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OZET

Siyanobakterlerin trettigi sekonder metabolitler ge¢misten giiniimiize kadar birgok
arastirmacini ilgi odag1 olmustur. Ozellikle iirettikleri toksinler ve bunlarin gevreye ve
canlilara etkileri c¢ok ciddi boyutlardadir. Bu c¢alismada siyanotoksinlerin zararli
etkilerine karsilik bu toksinlerden olumlu anlamda fayda saglanabilirligi  ve

biyoteknoloji alaninda ticari olarak kullanilabilirligi tartisilarak ortaya konmustur.

Bu calismada Kizilirmak nehrinden izole edilen 31 adet siyanobakter izolatinin toksin
icerikleri tespit edilmis olup ayni zamanda izolatlarin antimikrobiyal ve antioksidan
etkileri de incelenmistir. Izolatlarmn mikrosistin igerikleri ELISA yontemi ile tayin
edilmistir.Yapilan deneyler sonucu 5 adet izolatta toksin belirlenmis olup bu izolatlar
sirastyla Leptolyngbya sp.N2, Oscillatoria sp.N38, Oscillatoria sp.N53, Oscillatoria
sp.N71 ve Oscillatoria sp.N82’dir. Toksin miktar1 en fazla olan izolatin Oscillatoria
Sp.N71 oldugu belirlenmistir. Toksik izolatlarin DNA’lar1 izole edildikten sonra 16S
rRNA sekanslarina gdre tanimlamalart yapilmistir. Anti mikrobiyal etkileri
incelendiginde toksik olan tiirlerin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmis
olup en yiiksek antimikrobiyal etkiyi toksin igerigi en fazla olan Oscillatoria sp.N71
izolatinin gosterdigi belirlenmistir. Antioksidan Ozellikler incelendiginde; en yiiksek
DPPH yakalama aktivitesi Oscillatoria sp.N38 izolatinda (10,27 mg/ml), en yiiksek
metal selatlama aktivitesi Oscillatoria sp.N81 izolatinda (464,5 mg/ml), total fenol
igerigi en yiiksek olan izolatin Leptolyngbya sp.N2 (341,2 mg/g) oldugu saptanmuistir.
Toksin igeren tiirlerin DPPH radikalini yakalama etkisi ve total fenol igeriginin yiiksek

oldugu tespit edilmis olup bu sonuglar arasinda bir korelasyon oldugu sdylenebilir.



Sonug olarak; ¢evreyi ve canlilarin yasamini tehdit eden toksik tiirlerin biyoteknolojik
olarak degerlendirmesi yapilmis ve bu tiirlerin kimyasal ilaglara alternatif olarak

kullanimlarinin miimkiin oldugu yapilan deneylerle gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Siyanotoksin, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite,
Oscillatoria sp., ELISA
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ABSTRACT

The secondary metabolites produced by cyanobacteria have been the focus of many
researchers, from the past to the present day. Particularly the toxins they produce and
their effects to the enviroment and the living organism are very serios. In this study, the
harmful effects of cyanotoxins versus the benefit ability of these toxins and the
commercial availability in the field of biotechnology were discussed.

In this study, the toxin contents of 31 cyanobacteria isolates which are isolated from the
Kizilirmak river, were determined and the antimicrobial and antioxidant effects of the
isolates werec also determined. The microcystin content of the isolates was determined
by ELISA method. After the experiments toxins were determined in 5 isolates and these
isolates are Leptolyngbya sp. N2, Oscillatoria sp.N38, Oscillatoria sp.N53, Oscillatoria
sp.N71, Oscillatoria sp.N82, respectively. It was determined that the most toxin amount
was found in Oscillatoria sp.N71 isolate. After DNA isolation of the toxin isolates, they
were identified by their 16S rRNA sequences. When antimicrobial effects are examined,
it has been found that toxic species show high antimicrobial activity and as relevant to
this it was determined that the highest antimicrobial effect was shown by Oscillatoria
sp.N71 isolate which has the highest toxin content. When antioxidant properties are
examined; the highest DPPH free radical scavening potential was found in Oscillatoria
sp.N38 isolate (10,27 mg/ml), the highest metal ions chealating capacity was found in
Oscillatoria sp.N81 isolate (464,5 mg/ml), the highest total phenolic content was found
in Leptolyngbya sp.N2 isolate (341,2 mg/g). Toxin-containg species have been found to
have a high DPPH free radical scavening potential and high total phenolic content

which can be said that there is a correlation between these results.

Vi



As a result, biotechnological evaluation of the toxic species threatening the enviroment
and the life of the living organism has been carried out and experiments have shown to

make it possible to use these species as a altenative to chemical drugs.

Keywords: Cyanotoxin, antimicrobial activity, antioxidant activity, Oscillatoria sp.,
ELISA

Thesis supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sahlan Oztiirk
Page number: 79
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1.BOLUM
GIRIS

Siyanobakterler, 16S rRNA ve klorofil-a i¢ceren, karbondioksit ve atmosferik azotu fikse
edebilen, fotosentez yapabilen, organik karbon ve oksijen iiretebilen tek prokaryot
organizma grubudur. Mavi yesil algler olarak da adlandirilirlar ve ¢ogu zaman sucul ve
karasal habitatlarda yasarlar, ayn1 zamanda ekolojik, evrimsel ve ekonomik 6nemi olan

fotosentetik organizmalardir [1, 2].

Kozmopolit bir dagilim gosterirler ve termal kaynaklar ile antarktik golleri de igeren
farkli habitatlarda bulunurlar. Bulunduklar1 ortamda pH ve sicaklik yiikselirse ve
bununla beraber 6zellikle fosforlu ve azotlu maddelerin miktar1 artarsa siyanobakterler
sayilarin1 hizla arttirarak alg patlamasina (6trofikasyon) neden olurlar. Otrofikasyona
sebep olan etmenler arasinda kentlesme ve tarimsal faaliyetler sonucu suyun
Kirletilmesiyle beraber kiiresel 1sinma [3] ve herbisitler tarafindan suyun kirletilmesi
sayilabilir [4]. En yaygmn, deniz ve tatlisu gevrelerinin planktonik {iyeleri olarak
bilinirler. Siyanobakterler, siyanotoksin olarak adlandirilan toksik o6zelliklere sahip
ikincil metabolitlerin sebep oldugu cevresel riskler ve sagligi tehdit eden etkileri
bakimindan gittikge artan bir énem kazanmaktadirlar. Siyanotoksinler, suyla temas
halinde direkt olarak, ya da kontamineli gidalarin tiiketimi ile indirekt olarak
zehirlenmelere neden olurlar. Siyanotoksin iireticilerinin en yaygin olanlar1 ve en ¢ok
calisilmis olanlar1: Microcystis aeruginosa, Aphanisomenon flos-aquae, Anabaena flos-
aquae, Cylindrospermopsis raciborskii, Planktothrix agardhii, Lyngbya majuscula,
Nodularia ve Oscillatoria [5, 6] Siyanobakterilerin iirettigi toksinler deney hayvalari
tizerindeki  olumsuz  etkilerine  gore;  dermatotoksinler  (lipopolisakkaritler,
lyngbyatoksin-a, aplysiatoksin), norotoksinler  (anatoksin-a, homoanatoksin-a,
anatoksin-a(s),  saksitoksin)  ve  hepatotoksinler  (mikrosistin,  nodularin,
silindrospermopsin) seklinde {i¢ sinifta incelenmektedirler [7, 8, 9]. Bu kadar olumsuz
etkisi olmasmma ragmen bu bakterilerin bagka kullanim alanlar1 da mevcuttur.
Siyanobakterler farkli enzimlerin inhibisyonu, immunosupresyonu, antiviral, antifungal
ve antikanser gibi ¢esitli biyolojik aktivite gosteren biyoaktif bilesikleri tiretmeleri ile de

bilinirler.



2.BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Arastirma Bolgesi

Kizilirmak Tiirkiye topraklarindan dogarak yine Tiirkiye topraklarina denize dokiilen en
uzun akarsuyumuzdur. Adini akarsu yataginda bulunan, 3.zaman ortalarinda ¢okelmis
kirmiz1 renkteki kumlu —killi tortudan almistir. Kizilirmak nehri deniz seviyesinden
910-930m yiikseklikte akar. Nehrin uzunlugu 1355 km’dir. Nehir, i¢ Anadolu’nun en
dogusundaki Sivas ilindeki Kizildag’in giliney yamaglarindan yaklasik 39,8 dogu
noktasindan dogar, ilk 6nce bati1 ve giiney batiya dogru akar, daha sonra yay seklinde
bicimlenir. Bu noktadan sonra ilk olarak batiya, daha sonra giiney batidaki Tuz
Goli’niin kuzey dogusundan gecerek kuzey batiya akar. Daha sonra kuzey ve kuzey
doguya yonelir. Bu kesimde en biiylik kollarindan biri olan Delice Irmag: ile
40.47°dogu 34.14’ bat1 noktasinda birlesir. Sonra kivrimlar yaparak kuzeybatiya akar.
Bu kesimden sora 41.10’dogu 34.42° batidaki Devrez Nehri ile birlikte akar ve kuzey
doguya dogru doner. Bu noktadan sonra asagi ¢igirina ulasilir ve Karadeniz’e 41.72’
kuzey 35.95° dogu noktasindan bosalir. Bu akis1 sirasinda sirasiyla Sivas, Kayseri,
Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara, Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gegerken

¢ok sayida dere ve ¢ayin sularini toplayarak Bafra Burnu’ndan Karadeniz’e ulasir [10].

Yagmur ve kar sulartyla beslenen nehrin rejimi diizensizdir. Temmuz ve Subat arasinda
diisiik su diizeyinde akan nehir, Mart ayinda hizla kabarir ve Nisan ayinda en yiiksek su
seviyesine ulagir. Ortalama debisi 184m kiip/sn olan nehrin 35 yillik gézlem siiresince
ortalama akimi en az 18,4m kiip/sn ve en ¢ok 1,673m kiip/sn debiye ulastig1 tespit
edilmistir. Kizilirmak’in sular1 yazin algalarak Agustos aymda en diisiik diizeye iner.
Ozellikle baz1 yillardaki Temmuz ve Agustos aylarinda debi degeri 10m kiip/sn olarak
Olgtilmistiir [11].

2.2. Siyanobakterlerin Morfolojisi ve Taksonomisi

Siyanobakterler ¢cok eski yasam formlaridir ve fosil kayitlar1 yaklasik 3,5 milyar yil

once var olduklarin1 gostermektedir [12].



Siyanobakterler yeryiiziiniin ilk fotosentetik mikroorganizmalar1 olarak kabul edilir ve
diinya terinde yaklasik 3,5 milyar yildir bulunur. Diger alg gruplar1 arasinda
prokaryotik yapida olan tek gruptur. Hiicrelerinde plastit ¢eperi ve c¢ekirdek olmayisi,
mitokondri, vakuol ve golgi aygiti bulunmayis1 ve cinsiyet gériinmemesinden dolay1
bakteriologlar tarafindan Cyanabacteria boliimiinde siniflandirilirlar. Fotosistem 1 ve
Fotosistem 2’ye sahip olmalarindan dolay1 fikologlar tarafindan Cyanophyta grubunda
incelenmektedirler [13, 14, 15].

Hiicreleri homojen renkli olup tiirlere goére mavi yesil ve menekse renkleri arasinda
degiskenlik gostermektedir. Fotosentezin gergeklestigi ¢ift lamelli tilakoitlerin tizerinde
klorofil a pigmenti, lamellerin arasinda fikosiyanin ve fikoeritrin gibi fikobiliproteinler
bulundurmaktadir. Tilakoidler atmosferdeki azotun fiksasyonunda ve solunumda gorev
almaktadirlar [13, 16]. Hiicre c¢eperleri pektin ve seliilozdan olusur. Yedek besin

maddeleri siyanofisin ve volitindir [17, 13].

Siyanobakterler daha ¢ok tatli su, tuzlu su ve deniz sularinda bulunan fotoototrofik
mikroorganizmalardir. Insan kaynakli aktiviteler sebebiyle, halen siyanbakteriler asiri
derecede biiyiime gosteritler ve toksin iiretirler. Urettikleri toksinler insanlar, hayvanlar
ve su organizmalar i¢in yiiksek derecede toksik etki gosterir ve bu sebeple diinya

capinda ciddi bir endise haline gelmistir [18].

Siyanobakterler evrim agacinin en dikkat g¢ekici mikroorganizmalarindan bazilaridir.
Siyanobakterlerin  ekolojik 6nemleri bilim diinyasinda yaygin olarak kabul
goriilmektedir [19].

Metabolizmalar1 yoluyla, biyoyakitlar ve biyopolimerlerden ilaglara kadar c¢esitli
biyoaktif bilesikler iiretirler ve bu 6zelliklerinden dolay1 biyoteknoloji alanlarinda epey
ilgi gormektedirler [20, 21, 22]. Ote yandan ¢ok genis bir yelpazede sekonder metabolit
yani diger bir deyisle toksin lretirler. Bircok organizma icin ispatlanmis olan bu
bilesiklerin  toksisitesi [19] tiim diinyadaki tathh su yataklarinda bulunan,
siyanotoksinlerin birikmesinden kaynaklanan sorunlarin ¢6ziimii i¢in 6n plana

¢ikmaktadir.

Son yillara kadar bu toksisite konusunun bilinmesine ragmen, oOzellikle

mikroorganizmalar  tarafindan  parcalama/doniistirme yolu ile  gerceklesen
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biyoteknolojik ilaglara ¢cok az ragbet gosterilmistir. Buna sebep olarak siyanotoksinlerin

kimyasal tepkimeye kars1 kirilgan olmalar1 gosterilebilir [23].

Mavi yesil alglerin hiicre ceperlerinin murein yapida olmasi ve azot fikse etme
Ozelligine sahip Ozellesmis hiicrelerin (heterosist) bulunmasi bakterilere benzeyen
ozellikleridir. Klorofil-a icermeleri ve oksijenik fotosentez yapmalar1 da alglerle olan

ortak ozellikleridir [24].

Genel olarak bir mavi yesil alg hiicresi distan i¢ce dogru incelendiginde; en disinda ince
ya da kalin olabilen bir miisilaj tabakas1 yer alir [25]. D1s kisimda yer alan bu miisilaj
tabaka canlinin su {istliinde asili kalmasiyla beraber canlinin sudan besin saglamasini ve
siyanobakterlerle beslenmek isteyen mikroskobik canlilar1 uzaklagtirmay: saglar [26].
Miisilaj tabakanin altinda pektin yapida bir hiicre ¢eperi yer almaktadir. En i¢ kismi
tamamen plazma ile kaplidir. Bu plazmanin dis kismi fikosiyanin adli bir madde igerir
ve bu madde canlinin mavi yesil renkte goriinmesini saglar. Siyanobakter hiicrelerinde
tilakoid denilen hiicre i¢i zar yapilar1 bulunur. Fotosentez icin gerekli olan klorofil-a ve

diger molekiiller bu zara gomiilii halde bulunmaktadir [25].

Siyanobakterlerin iiremeleri sadece eseysiz olarak gerceklesmektedir. Tek hiicreli olup
olmamalarina ve koloni halinde bulunup bulunmamalarina gore boliinmeleri farklilik
gostermektedir. Tek hiicreli olanlarda ¢ogalma hiicrenin enine bdliinmesiyle
gerceklesirken ipliksi yapida olanlarda ise ipligin herhangi bir yerinden koparak iki ayri
ipliksi yap1 olusturmasiyla gergeklesmektedir. Siyanobakterler uygun olmayan orta
kosullarinda heterosist, devam hiicresi veya hormosist gibi yapilarla devamliligini
saglar. Kosullar uygun oldugunda ise endospor, egzospor, planokok veya
hormogonyum gibi yapilarla ¢ogalmaktadirlar. Bunlarin yanisira nitrogenaz enzimi
sayesinde atmosferdeki serbest azotu amanyoga ¢evirirler ve bu azot fiksasyonu olayini

heterosistleri sayesinde yaparlar [25].

Siyanobakterler igerdikleri fotosentetik pigmentler nedeniyle mavi-yesil al olarak
adlandirilmistir. Mavi-yesil algler sicak su kaynaklarindan, Antartika’daki gecici olarak

donan su habitatlarina kadar genis bir yayilim gosteren en eski organizma grubudur [5].

