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OZET
CESITLI ORTAMLARDAN iZOLE EDILMIS OLAN SiYANOBAKTERILERIN
FIKOSIYANIN URETIM YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

Sona HAJIYEVA

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos 2022

Danisman: Prof. Dr. Meral YILMAZ CANKILIC

Bu tez ¢alismasinda, daha once cesitli ekolojik ortamlardan izole edilerek
identifiye edilmis yedi siyanobakteri izolatindan en yiiksek C-fikosiyanin verimi
saglayan izolat belirlenmistir. C-fikosiyanin liretimine yonelik optimizasyon ¢alismalar1
yapilmis ve elde edilen C-fikosiyanin saflastirilarak karakterize edilmistir. Biyolojik
aktivitesini belirlemek amaciyla ekstraktin in vitro olarak antimikrobiyal, antioksidan ve
antikanser etkileri arastirllmistir. Ekstraksiyon yOntemine yonelik optimizasyon
calismalari ile en iyi verim termofilik Geitlerinema sp. izolat1 ile elde edilmistir. Elde
edilen C-fikosiyanin pigmenti bakteri ve mayalar iizerinde standart antibiyotiklere gore
daha diisiik inhibisyon zonu ile antimikrobiyal aktivite gostermistir. Antioksidan
aktivite DPPHe radikalini siipiirme yontemi kullanilarak 1Csg 0,57+0,01 mg/mL degeri
ile standart olarak kullanilan askorbik aside kiyasla diisiik bir degerle sonuglanmustir.
Antikanser aktivite ise akciger hiicre hatlar1 (A549, CCD-19Lu) ve pankreas hiicre
hatlar1 (Panc-1, hTERT-HPNE) {izerinde MTT testi kullanilarak belirlenmistir. CCD-
19Lu normal akciger hiicre hatt1 i¢in hesaplanan ICsy degerlerinin A549 akciger kanser
hiicre hattina gore daha diisiik bulundugu gozlenmistir. C-fikosiyaninin pankreas kanser
hiicreleri ilizerinde 72 saatte diisiik konsantrasyonlarda daha etkili ve kayda deger
antikanser aktiviteye sahip oldugu ve hiicre canlilik sonuglar1 gz 6niine alindiginda,
secilen bilesiklerin uygun bir giivenlik profili gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Siyanobakteriler, C-fikosiyanin, Saflagtirma, Karakterizasyon,

Biyolojik aktivite.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PHYCOCYANIN PRODUCTION POTENTIAL OF
DIFFERENT STRAINS OF CYANOBACTERIA ISOLATED FROM VARIOUS
ENVIRONMENTS

Sona HAJIYEVA

Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, August 2022
Supervisor: Prof. Dr. Meral YILMAZ CANKILIC

The master thesis investigates the isolate with the highest C-phycocyanin yield
was determined from seven cyanobacteria isolates that were previously isolated and
identified from various ecological environments. The studies of optimization for C-
phycocyanin production were carried out and the obtained phycocyanin was purified
and characterized. To determine its biological activity, the antimicrobial, antioxidant,
and anticancer effects of the extract were investigated in vitro. With the optimization
studies for the extraction method, the best yield was obtained with the thermophilic
Geitlerinema sp. isolate. The obtained C-phycocyanin pigment showed antimicrobial
activity on bacteria and yeasts with a lower inhibition zone compared to standard
antibiotics. Its antioxidant activity by performing the DPPHe test resulted in an ICsq of
0.57+£0.01 mg/mL, which is relatively low compared to ascorbic acid (0.24+0.08
mg/mL). The anticancer activity was determined using the MTT assay on lung cell lines
(A549, CCD-19Lu) and pancreatic cell lines (Panc-1, hTERT-HPNE). It was observed
that the calculated I1Cs( values of the compound for the CCD-19Lu normal cell line were
lower than the A549 lung cancer cell line. C-phycocyanin was found to have more
potent and significant anticancer activity for pancreatic cells at low concentrations
within 72 hours and the selected compounds showed a favorable safety profile
considering the cell viability results.

Keywords: Cyanobacteria, C-Phycocyanin, Purification, Characterization, Biological

Activity.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Eskisehir
Teknik Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigin1 ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Sona HAJIYEVA
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1. GIRIS

Bilindigi gibi pigmentlerin temel maddeleri dogal kaynaklardan koken alir.
Dogada gerek kimyasal gerek fiziksel etkiye ihtiyag duymadan kendiliginden
gelisebilme 6zelligine sahip siyanobakteriler ¢evreye atik olarak salinmak yerine dogal
mavi renk Ozelligine sahip C-fikosiyanin (C-PC) fireticisi olarak miikemmel bir
biyoteknolojik dogal kaynak olabilir.

Dogal ortamlarda yetisen ¢ogu mavi yesil siyanobakterilerin genelinde yaygin
olarak bulunan ve kromofor olarak sadece fikosiyanobilinden olusan tip, C-
fikosiyanindir (Tandeau de Marsac, 2003).

Siyanobakteriler bir C-fikosiyanin pigment kaynagi olup kuru agirligin %8-13’1
oraninda C-fikosiyanin i¢ermektedirler. C-fikosiyanin, toksik olmayan, benzersiz
yapisal ve islevsel 6zellikleriyle biyoteknoloji, biyotip, farmasotikler, renklendiriciler,
floresan ajanlar ve gida iiriinleri, ¢esitli ticari uygulamalar i¢in endiistriyel alanlarda
Oonemi olan bir proteindir. Bununla birlikte, bu pigmentin genis 6l¢ekte uygulanmasi
ve kaliteli iiriinlerin gelistirilebilmesi prosesi saflik endeksine baglidir. C-fikosiyaninin
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi islemi son derece karmasik olmakla beraber belirli
siyanobakteri cinslerinde bulunan C-fikosiyanin veriminden dolay1 siirli olmaktadir
(Kannaujiya vd., 2017).

Son birka¢ yildir, siyanobakterilerden C-fikosiyanin elde edilmesine yonelik
hiicre ekstraksiyonu i¢in gesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir (Juin
vd., 2015). Siyanobakterilerden fikosiyaninlerin saflastirilmasi i¢in birkag teknik
benimsenmis ancak, temel teknikler laboratuvar Olgegiyle smirli kalmistir. Son
zamanlarda, fikobiliprotein iiretimi igin biiyiikk Olgekli saflagtirma teknolojileri
kullanilmaktadir (Chen ve Xiong, 2022; Guan, 2016).

C-fikosiyanin sentetik renklendirici olarak kullaniminin yaninda saglik amaclh
olarak da genis bir kullanim yelpazesine sahiptir. Son yillarin en ilgi ¢ekici arastirma
konusu olan bu pigmentin iiretimiyle ilgili bircok aragtirma bulunmaktadir (Galetovié
vd., 2020; Martelli vd., 2014; Kaur vd., 2019; Saini vd., 2018).

Biyoaktif bilesikler olarak bilinen fikobiliproteinler ile ilgili ¢aligmalara ilgi
artarak devam etmektedir (Pagels vd., 2019). Katma degeri yiiksek dogal {iriin olarak
bilinen C-fikosiyanin antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser etkilere

sahiptir (Liu vd., 2022; Pourhajibagher vd., 2019; Romay vd., 2003). Ayrica ¢esitli



klinik uygulamalarda bir ilag olarak da gii¢lii bir potansiyele sahip olabilir (Demay
vd., 2019). Bu nedenle biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan maddenin yiiksek
oranda bir saflia sahip olmasi1 gerekir. Burada saflik faktorii C-fikosiyaninin kullanim
alanlarmi belirlemektedir. Ornegin C-fikosiyanin 0,7 oranindaki saflig1 gida sektorii
icin uygulanabilir bir degerdir (Kéferbock vd., 2020).

Cok az sayida siyanobakteri tiiriiniin, yiikksek miktarda C-fikosiyanin {iretme
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle daha verimli suslarin eldesi
onemlidir. Bu ¢alismada daha once farkli ekolojik ortamlardan izole edilerek identifiye
edilmis ve Eskisehir Teknik Universitesi’nin mikrobiyoloji laboratuvarinda muhafaza
edilen 7 adet siyanobakteri izolati kullanilmistir. Bu izolatlar Kiitahya'daki Simav
Eynal termal kaplicasindan izole edilen 3 adet Geitlerinema sp. izolati, Eskisehir
Porsuk Cayi’ndan izole edilen Nodosilinea sp, Phormidium lumbricale ve
Leptolyngbya norvegica izolatlari, Kirka Bor Madeni atik havuzundan izole edilen
Leptolyngbya sp. izolatlaridir. Calismada bu izolatlardan farkli ekstraksiyon
yontemleri uygulanarak C-fikosiyanin eldesi, elde edilen C-fikosiyaninin
saflastirilarak  karakterizasyonu ve biyolojik aktivitesinin ortaya konmasi
amaclanmustir.

C-fikosiyanin veriminin arttirllmasina yonelik en uygun ydntem ve izolat
seciminin ardindan belirlenen izolatin gelisim siirecinde aydinlik ve karanlik
inkiibasyon kosulu, ekstraksiyon yonteminde tampon, siire ve gii¢ gibi parametrelerde
degisiklikler yapilarak en uygun kosullar belirlenmistir. Ekstraksiyonun ardindan C-
fikosiyanin 6rnegini saflastirmak amaciyla literatiirde en ¢ok tercih edilen yontem olan
amonyum siilfatla ¢oktiirme ve iyon degisim kromatografisi kullanilmistir. Daha sonra
kismi ve yiiksek safliktaki C-fikosiyaninin oOrnekleri liyofilize edilerek,
karakterizasyon, molekiiler agirlik, yiiksek sicakliklara dayaniklilik, antimikrobiyal,

antioksidan aktivite, ve antikanser ¢alismalar1 yapilmaistir.

1.1. Siyanobakteriler

Mavi yesil siyanobakteriler evrimde ¢ok eskiye dayanan, morfolojik yonden
farkli, ekolojik olarak olduk¢a 6nemli, gram-negatif prokaryotik mikroorganizmalardir
(Soule ve Garcia-Pichel, 2019). Bunlarin ¢ogu aerobik fototroflar olup, yasam
stirecleri icin sadece su, karbondioksit, inorganik maddeler ve 1s18a ihtiyag

duymaktadirlar. Fotosentez, enerji metabolizmasinin temel unsurudur. Dogal



ortamlarda ise bazi tiirlerin tamamen karanlikta uzun siire hayatta kalabildikleri
bilinmektedir. Bununla birlikte baz1 siyanobakteriler fotosenteze gerek kalmaksizin
heterotrofik beslenme yetenegine sahiptir (Fay, 1965; Singh vd., 2021).

Siyanobakteriler, deniz ve karasal ortamlar basta olmak iizere tath sular, kaya ve
topraklarda kozmopolit bir dagilima sahip olup, serbest olarak yasamlarini
stirdiirebilirler. Bunun yani sira tuzlu, ac1 veya tath suda, soguk ve termal kaplicalarda
ve baska mikro alglerin bulunmadigi ekstrem ortamlarda gelisebilirler (Mur vd.,
1999). Cesitli gevresel stres kosullar1 altinda, biiyiime ve gelisme bakimindan bir
savunma mekanizmast olusturup mevcut kaynaklardan yararlanmak i¢in
morfolojilerini  degistirebilirler (Young, 2007). Siyanobakteriyel morfolojiyi
etkileyebilen sartlar arasinda besin sinirlamalari, 151k kalitesi rengi, sicaklik, ozmotik
sok, oksidatif ve asidik stres gibi abiyotik faktorler bulunmaktadir (Singh vd., 2010).
Bu fotosentetik bakterilerin hiicresel yapilar1 kalin olup, musilaj kilifla kaplanmis
peptidoglikan igerir ve bu 0zelligi ile bakterilerle yakin iliskilidir. Farkli hiicre
morfolojilerine sahip mavi yesil siyanobakteriler genel olarak {i¢ temel morfolojik
formla tanimlanmaktadir. Bunlar tek hiicreli, heterosist icermeyen filament6z formlar
ve heterosist iceren filamentli formlardir (Singh ve Montgomery, 2011; Whitton,
2012).

