TNF, FAS,
FASLG, FADD, TNFRSF10A, TNFRSF10C, TNFRSF10D ve TNFRSF1A
genlerini 3,45-6,8 arasindaki bir kat degisimiyle upregiile ettigi goriiliirken,
CRADD genlerini -2,23’liik bir kat degisimiyle downregiile etmistir. Benzer
olarak, Hs-Met ekstreleri uygulamalar1 sonrasi pek ¢ok proapoptotik gen (TNF,
FASLG, CRADD, TNFRSF10D ve TNFRSF1A) iizerinde upregiile bir etki
gostermistir. Bunlardan farkli olarak, Hs-Chl ekstrelerinde sadece TNFRSF1A ve
CRADD genlerini sirasiyla 3,9 ve 4,57’lik kat artisiyla  upregiile ettigi
goriiliirken, diger proapoptotik genlerde 6nemli azalmalara yol agmustir. Yesil alg
E.linza etkileri incelendiginde, E1-Chl proapoptotik FADD, CRADD, TNFRSF1A
ve TNFSFS8 {izerinde 2,04-5,6 arasinda kat artislarina yol acarken, El-Hex
proapoptotik genlerin g¢ogunda downregiilasyonlar goriilmiistiir. Kirmizi alg
G.gracilaria’da ise Gg-Hex ve Gg-Met ekstreleri, proapoptotik ekstrinsik yolak
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onciileri olan TNF ve FAS reseptorlerinde 2 kata kadar kat artisina neden olurken,
ozellikle Gg-Hex ekstreleri TNFRSF10A (4,19) ve TNFRSF1A (7,24) gibi zar
proteinlerini énemli derece kat artislarina neden olmustur. CaCo-2 ve MCF-7
hiicre hatlar1 incelendiginde, HeLa hiicrelerine kiyasla ekstrelerin ayni etkinligi
gosteremedigi goriilmiistiir. CaCo-2 hiicrelerinde Hs-Hex ekstreleri FAS ve
TNFSF10 reseptorlerinde onemli kat artislarina yola acarken, diger proapoptotik
genlerde azalmalar tespit edilmistir. Benzer etkiler Hs-Met ekstrelerinde de
gorilmiis FASLG, TNFRSF10D ve TNFSF10 genleri disinda diger proapoptotik
genlerde kat artislar1 kaydedilememistir. E.linza etkileri incelendiginde ise, EI-Chl
ve El-Hex ekstreleri TNF ve FAS aileleri tizerinde benzer kat artiglarina yol
acarken, EI-Chl ayrica proapoptotik TNFRSF1A, TNFRSF11B ve TNFSF8
genleri lizerinde de sirastyla 1.28, 2.54 ve -3.51’lik 6nemli kat artiglarina neden
olmustur. MCF 7 kanser hiicre hatlarinda, Hs-Chl ve Hs-Met ekstreleri TNF (9.19
ve 11.21, sirastyla) ve CRADD (14.21 ve 2.42, sirasiyla), EI-Chl ekstresi ise
FASLG, TNFRSF11B ve TNFSFS iizerinde sirasiyla 2.14, 2.47 ve 27.12°lik kat
artislarina yol agarken, diger proapoptotik genlerin downregiilasyonlarma engel

olamamustir.

Alg ekstreleri uygulamalar1 sonrasinda hiicre hatlarinda intrinsik yolakta
gorevli BCL2 aile {liyeleri arasinda apoptotik gen ekspresyonunda oOnemli
farkliliklarin oldugu goriilmistiir. HeLa hiicreleri incelendiginde, Hs-Hex (2.87-
15.2 araliginda kat artis1) ve Hs-Met (2.4-12.4 araliginda kat artis1) ekstreleri,
proapoptotik bircok geni upregiile ederken, antiapoptotik genler tizrinde de down
regiilasyonlara neden olduklar1  goriilmiistiir. Hs-Chl  6rneklerinde ise
antiapoptotiklerdeki artiglar ve proapoptotik genlerdeki down regiilasyonlar
intrinsik yolakta etki gosteremediklerini gostermektedir. Yesil alg El-Hex ekstresi
BAX ve BAK1 ve EI-Chl ekstresi BAX genleri iizerinde kat artislarina yol
acmasma ragmen, Ozellikle antiapoptotik BCL2 genindeki kat artiglarinin
goriilmesi hiicrelerin diren¢ mekanizmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
G.gracilis alg ekstrelerinin etkileri incelendiginde, Gg-Hex ve Gg-Met
ekstrelerinin BAX (15.5 ve 1.31), BAD (3.62 ve 5.97) ve BBC3 (1.32 ve 2.17)
genlerinde kat artiglarina neden oldugu goriiliirken, antiapoptotik BCL2 (4.01 ve
9.49) ve MCL1 (1.47 ve 15.37) genlerinin kat artiglar1 da dikkate deger

bulunmustur. CaCo-2 hiicrelerinde intrinsik yolak genleri incelendiginde, Hs-Hex



90

ve Hs-Met ekstrelerinin proapoptotik genler iizerinde etkili olmadigi, El-Hex ve
EI-Chl ekstrelerinin ise BAX, BOK ve BAKL gibi prroapoptotik genelerde kat
artiglarina yol acgtiklar1 tespit edilmistir. Diger bir kanser hiicre hatt1t MCF-7"de ise
Hs-Chl ekstrelerinin hem proapoptotik iiyeler iizerinde 1.58-5.45 aralifinda bir
kat artisina hem de antiapoptotik genler {izerinde downregiilasyonlar gosterdikleri
saptanmistir. Hs-Met etkilerine bakildiginda BAKI1, BOK, BID ve BIK
proapoptotik genlerinde kat artislarina yol agarken, BCL2 geni {izerinde

downregiilasyonlara yol actig1 goriilmiistiir.Yesil alg E1-Chl ekstreleri ise 6z

ellikle BAD ve BOK genlerinde sirasiyla 22.63 ve 4.44’lik kat artislarina

yol agtiklar1 belirlenmistir.

Apoptoz ile iligkili genlerin daha anlamli bir sekilde yorumlanmasi igin
kaspaz en ekspresyonlar da ifade edilmistir. Oncelikle HeLa hiicrelerinde Hs-
Hex, Hs-Chl ve Hs-Met ekstrelerinin etkilerine bakildiginda, ekstrinsik ve
intrinsik yolaklar1 i¢in kavsak noktasi olan Casp-3, Cas-8, Cas-9 ve Cas-10 gibi
genlerde onemli kat artiglarina yol actigi tespit edimistir. EI-Chl ekstreleri
incelendiginde sadece Casp-3 genlerinde upregiilasyonlar olustururken, El-Hex
ornegi Casp-2, Casp-3, Casp-4, Casp-5, Casp-8 ve Casp-9 genlerinde kat artisina
yol agmistir. Gg-Hex ekstreleri uygulamasi sonrasi ise Casp-2, Casp-3, Casp-4 ve
Casp-8’da kat artiglar1 goriiliirken, Gg-Met’de Casp-6 (22.40) ve Casp-9
(7.80)’daki kat artiglar1 dikkate deger bulunmustur. CaCo-2 hiicre hatlar
icelendiginde, Hs-Hex Casp-6, Casp-7 ve Casp-9’daupregiilasyonlara neden
olurken, Hs-Met Casp-2, Casp-6 ve Casp-10 ayni etkileri gostermistir. E1-Hex ve
El-Chl Casp-2, Casp-7, Casp-8 ve Casp-9 lizerinde kat artislarina sebep olurken,
Casp-3 sadece EI-Chl uygulamalar: sonrasi upregiile olmustur. Alg uygulamalari
sonrast MCF-7 hiicrelerinde ise, Hs-Chl Casp-3, Casp-6 ve Casp-7 genlerinde,
Hs-Met ise Casp-6, Casp-8, Casp-9 ve Casp-10 ekspresyonlarinda kat artiglarina
neden olmustur. Son olarak EI-Chl etkileri incelendiginde Casp-3 ve Casp-7’de
strastyla 15.21 ve 3.43 degerlerinde ekspresyon artis1 olmustur. Bu kaspaz aileleri
disinda, 6zellikle Casp-9 ile kompleks olusturan APAF-1genlerine bakildiginda,
HeLa hiicre hatlarinda Hs-Hex, Hs-Chl, Hs-Met, EI-Chl ve Gg-Hex ekstre
uygulamalar1 sonras1 2.48 ile 6.05 arasinda degisen kat artiglart bulunmustur.
CaCo-2 hiicre hatlarina bakildiginda, El-Hex disinda diger ekstreler dnemli kat

artiglarina neden olmustur. MCF-7de ise sadece Hs- met ekstreleri 2.45 degeriyle
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kat artiglaria yol agmistir. Apoptozise yardimci diger proteinlerin etkinlikleri
incelendiginde ise, CAD proteinleri HeLa hiicre hatlarinda Hs-Met disinda 6nemli
kat artiglarina neden olurken (2.23 ile 11.36 arasi), CaCo-2 hiicrelerinde EI-Chl
(7.90), MCF-7"de ise Hs-Chl (6.78) ve Hs-Met (8.09) ekstreleri kat artisina neden
olmustur. TP53 protein aktivasyonu incelendiginde ise, HeL.a’da Gg-Hex ve El-
Chl disindakiler, CaCo-2’da hepsi ve MCF-7 hiicre hatlarinda ise Hs-Met
disindaki tiim ekstreler 1.05 ile 38.4 araliginda 6nemli upregiilasyonlara yol agtig1
belirlenmistir. Kaspaz bagimsiz yolakta gorevli endoG proteini incelemeleri
sonucunda, HeLa hiicrelerinde Gg-Met, CaCo-2’da Hs-Hex ve EI-Chl disindakiler
ile MCF-7°de biitiin ekstreler kat artislarina neden olmustur. Kaspaz bagimli
yolakta gorevli HTRA-2 geni, HeLa hiicre hatlarinda EI-Chl disindaki ekstre
uygulamalar1 sonrasit kat artislarina sahip olurken, MCF-7’de sadece Hs-Chl
artiglara neden olmustur. Bununla birlikte, CaCo-2 hatlarinda ekstrelerin herhangi
bir ekspresyon degisikligine yol agmadiklar1 belirlenmistir. Apoptotik panelde
antiapoptotik olarak NFkB ailesi, DFFA, IAP ailesi ve TRAF gibi hiicre survival
mekanizmalarim1 da degerlendirdigimiz bu calismada, DFFA genleri HeLa
hiicrelerinde EI-Chl ve Gg-Met ile Hs-Chl ekstreleri disinda énemli derecede
azalmalara yol agmistir. IAP ailelerinden BIRC2 HelLa hiicrelerinde Hs-Met, Hs-
Chl ve EI-Chl, CaCo-2 Hs-Hex ve Hs-Met ile MCF7°de Hs-Met
downregiilasyonlara yol agmistir. BIRC3 HeLa hiicrelerinde El-Hex ve EI-Chl
disindaki tiim ekstreler ile CaCo-2’da Hs-Met ekspresyonda azalamalara neden
olmustur. BIRC5 HeLa hiicrelerinde H.scoparia ekstreleri etkili olmazken, diger
alg ekstreleri downregiilasyonlara yol agarken, MCF-7’de tiim ekstreler
ekspresyonda azalmalara neden olmustur. NFkB aileleri incelendiginde, NFkB1
ve NFkB2 HeLa hiicrelerinde Hs-Hex ve Hs-Chl disindaki esktre
uygulamalarinda azalma egilimi gosterirken, REL, RELA ve RELB antiapoptotik
genlerin pek ¢ogundada alg uygulamalar1 sonrasi ekspresyonda downregiilasyona

egilim oldugu gorilmiistiir.
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Cizelge 3.12. Alg uygulamalar1 sonrast hiicre hatlarindaki fold change
degisimleri (Hs: H.scoparia; El: E.linza; Gg: G.gracilis) (Hex: Hekzan;
Chl: Kloroform; Met; Metanol)

Hiicre

Hatlan Hela CaCo2 MCEF-7
Gen Hs- Hs- Hs- |El- |El- |Gg- |Gg- |Hs- |Hs- |EIl- El- |[Hs- |Hs- |El-
Sembolleri | Hex Chl | Met |Hex |Chl |Hex |Met |Met [Hex |Chl |Hex |Chl [ Met |Chl

TNF reseptor

TNF/TNF-a 345 |-28 [201 {198 |-29 |112 |129 |-1,65|-3,61(298 |320 |919 [112 |-1,38

FAS 456 |[-3,75 |-322|-254|-13 (1,09 [258 |509 |-1,01|254 |223 |-1,02|-3,24|1,00
FASLG 334 |-835 (457 (15 |-37 |187 |[100 [100 [254 |-1,42 120 |203 [100 |214
FADD 232 |-462 |-2,32 (421 |127|-167 188 |-135|-440 (100 |1,00 |-2,32(132 |-1,25
CRADD -2,23 | 457 [1,06 [204 |107|212 |-167 |[-192|-1,26 {101 |1,01 |14,2 |242 |1,00
NGFR 201 |359 (259 (-101(13 |11,8 |-196 (100 |-3,24 {187 |3,20 |-1,25|4,07 |-1,20
TNFRSF10

A 2,8 -3,95 |-543 (100 |-13 (419 |[-2,54 |-1,40 1,00 |1,00 |-2,48 |-1,50|1,25 |-1,15
TNFRSF10

C 52 1,00 (100 (-23 |14 |274 |116 |-3,27 |-2,38 [-3,57 [2,58 |-1,36 1,00 |-1,33
TNFRSF10

D 312 |-432 (287 (100 |-1,2|-226 (232 |-142|254 {109 |[1,00 |-1,37 (1,00 |-1,25

TNFRSF1A | 6,8 3,9 206 (56 |1,28]|724 |-629 (1,00 [1,00 |12,78|-8,70|1,00 |3,42 |-1,25

TNFRSF11
B 1,00 |100 |100 |-123 (254 |-1,98 |1,00 |-1,78 |-1,40 |14,27 |-5,60 |-1,02 |-2,54 | 2,47

TNFSF8 1,00 |1,00 |100 |358 |(-31 [105 |1,00 |1,00 |-3,01 8,74 |-2,78|125 |1,28 |27,1

TNFSF10 1,00 |100 |100 |-216(358|-32 |-1,70 [119 |1,21 |1,00 |-2,41|-1,04 4,45 |-418

TNFSF11 1,00 1,00 [1,00 |1,18 |159|-1,46 |2,82 |-1,24 1,00 | 1,05 |1,24 |2,41 |-1,65 | 1,00

TRAF Ailesi
TRAF1 1,00 |1,00 1,00 | 2,35 (152|855 |-516 |568 |10,1 |-3,05 |-1,21|-1,38|-3,27 | 1,94
TRAF2 203 |72 419 (124 |-16 |-47 |-259 |142 |100 |1,00 |1,00 |-1,15]-1,42 |-3,05
TRAF3 -523 (4,1 258 |-185|-24 (186 |-463 |[-1,35[100 [-2,40 |-1,28|-2,95 |-1,78 | 1,00
TRAF5 1,00 |1,00 1,00 12,83 (36 |17 -6,8 |-1,59 |-1,77 | -14,2 | -6,12 | -1,33 | 1,00 |-2,40
TRAF6 1,00 |1,00 1,00 |384 |317|-2,14 |-199 |-1,19 |-5,41 1,00 |1,00 |-1,25|2,47 |1,00
BCL2 Ailesi
Antiapoptotik Uyeler
BCL2 -5,2 |5.27 -71 | 745 256|401 (949 (100 |-2,12|2,04 |1,45 |-3,57|-1,01|1,00
BCL2L1 238 |100 |[-312|-1,64|131|12 -1,31 |-1,43 |-4,23 |-1,54 | 1,79 |-2,01 025 |-1,43
MCL1 -2,4 3,78 -53 |-1,21 142|147 |1537 (2,69 |(100 |11,20|14,1 |-1,15(2,00 |1,21

BCL2L10 1,00 {100 |1,00 |1,00 [491]201 |-630 |100 1,00 (1,00 |1,00 |1,28 |234 |2,00

BCL2L2 1,00 {100 |1,00 |145 |[246|-1,15 |-1,40 |[1,00 (1,00 |3,22 |421 |185 |1,90 |9,32

Proapoptotik Uyeler

BH multidomain grubu
BAX 1,00 |1,00 1,00 |1,78 {213 |155 |1,31 |1,00 |-105|201 |3,14 |215 |-1,48|1,00
BAK1 52 -7,29 |6,78 |421 (-1,2 |-1,12 |-8,09 |-1,03 |-254 |2,14 |1,00 |645 |1,93 |-1,03
BOK 354 |-302 [24 -2,13 158 |-157 |-1,86 [100 |-1,69 [215 [240 |528 [331 (444

BH-only grubu

BBC3 |4,84 ‘ -2,07 ‘ 3.4 ‘ 1,00 ‘ 2,14 ‘ 1,32 ‘ 2,17 ‘ 1,00 ‘ 1,00 ‘ -1,65 ‘ 121 ‘ 7,90 ‘ 1,20 ‘ 0,32
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BAD 53 -4,61 (442 |100 {33 |362 |597 (100 |-1,30 |45 -2,45 158 |-1,45 (4,6
BID 287 |-421 |-235|-45 |155|254 |-249 |(-145(100 (212 |-1,08|198 [3,94 |-1,93
BIK 412 |-2,03 |-338 (152 |234|-3,09 (281 |100 |100 |1,64 |-1,97 234 |358 |-1,48
NFKB Ailesi
NFKB1 1,00 |1,00 100 |-241|-1,3 |-1,74 |-2,48 |-1,35 |-1,25 |-5,21 | 7,54 |-2,95 |-1,98 | 1,00
NFKB2 2,1 4,6 -2,27 |-1,24 1 -1,3 |-551 |-1,70 |-2,52 |-1,69 |-2,78 |-1,46 |-1,33 |2,31 |2,04
REL -2,31 |-2,65 (212 |-257|-11 |-154 |-1,89 [-1,98 |-1,24 158 |-2,40 (3,98 |142 |-1,29
RELA 1,00 |1,00 100 |-165(238|197 |195 (100 |-1,21 |-2,58 [196 |-3,54 3,43 |-3.27
RELB 254 13,16 201 |-116|-14 |261 |251 (4,07 (100 (135 [6,31 |296 |2,00 |-142
Kaspaz Ailesi
CASP2 100 |[245 |35 (232 |-13 335 |-1,07 (-1,34 (321 (209 [1,01 |-1,48 (9,25 |4,26
CASP3 423 1734 |68 532 297|116 |-1,48 |-3,20 [-1,98 [4,70 |-2,47|4,21 |-2,04 | 15,2
CASP4 1,00 |1,00 100 |-1,14 202|311 |-152 (1,00 1,00 |-1,49 (6,78 |1,00 |2,00 |248
CASP5 1,00 |[1,00 1,00 |-1,02 227 |-76 2,78 |240 |1,00 {100 |1,00 1,00 |2,00 |-1,03
CASP6 387 |-241 |268 |-235]|1,63|-1,72 22,40 | 3,58 |458 |-6,21 |-1,02 9,65 |841 |1,00
CASP7 -4,21 | 2,98 -3,59 | -1,46 |-35 (223 |-3,70 (1,09 [-2,01 178 [204 |546 |-2,01 |3,43
CASP8 819 |254 (493 |-387 |12 |3,03 |-144 |-2,04|-1,20|1,24 |2,87 |-2,32 (3,58 |1,00
CASP9 5,62 |3,65 2,78 | 162 |34 |-417 |7.80 (186 |-2,62 4,70 [874 |-1,35|2,34 |-3,23
CASP1 1,00 |1,00 100 |121 |-28 |-1,28 | 151 |-1,14 |-1,16 |-3,57 | 1,00 | 1,45 |-3,20 | 2,08
CASP10 452 |204 |[521 [-185|27 |-153 |-162 |-4,23 6,25 |-2,01 |1,48 |-1,45|76,1 |-3,20
CASP14 1,00 |1,00 1,00 | 1,00 |-10 |-1,39 |314 (1,00 (1,00 165 |[-1,11|-1,93 2,00 |2,59
IAP Ailesi
BIRC2 -458 (-2,23 |100 |-268 157|102 |445 |-193 |-142 (158 |[1,00 |2,00 |-2,83 299
BIRC3 -3,05 |2,04 |-352 (112 |242|-197 |-1,35 |-1,48 |1,00 [1,24 [1,00 |242 |1,00 |236
BIRC5 398 (2,17 |2,19 |-106 |-19 |-1,67 |-1,98 |[0,27 |1,00 |-2,45 1,40 |-1,90 |-154 |-2,13
Diger Yardimcei Proteinler

APAF1 6,05 (312 |325 |32 |[-2,7 (248 |-2/41 (118 (2,03 [1,00 |[320 |1,00 (245 |-8,70
HTRA2 2,86 |[4,71 234 |-24 122|434 |258 |-2,01|-1,42|1,00 |1,00 |2,00 [1,00 |3,21
endoG 348 2,02 2,36 |879 (149|196 |-2,70 |-1,59 (1,00 |-1,95 (2,87 |546 |1,00 |1,00
DFFA 56 |[-204 |-248|113 |-11 |-1,44 |621 |546 [1,00 |-2,01 [1,84 |44 -1,02 | -1,42
CAD 436 |59 3,63 |-12,4 (558|223 |238 |[-2,13 |-3,45 (390 |[-2,30|4,78 6,09 |1,00
HMG1 6,65 |52 4,7 114 |-42 |-1,73 | 8,76 |[-1,08 |-3,23 |-2,04 |1,87 |250 (2,14 |-1,24
PTEN 213 |245 -3,1 |-489(296 |-1,14 |146 |154 (214 |162 |-2,48|4,10 |-2,49 |-1,40
TP53 12,4 8,05 7,2 1,00 | 528 |-1,01 | 1581 (3,88 [204 |487 |[3,01 |298 |-2,40 |1,05
TP53I3 1,00 |1,00 100 |23 |184|-205 |-116 |-1,48 |-1,20 |1,94 |-1,07 |1,00 |2,29 |4,87
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3.6. Anjiyo/Anti-anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi
3.6.1. Invitro hiicre migrasyon denemesi - yara iyilesme modeli

“CytoSelect 24—Well Wound Healing Assay Kit” ile alg ekstrelerinin hiicre
migrasyonu ve anjiyogenezis gibi siireglere muhtemel etkileri ortaya konulmustur.
Prosediir kapsaminda, fibroblast hiicrelerinde insertlerle olusturulan 0.9 mm
capindaki yara bolgesine dogru gbé¢ eden hiicre miktar1 belirlenmis, sonuglar
dogrultusunda yara iyilesme yiizdesi ve migrasyon orant hesaplanmistir.
Oncelikle herhangi bir boyama islemi yapilamadan, uygulamanin 24. saatinde
goriintii alinmigtir. Daha sonra, uygulamanin 48. saatinde giemsa boyama ile tim
hiicreler, DAPI boyama ile sadece niikleuslarin yara alanina goci

goriintiilenmistir (Sekil 3.11, 3.12, 3.12 ve 3.14).