Siyanobakterler diger bakterilerden fotokimyasal islemleri yiiriiten kromatoforlarin

varligi ile ayrilirlar. Bunlarda renk, fikosiyanin pigmentinden kaynaklanmaktadir.
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Bazilar1 kirmizi renk igerdiginden kirmizimtirak veya erguvan da goriinebilir. Hiicrede
depo edilen fotosentetik {iriin hayvanlardakine benzer bir polisakkarit olan
glikojendir.[27] Diger onemli 06zelligi ise, oksijen {ireterek fotosentez islemini
gerceklestiren tek prokaryot fototrof organizma olmalaridir [28]. Ipliksi siyanobakterler
heterosist adida hiicreler vasitasiyla havadaki serbest azotu alabilmektedirler. Havadaki
serbest azotun alinimi ile de yiiksek miktarda H; tiretmektedirler [28]. Yaklasik 150 yil
kadar bir siire alglerin 6zel bir grubu olarak mavi-yesil algler kavramiyla incelenmistir.
Yapilan molekiiler analizler sonucunda siyanobakterlerin prokaryotlardan Gr(-) bakteri

grubunda oldugu tespit edilmistir [28].

Canlilarin, 6zellikle prokaryotlarin tanimlanmalarinda kullanilan en 6nemli yontem,
molekiiler olarak 16S rRNA’ larmmin birbirine yakin gruplarin gen sekanslarinin

mukayesesi prensibine dayanmaktadir [28].
Siyanobakterlerin teshisi 2 sekilde yapilmaktadir:

» Morfolojik karakter ve bdliinme fizyolojilerine gore,

» 16s rRNA ‘larina gore [28].

Morfolojik tanimlamada siyanobakter ordolari hiicrelerin ipliksi veya tek hiicreli
olmalari, ipliksi olanlarin dallanmalarina veya tek diizlemde biiyiimelerine, ¢oklu veya
ikili boliinmelerine, hiicre bdliinmesinin tek veya ¢ok diizlemde olmasina gore ayrilir.
Cinslerin tanimlanmasinda daha kapsamli ve detayli karakterler kullanilir. Deniz veya
Tathisularda yasamalari, hiicre biytkliikleri, plazma membraninda tilakoidlerin
bulunmasi, hiicrelerin dairesel veya ¢ubuk seklinde olmasi, lireme fizyolojileri, musilaj

kilifinin bulunmasina gore ayrilir [28].

16s TRNA veya DNA ile de ¢ok sik tani yapilmaktadir. 16s rRNA hiicrede c¢ok
bulunmasi ve mutasyonlara karsi daha korunakli olmasindan dolay1r tanimlama ve
filogeni olusturulmasi agisindan 6nemlidir [28]. Molekiiler yontemlere gore tanimlanan
siyanobakter filumuna ait 5 takim bulunmaktadir. Bunlar; Chrococcales, Pleurocapsales,

Oscillatoriales, Nostocales ve Stigonematales takimlaridir.

Mikro alg smiflart igerisinde prokaryotik organizmalar1 igeren tek grup
Cyanophyceae’dir. Arkeyan devirde ortaya c¢ikmis olan bu gruba ait algler birincil

tiretimde 6nemli bir role sahiptir [28].



Mavi yesil algler adaptasyon yeteneklerinin yiiksek olmasindan dolay1 tuz gélleri, deniz

ve tatl su ortamlari, sicak su kaynaklar1 gibi bir¢ok ortamda dagilim gostermektedirler
[29].

Siyanobakterler, c¢ekirdek sekli acisindan etrafinin belirgin bir membranla c¢evrili
olmamas1 ve fotosentezin bitkilerde oldugu gibi kloroplastlarda ger¢eklesmemesiyle

bakterilere benzer [30].

Kimyasal kompozisyonlarina gore ekzopolisakkaritler homo ve heteropolisakkarit
olmak {izere ikiye ayrilir. Homopolisakkaritler tek tip monosakkarit igerirken

heteropolisakkarit birden fazla monosakkarit icerir [28].

Azot atmosferde bol bulunmasmna karsin, N, halde inaktiftir. Azotun biyolojik
sistemlerde kullanilabilmesi igin amonyuma doniismesi gerekir. Biyolojik olarak
indirgenme enzim kompleksi olan nitrogenaz vasitasi ile gergeklesir. Nitrogenaz enzimi
oksijen varliginda etkisini kaybeder. Azot fikse eden mikroorganizmalar arasinda
sadece siyanobakterler anaerobik enzimle O, iiretir [28]. Ipliksi olanlarda heterosistler
hiicre i¢ine O, girigini engelleyerek nitrogenaz enziminin ¢alismasi i¢in uygun ortam

saglar.

Prokaryotik genom ve organizasyona sahip olmalari, bitkiler gibi fotosentez yapiyor
olmalari, kontaminasyon riskinin diger bakterilere gore daha az olmasi, genis
spektrumlu antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteye sahip olmalari, agir metal ve
herbisitler gibi toksik maddelere ve stres sartlarinda direncli olmalari nedeniyle

siyanobakterler biyoteknoloji ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalardir
[28].

2.3. Siyanobakter Toksinleri

Siyanobakterlerin toksin trettikleri uzun bir siiredir bilinmektedir [31]. Diinyanin
birgok yerinde bulunan i¢ sularda olusan Otrofikasyonlarin asirt siyanobakter
kiimelenmeleri ve bununla beraber siyantoksinleri de {irettigi belgelenmistir [32].
Birgok siyanobakter tiiriiniin tirettigi toksinlerin omurgalilar iizerinde ¢ok farkli ve
zararli etkilere neden oldugu bilinmektedir [32]. Siyanobakterlerin iirettigi bu biyoaktif

ve zehirli maddelere siyanotoksin adi verilmektedir [33, 32].



Farkli siyanotoksinleirn toksisitesi, siyanobakterlerin biiyiimesi ve toksin {iretimi
derecesi ile dogru orantilidir. Farkli siyanobakterlerin biiyliimesi ve toksin liretimleri 151k
yogunlugu, kisa dalga boyundaki radyasyonlar, sicaklik, ph ve besin maddeleri gibi
abiyotik faktorlerden ciddi oranda etkilendigi gozlemlenmistir [32, 34, 35]. Kiiresel
isinma ve sicaklik gradyanlar1 da tiir kompozisyonunu 6nemli 6l¢iide etkileyen ve

toksik fitoplanktonlarin ¢ogalmasini destekleyen etmenler arasinda gosterilebilir [34].

Siyanobakteriyel toksinlerin kimyasal yapilar1 birbirinden farkli yapi gosterir ve
kimyasal yapilar1 bakimindan sitotoksin ve biyotoksin olarak gruplandirilirlar.
Sitotoksin grubundaki toksinlerin kimyasal yapilart ¢ok karmagsik olup insanlar ve
hayvanlar i¢in Oldiiriici olmamasina ragmen algler i¢in toksik etki gostermektedir.
Biyotoksinlerin ise insanlar ve hayvanlar iizerinde ciddi toksik etkileri olup bu canlilar

tizerinde 6liimciil etkileri olabilmektedir [34].

Toksik mavi yesil algler (cyanobacteria) diinyanin her yerinde tiim i¢ sular ve
denizlerde bulunmaktadir ve giinlimiize kadar omurgali canlilarda toksik etki yapan 46
mavi yesil alg tlirii bulunmustur. Bunlardan en 6nemli olanlart Microcystis spp.,
Planktothrix rubescens, Planktothrix agardhii, Anabaena spp., Aphanizomenon spp.,
bazi Oscillatoria spp., Cylindrospermopsis raciborskii, Synechococcus spp.,
Gloeotrichia spp., Lyngbya spp., Nostoc spp., Schizothrix spp., ve Synechocystis
spp.’dir [32].

Biyotoksinler; norotoksinler (sinir sistemini etkileyen), hepatotoksinler (karacigeri

etkileyen) ve dermatotoksinler olarak 3 grupta incelenirler [28].

Toksin treten siyanobakterler toksikolojik 0Ozelliklerine gore gruplandirilirlar. Bu
gruplarda norotoksinler (anatoksin-a, saksitoksin, neosaksitoksin), timor promotorlari
(mikrosistinler  ve lipopolisakkaritler),  dermatotoksinler  (lyngbyatoksin A,
apylsiatoksin), hepatotoksinler (mikrosistin, nodularin, cylindrospermopsin) olmasina

ragmen kimyasal yapilar1 baz alindiginda ii¢ ana grupta toplanirlar.

1- Siklik peptitler (mikrosistin ve nodularin)
2- Norotoksik alkoloitler (ndrotoksinler ve cylindrospermopsin)

3- Lipopolisakkaritler



Son zamanlarda 6zellikle sulardaki genis yayilimlari dikkate alindiginda siklikpeptit
hepatotoksinlerin, nérotoksik alkoloitler ve lipopolisakkaritlerden daha etkili oldugu
bildirilmistir [29, 30].

En cok bilinen potansiyel siyanotoksinler biiylik Olgiide diisiik molekiil agirlikli
alkoloitler ve siklikpeptitlerdir. Isimleri genelde iiretici organizmalardan esinlenerek

alinmistir [28].

Tatlisulardaki siyanobakterilerin ani ¢ogalmalarinin diinya ¢apinda artmasiyla alakali

olarak bircok tiiriin tirettigi toksinler insanlar ve diger organizmalar i¢in zararlidir.

Tablo 2.3 Siyanobakter toksinleri, toksinleri iireten cinsler ve toksinlerin etkileri [41,

42]

Hepatotoksinler Kimyasal yapisi- Etki Toksijenik cinsler
sayisi
Mikrosistin Halkasal Hepatotoksisite, Microcystis,
heptapeptit-71 Protein  fosfataz Anabaena, Nostoc,
inhibisyonu, Planktothrix,
Membran Anabeanopsis,
biitiinliigiini Haplalosiphon,
bozma, Phormidium,
Tlimdr uyartimi Rivularia
Nodularin Halkasal Hepatotoksisite, Nodularia
pentapeptit-9 Protein  fosfataz
inhibisyonu,
Membran
biitiinliigiini
bozma,

Cylindrospermopsin  Guanidin alkoloit-

3

Tlmor uyartimi

Karacigerde
sinirsel hasar,
Protein sentez

inhibisyonu,

Cylindrospermopsis,
Lyngbya, Anabaena,
Aphanizomenon,

Oscillatoria,
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genotoksisite Umezaki,

Raphidiopsis
Norotoksinler Kimyasal Etki Toksijenik cinsler
yapisi-sayisi
Anatoksin-a Tropan iligkili Postsinaptik Aphanizomenon,
alkoloit-5 inhibisyon Anabaena,
Oscillatoria,
Raphidiopsis,

Planktothrix,
Cylindrospermum

Anatoksin-a(s) Guanidin metil Asetilkolinesteraz Anabeana,
fosfat ester-1 inhibisyonu Oscillatoria,
Phormidium
Saksitoksin Karbamat Sodyum  kanal Apahnizomenon,
alkolit-20 inhibisyonu Lyngbya,
Anabaena,

Planktothrix,

Cylindrospermopsis




Dermatotoksin ve sitotoksin  Kimyasal Etki Toksijenik

yapisi-sayisl Cinsler

Lyngbyatoksin-a Alkoloid-1 Protein kinaz c¢ Lyngbya,
aktivasyonu Schizothrix,
Oscillatoria

Aplysiatoksin Alkoloid-2 Protein kinaz c¢ Lyngbya,
ativasyonu Schizothrix,
Oscillatoria

2.3.1. Siklik Peptitler

Mikrosistinler Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Hapalosiphon, Aphanizomenon,
Gloeotrichia echinulata, Nostoc, Plectonema, Phormidium, Rivularia, Fisherella,
Tolypothrix, Planktothrix [43] gibi ondan fazla farkli genus tarafindan iiretilen,

digerlerinin arasinda en yaygin siyanotoksinlerdir [19].

Mikrosistinlerin ( MC) biyosentezi 48 ardigik katalitik reaksiyon iceren karmagsik bir
stirecten olusur ve proteinojenik olmayan aminoasit sentezi gibi alisilmadik 6zellikler
igerir. Cok ilgingtir ki siyanobakterlerdeki mikrosistinlerin biyolojik fonksiyonlar1 halen
tartisma konusudur [44]. Mikrosistinler; 2 ve 4 pozisyonlarinda iki I-amino asidi, 1, 3,
ve 6 pozisyonlarinda 3 d-amino asidi ve 7 pozisyonunda bir Michael grubu alicisina
sahip N-metil aminoasit olan Mdha’dan olusur. Bunlardan ikisi halkada bulunan yan
zincirler araciligiyla komsularina baglanirlar (3.cii pozisyonda B-d-MeAsp ve 6.c1
pozisyondaki y-d-Glu). Proteinojenik olmayan B-amino asit Adda, 5.ci pozisyonda
bulunmaktadir [45].

Mikrosistinler en yaygin ve en 1iyi bilinen siyanotoksinlerdir. Bunlar siyanobakterlerin
tirleri olan Anabaena, Nostoc, Microcystis, Oscillatoria cinsleri tarafindan iiretilen
siklik heptapeptit hepatoksin grubundan([cyclo-(D-Ala*-X?-D-MeAsp®-Z*-Adda’-D-
Glu®-Mdha’)] olusmaktadirlar [46, 47]. Bu peptitlerin ikisi ( x ve y ) degiskendir ve
70’ten fazla degisik bicimlerde bulunur [48]. Ikinci pozisyonda bulunan L (16sin) ve
dordiincti pozisyonda bulunan arginini ile MC-LR, mikrosistinler arasinda en toksik

olamdir [49]. Insanlarin mikrosistinlere maruz kalmas: teneffiis yoluyla, cilde temas
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yoluyla ve ¢ogunlukla kontamineli su veya gidanin agiz yolu ile alinmasi ile

gerceklesmektedir [50].

Nodularin Nodularia spugimena cinsi tarafindan iiretilir ve daha ¢ok tuzlu habitatlarda
bulunmustur. [51] Yapilar1 MC lere benzemekle beraber farkli olarak pentapeptit
[cyclo-(D-MeAsp*-L-Arg®-Adda®-D-Glu*-Mdhb®)] icermeleri ile ayrilirlar [48].
Nodularinler, Nodularia spugimena tarafindan iretilen yap1 ve fonksiyon olarak
mikrosistinlere benzer yapida olan siyanotoksinledir. Mikrosistinlerden farkli olarak 1

ve 2 pozisyonlarinda aminoasitleri yoktur.

Alkoloid siyanotoksin grubundan olan silindrospermopsin daha ¢ok Cylindrospermopsis
raciborskii, Umezakia natans, Anabaena bergii, Anabaena lapponica, Aphanizomenon
ovalisporum, Aphanizomenon flosaquae, Raphidiopsis curvata ve Lyngbya wollei
cinsleri tarafindan dretilir. Silindrospermopsinin biyolojik olarak su habitatlarinda
parcalanabilecegini simdiye kadar yapilan ii¢ ¢alisma ortaya koymustur [52, 53]. Smith
ve arkadagslar1 baslangigtaki slindrospermopsin konsantrasyonu ile biyolojik bozunma
orani arasinda dogrusal bir iliski kurulabilecegini bulmustur[52]. Mohamed ve Alamri
ise silindrospermopsinin biyolojik bozunumunun bir siyanobakteri tabakasindan (
bloom) elde edilen Bacillus susu (AMRI-03) tarafindan yapilan hizli bozunma hizinin
baslangigtaki  silindospermopsin  konsantrayonuna  olduk¢a bagli  oldugunu
bildirmislerdir. Ne var ki bugiline kadar hi¢bir tanimlanmis metabolik yol agikliga
kavugsmamustir[53].  Saksitoksinler birgok farkli siyanobakter tarafindan {iretilen bir
grup alkoloid noérotoksini olusturur. Bu siyanobakter genuslar1 arasinda dinoflagellatlar,
Anabaena, Raphidiopsis, Lyngbya, Planktothrix (Oscillatoria) ve Cylindrospermopsis
bulunur [46,54].