Siyanobakterilerin  hiicre biyiikligi 0,5-100 pm arasinda degisiklik
gostermektedir. Azot fikse etmeyen tek hiicreli tlirlerde ise 1-3 pm arasinda
degisirken, Crocosphaera hiicreleri biraz daha biiyilik olma egilimindedir (¢ap1 7 um'ye
kadar). Daha kiigiik (<3 pm) siyanobakteriyel grup ayni zamanda "pikoplankton"
olarak bilinen, birincil tlirlerin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir (Whitton, 2012).

Siyanobakterilerin, temel olarak ticari kullanimi insan tiikketimi i¢in toplu bir
biyokiitle iiretimi olup, uzun ge¢misi olan teknolojik uygulamalara dayanmaktadir.
“Yiiksek degerli iirtinler” olarak kabul edilen bir¢ok siyanobakteriyel metabolit vardir.
Beta-karoten, astaksantin gibi karotenoidlerin yani sira fikobilin, C-fikosiyanin
pigmenti, gida boyasi olarak endiistriyel agidan 6nemlidir (Soule ve Garcia-Pichel,
2019). Ayrica, siyanobakterilerde en ¢ok bulunan klorofil a pigmenti radyoaktif
etiketli niikleotidler, amino asitler ve siyanobakteriyel kaynakli bazi restriksiyon
enzimlerinin arastirilmasi amaciyla satilmaktadir. Buna ek olarak, siyanobakteriler
tarafindan polihidroksialkanoatlar (PHAs) gibi biyopolimerlerin tiretimi, ozellikle

biyomedikal endiistrisinde, petrol bazli plastiklere biyolojik olarak parcalanabilir bir



alternatif olarak kullanilmaktadir (Abed vd., 2009; Kumar vd., 2019; Yadav vd.,
2022).

1.2. Siyanobakteriyel Pigmentler

Pigmentler, goriiniir spektrumun farkli bir aralifinda 15181 emen bilesiklerdir.
Bu pigmentler, elektronlari degisik enerji seviyelerinde absorbe etme ve uyarma
Ozelligini saglayan karmasik ve konjugatif bir yapiya sahiptir (Vinha vd., 2018).
Giiniimiizde pigmentler dogal ve sentetik olarak tretilmektedir. Sentetik pigmentler,
enddistriyel iiretimleri genellikle modern teknolojiye ve kimyasallara dayanmaktadir.
Dogal pigmentler ise, bocekler, bitkiler, algler ve daha birgok canli tiiriinden elde
edilebilmektedir (Joshi vd., 2003). Mavi-yesil siyanobakteriler de bu gruba dahil olup
degisik renklerde dogal pigmentler sentezleme konusunda biiyiik bir yetenege sahiptir.
Dogada siyanobakteriler, klorofiller (Chls), karotenoidler, fikobiliproteinler ve
scytonemin gibi biyolojik pigmentlerin birincil kaynaklarindan biri olarak kabul edilir
(Mourelle vd., 2017). Bu pigmentler, biyolojik olarak pargalanabilen insan saglig1 ve
cevre icin faydali olabilecek cesitli renklerin dogal bir kaynagidir (Rastogi vd., 2010).

Pigmenler yapisal olarak izopren ve tetrapirol halkalarindan olusur. Klorofil ve
fikobiliproteinler tetrapirol halka yapisina sahipken karotenoidler izopren
birimlerinden olugmaktadir (Chakdar ve Pabbi, 2017; Morocho-Jacome vd., 2020).

Fikobiliproteinler ve karotenoidler, goriiniir spektrumun biiyiik kisminda 15181
aborbe eden 151k toplama sistemlerinde bulunur. Bu pigmentler fikobilizomlarin ana
membrant igerisinde klorofil-karotenoid-protein kompleksleri ve karotenoprotein
kompleksleri halinde diizenlenir (Bauer, 1966; Thornber, 1986).

Dogada en ¢ok bol bulunan karotenoidler, cogunlukla klorofiller ile iligkili olan
temel 151k toplama molekiilleridir. Genel olarak karotenoidler, goriiniir spektrum
bolgesindeki klorofil molekiillerinin absorpsiyon spektrumu disindaki 15181 emer.
Ayrica klorofil molekiilleri tarafindan emilen enerjinin fazlasini dagitarak asir1 yiiksek
151k yogunlugunun zararl etkisine kars1 koruma saglar (Nisar vd., 2015).

Klorofiller, yesil renkli benzersiz pigmentler olup ¢esitli bitki, alg ve
siyanobakterilerde bulunur (inang, 2011). Siyanobakterilerde dogal olarak alt1 farkli
klorofil tiirii (klorofil a, b, d. f) olmasina ragmen, klorofil a, ¢ogu siyanobakteri tiirti

arasinda en bol bulunan pigmenttir (Gan ve Bryant, 2015). Klorofil a pigmenti,



yapilarinda elektronun delokalizasyonuna izin veren birbirine bagh tek, ¢ift baglarin
varligindan dolayr miikemmel bir fotoreseptordiir. Bu tiir delokalize polienler,
spektrumun goriiniir bolgelerinde ¢ok gii¢lii absorpsiyon bantlarina sahiptir ve bu da
giines 1s18indan enerji absorpsiyonuna izin verir (Duan vd., 2007). Klorofil-a ve
fikobiliprotein konsantrasyonlar1 kiiltlirin bulundugu ortamin kosullarina baglidir.
Yiiksek 151k yogunlugunda yetisen kiiltiirlerin hiicre sayist daha az, gelisim hizi
normale gore 10 kat daha yavastir ve bu hiicreler normalin 1/3’i kadar pigment
igerirler (Huang vd., 2016).

Klorofil b tiirliniin  pigmentine sahip olan siyanobakteri grubu
fikobilizomlardan yoksun olmasi spefisifik bir 6zelliktir (van der Staay vd., 1998;
Velichko vd., 2013).

Klorofil d ilk olarak A. marina MBIC 110017 izolatin, Bat1 Pasifik Ascidian L.
patella ile simbiyotik bir iligkisinden izole edilmis olarak bulunmustur (Miyashita vd.,
1997; Li vd., 2013).

Klorofil f yapisal olarak klorofil a'dan molekiil olarak sadece C, pozisyonunda
(metil grubu yerine formil grubu) farklilik gostererek dalga boyunda kirmizi bolgeye
dogru 40 nm kaymaya neden olmaktadir (665 — 698 nm, %100 asetonda) (Li vd.,
2013). Bu nedenle klorofil f, bugiine kadar bilinen en kirmiziya kaymis klorofildir
(Chen vd., 2010). Toplu bir klorofil f sentezi genellikle kirmizi 1sikla uyarilmaktadir
(Ho vd., 2016).

Diger pigment tiirii olan scytonemin, yagda ¢oziinen, oldukga kararli, sari-
kahverengi renkli sekonder metabolittir. Siyanobakterilerin tiimii olmasa da birkag
tiyesinin hiicre dis1 polisakkarit kilifinda birikir. Scytonemin, bir karbon-karbon (C-C)
bagiyla simetrik olarak baglanan iki heterosiklik birimden olusan bir indol alkaloididir
(Venckus vd., 2018). Bu nedenle, 6zel yapisi, hiicre i¢cindeki konumu ve mor-mavi
bolgeye ek olarak UV-Vis'deki gii¢lii absorpsiyon maksimumlari nedeniyle dogal
triinler arasinda benzersizdir (Fleming ve Castenholz, 2007; Pathak vd., 2020).
Geleneksel olarak scytonemin, hiicre dist bir kilif pigmentidir ve foto-koruyucu yapisi,
siyanobakterilerin sert, kayalik ve yiiksek radyasyonlu alanlarda biiyiimesine izin verir
(Pathak vd., 2017). Scytonemin NpR1271 ila NpR1274 olarak tanimlanan dort gen
kiimesi, aromatik amino asit biyosentezinde yer alan enzimler i¢in gen setleri igerir ve
tirozin ve triptofanin biyosentezinin 6énemli dnciiler oldugu gosterilmistir (Soule vd.,

2007).



Siyanobakteriyel pigmentler ve fizyokimyasal Ozellikleri hakkinda detayl
bilgilerin elde edilmesiyle birlikte bir¢ok gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde
kullanim alanlar1  genislemeye Dbaslamistir. Ayrica, pigmentlerin, 06zellikle
fikobiliproteinlerin floresan 6zellikleri, floresan etiketleme ajanlar1 olarak aragtirma ve
gelistirme alaninda kullanim i¢in biiyiik dl¢iide dikkat ¢cekmeye devam etmektedir.
Siyanobakterilerde pigment liretiminde biyosentetik yollarin incelenmesi, lriinlerin
gelisiminde genetik miihendisligi ve sistem biyolojisi yaklagimlarinin kullanilmasi,
gelecekte biiyiik 6lgekli siyanobakteriyel pigment iiretimini gergcege doniistiirebilir

(Mandal vd., 2020).

1.3. Fikobiliproteinler

Siyanobakterilerde, fotosentetik zar olarak bilinen tilakoid membranin dis
yiizeyi, birbirine yakin aralikli, sirali graniiler yapilarla kaplanmaktadir. Tilakoid
membranlara gomiilii olan bu yapilar, fotosentetik reaksiyon merkezlerine 1s1k
enerjisini birlestiren ve toplayan fikobiliproteinlerle cevrilidir (Grossman vd., 1993;
Glazer, 1985). Siyanobakteriler, klorofil a ve fikobiliproteinleri, pigment-protein
komplekslerinde bulunan baglica 151k toplayici pigmentler olarak kullanirlar. Fakat
siyanobakteriler, yesil alglerde ve bitkilerde bulunan klorofiller gibi dis 151k toplama
ozelligine sahip degildirler. Bu nedenle PSII ve PSI'e emilen enerjiyi aktarmak i¢in dis
151k toplama kompleksleri olarak fikobiliproteinleri kullanirlar (Nelson ve Yocum,
2006; Liu vd., 2004).

Fikobiliproteinler fotosentetik aparatin II sistem tlizerine bagli, siiper molekiillii-
kompleksler halinde, parlak renkli, suda ¢oziiniir ve otofloresans yardimci 151k toplama
makromolekiilleridir (Kannaujiya vd., 2017). Fikobiliproteinler siyanobakteriler,
kirmiz1 algler, nadir glokofitler ve kriptomonadlarda bulunmaktadir. Bunlar iki tiir
proteinden olusur: ilk olarak 151k enerjisini absorbe eden ve fotosentetik reaksiyon
merkezlerine ileten (%85) renkli fikobiliproteinler, ikincil olarak 151k absorpsiyon
ozelliklerini modiile eden (%15) pigmentsiz baglayic1 proteinlerdir (Glazer, 1989).
Buradaki renksiz baglayici proteinlerin molekiil agirliklar1 8 ila 120 kDa arasinda
degisiklik gostermekle birlikte, molekiiller arasi etkilesim yoluyla fikobiliprotein
kompleksinin biyosentezinde ve stabilizasyonunda rol oynayan elemanlar olarak gérev

yaparlar (Bryant vd., 1991; Arteni vd., 2009).



Dalga boylar1 480 ila 660 nm arasinda degisen renkli fikobiliporteinler, farkli
kromoforlara veya absorpsiyon spektrumlarina bagli olarak ii¢ ana grupta
siniflandirilmaktadir. Bunlar C-fikosiyanin (C-PC mavi), C-fikoeritrin (C-PE kirmizi),
ve C-allofikosiyanin (C-APC mavimsi yesil) olup, Tablo 1.1°de belirli dalga boylarina
sahip, spektroskopik 6zellikleri sunulmustur (Bermejo vd., 2003; Sun vd., 2003).

Tablo 1.1. Fikobiliporteinlerin renk ve absorpsiyon ézellikleri (Kannaujiya vd., 2017).