TR A
A% qr

'V 'y
‘.

Sekil 3.11 Kontrol gubu yara kapanma potansiyeli. A:24h, A1;48h-Giemsa, A2;48h-DAPI..
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Sekil 3.12 H.scoparia alg ekstrelerinin yara kapatma potansiyeli. B(Hex):24h, B1;48h-Giemsa,
B2;48h-DAPI. C(Chl):24h, C1;48h-Giemsa, C2;48n-DAPI. D(Met):24h, D1;48h-Giemsa,
D2;48h-DAPI.



100

Sekil 3.13 E.linza alg ekstrelerinin yara kapatma potansiyeli. E(Hex):24h, E1;48h-Giemsa,
E2;48h-DAPI. F(Chl):24h, F1;48h-Giemsa, F2;48h-DAPI. G(Met):24h, G1;48h-Giemsa, G2;48h-
DAPI.
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Sekil 3.14 G.gracilis alg ekstrelerinin yara kapatma potansiyeli. H(Hex):24h, H1;48h-Giemsa,
H2;48h-DAPI. I(Chl):24h, 11;48h-Giemsa, 12;48h-DAPI. J(Met):24h, J1;48h-Giemsa, J2;48h-
DAPI.
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In vitro kosullarda alg ekstrelerinin yara alanin1 kapatma potansiyeli Cizelge
3.13’te gosterildigi lizere, tiim Hex ekstrelerinin, diger ekstrelere ve kontrole
kiyasla en az yiizdeyle yara alanim1 kapattigi gézlemlenmistir. Tiim alg ekstreleri
icerisinde en yiiksek proliferasyon potansiyeline sahip 6rnekler kirmiz1 alg Gg-
Met (%85) ve yesil alg EI-Chl (%83)’de tespit edilirken bunlari, Gg-Chl (%78),
Hs-Met (%76) ve ElI-Met (%51) ornekleri izlemektedir. Bununla birlikte, Hex
ckstrelerinde goriilen sirasiyla El-Hex (%37), Gg-Hex (%11) ve Hs-Hex (%9)
ornekleri diger ekstrelere kiyasla diisiik yiizdeli proliferasyonlara neden olsa da,

yara alani kapatma yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli derecede rapor edilmistir.

Cizelge 3.13 Alg Ekstrelerinin Yara Alan1 Kapatma Ytizdeleri ve Standart

Sapmalari
MADDE Yara Alam Kapatma
Yiizdeleri
Hs-Hex 9+1
Hs—Chl 242
Hs-Met 764
El -Hex 3743
El-Chl 83+4
El-Met 51+1
Gg -Hex 11+1
Gg-Chl 7843
Gg-Met 85+6
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3.6.2. In vivo antianjiyogenik aktivite sonuclar

In vivo alg ekstrelerinin uygulamasina yanit olarak ortaya c¢ikan lizis,
kogiilasyon ve hemoroji gibi antianjiogenik etkinligi kanitlamak amaciyla HET-
CAM yontemi gergeklestirilmis ve degerlendirme sonucunda elde edilen skorlar
Cizelge 3.14°de verilen tabloda her bir alg ekstresi i¢in ayri1 ayri hesaplanmustir.
Pozitif kontrol olarak anti anjiogenik etkinligi kanitlanmig Siiramin, negatif
kontrol olarak ise NaCl kullanilmistir. Calismada ¢dzgen olarak kullanilan
DMSO’nun herhangi bir anjiogenik etkisi tespit edilmemistir (Sekil 3.24).
Bununla birlikte, ekstre uygulamalar1 sonucunda elde edilen anjiyogenik etkiler
Sekil 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22 ve 3.23’de gosterilmistir. Bu
bilgiler 151¢inda, EI-Chl, EI-Met ile Gg-Met ekstreleri 900 uL/mL’de giiglii bir
anti anjiogenik etkinlik sergilerken, 600 uL/mL ise bu ekstrelere ek olarak Hs-
Chl’da orta derecede etkinlik gdzlenmistir. Ayn1 zamanda, alg 6rneklerinin Hex
ekstreleri ise en yliksek dozda bile zayif yada etkisiz olarak etkinligi ortaya

konulmustur.

Hex-9C

Sekil 3.15 H. scoparia hekzan ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,
T:Uygulama,



Sekil 3.16 H. scoparia klorform ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,
T:Uygulama, 3:300mg/kg, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg
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.

Met-9T

Sekil 3.17 H. scoparia metanol ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalar1. C:Kontrol,
T:Uygulama, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg

Sekil 3.18 E.linza hekzan ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,

T:Uygulama.



106

| Chl-6T ia
[ A‘ﬂnﬁi

4

Sekil 3.19 E.linza klorform ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,
T:Uygulama, 3:300mg/kg, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg
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Sekil 3.20 E.linza metanol ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,
T:Uygulama, 3:300mg/kg, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg.



Sekil 3.21 G.gracilis hekzan ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari. C:Kontrol,
T:Uygulama, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg.



Sekil 3.22 G.gracilis klorform ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalar1. C:Kontrol,
T:Uygulama, 3:300mg/kg, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg
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Sekil 3.23 G.gracilis metanol ekstrelerinin in vivo antianjiyogenik uygulamalari.
C:Kontrol, T:Uygulama, 3:300mg/kg, 6:600mg/kg, 9:900mg/kg.
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Negative

-

Positive i

Sekil 3.24 Pozitif (0.1N NaOH), negatif kontrol (0.9% NaCl) ve DMSO (300 uL)

gruplarmin in vivo antianjiyogenik uygulamalar1.



Cizelge 3.14 HET CAM uygulamalar1 sonucunda elde edilen skorlar1

112

MADDE Yumurta Sayis1 = Skor Etki
Hekzan (900mg/kg) 3 0,03+ 0.01 Etki yok
Kloroform (900mg/kg) 3 0,73+ 0.03 Orta
© Kloroform (600mg/kg) 3 0,52+ 0.04 Orta
é Kloroform (300mg/kg) 3 0,02+ 0.01 Etki yok
g Metanol (300mg/kg) 3 0,05+ 0.02 Etki yok
Metanol (600mg/kg) 3 0,58+ 0.04 Orta
Metanol (900mg/kg) 3 0,64+ 0.02 Orta
Hekzan(900mg/kg) 3 0,04+ 0.01 Etki yok
Kloroform(300mg/kg) 3 0,03+ 0.01 Etki yok
Kloroform(600mg/kg) 3 0,64+ 0.03 Orta
_g Kloroform(900mg/kg) 3 2,64+ 0.03 Giglii
u Metanol(300mg/kg) 3 0,04+ 0.01 Etki yok
Metanol(600mg/kg) 3 0,63+ 0.01 Orta
Metanol(900mg/kg) 3 1,84+ 0.04 Gigli
Hekzan(900mg/kg) 3 0,62+ 0.02 Orta
Kloroform(900mg/kg) 3 0,74+ 0.04 Orta
. Kloroform (600mg/kg) 3 0,49+ 0.03 Zayif
:c_é Kloroform (300mg/kg) 3 0,03+ 0.01 Etki yok
3 Metanol(300mg/kg) 3 0,02+ 0.01 Etki yok
Metanol(600mg/kg) 3 0,47+ 0.02 Zayif
Metanol(900mg/kg) 3 1,58+ 0.01 Giigli
NaOH 3 1,89+ 0.04 Giigli
NacCl 3 0,01+ 0.01 Etki yok
DMSO 3 0,03+ 0.01  Etki yok
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3.7. Antimutajenite aktivite sonuglari

Calismada Ames MPF™ Kiti, Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA
1535 ve TA 15357 suslar1 kullanilmis ve sertifikalandirilmasi Xenometrix firmasi
tarafindan yapilmistir. Sigan karaciger S9 fraksiyonu alg ekstrelerinin
biyoaktivasyonunu arttirmak amaciyla kullanilmis, test ortamima S9 karist ilave
edilmesi veya edilmemesi durumlart i¢in farkli pozitif kontroller ile analiz
gergeklestirilmistir. Mutajenik aktivite i¢in degerlendirmelerde, kontrole kiyasla
revertant koloni sayisinda 2 kattan fazla bir artis ile doza baglh bir atis meydana
gelmesi durumunda kontorole kiyasla revertant koloni sayilarinda en az 1 doz i¢in
istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin ortaya c¢ikma olasilifi géz Oniinde

bulundurularak yapilmistir.

Bu sonuglara gore kahverengi alg 6rnekleri incelendiginde (Cizelge 3.15,
3.16, 3.17 ve 3.18; Sekil 3.25, 3.26, 3.27 ve 3.28), Hex ve Chl ekstreleri suslar
tizerinde herhangi bir antimutajenik etki gdstermezken, Hs-Met 6rnegi 2000 ve
5000 pg/mL konsantrasyonda TA 98, TA 100 ve TA 1537 iizerinde +S9’lu ve —
S9’suz olarak doz artisina bagli olarak bir artig gostersede istatistiksel olarak zayif
bir aktivite sergilemistir. Yesil alg ekstreleri incelendiginde (Cizelge 3.17, 3.18,
3.19 ve 3.20; Sekil 3.29, 3.30, 3.31 ve 3.32), TA 98 ve TA 1535 suslarinda
herhangi bir etkinlik gostermedigi bulunmustur. Bununla birlikte, Chl ekstresi TA
100 suslarinda —S9’suz da 500, 2000 ve 5000 pg/mL, +S9’1lu da ise 5000 pg/mL
konsantrasyonlarda ve TA 1537 suslarinda ise sadece —S9’suz ortamda 20
ng/mlL’da zayif dereceli aktivite gosterdigi tespit edilirken, Met ekstreleri TA 100
+S9°da 20 ve 100 pg/mL ile TA 1537’de —S9’suz da 500, 2000 ve 5000 pg/mL ve
+S9’lu da 20 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarin da zayif dereceli aktivite
gostermistir. Kirmizi alg ekstrelerin de ise Hex ekstresi TA 98 +S9°da 500, 2000
ve 5000 ug/mL ile TA 100°de +S9’lu da 4 pg/mL ve —S9’suz da 500 ve 2000
ng/mL konsantrasyonlarin da zayif dereceli etkinlik gostermistir. Chl ekstrelerine
bakildiginda TA 98 —S9°da 20 ve 100 ile TA 1535°de —S9’suz 500-2000, S9’1u da
20-100 pg/mL konsantrasyonlarin da zayif dereceli aktivite sergilemistir. Met
ekstreleri ise sadece TA 1535 —S9’suz da 500, 2000 ve 5000 ile +S9’lu da 5000
ng/mL konsantrasyonlarin da istatistiksel olarak anlamli fakat zayif dereceli
aktivite gosterdigi bulunmustur (Cizelge 3.21, 3.22, 3.23 ve 3.24; Sekil 3.33, 3.34,
3.35 ve 3.36).
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Cizelge 3.15 H.scoparia Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 98
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglari

Hex Chl Met
Kor(‘fg/'rt;f)yo” TA98-S9 | TA9B+S9  TA98S9 | TA98+S9  TA98S9 | TA98+SO
Tekrar
4 11 1]1 1 2|1 1 2|2 2 1 2 2 1.1 2 1
20 11 22 1 1|1 1 2|1 2 2 2 1 2 1 2 1
100 2 1 4112 2 1|2 2 1]2 1 2 2 1 3 .1 1 2
500 1 2 1]2 1 1|1 1 2|1 2 2 2 3 2 2 1 2
2000 11 1|1 2 1|2 1 1|1 2 2 3 4 4 2 1 2
5000 11 11 1 2|1 1 2|2 1 2 4 3 3 2 1 2
Pozitif 48 47 48 | 47 44 45| 46 AT AT | 48 48 4T 4T 46 4T 4T 48 47
Kontrol
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artisi t-testi p-degeri
Konsantrasyon bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
N | iliskin ortalama degerler baseline onlii
(ng/mL) $ g ) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol | 6 1,50 1,83 0,55 0,75
4 3 1,00 1,33 0,00 0,58 049 052 00852 | 0,1753
20 3 1,33 1,33 0,58 0,58 0,65 052 03423  0,1753
100 3 2,33 1,67 1,53 0,58 1,14 | 064 | 01248 | 0,3743
500 3 1,33 1,33 058 058 065 052 03423 0,753
2000 3 1,00 1,33 0,00 0,58 049 | 052 | 0,0852 0,1753
5000 3 1,00 1,33 0,00 0,58 049 052 00852 | 0,1753
Pozitif Kontrol 3 47,67 4533 0,58 153
chi
Pozitif well'ler icin her Kat Artist t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 1,83 1,83 0,41 0,75
4 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 | 064 00852 : 03743
20 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 | 0,64 | 0,3131 0,3743
100 3 1,67 1,67 0,58 0,58 074 064 00852 03743
500 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 | 0,64 | 0,0852 0,3743
2000 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 | 064 00852 | 0,3743
5000 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 | 0,64 | 0,0852 0,3743
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,67 0,58 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artisi t-testi p-degeri
Konsantrasyon bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) N | iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 1,83 1,83 0,75 0,75
4 3 1,67 1,33 0,58 0,58 0,64 = 052 03743 | 0,1753
20 3 1,67 1,33 0,58 0,58 064 | 052 | 03743 0,1753
100 3 2,00 1,67 1,00 0,58 0,77 = 064 03924 | 03743
500 3 2,33 3,00 0,58 1,00 090 116 @ 01753 | 0,0437*
2000 3 3,67 333 0,58 0,58 1,42 129 | 0,0040* @ 0,0100*
5000 3 3,33 4,00 0,58 1,00 129 | 155 00100 | 0,0039*
Pozitif Kontrol 3 47,67 4533 0,58 1,53
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Hs-Hex TA98 (-S9)

Hs-Hex TA98 (+59)

50 50
E40 g 40
S 8
@ 30 @ 30
20 20
10 10
PO =TS S e T = PO = R T T
0 4 20 100 500 2000 5000 0 4 20 100 500 2000 5000
pg/ml pg/ml
* Fold inc. over
Hs-Chl TA98 (-S9) Hs-Chl TA98 (+S9)
50 50
§ 40 g 40
g 5
230 g ®
20 20
10 10
PO I e Y T —— N - B —— Y PO s N e O e R e I e Y e Y
0 4 20 100 500 2000 5000 0 4 20 100 500 2000 5000
ng/ml pg/ml
Hs-Met TA98 (-S9) Hs-Met TA98 (+S9)
50 50
40 40
£ 30 g€ 30
(5] (<]
3 3
@ 20 @ 20
10 10
olm = = & | 00O oﬁ"ﬂ‘ﬂ‘ﬂ"ﬁ‘m‘ﬁ
0 4 20 100 500 2000 5000 0 4 20 100 500 2000 5000
pg/ml ng/ml

* Fold inc. over

Sekil 3.25 H.scoparia Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 98 Suslar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.16 H.scoparia Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 100

Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglari

Kons. Hex chl Met
(ng/m | TA 100-S9 TA 100 +S9 TA 100-S9 TA 100+ S9 TA 100-S9 TA 100+ S9
L) Tekrar
4 2 1 2 2 5 3 4 3 2 5 4 3 3 2 2 4 2 3
20 1 3 2 3 5 4 2 2 3 3 3 3 4 4 2 4 3 2
100 5 3 2 2 2 2 2 3 2 2 3 2 3 3 4 3 2 3
500 3 3 4 4 2 5 2 2 3 4 3 2 2 2 4 2 3 4
2000 2 2 1 5 2 4 3 3 2 5 3 2 3 2 2 5 3 5
5000 1 3 2 2 4 2 2 2 2 4 2 2 3 4 3 4 3 3
Pozitif 4
Kont, |48 48 48 |46 47 47 |46 47 48 | 48 48 47 48 47 47 48 48
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon N : iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol ;| 6 1,50 1,83 0,55 0,75
4 3 1,00 1,33 0,00 0,58 0,49 0,52 : 0,0852 0,1753
20 3 1,33 1,33 0,58 0,58 065 052 i 03423 01753
100 3 2,33 1,67 1,53 0,58 114 0,64 : 0,1248 0,3743
500 3 1,33 1,33 0,58 0,58 065 = 052 : 03423 01753
2000 3 1,00 1,33 0,00 0,58 0,49 | 052  0,0852 0,1753
5000 3 1,00 1,33 0,00 0,58 049 052 : 00852 | 01753
Pozitif Kontrol | 3 47,67 45,33 0,58 1,53
Chl
Pozitif well'ler icin her Kat Artisi t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol ;| 6 1,83 1,83 0,41 0,75
4 3 1,33 1,67 0,58 0,58 0,59 0,64 | 0,0852 0,3743
20 3 1,33 1,67 0,58 0,58 0,59 0,64 : 0,3131 0,3743
100 3 1,67 1,67 0,58 0,58 0,74 | 064 | 00852 03743
500 3 1,33 1,67 0,58 0,58 0,59 0,64 : 0,0852 0,3743
2000 3 1,33 1,67 0,58 0,58 059 @ 0,64 | 0,0852 0,3743
5000 3 1,33 1,67 0,58 0,58 0,59 0,64 : 0,0852 0,3743
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,67 0,58 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon N | iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol @ 6 1,83 1,83 0,75 0,75
4 3 1,67 1,33 0,58 0,58 0,64 0,52 | 0,3743 0,1753
20 3 1,67 1,33 0,58 0,58 0,64 0,52 : 0,3743 0,1753
100 3 2,00 1,67 1,00 0,58 0,77 | 064 i 03924 0,3743
500 3 2,33 3,00 0,58 1,00 090 | 116 | 0,1753 0,0437*
2000 3 3,67 3,33 0,58 0,58 142 129  0,0040*  0,0100*
5000 3 3,33 4,00 0,58 1,00 1,29 | 1,55 | 0,0100* | 0,0039*
Pozitif Kontrol 3 47,67 45,33 0,58 1,53




Hs-Hex TA 100 (~S9)

50
40
5
£ 30
[«5)
3
& 20
10
PO I = T T s O o P =
0 4 20 100 500 2000 5000
ng/ml

Hs-Hex TA 100 (+S9)

50

N
o

w
o

Revertants

N
o

=
o

o

I
0 4

20 100 500 2000 5000

ng/ml
* Fold inc. over

Hs-Chl TA 100 (-S9)

50

40

30

Revertants

20

10

O s I Y T T
0 4 20 100 500 2000 5000

pg/ml

Hs-Chl TA 100 (+S9)

50

40

30

Revertants

20

10

P e Y Y s T O s O i O
0 4

20 100 500 2000 5000

pg/ml

Hs-Met TA100 (-S9)

50

N
o

Revertants
w
o

N
o

=
o

o

T e T i O I e O = O
0 4 20 100 500 2000 5000

pg/ml

Hs-Met TA 100 (+S9)

50

40

30

Revertants

20

10

B O e O = T s 1 B
0 4

20 100 500 2000 5000

pg/ml
* Fold inc. over

Sekil 3.26 H.scoparia Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 100 Suslar1 (-S9)(+S9)




118

Cizelge 3.17 H.scoparia Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1535
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
KO?;";;:SVO” TA98S9 | TA98+59  TA9S9 | TA98+S9  TA98-S9 | TA9B+S9
Tekrar
4 55 3|4 32 |3 23|33 4i4 2 3 4 24
20 3.3 2|4 5:3|4:3:2|3:2 3:3 4 4 4 53
100 45 5|2 5 4|4 23|23 35 5 4 3 44
500 3 2 4|2 3i4|l5i3i4|4i4 312 2 3 4 43
2000 4 3 1|3 4;2|4 34|24 3.3 3 2 2 52
5000 24 3|3 4 2|2 3i3[3:3 54 3 34 22
Pozitif Kontrol 46 47 48 | 47 48 48 | 48 48 47 | 47 47 47 48 48 47 48 48 | 48
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) N : iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-89 +S9 -89 +S9 -89 +S9 -89 +S9
Negatif Kontrol ;| 6 3,67 4,00 1,03 0,63
4 3 433 3,00 1,15 1,00 049 | 082 @ 01137 = 0,3131
20 3 2,67 4,00 0,58 1,00 057 072 0,831  0,0852
100 3 467 3,67 0,58 1,53 057 | 072 01831 0,0852
500 3 3,00 3,00 1,00 1,00 0,65 | 0,72 @ 03423  0,0852
2000 3 2,67 3,00 1,53 1,00 057 : 093 : 0,1831 0,3610
5000 3 3,00 3,00 1,00 1,00 057 | 082 @ 02124 03131
Pozitif Kontrol | 3 47,00 47,67 1,00 0,58
Chi
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +59
Negatif Kontrol | 6 3,00 3,33 1,10 0,82
4 3 2,67 3,33 0,58 0,58 0,65 | 0,80 @ 0,3219 : 0,5000
20 3 3,00 2,67 1,00 0,58 0,73 = 0,64 @ 05000 0,1262
100 3 3,00 2,67 1,00 0,58 0,73 | 0,64 | 05000 : 0,1262
500 3 4,00 3,67 1,00 0,58 098 @ 088 @ 01137 0,2763
2000 3 3,67 3,00 0,58 1,00 090 : 0,72 01831  0,3030
5000 3 2,67 3,67 0,58 1,15 0,65 @ 088 @ 03219 0,3131
Pozitif Kontrol 3 47,67 47,00 0,58 0,00
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantr n bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
onsantrasyo N | iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,50 3,33 1,05 121
4 3 3,00 3,33 1,00 1,15 0,60 : 060 @ 01431  0,1431
20 3 3,67 4,00 0,58 1,00 0,77 - 0,60 | 05000 0,1431
100 3 4,67 3,67 0,58 0,58 0,60 : 068 @ 01431 03219
500 3 2,33 3,67 0,58 0,58 0,86 : 0,77 @ 02909  0,5000
2000 3 2,67 3,00 0,58 1,73 0,68 0,77 | 0,2909 0,5000
5000 3 3,33 2,67 0,58 1,15 0,77 | 0,86 @ 05000  0,3423
Pozitif Kontrol | 3 4767 48,00 0,58 0,00
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Sekil 3.27 H.scoparia Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1535 Suslar (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.18 H.scoparia Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1537

Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglari

Hex chl Met
Korziag?giiyon TA1537-59 | TA1537+59 TA1537-59 | TA1537+59 A TA1537-59 | TA1537+59
Tekrar
4 3.1 2|3:i2i3|2i3 2|2 3 2 21221 2
20 2 23|22 3|4 3 232221 1 3 2 1
100 3 .2 2223|832 2|4 2 2 211212 1
500 4 2 2 |2:i2i3|3i4 3|3 4 2 32232 3
2000 2 23|23 4|3 3 2|3 2443 3 4 3 4
5000 3 3 1|3:3:2|4:3 2|2 3 5 4:5;4i4:4 5
Pozitif Kontrol | 48 | 47 48 | 48 A7 | 48 | 46 | 47 | A7 | 48 1 48 47 1 48 46 | 48 A7 | 44 | 45
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis
Konsantrasyon N | iliskin ortalama degerler baseline) tek yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,67 4,00 1,03 0,63
4 3 433 3,00 1,15 1,00 060 : 0,60 @ 01431  0,1431
20 3 2,67 4,00 0,58 1,00 0,77 060 i 05000 | 0,1431
100 3 4,67 3,67 0,58 1,53 060 @ 0,68 | 01431 03219
500 3 3,00 3,00 1,00 1,00 0,86 0,77  0,2909  0,5000
2000 3 2,67 3,00 1,53 1,00 0,68 : 0,77 @ 0,2909  0,5000
5000 3 3,00 3,00 1,00 1,00 0,77 : 0,86 : 05000 : 0,3423
Pozitif Kontrol 3 47,00 47,67 1,00 0,58
chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artisi et M et
bir konsantrasyona (over i testl‘p‘ deger.'
Konsantrasyon e e Standart Sapma . (eslestirilmemis
(ug/mL) N iliskin ortalama baseline) tek yonlii)
ng/m degerler M
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,00 333 1,10 0,82
4 3 2,67 3,33 0,58 0,58 0,65 @ 080 03219  0,5000
20 3 3,00 2,67 1,00 0,58 0,73 | 0,64 : 05000  0,1262
100 3 3,00 2,67 1,00 0,58 0,73 : 0,64 05000 @ 0,1262
500 3 4,00 3,67 1,00 0,58 098 @ 088 @ 01137 02763
2000 3 3,67 3,00 0,58 1,00 0,90 @ 0,72 = 0,1831  0,3030
5000 3 2,67 3,67 0,58 1,15 065 : 088 @ 03219 03131
Pozitif Kontrol 3 47,67 47,00 0,58 0,00
Met
Pozitif well'ler icin her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis
Konsantrasyon N | iligkin ortalama degerler baseline) tek yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 1,83 1,83 0,75 0,75
4 3 1,67 1,67 0,58 0,58 064 @ 0,73 03743 03743
20 3 1,33 2,00 0,58 1,00 052 088 @ 01753  0,3924
100 3 1,67 1,33 0,58 0,58 064 @ 081 03743 | 01753
500 3 2,33 2,67 0,58 0,58 090 @ 081 01753  0,0698
2000 3 3,33 3,67 0,58 0,58 129 | 0,66 i 0,0100* : 0,0040*
5000 3 433 433 0,58 0,58 1,68 | 0,59 i 0,0008* : 0,0008*
Pozitif Kontrol 3 47,33 45,33 1,15 1,53
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Sekil 3.28 H.scoparia Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1537 Suglar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.19 E.linza Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 98
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
Korziag'):;ﬁyo” TA 98-59 TTA98+S9 | TA98-S9 | TA9B+S9 | TA98S9 | TA98+S9
Tekrar
4 2 3 2 4 3 3 1 2 1 3 3 4 4 5 5 4 3 4
20 33 22 2 3T 1y s s s s 7 s
100 3 2 3 4 3 4 7 7 6 3 2 2 5 5 6 5 5 4
500 P2 B T R R A A < R < T < T 2 2 P R - P R
2000 2 22y 3 2T T 1yt s s s s 56
5000 2 2 3 5 4 4 2 3 5 1 1 2 1 2 6 6 7 7
Pozitif Kontrol | 48 47 | 48 | 47 1 44 | 45 | 45 46 46 | 46 | 45 | 48 48 47 48 | 47 | 44 45
Hex
Pozitif well'ler icin her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantr n bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
onsantrasyo N : iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 3,33 5,00 1,97 1,41
4 3 4,67 5,00 0,58 1,00 0,88 0,78 : 0,1507 | 0,5000
20 3 5,00 6,00 0,00 1,00 094 | 094 : 00995 : 0,1579
100 3 4,67 4,67 0,58 0,58 0,88 = 0,73 | 0,1507 | 0,3569
500 3 4,67 5,33 0,58 0,58 0,88 | 083 | 0,507 : 0,3569
2000 3 2,33 4,67 0,58 0,58 044 073 | 02152 i 0,3569
5000 3 2,67 6,67 0,58 1,15 050 | 1,04 i 0,2972 | 0,0616
Pozitif Kontrol 3 47,33 45,33 1,15 1,53
Chi
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol = 6 3,67 2,83 3,27 2,32 3,67
4 3 1,33 3,33 0,58 0,58 0,19 | 0,65 1,33 . 0,5000
20 3 1,00 1,00 0,00 0,00 0,14 i 0,19 1,00 0,1262
100 3 6,67 2,33 0,58 0,58 0,96 = 045 6,67 | 0,1262
500 3 2,67 1,67 0,58 0,58 0,38 | 0,32 2,67 0,2763
2000 3 1,00 1,00 0,00 0,00 0,14 = 0,19 1,00  0,3030
5000 3 3,33 1,33 1,53 0,58 048 | 0,26 3,33 0,3131
Pozitif Kontrol 3 4567 46,33 0,58 1,53
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon N : iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,83 5,33 1,94 1,75
4 3 4,67 3,67 0,58 0,58 081 052 : 02515 | 0,0815
20 3 5,33 6,33 0,58 0,58 092 089 | 01222 | 0,1904
100 3 5,33 4,67 0,58 0,58 092 | 0,66 @ 01222 i 0,2763
500 3 4,67 5,33 0,58 0,58 0,81 : 075 @ 0,2515 : 0,5000
2000 3 5,33 5,33 0,58 0,58 0,92 075 i 01222 | 0,5000
5000 3 3,00 6,67 2,65 0,58 052 | 094 @ 03016 : 0,1262
Pozitif Kontrol 3 47,67 45,33 0,58 1,53




123

El-Hex TA98 (-S9)

50

40

30

Revertants

20

10

ol O
0 4

O 00 = =

20 100 500 2000 5000

pg/ml
* Foldinc. over BL »=2

El-Hex TA98 (+S9)

al
o

ey
o

Revertants
w
o

N
o

=
o

0maomnm

20 100 500 2000 5000

o

00

ng/ml
* Fold inc. over

EI-Chl TA 98 (-S9)

EI-Chl TA 98 (+S9)

50 50
40 . 40
S
2 8
5 30 5 30
o >
g &
& 20 20
10 10
olj—-'"':"':-‘lj‘r:":-‘li' o&"m‘=‘ﬂ‘¢"=‘¢'
0 4 20 100 500 2000 5000 0 4 20 100 500 2000 5000
pg/ml pg/ml
* Foldinc. over BL >=2 * Foldinc. over BL >=2
El-Met TA 98 (-S9) El-Met TA 98 (+S9)
50 50
40 40
g 30 E30
(5] (5]
3 3
x 20 ® 20
10 10
B O 0m @ s SO I s == 0 O 0 I Y
0 4 20 100 500 2000 5000 0 4 20 100 500 2000 5000
pg/ml pg/ml

* Foldinc. over BL >=2

* Foldinc. over BL »=2

Sekil 3.29 E.linza Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 98 Suglari (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.20 E.linza Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 100
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
Koraagr/‘ggyo” TA100S9 | TA100+S9 | TA10059 | TA100+S9 | TA10059 | TA100+S9
Tekrar
4 2 .3 2|3 1 2|4 33|42 3.3 4 4 4 3 3
20 4 3 2|2 2 3|4 33|43 34 5 4 5 54
100 3.2 2|3 2:2|3 34|34 3,5 4 3 5 5.5
500 3 4 3|4 2 2|4 43|32 315 4 4 4 34
2000 3 3 2|2 2 3|4 34|43 44 4 5 3 32
5000 4 3 2|3 3:1|4 54|44 5,5 4 3 4 3 4
Pozitif Kontrol 46 47 47 | 48 47 48 | 48 46 48 | 47 44 A5 A6 AT AT A8 48 47
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasvon bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
d N | iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol ;| 6 4,33 3,50 0,52 1,38
4 3 3,67 3,33 0,58 0,58 0,76 | 0,68 i 0,1507 0,5000
20 3 4,33 2,33 0,58 0,58 089 048 : 0,0995 0,1579
100 3 3,67 3,67 0,58 0,58 0,76 | 0,75 i 0,1507 0,3569
500 3 3,67 3,67 0,58 0,58 0,76 @ 075 | 0,1507 0,3569
2000 3 3,67 2,67 1,15 0,58 0,76 | 055 i 0,2152 0,3569
5000 3 4,33 4,33 0,58 0,58 089 | 089 @ 02972 00616
Pozitif Kontrol : 3 47,33 45,33 1,15 1,53
Chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artist t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 2,67 2,83 0,52 0,75
4 3 3,33 3,00 0,58 1,00 1,05 . 0,84 : 0,0606 0,3924
20 3 3,33 3,33 0,58 0,58 1,05 @ 093 | 0,0606 0,1753
100 3 3,33 3,33 0,58 0,58 1,05 i 0,93 @ 0,0606 0,1753
500 3 3,67 2,67 0,58 0,58 1,15 | 0,74 : 0,0166* : 0,3743
2000 3 3,67 3,67 0,58 0,58 1,15 = 1,02 @ 0,0166* | 0,0698
5000 3 4,33 433 0,58 0,58 1,36 @ 121 | 0,0016* @ 0,0100*
Pozitif Kontrol 3 47,33 45,33 1,15 1,53
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon N | iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol | 6 3,67 3,33 0,52 0,52
4 3 3,67 3,33 0,58 0,58 0,88 | 0,87 : 0,5000 0,5000
20 3 4,33 4,67 0,58 0,58 1,04 1,21 | 0,0606 0,0048
100 3 4,00 5,00 1,00 0,00 096 @ 1,30 | 0,2582 0,0005
500 3 4,33 3,67 0,58 0,58 1,04 : 095 : 0,0606 0,2035
2000 3 4,33 2,67 0,58 0,58 1,04 0,69 : 0,0606 0,0606
5000 3 4,00 3,67 1,00 0,58 096 @ 095 | 0,2582 0,2035
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,67 0,58 0,58
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Sekil 3.30 E.linza Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 100 Suslar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.21 E.linza Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1535
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
Korziag?giiyon TA 153559 | TA1535+59 TA 153550 | TA1535+S9 TA1535-S9 | TA 1535+ S9
Tekrar
4 4 5 5|4 3 4|4 5 5|45 64 4 54 55
20 6 5 5|6 7 6|5 5 5|6 7 5 4 32 65 5
100 5 5 6|5 5 4|45 5|54 56 6 7 5 55
500 5.4 5|5 6:5|5:4:5|6:5 55 5:6:5 4:65
2000 5.5 6|5 5:6|2:2:3|5:i5 4:5 5:6:4 43
5000 4 2 6|6 7 7|3 2:3|6:8 6i6 7 7 5 5i6
Pozitif Kontrol | 48 | 47 48 | 47 44 1 45 | 48 | 46 I 48 | 47 | A4 | 45 I 48 | 47 4B i 4T 4T | 48
Hex
Pozitif well'ler icin her bir Kat Artis1 t-testi p-degeri
K t konsantrasyona iliskin Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
onsantrasyon ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 1,50 1,83 1,97 1,41
4 3 1,33 1,67 0,58 1,00 065 = 064 i 02515 0,0815
20 3 1,33 1,67 0,00 1,00 081 064 01222 01904
100 3 1,33 1,67 0,58 0,58 0,65 @ 064 i 01222 0,2763
500 3 1,67 1,67 0,58 058 065 064 02515 05000
2000 3 1,67 1,67 0,58 0,58 0,65 @ 064 i 01222 0,5000
5000 3 1,67 1,67 0,58 1,15 065 064 03016 01262
Pozitif Kontrol 3 47,33 47,67 1,15 1,53
Chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 1,83 1,83 0,75 0,41 01137 03131
4 3 1,33 1,33 0,58 0,58 019 = 065 : 0,1831 0,0852
20 3 1,33 1,33 0,58 0,58 0,14 @ 0,19 | 0,1831 0,0852
100 3 1,67 1,67 0,58 0,58 096 | 045 : 03423  0,0852
500 3 1,33 1,33 0,58 0,58 0,38 = 032 : 0,1831 0,3610
2000 3 1,33 1,33 0,58 0,58 014 = 019 @ 02124 03131
5000 3 1,33 1,33 0,58 0,58 048 | 0,26 | 0,1137 0,3131
Pozitif Kontrol 3 45,67 46,33 1,53 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her bir Kat Artist t-testi p-degeri
konsantrasyona iliskin Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon - - J—
N ortalama degerler baseline) yonlii)
(pg/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,50 433 1,94 1,75
4 3 3,00 3,33 0,58 0,58 0,82 = 060 | 02474 0,2431
20 3 2,67 3,67 0,58 0,58 072 077 : 03714 0,3531
100 3 3,00 2,33 0,58 0,58 0,72 | 060 : 01904  0,3219
500 3 2,67 3,00 0,58 0,58 0,72 | 086 : 0,1579 0,3100
2000 3 2,67 2,33 0,58 0,58 0,93 0,68 | 0,2474 0,5000
5000 3 3,33 4,33 2,65 0,58 082 | 077 : 03714 03423
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,67 0,58 1,53
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Sekil 3.31 E.linza Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1535 Suslar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.22 E.linza Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1537
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
Korziagr/‘giiyon TA1537-S9 | TA1537+59 TA1537-S9 | TA1537+S0  TA153/-S9 | TA1537+S9
Tekrar
4 4 5 5|4 3 4|4 6 5|4 5.6 4 5 4 4 2 3
20 6 5 5|6 7 6|6 7 3|67 5 5.5 3 5 66
100 5 5 6|5 5 4|4 7 7|5 4.5 4 555 4 5
500 5 4 5|5 6 5|5 4 5|6:5 5 64 5 4 4 4
2000 5 5 6|5 5 6|4 5 5|55 4 5.6 5 4 34
5000 4 2 6|67 7|6 4 5|6 8 6 4 7 7T 4 3 5
Pozitif Kontrol | 48 47 | 48 | 47 44 45 | 48 | 46 48 | 47 | 44 A5 48 | 46 48 47 44 | 45
Hex
Pozitif well'ler igin‘ l'1er. bir Kat Artist t-tes‘ti‘ p-deg‘eri
Konsantrasyon N ko::?;;;ﬁ:yg:?elrlllzrm Standart Sapma (over baseline) (eslestg‘:il:;ﬁ;n is tek
(ng/mL)
-S9 +59 -59 +59 -S9 +S9 -S9 +59
Negatif Kontrol 6 3,33 3,33 1,97 0,82
4 3 3,33 3,33 0,58 0,58 0,65 | 064 | 02515 0,0815
20 3 4,00 2,67 0,00 0,58 081 | 064 | 01222 0,1904
100 3 3,67 2,67 0,58 0,58 0,65 | 064 | 01222 0,2763
500 3 3,67 3,67 0,58 0,58 065 064 | 02515 0,5000
2000 3 3,00 3,00 0,58 1,00 065 = 064 @ 01222 0,5000
5000 3 2,67 3,67 0,58 1,15 065 | 064 | 03016 0,1262
Pozitif Kontrol 3 48,00 47,00 1,15 0,00
Chi
Porzitif well'ler i¢in her bir Kat Artist t-testi p-degeri
Konsantrasyon N konsantrasyona iliskin Standart Sapma (ov_er (eslestirilmfmis tek
(ng/mL) ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol = 6 4,50 1,83 0,55 0,41 0,1753 0,1904
4 3 5,00 1,33 1,00 0,58 0,99 | 065 | 0,1804 0,2763
20 3 5,33 1,33 2,08 0,58 1,06 : 0,19 | 0,0398*  0,5000
100 3 6,00 1,67 173 0,58 1,19 | 045 | 0,3423 0,5000
500 3 4,67 1,33 0,58 0,58 092 032 @ 03423 0,1262
2000 3 4,67 1,33 0,58 0,58 092 | 019 | 0,753 0,1904
5000 3 5,00 1,33 1,00 0,58 099 | 026 : 0,753 0,2515
Pozitif Kontrol 3 47,33 46,33 1,15 0,58
Met
Pozitif well'ler ig:in‘ l'ler. bir Kat Artigt t—tes‘ti‘ p—deg‘eri
Konsantrasyon \ ko::?al;;:ﬁ;ygg?e;lislﬂn Standart Sapma (over baseline) (e;lestl;]‘:illllrlli?;nls tek
(pg/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,67 3,17 0,52 0,75
4 3 4,33 3,00 0,58 1,00 1,04 . 0,77 . 0,0606 0,3924
20 3 4,33 5,67 1,15 0,58 1,04 145 | 0,1262 0,0008*
100 3 4,67 4,67 0,58 0,58 1,12 1,19 | 0,0166* . 0,0100*
500 3 5,00 4,00 1,00 0,00 120 102 | 00146*  0,0532
2000 3 5,33 3,67 0,58 0,58 1,27 0,94  0,0016* : 0,1753
5000 3 6,00 4,00 1,73 1,00 143 | 1,02 | 0,0073* | 0,0995
Pozitif Kontrol 3 47,33 45,33 1,15 1,53
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Sekil 3.32 E.linza Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1537 Suslar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.23 G.gracilis Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 98
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex Chl Met
KO?;agr/‘gﬁy"” TA98-S9 | TA9B+S9  TA98-50 | TA98+S9 | TA98-59 | TA98+S9
Tekrar
4 3 4. 2|5 3 6|35 2|2 3 24 54 4 2 3
20 3 2:3|2 4 7|6:3 5|3 2 25 5:3 5 6 6
100 4 3. 2|2 5 4|7 5 6|4 2 24 55 5 4 5
500 2 3 3|6 4 4|54 5|3 4 26 45 4 4 4
2000 2 4. 2|5 6 5|6 2 5|3 2 4,5 65 4 3 4
5000 3 4 3|4 7 7|5 4 3|2 3 54 77 4 3 5
Pozitif Kontrol | 48 | 46 | 46 | 48 46 48 | 46 1 47 | A7 | 48 48 A7 | 48 46 | 48 47 44 45
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi.p.-degel:i
omamrason || TSR | ST | ek
-S9 +59 -59 +59 89 +59 -59 +59
Negatif Kontrol 6 2,83 3,50 1,41 0,55
4 3 3,33 4,67 1,00 1,53 061 : 1,5 02515  0,0611
20 3 1,00 4,33 1,00 2,52 042 1,07 01222 02174
100 3 2,33 3,67 0,58 1,53 090 | 091 01222  0,4045
500 3 1,67 4,67 0,58 1,15 0,76 | 1,5 02515  0,0349*
2000 3 1,00 5,33 0,58 0,58 0,76 : 1,32 0,222  0,0012*
5000 3 1,33 6,00 1,15 1,73 094 | 148 03016 ' 0,0056*
Pozitif Kontrol 3 46,33 47,33 1,53 1,15
Chi
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (ov_er (eslestir_i.lmfmis
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) tek yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 3,50 3,17 0,55 0,89 0,4045 | 0,2431
4 3 3,33 3,00 1,53 0,58 082 060 | 00611 | 0,3531
20 3 4,67 2,33 1,53 0,58 1,15 = 0,60 @ 0,0008* | 0,3219
100 3 6,00 2,33 1,00 1,15 148 0,68 @ 0,0105* | 0,3100
500 3 4,67 2,33 0,58 1,00 1,15 = 0,77 0,804 : 0,5000
2000 3 4,33 2,67 2,08 1,00 1,07 077 01753  0,3423
5000 3 4,00 2,00 1,00 1,53 099 | 0,86 | 04045 | 0,2431
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,00 0,58 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
omsananon (| briorertrasors | sundartsipna |l e
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,67 3,00 0,75 0,41
4 3 3,33 3,00 0,58 0,58 0,79 | 067 3,33 3,00
20 3 4,00 2,67 0,58 0,58 061 : 058 4,00 2,67
100 3 2,00 3,33 0,58 0,58 059 | 0,76 2,00 3,33
500 3 3,67 3,00 0,58 0,58 041 | 067 3,67 3,00
2000 3 3,67 3,00 0,58 0,58 061 | 057 3,67 3,00
5000 3 2,67 3,33 0,58 0,58 0,67 | 086 2,67 3,33
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,00 1,53 0,58
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Sekil 3.33 G.gracilis Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 98 Suglar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.24 G.gracilis Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 100
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
Konsantrasyo 355755 TTA100+59  TA 10059 | TA100+S9 | TA100-S9 | TA 100+ S9
n (pg/mL) i : :
Tekrar
4 5 367 5 5|4 2 3|5 43 23 22 3 4
20 2 4 7|54 2|4 3:2|3 3:3 32 2.2 3 3
100 2 5416 4 3|3 2 3|2 32 42 2 4 2 4
500 6 7 4143 4|2 3 4|4 32 34 23 3 3
2000 5 6  7(3:3 2|5 3 5|5 3.2 3.2 4.4 2 3
5000 4 3543 4|4 3 3|4 22 23 53 3 4
Pozitif Kontrol | 48 | 46 48 | 48 48 | 47 | 48 | 48 | 48 | 48 1 48 47 1 48 48 | 47 A7 | 48 | 46
Hex
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon N : iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-89 +S9 -89 +S9 -89 +S9 -89 +S9
Negatif Kontrol 6 3,50 2,67 0,55 1,21
4 3 4,67 5,67 1,53 1,15 1,15 = 1,46 0,611 0,0047*
20 3 4,33 3,67 2,52 1,53 1,07 @ 095 i 02174 0,1579
100 3 3,67 433 1,53 1,53 0,91 1,12  0,4045 0,0574
500 3 5,67 3,67 1,53 0,58 140 095 | 0,0069*  0,1137
2000 3 6,00 2,67 1,00 0,58 148 | 0,69 @ 0,0008* i 0,5000
5000 3 4,00 3,67 1,00 0,58 099 | 095 | 0,1753 0,1137
Pozitif Kontrol 3 47,33 47,67 1,15 0,58
Chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(ng/mL) iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 3,50 4,33 0,89 0,89
4 3 3,33 3,33 0,58 0,58 050 i 0,60 : 0,2431 0,3231
20 3 2,33 3,67 1,00 0,58 0,67 | 0,60 | 05000 0,1431
100 3 3,67 2,33 0,58 1,15 050 | 058 | 0,2031 0,1419
500 3 3,67 3,00 0,58 1,00 0,76 | 0,67 = 0,2709 0,5000
2000 3 2,67 2,33 0,58 1,00 0,68 | 0,77 | 0,2709 0,5000
5000 3 4,33 433 1,00 1,53 0,77 : 0,76 = 0,5000 0,3323
Pozitif Kontrol | 3 46,67 47,67 0,58 0,58
Met
Pozitif well'ler icin her Kat Artis1 t-testi p-degeri
K bir konsantrasyona Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
onsantrasyon s ps - - v pes
N : iligkin ortalama degerler baseline) yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 3,33 3,00 0,84 0,89
4 3 3,33 3,00 1,00 1,00 069 | 077 3,33 3,00
20 3 2,67 2,67 0,58 0,58 0,61 0,68 2,67 2,67
100 3 2,67 3,33 1,00 1,15 069 | 0,86 2,67 3,33
500 3 3,67 3,00 0,58 0,00 061 | 0,77 3,67 3,00
2000 3 3,00 3,00 1,15 1,00 061 | 077 3,00 3,00
5000 3 3,67 3,33 0,58 0,58 077 | 0,86 3,67 3,33
Pozitif Kontrol | 3 47,00 47,00 1,15 1,00
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Sekil 3.34 G.gracilis Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 100 Suslar (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.25 G.gracilis Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1535

Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglari

Hex chl Met
KO?;";;:SVO” TA1535-50 | TA1535+59  TA 153550 | TA1535+50 A TA1535-50 | TA 1535+S9
Tekrar
4 31 2|3 2 3|3 52|44 34 4 3 3 43
20 22 3|2 2 3|6 3i5|7: 3 53 3 53 3:5
100 3.2 2|2 2 3|7 56|65 7 4 5 4 6 4 4
500 4 2 2|2 2 3|5 45|43 44 6 5 4 43
2000 22 3|2 3 4|6 25|33 2 6 5 5 4 54
5000 3.3 1|3 3 2|5 43|43 26 6 7 7 67
Pozitif Kontrol | 48 | 47 ' 48 | 48 A7 | 48 | 46 | 47 | A7 | 48 1 48 47 1 48 48 | 47 48 | 48 | 47
Hex
Pozitif well'ler igin her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon v bi‘r konsantrasygna Standart Sapma (ovgr (eslestir.i.lmfmis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 1,83 1,83 1,10 0,41
4 3 1,33 1,67 1,00 0,58 059 i 0,72 | 0,4297 0,3131
20 3 1,33 1,67 0,58 0,58 067 @ 082 0359 | 0,657
100 3 1,67 1,67 0,58 0,58 067 | 082 | 0,2530 0,2360
500 3 1,33 1,67 1,15 0,58 065 | 0,72 | 00616 | 04297
2000 3 1,33 1,67 0,58 1,00 047 : 083 : 0,2350 0,3131
5000 3 1,33 167 1,15 0,58 057 | 092 | 02360 | 04227
Pozitif Kontrol 3 45,33 47,67 0,58 0,58
Chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona Standart Sapma (ovgr (eslestirilmfsmis tek
(ng/mL) iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,50 2,50 0,55 1,38
4 3 4,67 3,67 1,53 0,58 1,15 @ 095 | 0,0611 0,1066
20 3 4,33 5,00 2,52 2,00 1,07 . 129 | 02174 0,0302*
100 3 3,67 6,00 153 1,00 091 = 155 | 04045 | 0,0031*
500 3 5,67 3,67 1,53 0,58 1,50 . 095 : 0,0078* : 0,1066
2000 3 6,00 2,67 1,00 0,58 168 | 0,69 @ 00009* = 04252
5000 3 4,00 3,00 1,00 1,00 099 @ 077 @ 0,1753* | 0,2992
Pozitif Kontrol 3 47,33 47,67 1,15 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artisi t-testi p-degeri
Konsantrasyon - b[r konsantrasyqna Standart Sapma (ov_er (eslestirilmfmis tek
(ug/mL) N | iliskin ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 2,83 3,00 1,47 141
4 3 3,67 3,33 0,58 0,58 085 | 0,76 | 0,1942 0,3569
20 3 3,67 3,67 1,15 1,15 085 @ 083 @ 02121 0,2530
100 3 4,33 4,67 0,58 1,15 1,01 | 1,06 | 0,0709 0,0616
500 3 5,00 3,67 1,00 0,58 1,16 083 | 0,0290* | 0,2350
2000 3 5,33 433 0,58 0,58 124 : 098 @ 0,0141*  0,0852
5000 3 6,33 6,67 0,58 0,58 147 | 151 :0,0031* | 0,0020*
Pozitif Kontrol 3 47,67 47,67 0,58 0,58
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Sekil 3.35 G.gracilis Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1535 Suglar1 (-S9)(+S9)
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Cizelge 3.26 G.gracilis Salmonella typhimurium / Mikrozom Mutajenite Denemesinde TA 1537
Susundan Elde Edilen Revertant Koloni Sayilar1 ve Mutajenite Denemesinin Sonuglar1

Hex chl Met
KO?;ag?;:i;y"” TA1537-S9 | TA1537+S9 A TA1537-S9 | TA1537+S9  TA1537-S9 | TA 1537+59
Tekrar
4 4 2 5|32 3|3 4 5|34 35 547 6 7
20 5:4:2|2:2 3|3 2 6|33 5:5 5:i6:5 7 7
100 3 43|22 3|7 6 7|54 45 65 5 4 4
500 5.2 4|22 3|4 4 3|87 74 5:5:5 4 5
2000 26 5|2 3:4|3i5 5|7 7 6 5 6 5 4i4 6
5000 6 4 2|3 3:i2|4i4 5|4 5 4261 4i5 4
Pozitif Kontrol : 47 | 46 : 47 | 48 47 48 | 48 48 47 | 48 . 48 A7 i 47 48 i 48 48 48 47
Hex
Pozitif well'ler i¢in her bir Kat Artist t-testi p-degeri
konsantrasyona iliskin Standart Sapma § (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon y (over baseline) -
N ortalama degerler yonlii)
(pg/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,17 3,50 1,33 0,41
4 3 3,33 3,00 1,15 0,58 0,74 | 072 | 04297 0,5000
20 3 3,67 2,67 1,53 0,58 082 | 082 03131 0,5000
100 3 3,33 3,00 0,58 0,58 074 | 082 @ 04227 0,3743
500 3 3,67 2,67 1,53 0,58 082 | 072 03131 0,3743
2000 3 433 2,67 2,08 1,00 0,96 083 @ 0,1657 0,1130
5000 3 4,00 3,33 2,00 0,58 0,89 | 092  0,2360 0,1130
Pozitif Kontrol 3 46,67 47,67 0,58 0,58
chl
Pozitif well'ler i¢in her Kat Artis1 t-testi p-degeri
Konsantrasyon N bir konsantrasyona iliskin Standart Sapma (over (eslestirilmemis tek
(pg/mL) ortalama degerler baseline) yonlii)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol 6 3,00 3,00 1,41 1,41
4 3 3,33 3,33 0,58 0,58 0,76 @ 0,76 | 0,3569 0,3569
20 3 3,67 3,67 1,15 1,15 083 « 0,83 : 0,2530 0,2530
100 3 6,67 433 0,58 0,58 151 @ 098 : 0,0022* | 0,0852
500 3 3,67 7,33 0,58 0,58 083 « 1,66 : 0,2350 0,0008*
2000 3 4,33 6,67 0,58 0,58 098 | 151 : 0,0852 0,0020%
5000 3 4,33 433 0,58 0,58 0,98 098  0,0852 0,0852
Pozitif Kontrol 3 47,67 47,67 0,58 0,58
Met
Pozitif well'ler i¢in her bir Kat Artist t-testi p-degeri
konsantrasyona iliskin Standart Sapma $ (eslestirilmemis tek
Konsantrasyon y (over baseline) -
N ortalama degerler yonlii)
(ng/mL)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Negatif Kontrol : 6 4,33 3,17 223 1,60
4 3 3,67 6,67 0,58 0,58 053 | 1,40 @ 04227 0,0046*
20 3 4,33 6,33 1,00 1,15 0,58 1,33 | 0,3131 0,0098*
100 3 3,67 4,33 0,58 0,58 037 | 091 | 0,1657 0,1368
500 3 3,67 4,67 0,58 0,58 048 | 098 | 02360 0,0852
2000 3 3,67 4,67 0,58 1,15 0,37 0,98 : 0,5000 0,0985
5000 3 4,33 4,33 0,58 0,58 069 | 091 | 03743 0,1368
Pozitif Kontrol | 3 47,67 47,67 0,58 0,58
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Sekil 3.36 Ggracilis Hex, Chl ve Met Ekstrelerinin S. typhimurium TA 1537 Suslar1 (-S9)(+S9)
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3.8. Invivo test sonuglari

3.8.1. Total viicut agirhiklari ile ilgili bulgular

Calisma siiresince ve sonunda farelerin 0, 7 ve 14. giin agirliklari not
edilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.27). Deneme sonunda,
kontrol grubunda deney Oncesi ve deney sonrasi farelerin viicut agirliklar
karsilastirildiginda farelerin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli artig
gbzlenmistir. Kadmiyum grubunda deney oOncesi ve sonrasi farelerin viicut
agirliklar1 karsilastirildiginda, farelerin viicut agirliklarinda diistis goriilmiis ve
istatistiksel olarak onemli bir fark gozlenmistir. Yalniz alg uygulama gruplarinda
kontrole benzer sonuglar izlenmis ve deney sonrasi viicut agirligi, istatistiksel
olarak anlaml artislar gbzlenmistir. Protektif etkilerin degerlendirildigi gruplarda,
doz artisina bagli olarak agirlik kaybmin baskilandigi goriilmistir. Alg 900
mg/kg+Cd grubunda artis gosteren viicut agirliklar istatistiksel olarak anlamli
iken, alg 600 mg/kg+Cd grubundaki artig anlamli fark olugturmamustir. Alg 300
mg/kg+Cd ise diger gruplara kiyasla viicut agirliklarinda diistisler saptanmis fakat

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

Cizelge 3.27 Farelerin total viicut agirlig1 ortalamalar:

Grup Viicut Agirliklar (gr) (ort £ss)
0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol 30.92+0.96 31.21+0,82 32.50+0.70*
Alg 900 mg/kg 30.66+1.65 31,17+1,48 31.25+1.57
Alg 900 mg/kg +Cd 31.03+£1.96 31,70+1,38 32.14+1.65*
Alg 600 mg/kg +Cd 31.07+2.14 31,084+1,96 31.61+1.88*
Alg 300 mg/kg +Cd 31.14+2.71 31,03+2,87 30.87+2.93
Cd 31.62+1.63 30,67+1,52 30.23+1.32*

*Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0,05)
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3.8.2. Mikronukleus (MN) ve kromozom aberrasyon (KA) yontemi

Mikroniikleus testi kromozomal hasarin bir gostergesi olarak mutajenler ve
klastojenlerin genotoksik aktivitelerinin belirlenmesinde hassas bir biyoindikator
olarak kullanilmaktadir. Her bir konsantrasyon ve muamele siiresi i¢in 1000
eritrosit sayilmis, MN’lu hiicreler belirlenerek, kontrole gore anlamliligi test
edilmigtir. Farelerden elde edilen verilere gore, kontrolle karsilastirildiginda
kadmiyum uygulanan grupta MN’li hiicre sayisinda Onemli artiglar
gozlemlenirken, H.scoparia’nin artan konsantrasyonlarina bagli olarak MN hiicre
sayisinda belirgin azalmalar tespit edilmistir (Cizelge 3.26, sekil 3.37). Benzer
sonuglar KA testinde de gozlenmistir. 400 metafaz plagi sayim sonucunda kontrol
ve yalniz alg uygulamalarinda anlamli degisiklikler goriillmezken, Cd istatistiksel
olarak anlaml artislar gozlenmistir. Protektif etkilerin degerlendirildigi alg+Cd
gruplarinda doz artigina paralel KA sayilarinda azalmalar gozlenmistir. Ozellikle
alg 900+Cd olmak iizere alg 600+ Cd grubuyla birlikte istatistiksel olarak anlamli
azalislar tespit edilirken, alg 300+Cd uygulmalarindaki azaliglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (Cizelge 3.26, Sekil 3.38).

Cizelge 3.28 H.scoparia’nin farkli konsantrasyonlari ile muamele edilmis
disi fare kemik iligi hiicrelerinde gozlenen Mikronukleus ve Kromozom

Aberrasyon sayilar1 (TCA: Total Kromozom Aberrasyon; MN: mikronukleus)

Grup Kirik | Fragment | Gap = Ring | Diger Total % %MN

Anomaliler | TCA | TCA | (1000
hiicre)

Kontrol 2 1 1 - - 4 1,5 2,66

Alg(900mg/kg) : 3 - - - 2 5 2,3 4,33

Alg(900mg/kg) = 30 13 5 4 12 64 14 22,49

+Cd

Alg(600mg/kg) = 36 17 9 12 11 85 19 32,04

+Cd

Alg(300mg/kg) @ 40 22 12 10 13 97 27 34,16

+Cd

Cd 42 19 14 10 16 101 32 36,8
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J{: '

Sekil 3.37 Farelerin kemik iligi hiicrelerinde goriilen MN’lu (C, D, E ve F) ve MN’suz (A ve B)
hiicreler.
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Sekil 3.38 Farelerin kemik iliginde KA. A, Normal; B, (F); C, (F, R); D, (Disentrik, Aneuploidi);
E, (KK, G, R); F, (F ve KK); G, (R, G); H, (Kromozom pulverizasyon). F:Fragment, R:Ring, KK:
Kromatid kirigi, G:Gap.
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4. TARTISMA

Deniz canlilari, rekabet¢i ve diismanca bir ¢evrede karmasik topluluklar
icinde yasamimi siirdiirme miicadelesi vermektedir. Yasadiklar1 ¢evre sartlari,
gelgitler, avlanma ve rekabet gibi pekc¢ok ekolojik baskiya maruz kalmakta ve
yanit olarak kompleks sekonder metabolitleri tiretmektedirler. Denizel ve tatlisu
ekosistemlerinin birincil iiretim kaynagini olusturan algler, glinimiize kadar
hiicreleri igerisindeki degerli metabolitleri nedeniyle, destek gida olarak
tiikketilmelerinin yaninda sahip olduklar1 renk pigmentleri, yaglar, yag asitleri,
polisakkaritler, kiil ve proteinlerinin de antioksidan, antikanser, antimikrobiyal,
antifungal, antianjiyogenik ve antienflamatuar gibi eczacilikk etkinlikleri pek ¢ok
calismada kanitlanmistir (Bhadury and Wright, 2004; Gokpmar vd., 2013).
Mevcut ¢alismamizda zengin alg cesitliligine sahip Ege kiyilarindan toplanan alg
tirlerinin  farkli ekstraksiyon {irlinlerinin mevcut antioksidan, antikanser,
antianjiyojenik, antimutajenik ve antimikrobiyal potansiyellerinin ortaya

konulmasi amaglanmastir.

Organik solventler yardimiyla ekstraksiyon, fitokimyasal maddelerin bitki
materyalinden elde edilmesi ve sonrasinda kromatografik yontemlerle izole
edilmesi i¢in esas adimdir. Ekstraksiyon verimi polarite, pH, sicaklik,
ekstraksiyon zamani ve numunenin bilesimi ile kullanilan solvente bagli olarak
degismektedir. Bu ¢alismamizda, H.scoparia (Hs), E.linza (El) ve G.gracilis (Gg)
alg ekstreleri ayni sicaklik ve zaman araliginda %99.8 safliga sahip hekzan,
kloroform ve metanol kullanilarak elde edilmistir. Alg 6rneklerinin iirlin verimi
hekzan (Hex) (Hs %0,15, El %0,23 ve Gg ise %0,26) ve kloroform (Chl) (Hs
%0,21, El %0,22 ve Gg %0,24) ekstreleri icin benzer sonuglar gosterirken,
metanol ekstreleri (Met) igin farkliliklar gosterdigi ortaya konulmustur. Hs-Met
ekstresi %3,6’lik igerigi ile Gg-Met (%2,6) ve EI-Met (%]1,11) igeriklerinden daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclar 1s1ginda, iiriin veriminin ¢o6ziicii
polaritesinin artigina paralel olarak artig gdstermesi mevcut literatlir bilgilerini
destekler niteliktedir (Ganesan et al., 2008; Sultana et al., 2009; Grosso et al.,
2015). Aym zamanda alg Orneklerinin metanol ekstrelerinde goriillen verim

farkliliklarinin da, fenolik maddelerin yanisira bu ¢oziicii icerisinde alg sinifina
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Ozgl farkli nitelikte protein ve karbonhidratlarin ¢oziilmesine bagli olmasiyla

acgiklanabilmektedir.

Oksijen yeryliziindeki kompleks yasamin devam ettirilmesinde onemli bir
faktor olmasina ragmen, liretim ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi canlilar
icin tehlikeli sonuglar dogurabilmektedir. Bu normal redoks halindeki bozulmalar,
hiicrenin tiim bilesenlerine zarar veren peroksitler ve serbest radikallerin iiretimi
(ROS) yoluyla DNA'y1 par¢alamakta, hiicre membranlarin1 yok etmekte ve
hiicrenin temel enzimatik metabolik siirecleri arasinda tahribata neden
olabilmektedir (Droge, 2002). ROS’larin neden oldugu bu etkileri ortadan
kaldirmak i¢in sayisiz arastirmalar gergeklestirilmis ve sentetik ve dogal olarak
pekcok antioksidan hayatimiza girmistir. Antioksidan kavrami hedef bir
molekiiliin oksidatif hasarin1 geciktiren, 6nleyen veya ortadan kaldiran bir madde
olarak kabul edilebilir (Halliwell, 1994). Sentetik orjinli dogal iiriinlerin
tyilestirici etkisinin yanisira yan etkilere yol agmasiyla birlikte, dogal orjinli
kaynaklara ilgiyi gittikge arttrmistir. Dogal kaynakli alglerden tilirevlenen
metabolitlerin potansiyel antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi sayisiz
caligmalara konu olmus ve bu maddelerin antioksidan aktivitesi esas olarak
stiperoksit ve hidroksil radikallerine karsi siipiiriicii etki, selatlama yetenegi, tekli
veya li¢lii oksijenin sondiiriilmesi ve giiciinii azaltmasi seklinde olabilecegi ortaya
konulmustur. (Nahas et al., 2007; Demirel et al., 2009; Giiner et al., 2015;
Vadlapudi, 2012). Bu g¢alismamizda, antioksidan aktivite tayininde siklikla
kullanilan DPPH ve ABTS" yéntemleri kullanilarak alg ekstelerinin mevcut
potansiyeli ortaya konulmustur. DPPH % inhibisyon deneme sonuclarina gore,
E.linza’nin Met ekstresi Chl’dan daha yiiksek bir aktivite gosterirken, Hex
ekstresi i¢in ise hesaplanilabilir bir sonuca ulagilamamistir. Bununla birlikte,
H.scoparia ekstreleri arasinda en aktif maddenin % 14’la inhibisyonla Hex grubu
olurken, bunu sirastyla Chl (% 15) ve Met (%400) ekstreleri izlemektedir. Benzer
sonuclar G.gracilis solvan ekstrelerinde de tespit edilmistir. Bu alg grubu
igerisinde en aktif maddenin Hex (% 6,94) oldugu bunu Met (% 15) ve Chl (%
224) orneklerinin izledigi goriilmiistiir. Bitkilerde genelde antioksidan 6zellik
gosteren metabolitlerin polar ¢oziiciilerde daha yiliksek aktivite gosterdigi rapor
edilirken (Yusnawan, 2013), H.scoparia ve G.gracilis orneklerinde apolar