Donovan ve ark. [55] mavi midyelerin sindirim kanallarindan elde edilen kimligi
belirsiz 7 potansiyel saksitoksin degredasyonuna sebep olan bakteri tarafindan

saksitoksin karigiminin %90 ‘a kadar azalmasini gostermislerdir.

Anatoksin-a, siyanobakterlerin Anabaeana, Apahizomenon, Microsystis, Planktothrix,
Raphidiopsis, Arthrospira, Cylindrospermum, Phormidium, Nostoc ve Oscillatoria

genuslari tarafindan iiretilen diisiik molekiil agirlikli bir norotoksik alkoloiddir [56].
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Siyanobakterlerde mikrosistin ve nodularin olmak iizere iki tip Siklik peptit sentezlenir.
Diger bilinen siklit polipeptitler siyanopeptolinler ve anabaenopeptinlerdir. Bunlar daha
az toksik bulunmuslardir [57]. Siklik peptitler kiigiik molekiiller olup molekiil agirliklar:
800-1000 DA arasindadir.

Heptapeptit hepatotoksik olan mikrosistin birgok siyanobakteri cinsinde bulunmaktadir,
bunlardan bazilart Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Planktothrix, Chroococcus,

Nostoc, Anabaenopsis ve Hapalosiphon ‘dur.

Bilinen en iyi tiir Microcystis aeruginosa ¢ok genis bir yayilima sahip olup, degisik
iklimlerde iyi gelisir ve insan saglig1 icin ciddi bir tehdit olusturur. Belirlenen bu

tirlerin tanimlanmasi ve yok edilmesini igeren bir¢ok arastirma yapilmistir[58, 59].

Mikrosistinin varyantlar1 arasinda en yaygin olanlart mikrosistin-LR(16sin-arginin),
mikrosistin-RR(arginin-arginin) ve mikrosistin-YR(tirozin-arginin)’dir.[60] MC-LR ’nin
ozellikle Anabaena, Microcystis, Nostoc, Anabaenopsis, Planktothrix sp. (CYNG60,61),
Rivularia [7, 33, 61, 62] cinsleri tarafindan, MC-YR’nin; Microcystis aeruginosa,
Microcystis viridis ve Hapalosiphon spp. [7, 33] tarafindan, MC-RR’nin; Oscillatoria
agardhii, Microcystis aeruginosa ve M.viridis tarafindan [7] tarafindan sentezlendigi

bildirilmistir.

Dogada en ¢ok karsilasilan ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan mikrosistin varyanti
mikrosistin-LR’dir. Molekiil agirligi 1000 Da civarindadir. Mikrosistin genel yapisinda
X (2) ve Y(4) ile gosterilen yerlere sirasiyla ldsin ve arginin amino asitlerinin

baglanmasi sonucuyla mikrosistin-LR izoformu olusmaktadir [63].
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Sekil 2.3.1.1 Microcystin-LR nin yapisi ve konfigurasyonu [64]

Mikrosistinlerin molekiiler yapisinda karboksilik asit 3. Ve 6. Pozisyonlarda bulunur,
arjinin 4. Pozisyonda ve 16sin ise 2. Pozisyonda yer alir. Bundan dolay1 bunlar nispeten
polar yap1 kazanmis molekiillerdir. Diger taraftan Adda [(2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-
metoksi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienoik asit)] kismi ve hidrofobik aminoasit

kisimlar1 ise mikrosistine hidrofobik yap1 kazandirirlar [65].
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(D-Ala'- X% D-MeAsp>-  Z'- Adda’- D-Glu’- Mdha")
D-Ser L-Leu D-Asp L-Ala DMAdda D-Glu(OCH;) Dha
D-Leu L-Ala Aba (6Z)Adda L-Ser
L-Tyr L-Leu ADMAdda L-MeSer
L-Glu L-Arg Dhb
L-Val L-Glu MeLan
L- L-
Glu(OMe) Glu(OMe)
L-Arg L-Phe
L-Phe L-Tyr
L-Met(O) L-LHar
L-HPhe L-Trp
L-HTyr L-Met(O)
L-Trp L-HArg
L-HArg
L-Hlle
L-H,Y
Nodularin
- - D-Asp L-Arg Adda D-Glu Mdhb

Sekil 2.3.1.2 Mikrosistin ve nodularin izoformlari. Amino asitlerin eksilmesi
nodularin yapist i¢inde kirmizi ile belirlenmistir. Asteriks Mdha pargasi
Mdhb nodularin yapisi i¢inde degistirilmesi ile belirlenmektedir.
Kisaltmalar: Aba, amino-isobiitirik asit; Dha, dehidroalanin; Mdha, N-
metildehydroalanin; Met(O), metionin-S-oksit; Glu(OMe), glutamat
methyl esteri; (H4)Y, 1,2,3,4-tetrahidrotyrosin; DMAdda, desmetil-
Adda; Dhb, dehidrobiitrik asit; MeLan, N-metillantionin; ADMAdda,
O-asetil-Adda [66]
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Sekil 2.3.1.3 Mikrosistin ve nodularinin yapisi [67]

Mikrosistin ~ diger sekonder metabolitler gibi ribozom dis1 peptit sentetaz
mekanizmasiyla sentezlenenir ve genel yapisi sekil 2.1°de gosterildigi gibidir [68].
Mikrosistin ve nodularin farkli kimyasal yapilarina ragmen benzer biyolojik aktivite
gosterirler ve insanlar ve hayvanlar igin hepatotoksiktirler[69]. Giiniimiize kadar
nodularin zehirlenmesine dair hicbir insan 6liimiine rastlanilmamis olmasina ragmen
toksine uzun siireli maruz kalinmasi durumunda insan sagligi agisindan potansiyel

tehlike olusturdugu gortilmiistiir[70].

Mikrosistinler siklik yapida olduklarindan kararlidirlar ve kimyasal hidroliz ve nétral
PH’da oksidasyona karst dayaniklidirlar. Kaynattiktan sonra bile mikrosistin ve
nodularinin etkili olduklar1 goriilmiistiir [71] .Mikrosistin toksinleri hidrofilik halkasal
heptapeptit yapidadir ve bu toksinler OATP ( organic anion transporting polypeptides )
araciligiyla hiicreye alinarak hiicresel zarara sebep olmaktadirlar [58, 72]. Kanser
hiicrelerinde normal hiicrelere gore OATP’lerin daha fazla eksprese oldugu ve bu
yizden de mikrosistinlerin kanser ilac1 gelistirmek i¢in yliksek potansiyele sahip

bilesikler oldugu bildirilmistir [58, 73].
2.3.2. Alkoloitler

Alkoloitler genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik aktivite gosterirler. Halka
icinde bir veya birden fazla azot tasiyan bazik karakterli maddelerdir. Alkoloitler de
diger sekonder metanolitler gibi herbivor ve patojenlere kars1 savunmada gorev alirlar
[74]. Anatoksin alkoloit yapida olan bir norotoksindir ve bir¢ok siyanobakteri (

Anabaeana ve Oscillatoria ) tarafindan tretilmektedir. Anatoksin-a, homoanatoksin-a
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ve anatoksin(s) olmak lizere 3 grupta incelenirler. Giiclii post sinaptik depolarize edici
etkisi sebebiyle néromuskuler blokaja neden olur bu ajan sinir sistemini etkileyerek Na+
kanallarinin devamli agik olmasi saglamaktadir. Bu sebeple toksinin alinimina bagl
olarak kas demetlerinde kasilma, beyinde O, yetersizligi sonucu ¢irpinmalar,

konvulziyon ve siyanoz sonucu 6liim meydana gelebilmektedir [75].

Anatoksin-a(s) bilinen tek dogal organofosfat kolinesteraz inhibitorii olup salivasyona
sebep oldugu goriilmiistiir. Molekiil agirlig 252 dir ve toksisitesi yiiksektir. LDso degeri
20ug/ kg oldugu tespit edilmistir. En géze ¢arpan semptomlar lakrimasyon olup mide
bulantisi, kusma, diyare de gézlenmektedir. Solunumun durmasi sonusu 6liim meydana

geldigi bildirilmistir[76].

HN/>_/N— CH,
HN/L

-0
HO- ",
\0 CHy

Anatoksin-a Homoanatoksin-a Anatoksin-a(s)

Sekil 2.3.2 Anatoksinlerin genel yapilari. Anatoksin-a, homoanatoksin-a ve anatoksin-
a(s) [77]

Saksitoksin, trisiklik perhydropurine alkoloidtir ve yaklastk 30 adet analogu
bildirilmistir[78]. Saksitoksin ve analoglari sinir ve kas hiicre membranlarinda sodyum
kanallarin1 bloke ederler ve paralitik kabuklu zehirlenmesine (PSB) sebep olurlar.
Sodyum iyonlarmin sinir hiicrelerinin membranlarindan gegisini engellerler ve sinirler
boyunca sinyal iletimini durdururlar. PSB, saksitoksin ve analoglar1 ile kontamine
olmus deniz iirlinleri ya da igme sularinin tiiketimi sonucu olusmaktadir, hem tatlisu
hem de denizel organizmalar tarafindan iretilir. Alexandrium, Gymnodinium ve
Pyrodinium genuslari saksitoksin iireten denizel dinoflagellatlardir. Tatlisu ortamindaki
PSB toksin tireticileri ise Aphanizomenon flos-aquae, Cylindrospermopsis raciborskii
ve Lyngbya wollei’dir. PSB toksin tiirevlerinin oldukga yiiksek toksisiteye (memelilerde

sodyum kanallarin1 bloke eden maddeler olarak) sahip olduklar1 gorilmistir [79].
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Toksin profilleri ¢ok karmasik ve degiskendir, dinoflagellatlar ve kontamine olan
kabuklu deniz tiriinlerine benzer olduklar tespit edilmistir [80]. Saksitoksin iskelet kasi

hiicrelerinde aksiyon potansiyelini engelleyerek direk olarak etki gosterirler [81].
2.3.3. Silindrospermopsisler

Silindrospermopsin ( CYN) sitotoksik, ndrotoksik ve hepatotoksik etkileri olan alkoloid
igerige sahip bir toksindir [82]. Cylindrospermopsis raciborskii ik bilinen CYN
tireticilerindendir [83]. Toksisitesinin sonuglari olarak tiimor tetikleyicisi olmasinin yani
sira karsinojen etkiye sahip oldugu da tahmin edilmektedir. Ozellikle akciger,

karaciger, bobrek ve kalbi etkilemektedir [84].

Silindrospermopsin giiglii bir alkoloid ve protein sentezi inhibitoriidiir. Son yillarda
rapor edilen diinya ¢apindaki artis1 sebebiyle ciddi bir endise kaynagi haline gelmistir
[85]. Azot, siilfat ve fosfat agliklari toksin iiretiminde onemli farkliliklara neden
olmaktadir. Bu yilizden inorganik besin maddelerinin silindrospermopsis iiretiminde

onemli bir rol oynadig gériilmektedir [86, 87, 88, 89].

Silindrospermopsis tropik bolgelerdeki siyanobakteri ¢iceklenmelerinin bir iiriinii olarak
kayitlara gegmesine ragmen, simdilerde iliman cevrelerde de rapor edilmektedir.
Cylindrospermopsis raciborski tarafindan iiretilir. Ayrica Aphanizomenon ovalisporum,
Aphanizomenon flos-aquae, Umezakia natans, Raphidiopsis curvata ve Anabaena

bergii’nin de trettikleri goriilmistii [90].

Silindrospermopsin, hepatotoksik alkoloid sinifindadir. Toksine maruz kalanlarda

etkilenen baslica organ karaciger ve bobreklerdir [82].

Sekil 2.3.3 Silindrospermopsin yapisi [91]
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Silindrospermopsisin hepatoktoksik, sitotoksik [92, 93] ve norotoksik [94] etkileri
vardir. Toksisitesi sitokrom P450°nin inhibisyonuna ek olarak glutatyon ve protein
sentezinin inhibisyonu ile de ortaya ¢ikmaktadir [92, 93]. Analiz iirlinlerinin toksisite
degerlendirilmelerinde, toksisite i¢in molekiiliin urasil kismmin gerekli oldugu

gosterilmistir [95].

Insan sagligma etkisinin yamsira birgok hayvan oliimiine de sebeb olarak biiyiik
ekonomik kayiplara yol agmustir [96, 97]. Farelerle yapilan deneylerde
silindrospermopsisin ¢oklu organ ve doku hasarina yol ac¢tigi gorilmiistir [84].

Silindrospermopsis bitki ve hayvanlarda protein sentezini engellemektedir [98, 99].
2.3.4. b-N-metilamino-L-alanin (BMAA)

Bu aminoasit protein yapisinda degildir. Nostoc cinsinin simbiyont tiirleri tarafindan
iiretildigi tespit edilmistir. Ilk olarak tropiklerdeki Cycad agacmin tohumlarinda
bulunmustur [100]. Protein yapida olmayan bu aminoasit ilk defa Guam’da Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) ile iliskilendirilmistir. BMAA motor noronlar {izerinde bir takim
toksik etkilere sahiptir [101].

Bu bilesik Parkinson hastaligindan 6len Guam’da yasayan Chamorrolularin beyin
dokusunda bulunmustur [102, 103]. Hemen hemen tiim siyanobakterilerin iiretebildigi

gorilmistiir [104].
2.3.5. Lipopolisakkarit (LPS) Endotoksinler

Siyanobakterilerin en az iirettigi toksinin LPS endotoksinler oldugu goriilmiistiir[105].
Siyanobakterlerin biitiin tiirler1 lipopolisakkaritler gibi benzersiz ve farmakolojik
yonden aktif olan cesitli toksinler iiretirler [36] Bu toksinler kimyasal yapilari ve
organlar lizerindeki etkilerine gore sitotoksin, ndrotoksin, dermatotoksin, hepatotoksin

veya tahris edici toksinler olmak tizere siniflandirilmaktadirlar [106, 107].

Dermatotoksik ve inflamatur 6zellikleri nedeniyle LPS molekiillerine endotoksin veya
tahris edici toksinler de denilmektedir [108]. Siyanobakteriyel LPS insanlarda cilt
hastaliklari, gastrointestinal sorunlar, solunum yolu hastaliklari, ates ve bas agris1 gibi
cesitli rahatsizliklara sebebiyet vermektedir [109]. Bunlar LPS den kaynakli dolayl
etkilerdir ve dogustan gelen bagisiklik yanitlarina neden olmaktadirlar. Siyanobakteriyal
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LPS’ler giiglii alerjik reaksiyonlara ciltte ve gozde tahrislere neden olabilmektedir.
Bunun yam sira grip i¢in alisilmis titreme, bas agrisi, uyusukluk diyare gibi bazi
belirtileri de tetiklemektedirler [110]. Anacystis nidulans, Microcystis, Anabaena,

Spirulina ve Oscillatoria gibi cinslerin LPS toksini tirettikleri bildirilmistir [111, 112].
2.3.6. Dermatotoksik Alkoloitler

Deniz siyanobakterileri olan Lyngbya, Oscillatoria, Schizothrix’in toksinleri
yiiziiciilerde deri enfeksiyonuna sebep olduklarindan dermatotoksik alkoloitler olarak
taninmaktadirlar. Lyngbya tiirlerinin neden oldugu iltihapli yaralarin aplisiyatoksin ve
debromoaplisiyatoksin yiiziinden olustugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde Lyngbya’nin
baska bir tiirlinden elde edilen lingibiyatoksin-a toksininin deri, agiz ve bagirsak

mukozalarinda iltihaba neden oldugu bildirilmistir [113].

Her iki siyanotoksin ¢esidi protein kinaz C aktivitorleridir ve dolayisiyla timor
aktiflestiricisidirler [114, 111]. Bunlarin tamamiyle siyanobakteriyel iriin olup
olmadiklar1 kesin degildir [115].