Emisyon Emisyon
Floresans
Absorpsiyon rengi rengi
Fikobiliproteinler emisyonu Yayilim
max (nm) (goriiniir (ultraviyole
max (nm)
bolge) 1s1nlari)
C-fikoeritrin 540-565 Pembe, 568-575 Sari turuncu  Siyanobakteri
kirmizi
(C-PE)
C-fikosiyanin 610-625 Mor, 630-650 Koyu Siyanobakteri
menekse kirmizi
(C-PC)
C-allofikosiyanin 650-655 Menekse, gri 660-665 Acik kirmizi Kirmizi alg/
Siyanobakteri
(C-APC)

Fikobiliproteinlerin ultra yapisi elektron mikrograflarinda (1) hemidiskoid, (2)
hemi-elipsoidal, (3) demet ve (4) blok seklinde tanimlanmistir (Bryant vd., 1979).
Siyanobakterilerden elde edilen fikobiliproteinlerin ¢ogu, hemidiskoid morfolojide
bulunmaktadir. Hemidiskoid fikobiliproteinler, iki ayri alt yapisal alan gosterir:
periferik cubuklar ve bir ¢ekirdek (Sun vd., 2009). Tipik hemidiskoid
fikobiliproteinler cubuk alani, ¢ekirdek alanindan disariya dogru yayilan alti veya
sekiz silindirik ¢ubuk tarafindan olusmaktadir. Cubuklar, disk seklindeki
fikobiliproteinler, fikoeritrin (C-PE), ve C-fikosiyanine (C-PC) karsilik gelen ¢ubuk
baglayici polipeptitlerden ibarettir (Sidler, 1994).

Bununla birlikte bu yapida gergeklesmekte olan yiiksek verimli enerji transferi,
diisiik bir enerji diizeyine dogru Sekil 1.1°de sunulan bi¢cimde, C-fikoeritrinden orta
enerjili C-fikosiyanine ve nihayetinde diisiik enerjili C-allofikosiyanine ulasarak

karbon depolamak i¢in fotosisteme (PSII) aktarilmaktadir (Yamanaka vd., 1978).



Fikobiliproteinlerin ¢ekirdek birimleri a ve B zincirlerinden olusarak hekamerik
(ap)s ve trimerik (of); yapilarda bulunmakla beraber molekiiler kiitle, amino asit dizisi
ve kromofor igerigi bakimindan farklilik gosterir. Genel olarak a zincirinin molekiiler

agirliklari, B alt birimlerinden nispeten daha diisiik olmaktadir (Stadnichuk vd., 2015).
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ilakoid membran iizerinde fikobilizomun sematik diyagrami (Ledermann vd., 2017).

Fikobiliproteinler siyanobakterilerde suda ¢Oziiniir proteinlerin %60°’n1, kuru
agirhigin ise %20'sini olusturur. Rengi temelde A, B, C ve D pirol halkasi tagiyan agik
zincirli bir dort tetrapirol kromoforu iceren kovalent bagli prostetik gruplarindan
kaynaklanmaktadir (Grossman vd., 1993; Padyana vd., 2001; Stadnichuk ve Tropin,
2017). Bunlar mavi renkli fikosiyanobilin (PCB-C33H33N406), mor renkli
fikobiliviolin (PVB- C33H4N4O6S), kirmizi renkli fikoeritrobilin (PEB- C33H33N4Og)
ve sart renkli fikourobilin (PUB- C33H4,N4Og). Bu fikobilinlerin spektroskopik
ozellikleri, degisen sayida konjuge ¢ift baglar1 veya konjuge m elektronlarin yer
degistirme dereceleri ile belirlenir. Bir ile {i¢ fikobilin, tek bir a veya B zincir
polipeptidine baglanabilir. Sonug olarak bir trimerik fikobiliprotein (af);, en az alti
fikobilin igerebilmektedir (Maccoll, 1998).

Fikobiliproteinlerin umut verici potansiyel uygulamalari nedeniyle gelecekte
artan sayida ¢alismalara sebep olacaktir (Stadnichuk ve Tropin, 2017). Ozellikle gida
endiistrisi ve diger alanlarda, gida takviyesi ve dogal renklendirici olarak kullanima
uygun olduklarma dair bilgiler, birgok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir. Ornegin

kirmizi renge sahip fikoeritrin, gida endiistrisinden ziyade biyomedikal calismalarda



cogunlukla floresan prob olarak kullanilmigtir (Galetovi¢ vd., 2020). Bu dogal
pigmentin en yiiksek {iretim oran1 siyanobakterilerde Arthrospira (Spirulina)
platensis'ten elde edilen C-fikosiyanin ve Porphyridium cruentum kirmizi alglerinden
elde edilen fikoeritrindir. Bununla birlikte Anabaena sp. Nostoc sp. Phormidium

valerianum, Spirulina fusiformis ve kirmizi mikroalg Rhodosorus marinus tiirlerinden

de elde edilebilmektedir (Sekar ve Chandramohan, 2008).

1.4. C-fikosiyanin
1.4.1. C-fikosiyaninin yapisal ozellikleri

C-fikosiyanin renkli fikobiliprotein ailesinin %75’ini kapsamaktadir. Derin ve
yogun mavi renk ozellikli “lina mavisi” olarak bilinen bu protein pigmentin toksik
etkisi yoktur ve 1s18a hassastir. C-Fikosiyanin genel olarak ii¢ tlire ayrilir: Yalnizca
siyanobakterilerde bulunan C-fikosiyanin (C-PC), bazi siyanobakterilerde bulunan
fikoeritrosiyanin (PEC), ve ¢ok nadir olsa da kirmizi alglerde bulunmakta olan R-

fikosiyanin (R- PC) (Zilinskas ve Greenwald, 1986).

C-fikosiyaninin her bir polipeptit zinciri, apoprotein ve acik zincirli dort pirol

halkasinin olusturdugu tetrapirol yapiya sahiptir (Sekil 1.2).

GOOH  COOH
CH, CH, CH,

| I
CH, CH,

Sekil 1.2. C-fikosiyaninin kimyasal yapist (Mandal vd.,2020)

Kromoforlar genellikle polipeptit zincirine tetrapiroliin A, hem de D pirol
halkalarindaki vinil ikame ediciler yoluyla iki sistein aminositine baglanarak C-
fikosiyanin yapisini olusturmaktadir (Glazer, 1985).

C-fikosiyanin monomeri, o zincirinde 84, B zincirinde ise 84 ve 155

pozisyonlarinda belirli konservatif sistein kalintilarina kovalent olarak bagl bir veya



iki fikosiyanobilin iceren farkli polipeptit alt birimlerinden olusmaktadir (Sekil 1.3).
Molekiiler agirligi 10-19 kDa ve 14 -21 kDa arasinda degismekte olan o ve B zincirleri
yaklasik 160 ila 180 amino asit kalintis1 icermektedir (Adir vd., 2001; Maccoll, 1998;
Sidler, 1994).

84
o NH, Cys COOH

PC

84 84 :
B NH, Cys Cys)— COOH

PC PC

Sekil 1.3. C-fikosiyaninin a ve  alt birimlerinin amino asit dizilerine baglanma konumlari (Mandal vd.,
2020)

C-fikosiyanin, 44 ila 260 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip
monomerler, trimerler, hegzamerler ve diger oligomerlerin karmasik bir c¢ozeltisi
olarak bulunabilmektedir (Sekil 1.3). C-fikosiyanin monomer yapist ve Sekil 1.4’te
sunulan ti¢ fikosiyanobilin kromoforu her biri o ve f monomerleri tarafindan taginarak

trimer yapisini olusturmaktadir.

Sekil 1.4. C-fikosiyanin monomer yapisi, o. sart ve § mavi alt birimleri (Adir vd., 2001).
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Bu trimer yapilar kendi i¢lerinde agregatlar yaparak iki trimerik diskin yiiz ytize
toplanmasiyla hegzamerik yapiya doniisebilmektedir. Cogu C-fikosiyaninin, temel
konfiigrasyonu trimer yapida (of})3 karsimiza ¢ikabilmektedir (Contreras-Martel vd.,
2007; Nield vd., 2003; Padyana vd., 2001).

Sekil 1.5. C-fikosiyaninin trimer ve hegzamer yapilari o ve f alt birimleri sirasiyla camgébegi ve yesil
renklerde, fikosiyanobilin kromoforlart kahverengi renktedir, [ alt biriminin ikame edilmig
kalintilart ise kirmizi ile temsil edilmektedir (Sonani vd., 2019).

C-fikosiyanin yapisinda iki hassaslastirict kromofor olarak iglev goren a-84 ve
(-84 trimer yapilar1 merkez boslugunda yer alirken, B-155 transfer enerji donorleri
olarak trimerik disk yapisinin u¢ kisminda yer almaktadir (Adir, 2006; Debreczeny
vd., 1995; Stec vd., 1999).

Bugiine kadar, C-fikosiyaninin kristal yapilart hem siyanobakteriler hem de
kirmizi algler dahil olmak iizere dokuz farkli tiirde yiliksek ¢oziiniirliiklii yapilar olarak
belirlenmistir (Adir vd., 2002; Adir vd., 2005; Nield vd., 2003). Bunlar Anabaena
variabilis (Fisher, 1980), Termophilic cyanobacterium, Mastigocladus laminosus
(Schirmer vd., 1985), Fremyella diplosiphon (Duerring vd., 1991), Synechococcus sp.
PCC 7002 (Pizarro ve Sauer, 2001), Synechococcus vulcanus (Adir vd., 2001) ve
Cyanobacterium Cyanidium (Stec vd., 1999) gibi farkli tiirlerde bulunan C-

fikosiyaninin kristalik yapilar1 belirlenmistir.
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1.4.2. C-fikosiyaninin fiziksel 6zellikleri

Siyanobakteriyel hiicrelerin bozulmasi sonucu, fikobiliproteinler tilakoidlerin dig
yiizeylerinden yliksek molekiil agirlikli kiimeler halinde serbest bir sekilde salinirlar.
Bunlarin kesin boyutu incelenen organizmaya, pH, iyonik gii¢, sicaklik, protein
konsantrasyonu dahil olmak iizere izolasyon kosullarina baglidir (MacColl vd., 1971).
Yapilan bircok arastirmaya gore farkli pH araligina sahip c¢ozeltiler i¢cinde C-
fikosiyaninin hegzamer ve trimer yapilar1 ortaya c¢ikmaktadir. Neufeld ve Riggs
(1969), Hattori vd., (1965) gore, C-fikosiyaninde, diisiik pH-5-6 araliginda 0,01'in
tizerindeki iyonik kuvvetler ve 1 mg/mL'den yiiksek protein konsantrasyonlarinda
hegzamerik yapi1 daha baskin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Seyreltme hekzameri
tamamen diisilk pH'da monomer, yiiksek pH‘da ise dimer haline doniisiir. Notral bir
pH ortaminda (pH-7) cogu C-fikosiyanin proteini ¢ozelti i¢inde stabil olmayarak
trimerik formunda bulunmaktadir (Hattori vd., 1965).

izolasyon kosullarina (pH, iyonik giic vb.) bagl olarak C-fikosiyaninin
spektroskopik o6zellikleri de degismektedir. Bu da esasen icerdigi fikobilin tiirii ve
taginan fikobilinlerin alt birimlerde (a0 ve ) trimer veya hegzamer yapilarinin
konumlandirildigit mikro ortama bagh olarak degisebilir (Sun vd., 2003). C-
fikosiyaninin yapisinda bulunan kromoforun proteinle etkilesimi, spektrumun hem
gorliniir bolgesinin konumu hem de absorpsiyon bantlarinin goreceli kuvvetinde
biiyiilk degisiklikler meydana getirir. C-fikosiyaninin floresans polarizasyon
spektrumlari, 600 ile 625 nm dalga boyunda maksimum bir absorbanla "s" tipli bir
kromofora sahipken 630-635 nm'de 15181 absorbe edenleri hassaslastiran ve floresans
olarak enerjiyi yayan “f” tipli iki kromofor sinifi vardir (Sekil 1.6). Teale ve Dale
(1970)’e gore, C-fikosiyaninin "f" tipi kromoforlardan iki kat fazla “s” tipi igerdigi
tespit edilmistir. Alfa ve beta alt birimlerinin kromofor iceriginden ve bunlarin
spektroskopik 6zelliklerinden, B alt biriminin iki "s" tipi kromofor ve a alt birimin bir

"f" tipi kromoforu tasidig1 gorilmiistiir.
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Sekil 1.6. Pelargonium luridum izolatindan elde edilmis olan C-fikosiyanin oziitiiniin absorpsiyon
spektrumlari, hegzamer ve trimer (Berns ve MacColl, 1989).

Sekil 1.6°da sunulan spektroskopik sonuglara gore, C-fikosiyanin trimerlerinin
maksimum absorpsiyonu yaklagik 620 nm'dir. Daha yliksek tepe noktasi absorbe

eden form ise hegzamerlerdir.