coziiciilerde yiiksek aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir. Bu bilgiler
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dogrultusunda, Hex ekstresindeki DPPH aktivitesindeki artiglarin polarda
coziiciinen fenol ve flavonoit bilesiklerinin etkinliginden ¢ok tokoferol, renk
pigmenti ve doymamis yag gibi lipofilik antioksidanlarin varligindan
kaynaklanabilecegi ileri siirlilmiistiir. Benzer sonuglara literatiir incelemeleri
sonucunda ulagilmig, kirmizi alg 6rneklerinin DPPH yonteminde metanol, etanol
ve sulu ekstrelerinin apolar ¢oziiciilere gore daha zayif etkinlik gosterdigi ortaya
konulmustur (Matsukawa et al., 1997; Yan et al., 1998). G.gracilis alg tiiriiniin
hekzan, etil asetat ve metanol ekstraksiyonuyla DPPH aktivitesinin belirlendigi
baska bir caligmada, bu kirmizi alg tiirlinlin mevsimsel sartlara bagli olarak
hekzan ektresinin DPPH inhibisyon etkisinin metanolden daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir (Francavilla et al., 2013). Bhuvaneswari et al., (2013)
Chondrococcus hornemanni ve Spyridia fusiformis alg tiirlerinin DPPH
yontemiyle aktivitelerini degerlendirdikleri ¢alismada, en zayif etkiyi metanol ve
sulu ekstrelerde gosterdiklerini tespit etmislerdir. Sargassum  fusiforme,
Sargassum Kkjellmanianum, Sargassum. pallidum, Sargassum thunbergii ve
Sargassum horneri gibi kahverengi alg tiirlerinin farkli solvan ekstrelerinin
antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada, DPPH analiz
yonteminde metanol ekstrelerinin antioksidan siipiiriicii etkisi en az olarak
saptanmigtir (Luo et al., 2010). H.scoparia ve G.gracilis analiz sonuglarina ilave
olarak yesil alg E.linza ekstrelerinin DPPH aktiviteleri incelendiginde, diger alg
gruplarindan farkli olarak en yiliksek inhibisyonun metanol Orneklerinde
gorildigi tespit edilmistir. Benzer ¢aligmalar incelendiginde, Unnikrishnan et al.,
(2015) DPPH yontemiyle 4 farkli yesil ag tiriin (Chaetomorpha aerea,
Enteromorpha intestinalis, Chlorodesmis, ve Cladophora rupestris) antioksidan
kapasitelerini  belirledikleri ¢alismada, Orneklerin  metanol ekstrelerinde
inihibisyon gostererek aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. Desmococcus
olivaceous ve Chlorococcum humicola yesil alglerinin metanol, etanol ve aseton
gibi farkli solvanlar kullanilarak antioksidan aktivitelerinin karsilastirildigt
caligmada, her iki alg tiirliniinde metanolde en iyi etkiyi gosterdigini tespit
etmiglerdir (Uma et al., 2011). Sivakumar and Rajagopal, (2011) 8 farkl yesil alg
tirtiniin farkli polaritedeki solvan ekstrelerini degerlendirdikleri galismalarinda
inbisyona en iyi sahip olan grubun metanol oldugunu ifade etmislerdir. Bu
sonuglar DPPH aktiviteleriyle EI-Met’in total fenolik iceriklerinin Chl ve Hex

ekstrelerininkinden daha yiiksek olmasi bu durumu agiklayabilmektedir.
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Alg orneklerinin antioksidan aktivitelerini degerlendirdigimiz ABTS"
yontemi ile ise organik solvan karakterli DPPH’dan farkli olarak hem organik
hem de sulu fazda ¢6ziinen hidrofilik ve lipofilik karakterli bilesiklerin neden
oldugu etkinlik degerlendirilmektedir (Shalaby and Shanab, 2013). Cizelge
3.6’daki sonuglar incelendiginde, tiim test Ornekleri i¢inde H.scoparia’nin en
yiiksek aktiviteye sahip olmak iizere E.linza ve G.gracilis’in Met ekstresiyle
birlikte Hex ve Chl’ye gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve literatiirde alg
ekstreleriyle yiiriitiillen c¢alismalarla benzer sonuglar sergiledigi ortaya
konulmustur. Rafiquzzaman et al., (2015) kirmiz1 alg Hypnea musciformis’in
metanol, butanol, kloroform ve etil asetat solvanlari yardimiyla antioksidan
akvitelerini belirledikleri ¢alismada, ABTS® yonteminde en aktif maddenin
metanol oldugunu ortaya koymuslardir. Metanol, kloroform ve etil asetat
kullanilarak Amphiroa fragilissima’nin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in
yiiriitiillen baska bir ¢alismada, en gii¢lii inhibisyon etkisinin metanol ekstresinde
oldugu tespit edilmistir (Viswanathan et al.,2014). Farkli antioksidan test
yontemleriyle esmer alg Colpomenia sinuosa’nin aktivitesinin incelendigi baska
bir ¢alismada, bu alg tiiriiniin metanol ekstresinin ABTS"*de %74 inhibisyon en
giiclii  etkiyi gosterdigi ortaya konulmustur (Lekameera et al., 2008).
Anggadiredjal et al., (1997) tarafindan farkli alg tiirleri iizerinde yiiriitiilen
caligmada ise Sargassum polycystum tiriiniin metanol ekstrelerinin hekzan ve

dietileterden daha iyi inhibisyon goésterdigini bildirmislerdir.

Alglerin mevcut antioksidan aktivitesi, polisakkaritler, coklu doymamis yag
asitleri, florotanninler ve diger fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi birgok
farkli metabolit ve dogal biyoaktif bilesik tarafindan saglanmaktadir. Yesil,
kahverengi ve kirmizi alglerin ana bilesenleri genellikle depolama ve yapisal
islevleri olan polisakkaritlerdir. Bu algal makromolekiilleri kirmizi alglerden elde
edilen agar ve karageenan; kahverengi alglerden alginat, fukan ve laminarinan ve
yesil alglerden seliiloz ve ulvan gibi aileye 6zgiin siilfatlanmis polisakkaritleri
icermekte (Usov, 2013) ve bu metabolitlerin antioksidan aktivite dahil pek ¢ok
mekanizmada rol oynadigi yapilan calismalarla ortaya konulmustur (Qi et al.,
2005; Li et al., 2008; Li et al., 2009). Benzer sekilde alg 6rneklerinin antioksidan
kapasitesinin degerlendirildigi ¢alismalarda, fenolik igeriklerinin de antioksidan

etkinlik tizerine onemli katkilarda bulundugu rapor edilmistir (Michalak and
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Chojnacka, 2015; Pérez et al., 2016). Fenolik bilesiler fenolik asitler (benzoik
veya hidroksisinnamik asit tiirevleri), flavonoitler, stilbenler ve lignanlar gibi
gruplara ayrilmaktadir. Literatiir dogrultusunda H.scoparia, G.gracilis ve E. linza
organik solvan orneklerinin gostermis olduklari total fenolik igerik tayini Folin-
Ciocalteu, total flavonoit igerik ise aliminyum klorir metoduna gore
gerceklestirilmistir. Elde edilen total fenolik ve flavonoid igerik sonuglari
karsilastirildiginda, kahverengi alg H.scoparia’nin Met ekstresinin sirasiyla 33,20
mgGAE/g ve 1,26 mgQE/g degeriyle, yesil alg E.linza (25,58 mgGAE/g ve 0,94
mgQE/g) ve kirmiz1 alg G.gracilis’in (8,31 mgGAE/g ve 0,4 mgQE/g) Met
ekstrelerinden yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gupta ve Abu-Ghannam, (2011)
farklh alg gruplarinin fenolik igeriklerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, yesil
alglerde hidroksinnamik, benzoik asitler ve tiirevleri gibi basit fenollerin ve
flavonoitlerin varligi bildirilmis olmasina ragmen, kahverengi alglerin fenolik
iceriklerinin yesil ve kirmizi alglerden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Hindistan kiyilarindan toplanan Halimeda tuna, Turbinaria conoides and
Gracilaria foliifera Met ekstrelerinin antioksidan etkilerinin degerlendirildigi
bagka bir ¢alismada, T. conoides’in toplam fenol igerigi 1.231 mgGAE/g, 1.675
mgGAE/g oraniyla kirmiz1 ve yesil alg tiirlerine gore daha yliksek bulunmustur
(Devi et al., 2011). Benzer sekilde Halimeda opuntia (yesil), Padina pavonica
(kahverengi) ve Halymenia sp. (kirmizi) alglerinin  Met ekstrelerinin
degerlendirildigi calismada, toplam fenolik icerigin en yiiksek degeri kahverengi
ve yesil yosunlarda (sirasiyla 55 ve 49 mg/gdw) goriiliirken, kirmizi alglerde en
diisiik toplam fenolik icerigi (42 mg/gdw) kaydedilmistir. Bununla birlikte, yesil,
kahverengi ve kirmizi makroalglerdeki fenolik bilesiklerin varligi, bazi olumsuz
kosullar altinda koruyucu mekanizmalariyla iligkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Hamza et al.,, 2014). Yesil, kirmizi ve kahverengi alglerin antioksidan
aktivitelerini degerlendirdigimiz bu ¢alismada, kullanilan test yontemine goére
fenolik maddelerin olas1 farkli diizeylerde etkiledigi ortaya konulmustur. Hs-Met
ekstresi tiim &rnekler icerisinde en iyi ABTS" aktivitesine ve aynm1 zamanda en
yiiksek total fenolik icerigine sahiptir. Bu sonuclar, Nagai and Yukimoto, (2003)
tarafindan yiriitillen ¢alismayla, fenolik bilesiklerin esmer alglerin antioksidan
kapasitesini daha fazla etkiledigi goriisiinii desteklemektedir. Bununla birlikte,
El-Met ekstresine kiyasla, Gg-Met ekstresinin ABTS" aktiviteleri yiiksek olup,
total fenolik igerikleri daha diisiik bulunmustur. Benzer farkliliklarin DPPH
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yonteminde alg drneklerinin kendi ekstre gruplari arasinda da goriilmektedir. Gg-
Hex ekstresi Gg-Met 6rnegi ile karsilastirildiginda, DPPH aktivitesi bakimindan
yiiksek fakat total fenolik igerikleri daha diisiiktiir. Ayn1 sekilde Hs-Hex ornegi,
Hs-Chl ve Hs- Met ekstreleri karsilastirildiginda DPPH siipiiriicti aktiviteleri daha
yiiksek fakat daha diisiik fenolik igeriklere sahiptir. Bu sonuglar, DPPH radikal
stiptiriicti etkinligin, alglerin antioksidan aktivitesinde total fenolik igerik iligkili
bilesiklerin dogrudan etkileri olmayabilecegini isaret etmektedir. Alglerin
antioksidan aktivitesi, klorofiller ve karotenoidler gibi pigmentler, a- tokoferol, -
karoten, niasin, tiamin ve askorbik asit iceren vitamin ve vitamin Onciilleri,
polifenolikler ve hidrokuinonlar gibi fenolikler ve 0zellikle fosfatidilkolin,
terpenoidler, peptidler gibi fosfolipidlerin oksidasyon siire¢lerinin inhibisyonu
veya bastirilmasina dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunan diger
antioksidan maddeleri oldugu caligsmalarla ortaya konulmustur (Shahidi, 2009).
Calismamizda bu noktalar goz Onilinde bulundurularak, antioksidan ve fenolik
icerikteki farklilar ortaya konulmaya calisilmistir. Tiim alg 6rnekleri icerisinde en
yiiksek DPPH etkiye sahip madde olan Gg-Hex ve Hs-Hex orneklerinde goriilen
yiiksek antioksidan etkiyi belirlemek i¢cin HPLC analizi ile igerik tayini
yapitlmistir. Sonuglar incelendiginde, Gg-Hex’in 0,5418 mg/100g ekstre
diizeylerinde tokoferol ve Hs-Hex’in kafeik (0,036 mg/100g ekstre), p-kumarik
asit (0,017 mg/100g ekstre) ve kersetin (0,41 mg/100g ekstre) iceriklerinden
kaynaklanabilecegi ortaya konulmustur (Bkz. Sekil 3.1 ve 3.2).

Deniz ekosisteminde deniz yosunlari patojenik ajanlara dogrudan maruz
kalmakla birlikte bakteri, mantar ve maya gibi ortam mikroorganizmalarina karsi
duyarlilk kazanmaktadir. Ozellikle alg yiizeylerinde bakteri biyofilmlerinin
olusumu siirliklenme, besin maddeleri i¢in rekabet, 15181 ve gaz degisimini
engelleme gibi yosun iizerinde bir¢ok olumsuz etkiye sahiptir. Bu faktorler goz
Online alindiginda, alglerin bu ortam sartlarina ayak uydurmasi icin sahip
olduklar1 metabolitlerin insan sagligina yonelik kullanilma amaciyla ilgi odag:
haline gelmistir (Vairappan, 2001; Watson and Cruz-Rivera, 2003). Bununla
birlikte, bazi1 alglerin antimikrobiyal aktivileri ¢alisilmis olmakla birlikte,
ekstrelerin bakterilerin yol actig1 gida bozunmalarina ve insan hastaliklarina karsi
kullanilmast i¢in yaygin olarak c¢alisma bulunmamaktadir. Mevut calismalara

bakildiginda, alg sekonder bilesiklerin antimikrobiyal 06zelliklerini organik
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coziiciiler kullanarak belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler Onerilmistir. Farkli
alglerden ekstre edilebilen maddeler ve antimikrobiyal verimleri, kullanilan
solvane gore degiskenlik gostermektedir. Ayrica, Oziitlerin  dogru ve
tekrarlanabilir ~ sekilde hazirlanmas1 i¢in  ¢Oziiciiniin  sistematik  olarak
degerlendirilmesi ve optimizasyonu gereklidir. Sonug¢ olarak, en iyi etkinligi
ortaya cikarmak i¢in genellikle kullanilan ¢oziiciilerin su, metanol ve etanol
oldugu belirlenmis ve muhtemel 6nleme mekanizmalar1 kismen yagli tirtinler gibi
baz1 bilesenlerin hidrofobik dogasindan kaynaklandig1 diisiintilmektedir (Pérez et
al., 2016). Calismamizin bu basamaginda, antioksidan etkili H.scoparia, E.linza
ve G.gracilis alg orneklerinin Hex, Chl ve Met ekstrelerinin antimikrobiyal
etkileri MIC yontemiyle, gram negatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumonie,
Pseudomonas aeroginosa, ve Salmonella typhimurium) ve gram pozitif (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis) bakteri suslar1 kullanilarak tespit edilmeye calisilmistir. Alg ekstrelerinin
antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde, gram pozitif Bacillus cereus’a karsi
Hs-Met, Hs—Chl, Gg-Met ve El-Met ekstrelerinin 64 pg/mL dozda bakterilerin
bliylimesini inhibe ettigi goriiliirken, diger ekstrelerin orta dereceli inhisyon
gosterdigi gorilmistiir. Bir diger gram pozitif Staphylococcus aureus bakterileri
incelendiginde, Hs-Met ve El-Met 6rnekleri diisiik konsantrasyonda inhibisyonlar
gosteritken Gg-Met ve —Hex ekstreleri orta derecede etkinlik gostermistir.
Enterococcus faecalis bakterileri incelendiginde Hs-Chl, EI-Met ve EI-Chl
ekstreleri 64 pg/mL biiylimeyi inhibe ederek, diger ekstreler de 128 pg/mL orta
etkili inhibisyonlar tespit edilmistir. Deneme sonuglarina bakildiginda, 6zellikle
kahverengi alg H. scoparia olmak iizere E.linza ve G.gracilis’in —Met ekstreleri
Chl ve Hex orneklerine gore daha fazla antimikrobiyal etkili oldugu goriilmiistiir.
Benzer olarak yiiriitilen ¢alismalarda, kahverengi alg kombu (Laminaria
japonica), wakame (Undaria pinnatifida), arame (Eisenia bicyclis) ve kirmizi alg
(Porphyra tenera)’nin organik solvanlar kullanilarak etkilerinin belirlendigi
calismada, S. aureus ve P. aeroginosa’ya karst kahverengi alglerin metanol
ekstresinin kirmizi alglere ve diger sovenlere gore daha iyi inhibisyon gosterdigi
tespit edilmistir (Al Hazzani et al., 2014). Karthikeyan et al., (2014) farkli alg
tirlerinin ettiklerini belirledikleri ¢calismalarinda, E. coli ve P. aeroginosa’ya karsi
Enteromorpha sp-Met., S. aureus’a kars1 Gracilaria corticarta-Met, K.

pneumonie’ye kars1 Caulerpa taxifolia 'nin Met ve Chl ekstreleri yiliksek oranda
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inhibisyon sergilemistir. Bagka bir ¢alismada, kahverengi alg Eisenia bicyclis’in
akne bakterisi Propionibacterium acnes’e karsi en etkili solvanin metanol ekstresi
oldugu bildirilmistir. Tiiketilebilen yesil alg Caulerpa’nin gida patojeni E.coli, S.
aureus, Streptococcus sp., ve Salmonella sp. bakteri tiirlerine karsi metanol
ekstreleri inhibisyon gostermistir. Rhimou et al., (2010) 26 farkli kirmizi alg
tirtiniin E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis ve S. aureus patojenlerine kars1
antimikrobiyal aktivitesini belirledikleri ¢alismada, tiim Orneklerin metanol
ekstresinin en iyi inhibisyon gosterdigi, 6zellikle Hypnea musciformis 10-35 mm
capinda genis bir spektrumda inhibisyonu gosterdigini ifade etmislerdir. Calisma
sonucumuzda Met ekstrelerinin Chl ve Hex’e gore daha diisiik konsantrasyonlarda
biiylimeyi inhibe etmesi, literatiirden elde edilen polar ekstrelerin daha yiiksek
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu goriisiiyle desteklenmektedir. Benzer
sekilde, alkollii soliisyonlarin ve/veya hidrofilik solven karigimlarinin daha iyi
aktivite sagladig1 teyit edilmis; diger bir deyisle, metanol ve aseton Ozleri,
kloroform gibi apolar solvanlarde bulunanlara kiyasla daha aktif oldugu ifade
edilmistir. Bu durum fenolik bilesiklerin, Met ekstrelerinde antioksidan aktiviteye
benzer etkiler sergilemis olmalarindan kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir. Bir
veya daha fazla hidroksil grubu olan aromatik bir halka ile karakterize fenolik
bilesiklerin, antimikrobiyal etki mekanizmasi, mikrobiyal hiicre gegirgenliginin
degismesi, hiicre i¢ci makromolekiillerin kaybi, membran fonksiyonu etkilenerek
hiicre biitiinliigliniin kayb1 veya nihai hiicre Olimii seklinde gerceklestigi
diistiniilmektedir. Ayrica kahverengi alglerde bulunan floroglukinol, eckol ve
dieckol gibi antimikrobiyal etkisi kanitlanmig fenolik bilesiklerin oldugu
bilinmektedir. Fenolik bilesiklerin yanisira alglerin diger énemli bir bilesimini
olusturan karotenoitlerin de bakteriyel hiicre duvarlarini sindiren bagisiklik enzimi
olan lizozim'in birikmesine yol acarak antimikrobiyal etkiler sergiledigi
bilinmektedir (Abu-Ghannam and Rajauria, 2013). Bununla birlikte, alg Chl ve
Hex ekstrelerinin bakteri suslarinda daha az etkili olmasi, bu ekstrelerde
bakterilerin biiylimesini arttiran bazi sekerlerin ve proteinlerin varligr ile
aciklanabilmektedir. (Galland-Irmouli et al., 1999). Antimikrobiyal aktivite
sonuglarimizda diger onemli bir nokta, gram negatif bakterilere kiyasla gram
pozitif bakterilerin alg ekstrelerine karst daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
Tuney et al., (2006), gram-pozitif bakterilerin, gram-negatif bakterilere kiyasla,

calismalarinda kullanilan alg ekstreleri tarafindan daha etkili bir sekilde kontrol
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edildigini bildirmisleridr. Taskin et al., (2001) benzer gozlemler yapmis, bunun da
Gram pozitif bakterilerin alg ekstrelerine duyarliliginin hiicre duvari yapisindaki
ve bilesimindeki farkliliklardan kaynaklanmasinin yanisira (Paz et al., 1995)
gram-negatif bakterilerdeki dis zar (Tortora et al., 2001) ve hiicre duvari igindeki
kalin murin tabakasi (Martin, 1995) antibiyotikler de dahil olmak {izere bir¢ok
cevresel maddeye karst bir bariyer gorevi gorerek inhibitdrlerin - girisini

engelledigi ortaya konulmustur.