2.4. Siyanobakterilerin Urettizgi Metabolitler ve Biyoteknolojide

Kullanim Alanlari

Siyanobakter toksinleri insan ve hayvan saglig1 agisindan biiyiik bir tehditdir fakat buna
ragmen bu toksinlerin bir¢ok patojen olan bakteri, fungus ve diger mikroorganizmalara
kars1 oldiriicii etki yaptigi bildirilmistir[1]. [116] Siyanobakterlerden elde edilen
fikobiliproteinler antioksidan 6zellikleri vardir ve bunlar kozmetikte ve gida sektoriinde
dogal renklendiri olarak kullanilmaktad: [117, 118] Siyanobakterlerin irettikleri
karetonoidler kansere, yaslanmaya, kalp krizine, {lsere ve koroner damar
rahatsizliklarina kars1 koruyucu etkiye sahiptir [119]. Arthrospira (Spirulina), Chlorella
ve Dunaliella salina gibi cinsler gida olarak kullanimda bas1 ¢ekenler arasindadir [120].
Murielloppis sp. siyanobakterle ic¢inde lutein gibi karotenoidleri yiiksek oranda
biinyesinde biriktirme ozelligine sahiptir. Bu karotenoidler dejeneretif hastaliklarin
onlemesinde ve tedavisinde kullanilmaktadir [121]. Hematococcus pluvialis
antioksidan aktivite 6zelligi ile bilinen astaxanthin ad1 verilen yiiksek degerli karotenoid
tretir [122, 123]. Arthrospira (Spirulina) yiiksek oranda proten igermektedir ve

miilkemmel besleyici 6zelligi yine igerisinde yiliksek oranda bulunan doymamis yag
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asitleri ve demir ile alakalidir. Ayn1 zamanda vitamin Bi,’nin en zengin dogal bitki
kaynalarindan bir tanesidir [124]. Chlorella’da bulunan B-1,3-glukan, antioksidan
Ozelligi olan ve kandaki yag seviyesini azaltici etkisi bulunan bir polisakkarittir.
Chlorella ayni zamanda gida takviyesi olarak da kullanilmaktadir [125, 126, 127].
Diger bir antikanser bilesen Dolastatin ise Lyngbya ve Symploca cinslerinden elde
edilmistir [28]. Siyanobakterilere mavi rengi veren C-fikosiyanin yiiksek oranda
fikobiliprotein igerir ve bu protein kemoterapik bir ajandir. Yapilan arastirmalarda C-
fikosiyaninin apoptik timor hiicrelerini oldiirdiigi bildirilmistir [28]. Spirulina nin
insan sindirim sistemindeki Lactobacillus larm gelismesini arttirdigi goriilmiistiir [28].
Spirulina’nin sentetik pigment maddeleri ile kiyaslandiginda en goze carpan 6zelliginin
dogal bir renklendirici oldugunun bilinmesidir. Spirulina’nin igerdigi pigment
maddeleri; fikobiliproteinlerin %751 fikosiyaninler, %12’si allofikosiyaninler, %12’si

fikoeritrin ve pigmentsiz polipeptitlerdir [132].
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Tablo.2.4 Baz1 siyanobakter sekonder metabolitleri ve bu metabolitlerin biyoaktiviteleri

[133]
Sekonder
Metabolitler Siyanobakter Biyoaktivite
Aplysiatoxin Lyngbya majuscula | Antikanser
Biselyngbyaside Lyngbya sp. Antikanser
Apratoxins Lyngbya majuscula | Antikanser
L. Sordid, L.
Bouilloni
Tasipeptins Symploca sp. Antikanser
Lagunamide Lyngbya majuscula | Antikanser
Anti-
Grassypeptolide Lyngbya majuscula | proliferatif
Nostoflan Nostoc flagelliforme | Antiviral
Sulfolipids Lyngbya lagerhimii, | Anti-HIV
Phormidium tenue
Calcium spirulan Spirulina platensis | Anti-HIV
Scytovirin Scytonema varium | Anti-HIV
Microcoleous
Abietane diterpenes | lacustris Antibakteriyel
Ambiguine Fischerella ambigua | Antibakteriyel
Noscomin Nostoc commune Antibakteriyel
Bis-(v-
butyrolactones) Anabena variabilis | Antibakteriyel

2.5. Antioksidan Aktivite

Siyanobakterlerin  antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikleri de mevcuttur.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belirli bir bakteri tiiriine
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karst in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Antimikrobiyal

duyarlilik testleri baglica iki metoddan olusmaktadir. Bunlar;

1) Disk difiizyon teknigi
2) Tiip dilusyon teknigi

Disk difusyon teknigi en sik kullanilan yontemdir. Bu teknige ayrica Kirby Bauer
yontemi de denmektedir. Bu test kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarlilig
aragtirtlan  organizmanin inokiile edildigi besiyerine diftize olmas1 temeline
dayanmaktadir. Dilusyon testleri antimikrobiyal ajanin mikroorganizmanin iiremesini
inhibe etmek veya dldiirmek igin gerekli olan minimum konsantrasyonu belirlemek igin

uygulanir.

Canlilarda metabolizma sirasinda serbest radikal adi verilen son derece reaktif olan ara
tirtinler olusur. Serbest radikaller farkli molekiiller ile reaksiyona girerek hiicrelere zarar
verirler. Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere zarar
vermelerini onlerler. Siyanobakterlerde fikosiyanin yiiksek antioksidan 6zelligine sahip

bir fotosentetik pigment bilesenidir.

Antioksidanlar radikal zincir reaksiyonlarini bozabilen maddelere denmektedir. Birgok
bitki ekstraktlar1 Ozellikle zengin polifenolik igerenler antioksidatif etki
gostermektedirler. DPPH radikali ile redoks reaksiyonlarindan faydalanilan DPPH testi
ile ekstraktlarin antioksidatif kapasitesi belirlenebilmektedir. Radikal eslesmemis
nitrojen elektronlarin sagladigi mor renktedir ve reaksiyondan sonra radikal tutucunun
oksijen atomu ile DPPH-H indirgenmesi ile sar1 renk olusmaktadir. Olusan bu renk
degisimi spektrofotometre ile 517 nm dalga boyunda 6l¢iilebilmektedir [134]. DPPH
radikali birka¢ kararli organik azot radikalinden bir tanesidir. Koyu menekse renktedir.
Ticari olarak bulunmakta ve deneyden Once hazirlanmasi gerekmemektedir [134].
Oksidasyonu yavaglatan veya durduran her tiirli bilesige antioksidan denmektedir. Son
15 yilda; biyolojik sivilarin ve cesitli ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesine yonelik bir¢ok metot gelistirilmistir. Bu metotlar genellikle elektron ve
hidrojen atomu transferine dayanmaktadir. ORAC, TEAC, b-karoten, DPPH, Folin
metodu, NO radikali temizleme aktivite gibi yontemler bitkisel veya dogal ekstraktlarin

toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde single oksijen transferine; FRAP,
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CUPRAC, LDL-oksidasyonunun inhibisyonu gibi yontemler ise hidrojen atomu
transferine dayanmaktadir [136].

Antioksidanlar, atmosferik oksijen veya reaktif oksijen tiirlerinin etkisi altinda olusan,
oksidasyon siireglerini geciktiren veya Onleyen bilesiklerdir. Polimerik iiriinlerin,
petrokimyasallarini gida maddelerinin, kozmetik iiriinlerin ve ilaglarin stabilizazyonu
icin kullanilirlar. Antioksidanlar organizmalarin serberst radikallerinin saldirisina bagl

olarak savunma mekanizmalarinda gérev alirlar [137].

DPPH sentetik olarak ftretilen bir radikaldir ve 517 nm dalgaboyunda maksimum
absorbans olusturur. Antioksidan maddelerle muamele edildiginde DPPH’in sebep
oldugu mor renk siddetle azalir ve absorbansin diislisiine neden olmaktadir. Bundan
dolay1 DPPH derisimini yariya diisiiren numune igerigi pg cinsinden ICsq olarak tayin
edilmektedir. Bu durumda ICsp degeri ne kadar diisiikse antioksidan kapasite o kadar

yiiksektir.
2.6. Siyanobakterilerle Yapilan Molekiiler Calismalar

Siyanobakterler biyoteknolojik agidan 6nemlidir ve son zamanlarda siyanobakterlerin
metabolik miihendisligi ile ilgili yayinlarin sayisinda artislar olmustur. Synechocystis
cinsinde siyanobakterlerin seker katabolik enzimlerinin gen ekspresyonunu aktive eden
bircok transkripsiyonel regiilator tanimlanmistir. Bu regiilatorlere 6rnek olarak bir
RNA polimeraz sigma faktorii (SiE) ve bir tepki diizenleyici (Rre37)’yi gosterilebilir.
[138]. Bu genlerin asir1 ekspresyonu biyoplastik poliester olan polihidroksibutiratlarin
fazla tiretilmesine sebep olmaktadir [139]. Synechocystis ve Synechococcus gibi tek
hiicreli siyanobakterler ve Noctoc gibi filamentli bakteriler genetik olarak kolay
manipiile edilebildiklerinden mikrobiyal hiicre fabrikalari olarak tercih edilmektedirler
[140, 141].

Synechocystis, Nostoc punctiforme ve Microcoleus IPPAS B353 siyanobakterlerin
genomik bilgileri kullanilarak ¢esitli siyanobakteriyel fitokrom tipleri bulunmustur.
Siyanobakterler bilin fotoreseptorlerini kullanarak yakin UV ve tiim goriiniir 151k
araliklarmi algilama kapasitesine sahiptirler. Biyolojik islevleri; pozitif ve negatif
fototaksi, tuza dayaniklilik, B-karoten birikimi gibi bazi fotobiyolojik durumlarla

aciklanabilir [142]. Mikroalgler biyoyakit ve biyomateryal iretimleri igin ciddi
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potansiyele sahiptirler; bununla beraber bu arastirmalar igin molekiiler biyoloji ve

biyokimya alanlarinda bilgi sahibi olmay1 gerektirmektedir [143].
2.7. Siyanotoksinlerin Etkileri

Siyanobakteri kokenli toksik zehirlenme vakalari antik caglara kadar uzanmaktadir.
Bilinen en eski vaka, birkag bin yil 6nce Nil nehrinde ortaya ¢ikan ve suda kirmizi renk
olusturan Planktothrix (Oscillatoria) spp.’nin kesfedilmesidir. Giiniimiizde Maisir’li
arastirmacilar nehirde ve sulama kanallarinda toksik Oscillatoria agardhii ve toksik

Oscillatoria teneui gordiiklerini belitmislerdir[139].

Toksik siyanobakterlerin goriilme siklig1 sudaki ekosistemin yanisira insan ve hayvan
sagligi igin potansiyel tehlike olusturmaktadir. Siyanotoksinler insanlara veya
hayvanlara dogrudan temas yolu veya temizlenmemis su ve yiyecek alimiyla gesitli

zararl etkilere sebep olmaktadir[48].

Siyanotoksinler igme suyu kaynaklar1 i¢in ciddi tehlike olusturur. Ozellikle agiz yoluyla
yeme veya igme ya da siyanotoksin birikmis yiyeceklerin tiikketilmesiyle insanlar igin
potansiyel saglik tehditi olusturmaktadir [43]. Siyanobakter kiimelenmesi igeren su
kaynaklar ile temas sonucu karin agrisi, kusma, ishal, cilt tahrisi, halsizlik, burunda ve
bogazda tahrig, astim ataklari, kaslarda titreme, mide bulantisi, parmak uglarinda ve
ayak bas parmaklarinda karincalanma, bulanik gérme, bas agrisi, bas donmesi, yiiksek
ates, kanda oksijen eksikligi, viicutta morarma gibi saglik sorunlar1 ve solunum ile ilgili
ya da ani kalp durmasindan kaynaklanan 6lim olaylarinin goriilmesinin muhtemel

oldugu bildirilmistir [43].

MC-LR’nin normosit anemisine ve kemik iligi hasarina neden oldugu ve tavsanlarin
bagisiklik sistemini etkiledigi tespit edilmistir [48]. Su depolarinda iginde
siyanobakteriyel biiylimeler oldugu tespit edilen igme suyu olarak kullanilan sudan
kaynakl1 zehirlenmeler rapor edilmistir. Bunlara kanit olarak Brezilya’da 76 tane diyaliz
hastasinin mikrosistin yiiziinden 6liimciil zehirlenmeler gecirdigi [45] Avusturalya’da
ise 139 cocuk ve 10 yetiskinin su ihtiyaglarint Cylindrospermposis raciborskii
siyanobakter tiirli iceren barajdan karsilamasi sonucu hastaneye yatirilmalart 6rnek

gosterilebilir [43].
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Bagka bir olayda Avustralya’nin Armidale sehrinde bulunan ve igme suyu olarak
kullanilan su deposundan tiiketilen suyun i¢inde bulunan ve karacigerde hasara sebep
olan Microcystis aeruginosa siyanobakter tiirii ile insan hastaliklarinin ciddi baglantisi

oldugu tespit edilmistir [43].

Ozellikle Cin’de karaciger kanseri vakalarmin biiyiik bir cogunlugunun siyanobakteriyel
toksinlerle kontamine olan sularin igme suyu olarak tiiketilmis olmasiyla
bagdastirilmaktadir [43].

Siyanotoksinlerle iligskilendirilmis hastalik ve oliimler diinyanin birgok farkli iilkesine
tespit edilmis ve rapor edilmistir. Zhou ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada igme
sularinda mikrosistin bulunmasinin kalin bagirsak kanserinin ilerlemesi ile ilgili
olabilecegini One slirmiislerdir. Bundan yola ¢ikarak Cin’in Haining sehrine yaptiklari
bir ¢alismada igme suyu kaynagi cesitleri ile bu kansere sebep olan tlimoriin arasinda

ciddi bir baglant1 oldugunu bildirmisledir [140].

Phragmites australis, Ceratophyllum demersum ve Elodea canasensis’in mikrosistin-
LR’yi absorbe ettikleri bilinmektedir. Mikrosistin igeren suyla sulanan tarim
bitkilerinde zamanla biriken toksinler insanlara besin zinciri yoluyla ge¢mektedirler.
Boylece kontamine sularla ilgisi olmayan insanlar dahi mikrosistinden olumsuz

etkilenirler [141].

Mikrosistin —LR karacigerde oldugu kadar bobreklerde ve gastro-intestinal sistemde de
toksik etki gosterirler. Bobreklerin zayiflamasiyla birlikte gastro-intestinal sistem
bozulur ve deride alerjik reaksiyonlarla tahris goriiliir. Mikrosistinler lenfosit iiretimini
baskilarlar, ayn1 zamanda bagisiklik sistemini de etkilerler [142] . Ozellikle baliklarin
ve diger organizmalarin iliremeleri ve yumurtalarini birakmalari i¢in kiy1 bdlgelerini

kullandiklar1 bilinmektedir ve siyanobakterilerin bu bolgelerde topluluk olusturmasi
ciddi bir tehdittir [143, 59, 144].

Bu nedenle siyanobakterilerin diizenli bir sekilde izlenmesi ve toksin Seviyelerinin

tespit edilmesi 6nemlidir [143].
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2.8. Siyanotoksin Belirleme Yontemleri

Siyanotoksin belirlenmesinde biyolojik ve analitik yOntemler kullanilir. Biyolojik
yontemler siyanotoksinlerin hepatotoksik, ndorotoksik, sitotoksik etkileri ve ayni
zamanda enzimatik aktivite ile immiinolojik etkilesim esaslarina dayanmaktadir. Daha
onceki yillarda sularda toksin belirlenmesinde fare deneylerinden yararlanilmistir ve
birka¢ saat icersinde sonug¢ alinmistir. Ancak bu yontem toksine 6zgii bir yontem
olmadigi icin ; toksin tipini belirlemede yetersiz kalmigtir ve diisiik toksin diizeylerinde
sonug¢ aliamamistir. Bu sebebler arastirmacilar1 daha uygun yontemlerin bulunmasina
yoneltmistir. Siyanotoksin belirlenmesinde birden ¢ok yontemin bir arada kullanilmasi

tercih edilmektedir.
2.8.1. Biyolojik Analizler

Omurgasiz Biyoanalizi: Birgok omurgasiz canli mikrosistin ve diger siyanobakteri

toksinlerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bunlardan en popiiler olan1 Artemia
salina’dir. Halen Artemia salina ile kisa ve uzun vadeli metodlar igeren ¢esitli toksisite
testleri yapilmaktadir. Kisa siireli toksisite testleri daha sik kullanilmaktadir. Toksisite
testlerinde Artemia salina’nin sik ve yaygin kullanimma ragmen uluslararasi
standartlastirma faaliyetlerini izleyen protokollerin uyum siirecinde hala eksiklikler

mevcuttur [146].