1.4.3. C-fikosiyaninin iiretim stratejileri ve yontemleri

Insan saglig1 icin iiretilen baz1 6zel iiriinlerde mikroalg tiirleri vardir. Spirulina
sp., Nostoc sp. gibi siyanobakteriler, saglikli gidalardaki potansiyel uygulamalari
nedeniyle bir¢ok iilkede ticari lretimde kullanilmaktadir (Dillon vd., 1995; Skjanes
vd., 2013). Siyanobakterilerin biyokiitle iiretimi, kullanilan kiiltiir ortamina ve dis
cevre kosullarina gore biiyiik Olgiide degisim saglar (Kuddus vd., 2015). Organik
substratlar olmadan yetistirilmeleri, diger mikroorganizmalara gore ekonomik bir
avantaj olan siyanobakterilerden C-fikosiyanin {iretimi, Eriksen (2008) tarafindan
rapor edilmistir. Bu rapora gore, C-fikosiyanin iiretimi dort farkli secenegi igerir.

Bunlar fotoototrofik, heterotrofik, miksotrofik ve rekombinant tiretimdir.

Fotoototrofik yontem agirlikli olarak tropikal ve subtropikal bolgelerde
kullanilmakta olup mikroalglerin agik giines 15181nda iiretimine dayanan bir dig mekan
yontemidir (Jiménez vd., 2003; Pulz, 2001). C-fikosiyanin kaynagi olarak S. platensis,
1980'den beri artan sekilde diinya ¢apinda yillik 3000 ton tizeri kuru agirlik ve katma
degerli triinlerle birlikte biyokiitle iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir (Pulz ve
Gross, 2004; Spolaore vd., 2006). Arthospira plantesis, fotootrofik olarak gelisebilme
ozelligine sahip mikroorganizmalardan biridir. D1g mekan kiiltiirtinde bol bulunan bu
tiirler agik hava kiiltiirlinde herhangi bir kontaminasyon igermeyen alkali kosullari

tolere ederek pH>10,5 degerlerinde gelisebilmektedir (Eriksen, 2008).
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A. platensis’den C-fikosiyanin iiretimi i¢in fotobiyoreaktor tipleri ve kiiltiir
kosullariyla ilgili farkli literatiirler kaynaklari bulunmaktadir (Zeng vd., 2012). Bazi
kapali biyoreaktor tiirleri, eczane ve kozmetik iiriinler de dahil olmak iizere yiiksek
degerli gida iiriinlerinin iiretimi i¢in tasarlanmis ve elde edilen hacimsel verimin agik
havada yapilan iiretimden yirmi kat fazla oldugu belirlenmistir (Xie vd., 2015). Fakat
yine de yapilan denemelere ragmen kapali biyoreaktor iiretimlerinde genis dlgekte A.
platensis tiretmek ve dolayisiyla da ol¢ek biiyiitmek miimkiin olmamistir (Eriksen,
2008).

Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in organik bilesiklerin kullanilmas1 heterotrofik
olarak tamimlanmaktadir. Mikroalglerin heterotrofik biliylimesi kismen 151k
kaynaklarina baglidir ve bu duruma gore daha yiiksek biiylime oran1 gosterir (Kuddus
vd., 2013). Mikroalglerin heterotrofik kiiltiirlerinde daha 1yi iiretkenlik elde etmek i¢in
reaktor boyutu, karigtirma, gaz transferi ve iiretkenlik agisindan 6lgeklendirilmesi daha
kolaydir. Giiniimiizde, tim Olceklerde biiyiik ilgi kazanmakta olan heterotrofik
kiiltiirler, ¢ok cesitli mikrobiyal tiirler tarafindan olusturulur. Ornegin tek hiicreli
rodofit Galdieria sulphuraria, heterotrofik kosullarda C-fikosiyaninin arastirilmasi ve
optimum TUretkenligi icin potansiyel bir organizmadir (Schmidt vd., 2005).
Heteretrofik gelisebilme 6zellikli diger bir tiir olan A. plantesis karanlikta glikoz ve
friiktoz ortaminda heterotrofik olarak biiyiitiilmektedir. Fakat C-fikosiyanin iiretimi
acisindan, fotootrofik kosullarla karsilastirildiginda bu oran oldukg¢a diisiiktiir
(Miihling vd., 2005). G. sulphurariamin heterotrofik biliylimesi, A. platensis ile
karsilastirldiginda ise énemli Sl¢iide diisiik olup, C-fikosiyanin iretimi (0,86 g L™
giin) oldukea yiiksek olmaktadir (Graverholt ve Eriksen, 2007).

Fotototrofik kiiltiirlere kiyasla daha hizli biliylime ve maksimum biyokiitle
konsantrasyonlar1 ile sonuglanan bir baska gelistirme tiirii de miksotrofik iiretimdir.
Bu yontemde, S. platensis dahil mavi-yesil alglerin gelisimleri kapali bir reaktérde
gerceklestirilebilmektedir (Vonshak vd., 2000).

Marquez vd., (1993) glikoz ortaminda biiyiitiilen miksotrofik kiiltiirlerin biiyiime
oraninin fotootrofik ve heterotrofik kiiltlirlerin toplamia kiyasla daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Eriksen (2008) ¢calismasinda S. platensis'in kapali alanda miksotrofik
olarak gelisen C-fikosiyanin miktarinin fotoototrofik dis mekan kiiltlirlerinden daha

yiiksek oldugunu bulmustur.
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Son yillarda daha ¢ok tercih edilen yontem ise rekombinant protein iiretimidir.
Bu iiretim, heterotrofik C-fikosiyanin sentezi icin alternatif bir yontem olmakla
beraber uygulanabilir oldugu i¢in bazi alanlarda gereksinim duyulabilmektedir. Ancak
C- fikosiyanin gibi fikobiliprotein {iretimi, diger rekombinant proteinlerin iiretiminden
daha zordur (Kuddus vd., 2015; Tooley vd., 2001).

C-fikosiyanin verimini etkileyen sicaklik, 151k yogunlugu, pH, besiyeri,
havalandirma vb. gibi bircok Onemli faktér vardir. Bununla birlikte, yiiksek 151k
yogunluklar1 mavi yesil alglerin biiylimesini tesvik etse de C-fikosiyanin iiretimi i¢in
ayni etkiyi saglayamamaktadir (Demirel vd., 2015). Karanlik-aydinlik periyodunun
stiresine bagli olarak diisiik 151k yogunlugunda biiytidiiklerinde siyanobakterilerdeki C-
fikosiyanin igerigi artmaktadir (Juneja vd., 2013). Bu nedenle, daha yiiksek bir
siyanobakteri biyokiitlesinde C-fikosiyanin verimini artirmak i¢in kosullarin ve
ortamdaki bilesimlerin optimizasyonunun dikkate alinmasi gerekmektedir (Mandalam

ve Palsson, 1998).

1.4.4. Siyanobakterilerden C-fikosiyanin eldesi
1.4.4.1. C-fikosiyaninin ekstraksiyonu ve kullanilan yontemler

Siyanobakteriyel hiicrelerden C-fikosiyaninin ekstraksiyon siireci, hiicre
duvarinin parcalanmasi, suda ¢oziiniir renklendirici proteinlerin ¢ikarilmasi, ardindan
konsantrasyon ve gerektigi halde saflagtirma asamasini igcermektedir (Buchweitz,
2016). C-fikosiyanin ekstraksiyonu i¢in standart bir teknik mevcut olmamakla birlikte,
hiicrelerin kii¢iikk boyutu ve cok katmanli yapiya sahip asir1 kalin hiicre duvari
nedeniyle olduk¢a zordur (Stewart ve Farmer, 1984). Ayrica ekstraksiyon stratejisi bir
siyanobakteriden digerine degiskendir, yani bir organizmada 1yi ¢alisan yontem, bagka
bir organizma i¢in uygun olmayabilir (Ranjitha ve Kaushik, 2005). Bu da her
mikroorganizmada, hiicre i¢i olarak iretilen proteinlerin yerlesim konumuna gore
belirli 6zelliklere sahip olmasi ve ilgilenilen molekiiliin sitoplazmada, periplazmada
yer alabilecegi hatta, mitokondri gibi farkli hiicresel organellerde depolanabilecegi
anlamma gelmektedir (Moraes vd., 2011). Sonu¢ olarak ekstraksiyon protokolii
istenen proteine gore degisebilir. Bunun icin de daha once yapilmis calismalar, 6n
islem, ¢oziicli se¢imi, ekstraksiyon teknikleri ve bunlarin isleme parametreleri gibi

faktorler dikkatlice diistiniilmelidir (Pan-utai ve Iamtham, 2019).
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Baz1 caligmalar C-fikosiyanini elde etmek icin ekstraksiyon yontemlerini
siyanobakterilerin kuru ve 1slak biyokiitlesininden elde ederek kullanmaktadir.
Ekstraksiyon dncesi siyanobakteriyel biyokiitlenin kurutulmasi ve 1slak biyokiitlenin
bakteriyel bozulmasi pigment iiretimini etkileyen 6nemli bir adimdir. Genel olarak,
puskiirtme, firin ve giineste kurutma gibi bilinen 6n islemler uygulansa da C-
fikosiyaninin miktarin1 ve safligim1 azaltabilir. C-fikosiyanin molekiilii 45° C'nin
tizerinde 1siya duyarli oldugundan bu tiir kurutma islemleri C-fikosiyanin verimini,
onemli oOlgiide etkiler ve raf Omriinii uzatir (Doke, 2005; Oliveira vd., 2010; Sarada,
vd., 1999). Bu nedenle, C-fikosiyanin ekstraksiyonu i¢in hammadde olarak kullanilan
biyokiitlenin ¢ogu kuru formdadir (Tavanandi vd., 2018).

Giineste kurutma isleminin siyanobakteriyel biyokiitleye uygulanmasi, belki de
en ucuz kurutma yontemidir (Prakash vd., 1997). Fakat bu teknik uzun bir siire¢ olup,
genis bir kurutma alan1 gerektirmektedir.

Sarada vd., (1999) sprey veya konvektif kurutucular ile yaptiklar1 calismada S.
plantesis siyanobakterisini kuruttuklarinda %50 C-fikosiyanin kaybi oldugunu
bildirmislerdir. Tamburlu kurutma (Prakash vd., 1997), piskiirtmeyle kurutma
(Desmorieux ve Decaen, 2005), akiskan yatakta kurutma (Leach vd., 1998),
dondurarak kurutma (Millamena vd., 1990) teknolojileri genellikle verimli ancak
maliyetli olan kurutma yontemleri olarak bilinmektedir. Bu yiizden segilecek yontemin
orijinal malzemeyi koruyabilen, duyusal, fizikokimyasal ve besinsel 6zelliklerinde en
diisiik kayb1 saglayacak bir yontem olmasi gerekmektedir. Ayrica dondurarak kurutma
gibi termal zararlar1 da en aza indiren bir yontem olmasina dikkat edilmelidir (Oliveira
vd., 2008).

[lter vd., (2018) yaptiklar1 calismada optimum C-fikosiyanin geri kazanimi igin,
taze 1slak biyokiitle tercih ederek, farkli ekstraksiyon yontemleri kullanmiglar, ayni
zamanda secilen biyokiitle tlirline ve tampon se¢imine gore hiicre ekstraksiyonu
amaciyla fiziksel, kimyasal ve mekaniksel yontemler gelistirmislerdir. Yapilan bir
calismada C-fikosiyanin ekstraksiyonu i¢in tercih edilen ¢6ziici maksimum C-
fikosiyanin verimi bakimindan sodyum fosfat tamponu olmus, ancak saf su, amonyum
kloriir, CaCl, ¢ozeltisi ve iyonik sivilar da basariyla kullanilmis, yiiksek safliklarda
sonuglar elde edilmistir (Khazi vd., 2018).

Islak biyokiitleden yapilan literatiirdeki baz1 ekstraksiyon ¢alismalart; dondurma

¢ozdiirme (Horvath vd., 2013; Soni vd., 2006) sonikasyon (Sivasankari ve Ravindran,
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2014), homojenizasyon (Abalde vd., 1998; Boussiba ve Richmond, 1979; Moraes vd.,
2011; Sivasankari ve Ravindran, 2014), enzimatik par¢alama (Boussiba ve Richmond,
1979; Zhu vd., 2007), fransiz hiicre presi (Bryant vd., 1976), darbeli elektrik alan1 (He
vd., 2016) yontemleridir. Bu yontemlere ek olarak son yillarda organik ve inorganik
asit uygulamasi ve siiper kritik karbondioksit gibi kimyasal veya kimyasal-fiziksel
ekstraksiyon yontemleri de arastirilmaktadir (Deniz vd., 2016; Marzorati vd., 2020).