Kanser, yasam bi¢iminin degismesi, beslenme ve kiiresel 1sinmayla birlikte
artis gosteren korkung bir insan hastaligi olup, baslama (initiation), ¢ogalma
(promotion) ve ilerleme (progression) gibi en az ili¢ asamada tanimlanan gok
kademeli bir siiregtir. Bu sathalarin ortaya ¢ikmasinda en etkili faktorlerin, cesitli
ajanlar tarafindan hiicrelerde uyarilmis oksidatif stres kaynakli oldugu
bilinmektedir. ilk asamada, ROS DNA'da gen mutasyonlar1 ve yapisal
degisiklikler olusturarak DNA hasari iiretebilir. Ikinci asamada, ROS, anormal
gen ekspresyonuna, hiicre-hiicre iletisiminin bloke edilmesine ve ikinci mesajct
sistemlerin modifikasyonuna yol agarak hiicre cogalmasinda bir artisa veya
baslatilan hiicre popiilasyonunun apoptozunda bir azalmaya neden olur. Son
olarak, oksidatif stres, baslatilan hiicre popiilasyonuna baska DNA degisiklikleri
ekleyerek kanser siirecinin ilerleme asamasina katilabilir. Bu kritik etkilerinden
dolayr kanserin herhangi bir siirecine etki ederek, oksidatif stresi azaltmaya
yonelik dogal bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi hayati 6nem tagimaktadir (Guyton
and Kensler, 1993; Klaunig et al., 1998). Antioksidan o6zellige sahip alglerin
antikanser aktiviteleri de yogun olarak galisilmakta ve muhtemel hiicrelerdeki
kemoprotektif metabolizmalar1 aydinlatilmaya calisilmaktadir. Alg ekstrelerinin
sitotoksik etkilerini belirledigimiz ¢alismamizin ilk ayaginda, in vitro’da kanser
hiicre hatlar1 (U-87-MG, MCF-7, CaCo-2 ve Hela) iizerine etkileri daha once
calisilmamis H.scoparia, E.linza ve G.gracilis alglerinin Hex, Chl ve Met
ekstrelerinin muhtemel etkileri MTT yontemi kullanilarak ortaya konulmustur.
Uygulanan farkli alg ekstrelerinin maruziyetine bagli olarak her kanser hiicre hatti
tipinde gézlemlenen ICsy degerlerinde farkliliklar gbzlenmistir (Cizelge 3.10).
HeLa kanser hiicre hatlar1 incelendiginde, kahverengi alg Hs-Met ekstresi 6.5
pg/mL degeriyle en etkili inhibisyona neden olurken, Hs-Chl 7.6 pg/mL ve Hs-
Hex 12.2 ng/mL degerleriyle dikkate deger bir inhibisyona yol agtig1 goriilmiistiir.
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Yesil alg El-Hex ve EI-Chl ekstreleri sirasiyla 22 ug/mL ve 27.6 pg/mL
degerleriyle HeLa hiicrelerini inhibe ederken, kirmizi alg Gg-Met’in 13.3 pg/mL
degerine karsilik Gg-Hex ekstreleri 22.4 pg/mL oraniyla nispeten daha diisiik
inhibisyona yol a¢mistir. Son yillarda yapilan arastirmalar, alg ekstresindeki,
yiksek antioksidan oOzellik gosteren polifenol bilesiklerin  potansiyel
kanserojenlerin metabolik aktivasyonunu degistiren ksenobiyotik metabolize edici
enzimler tarafindan kanser hiicrelerini inhibe ederek antiproliferatif aktiviteden
sorumlu olabilecegini dnermektedir (Yuan and Walsh, 2006). Calisma sonucunda
HeLa hiicre hatlarinda en etkili inhibisyon gdsteren drnegin, total fenolik igerik ve
antioksidan aktivite bakimindan en yiiksek igerige sahip H.scoparia Met
ekstrelerinin olmas1 bu bilgiyi dogrulamaktadir. Ozellikle de bazi fenoliklerin
Ostradiol gibi hormon firetimini etkileyerek ve kanser hiicrelerinin gelisimini
onlemek i¢in Ostradioliin metabolizmasinda gorevli cyt P450 enzimi olan
aromatazi inhibe edebilmesi bu durumu daha iyi agiklayabilmektedir (Zhao et al.,
2007). Bununla birlikte, fenoliklerin anti-kanser aktivitesinin etki mekanizmasi,
gelisme evresindeki mitoz sirasinda istenmeyen hiicre boliinmesiyle de ortaya
cikabilir. Ayrica, fenolikler kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonu sirasinda
hiicresel protein ve mitotik indeksin yani sira koloni olusumunu azalttig1 ortaya
konulmustur (Gawron and Kruk, 1992). Alghazeer et al., (2008) tarafindan,
kirmizi, yesil ve kirmiz1 alg gruplarinin antioksidan, fenolik igerik ve antikanser
etkilerini inceledikleri ¢caligmalarda, en yiiksek fenolik (800.28 + 36.23 mg/g) ve
antioksidan (%50.5+ 3.20) aktiviteye sahip C.crinita kahverengi alginin kanser
hiicre hatlarinda en etkili inhibisyona neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Benzer olarak kahverengi alg Padina boergesenii antioksidan ve antikanser
etkilerinin belirlendigi ¢alismada, total fenol ve flavonoit igerigi yiiksek metanol
ekstremin HepG2 kanser hiicre hatlarina karsi (ICsp 1.67 mg/ml) yiiksek
inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Alg ekstrelerinin CaCo-2 kanser hiicre
hatlar1 tizerine etkileri incelendiginde, E1-Chl 1.7 pg/mL inhibisyon gosterirken,
yesil alg El-Hex Ornegi 16 pg/mL ile daha diisiik bir inhibisyon gostermistir.
Kahverengi alglerde ise Hs-Hex (4.53 ng/mL) ve Hs-Met (22 ug/mL) birbirine
yakin degerlerde kanser hiicrelerinin inhibisyonuna yol agarken, Hs-Chl igin
dikkate deger bir hesaplama bulunamamistir (ICsp >50 pg/mL). Sonug olarak,
kanser hiicrelerinin biiyimesini en iyi inhibe eden EI-Chl 6rnegi oldugu ve bu

etkinliginin HPLC analizleri sonucunda elde ettigimiz Kkersetin (0.23 mg/100g
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ekstre) ve kumarik asit (0.043 mg/100g ekstre) gibi aktif bilesiklerden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Bkz. Sekil 3.3). Mevcut literatiir ¢alismalar1 bu
sonuglarimizi desteklemektedir. Insan kolorektal karsinomas1 (HCT-15) iizerinde
kumarik asitin inhibe edici etkisinin incelendigi ¢alismada, bu bilesigin I1C50=1400
umol/L degeriyle hiicreleri inhibe ederek apoptosisi uyardigi tespit edilmistir
(Jaganathan, 2012). Senawong et al., (2014) HelLa, HCT116 ve HT29 kanser
hiicre hatlarinda farkli fenolik igeriklerin (protokatesik, p-hidroksibenzoik,
vanilik, syrik, p-kumarik, ferulik ve sinapik asitler) etkilerini belirledikleri
calismada, p-kumarik asitin her ii¢ kanser hiicre hattinda da en yiiksek inhibisyonu
gosterdigi ortaya konulmustur. Diger 6nemli bir bilesik olan kersetinin meme
kanseri hiicre hatlarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) etkinlikleri incelenmis ve
kersetinin 6zellikle MCF-7 hatlarinda ICsy 37uM degeriyle inhibisyona yol agtigi
bildirilmistir (Ranganathan et al., 2015). antioksidan o6zellige sahip kersetin
bilesiginin insan hepatoma hiicre hattinda (HepG2) antioksidan kapasitesi ve
inhibisyon etkisi incelendiginde, ROS iiretimini baskilayarak hiicre hatlarinda
inhibisyonlara neden oldugu bildirilmistir (Mario et al., 2006). Insanlardaki
yiiksek diyet flavonoit lerin alimiyla bu popiilasyonlardaki mide ve kolon kanser
insidansinin daha diisiik olmasindaki korelasyonuna iliskin yiiriitiilen ¢alismada,
kersetinin insan kolon kanseri hiicre hatlart ve primer kolorektal tiimorler
iizerindeki inhibisyon etkisi ile kismen bu duruma agiklik getirmistir (Ranelletti et
al., 2000). Bir diger kanser hiicre hattt MCF-7 kanser hiicre hatlari iizerine etkileri
incelendiginde, Hs-Chl ekstreleri 13 pg/mL’lik degeriyle Hs-Met’ten (26.8
pg/mL) daha iyi bir inhibisyon gosterdigi fakat Hs-Hex ekstreleri igin
hesaplanabilir bir ICsq degeri olmadig1 bulunmustir. Yesil alg ekstreleri arasindan
sadece EI-Chl 6rnegi 20.2 pg/mL degeriyle dnemli bir inhibisyon saglarken, El-
Met ve El-Hex i¢in ICsp >50 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bununla birlite,
kirmizi alg G.gracilis ekstrelerinin  MCF-7 hiicreleri {izerinde Onemli bir
inhibisyon saglamadigi gortilmiistir (ICsg >50 pg/mL). Bu hiicre hatlarinin
biiyiimesini en iyi inhibe eden maddenin Hs-Chl olmasi, antikanser etkinligi
kanitlanmis p-kumarik asit igeriginden (0.13 mg/100g ekstre) kaynaklandigi
diistiniilmektedir. U-87-MG hiicre hatlar1 incelendiginde ise her ii¢ alg tiirii
ekstresininde etkili bir inhibisyon saglamadig: tespit edilmistir (ICsp >50 pg/mL).
Alg ekstrelerinin HEK 293 saglikli hiicre hatlar1 {izerine olan etkilerine
bakildiginda, Hs-Met, Hs-Hex, Hs-Chl, EI-Chl, ElI-Hex ve Gg-Met ekstrelerinin
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kanser hiicrelerindeki inhibisyonuna benzer sitotoksik etkiler sergiledigi ve
saglikli hiicre proliferasyonu durdurarak aktivitelerin kanser hiicrelerine spesifik
olmadigini ortaya koymustur (Onbas et al., 2016). Bu sonuglar 1s18inda alg
ekstrelerinin, hiicre hatlarinda farkli degerlerde inhibisyon gdstermesi veya bazi
hiicre hatlarinda herhangi bir etki gostermemesi, alg ekstrelerinin sahip oldugu
farkli ozellikteki igeriklerden kaynaklanmanin yanisira agresif bir yapiya sahip
kanser hiicrelerinin hayatta kalma istegine bagli olarak gostermis oldugu
direncinde onemli bir faktér oldugu ortaya konulmustur. Harada and Kamei,
(1997) bazi insan losemik hiicre hattlarinda farkli alg Orneklerinin etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, kirmizi alg Amphiroa zonata, test edilen tiim
insan losemik hiicre hatlar1 ve L1210 murin l6semi hiicrelerinde 5-375 ug ml™
araliginda giiclii sitotoksisite sergilerken, normal insan fibroblast (HDF) ve sican
normal hiicrelerinde NIH-3T3 sitotoksisite gostermemistir. Ayni zamanda
kahverengi alg Dilophus okamurae L1210 hiicrelerine karsi zayif selektif
sitotoksik aktiviteye sahipken, insan 1semi hiicreleri, HL60 ve MOLT-4"de giiglii
bir sitotoksisite sergilemistir. Yesil alg, Cladophoropsis vaucheriaeform ekstresi
ise sadece NIH-3T3 hiicre hatlarinda sitotoksik etkiliyken, diger insan 16semik
hiicre hatlarinda sitotoksisite gdstermedigini bildirmislerdir. Kahverengi alg
Sargassum swartzii ve Cystoseira sp. tiirlerinin hekzan, kloroform, etilasetat ve
metanol ekstrelerinin HT-29, Caco-2, T47D, MDA-MB468 ve NIH 3T3 iizerinde
inbisyon etkilerinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada, S. swartzii ve C.
myrica'nin hekzan fraksiyonu Caco-2 ve T47D hiicre hatlarinda (ICsp <100 ug/ml)
segici sitotoksisite gosterirken, C. sinuosa'nin toplam ekstresi ve fraksiyonlart,
incelenen hiicre hatlarina karst 6nemli bir sitotoksisite gdstermedigi tespit
edilmistir (Khanavi et al., 2010). MDA-MB-231, MCF-7 ve T-47D kanser hiicre
hatlar1 kullanilarak alg 6rneklerinin secici sitotoksik etkilerinin belirlendigi baska
bir ¢alismada, Gracilaria foliifera ve Cladophoropsis sp. tiirlerinin her ti¢ hiicre
hattinda sitotoksik etkili oldugu fakat diger alg tiirlerinin herhangi bir inhibisyon
etkisinin olmadigi ortaya konulmustur (Erfani et al., 2015). Bu sonuglarimiza
paralel olarak, Sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’deki hiicre Kkiiltiir fotograflar1 da
incelendiginde MTT yodnteminin sonuglarini dogrulayici sonuglara ulasilmaktadir.
Hex, Chl ve Met ekstrelerinin ¢okgen sekilli, sagliklt bir goriiniime sahip ve

normal hiicre biiylimesini silirdiiren hiicre hatlarina uygulamasi sonrasi1 kanser
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hiicrelerinin, kiiltiir plakalarina yapisma yetenegini kaybedip yuvarlak sekil alarak

canlikliklarini siirdiiremedikleri gozlemlenmistir.

Sitotoksik etkili alg ekstrelerinin kanser hiicrelerinde sergiledikleri hiicre
inhibisyonu ve apoptosis mekanizmalarinin aydinlatilmasi, in vitro sitotoksisite
caligmalarinin diger basamagini olusturmaktadir. Apoptozis ekstrinsik ve intrinsik
yolaklar araciligiyla hem hasarli hem de anormal hiicreleri ortadan kaldiran ve
viicudun her hiicresinde doku homeostazt bakimini saglayan bir hiicre 6liim
programidir (Kaufmann and Hengartner, 2001). Apoptotik yollardaki her defekt
veya anomalilik kanser tedavisinde yararli bir yaklagimdir (Ramos, 2008). Besin
takviyesi olarak kullanilan deniz makroalglerinin de biyolojik aktif bilesikleri
sayesinde bircok antikanser calismasina konu olmustur. Sasirtict bir sekilde,
H.scoparia, E.linza ve G.gracilis besin takviyesi olarak yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip olmasina ragmen, literatiirde bu alg ekstrelerinin kanser hiicre
hatlarinda apoptotik mekanizmalar1 hakkinda hicbir kayit yoktur. Bu amagla,
mevcut ¢alisgma H.scoparia, E.linza ve G. gracilis Hex, Chl ve Met ekstrelerinin
farkli kanser hiicre hatlarinda antikanser/proliferasyon mekanizmalarmi ortaya

koyan ilk rapordur (Sekil 4.1).

HeLa hiicre hatlarinda alg esktrelerinin uygulamalar1 sonucunda farkli
ekspresyon ifadeleri elde edilmistir. Oncelikle H.scoparia ekstreleri
incelendiginde, Hs-Hex ornekleri hiicre zarinda yerlesik olan Fas, TNFR-1 ve
TNFRSF gibi farkli ekstrinsik yolak baglaticis1 genler ile adaptor protein
FADD’in ekspresyonunda Onemli artislara neden oldugu goriilirken, Hs-Met
ekstreleri, 6zellikle TNFRSF-1A ve FADD proteinlerindeki kat artiglart ile bu
yolaktaki uyarilmanin bagladigini gostermektedir. Hs-Chl ekstrelerinin ise
membran reseptdr TNFRSF-1A ve adaptér protein CRADD’da yol actigi
ekspresyon artiglar1 diger ekstrelere kiyasla farkli bir yolaktan apoptozisi
uyarabilecegi dusiiniilmiistiir. Apoptozisde ekstrinsik yolaktaki uyarilmanin
devam ettiginin en iyi gostergesi hiicre i¢inde kaspaz kaskad sisteminde de benzer
ekspresyon ifadelerinin gozlenmesidir. Baglatici Casp-8 ve -10 ile effektor Casp-3
Casp-6 ve Casp-7’ler bu siirecteki kilit proteinlerdendir. Hs-Hex, Hs-Met ve Hs-
Chl ekstrelerinin kaspaz ekspresyonu iizerine etkilerine bakildiginda, her iig
ekstrede Casp-8 ve -10 ile Casp-3'nun ekspresyonunda Onemli artiglara yol

actiklar1 goriilmiistiir. Fakat diger effektor kaspazlar incelendiginde, Hs-Hex ile
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Hs-Met Casp-6’da ve Hs-Chl ise Casp -7’de kat artislarina neden olmustur. Casp-
6 ve Casp-7’nin Casp-3 ile anlamli sekans benzerlikleri gostermesine ragmen, bu
farkliliklar kisa domaine sahip Casp-6 ve Casp-7’nin apoptozisin terminal
sathasinda, yikim yerine diger kaspazlarin aktivasyonlarini diizenlemede etkili

olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Slee et al., 2001).

Ayrica Hs-Chl ekstrelerinin, TNFRSF-1A ve CRADD yolagindaki
artiglarina paralel Casp -2 ve Casp -3 genlerindeki kat artiglari, ekstre
uygulamalar1 sonrasi apoptozisin Casp -8 yerine, Casp -2 iizerinden Casp -3
aracilifiyla apoptozisi indiikleyebilecegi tespit edilmistir. Casp -8 ayrica Bid
proteiniyle etkileserek tBid proteinin yarilanmasi ve intrinsik yolakta anahtar rol
oynayan Bcl-2 apoptotik proteinlerinin uyarilmasinda da Snemli rol
oynamaktadir.  Intrinsik  yolakta, Hs-Hex ekstreleri BID proteinin
ekpresyonundaki artiglara paralel, diger proapoptotik BCL2 ailelerinin
ekspresyonunda da onemli kat artiglarina neden oldugu goriilmistiir. Hs-Met
ekstreleri ise Hs-Chl’ye kiyasla BAK1, BOK ve BBC3 gibi mitokondriyal
enzimlerde Onemli artiglara yol acarken, diger proapoptotik genlerde
downregiilasyonlar goriilmistiir. Genlerin uyarilmasiyla birlikte proapoptotik
genlerin  mitokondride birikimi ve sitokrom c¢’nin sitosole salinmasi
gerceklesmektedir. Daha sonra sitokrom ¢, APAF1 ve kaspaz 9 birleserek
olusturdugu apoptozom kompleksiyle Casp-3’ii uyararak intrinsik yolak
araciligiyla apoptozisi baslatmaktadir. H.scoparia ekstrelerinin intrinsik yolak i¢in
onemli bu proteinler iizerinde etkilerine bakildiginda her ii¢ ekstreninde Casp -9
ve APAF1 ekspresyonlarinda artiglarina paralel olarak apoptosisi baslatmaktadir
(Broker et al., 2005). Kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin terminal sathasina
geciste koprii gorevi goren apoptozis fragmentasyon faktorii (CAD (caspase-
activated DNase) ve ICAD (inhibitor of CAD)) kaspaz-3’iin substrat1 olup ve
apoptoz sirasinda DNA fragmantasyonunu tetikler. DFFA/ICAD kaspaz-3
tarafindan boliindigiinde DFF/CAD aktive olur (Yan et al., 2006). DFFA'nin
kaspaz 3 ile yarilanmasindan sonra, DFFA CAD'dan ayrilir ve¢ HMGB1 CAD'e
baglanir. Bu aktif yap1 apoptoz sirasinda DNA’nin pargalanmasina ve kromatinin
yogunlagmasima neden olmaktadir. Alg esktrelerinin etkilerine bakildiginda,
H.scoparia’nin ii¢ ekstreside proapoptotik CAD ve HMGBI araci proteinlerin

ekspresyonunda kat artislarina neden olduklar1 bununla birlikte antiapoptotik
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ICAD fiizerinde ise ekspresyonu azlatici etkilere neden olduklari bulunmustur.
Bununla birlikte apoptozisin aktivasyonunu gosteren yardimci proteinlerinde
ifadesi Onem tasimaktadir. Mitokondriden salinan kaspaz bagimli HtrA2/Omi
protein, apoptoz inhibitor proteinlerinin (IAP'ler) (BIRC ailesi) etkisini negatif
diizenlemektedir (Salvesen and Dixit, 1997). H.scoparia’nin her ii¢ ekstreside
HtrA2 iizerinde 6nemli kat artislarina yol acarken, inhibitor etkisi gosterdikleri
antiapoptotik BIRC ailesinde farkli ifadeler elde edilmistir. Hs-Hex BIRC2 ve
BIRC3, Hs-Chl ise BIRC2 iizerinde downregiile etki gostermislerdir.
Mitokondriden salinan kaspaz bagimsiz endoG ise nukleusta TP53 geni ile
translokasyon yapar ve apoptoz sirasinda dogrudan kromatinleri parcalayip DNA
parcalanmasina neden olur (Li et al., 2001). Alg uygulamalar1 sonrasi her iki
proteinin ekspresyonlar1 incelendiginde, her {i¢ ekstreninde genler {izerinde kat
artiglara yol agtiklart tepit edilmistir. Kahverengi alg ekstrelerinin Hela
hiicrelerinde etkilerine bakildiginda Hs-Hex ve Hs-Met ekstreleri Hs-Chl
ekstrelerine gére daha fazla proapoptotik genlerin ekspresyonunda artiglara neden
oldugu ayn1 zamanda apoptozis siirecine kaspaz bagimli ekstrinsik ve intrinsik
yolaklarinin yanisira p53 gibi direkt yolaklar araciligiyla da apoptotik siirece
katkida bulunduklart tespit edilmistir. Bu etkinligin Hex ve Met ekstrelerinde
ortaya konulan gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve kersetin iceriklerinden
kaynaklanabilecegi ortaya konulmustur. Bu nedenle, baz1 kanserlerin
onlenmesinde gallik asit i¢in olasi bir rolii oldugunu 6ne siiren ¢ok sayida hiicre
hattt calismasinin yapilmasi bulgularimizi desteklemektedir. Bu c¢alismalarda
ozellikle TNF-a yolak araciligtyla NFkB gibi belirli niikleer transkripsiyon
faktorlerinin inhibe edildigi bildirilmistir (Choi et al., 2009). Ji et al., (2009) NCI-
H460 hiicrelerinde gallik asitin etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, kaspaz
ailesi ve mitokondriyal yolak proteinlerinin aktivasyonuyla tiimor hiicrelerinin
inhibisyona ugradigimi bildirmiglerdir. A375.S2 insan melanoma hiicre hatlarida
yuriitilen baska bir c¢alismada ise, gallik asitin proapoptotik genlerin
ekspresyonuna pararlel antiapoptotiklerin inhibisyonuyla apoptozisin aktive
oldugu rapor edilmistir (Lo et al., 2010). Bununla birlikte, ¢alismamizda ekstre
uygulamalar1 sonrasi HeLa hiicrelerinde proapoptotik genlerin aktivasyonuyla
indiiklenen apoptozisin yanisira antiapoptotik genlerin ekspresyonundaki artiglar

da dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.1 Alg ekstrelerinin farkli yolaklar iizerinden apoptotik etkileri
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Ozellikle hiicre zar proteini NGFR ve adaptor proteini TRAF2 deki ekspresyon
artiglarina paralel hiicre proliferasyonu ve survival mekanizmasiyla iliskili
nuklusa transloke NFKB ailesinde goriilen kat artislar1 kanser hiicresinin

apoptozise karsi hayatta kalma miicadelesiyle iliskilendirilmistir.