Bakteriyel Biyoanaliz:

Su oOrneklerinin  toksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilan  biyoliiminesans
bakterilerine dayanan birka¢ dondurularak kurutulmus toksisite kitleri mevcuttur.
Bunlardan bir tanesi Mikrotox testi olup bu testte Aliivibrio fischeri bakterisi kullanilir

digeri ToxScreen testi olup bu test Photobacterium leiognathi bakterisi ile ¢aligir [147].
2.8.2. Biyokimyasal Analizler

Enzim bagli immiino sorbent analizi (ELISA):

ELISA yontemi hassasligi, cabuklugu ve ekonomik olmasi sebebiyle toksin tayininde
en ¢ok kullanilan yontemdir [148, 149]. Bununla birlikte ELISA pozitif sonuglara
neden olan matriks etkisine ya da c¢apraz secicilige egilimli olabilir ve zaman zaman

daha kesin sonuglar veren baska bir analiz ile desteklenmesi gerekebilir [150, 151].
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Protein Fosfat Testi ( PPA):

Mikrosistinler ve nodularinler potansiyel protein fosfataz inhibitoridiirler bu toksinler
biyokimyasal bir analiz tiirii olan protein fosfat testi ile tespit edilebilirler [152].
Kolorimetrik ve florometrik PPA testleri hassas ve diisiik maliyetli testlerdir ve rutin
mikrosistin  taramasinda kullanilmaktadir. Ancak bu test enzimatik aktivite

inhibisyonuna dayandig i¢in spesifik degildir [153].

Mikrosistinler ve nodiilarin, protein fosfataz 1 ve 2A’ya baglanir ve bu enzimleri inhibe
ederler. Cozeltideki bu enzimlerin birinin inhibisyon derecesi toksin konsantrasyonunun

bir 6lgiisii olarak degerlendirilebilir [154].
2.8.3. Analitik Analizler

Mikrosistin tayininde c¢esitli analitik teknikler de mevcuttur. Bu teknikler biyolojik,
biyokimyasal ya da fiziko-kimyasal nitelikte olabilir [155].

Uv emiciligi i¢in bir fotodiyot-dizi detektorii ile birlestirilmis HPLC yaygin olarak
mikrosistin ve silindrospermopsin analizinde kullanilmaktadir. Farkli siyanotoksinlere
duyarliligt ve uygulanabilirligine ragmen HPLC yontemleri pahalidir. Ayrica analitik
standartlarin  ve 1iyi egitimli teknisyenlerin bulunabilirligine baghdir. Kiitle
spektrofotometresiyle (LC / MS) birlikte kullanilan kromatografik ayirma, yiiksek
duyarlilikla siyanotoksin miktarinin belirlenmesi ve bir karisimda bulunan varyantlari

tanimlanmasini saglayan daha gelismis ve giiglii bir tekniktir [153].

Siyanotoksinlerin  fizikokimyasal Ozellikleri esas alinarak gelistirilen analitik
yontemlerin arasinda mikrosistin tanimlamasinda en ¢ok kullanilan yontem UV
uyarlanmis HPLC (yiiksek 1sinli sivi kromotografisi) ‘dir. Mikrosistin standartlarina
gerek duyulan bu yontem toksinin alikonma zamani esasina dayanir [156, 157].
PDA+UV detektoriiniin kullanilmas ile toksinlerin UV ile tanimlanmasi daha 6zgiil
hale getirilmistir. Ancak tiim mikrosistin ¢esitleri benzer UV spektrumuna sahiptir ve
bundan dolay1 farkli mikrosistin tanimlamalarinda sinirlamalar gerektirmektedir [156,

158, 65].

Matriks yardimer lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle spektrofotometrisi yontemi de

gelistirilen diger bir yontemdir.(MALDI-TOF). Hizli, secici, hassas ve yiiksek
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cozlinlirliige sahip bir tekniktir ve molekiil formiiliine dayanmaktadir. Bu yontem
cogunlukla nitel tayin ve ayni tiiriin toksinlerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir [159].
Mikrosistinlerin ve ikincil metabolitlerin belirlenmesi bu yontemle son yillarda hiz

kazanmistir [160].

Bir diger analitik analiz ise niikleer manyetik rezonans teknigidir. Bu teknik molekiiliin
yapisi hakkinda ayrintili bilgi saglar ve bazi atom ¢ekirdeginin manyetik 6zelliklerini
kullanir. Ancak ¢evresel numunelerde siyanotoksinlerin kantitatif analizi i¢in yararli bir

yontem oldugu sdylenemez [161].

Siyanobakterlerin toksik etkileri yillardan beri bilinmekte olup, kullanim alanlar ile
ilgili olarak ayrmtili ¢aligmalar  yapilmamistir. Bu calismada amacimiz
siyanobakterlerin  toksinlerinin  giiniimiiz  kimyasal ilaglara alternatif olarak

biyoteknolojik kullanilabilirliligini aragtirmaktir.
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3.BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1. Siyanobakter izolasyonu ve Tanimlanmasi

Siyanobakteriler tek hiicre yontemi ile izole edilmistir. Steril lamlarda sivi besiyeri
seyreltilerek Pastor pipeti yardimiyla toplanmistir. Toplanan hiicreler sivi besiyerine
aktarilmigtir. Hiicreler agarli besiyerine 6zel siirme yontemiyle saflagtirilmistir [162]. 3
ile 7 giin oda sicakligindaki inkiibasyondan sonra hiicreler BG11 agarli besiyerinden
alimmistir ve sivi besiyerine aktarilarak tiretilmistir. Bu siv1 ortaminda 15 giin iireyen
ornekler 500 ml BG11 sivi besiyerine alinarak burada 2 ay iliremeye birakilmistir.
Toksin analizlerinin yapilabilmesi i¢in siyanobakteriler biiylik hacimlerde Nevsehir
Hac1 Bektas Veli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii labaratuvarinda
tiretilmistir. Bu islemler sonunda toplam 25 mikroalg saf bir sekilde izole edilmistir
Saflastirma islemlerinden sonra, kiiltiirler LEICA marka 151k mikroskobu kullanilarak
morfolojik karakter ve boliinme fizyolojilerine gore tanimlanmistir. Tanimlamada
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology esas alinmistir.[28] Siyanobakteri tiirleri

24 saat siirekli olarak 20-25 C’de floresans 151k altinda (25 mEM 2/s) aydinlatilmistir.
3.1.2. Calismada kullanilan siyanobakter izolatlar:

Tablo 3.2 Siyanobakter sus kodlar1 ve tiirleri

Sus kodlar1 Tiir

N2 Leptolyngbya sp.
N9 Oscillatoria sp.
N15 Oscillatoria sp.
N16 Oscillatoria sp.
N23 Oscillatoria sp.
N24 Oscillatoria sp.
N27 Oscillatoria sp.
N28 Oscillatoria sp.
N29 Oscillatoria sp.
N32 Oscillatoria sp.
N36 Oscillatoria sp.

29




N38 Oscillatoria sp
N46 Oscillatoria sp.
N49 Oscillatoria sp.
N52 Oscillatoria sp.
N53 Oscillatoria sp.
N62 Oscillatoria sp.
NG5 Oscillatoria sp.
N67 Oscillatoria sp.
N68 Oscillatoria sp.
N69 Oscillatoria sp.
N71 Oscillatoria sp.
N77 Oscillatoria sp.
N79 Chlorococcum sp.
N80 Oscillatoria sp.
N81 Oscillatoria sp.
N82 Oscillatoria sp.
N84 Oscillatoria sp.
N85 Oscillatoria sp.
N87 Oscillatoria sp.
N88 Oscillatoria sp.

3.1.3. Siyanobakterlerin Gelistirilmesinde Kullanilan Besiyerleri

Siyanobakter izolatlarinin ¢ogaltilmasinda BG11 besiyeri kullanilmistir [162, 163].
Toksinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde patojen bakteriler igin

Nutrient Broth ve Nutrient Agar kullanilmigtir.

BG11 sivi besiveri ortamai:

BG11 s1v1 besiyeri Tablo 3.3.’te belirtilen miktarlarda, stok-1 kimyasallarin her birinden
ayr1 ayri 1 litre olarak hazirlanmig ve hazirlanan stok kimyasallarin her birinden 10 ml
alinarak bir karigim hazirlanmistir. Toplam 80 ml’lik bu karisim {izerine 920 ml saf su
ilave edilmistir. Stok-2 kimyasallar1 da Tablo 3.3.’te belirtilen miktarlarda tartilip 1 1t su
icerinde karisim olarak hazirlanmistir. Hazirlanan iz element soliisyonundan 1 ml
alinmis ve stok-1 kimyasallari ile hazirlanan 1 1t ¢dzelti igerisine eklenmistir. Iz element

soliisyonunun eklenmesiyle BG11 siv1 besiyeri hazir hale gelmistir.
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Algler i¢in kat1 besiyeri, BG11 siv1 besiyerine % 1,5 oraninda agar agar eklenmesiyle
hazirlanmistir. Nutrient Broth ve Nutrient Agar besiyerleri lretici firmanin 6nerdigi
talimatlara uygun olarak hazirlanmistir. Tiim besiyerleri hazirlandiktan sonra 121 °C ‘de

15 dk. sterilizasyon yapilmistir.

Teshisi yapilan saf mikroalg kiiltiirleri 6zel calkalamali etiivde; 100 rpm’de, 25 °C’de,
12 saat gilindiiz ve 12 saat gece periyodunda 15-30 giin inkiibasyona birakilmistir.
Giindiiz periyodundaki 1sik siddeti 12 000 Mmol m™ s ‘dir. Mikroalg 6rneklerinin
kiiltiire edilmesinde floresan lambali diizenek ve Minitron marka inkiibator

kullanilmustir.

ELISA analizlerinde toksinin varligt Envirologix mikrosistin kiti ile saptanmis ve

toksinin tayini i¢in mikroplate okuyucu kullanilmistir.

Tablo 3.3 Siyanobakter besiyerinin igerigi

BG11 siv1 besiyeri Iz element ¢ozeltisi

Stok-1 kimyasallar g/L Stok-2 kimyasallar |g/L
1 NaNO; 150 H3;BO; 2,86
2 K;HPO, 4 MnCl,.4H,0 1,81
3 MgS0,.7H,0O 7,5 ZnSQ,4.7H,0 0,222
4 CaCl,.2H,0 3,6 CuS0,.5H,0 0,08
5 Sitrik asit 0,6 NaMo0O,.2H,0 12,5
6 Ferrik amonyum sitrat | 0,6 Co(NO3),.6H,0 0,05
7 Na,-EDTA 0,1
8 Na,COs3 2
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3.2. Yontem
3.2.1. Siyanobakter ekstraktlarimin hazirlanmasi ve muhafazasi

Calismada kullanilan mikroalgler 4-8 hafta kadar BG11 besiyerinde, 12 000 mmol m™
st siddetinde giin 15181 veren 151kli ¢alkalamali etiivde 12 saat gece 12 saat giindiiz
periyodunda 25 °C’de uygun yogunluga gelene kadar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikroalgler 10.000 rpm’de 5dk. santrifiij edilerek, biyokiitlenin
oldugu pellet kism1 60 °C’de 48 saat kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan pelletler 0,5 g
tartilarak, orani 7:3 olan metanol:su ‘da sonike edilmistir (50 MHz ultrasonicator,
Vibra-Cell, Sonics&Materials Inc. Danbury, CT USA). Ekstraksiyon isleminden sonra
ortamdaki metanol 60 °C’de 1 gece bekletilerek ugurulmustur. Geriye suda ¢oziinmiis

halde olan mikroalg metaboliti -20 °C’de deepfreeze’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. ELISA Yontemi ile Toksin Analizi

Toksin denemeleri icin ekstraksiyonda saf su kullanilmistir. Ultrasonikasyon isleminden
sonra ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ekstraklar sanriflij kullanilarak cam tiiplerde

toplanmustir [71, 149].
3.2.2.1. Ticari Test Kiti ile indirek ELISA Analizi

Ornek Hazirlanmast:

Hiicreler stasyonel fazda ortamlarindan santrifiijle uzaklastirilmistir ve etiivde 60 °C’de
kurutularak -20 °C’de muhafaza edilmistir. Elisa analizi i¢in bu hiicreler sonikasyon
probu ile % 75 metanol i¢inde pargalanmistir. Parcalanan hiicreler, santrifiijle ayrilan

slipernatant cam viallere alinmstir.

Deney:

1- Hizh olarak her kuyuya 125ml Mikrosistin Analiz Seyreltici eklenir, tekrarl ya
da c¢ok kanall1 pipetler tercihen kullanilir.

2- Her biri 20ml olarak hemen Negatif Kontrol (NC), Pozitif Kontrol (C1-C3) ve
ornekler (20ml S1-S8) kendi kuyularina eklenir.( Tiim reaktifler i¢in ek bu ayni

sirayla uygulanir.) Bu adimda Mikrosistin Enzim Konjugat1 eklenmez.
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3-

Ornekler dokiilmeden ve karistirlmadan dikkatlice dairesel hareketlerle 20-30

saniye sallanir.

NOT: 3 ve daha fazla seritlerin kullaniminda baglatma siiresini en aza indirmek i¢in ¢ok

kanall1 pipet kullanimi 1, 2, 5, 8 ve 10’uncu adimlarda tavsiye edilir.

1-

NOT:

Inkiibasyon siiresinde kuyularindan drneklerin buharlasmamasi igin iizeri bant
veya parafilmle kaplanarak oda sicakliginda 30dk. 200 rpm’de calkalanarak
inkiibe edilir.

Her kuyuya 100ml Mikrosistin-Enzim Konjugati eklenir.

3.adimda yapildig1 gibi kuyularin igerigi iyice karistirilir. Kuyular1 bant veya
parafilmle kapatarak 30dk.boyunca ortam sicakliginda ¢alkalamali olarak inkiibe
edilir.

Inkiibasyon sonrasi dikkatlice parafilm kaplama kaldirilir ve kuvvetlice
sarsilarak bir lavabo veya baska uygun bir kap i¢ine kuyu icerigi bosaltilir.
Yikama Cozeltisi ile kuyular yikanir. Bu islem 4 defa tekrarlanir. Kuyularin
icersinde Yikama Cozeltisi kalmadigindan emin olunur.

Her kuyuya 100ml Substrat ilave edilir.

3.adimda yapildig1 gibi kuyularin igerigi karistirilir. Kuyular yeni bant veya
parafilmle kapatilarak 30dk.boyunca ortam sicakliginda calkalamali olarak
inkiibe edilir.

Her kuyuya 100ml Durdurma Cozeltisi ilave edilir ve iyice karistirilir. Renginin

sartya donmesi gerekir.

Durdurma  Cozeltisinin  ilavesinden sonra 30dk.igerisinde 450nm’de

spektrofotometre ile okuma yapilir.

% Bo= (Ortalama Kalibratér veya Ornek OD Degeri/Ortalama Negatif
Kontrol OD) ‘100

Kalibrator % Bo

0,16 ppb %77-91
0,60 ppb %41-61
2,50 ppb %11-21
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Kalibratoriin % Bo’su hesaplandiginda istenilen aralikta olmasina dikkat edilmelidir.