Moraes vd., (2011) S. platensis’in 1slak biyokiitlesinden C-fikosiyanini ekstrakte
etmek i¢in basit ve etkili bir yontem bildirilmislerdir. Calismalarinda ekstraksiyonlari
kimyasal (organik ve inorganik asit uygulamasi), fiziksel (dondurma ve ¢ozdiirme,
sonikasyon, homojenizasyon) ve enzimatik (lizozim uygulama) olmak {izere alt1 farkli
yontem kullanilarak gerceklestirmislerdir. Yapilan calismalarda ultrasonik banyo
kullanilmis ve 0,21 mg/mL’lik konsantrasyona sahip 43,75 mg/g ekstraksiyon
verimiyle en uygun yontem oldugunu yayinlamislardir (Horvath vd., 2013; Tan vd.,
2020).

Sivasankari ve Ravindran (2014) ise, yaptiklar1 ¢calismada 1 g islak Spirulina
biyokiitlesine ¢ok c¢esitli ekstraksiyon yontemleri uygulamis, en yiiksek verimi
(yaklasik 0,38 mg/g) Ornegi kurutup havanda dovdiiklerinde elde etmislerdir.
Aragstiricilar organik ve inorganik asit islemi yaptiklarinda 0,06 mg/g, homojenizasyon
ile 0,06 mg/g ve 0,28 mg/g'ye kadar sonug elde etmislerdir.

Diger arastirmacilar tarafindan yapilan C-fikosiyanin eldesi i¢in bir baska
ekstraksiyon yonteminde EDTA ve lizozim kombinasyonu kullanilmistir (Bermejo
vd., 2014; Stewart ve Farmer, 1984). Bir baska calismada ise karotenoidlerin ve
klorofillerin biyokiitle ile israf edilmemesine yonelik olarak biitlinlesmis bir pigment
ekstraksiyon zinciri iceren farkli bir yaklasim onerilmistir (Marzorati vd., 2020). Bu
caligmanin stratejisi, C-fikosiyanin ekstraksiyonundan Once karotenoidlerin ve
klorofillerin iki ardistk admmimi igeren siiper kritik CO, ekstraksiyonuna
dayanmaktadir. Ekstraktlardaki toplam karotenoid, klorofil a ve klorofil b icerikleri
kuru Spirulina agirhgmna gore, sirastyla 3,5 + 0,2 mg/g, 5,7 + 0,2 mg/g ve 3,4 £ 0,3
mg/g olmustur. Daha sonra C-fikosiyanin iiretmek {izere su i¢inde ekstrakte edilerek
yaklasik 250 mg/g C-fikosiyanin pigmenti elde etmislerdir.

Literatiir taramalarmin geneline bakildiginda yapilan tim ekstraksiyon
yontemleri S. plantesis lizerinde yogunlagsmis diger suslarla yapilan ¢alismalarin daha

az sayida oldugu goriilmiistiir (Sekar ve Chandramohan, 2008). Endiistriyel agidan
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gida sektoriine alternatif bir dogal pigment olan C-fikosiyaninin endiistriyel iiretimi
daha kisithh olmakla birlikte genellikle laboratuvar o6l¢eginde uygulanmaktadir

(Eriksen, 2008).

1.4.4.2. C-fikosiyaninin saflastirilmast

Biyolojik makromolekiil olan proteinlerin ayirma ve saflastirma teknolojisi
biyoteknoloji, ilag ve kozmetik endiistrilerinin énemli bir smifim1 olusturmaktadir.
Protein saflastirmasi hiicre ve doku gibi kompleks bir karigimdan bir veya birkag
proteini izole etmeyi amaglayan farkli iglemleri icermektedir. Bu asamada proteinin
yapisi, islevselligi ve karakterizasyonu 6nem arz etmektedir. Herhangi bir proteinin
ham o6ziitten ayrilmasi1 oldukca emek gerektiren ayirma adimlarimi igerir ve bunlar
genellikle proteinin yapisal biiylikligi, fizikokimyasal 6zellikleri, baglanma (ligand)
afinitesi ve biyolojik aktivitesindeki farkliliklardan yararlanilarak uygulanir (Mishra

vd., 2017).

Ilgili proteinin saflastirilma asamasinda dikkate alinmasi gereken hususlar saflik,
verim ve maliyettir. Glinlimiizde protein saflagtirmasina yonelik kabul edilebilir
yontemler gelistirilmistir. Bunun yani sira bazi durumlarda protein iretiminde
harcanan maliyet, elde edilen verimden daha yiiksek olabilmektedir. Bu da ilgili
proteinin iiretiminde kisitlamalara yol agmakla birlikte imalat enddistrisi i¢in kritik bir
durum haline gelmektedir. Bu nedenle iiretim maliyetlerini en aza indirmek i¢in deney
kosullarinin kullanilan alana uygun olarak optimizasyonu gerekebilmektedir (Malik
vd., 2020).

C-fikosiyanin yliksek suda ¢oziiniirliige sahip olmasi, bu molekiillerin diger
pigmentlerden ayrnistirillarak  saflagtirma  prosediiriinii  kolaylastirmaktadir. C-
fikosiyanin pigmentinin biyoteknolojik olarak saflastirma protokolleri, sayr olarak
artmakla birlikte, performans agisindan da gelistirilmektedir. Tablo 1.2°de yontemler
Ozetlenerek sunulmustur. Pigmentin saflagtirilmasinda genellikle farklt miktarlarda
amonyum siilfat ile c¢okeltme, santrifiijleme, ultrafiltrasyon gibi cesitli yontemler
uygulanabilmektedir (Chaiklahan vd., 2012). Bu yontemlerle, ¢esitli fikobiliprotein
tiirlerini ve ayrica diger bazi pigmentleri ayirmak miimkiin olabilmektedir (Antecka
vd., 2022). Daha sonra, spesifik bir sekilde, ekstraksiyon, pigmentlerin renkleri,
polaritesi ve boyutlarindaki farkliliklar nedeniyle ¢esitli kromatografik (iyon degisimi,
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afinite veya absorpsiyon kromatografisi) veya yeni iki fazli sulu ekstraksiyon
yontemlerine dayanan veya bu adimlarin kombinasyonlar1 ile saflastirma
gergeklestirilmektedir (Jesus vd., 2016).

Floresan etiketler gibi 6nemli ticari uygulamalarda, pigmentlerin saflig1 6nemli
bir rol oynar. C-fikosiyanin pigmentinin saflik dereceleri asagidaki sekilde yorumlanir
(Rito-Palomares vd., 2001).

e Saflik> 0,7 gida endiistrisine uygun

e Saflik = 1,5 kozmetik alaninda uygun

e Saflik = 2,5 preparatif olarak ilag takviyesine uygun
e Saflik = 3,9 reaktif sinif olarak uygun

e Saflik>4,0 analitik derecede safliga uygun

Diisiik saflikta C-fikosiyanin, gida ve kozmetik endiistrilerinde biyorenklendirici
olarak kullanilabilmekte olup, gram basina yaklasik 0,35 ABD dolar1 maliyetle
sonuclanirken, daha yiiksek saflikta bu deger 4,500,00 ABD dolarma kadar
yiikselebilmektedir (Abalde vd., 1998). Bu fiyatlardaki biiyiikk farkliliklar C-
fikosiyaninin saflastirma silirecinde uygulanan farkli teknik kombinasyonlarindan
dolay1 kaynaklanmaktadir (Bermejo vd., 1997; Roman vd., 2002). Kirleticilerin
uzaklagtirilmasi, mevcut iiretim maliyetlerinde bir artisa yol agarken, ayn1 zamanda
birden fazla adimda olusabilecek zaman alici ve karmasik bir deneysel prosediire
doniisebilmektedir.

Analitik dereceli bir C-fikosiyanin tiretimi i¢in genellikle kromatografik adimlar
tercih edilmektedir. Bununla birlikte farkli recineli kromatografi kolonlari, protein
transferinin yavas ilerleme hizlaria sahip olmasi ile sinirli olmaktadir. Bu da yeterli
tiretkenlik elde etmek i¢in daha yiiksek bir akis hizi gerektirir. Bu islem, tesis ve
ekipmanla ilgili masraflarin yani sira ilgili donanim, destek sistemlerine olan ihtiyaci
ortaya c¢ikarir (Figueira vd., 2018).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda, belirlenen kullanim amacina gére en uygun
ve diigiik biitgeli yontem kosullart denenerek alternatif yontemler gelistirilmistir.
Yapilan caligmalarda gida, reaktif ve analitik dereceli C-fikosiyanin saflastirmak i¢in
tek adimli ve cesitli kromatografik yontemlerle kombine edilmis amonyum siilfat

¢coktiirme teknigi kullanilmistir (Minkova vd., 2003; Soni vd., 2006).
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Tablo 1.2. Cesitli sivanobakterilerden ekstrakte edilen C- fikosiyaninin saflagtirilmasi icin kullanilan

yéntemler
C-fikosiyaninin saflasgtirma
Tiirler adimlari Safhik Verim (%) Referanslar
Rito-
Spirulina maxima ATPS ve ultrafiltrasyon 3,8 29 Palomares vd.,
(2001)

.. . . Rivanol; ASC, JFK Sephadex Minkova vd.,
Spirulina fusiformis G-25 4,3 45 (2003)
Oscillatoria ASC; JFK Sephadex G-150; Soni d

Bio-Sil SEC; IDK, DEAE- 33 44 : Ve
. . (2006)
quadripunctulata seliiloz

.. . ATPS; DEAE-sephadex A- Patil vd.,
Spirulina platensis 100 5,1 66 (2006)

. . . . Niu vd.,
Spirulina platensis IDK; Q-sepharose 3,6 8 (2006)

- . ASC, IDK; DEAE-seharose- Yan vd.,
Spirulina platensis hizlr akis 5,5 67 2011)

Triton X-10; ASP, Sephadex Sonani vd.,
Lyngbya sp. AOODM ' 5. DEAE-seliiloz 35 62 (2015)
Spirulina. platensis Diyafiltrasyon/Ultrafiltrasyon; L

ASC, genis yatakli IDK; Q- 4,10 42 legtllgl)ra vd,
LEB-52 Sepharose- hizli akisg

Lizozim;  yiiksek  basing, El-Mohsnawy
Thermosynechococcus h L ) K 6.6 Ab
longatus omojenizasyon; sonikasyon 6, - ve u-
e ASC, HPLC, iDK Khudir, (2020)

ATPS-girdap akigkanli-sulu iki fazli sistem; ASC- amonyum siilfat ¢oktiirme; JFK—jel filtrasyon
kromatografisi; IDK-iyon degistirme kromatografisi; HPLC-yiiksek performansl sivi kromatografisi.

Kromatografik saflagtirma tekniklerinden olan hidrofobik ve iyon degisim
kromatografisiyle Synechococcus sp.'den saflik orani 4,85 olan bir C-fikosiyanin elde
edilmistir (Abalde vd., 1998). Gupta ve Sainis (2010) komiir-kitosan kromatografisi
ile Anacystis nidulans'dan C-fikosiyaninin biiyiik olgekli iiretimi i¢in tek adimli bir
prosediir rapor ederek yiiksek geri kazanim ile 4,72 saflik orani elde etmislerdir. Bazi
caligmalarda iki fazli sulu ekstraksiyon yonteminin, yiiksek oranda saf C-fikosiyanin
verimi ile sonuclanabilen etkili bir yontem olarak tercih edildigi goriilmektedir (Patil
vd., 2006; Patil ve Raghavarao, 2007). Bu yontemin ardindan uygulanan iyon degisim

kromatografisinin son derece saf C-fikosiyanin ile sonu¢landigi ve saflik oraninin 6,69
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oldugu bildirilmistir (Soni vd., 2008). Luo vd., (2016) c¢alismalarinda Spirulina
maxima'dan yiiksek bir C-fikosiyanin geri kazanim verimiyle (%78-93) ticari
saflagtirma i¢in ATPS-VFD (girdap akiskanli-sulu iki fazli sistem cihazi)

kromatografisi gelistirmislerdir.