Yesil alg E.linza’nin Chl ve Hex esktrelerinin HeLa hiicre hatlarinda gen
ekspresyonlari iizerine olan etkileri incelendiginde apoptotik yolakta farkli etkiler
goriilmiistiir. EI-Hex ornegi ekstrinsik yolakta, zar proteini TNFRSF-1A ve TNF
ile adaptor protein CRADD’da ekspresyon artiglarina neden olmustur. Literatiir
taramalar1 sonucunda Caspase-2 i¢in bir adaptor proteini olarak CRADD'" tercih
etmesi, Casp -2'nin TNF-a ile tetiklenen apoptozda da rol oynayabilecegini ortaya
koymustur. Ayn1 zamanda bu yolagin devam etmesi i¢in Casp -9’un uyarilmasi ve
dolayli olarak mitokondriden sitokrom c¢’nin salinip Casp -3 ekspresyonunda
artiglarin  olmasina gerek duyulmaktadir (Paroni et al., 2001). Calisma
sonuclarimiza gore, Casp -8 ve BID proteininde goriilen azalislar ile Casp -2, -9,
APAF1 ve mitokondriyal BAX ve BAKI1’deki kat artislar bu durumu
desteklemekte ayrica ekstrinsik yolak proteinlerinin alg uygulamalar1 sonrasi daha
hassas oldugu ve hiicrenin bu yolag1 kullanabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, endoG ve Tp53 proteinlerinde kat artislarinin olmasi kaspaz bagimsiz
yolak iizerinden de apoptozisin uyarilmasi ger¢eklesebilmektedir. EI-Chl’de ise
TNFRSF11B ve CRADD’daki artiglara istinaden TRAIL yolag1 iizerinden bir
uyarilma zinciri s6z konusudur. Casp -8 ve -10’a paralel Casp-3 ve -6 daki kat
artiglarida ekstrinsik yolagin olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte, basta
BID proteinin aktivasyonu ile birlikte proapoptotik mitokondriyal enzimlerde
ekspresyon artist ve sonrasinda Casp -9’un aktivasyonu intrinsik yolagin
aktivasyonunu gii¢clendirmektedir. Bunlarin disinda, proapoptotik endoG ve TP53
proteinlerdeki ekspresyon artiglarida kaspaz bagimsiz yolak iizerinden apoptozis
indiiklemesini ortaya koymaktadir. Sonug olarak, yesil alg Hs-Chl uygulamalar
sonras1 hiicrelerin daha duyarli hale geldigi ve daha genis bir spektrumda
apoptozisi indiikledigi bu etkilerinde daha Once etkileri tanimlanmis Kersetin
iceriklerinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Kersetin, potansiyel bir
kemoterapétik ajan olarak, kanserin biiylimesi, hayatta kalmasi ve gelisimi gibi
cesitli mekanizmalart hedef alan etkileri ile dikkat c¢ekmektedir. Pek c¢ok

caligmada, servikal, glioma, kolorektal ve 16semi kanseri gibi ¢esitli kanser hiicre
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dizilerinde kersetin'in pro-apoptotik etkilerinin kanitlanmistir (Russo et al., 2012).
Bu arastirmalardan, Kersetin'in reseptorler ve gesitli proteinler ile etkilesimler
yoluyla apoptozun hem intrinsik hem de ektrinsik yollar1 iizerinde etkili oldugu
gozlenmigtir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre dizilerini iceren ¢alismalarda,
kersetin'in 12.5-300 uM araliginda artan konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Chien et al., 2009; Duo et al., 2012). Jung et al., (2010) DU-145
hiicreleri tizerinde Kersetin etkilerini inceledikleri benzer c¢alismada, Kkersetin
uygulamalari ile poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi
proteinlerin ekspresyonu artisiyla TRAIL zar proteinlerinin daha hassas hale

geldigini ve apoptozisi indiikledigini ortaya koymuslardir.

Kirmizi alg G.gracilis’in HelLa hiicre hatlarinda apoptotik etkileri
incelendiginde, Gg-Hex ve Gg-Met ekstrelerinin genis bir spektrumda FAS,
TRAIL ve TNFRSF-1A ailelerinin ekspresyon artigilart tizerinden ekstrinsik
yolagi baslattigi goriilmektedir. Yolagin devami olarak Casp -8 ve -3 ile birlikte
CAD proteinindeki ekspresyon artislar1 Gg-Hex uygulamalar1 sonrasi ekstrinsik
yolagin duyarli hale geldigini gostermektedir. Benzer sekilde Casp -8 ve BID
proteinlerindeki kat artislarim1 takiben proapoptotik BCL2 ailesi ve APAFI
proteinlerdeki artiglar intrinsik yolakta {izerinden de apoptozisin uyarilmaya
calisildigini, bununla birlikte Casp -2 ve CRADD proteinlerindeki artiglarin
antiapoptotik NFKB ailesindeki ekspresyonlar {izerinde inhibisyon etkisi
gosterdigini de ifade etmektedir. Gg-Met ekstreleri ise ligand ve FADD
protenlerin artiginin devami olarak Casp -6, CAD ve HMGBL genlerindeki kat
artiglar1 ekstrinsik yolagin aktivasyonuna isaret etmektedir. Bununla birlikte, Gg-
Met’in intrinsik yolak {iizerine etkileri iizerine farkli yorumlar getirilmistir.
Oncelikle, bazi proapoptotik BCL2 ve Casp -9°daki artislar intrinsik yolagin
varligint gostersede, Casp -8 ve BID’daki azalislar ile antiapoptotik BCL2 ve
MCL1’deki kuvvetli ekspresyon artislart yolagin inhibisyonuna isaret etmektedir.
Digeri ise Casp -1'in BID'yi de parcalayabildigi ve aktive edebildigini ve
dolayisiyla apoptozun proapoptotik mitokondriyal proteinlerindeki artisla yolagi
etkileyebilecegi onerilmektedir (Guegan et al.,, 2002). Sonu¢ olarak -etkisi
kanitlanmis a-tokoferol igeriklerine sahip Gg-Hex ekstresi uygulamalari sonrasi
daha duyarli hale gelen ekstrinsik ve intrinsik yolaklarda daha net ¢ikarimlar elde

edilmistir.
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Ikinci kanser hiicre hattimiz CaCo-2’da kahverengi algin Hex ve Met
ekstreleri ile yesil algin Hex ve Chl ekstrlerinin apoptotik potansiyelleri
incelenmistir. Hs-Hex ve Hs- Met 6rnekleri incelendiginde, yolaklar tizerinde bazi
genler disinda iki ekstrede de benzer aktiviteler gdzlenmistir. Hs-Met ve Hs-Hex
ekstreleri mitokondriyal yolaktaki proapoptotik genler iizerinde ekspresyon
degisikliklerine yol agamadig1 bununla birlikte birlikte, Hs-Met ekstrelerinin, FAS
reseptorlerinin artig1 ile antiapoptotik NFkB ailelerinin inhibisyonu {izerinden
yolakta etkili oldugu diisiiniilmekte ve buna paralel olarak Casp -9 ve APAF1
genlerindeki kat artiglari ise inhibe olan NFkB ailelerin AKT yolag: iizerinden
aktive olmasiyla iliskilendirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, CaCo-2 hiicrelerinin
HelLa hiirelerinden daha agresif bir yapiya sahip olmasindan dolayi, Hs-Met
ekstrelerinin azda olsa Hs-Hex’den daha etkili oldugu bununda total fenolik
iceriklerinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda fenolik
iceriklerin, ¢oklu sinyal yolaklariyla etkileserek kanser hiicre biiylimesini inhibe
edebilecegini gostermektedir. Ale et al., (2011) kahverengi alg F. vesiculosus
fenolik bilesiklerinin in vitro’da apoptotik etkilerini inceledikleri ¢aligmada, insan
lenfoma HS-Sultan ile HT-29 ve HCT116 insan kolon kanseri hiicrelerinde Casp -
3 aktivasyonuyla apoptozisi indiikleyerek hiicreleri inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Benzer yiiriitiilen baska bir calismada, kahverengi alg Sargassum
muticum metanol ekstralarinin total fenolik iceriklerinin MCF-7 hiicre hatlarinda
Casp -3, -8 ve -9 genlerinde kat artislarina yol agarak apoptozisi indiikledigi rapor
edilmigtir (Namvar vd, 2013). Tibbi bitki Polygonum minus’un farkli
fraksiyonlarinin apoptotik etkilerinin degerlendirildigi ¢caligmada, en yiiksek total
fenolik igerige sahip F7 fraksiyonunun HepG2 kanser hiicrelerinde proapoptotik
genlerin (Bax, p53 ve kaspaz-3) yukari regiilasyonu ve antiapoptotik gen Bcl-
2'nin downregiilasyonu ile hiicrelerin inhibe edildigi ortaya konulmustur (Ghazali
et al., 2014). Yesil alg ekstrelerinin CaCo-2 hiicrelerinde ekspresyon ifadelerine
bakildiginda, EI-Chl ekstrelerinin El-Hex’e benzer olarak FAS, TNFRSF-1A
ailelerinde upregiilasyonlarina neden olmasinin yanisira TRAIL ailelerinde de kat
artiglaria yol agmistir. Bu uyarilmay1 takiben EI-Chl 6rnekleri Casp -8, -3 ve
CAD genlerinde de yukari regiilasyonlar gosterek genis spektrumda 6liim yolaginm
indiikledigi belirlenmistir. Intrinsik yolak proteinlerinden BID, proapoptotik
BCL2 ailesi ve Casp -9’daki artigslarda bu yolagin da uyarilmis olabilecegini

gostermektedir. El-Hex uygulamalar1 ise oliim reseptorlerindeki uyarilmaya
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paralel Casp -8 ve CAD proteinindeki artiglar ile NFkB ve TRAF ailesindeki bazi
tiyelerin  inhibisyonu {izerinden ekstrinsik yolagin indiiklenmesini akla
getirmektedir. Intrinsik yolakta antiapoptotik BCL2 iiyelerinin yukar1 yonlii
reglilasyonlart ve BID proteinlerindeki azaliglar mitokondriyal yolagin
kararliligini1 korudugunu gostermektedir. Cas 9’daki artislarin ise Casp -2 ve Casp
-7°deki kat artiglarina paralel ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu yolaklarin
disinda endoG ve P53°deki kat artiglarin kaspaz bagimsiz yolagi {izerindende
apoptozisi indiikleyebilecegini gostermektedir. Bu bilgilere dayanarak EI-Chl
ekstre uygulamalar1 sonucunda hiicrelerin daha duyarli hale geldigi bunun da
yapisinda  tespit  edilen  kersetin  igeriklerinden  kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

MCF-7 kanser hiicre hatlarinda ise Hs-Chl, Hs-Met ve EI-Chl ekstrelerinin
etkileri incelenmistir. Hs-Met’in 6liim yolaginda FAS, TNFRSF-1A ve TRAIL
ligand proteinlerinde artislarina paralel Casp -8, -10 ve -6 ile CAD
proteinlerindeki kat artiglarin ekstrinsik yolagin indiiklendigini gostermektedir.
Bununla birlikte BID genlerindeki azaliglara paralel bazi antiapoptotiklerdeki
artiglar ile proapoptotiklerde azalislar mitokondriyal yolakta kararli bir
inhibisyonun olamadigini gostermektedir. Casp -2 deki artiglara paralel Casp -
9’daki kat artislar1 Casp -7 ve CAD lizerinden apoptozisin indiiklenmis
olabilecegini ortaya koymaktir. Bununla birlikte endoG ve TP53’deki artislarin
kaspaz bagimsiz bir yolak tizerinden etkili olabilecegini de gostermektedir. Ayrica
Hs-Chl ekstreleri uygulama sonrasi PTEN genlerinde gozlenen artiglar ile
NFkB’de gozlenen downregiilasyonlar PI3K/AKT aracili kanser hiicre
proliferasyonunun inhibisyonunu gosterebilmektedir. Bu etkilerin ise Hs-Chl
igerik analizinde tespit edilen kumarik asit bilesiklerin neden olabilecegi ifade
edilmistir. Literatiir taramalarimiz sonucunda, kumarik asitin MCF-7 hiicre
hatlarinda P53 ve PTEN gibi proapoptotik proteinlerde kat artislarina yol agtiginin
ortaya konulmasi sonuglarimizi desteklemektedir (Sen et al., 2013). Sonug olarak
Hs-Met’in daha genis bir spektrumda etkili olmasi total fenolik iceriklerinden
kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. E1-Chl ekstreleri ise 6zellikle bazi
TNFRSF-1A ailesi ligand proteinlerdeki kat artiglarina paralel Casp -2, -3 ve -
7°deki artiglarla bu yolaktaki bir aktivasyona egilim gosterirken, BID ve Casp -

9’daki downregiilasyonlar ile apoptozom kompleks inhibe edici BIRC ailesindeki
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artiglar mitokondriyal yolakta saglikli bir uyarilmanin gerceklesemedigini
gostermektedir. Apoptotik  degerlendirmeler sonucunda alg ekstrelerinin
uygulama sonrasinda kanser hiicrelerini farkli yolaklar iizerinden apoptozise
stiriklenmekte oldugunu, bu farkliliklarinda alglerin sahip oldugu aktif
bilesiklerin yanisira apoptotik siire¢ sirasinda posttranslasyonel mekanizmadaki
degisimlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica antiapoptotik

genlerdeki artiglar kanser hiicrelerinin survival direnciyle iliskilendirilmistir.

Anjiyogenez, yara iyilesmesi, doku biiylimesi ve rejenerasyon gibi normal
fizyolojilerde kan damarlarinin olusumunun gerceklestigi karisik stireglerdir.
Mevcut calismamizin anjiyogenez uygulamalarinin ilk basamaginda yara iyilesme
modeli kullanilarak ekstrelerin proliferasyon etkinlikleri incelenmistir. Yara
iyilesmesi (wound healing), saglikli dokularin giiclenmesiyle yapisal ve islevsel
biitiinliiglin restorasyonuna yol agan karmasik biyokimyasal eylemler biitiintidiir
(Chung and Ferrara, 2011). Yara iyilesmesi genellikle ii¢ seviyede destege ihtiyag
duyar. Birincisi, genel direncin gelistirilmesi ve genglestirici, adaptojenik,
palyatif, antioksidan, temizleyici, detoksifikasyon ve tamponlama faaliyetlerinden
elde edilebilecek destek mekanizmalari; Ikincisi hiicre baglarim, hiicre gogiinii ve
hiicre dmriinii uzatmak icin onarim ve yenileme mekanizmalarini uyarmak, cilt
lekelerini gidermek ve cildin gerilme mukavemetini veya elastikiyetini arttirmak,
cildin nem tutma kapasitesini arttirmak; Uciincii  olarak anti-inflamatuar,
antiseptik ve antimikrobiyal, protein ve kollajen sentezi ve biyomembranlardaki
artmis kararlilik gibi terapotik ve beslenme faaliyetlerinden olugmaktadir. (Datta
et al.,, 2011; Kim and Byzova, 2014). Bu siireglere miidahele etme yetenegine
sahip serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS), iyilesme siirecinin
gecikmesinde 6nemli etken faktorler olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle dolay,
antioksidan etkili bilesiklere sahip bitkilerin etkili bir yara iyilestirici ajan olarak
kullanilabilecegi in vivo ve in vitro wound healing model caligmalarla ortaya
konulmustur (Thakur et al., 2011; Hasan and Sorkhy, 2014). Mevcut ¢alismamiz
antikanser ve antioksidan etkinligi kanitlanmis alg tiirlerinin anjiyogenik
etkinliklerini ve alg ekstrelerinin farkli etkinlikler gosterdigi ortaya koyan ilk
rapordur. Wound healing, in vitro'da ¢izik denilen yapay bir bosluk olusturularak
hiicre gociinii incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan yontemdir. Yeni olusturulan

boslugun kenarindaki hiicreler, hiicre-hiicre temaslar1 yeniden saglanincaya kadar
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boslugu kapatmak icin agiklia dogru hareket ederler. Boslugu kapatma olayi,
farkli zaman noktalarinda goriintiileme veya zamana bagli mikroskopi ile manuel
olarak izlenebilir. (Liang et al., 2007). /n vitro kosullarda alg ekstrelerinin yara
alanin1 kapatma potansiyeli Cizelge 3.25’te gosterildigi iizere, kahverengi alg
ekstreleri arasinda en yiiksek yara alanina go¢ eden hiicrelere sahip 6rnegin Hs-
Met (%76) oldugu ve bunun sirasiyla Hs-Chl (%24,6) ve Hs-Hex (%9)
orneklerinin izledigi tespit edilmistir. Literatiir kapsaminda, yara iyilestirme
potansiyeline sahip bitkilerin aktivite tayini yapilirken ¢ogunlukla fenolik igerik
ve antioksidan test yontemleri paralel olarak kullanilmakta ve yiliksek radikal
etkinligin ve igerigin yara iyilestirmeyle baglantili oldugu savunulmaktadir.
Marwah et al., (2007) 19 farkli btiki etanol ekstrelerinin antioksidan ve yara
tyilestirme potansiyelini degerlendirdikleri ¢caligmalarinda, en yiiksek total fenolik
icerik ve antioksidan aktiveye sahip A. rubifolis, M. peregrina ve A. indica
orneklerinin en 1iyi iyilesme kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Yapraklar1 geleneksel olarak yara iyilestirmelerinde kullanilan Wedelia trilobata
bitkilerinin in vitro wound healing, antioksidan ve fenolik igeriklerinin
degerlendirildigi ¢aligmada, kontrole gore daha aktif fenolik iceriklerin %70
oraninda yara alaninda proliferasyona yol actig1 rapor edilmistir (Balekar et al.,
2012). Deney sonucunda, H.scoparia ekstreleri igerisinde en yiiksek fenolik icerik
ve ABTS" aktivitesine sahip Hs-Met ekstresinin ayni zamanda en iyi
proliferasyonu gostermesi literatiirii destekler nitelikte oldugunu kanitlamistir.
Bununla birlikte, alglerin yara iyilestirme modelleri iizerine sinirli sayida
calismalar mevcut olsa da, elde edilen sonuclar etkili ajanlar olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Baliano et al., (2016) kahverengi alg Padina
gymnospora’nin in vitro’da normal fibroblast (929) hiicre hatlarinda yara modeli
olusturarak etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, alg metanol ekstrelerinin
25.0 ug ml™' konsantrasyonlarida kontrole kiyasla daha yiiksek proliferasyon
gosterdiklerini ortaya koymuslardir. In vitro yara modelinin en &nemli
avantajlarindan biri, hiicrelerin in vivo migrasyonunu bir dereceye kadar taklit
etmesidir. Kahveregi alg Cystoseira trinodi’nin 21 giin boyunca in vivo ekzisyon
modeliyle ratlarda olusturulan yara modeli iizerine etkilerine bakildiginda,
ekstrelerin fibroblastin ¢ogalmasini ve anjiyojenezi indiikleyerek yara kapanma
stiresini azaltip yara kontraksiyonunu arttirdigi ortaya konulmustur (Madkour et

al., 2013). Yesil alg ekstrelerinin yara alanim1 kapatma yiizdeleri incelendiginde,
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Chl ekstrer %83 oraniyla sirasiyla Met %51 ve Hex %37 orneklerinden daha iyi
bir proliferasyon sagladigi goriilmiistiir. Yara iyilestirme potansiyelleri iizerine
ekstrelerin farkli etkinlik gostermesi, Orneklerin sahip oldugu biyolojik
metabolitlerden kaynaklandig1 diistiniilmiistir. HPLC ile icerik tayini analizi
sonuglarina bakildiginda Chl ekstresinin in vivo ve in vitro caligmalarla yara
iyilestirme etkinligi kanitlanmis Kkersetin igeriklerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Ratlarda yara alanmi olusturularak yiiriitiillen bir ¢alismada, kersetinin VEGF and
TGF-B1°deki ekspresyon artislarinin yanisira sitokin ve biiylime faktorlerinin
etkinliginide diizenleyerek yara alanini kapattig1 bildirilmistir (Gopalakrishnan et
al., 2016). Rajamanickam et al., (2013) tarafindan yiiriitiilen benzer bir ¢alismada
ise, 16. giinde kersetin uygulanan gruplarda kontrole kiyasla yara alaninda
%91.83’1liik bir proliferasyon olustugu gozlenmistir. Wound healing modelinde
etkinligini degerlendirdigimiz diger alg tiirii kirmiz1 alg ekstreleri incelendiginde
ise, Ozellikle Met (%85) olmak iizere Chl (%78) ekstreleri ile birlikte Hex (%11)
grubuna kiyasla daha yliksek proliferasyonlar gozlenmistir. Met ekstrelerindeki
aktivite antioksidan aktivite ve total fenolik iceriklerden kaynakli oldugu
diisiiniilirken (Bkz. Cizelge 3.2 ve Sekil 3.6), Chl ektrelerindeki yiiksek
proliferasyon degerleri igerik analiz sonuglarinda elde edilen o-tokoferol

iceriklerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir (Bkz. Sekil 3.1).

a-tokoferol antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-tiimér aktiviteleri de dahil
olmak {tizere bircok yararli 6zelligi kanitlanmis olmakla birlikte, deri ve deri
patolojisindeki rolii {izerine de etkili sonuglara ulagilmaktadir. Literatiirde o-
tokoferol’iin yara iyilestirme potansiyeli iizerine olan etkilere bakildiginda
sonuglarimizi kanitlayict bilgilere ulasilmaktadir. Dooley et al.,, (2010)
yiirtittiikleri ¢alismalarinda, potansiyel bir antioksidan kaynagi oldugunu ayrica
a-tokoferol’in hem normal hem de hipergludidik kosullarda fokal adezyon
kinazlart (FAK), c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK) ve hiicre dis1 sinyalle
diizenlenmis kinazlar (Erk) gibi yara iyilesmesinin 6zelliklerini belirleyen
faktorleri etkileyerek keratinositlerin ve fibroblastlarin  hiicre  gog¢iinii
hizlandirdigin1  ortaya koymuslardir. Benzer sekilde, Blechnum orientale
yapraklarindan izole edilen a-tokoferol’iin diger izole edilen bilesikler gibi yara
alaninda proliferasyonu arttirdigt rapor edilmistir (Lai et al., 2011).

Calismalarimiz  sonucunda elde edilen ilging bulgularda dikkat c¢ekici
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bulunmustur. Birgok model sistem galismasinda, apoptozisin doku rejenerasyonun
arkasindaki itici giic olabilecegi distliniilmektedir. Spesifik olarak, blastema
olusumu da dahil olmak {izere, yenilenmenin proliferatif 6zelligi apoptotik
hiicrelerden alinan sinyaller ile uyarilmaktadir (Gurtner et al., 2008). Bu fenomen
"apoptosise bagh telafi edici ¢ogalma" olarak adlandirilir ve kaspazlarin, stresli
veya hasar gormiis hiicrelerden mitojenlerin salinmasini etkiledigini ve dolayistyla
yenilenmeyi tesvik ettigini gostermektedir (Bergmann and Steller, 2010; Fuchs
and Steller, 2011). Ozellikle Casp -14’iin, epitel hiicresi ve keratinosit
farklilagsmasinda rol oynadigi ayrica dehidrasyon ve UVB radyasyona karsi
epidermal bir bariyer olusturdugu bilinmektedir (Denecker et al., 2008). Bu
bilgiler 1s18inda en yiiksek yara iyilestirme potansiyeline sahip Gg-Met
orneklerinin apoptozis sonuglarina bakildiginda (Bkz. Cizelge 3.12) Casp -14

ekspreyonundaki artislarin bu fenomeni destekleyebilecegini ortaya koymaktadir.