Araliklar arasinda ¢ikmayan sonuglarda seyreltme islemleri yapilmalidir.
3.2.3. Toksik orneklerin 16S rRNA’larma gore tammlanmalari

Caligmada kullanilan izolatlar1 toksin igerikleri ELISA (ENVIROLOGIX) testi ile tespit
edilmistir. Toksin igeren izolatlarin DNA’s1 izole edildikten sonra 16S rRNA sekanslari
icin CYAI06F, CYA -781R primerleri kullanilmistir. CYA106F ve CYA -781R
primerleri ile 640 bp’lik bir alan ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bu bdlgenin DNA’s1 NCBI
gen bankasinda var olan diger bakteriyel 16S rRNA gen dizileri ile karsilagtirilmistir.
Bu sekilde benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Sekans analizleri NCBI gen bankasinda
bulunan diger siyanobakterlere ait dizi analizleri ile kiyaslanarak % homolojileri

saptanmistir.
3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Tanimlamalar1 yapilan izolatlar Nutrien Broth’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Nutrient Broth’daki biitlin test bakterileri seri diliisyon metoduyla 10,6-10,7 cfu/ml
konsantrasyona ayarlanmigtir. Aktif kiiltiirlerden 100ul alinarak Nutrient Agar’a ekimi
yapilmustir. %]1°1lik test izolatiyla asilanmis olan Nutrient Broth’larin bulundugu
petrilerde Smm ¢apinda kuyular agilmistir. Bu kuyucuklara sirasiyla 1, 1,5 2, 2,5 mg/ml
konsantrasyonlarindaki siyanobakter ekstraktlarindan 100ul aktarilmistir. 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben antimikrobiyal aktivite test
organizmalarina karsi olusan inhibisyon alanlar1 6l¢iilerek kaydedilmistir. Testler ¢ift

paralel caligilmistir ve sonuglar inhibisyon alaninin ¢api1 cinsinden belirtilmistir.

Suda ¢oziinmiis olan siyanobakter ekstraklarinin bakteri ve funguslara kars1 etkisi agar
disk difiizyon yontemine gore yapilmistir. Mikroalglerin antimikrobiyal aktiviteleri
ticari antibiyotik ve fungusit ile kiyaslanmistir. Kullanilan antibiyotik SCF:
Sulbactam/Cefoperazone 105ug (Oxoid) ; fungusit ise Nistatin 30ug/ml ( Oxoid)’dir. 24
saatlik inkiibasyon sonucunda bakteriler ve fungusun antibiyotik ve fungusite karsi

gosterdikleri etki / direng zon ¢aplari dlgiilerek hesaplanmustir.

Bu ¢alismada test mikroorganizmalar1 olarak Candida albicans ATCC 10239, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC

35218, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653,
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Listeria monocytogenes ATCC 7644 kullanilmistir. Bakteriler igin nutrient broth ve

nutrient agar; fungus i¢in nutrient broth ve PDA (potato dextrose agar) kullanilmstir.
3.2.4.1. Siyanobakter ekstraktlarimin hazirlanmasi:

10 giinliik siyanobakter kiiltiirleri santrifiij edilip tlizerindeki pellet kismi alindiktan
sonra hassas terazi kullanilarak tartilmistir ve antimikrobiyal ajanlarin ekstraksiyonu
icin kullanilmistir. 0,5g tartilan pelletler 10 ml etanol i¢inde ekstrakte edilmistir. Biitiin

ekstraklar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

(1,0 (2,0

L e —— L .
Antioxidant
02N N02 02N N02
O;N
2 NO,
(DPPH) ( Oxidized form) (DPPH) ( Reduced form)

Sekil 3.2 4 DPPH Radikali [129]
3.2.5. Antioksidan Aktivite

3.2.5.1. DPPH Yontemi

Orneklerin antioksidan aktivitelerinin dl¢iimii igin DPPH yontemi kullanilmistir. Bu
yontem ile antioksidan aktivitesi 6l¢iimii, antioksidanlarin DPPH gibi serbest radikalleri
absorbe ederek yakalamasi esasina dayanmaktadir. Farkli Ornekler ile yapilan
calismalarda seyreltme oranlarinin belirlenebilmesi i¢in, spesifik DPPH yoOntemleri
olusturulmasi gerekmektedir. DPPH maddesinin 0,004 g’1 100 ml MeOH ( metanol ) ile
cOzdiirtilmiistiir. Karanlik sisede folyo ile saril1 olarak manyetik karistiricida ¢ozilinene
kadar karnistirilmistir. Seyreltik ekstrakt ¢ozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda
alinarak tizerlerine 1 ml DPPH ¢o6zeltisi ilave edilmistir. Karigimlar oda sicakliginda 30

dakika  karanlik ortamda  bekletilmistir. ~ Orneklerin  absorbans  degerleri
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spektrofotometrik olarak 517 nm dalga boyunda okunmustur. Sentetik antioksidan olan
BHA ( Butylated hydroxy-anisole ) metanolde ¢6ziilmiis ve standart olusturulmustur.

Orneklerin farkl diliisyon oranlar1 esas aliarak hesaplama yapilmustir.
1. Siyanobakter ekstraktlarinin 1 ml’sine DPPH ¢ozeltisinden 1ml eklenir.

2. Karisim 30dk oda sicakliginda inkiibe edilir. 517 nm’de okuma yapilir. Siyanobakter
ekstraktlarinin DPPH radikali giderme aktivitesi ( A kontrol- A 6rnek) / A kontrol x 100

) formiiliine gore hesaplanir.

0,004’liik (0,1mM) DPPH ¢o6zeltisin hazirlanmasi:
Cozelti metanolde hazirlanir.

DPPH ma=394,32 g/mol

M=n/v _m=0,000 x 0,1 x 394,32

m = 0,039432 g=3,94 mg=4 mg

3.2.5.2. Metal Selatlama Aktivitesi

3.2.5.2.1 Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Orneklerin her biri ilk olarak etiivde kurutulmustur ve daha sonra homojen halde metal
havan kullanilarak ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen her bir drnek ayri ayri hassas terazide

tartilarak agirliklar: not edilmistir.

Bu deney igin ogiitilen her bir ornekten 1g tartilip 100 ml’lik falcon tiiplerine

konmustur.

1- Siyanobakter ekstraktlar1 tizerine 50ul 2 nM FeCl, (13 mg 50 ml saf suda
¢ozilmistiir) ve 100u 5mM ferrozin (37 mg 15 ml saf suda ¢6ziilmiistiir)
eklenmistir.

2- Daha sonra tiiplere 2 ml metanol eklenmistir.

3- 10dk inkiibasyondan sora o6rneklerin 562 nm’de absorbanslart okunmustur.

4- Fe' iyonu selatlama aktivitesi (A kontrol- A 6rnek ) / A kontrol x 100)

formiiliine gore hesaplanmuistir.
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Deneyde kontrol olarak saf su kullanilmistir. Formiilde verilen A kontrol degeri
ortamda sadece kompleks olusturan maddeler olan ferrozin ve Fe' iyonlarmin
varligindaki kontrol numunesinin absorbans degeridir. A 6rnek ise ortamda 6rnek ile

Fe" iyonlarmin varligindaki numunenin absorbans degeridir.

Metal selatlama kapasitesi, fenolik bilesiklerin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplara,
bu fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve bulunma miktarina baghdir. Yapisinda -OH, -
SH, -COOH, C=0, -S, -0, -PO3H,, -NR2 fonksiyonel gruplarindan en az iki adet
bulunduran fenolik bilesiklerin selatama 6zelliklerinin daha iyi oldugu tespit edilmistir.
[196]

3.2.5.3. Total Fenol Miktar: Tespiti
Total fenol icerik miktarinin tayini Folin Ciocalteu metodu kullanilarak belirlemistir.

1- 0,1 ml ekstrakt 0,2 ml %50 folin ile karistirilir. 3 dk bekletilir.
2- Karigima 1 ml %2’lik Na,CO3 eklenir.(200ml). Karisim vortekslenir. 45 dk
inkiibasyona birakilir. 760 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilir.

3- Gallik asit standartina gore ekstraktlarin es deger gallik asit miktarlar1 belirlenir.
Kor olarak distile su kullanilmistir.
3.2.5.4. p-karoten ve Likopen Miktarinin Tespiti

1- 0,1 g siyanobakter ekstraktt 10 ml hekzan:aseton (6:4) karisiminda ¢oziiliir. ( 6 ml

hekzan 4 ml aseton, toplam 10 ml karigim )

2- Daha sonra 0,45 mM disposable filtre ile filtre edilir. Spektrofotometrede 663 nm,
505 nm, 453 nm dalga boylarinda dl¢iimleri yapilir.

Asagidaki formiillere goére miktarlari hesaplanmistir.
-karoten miktar tayini:

(0.216a(663))-(0.304a(505))+(0.452a(453)) mg / 100 ml’deki b-karoten miktaridir.
Likopen miktari tayini:

(-0.0458a(663))+(0.372a(505))-(0.08062a(453)) mg /100 m!’deki likopen miktaridir.
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4.BOLUM
BULGULAR

Calismamizda kullanilan 6rnekler Kizilirmak nehrinden toplanmistir. Toplam 31 adet
siyanobakter susu izole edilmistir. Bu suslarin morfolojik yapilarina ve goriintiilerine
gore identifikasyonlart yapilmistir. Suslar, Rippka ve ark.(1979) ile Bone ve
ark.(2001)’e gore tanimlanmistir. Asagida verilen tabloda izole edilen suslarin cins

adlar1 ve izole edildigi su kaynaklar1 verilmistir.

Tablo 4. Siyanobakter suslarinin izole edildigi kaynaklar ve cins adlari

Sus Kodlarr* Orijin Tiir
N2 Kizilirmak Leptolyngbya sp.
N9 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N15 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N16 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N23 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N24 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N27 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N28 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N29 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N32 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N36 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N38 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N46 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N49 Kizilirmak Ocillatoria sp.
N52 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N53 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N62 Sultan Sazlig1 Oscillatoria sp.
N65 Sultan Sazlig1 Oscillatoria sp.
N67 Asi Nehri Oscillatoria sp.
N68 Asi Nehri Oscillatoria sp.
N69 Asi Nehri Oscillatoria sp.
N71 Kizilirmak Oscillatoria sp.
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N77 Kizilirmak Oscillatoria sp.

N79 Kizilirmak Chlorococcum sp.
N80 Sultan Sazlig Oscillatoria sp.
N81 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N82 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N84 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N85 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N87 Kizilirmak Oscillatoria sp.
N88 Kizilirmak Oscillatoria sp.
Toplam 31

*Sus kodlar1 Nevsehir Haci Bektas Veli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Biyoteknoloji Labaratuvari kiiltiir koleksiyonuna goére verilmistir.

4.1. ELISA Yontemi ile ekstraktlarin toksin iceriklerinin belirlenmesi

Bu calismada kullanilan 31 izolatin tamami toksin igeriklerinin tayini i¢in ELISA (
ENVIROLOGIX) yontemi ile analiz edilmistir. Bu izolatlardan 5 tanesinde toksin
saptanmistir. Ticari ELISA kiti kullanilarak yapilan mikrosistin analizinde en yiiksek
toksin diizeyi Oscillatoria sp. N71°de (1,79 ppb) bulunmustur. Ardindan 1,54 ppb ile
Leptolynbya sp. N2 en yiiksek olarak izlemistir. Mikrosistin orant en diisiik izolat
Oscillatoria sp. N53’de 1,07 ppb olarak belirlenmistir. Tablo 6’da ticari ELISA kiti
kullanilarak elde edilen analiz sonuglar1 verilmistir. ELISA ile toksin tespit edilen

orneklerin fotograflar1 Sekil 1-5’te verilmistir.

Tablo 4.1 Siyanobakter ekstraktlarin mikrosistin miktarlar

Izolatlar Mikrosistin
miktarlar1 (ppb)
Leptolyngbya sp.N2 1,54

Oscillatoria sp.N9 -
Oscillatoria sp.N15 -
Oscillatoria sp.N16 -
Oscillatoria sp.N23 -
Oscillatoria sp.N24 -
Oscillatoria sp.N27 -
Oscillatoria sp.N28 -
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Oscillatoria sp.N29 -
Oscillatoria sp.N32 -
Oscillatoria sp.N36 -
Oscillatoria sp.N38 1,16
Oscillatoria sp.N46 -
Oscillatoria sp.N49 -
Oscillatoria sp.N52 -
Oscillatoria sp.N53 1,07
Oscillatoria sp.N62 -
Oscillatoria sp.N65 -
Oscillatoria sp.N67 -
Oscillatoria sp.N68 -
Oscillatoria sp.N69 -
Oscillatoria sp.N71 1,79
Oscillatoria sp.N77 -
Chlorococcum sp.N79 -
Oscillatoria sp.N80 -
Oscillatoria sp.N81 -
Oscillatoria sp.N82 1,36
Oscillatoria sp.N84 -
Oscillatoria sp.N85 -
Oscillatoria sp.N87 -
Oscillatoria sp.N88 -

(-) = tespit edilememistir

4.2. Toksik orneklerin 16S rRNA’larina gore tammlanmalari

Leptolynbya sp.N2, Oscillatoria sp.N38, Oscillatoriaa sp.N53, Oscillatoria sp.N71,
Oscillatoria sp.N82 izolatlarmin DNA’s1 izole edildikten sonra 16S rRNA sekanslari
icin CYA-106F, CYA-781R primerleri kullanilmistir. CYA-106F ve CYA-781R
primerleri ile 640 bp’lik bir alan cogaltilmistir. Bu bodlgenin DNA’s1 NCBI Gen
Bankasi’nda var olan diger bakteriyel 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilarak

benzerlik oranlari tespit edilmistir.
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Sekans analizleri NCBI Gen Bankasi’nda bulunan diger siyanobakterilere ait dizi

analizleri 1ile kiyaslanarak % homolojisi saptanmustir. Karsilastirma sonucunda

Leptolynbya sp.N2 izolati1 Leprolynbya sp. susuna % 98 oraninda, Oscillatoria sp.N38

izolat1 Oscillatoria tenuis susuna % 99 oraninda, Oscillatoria sp.N53 izolati

Planktothrix rubescens susuna % 99 oraninda, Oscillatoria sp.N71 izolatt Microcoleus

vaginatus susuna % 99 oraninda Oscillatoria sp.N82 izolatinin Oscillatoria tenuis

susuna % 98 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur. (Tablo 7) ELISA ile toksini

tespit edilen 6rneklerin fotograflart Sekil 1-5°te verilmistir.

Tablo 4.2 Toksik izolatlarin 16S rRNA sekansinin NCBI database sonuglarina gore %

homolojisi
Izolat EMBL/Gen bank no Siyanobakter tiirleri % Homoloji
N2 JX088103.1 Leptolyngbya sp. %98
N38 JQ256480.1 Oscillatoria tenuis %99
N53 HM773409 Planktothrix rubescens %99
N71 JQ712605.1 Microcoleus vaginatus %99
N82 JQ256480.1 Oscillatoria tenuis %98

Resim 4.2

Leptolyngbya  sp.N2
mikroskonugoriintiisii

/
/

izolatinin 100x10x4
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Resim 4.3 Oscillatoria tenuis N38 izolatinin 100x10x4 biiyiitmede 151k mikroskobu
goruntiisiu

Resim 4.4  Planktothrix rubescens NS53 izolatinin 100x10x4 biiyiitmede 151k
mikroskobu goriintiisii
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Resim 4.5 Microcoleus vaginatus N71 izolatinin 100x 10x4 biiylitmede 151k mikroskobu
goruntisu

Resim 4.6  Oscillatoria tenuis N82 izolatinin 1000x10x4 biiylitmede 151k mikroskobu
goruntust
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4.3 Antimikrobiyal Aktivite

Toplam 25 izolatin 18’i siyanobakter ve 7’si Chlorophyta ‘ya ait olup, bu izolatlarin
ekstraktlart Candida albicans ATCC 10239, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Esherichia coli ATCC 35218, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27653, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 patojen fungus ve bakterilere kars1 etkisi arastirilmistir.