1.4.4.3. C-fikosiyaninin tanimlanmas

Ileri diizeyde saflastirilmis her bir proteinin karakterizasyon asamasi, biyolojik
triinlerin kesfi, giivenligi ve etkinligini belirlemede kritik bir rol oynar. Bu siiregte
saflagtirma teknigine bagli olarak proteinlerin boyutu, yiikii ve suda ¢oziiniirliigii gibi
farkli sonuglara gore uygun bir yontem belirlenebilmektedir. Bunun igin protein,
biiylik konsantrasyonlarda ve yapisal ve fonksiyonel element olarak mevcut olmalidir

(Jakubowski vd., 2022; Pederson, 1997).

C-fikosiyanin pigmentinin karakterizasyonu degisken fiziksel 6zellikler, saflik
endeksi ve molekiil agirliklarinin = belirlenmesine bagli  ¢esitli  yontemlerin
uygulanmasina dayanmaktadir. Bu pigmentin karakterizasyonu ic¢in genel olarak
kullanilan analitik yontemler, UV-Vis spektrofotometre (emilim spektrumlari igin),
floresans spektroskopisi (floresans emisyon spektrumlari i¢in) ve denatiire proteinin
molekiiler agirligi hakkinda yaklasik bir fikir vermekte olan sodyum dodesil siilfat—
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemleridir (Bermejo vd., 1997;
Benedetti vd., 2006; Julianti vd., 2019). Bunun yam sira, arastirmacilar tanimlama
amaciyla NMR spektroskopisi, IR spektroskopisi Patel vd., (2005) veya MALDI TOF
(Matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani kiitle) analizi gibi
yontemler kullanmislardir (Chen vd., 2006). Fakat bu tekniklerle daha net sonuclar
elde etmek i¢in C-fikosiyanin pigmentinin ¢esitli 6n kosullar olarak bilinen saflagtirma
teknikleriyle modifikasyonlari saglanarak alt birimlerden ayrilmasi gerekmektedir.
Analitik prosediirlerin gelistirilmesi acisindan HPLC (yliksek performansli sivi
kromatografisi), bu pigment molekiillerinin ayrilmasi i¢in birgok arastirmaci
tarafindan ilgi ¢eken bir arag olarak ortaya ¢ikmaktadir (Chakdar vd., 2014).

Eski caligmalar gozden gecirildiginde Demidov ve Mimuro (1995),
Mastigocladus  laminosus’dan  elde  edilen  C-fikosiyaninin  absorpsiyon
spekturumundan ¢ikan dalga boyunun, Debreczeny vd., (1993) c¢alistig
Synechococcus sp. PCC 7002 izolatin dalga boyundan 4-6 nm farkli oldugunu 6ne
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stirmistiir. Bir baska ¢alismada belirli bir termofilik siyanobakteriden izole edilen C-
fikosiyaninin diger Orneklere kiyasla maviye kayan absorpsiyon spektrumu
gozlemlenmistir (Edwards vd., 1996). C-fikosiyaninin genel dalga boyu aralig1 olarak
tespit edilen 620 nm’den farkli olarak 608 nm'de maksimum absorpsiyona sahip
oldugu  belirlenmistir. Bu da  protein tiizerindeki  fikosiyanobilinlerin,
apoproteinlerinden farkli bir sekilde etkilenmesiyle ilgilidir. Bununla birlikte
monomer yapilarda gézlemlenen spektroskopik farkliliklar trimer yapilar arasinda da
gozlemlenmistir  (Schneider vd., 1987). Bu durum sadece UV-Vis
spektrofotometrisinde degil, ayn1 zamanda molekiil agirlik ve izolelektrik noktalarin
tanimlanmasinda da degisiklik gosterebilmektedir. Buna Ornek olarak Anabaena
variabilis 1zolat: ile yapilan ¢alismada, SDS-PAGE sonuclara gore C-fikosiyanin o
ve P alt birimlerine karsilik gelen 17 kDa ve 18 kDa olmak iizere iki bant olusturdugu
MALDI-TOF teknikligiyle dogrulamistir. Buna yakin degerler diger arastirmacilarin
yaptiklari ¢alismalarla da tutarlilik gostermistir (Chakdar vd., 2014).

Glazer vd., (1971) calismalarinda Synechococcus sp.’nin a ve P alt birimlerinin
molekiiler agirliklar1 15,9 ve 19,1 kDa olarak bulunmusken, Santiago-Santos, (2004)
Calothrix sp.'den izole edimis C-fikosiyaninin 17 ve 21 kDa olarak bulunmustur. C-
fikosiyaninin ana kaynagi olarak bilinen S. platensis'den saflastirilmig C-fikosiyaninin
molekiiler agirliklar: ise 20,5 ve 23,5 kDa olan a ve B alt birimlerine sahip oldugu

bildirilmistir (Boussiba ve Richmond, 1979).

1.4.5. C-fikosiyaninin biyolojik aktivitesi

Insan sagligia énemli yonde etki eden dogal kaynaklarin biyoaktif bilesiklerine
olan ilgi son yillarda artmigtir. Beslenme, insan ve hayvan saghigi, atik sularin
arttilmasi, TUretim gibi farkli alanlarda ticari uygulama imkan1 nedeniyle
siyanobakteriler gibi mikroorganizmalarin arastirilmasma dair artan bir ilgi vardir

(Pandey vd., 2013).

Mavi yesil siyanobakteriler; biyolojik renklendiriciler, antioksidanlar,
antimikrobiyal maddeler ve hastaliklara kars1 giiclii farmakolojik ilag olarak cesitli
roller oynayabilen pigmentler gibi ¢ok yonlii ikincil metabolitler iiretme kapasitesine
sahiptirler. Bunlardan biri de siyanobakterilerde bulunmakta olan renkli

fikobiliproteinlerdir (Sonani vd., 2017).
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Biyoaktif bilesikler olarak bilinen fikobiliproteinlerin incelenmesi, gectigimiz
yillardan bugiine kadar giderek artmaktadir. Son yillarda bu ilgi daha ¢ok C-
fikosiyanin tizerine odaklanmaktadir (Pagels vd., 2019). Yiiksek degerli dogal {iriinler
olarak bilinen C-fikosiyanin antioksidan, anti-inflamatuar, antimikrobiyal aktivite,
antikanser etkilere sahip olmakla birlikte ¢esitli klinik uygulamalarda bir ilag olarak
giiclii bir potansiyele sahip olabilir (del Rio-Chanona vd., 2016; Patel vd., 2018). Son
yillardaki ¢alismalara bakildiginda bu konuyla ilgili deneysel arastirmalar daha fazla

artmakta olup asagidaki boliimlerde anlatilmistir.

1.4.5.1. C-fikosiyaninin antioksidan aktivitesi
Biyoaktif bilesiklerin en ¢ok calisilan 6zelligi antioksidan aktivitedir.
Antioksidanlar, hiicreleri serbest radikaller olarak bilinen kararsiz molekiillerin neden

oldugu zararlardan koruyan maddelerdir (Safari vd., 2020; Fratelli vd., 2021).

Antioksidan aktivite yoOntemlerinin ¢ogu sulu tampon, hidrofilik prob ve
hidrofilik radikal olusturuculara dayanmaktadir. Bunlar arasinda 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPHe) radikal siiplirme kapasitesi tayini, 2,2-azinobis (3-etil-
benzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) tayini, Toplam Radikal Yakalayici Antioksidan
Parametresi (TRAP), Ferrik Azaltict Antioksidan Giicii (FRAP), Bakirli Azaltici
Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC), Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)
Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC), ve hidrojen peroksit radikal
sliplirme aktivitesi tayini gibi yontemler sayilabilir (Capanoglu vd., 2018; Kamiloglu
vd., 2015).

Antioksidan bilesikler, organizmalar tarafindan kendi koruma sistemlerine yanit
olarak oksidatif etkilere kars1 hareket etmek i¢in iiretilir. Oksidatif stresin ana nedeni
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesidir. C-fikosiyanin gibi molekiiller, genellikle
ROS'un serbest radikallerini temizleyerek, reaktif molekiilleri notralize etmekte olup,
oksidasyon seviyesini azaltarak enzimatik olmayan antioksidan mekanizmasi ile
hareket edebilirler. Daha spesifik olarak, oksidatif stres DNA'ya zarar verebilir ve
apoptoza veya mutajeneze neden olabilmektedir (Bhat ve Madyastha, 2001; Izadi ve
Fazilati, 2018).

C-fikosiyaninin kimyasal yapisinda uzun bir konjuge cift bag olusturmasi iyi bir
elektron degistirici olmasini saglamaktadir. Bu nedenle, C-fikosiyanine bagl

kromoforlar, antioksidan aktivite Ozellikleri sergileyebilirler. C-fikosiyaninin sahip
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oldugu fikosiyanobilin grubu ayni zamanda insan safra pigmentleri olan biliverdin ve
bilirubine yapisal olarak benzerdir (McCarty, 2007). Bunlar eskiye dayanan en giicli
endojen antioksidan substratlardir. Bununla birlikte, bilirubin, dogal kaynaklarindaki
eksik ve sentezlemedeki zorlugunun yami sira suda ¢oziinmezligi nedeniyle oral
uygulama i¢in uygun degildir. Bu nedenle fikosiyanobilin, potansiyel inhibitor etkisi
gibi ozelliklere sahip olan biliverdininin yerine gecerek taklit molekiilii olarak gorev
yapabilir (Strasky vd., 2013).

Benedetti vd., (2010) c¢alismasinda bazi biyolojik Ornekler icin pozitif bir
antioksidan profili gosteren Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)
yonteminde C-fikosiyanin, biiylik bir antioksidan etki gdstermistir. Ayrica, yapilan
calismalarin  bircogunda  fikobiliproteinlerin ~ serbest radikalleri  temizleme
potensiyaline dair olumlu sonuclar elde edilmistir (Patel vd., 2018). Bir diger
literatiirde Cherdkiatikul ve Suwanwong (2014) fikosiyaninin iki bileseninin
(fikosiyanopeptid ve fikosiyanobilin) giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Genel olarak bakildiginda C-fikosiyaninin gii¢lii bir antioksidan olduguna dair
arastirmalar mevcuttur. Siyanobakteri tlirii olan Spirulina'daki baslica suda ¢oziiniir
antioksidan bilesen olan C-fikosiyaninin aktivitesinin C vitamininden yaklasik 20 kat
daha etkili oldugu varsayilmaktadir (Sonani vd., 2015). Bununla birlikte C-
fikosiyanin, dogal antioksidan olarak alzheimer, parkinson ve huntington hastaliklari
gibi bazi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde bagisiklik uyaricist ve bir anti-

inflamatuar ajan olarak bildirilmistir (Romay vd., 2003; Xalxo vd., 2013).

1.4.5.2. C-fikosiyaninin antimikrobiyal aktivitesi

Antibiyotik igerikli ilaglara karsi bakterilerin diren¢ gdstermesi, bu ilaclarin
gosterdigi etkiyi azaltmakla birlikte yaygin enfeksiyonlara yol agmaktadir. Patojenik
mikroorganizmalarin bliylimesini engellemek i¢in antimikrobiyal ajanlar olarak cesitli
farkli kimyasal ve sentetik bilesikler kullanilir, ancak bu ilaglarin yiliksek dozajlarda
kullanim1 hem bakteri hem de canli organizma i¢in ¢esitli olumsuz yan etkilere de
neden olabilir (Abdel-Shafi vd., 2019). Bu nedenle ¢evresel tehlikelerden arindirilmis
dogal antimikrobiyal bilesiklere olan talep biiyiik dl¢iide artmistir. Deniz yosunlari
gibi dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler, glivenli antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilabilirler (Dashtiannasab vd., 2012; Demirel vd., 2009).
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Siyanobakteriler essiz 6zellikli mikroorganizmalardir ve bu dogal ajanlar i¢in
birincil sirada yer alirlar. Cevre dostu olarak bilinen bu mikroorganizmalarin bazi
bilindik tiirleri hem gida takviyesi olarak hem de fotosentetik dogal pigmentler
iretebilmektedir. Bunun yani sira son yapilan arastirmalara gore dogal
renklendiricilerin umut verici aktif biyolojik ajanlar olabilecegine dair olumlu sonuglar
ortaya ¢ikmistir (Osman vd., 2019; Salama vd., 2015).