Anjiyogenez siireci yeni damar olusumundan ¢ok var olan damarlardan yan
dal ve filiz olusumlartyla meydana gelen damarlanmalar olarak bilinmektedir.
Anjiyogenezde normal fizyolojik kosullar altinda, proanjiyojenik ve
antianjiyojenik faktorler arasinda bir denge vardir, ancak bu denge, fizyolojik
stirecleri tesvik etmek i¢in ya da patolojik bir durumun bir pargasi olarak her iki
tip arabulucuya dogru kayabilir (Al-Husein et al., 2012). Bu durumda anjiyojenez
saglikli hiicreler i¢in vazgecilmez bir kaynak olan damar olusumunu ifade etse de,
kanser gibi metabolizmasi hizli ilerleyen durumlarda ise canlilik i¢in hayati risk
tasimaktadir. Anjiyogenez kanser hiicrelerinin basta hipoksi olmak iizere belirli
uyaranlara maruz birakilmasiyla aktive edilir ve tlimoriin kalinli§1 2 mm'den fazla
biiylidiigiinde vaskiiler endotelyal biiylime faktorlerini (VEGF) etkileyerek yeni
kaynaklara ulasgim saglar. Bu yeni kan damarlarinin gelisimi sadece tiimor
dokusunun besin maddeleri ile beslenmesini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda
kanser hiicrelerinin metastazi i¢in bir ara¢ olabilmektedir (Nishida et al., 2006).
Son yillarda, kanserin antianjiyogenez siirecine miidahele siirecinde direkt olarak
tiimdre hedef almaktan ziyade, beslenmesini saglayan damarlanma mekanizmasini
inhibe eden ¢alismalar tasarlanmistir. Bu siiregte, anjiyojenez slirecine miidahale
siirecinde endotelyal biiylime faktorleri inhibitorleri, endotel hiicre sinyal
transdiiksiyon inhibitorleri, endotel hiicre proliferasyonunun onleyicileri, matris

metaloproteinaz inhibitorleri ve endotel kemik iligi 6ncii hiicrelerinin inhibitorleri
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gibi  hedef anjiyogenez inhibitorlerinin  kullanilmasiyla  gerceklestirilir
(Denekamp, 1993; Muslim et al., 2012). Yiiriitilen bir¢ok ¢alisma da, dogal
kaynakli anti-anjiyojenik ilaglarin, yan etkileri azaltmada geleneksel kanser
tedavisine kiyasla iyilesme sagladigi, timorii besleyen yeni kan damarlarinin
olusumunu inhibe ettigi ve bu siirecte ila¢ direnci olasiligimin diisiik oldugu
bildirilmektedir (Ciardiello et al., 2000). Bu bilgileri destekleyici olarak, in vivo
HET-CAM testi kullanarak alg ekstrelerinin antianjiyogenik etkilerini
degerlendirdigimiz c¢alismada, alg oOrneklerin farkli aktivite gosterdikleri
bulunmustur. Kahverengi alg Met ve Chl ekstrelerinin 900 mg/kg orta diizeyde
antianjiyogenik etki gosterdigi tespit edilirken, Hex orneklerinde etkiler
gozlenmemistir. Hs-Chl ve Hs-Met ektrelerinin HeLa ve MCF-7 gibi kanser hiicre
hatlarinda da etkili inhibisyon saglamasi antianjiyogenik ajanlarin sitotoksik
potansiyellerine de dikkat ¢ekmektedir. Namvar et al., (2013) benzer yiiriittiikleri
caligmalarinda da, kahverengi alg Sargassum muticum metanol ekstrelerinin
antianjiyogenik ve sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi ¢calismada, MCF-7 hiicre
hatlarinda  sitotoksik etki gosteren metanol ekstrelerinin HET-CAM’da
antianjiyogenik etkili oldugunu bildirilmislerdir. Calismamizdaki hem sitotoksik
hemde antianjiyogenik etkili yesil alg ekstrelerinde de benzer etkiler gozlenmistir.
EI-Chl ve EI-Met ornekleri giiclii antianjiyogenik etkiler gosterirken, El-Hex
ekstrelerinde aktivite gozlenmemistir. Bu farkliliklarin alg igeriklerindeki
farklikliklarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozeliikle en etkili inhibisyonu
saglayan El-Chl’da tespit edilen Kersetin igerikleri etkisi kanitlanmis 6nemli bir
antianjiyogenik ajandir. Pratheeshkumar et al., (2012) tarafinda kersetinin ex vivo,
in vivo ve in vitro ortamlarda etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, pankreas
kanser hiicrelerinde VEGF-R2 ile diizenlenen AKT/mTOR/P70S6K sinyal
yolagin1 hedefleyerek tiimor biiylimesini ve anjiyojeneziyi inhibe ettigini ve
kanser terapisi i¢in potansiyel bir ila¢ adayr olarak kullanilabilecegini ortaya
koymuslardir. bagka bir ¢aligmada, kersetin'in VEGF transkripsiyonunu hipoksiye
bagli STAT3 aktivasyonunun bastirilmasiyla inhibe edebilecegini gostermistir
(Anso et al.,, 2010). Ayni zamanda sitotoksik ve antiangiogenik etkili bu
ekstrelerin endotel hiicre biiylime faktorii yolaklar: {izerine herhangi bir kanitimiz
olmadig1 i¢in, mevcut etkilerinin endotel hiicrelerin proliferasyonu iizerinden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Zira, solid tiimoér yatagindaki endotel hiicreleri,

yiiksek proliferasyon hizlarindan o6tiirii sitotoksik ajanlara daha duyarli olma
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egilimindedir. Buna ek olarak, kanserli hiicrelere zit olarak, endotel hiicreleri
genetik olarak kararlidir ¢ilinkii mutasyona ugramazlar ve bu nedenle sitotoksik
ajanlarin apoptotik etkilerine daha duyarhdirlar (Folkman, 2003; Muslim et al.,
2012). Dolayistyla, endotel hiicrelerinin bu ozellikleri onlar1 antiangiogenez
tedavisi i¢in ¢ekici bir hedef yapmaktadir. A549, BEL-7402, MKN-45 gibi timor
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerine Kkersetin'in etkinliginin incelendigi
calismada, Kkersetinin in vivo HET-CAM denemelerinde anti-anjiyojenik etkinlik
gostermesi bu durumu destekler niteliktedir (Tan et al., 2003). Antianjiyogenik
etkili diger bir grubumuz kirmizi alg Ornekleri incelendiginde, Gg-Met
ekstrelerinde giiclii bir etki gozlenirken, Gg-Chl’da orta diizeyde etkinlik not
edilmistir. Gg-Hex oOrneklerinde ise herhangi bir etkinlik gozlenmemistir. Gg-
Met’in sitotoksik etkinlikle iligkilendirmesi yapildiginda sadece daha az agresif
HeLa hiicrelerinde etkinlik gostermesi belirli yolaklar tizerinden (JAK/STAT
PI3K/AKT) biiylime hiicre reseptorlerinin inhibisyonuna neden olabilecegini
gostermektedir. Bu hiicre hatlarinda 6zellikle proliferasyondan sorumlu STAT3
ve NFkB genlerindeki inhibisyonlara paralel PTEN ekspresyonlarindaki artiglar

bu durumu agiklamaya yardimci olabilecek bulgulardir.

Mutajen kavrami, bir organizmanin genetik materyalini (genellikle DNA)
degistiren ve normal seviyesinin iistlinde mutasyon sikligina yol acan fiziksel
veya kimyasal ajanlardir. Ayni zamanda mutasyonlarin ¢ogu kansere neden
olduklar1 i¢in mutajenler kanserojen maddeler olarak da adlandirilmistir.
Mutajenler genetik materyali direkt yada farkli kimyasallarin sentezinin
indiiksiyonu yoluyla indirekt bir sekilde (promutajenin mutajene doniisiimii)
DNA’y1 etkileyebilmektedirler (Bhattacharya, 2011; Sloczyfnska et al., 2014).
Antimutajen olarak bilinen dogal ve sentetik bilesiklerin potansiyel olarak zararl
kimyasallarin mutajenik etkilerini azaltabildigi veya kaldirabildigi bilinmektedir
(Ferguson, 1994). Mevcut calismamizin bu basamaginda, antioksidan ve
antikanser etkinlikleri ortaya konulan H.scoparia, E.linza ve G.gracilis alg
orneklerinin —S9’suz ve +S9’lu ortamda TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537
suglart  kullanilarak tespit antimutajenik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Antimutajenler etki mekanizmalarina dayanarak antioksidan aktiviteye sahip
bilesikler, mutajenlerin aktivasyonunu inhibe eden bilesikler, bloke edici

maddeler ve c¢esitli etki sekilleri ile karakterize edilen bilesikler seklinde
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gruplandirilmaktadir. Yiriitilen pek ¢ok calismada, polifenoller, vitaminler,
klorofiller, karotenoidler ve askorbik asit gibi fitokimyasallari iceren tibbi bitkiler
ve yosunlarin  antioksidan  6zelliklerinden dolayr  antimutajenler ve
antikarsinojenler olarak iglev gordiigii bildirilmistir (Cornish and Garbary, 2010).
Kahverengi alg ekstrelerinin antimutajenik etkinlikleri incelendiginde, Hs-Met
ornegi 2000 ve 5000 pg/mL konsantrasyonlarda TA 98, TA 100 ve TA 1537
iizerinde +S9’lu ve —S9’suz ortamda istatistiksel olarak zayif bir antimutajenik
aktivite sergilemistir. Bununla birlikte, apolar Hs-Chl ve Hs-Hex 6rneklerinde ise
herhangi bir aktivite kaydedilmemistir. Bu sonuglar 1s18inda, kanser hiicre
hatlarinda etkinlik gosteren polar Hs-Met ekstrelerinin sahip oldugu antioksidan
kapasite (Bkz Cizelge 3.6) ve fenolik icerikleriyle (Bkz Cizelge 3.2) literatiirii
destekleyici sekilde antimutajenik sonuglar elde edilmistir. Bhagavathy et al.,
(2011) antioksidan aktiviteye sahip alg metanol ekstrelerinin Salmonella
typhimurium TA98, TA100 and TA 102 suslarinda yiiksek antimutajenik etkinlik
gostermesi  sonuclarimizi  destekler niteliktedir. Yesil alg Orneklerinin
antimutajenik etkinlikleri incelendiginde, Hex ekstresinin higbir susda etkinlik
gostermemesine ragmen Met ve Chl ornekleri baz cifti degisikligine neden olan
TA 100 ve TA 1537 suslarinda zayif olarak antimutajenik bir etki gostermistir. Bu
durum Met ve Chl bu etkinligi antioksidan aktivite ve kersetin gibi bilesiklerin
varligiyla iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda bu ekstrelerin ¢erceve kaymasi TA 98
ve TA 1535 suslarinda etkinlik géstermemesi baz ¢ifti degisikligi mutajenlerine
gore daha kararli bir yapida olduklarim1 gostermektedir. Yesil alglerin
antimutajenik etkilerinin degerlendirildigi benzer bir ¢alismada, antioksidan etkili
Spirogyra neglect sulu ekstrelerinin TA 98 ve TA 100 suslarinda muhtemel
mutajen metabolizmasindaki bazi enzimlerin inhibisyonu iizerinden indirekt bir
antimutajenik aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Thumvijit et al., 2013). Yesil alg
Chlorococcum humicola’nin Salmonella typhimurium TA98, TA100 ve TA102
mutajenik aktivitelerinin degerlendirildigi baska bir ¢caligmada, yiiksek karotenoid
igeriklerine sahip bu alg tiirtiniin metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda
histidin geri donlisimii sayisim etkili bir sekilde azalttigi ortaya konulmustur
(Bhagavathy et al., 2011). Mevcut literatiirdeki pek ¢ok ¢alismada kirmizi alglerin
bakteri suslar1 iizerine herhangi etkinligi olmadig1 gozlenmistir (Syad and Kasi,
2014). Fakat c¢alismamizdaki kirmizi alg tiirlerinin antimutajenik etkileri

incelendiginde ise diger alg tiirlerine kiyasla zayif fakat daha genis bir spektrumda
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aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle o-tokoferol icerigine sahip (Bkz.
Sekil 3.1) Chl ektreleri TA 98 suslarinda —S9’suz, TA 1535 ve TA 1537
suslarinda ise hem —S9 hemde +S9’lu ortamda zayif antimutajenik etkiler
gosterdigi goriilmistiir. a-tokoferol mevcut etkileri pek ¢ok bakteri susunda
calisilmig ve antimutajenik etkileri ortaya konulmustur. Bununla birlikte bu
mutajenik aktivitenin +S9 metabolik aktivasyon sistemi ile daha da arttig1 tespit
edilmistir (Sun et al., 2002). Ayrica Chl ekstrelerinin bu aktivitesi kanser
hiicrelerinde gosterdigi sitotoksik etkilerle paralellik gostermektedir (Bkz. Cizelge
3.10). Ayrica Met ekstreleri TA 1535 ile TA 1537 ve Hex ekstreleri TA 98 ile TA
100 suslarinda metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda hem c¢ergeve
kaymast hemde baz ¢ifti degisimlerinde zayif etkiler gosterdigi tespit edilmistir.
Kada et al., (1982) tarafindan mutajenler, desmutajenler; ekstraseliiler olarak
mutajenik ajanlart DNA'ya ulasmadan Once etkisiz hale getirebilen ve
biyoantimuterjanlar; DNA hasarindan sonra mutasyon baskilamasina katilanlar
(gen tamiri ve replikasyonu) seklinde ayirt edilmistir. Bununla birlikte, besin
kaynakli antimutajenlerin, mutajenleri baglama veya adsorpsiyon yoluyla
temizleyebildigi ve bu islem sirasinda DNA ile reaksiyona girmeden ve
bozulmadan kalarak desmutajenik 6zellik gosterdikleri ortaya konulmustur (Jain
et al., 1987). Bu tanimlardan yola ¢ikarak alg ekstrelerinin zayif da olsa gostermis
olduklar1 antimutajenik etkiler daha ¢ok desmutajenik olarak mutajenleri
enzimatik veya kimyasal etkilesim yoluyla kismen veya tamamen etkisiz hale

getirme seklinde gergeklestigi diisiiniilmektedir.

In vitro calismalar, bir veya birden fazla ajanin tek seferde farkli test
yontemleriyle inceleme sansi tanidigi i¢in yeni tedavilerin daha hizli gelisimine
yol agarlar. Ayrica deneme sonunda yalnizca etkili oldugu anlasilan maddelerin in
Vivo ¢alismalarina devam edildigi i¢in insan veya hayvanlarda yeni bir ilacin olasi
yan etkilerine maruz kalmak sansida elemine olabilmektedir. Calismamizin bu
basamaginda, fakli in vitro test yontemleriyle etkinlikleri ortaya konulmaya
calisilan kahverengi, yesil ve kirmizi alg tiirleri arasindan 6zellikle antioksidan
aktivite bakimindan diger alg gruplardan daha etkili oldugunu disiindiigiimiiz
H.scoparia’nin in vivo fare kemik iliginde kadmiyumun hasarlarina kars1 protektif
etkilerinin incelemesi yapilmistir. Protektif etkiler farkli ajanlar tarafindan farkli

sistemler iizerinde yol actig1 hasara karsi koruyucu bir etki saglamasi amaciyla
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giiniimiize kadar yogun olarak calisilmistir. Kadmiyum toksik etkileri bilinen ve
pek ¢ok organ iizerinde hasarlara neden olabilen énemli bir karsinojeniktir. Bu
hasar mekanizmasiin genellikle hiicrede olusturdugu oksidatif stres ve bunun
sonucu olarak genetik materyalde meydana getirdigi degisimlerdir. Kimyasal
maddelerin canlilar {izerindeki zararli etkilerinin incelenmesi i¢in ¢esitli testlerden
yararlanilmaktadir. Kromozom aberrasyonlar1 (KA) ve mikronukleus (MN)
olusumu gibi sitogenetik testler genotoksik hasarin incelenmesinde kullanilan

onemli testlerdendir (Sato and Tomita, 2001).

In vivo ¢alismamizda genotoksik etkilerin karsilastirilmas1 yapilmadan 6nce
hayvanlarin deney Oncesi ve sonrast viicut agirlik olgtimleri gergeklestirilmistir.
Kontrol ve alg 900 mg/kg gruplarinda deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli artiglar goriilmiistiir. Kadmiyum grubunda deney
Oncesi ve deney sonrasi farelerin viicut agirliklart karsilastirildiginda farelerin
viicut agirliklarinda diistisler goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmistir. Kadmiyum gruplar1 incelendiginde ise farelerin viicut agirliklarinda
istatistiksel ~ olarak anlamli  diislisler goriilmiistiir. Kronik kadmiyum
uygulamasiyla viicut agirligindaki muhtemel azalmalarin sebebi, oral yolla alinan
kadmiyumun bagirsak epitellerinde olusturacagi hasar dolayisiyla amino asit ve
kalsiyum gibi viicut gelisimi icin gerekli maddelerin yeterince absorbe
edilememesinden kaynaklanacagi belirtilmektedir (Kara, 1998). Protektif etkilerin
degerlendirildigi gruplarda ise Alg+Cd uygulamalarinin Cd gruplarina gore viicut
agirliklarini korudugu 6zellikle de en yiiksek 900 mg/kg’da viicut agirliklarinda
deney Oncesine gore azaliglar olmasina ragmen tek basina Cd uygulamalarina gore

agirliklik azalislarini baskiladig goriilmektedir.

MN yontemi, kimyasal bilesiklerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan hassas kisa siireli bir yontemdir. Mevcut ¢alismamizda,
kadmiyum uygulamalart sonucunda farelerde MN frekansinda kontrole gore
anlamli bir artis gozlenmistir. Benzer sekilde sadece alg grubunun tek basina
uygulandig1 farelerde kontrole yakin Onemli olmayan MN frekansi tespit
edilmistir. Buna paralel olarak kadmiyum ve algin birlikte uygulandig1 gruplarda
artan alg konsantrasyonlarina paralel olarak kadmiyum uygulanan gruba gére MN
frekansinda Onemli azalmalar ortaya konulmustur. Benzer sonuglar KA test

yontemlerinde de tespit edilmistir. 400 metafaz plagi incelemeleri sonucunda
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kontrol ve alg gruplarinda Onemli etkiler gozlenmezken tek basimma Cd
uygulamalarinda 6nemli artislar not edilmistir. Cd+Alg gruplar incelendiginde ise
doz artiglarina bagli olarak kromozom abberasyonlarinda onemli azaliglar
kaydedilmistir. Bitkisel kaynakli antioksidanlar igerigine ve uygulama yontemine
gore zincir kirici veya siipiiriicii olarak etkinlik gosterebilmektedir (Nimse and Pa,
2015). Algler ise hem siipiiriicii etkinlikteki karotenoidlere hemde zinicir kirict
vitamin igeriklerine sahip oldugundan, gostermis olduklari antigenotoksik etkiler
siirece herhangi bir asamada miidahele etme yeteneginde oldugunu
gosterebilmektedir. Benzer sonuglar literatiir ¢alismalariyla desteklenmektedir.
Cleide et al., (2007) doksorubisin ile uyarilan DNA =zararlarina karsilik
kahverengi alg Fucus vesiculosus sulu ektrelerinin in vitro protektif etkilerini
degerlendirdikleri  ¢alismalarinda, alg  ekstrelerinin  genotoksik  etki
olusturmamasinin yanisira olusan DNA hasarlarina karsilik antigenotoksik etkiler
gostermeleriyle yanlizca  oksidasyon Onleyici olarak gorev yaptiklarini
bildirmislerdir. Ascophyllum nodosum ve Sargassum micracanthum gibi diger
kahverengi alg ekstreleri in vitro’da, Undaria pinnatifida ise in vivo’da oksidatif
strese karsi antioksidan etkiler gosterdikleri bildirilmistir. (Ohigashi et al., 1992;
Le Tutour et al., 1998; Mori et al., 2003).
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5. SONUC

Mevcut ¢alismamiz Izmir Kérfez’inden toplanan kahverengi H.scoparia,
kirmizi G.gracilis ve yesil E.linza alg Hex, Chl ve Met ekstrelerinin in vitro’da
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik /apoptotik aktivite, anti anjiyogenik ve
antimutajenik aktivite ile in vivo’da protektif etkilerini genis bir spektrumda
degerlendiren ilk calismadir. Degerlendirmeler sonucunda Oncelikle alglerin
antioksidan, antimikrobiyal, antianjiyogenik ve antimutajenik aktivitelerinde
ortaya ¢ikan farkliliklarin alg ekstrelerinin sahip olduklar1 farkli yapidaki
sekonder metabolitlerden kaynaklandigi, kanser hiicre hatlarindaki sitotoksite ve
apoptototik denemelerde ise bu farkli sekonder yapilara ek olarak kanser
hiicrelerinin  gostermis oldugu diren¢ ve postranslasyonel mekanizmadaki
farkliliklardan kaynaklandig1 disiiniilmiistiir. Genel olarak alg Ornekleri
incelendiginde  Ozellikle kahverengi alg  H.scoparia’nin  antioksidan,
sitotoksisite/apoptotik ve in vivo protektif etkilerinin diger alg gruplarina kiyasla
daha genis bir spektrumda etkili olmasindan dolayr énemli bir antikanser ajani
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi ortaya konulmustur. Yesil
alg E.linza‘nin daha agresif kanser hiicre hatlarindaki ve antianjiyogenikteki
etkinlikleri ile kirmiz1 alg G.gracilis ekstrelerinin antimutajenik ve wound healing
denemelerindeki etkinlikleri, yiiriitiilecek ileri in vivo analizler ile desteklenerek

dogal etkili ilag aday1 olma potansiyeli tagidigini ortaya koymaktadir.
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