Calismada kullanilan izolatlardan Leptolyngbya sp. N2, Oscillatoria sp. N38,
Oscillatoria sp. N71 ekstraklar1 Candida albicans’a Nistatin’e etkisinden daha yiiksek
etki gostermistir. Kullanilan patojenlerin hepsine Leptolynbya sp. N2, Chlorococcum sp.
N8, Oscillatoria sp. N29, Oscillatoria sp. N38, Chlorococcum sp. N48, Oscillatoria sp.
N71, Oscillatoria sp. N82 izolatlarindan elde edilen ekstraktlar etki gostermistir. Gram
(+) patojen bir bakteri olan Bacillus subtilis’e 25 mikroalg ekstraktinin 20’sinin
antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur. Genel olarak mikroalg ekstraktlar1 Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes
ATCC 7644 gibi gram(+)’ler Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653 gibi gram (-)’ler gibi neredeyse
ayn1 antimikrobiyal etkiyi gostermislerdir. 25 adet izolatin sayisal olarak patojenlere
kars1 antibakteriyel ve antifungal etkileri sirasiyla Staphylococcus aureus ATCC 25923
> Bacillus subtilis ATCC 6633 = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27653 > Escherichia
coli ATCC 35218 > Salmonella enteritidis ATCC 13076 > Listeria monocytogenes
ATCC 7644 = Candida albicans ATCC 10239°dir. izolatlarin patojenlere karsi

antimikrobiyal ve antifungal etkileri Tablo’4.3 te verilmistir.
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Tablo 4.3. Mikroalg ekstraktlarmin antimikrobiyal etkileri

Antimikrobiyal Aktivite

Izolatlar Bacillus Staphylococcus | Escherichia Salmonella Psendomonas Listeria Candida

subtilis aureus. coli enteritidis aeruginesa menoc iogensgs albicans,

ATCC 6633 ATCC 25923 ATCC 35218 | ATCC 13076 ATCC 27653 ATCC 7644 ATCC 10239
Leptolynghygsp. N2 94 86 79 g8 106 6.5 25
Chlorecoccumsp. N8 34 5.2 3.7 48 35 42 36
Qscillatoria sp. N9 4.1 2 4.1 3.7 3.9 43 -
Qscillatoriasp.N111 - 25 = 42 3.7 - -
Chlorecoccumsp.N11 24 38 - 26 54 33 42
Chiorococcumsp. N12 6.5 43 37 5.2 2.8 5.1 -
Oscillatorigsp. N16 58 53 44 5 5.2 = =
Chiorecoccymsp-N21 | 42 3.7 - - - -
QOscillatorig sp- N28 3.9 53 4.8 - - -
Oscillatorig sp. N29 3.7 38 25 29 42 58 5.2
Oscillatorigsp. N32 44 5.2 54 : 49 = 5.8
Oscillatorigsp. N38 59 79 4.7 73 7.5 6.2 10,2
Synechocystissp.N39 | - - 3.5 - 38 : 46
Scenedesmus sp. N46 3.5 22 - < 35 = =
Chiorococcumsp.N48 [ 3.8 46 43 52 5.8 38 5.5
Qscillatoria sp. N49 4.1 54 3.7 - S 5 =
Qscillatoriasp. N33 5.2 7.7 58 82 7.6 54 -
Chlorecoccumsp. N79 46 33 3.7 54 6.1 28 48
Qscillatoriasp. N71 96 99 86 109 12.7 7.9 148
Oscillatoriasp. N78 7 T - 2,7 38 ) s
Qscillatoriasp. N82 7.3 6.9 54 6.2 74 33 7.7
Qscillatoria sp. N83 - - 28 37 42 -
QOscillatorig sp. N85 > z - 5 = = =
Qscillatoriasp. N87 3.6 46 49 32 5.1 = =
Qscillatorig sp. N88 33 39 - - = = 45
SCF: 26 20 18 22 19 7 TE
Sulbactam/Cefoperazone
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4.4. Antioksidan Aktivite
4.4.1. DPPH serbest radikal yakalama etkileri

Test edilen mikroalg ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin serbest radikal olan
DPPH’1 yakalama aktivitelerine bakildiginda her bir ekstre icin konsantrasyon orani
artttkca buna bagli olarak aktivite oranmin da yiikseldigi tespit edilmigtir. 31
siyanobakter izolatinin DPPH yakalama aktiviteleri kiyaslandiginda en yiiksek oran
Oscillatoria sp.N38 (0,27 mg/ml) izolatinda goriilmiistiir. Siyanobakter ekstrelerinin
caligmada kullanilan biitiin konsantrasyonlarinin ortaya ¢ikardigi DPPH radikallerinin
inhibisyon etkileri hesaba katilarak ICsg degerleri hesaplanmistir. En diistik aktiviteyi
Oscillatoria sp.N46 izolatinin (675,5 mg/ml) gosterdigi saptanmustir.

Tablo 4.4.1 31 siyanobakter izolatinin DPPH ICsy degerleri (mg/ml)

Siyanobakter drnekleri DPPH 1Cs degerleri
N2 23,4
N9 103,6
N15 110,3
N16 120,4
N23 151,3
N24 54,7
N27 47,4
N28 53,6
N29 287,8
N32 135,0
N36 126,9
N38 10,27
N46 675,5
N49 121,8
N52 163,4
N53 25,5
N62 219,1
NG5 101,4
N67 463,7
N68 251,1
N69 87,2
N71 11,8
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N77 2411
N79 162,0
N80 114,2
N81 362,2
N82 19,9

N84 207,0
N85 208,6
N87 159,8
N88 189,3

4.4.2. Metal iyonlarini selatlama aktivitesi

Test edilen mikroalg ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin metal selatlama
aktivitelerine bakildiginda her bir ekstre i¢in konsantrasyon orani arttik¢ca buna bagh
olarak aktivite oraninin da yiikseldigi tespit edilmistir. 31 siyanobakter izolatinin metal
iyonlarmi selatlama aktivileri kiyaslandiginda en yiiksek oran Oscillatoria sp.N81
(464,5) izolatinda oldugu goriilmiistiir. En diisiik aktiviteyi Oscillatoria sp.N88 (1,845)
izolat1  gostermistir.  Siyanobakter ekstrelerinin ¢aligmada kullanilan  biitiin
konsantrasyonlarinin ortaya c¢ikardigi metal selatlama inhibisyon etkileri hesaba

katilarak ICso degerleri hesaplanmaistir.

Tablo 4.4.2 31 Siyanobakter izolatinin metal selatlama aktivitesi i¢in ICso degerleri

Siyanobakter 6rnekleri ICs0 degerleri (mg/ml)
N2 191,8
N9 134,5
N15 2122
N16 2195
N23 139,2
N24 120,4
N27 129,4
N28 113
N29 302,7
N32 101,2
N36 100,3
N38 300,1
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N46 189,1
N49 2111
N52 182,6
NS53 149
N62 177,5
NG5 162
N67 217,6
NG8 226
N69 112,8
N71 269,9
N77 1171
N79 429,1
N80 155,3
N81 464,5
N82 149
N84 276,6
N85 431,8
N87 73,9
N88 61,8

4.4.3. B-karoten, likopen ve total fenol iceriklerinin belirlenmesi

Antioksidan oOzellige sahip biyoaktif bilesikler baz alindiginda ¢alisilan mikroalg
izolatlarinin P-karoten, likopen ve total fenol igerikleri tespit edilmistir. f-karoten
icerigi en fazla olan izolat Oscillatoria sp.N88 (1,15) ‘dir. En az B-karoten igerigine

sahip olan izolat ise Leptolyngbya sp.N2 (0,17) “dir.

Likopen miktar1 en fazla Oscillatoria sp.N88 ( 0,73) izolatinda tespit edilmistir.
Likopen miktar1 en az olan izolat Oscillatoria sp.N53 (0,02)’tiir.

Total fenol miktarina bakildiginda en fazla Leptolyngbya sp.N2 ( 341,2) izolatinda
oldugu goriilmistiir. En az fenolik igerige sahip olan izolat Oscillatoria sp.N27 (25,25)
‘de tespit edilmistir.
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Tablo 4.4.3 31 siyanobakter izolatinin -karoten, likopen ve total fenol igerikleri

Siyanobakter tiirleri

B-karoten(mg/q)

Likopen (mg/g)

Total fenol miktari(mg/g)

N2

0,17

0,03

341,2

N9 1,09 0,71 110,6
N15 0,85 0,59 204,4
N16 0,88 0,67 245,5
N23 0,82 0,64 255,2
N24 - - 293
N27 - - 25,2
N28 0,89 0,55 104,7
N29 0,89 0,63 119,5
N32 0,84 0,64 257,3
N36 0,85 0,64 235,2
N38 0,66 0,13 337,9
N46 = = 131,4
N49 0,82 0,56 276,5
N52 0,89 0,56 292,7
NS53 0,18 0,02 314,4
N62 0,86 0,61 230,1
NG5 0,86 0,60 2355
N67 - - 169,6
NG68 0,84 0,65 156
N69 0,89 0,68 271,1
N71 0,44 0,06 315,7
N77 0,64 0,64 143,5
N79 0,91 0,58 203,6
N80 - - 83,34
N81 - - 54,93
N82 0,24 0,07 308,5
N84 0,91 0,62 253,03
N85 0,88 0,66 227,63
N87 0,87 0,67 273,6
N88 1,14 0,73 170,8

(-) =tespit edilememistir.
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5.BOLUM

TARTISMA

fcme ve kullanma sularinda bulunabilen siyanotoksinlerin insan ve hayvan saglig
acisindan ciddi tehlike olusturdugu bilinmektedir. Son yillarda mikroalglerin iirettikleri
toksinlerin hem ¢evreye hem de mikroorganizmalara kars1 etkileri arastirilmistir ve buna
bagl olarak HPLC analizi ile toksin karakterizasyonlar1 yapilmaktadir. Bugiine kadar

yaklasik 40 siyanobakter cinsinde siyanotoksin oldugu tespit edilmistir. [166]

Simdiye kadar bu alanda bircok mikroalg ile calisilmis ve bir¢ok toksinin tanimi
yapilmistir. Siyanobakterlerden toksik oldugu tespit edilmis cinsler Microcystis spp.,
Planktothrix spp., Oscillatoria spp., Nostoc spp., Anabaena spp., Anabaenopsis spp.,
Haphalosiphon spp., Cylindrospermopsis spp., Synechococcus spp., Gloeotrichia spp.,

Schizothrix spp., Synecocystis spp. ‘tir.[167]

Bu galismada ¢esitli su kaynaklarindan toplam 31 adet siyanobakter izolati elde edilmis
olup bunlarin toksin ekstraksiyonu yapilmustir. izolat ekstraktlarmin gesitli klinik
patojenlere karsi antimikrobiyal etkileri de incelenmistir. Ayn1 zamanda antioksidan
aktivite olarak DPPH radikalini siipiirme etkileri ve metal iyonlarmi selatlama

aktiviteleri belirlenmis; B-karoten, likopen ve total fenolik igeriklerine de bakilmistir.

Bu ¢alismada izole edilen izolatlara ait ekstraktlarin toksin igerikleri ELISA yontemi ile
analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gére Leptolyngbya sp.N2, Oscillatoria sp. N38,
Oscillatoria sp. N53, Oscillatoria sp. N71, Oscillatoria sp.N82 izolatlarinda mikrosistin
bulunmustur. Bu izolatlarin mikrosistin igerikleri sirasiyla Oscillatoria sp.N71 >
Leptolyngbya sp.N2> Oscillatoria sp.N82> Oscillatoria sp.N38> Oscillatoria sp.N53
seklindedir. Bu sonugclar ile antimikrobiyal etkiler birbirine paralellik gdstermektedir.
Calismada toksini tespit edilen izolatlar ayn1 zamanda patojen bakterilere ve Candida
albicans’a kars1 yiiksek antimikrobiyal etkiyi gostermislerdir. Bu c¢alismadan elde
edilen sonuglara gore izolatlarin toksin igerikleri ile antimikrobiyal etkileri arasinda bir
korelasyon oldugu gorilmektedir. Bu izolatlarin ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin yiiksek olmasi ayni zamanda ¢evre bakimindan c¢ok toksik olan

mikrosistin igermeleri bu izolatlar1 biyoteknolojik agidan 6nemli kilmaktadir.
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Bu calismada toksin igeren Leptolyngbya sp.N2, Oscillatoria sp.N38, Oscillatoria
sp.N53, Oscillatoria sp.N71, Oscillatoria sp. N82 izolatlarinin DNA’lar1 izole edilmis
olup 16SrRNA’larina gore de tanimlamalar1 yapilmistir. Sirasi ile Leptolyngbya sp.N2
izolat1 Leptolyngbya sp. susuna % 98 oraninda, Oscillatoria sp.N38 izolat1 Oscillatoria
tenuis susuna % 99 oraninda, Oscillatoria sp.N53 izolat1 Planktothrix rubescens susuna
% 99 oraninda, Oscillatoria sp.N71 izolati1 Microcoleus vaginatus P09 susuna % 99
oraninda, Oscillatoria sp.N82 izolatinin Oscillatoria tenuis susina % 98 oraninda

benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda Leptolyngbya sp. [168] Oscillatoria tenuis
[139]Planktothrix rubescens [169] Microcoleus vaginatus [170] suslarinda mikrosistin

oldugu bulunmustur.

2008 yilinda Fathalli ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir calismada Misir’da elde edilen
sonuclara gore mikrosistinlerin izolasyon ve karakterizasyonlarina bagli olarak
Microcystis aeruginosa [171] ve Oscillatoria tenuis [139]cinslerinde mikrosistin tespit

edildigi bildirmislerdir.

Dixit ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptig1 bir ¢calismada morfolojik 6zellikleri ve 16s
rRNA sekans analizleri baz alinarak yapilan analizde Oscillatoria sp.RBD01 ve
Leptolyngbya sp.RBDOS tiirleri toksik bulunmustur.

Afef ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Oscillatoria tenuis cinsinin

toksin icerdigi tespit edilmistir.

2017 yilinda Zoschke ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada Planktothrix
rubescens’in demetile (demethylated) mikrosistin iirettigi tespit edilmistir. 2015 yilinda
Marie-Eve Garneau ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada filamentoz

siyanobakter olan Planktothrix rubescens’in mikrosistin tirettigi bildirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda 25 adet mikroalg izolatinin Candida albicans
ATCC 10239, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Echerichia coli ATCC 35218, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas
aureginosa ATCC 27653, Listeria monocytogenes ATCC 7644’e karsi etkileri
arastirtlmistir.  Leptolyngbya sp.N2, Oscillatoria sp. N38, Oscillatoria sp.N71

izolatlarmin ekstraktlar1 Candida albicans’a kars1 Nistatin’den daha fazla etki gosterdigi
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bulunmustur. Mian ve arkadaslarmin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kullandiklari
mikrolag izolatlarinin % 9,1’i Candida albicans’a etki gostermisir. Buna karsilik bu
calismada kullanilan mikroalg izolatlarmin % 48’i Candida albicans’a kars1 etki
gostermistir. Ayni zamanda bu izolatlardan ii¢liniin de bir fungusit olan Nistatin’den
daha yiiksek antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir. 2006 yilinda, Sahlan ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise 22 adet mikroalgin antibakteriyal ve
antifungal etkileri incelenmis ve iki izolat haricindeki 20 izolatin ticari antifungal olan
flukonazol kadar etki gosterdigini bulunmustur. Bu ¢alisma i¢in ticari antifungal olan
Nistatin kullanilmig ve belirtilen izolatlarin ekstraktlarinin Nistatinden daha yiiksek etki
gosterdigi kanitlanmigtir. Bir degerlendirme yapilacak olursa biyoteknolojik acidan
oneme sahip bu izolatlarin ekstraktlarinin Nistatin fungisitine alternatif olarak

endiistriyel anlamda yeni dogal iirlinler olarak kullanilabilecegi 6ngdriilebilir.