C-fikosiyanin, esas olarak nispeten diisiik konsantrasyonda biyolojik savunma
aktivitesini tesvik ederek bircok bakteriyel ve viral enfeksiyona karsi etkilidir.
Literatiirde c¢esitli siyanobakteri tilirlerinin ekstraktlarindan izole edilmis C-
fikosiyaninin farkli yontemler ile antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Bu teknikler
agar kuyu difiizyon (Bauer vd., 1966; Salama vd., 2015), disk diflizyon yontemi
(Clarke, 2004; Osman vd., 2019), mikrodiliisyon minimal inhibitér konsantrasyon
(MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC)’dur (Bhuvaneswari vd., 2013;
Eloff, 1998). Kullanilmakta olan C-fikosiyanin ekstraktlarinin saflik faktoriine baglh
olarak gram negatif ve pozitif tiirler lizerinde etiklerine bakilmistir.

Spirulina'dan elde edilen C-fikosiyaninin antimikrobiyal etkileri {izerine az
sayida calisma yapilmistir. Spirulina'nin diisiik C-fikosiyanin konsantrasyonlarinin
incelenen bakteriler lizerinde ©nemli bir etkisi olmadigi goriilmekteyken, ticari
antibiyotiklerin  antibakteriyel etkileri C-fikosiyaninkinden daha fazla etki
gostermektedir. Sitohy vd., (2015) Anabaena sp‘den C-fikosiyaninin agar kuyu
diffuziyon yontemiyle antimikrobiyal etkisini Klebsiella sp., Escherichia coli, S.
aureus ve Bacillus cereus tiirleri lizerinde incelenmis ve sonug olarak, C-fikosiyaninin
Staphylococcus aureus tizerindeki gosterdigi etkinin diger izolatlardan daha fazla
oldugunu belirlemislerdir. Mohite vd., (2015) Anabaena'dan elde edilen C-
fikosiyaninin antibakteriyel potansiyeli Spirulina'dan elde edilen C-fikosiyaninden

daha fazla olmustur.

1.4.5.3. C-fikosiyaninin antikanser aktivitesi

Kanser, diinya ¢apinda en sorunlu hastaliklardan biri olup ayn1 zamanda baslica
hiicre apoptozuna yol acan nedenlerinden biridir. Bu sebepten kanser hiicrelerinin
bliylimesini ve cogalmasini engellemek icin sitostatik ilaglarin veya dogal maddelerin
uygulanmasi, kanser arastirmalarinin 6nemli ve gelismekte olan bir konusudur

(Jimeno vd., 2004). Bir¢ok sentetik antikanser ilacinin toksik yan etkilerine gore,
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sentetik olmayan dogal kokenli {iriinler daha c¢ok tercih edilmeye baslamistir (Adnan

vd., 2020; Cragg vd., 2009).

Son zamanlarda, farmakolojik aktiviteye sahip dogal deniz iiriinlerinin gili¢lii
antikanser aktiviteye sahip oldugu ve toksik yan etkilerinin ¢ok az veya hi¢ olmadigi
bulunmustur. Dogal deniz {iriinlerinin 6ziitii olan C-fikosiyanin, son yillarda hastalik
tedavisinde kimyasal dnleme ve kemoterapotik uygulamalarda giderek daha onemli
hale gelmistir (Bechelli vd., 2011; Jiang vd., 2017).

Giiniimiizde C-fikosiyaninin ¢esitli timor hiicreleri ve saglikli dokulardan alinan
hiicreler tizerindeki etkilerine iligkin in vitro ve in vivo veriler bulunmaktadir. Bu
calismalar C-fikosiyaninin ¢esitli kanser tiirleri, meme kanseri (Li vd., 2010),
karaciger kanseri (Jiang vd., 2017), akciger kanseri (Bingula vd., 2016; Li vd., 2015),
kolon kanseri (Watson vd., 2016), losemi (Subhashini vd., 2004) ve kemik iligi
kanseri (Gardeva vd., 2014) tizerinde gii¢lii bir tiimor Onleyici etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (Braune vd., 2021).

C-fikosiyaninin tiimor hiicre dokular: tizerindeki etkileri su anda c¢ok sayida in
vitro ¢alismalarda kapsamli bir sekilde analiz edilmesine karsin, in vivo ¢alismalar ¢ok
azdir. In vivo deneyler genelde veri seti, oral ve lokal tedavilerde tekli ve kombinasyon
yaklagimlart (ilaglar ve teknikler) igermektedir. Fakat su anda monoterapinin etkileri
yeterince etkili olmadig: i¢in C-fikosiyanin saglik alaninda bir antikanser ilac1 olarak
kullanilmamaktadir (Bingula vd., 2016). Ek olarak, C-fikosiyaninin in vivo yari
Omriiniin kisa olmasi tiptaki uygulamalarinda bazi sinirlamalar getirmektedir (Yang
vd., 2017).

Bu calismalarin  kapsaminda C-fikosiyanin kanser hiicrelerinin biiylimesi
izerinde zamana ve doza bagli olarak 6nemli bir engelleyici etki ortaya ¢ikarmaktadir.
Apoptoz indiiksiyonu, hiicre dongiisii durmasi, DNA replikasyonu inhibisyonu ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi de dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma

bulunmaktadir (Hao vd., 2018).

1.4.6. C-fikosiyaninin kullamim alanlari
1.4.6.1. Gida ve kozmetikte renklendirici olarak kullanimi

Bilindigi iizere renklendirme, iiriinii ¢ekici kilan 6nemli unsurlardan birisidir. Bu

nedenle tekstil, gida ve kozmetik endiistrilerinde ¢esitli renklendirici iiriinler, yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Gida ve tekstil endiistrilerinde kullanilan renklendirici
bilesige boyalar, kozmetik, miirekkep ve ilaglarda kullanilan renklendiricilere ise
pigment ad1 verilmektedir (Dikshit ve Tallapragada, 2018). Renklendiricilerin ¢ogu,
farkli endiistrilerdeki yiiksek talep nedeniyle genellikle kimyasal olarak iiretilmektedir.
Bunlarin ¢ogu dogada biyolojik olarak par¢alanamamakta ve insan sagligi i¢in tehdit

olusturabilmektedir (Rastogi vd., 2010).

Giliniimiizde insanlar kimyasal olarak elde edilen renklerin ¢evre ve insan sagligi
tizerindeki etkilerinin farkindadir. Modern gida endiistrisi, insan viicuduna herhangi
bir zarar vermeden ucuz, saglikli ve daha uygun gida iriinlerinin {retimini
artirmaktadir (Kannaujiya vd., 2017).

1982'de piyasaya siiriilmesinden bu yana, fikobiliproteinlerin ve 6zel olarak da
C-fikosiyaninlerinin renklendirici olarak uygulanmasi halen genislemeye devam
etmektedir. Uzun siiredir devam eden popiilerlik, bu proteinlerin bir takim benzersiz
Ozelliklere sahip olmasina dayanmaktadir (Dasgupta, 2015). Bunlardan bir tanesi,
toksik ve kanserojen olabilen sentetik gida renklendiricilerine kiyasla herhangi bir yan
etkiye sahip olmayan essiz bir pigment olmasidir (Prasanna vd., 2007).

Fikobiliproteinler, katki maddesi olarak insanlar tarafindan verimli bir sekilde
kullanilan ve gida olarak pazarlanan en umut verici iiriinlerden biridir. Avrupa'da, C-
fikosiyaninin boya olarak kullanimi, dogal, toksik olmayan ve biyolojik olarak
pargalanabilen ozelliklerinden dolay1 dikkat ¢ekmistir (de Morais vd., 2018; Venil,
2013). C-fikosiyaninin renk koruyucu ozelligiyle ilgili, ¢esitli iirlinler {izerinde birkag
stabilite caligmalar1 yapilmistir (Jespersen vd., 2005). S. platensis'ten iiretilen
fikosiyanin sakiz, siit iiriinleri ve joleler gibi gidalarda dogal bir pigment olarak
kullanilmaktadir (Santiago-Santos vd., 2004). Daha once de belirtildigi {izere
fikosiyanin 1518a, sicakliga ve ortamm pH'ma c¢ok duyarhdir ve kolayca
bozulabilmektedir. Ancak jole sakizi, kaplanmis yumusak sekerlemelerde parlak bir
mavi renk goriintiisiiyle, gardenya ve indigo gibi renklendiricilere alternatif olarak
daha yonli kabul edilebilmektedir. Bununla birlikte fermente siit {iriinleri,
dondurmalar, mesrubatlar, tatli ve pasta siislemeleri ve birgok gida {iriiniiniin

renklendirilmesinde de kullanilirlar (Gorsel 1.1) (Mishra vd., 2010).
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Gorsel 1.1. C-Fikosiyaninin gidalarda renklendirici olarak kullanimi (http-1)

Herhangi bir dogal renklendiricinin gidada uygun sekilde uygulanmasi igin
renklendiricinin stabilitesi ok énemlidir. Ornegin C-fikosiyaninin oda sicakliginda 1s1
uygulanmadig takdirde en az 1 ay rengini kaybetmeden alkolsiiz i¢eceklerde (Pepsi®
ve Bacardi Brezzer®) stabilitesini korudugu tespit edilmistir. Pasta dekorasyonlarinda
siis gibi bir yil boyunca rengini kolayca koruyarak onemli oOlgliide devamlilik
gosterdigi kanitlanmistir (Dufossé vd., 2005).

C-fikosiyanin kozmetik iirlinlerinin siirdiiriilebilir gelisiminde de kapsamli roller
oynamistir. C-fikosiyaninin ve C-fikoeritrin, kozmetikler i¢in renklendirici maddeler
olarak Japonya'da pazarlanmaktadir (Prasanna vd., 2007). Japonya'da gida mevzuati,
sentetik koruyucu eklenmeden gida boyalarinin uygulanmasimi zorunlu kilar.
Gilintimiizde C-fikosiyanin halen, Lina-Blue, DIC Corporation tarafindan yapilan
dogal kozmetik ve gida iriinleri i¢cin etkin bir sekilde kullanilan renkli bir ticari
boyadir. Birgok sirket, banyo pudrasi, viicut losyonu, beyazlatict krem, sabun, goz
kalemi, ruj vb. dahil olmak iizere yeni ve cevre dostu olabilecek C-fikosiyanin tabanli
triinler tasarlamistir (Braune vd., 2021; Galetovi¢ vd., 2020; Mishra vd., 2008;
Morocho-Jacome vd., 2020).

1.4.6.2. Farmasétik ve floresan prob olarak kullanimi

Fikobiliproteinler, dogal renklendirici 6zelliklerinin yani sira, farmasotik,
biyomedikal, molekiiler biyoloji ve terapotik uygulamalar i¢in son derece yararli olan

benzersiz floresan 6zelliklere sahiptirler (Eriksen, 2008). Bu fotosentetik pigmentler,
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sulu cozeltilerle ekstraksiyon edildiginde ve saflastirildiginda, proteinler yiiksek
oranda floresan hale gelir (Gorsel 1.2). Fikobiliproteinler spektroskopik ve yapisal
Ozellikler olarak, goriiniir 151k spektrumunda genis absorpsiyon, muazzam sénme
katsayisi, enerji transferi ve yliksek floresan kuantum gibi benzersiz nitel ve nicel
ozellikler sergilerler (Glazer ve Stryer, 1984; Glazer, 1994; Sun vd., 2003).
Fikobiliproteinlerde hegzamer yapiy1 olusturan (of)e birimleri yiiksek molar katsayisi
ve kuantum verimine sahiptir. Bu yapilarda olusan herhangi bir denatiirasyon
isleminde, trimerden monomere ayrismast durumunda, molar kat sayis1 ve kuantum
azalmaktadir (Fukui vd., 2004; Kupka ve Scheer, 2008). Bu 0&zellikler,
fikobiliproteinleri ¢esitli gorlintiileme teknikleriyle kullanimi i¢in ideal floresans aday1

yapmaktadir.

Gorsel 1.2. Sulu ¢ozelti i¢inde floresans hale gelmis C-fikosiyanin ekstrakti

Hiicre biyolojisinde kullanilan akis sitoflorimetrisi, floresan mikroskobu, tek
hiicreli analiz, floresanla etkinlestirilmis hiicre smiflandirmas1 (FACS) gibi bazi
onemli yontemlerde baglica floresan ajanlar olarak fikobiliproteinler genis ilgi
gormektedir (Sonani vd., 2016). Buna ek olarak antikorlar, reseptorler ve diger
biyolojik molekiiller icin etiket gorevi gorebildikleri icin  immiinoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Immiinoglobulinlere, protein A'ya
ve avidine konjuge edilmis fikobiliproteinler, bir floresanla aktive edilen hiicre
siralayict (FACS) kullanilarak tek hiicreli iki renkli floresan analizi i¢in miikemmel
reaktifler haline getirilebilir (Oi vd., 1982).