Calismada kullanilan 25 izolattan 12’si Candida albicans’a, 20’si Bacillus subtilis’e,
21’1 Staphlylococcus aureus’a, 18’i Echerichia coli’ye, 16’s1 Salmonella enteritidis’e,
20’si Pseudomonas aureus’a, 12’si Listeria monocytogenes e Karsi antimikrobiyal etki
gostermistir. Jaki ve arkadaslart 1999 yilinda yaptiklar1 calismada 43 adet karasal ve
Tatlisu siyanobakter ekstraktlari ile calismis ve suslarin % 16,3’tinlin Gram(+), %
5,8’inin Gram(-) bakterilere kars1 antimikrobiyal etki, % 10,5 ‘inin ise antifungal etki
gosterdigini bildirmislerdir. Bu iki ¢alisma ile kiyaslandiginda bu ¢alismada izole edilen
suslara ait ekstaktlarin toksin bakimindan patojenlere karst daha ¢ok antimikrobiyal ve
antifungal etki gosterdigi bulunmustur. 2016 yilinda Entesar A. Ahmed’in yaptig1 bir
calismada Nostoc caeruleum, Spirulina platensis, Cylindrospermum majus, Oscillatoria
farmosa ve Chlorella vulgaris olmak iizere 5 adet tiiriin metanol ekstraktlari 3 adet Gr
(+) ve 3 adet Gr (-) bakteriye karsi antimikrobiyal etkileri incelenmis ve en belirgin
antimikrobiyal etkiyi Chlorella vulgaris’in gosterdigi tespit edilmistir. 2017 yilinda
Davoodbasha ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir ¢alismada Scenedesmus
intermedius’tan ekstrakte edilen FAME’in Stapylococcus aureus, Streptococcus mutans
ve Bacillus cereus gibi Gr(+); Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa gibi Gr(-)
ve mantarlardan Aspergillus parasiticus ve Candida albicans’a karsi yiiksek
antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir. 2011 yilinda Silva-Stenico
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada Oscillatoriales, Chroococcales, Nostocales ve

Stigonematales takimlarina ait 50 ekstraktin %30’u Gr(+) bakterilere; % 17’si Gr(-)
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bakterilere kars1 aktif oldugu tespit edilmistir. Aktif ekstraklarin % 77 ’sinin Bacillus
subtilis biiyiimesini inhibe ettigi gozlemlenmistir. Bu c¢alismada Chroococcales
takiminin en etkili inhibisyon gosteren siyanobakter takimi oldugu bildirilmistir. Osman
ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Fischerella sp., Oscillatoria sp.,
Anabaena sp. tiirlerinin Gr (+) bakteri olan Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 33018; Gr (-) bakteri olan Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella typhimurium ATCC 14028 ‘e kars1
antimikrobiyal etkileri incelenmisir. Cozlicii olarak hegzan ve metanol kullanilmistir.
Calismanin sonucunda Oscillatoria sp.’nin metanol ekstraktinin S.aureus ATCC
25923’¢ karst en yiliksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismadaki
antimikrobiyal aktivite denemeleri incelendiginde Oscillatoria tiirlerinin ¢alisilan diger
tiirlere oranla daha yiiksek antibakteriyal etki gosterdigi saptanmistir ve bu nedenle iyi

bir antibakteriyal bilesik olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Calismada kullanilan biitiin patojen bakterilere ve Candida albicans’a kars1 en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi Oscillatoria sp. N71 gostermistir. Leptolyngbya sp. N2 izolatina
ait ekstraktin ise ¢alismada kullanilan biitiin patojen bakteri ve fungusa kars1 en yiiksek
ikinci antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur. Oscillatoria sp.N85 izolatinin
calismada kullanilan hicbir patojen bakteri ve fungusa karsi etki gostermedigi
saptanmistir. Mian ve arkadaslart 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada 22 adet karasal ve
sucul siyanobakter ekstraktinin ¢esitli Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 etkilerini
incelemislerdir. Ekstraktlarin hi¢ biri Escherichia coli ( ATCC 25922 ) ve Pseudomonas
aeruginosa ( ATCC 27853 ) gibi Gram (-) bakterilere kars1 etki gostermedigi rapor
edilmistir. Bu duruma sebep, ¢alismada kullanilan mikroalg tiiriiniin ve ekstraktin
icerigi ile alakali olabilecegi gosterilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak toksini yiliksek

olan izolatlarin ayn1 zamanda yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi soylenebilir.

Mikroalglerin antimikrobiyal etkileri icerdikleri indoller, terpenler, asetojeninler, yag
asitleri ve fenoller gibi bazi kimyasal maddelerle ilgilidir [172, 173]. Bir mikroalg olan
Chaetoceros muelleri ile yapilan bir ¢alismada, algin lipit kompozisyon igeriginin
antimikrobiyal akivitede etkin oldugu tespit edilmistir [174]. Dunaliella salina ile
yapilan bir ¢alismada yag asitleri, a ve B-ionone, 3-cyclocitral, neophytadiene ve phytol

gruplarinin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olduklart bildirilmistir [175].
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Aydas ve arkadaglar1 da fenol bilesiklerinin bir¢cok biyolojik aktiviteden sorumlu
oldugunu ve hususi mikroalglerde antimikrobiyal etkiden sorumlu en 6nemli faktor

oldugunu gostermislerdir [176].

Ramos ve arkadaslarmin 2015 yilinda yapmis oldugu bir c¢alismada toksik olan
Microcystis, Anabaena ve Nostoc cislerinin ayni zamanda antimikrobiyal, antikanser,
antiviral ve antifungal etkilerinin de oldugunu belirtilmistir. Bu ¢alismada mikrosistin-
LR igeren Microcytis aeruginosa RST 9501 cinsinin patojenik Mycobacterium
tuberculosis bakterisine karsi antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmis olup bu
etkinin igerdigi toksinden kaynaklandigi kanitlanmistir. Siyanobakterilerin trettikleri
toksin gibi sekonder metabolitlerin sadece hastalik yapici ajanlar olmadigi aym
zamanda bu metabolitlerin biyoaktif molekiiller oldugu son zamanlarda arastirmacilarin
dikkat ¢ektigi konulardan bir tanesidir. Bu ¢alismada belirtilen; peptitlerdeki aminoasit
kalintilarinin patojenik mikroorganizmalara kars1 aktiviteyi degistirdigi ve aslinda

antibakteriyel aktivite lizerinde 6nemli etkisinin oldugu kanitlanmistir.

Barboza ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada Romeria gracilis
ve Synechococcus spp.’nin ethanol ekstraktlarinin patojenik bakteri olan Pseudomas

aeruginosa’nin biiylimesini engelledikleri tespit edilmistir.

Serbest radikalleri yakalama o6zelligi antioksidanlarin bilinen bir 6zelligidir.
Antioksidan bilesikler insan saglig1 i¢in ve koroner kalp hastaliklari, antitiimdr aktivite
ve karsinogeneze sebep olan inflamasyon ve mutagenez gibi bir takim hastaliklarin

onlenmesinde ciddi bir role sahiptir. [177, 178]

Bu c¢alismada kullanilan izolatlara ait ekstraktlarin antioksidan aktivitelerine
bakildiginda, serbest radikal olan DPPH’1 yakalama aktivitesi en yiiksek oran
Oscillatoria sp.N38 (10,27 mg/ml) izolatinda; en diisiik oran Oscillatoria sp.N46 (675,5
mg/ml) izolatinda saptanmistir. DPPH yakalama aktivitesi en yiiksek olan izolat
Oscillatoria sp.N38 ‘in ayn1 zamanda mikrosistin igerdigi de belirlenmistir. Hossain ve
arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklari bir ¢alismada sirasiyla Oscillatoria sp., Lyngbya
sp., Microcystis sp. ve Spirulina sp. olmak iizere toplam 4 siyanobakteri tiirii ile
caligmiglar ve en yiksek DPPH yakalama aktivitesi Oscillatoria sp. tiiriinde
saptanmistir. Toksin igeren izolatlarin DPPH radikalini yakalama aktivitelerine

bakildigr zaman; DPPH aktiviteleri sirasiyla Osillatoria sp. N38 > Oscillatoria sp.N71
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> Oscillatoria sp.N82> Leptolyngbya sp.N2 > Oscillatoria sp. N53 izolatlar1 olacak

sekilde siralanabilir.

Aydag ve arkadaglarinin 2012 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada DPPH yakalama
aktivitesine bakilmis ve en diistik aktivite Leptolyngbya sp. BASO704 cinsinde ( ICso=
212.04) tespit edilmistir. Martel ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada
Nostoc sp., Leptolyngbya protospira, Nodularia spumigena ve Phormidiochaete sp.
tiirlerinin BHA ve BHT standartlarinin soliisyonlaria gore yiiksek konsantrasyonlarinin
DPPH yakalama aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Konsantrasyon orami arttik¢a
DPPH radikali yakalama etkisinin dogru orantili bir sekilde artig gosterdigi ¢alismalarda
bildirilmigtir.

Singh ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada farkli genuslara ait
20 siyanobakter susu izole edilmis ve bunlarin DPPH yakalama aktivitelerine
bakilmistir. Izole edilen suslar Anabaena, Nostoc, Microcheate, Oscillatoria,
Synechocystis, Hapalosiphon, Mastigoclodus, Scytonema, Westiellopsis,
Cylindrospermum, Aulosira, Chroococcus, Lyngbya, Calothrix, Dichothrix, Limnothrix,
Phormidium genuslarina aittir. Elde edilen sonuglara gére en yiiksek DPPH yakalama
aktivitesini Anabaena constricta tiiri gostermistir. En diisik DPPH aktivite ise
Microcheate tenera cinsinde saptanmistir. Hossain ve arkadaglarinin 2016 yilinda
yaptig1 bir ¢alismada en yiikksek DPPH yakalama aktivitesini Oscillatoria sp. ve bunu
takiben Lyngbya sp.gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da en yiikksek DPPH
yakalama aktivitesini Oscillatoria sp.N38 izolati gdstermistir. Arastirmacilar bu
sonuglar1 degerlendirdiginde Oscillatoria sp. ve Lyngbya sp.’nin beslenme, eczacilik ve
diger endiistriler i¢in milkemmel bir kaynak olabilecegine dair Ongoriide

bulunmuslardir.

Bir diger antioksidan aktivite belirleme calismasi olan metal iyonlarini selatlama
aktivitelerine bakildiginda, bu ¢alismada en yiliksek metal iyonlarini selatlama aktivitesi
gosteren izolat Oscillatoria sp.N81 (464,5 mg/ml) “dir. En diisiik aktiviteyi Oscillatoria
sp.N88 (61,8 mg/m) izolati gostermistir. Toksin igeren izolatlarin metal selatlama
aktiviteleri sirastyla Oscillatoria sp.N38 > Oscillatoria sp.N71 > Leptolyngbya sp.N2 >
Oscillatoria sp.N53 = Oscillatoria sp.N82 “dir.
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Hossain ve arkadaglarinin 2016 yilinda Oscillatoria sp., Lyngbya sp., Microcystis sp. ve
Spirulina sp. ile yaptiklar1 bir ¢alismada en yiiksek metal selatlama akitivitesi
Oscillatoria sp. tiiriinde gortlmiistiir. Aydas ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis
oldugu bir ¢aligmada ise yine Oscillatoria sp.’nin en yiiksek metal selatlama aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir. Singh ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu bir
caligmada siyanobakterlerin demir selatlama aktivitelerine bakildiginda en belirgin
demir selatlama aktivitesi Anabaena constricta, Synechocystis sp., Cylindrospermum
sp., Oscillatoria acuta, Phormidium tenue, Anabaena doliolum’da gériilmiistiir. Demir

selatlama aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmistir.

Hiicresel sistemde metal iyonlarmin fazlaligi ¢esitli anomalilere yol acabilir.
Siyanobakter ekstraktlarinin metal selatlama aktiviteleri ¢ok biiylik 6neme sahiptir.
Gecgis metal iyonlar1 oksidatif hasara yol acgabilir. Siyanobakteriyel hiicresel
bilesenlerinin bu tarz faaliyetleri ¢evresel stres kosullart altinda bu organizmalara karst

koruyucu bir gorevi oldugu diistiniilmektedir. [179]

Calismada kullanilan izolatlarin total fenol igeriklerine bakildiginda, en yiiksek total
fenol igerigine sahip olan izolatin Leptolyngbya sp.N2 (341,2 mg/g) oldugu
goriilmektedir. En diisiik total fenol igerige sahip izolat Oscillatoria sp.N27’dir. Total
fenol icerigi en yliksek olan tiiriin ayn1 zamanda toksin igerdigi de belirlenmistir. Total
fenol igerigi yiiksek olan bu izolatin toksin igeriginin de yiiksek oldugu bulunmustur.
Toksin igeren izolatlarin total fenol igerikleri kiyaslandiginda sirasiyla Leptolyngbya
sp.N2 > Oscillatoria sp.N71 > Oscillatoria sp.N38 > Oscillatoria sp.N82 > Oscillatoria
sp. N53 oldugu goriilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak toksin iceren izolatlarin

total fenol igeriklerinin yliksek oldugu ve birbiri ile korelasyon gosterdigi sOylenebilir.

Yapilan antioksidan ¢aligmalar incelendiginde Oscillatoria tiirlerinin iyi derecede
antioksidan etki gosterdigi saptanmis ve bu etkiden sorumlu olan maddenin fikosiyanin
olabilecegi tespit edilmistir. Bu sonuglar Oscillatoria tiirlerinin dogal bir antioksidan

besin olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

2016 yilinda Entesar A. Ahmed’in yaptig1 bir ¢aligmada siyanobakterlerin total fenol
icerigine bakildiginda en yiiksek deger Chlorella vulgaris’te gézlenmistir. Bu tiiriin
antimikrobiyal etkisinin de yiksek bulundugu gozlemlenmistir. Hossain ve

arkadaglariin yaptigi ¢alismada total fenol igeriginin en yiiksek oldugu tiir Lyngbya sp.
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olarak tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz calismada total fenol igerigi en yiiksek olan
izolat Leptolyngbya sp.N2 olarak tespit edilmis olup ayn1 zamanda toksin igerdigi de
saptanmustir. Singh ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada tiirlerin
total fenol igeriklerine bakildiginda total fenol igerigi en yiiksek olan tiir Osciallatoria
acuta oldugu goriilmiistiir. Bu tiirii sirastyla Mastigocladus laminosus ve Lyngbya sp.

takip etmektedir.

Toksin igeren tiirlerin DPPH radikalini yakalama etkisinin de yiiksek c¢iktigi; ayni
sekilde bu tiirlerin total fenol igeriklerinin de yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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6.BOLUM
SONUC VE ONERILER

Siyanobakterlerin trettikleri sekonder bilesikler olan toksinlerin 6nemi ve bu toksinlerin
zararlarinin yani sira bunlardan faydalanacak sekilde yapilan arastirmalar giiniimiizde
ciddi boyut kazanmistir. Bu ¢aligmada Kizilirmak nehrinden izole edilen siyanobakter
tiirlerinin toksin igerikleri, antimikrobiyal etkileri ve antioksidan aktivilerini incelenmis

olup bu tiirlerin biyoteknolojik alanda kullanilabilirligi tartisilmastir.

Yapilan g¢alismadan elde edilen sonuglara gore toksin igeren Leptolyngbya sp.N2,
Oscillatoria sp. N38, Oscillatoria sp. N53, Oscillatoria sp.N71 ve Oscillatoria sp.N82
izolatlarinin toksin igeriklerine bagl olarak antimikrobiyal etkilerinin de dogru orantili
bir sekilde artig gosterdigi saptanmistir. Bu baglamda toksin miktar1 ile antimikrobiyal
etki arasinda bir korelasyon oldugu séylenebilir. Toksin igeren tiirlerin DPPH yakalama
etkisi ile total fenol icerikleri arasinda da bir korelasyonun oldugu goriilmektedir. Total
fenol miktar1 en yiiksek izolat olan Leptolyngbya sp.N2’nin toksinin de yiiksek oldugu
kanitlanmistir. En yiiksek toksin igerigine sahip olan Oscillatoria sp. N71 izolatinin yine

yiiksek DPPH yakalama oranina sahip oldugu belirlenmistir.

Bunlara ek olarak bu c¢alismada elde edilen izolatlara ait B-karoten ve likopen icerikleri
de tayin edilmis olup; bu zamana kadar siyanobakterlerin B-karoten ve likopen igerikleri
gosterdikleri antioksidan etki bakimidan ¢ok az incelenmistir. Ik defa bu calismada elde
edilen siyanobakter izolatlarinin toksin igeriklerinin yani sira biitiin antioksidan aktivite

ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir.

Yapilan bu calismada ¢evre ve insan sagligl acisindan risk teskil eden toksik tiirlerin
biyoteknolojik olarak onemine deginilmis ve bu tiirlerin kimyasal ilaglara alternatif
olarak dogal ilag iretiminde kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir. Benzer sekilde elde edilen
izolatlarin antioksidan ozellikleri dikkate alinarak bu izolatlarin gida sektorii, eczacilik

ve diger endiistri alanlarinda miikemmel bir kaynak teskil edebilecegi ongoriilebilir.
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