Son aragtirmalar C-fikosiyaninin saglik agisindan umut verici oldugunu ve

genis bir potansiyel farmasotik uygulama yelpazesine sahip oldugunu gdstermistir
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(Bermejo, 2014). Farmasotik bir ajan olarak kullanim potansiyeli, yukarida
bahsedilmekte olan biyolojik aktivite boliimiinde daha detayli anlatilmaktadir.

Son zamanlarda C-fikosiyaninin floresan Ozelliklerinden yararlanilmakta olup,
cesitli teknik yontemlerle birlikte daha etkili yontemler gelistirilmeye devam
edilmektedir. Siyanobakteri kiiltiirlerinde bliylimenin ¢evrimici izlenmesi (Bastien vd.,
2011; Sode vd., 1991), icme suyundaki toksik siyanobakterilerin tespiti (Izydorczyk
vd., 2005) ve dogal sularda siyanobakterilerin uzaktan algilanmasi ve gelisim takibi

i¢in kullanilabilirler (Sode vd., 1991; Simis, vd., 2005).

1.4.7. C-fikosiyaninin ekonomik degeri ve gelecek perspektifleri

Amerika Birlesik Devletlerinde Gida ve Iilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis tek dogal mavi pigment olan C-fikosiyanin, ekonomik pazarin ana
hedeflerinden biridir (Venil vd., 2013). Birgok iiretici, pazar1 daha yiiksek seviyelere
tasiyabilecek C-fikosiyaninden yapilmis dogal ve yenilik¢i renkleri piyasaya
stirmiistiir. Ticari olarak gida katki maddelerinin ve boyalarin hazirlanmasi i¢in C-
fikosiyanin Spirulina sp., Porphyridium sp. ve Rhodella sp‘den tretilmektedir (Singh
ve Datta, 2005; Spolaore vd., 2006). 2016 yilinda Spirulina'dan elde edilen C-
fikosiyanin, diinya c¢apinda en carpict renk haline gelerek, dokusu ve ozellikleri
nedeniyle kozmetik ve kisisel bakim endiistrilerinde kullanim onay1 almistir. Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), gida giivenligi i¢in AB devletlerinde tliketilen gida
iirlinlerinde yapay renklerin kullanimini1 yasaklamasiyla birlikte bir¢ok {iretici firma,
diinya pazarinda ekonomik ag¢idan daha yiliksek seviyelere ulagtirmistir (Insights,

2019).

Insights, (2019) raporunda C-fikosiyanin i¢in toplam pazarin 112,3 milyon dolar
(USD) oldugunu ve bu saymin 2028'e kadar iki katina ¢ikacagin1 tahmin etmektedir.
Raporda ayrica Batt Avrupa'nin bu iiriiniin en biiyiik tiiketicisi oldugu (yaklasik %33)
ve Uretilen fikosiyaninin %80'nin gida endiistrisinde kullanildig: belirtilmektedir.

Fikobiliproteinlerin protein yapist sayesinde, degerli triinlerle kullanilarak
Japonya, Cin, Hindistan, diger Avrupa ve Asya iilkelerinde gida ve kozmetik
renklendirici olarak pazarlanan en umut verici gida tirtinlerinden biri olmustur.

Sanayi sektoriinde bircok sirket Spirulina sp‘den gida takviyeleri ve tibbi ilaglar
tretmektedir (Holdt ve Kraan, 2011). Su anda, pigment pazarinda birkac sirket
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kurulmus ve fikobiliproteinler de dahil olmak {izere yeni biyolojik {irlinlerle ticari
mallardan yararlanmaktadir. Bu sirketlerden birkag tanesi, iilke ve iirettikleri protein

bazli dogal pigmentler Tablo 1.3’te detayl bir sekilde sunulmustur.

Tablo 1.3. Fikobiliprotein bazli biyoteknolojik iiriinleri tireten sirketler

Sirketler Ulke/Sehir Uriinler Web siteleri
Phyccobiotech ~ Fransa/Montpellier  Fikosiyanin, https://www.phycobiotech.com/
fikoeritrin,
allofikosiyanin
Binmei Cin/Linhai Organik Spirulina 6zii,  http:/tr.binmeibio-es.com/
biotechnology tozu, fikosiyanin
Anaspec Amerika Birlesik Fikosiyanin, https://www.anaspec.com/en/
Devletleri fikoeritrin,
allofikosiyanin
Parry Hindistan/Tamil Organik Spirulina (gida  https://www.parrynutraceuticals.c
nutraceuticals Nadu takviyesi olarak), om/
fikosiyanin
Eurogentec Belgika/Seraing Fikosiyanin, https://www.eurogentec.com/en/
fikoeritrin,
allofikosiyanin
Anaspec Amerika Birlesik Fikosiyanin, https://www.anaspec.com/en/
Devletleri fikoeritrin,
allofikosiyanin

1.5. Hipotez ve Amag

Literatiir verilerine bakildiginda genellikle S. plantesis siyanobakterisi ile
yapilmis ekstraksiyon, saflagtirma ve karakterizasyon yontemleriyle bir¢ok calisma
mevcuttur. Bu ¢aligmalar iilke genelinden baslayarak Tiirkiye’de dahil olmak iizere C-
fikosiyanin iireticisi olarak sadece S. plantesis kabul edilmis durumdadir. Hatta, ticari
bir marka olarak isimlendirilerek diinya pazarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Sekar ve Chandramohan, 2008).

Siyanobakterilerin yaklasik 150 cins ve 2000 tiirii tanimlanmis olmasina
ragmen C-fikosiyanin kaynagi olarak en ¢ok kullanilan S. plantesis tiirliniin ismi
ge¢mektedir. Bu durumda diger siyanobakteri tiirlerinin C-fikosiyanin bakimindan
verimleri nedir? sorusu ortaya cikmaktadir. Bu tez c¢aligmasinin ilk amaci da bu
sorunun temeline dayanmakta olup C-fikosiyanin verimi saglayan yeni alternatif

Tiirkiye izolatlariin belirlenmesine yoneliktir. Ayrica C-fikosiyanin eldesi i¢in
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kullanilan yontemleri optimize etmek, C-fikosiyanini saflastirmak, karakterize etmek
ve biyolojik aktivitesinin belirlenmesi de hedeflenmistir.

Her seyin zamanla tiikendigi bu siirecte C-fikosiyanin igerigi bakimindan yeni
essiz Ozelliklere sahip Tiirkiye i¢in 0zel siyanobakterilerin kesfedilmesi bu tezi diger
aragtirmalardan 6zgiin kilmaktadir. Ayni1 zamanda c¢alisilan yontemlerin bazilarinda
modifikasyonlar yapilarak C-fikosiyanin iiretimine katki saglayacak bir kilavuz olarak
gorilebilir.

C-fikosiyanin literatiir degerlendirmesi bakimindan zengin goziikse de iiretimine
dair simdiye kadar yapilan calismalarda bilindik siyanobakteri tiirleri ile benzer
yontemler kullanilmistir. Yapilan caligmalara bakildiginda farkli ortamlardan
identifiye edilmis siyanobakteriler ile C-fikosiyanin lretimine yOnelik her herhangi
kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu anlamda literatiirde detayli sekilde verilen
bilgilerden ve eksikliklerden yola ¢ikarak calismamizin hipotezi “farkli cevresel
faktorlere uyum saglamis ve identifiye edilmis yedi siyanobakteri izolatinin C-
fikosiyanin tiretim yeteneklerinin de farkli olacagidir”.

Calismamizin amact farklt ortamlara uyum saglamis olan siyanobakteri
izolatlarinin farkli ekstraksiyon yontemleriyle C-fikosiyanin iiretim yeteneklerinin ve
mevcut verimin artirtlmasina yonelik optimum parametrelerin belirlenmesidir. Bu
sekilde secilen izolatlarin hangi yontemlerle daha iyi C-fikosiyanin verimi sagladigi
belirlenebilecek ve Tiirkiye’ye 6zgii izolatlarin C-fikosiyanin iiretme yetenekleri
literatiire kazandirilacaktir.

C-fikosiyanin eldesinde diger basamak olarak saflagtirma ve karakterizasyon
islemleri uygulanmaktadir. Siyanobakterilerden elde edilecek olan mavi fikosiyanin
ekstresi bir protein pigmentidir ve deneysel asamada olusan mevcut kirleticilerden
saflastirilmast gerekmektedir. Literatiirde belirtilen yontemeler incelendiginde bu
yontemlerin temel siirlayici unsurlari; saflagtirma isleminin uzun vakit almasi, pahali
olmasi, yiiksek hacimlerde calisilamamasi ve saflik oraninin diisiik olmasidir.

C-fikosiyaninin karakterizasyon o6zelligini belirlemek i¢in 1ilgili proteinin
yiiksek bir saflikla olmasi gerekmektedir. Saflagtirma adimi her bir proteinin en kritik
noktast olup Ozenle tasarlanmalidir. Ciinkii her saflagtirma adimi iiriin kayb1 ve
safsizliklara neden olabilir. Bu durumda saflastirma basamagi C-fikosiyanin bir

sonraki kullanim amacina gére onemli bir adimdir. Calismamizin alt hipotezi “farkli
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yontemler C- fikosiyaninin endiistriyel veya ve diger kullanim amacina gore saflik
oranlarini degistirecektir”.

C-fikosiyanin daha basit ve hizli tekniklerle analitik C-fikosiyaninin safliginin
elde edilerek karakterize edilmesi calismamizin diger amacidir. Uygulanacak
saflagtirma adiminda yeni ve ucuz yontemler lizerinde yogunlasarak C-fikosiyanini
kisa siirede elde etmek ve en az iirin kaybini saglayacak yontemin belirlenmesi
beklenmektedir. Ardindan molekiil agirligi ve karakterizasyonu gergeklestirilecektir.

Mavi yesil siyanobakterilerin biyoaktif bilesikleri bircok kisi tarafindan
arastirilsa da halen bilinmeyen taraflar1 vardir. Bu biyoaktif bilesikler ikincil metabolit
tiriinlerinden biri olan C-fikosiyanin pigmentidir. Birgok literatiir arastirmasinda
S.plantesis’in in vitro ve in vivo olarak tasarlanmis gesitli biyolojik aktivite testleri
yapilmistir. Ancak bilinmesi gereken bir husus var ki, se¢ilen tiiriin aktivite degerleri
bir diger farkli tiiriin biyolojik etkisiyle esdeger olmayabilir. Dolayisiyla, C-
fikosiyanin biyolojik aktiviteleri halen genis kapsamda arastirilmadigi goz Oniinde
bulundurulabilir.

Siyanobakterilerin ikinci metabolit {riinlerinden biri olan “C-fikosiyanin
pigmentinin biyolojik aktivite 6zelliklerine sahip oldugu” tez ¢alismamizin sonuncu
hipotezidir. Calismamizin son adimi olarak belirledigimiz biyolojik aktivite
calismasinda saflastirarak in vitro olarak tasarladigimiz C-fikosiyaninin antioksidan,
antikanser ve antimikrobiyal Ozelliklerinin arastirilmasidir. Bu sayede ¢alismamizin
ilerleyen basamaklarinda bu mavi pigmentin endiistriyel alanlarda dogal bir
renklendirici boya maddesi, hatta tibbi ve farmakolojik uygulamalarda potansiyel ilag

etkisi olarak tanitmak ve literatlire sunmak amaglanmaktadir
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Siyanobakteri izolatlar:

Calismada daha once cesitli ekolojik ortamlardan izole edilerek identifiye
edilmis ve Eskisehir Teknik Universitesi mikrobiyoloji laboratuvarinda muhafaza
edilen 7 adet siyanobakteri izolati kullanilmistir. Bu izolatlar Kiitahya'daki Simav
Eynal termal kaplicasindan izole edilen 3 adet Geitlerinema sp. Eskigehir Porsuk
Cayr’'ndan izole edilen Nodosilinea sp., -123, Phormidium Ilumbricale-253 ve
Leptolyngbya norvegica-141 izolatlari, Kirka Bor Madeni atik havuzundan izole
edilen Leptolyngbya sp.-2, izolatlaridir. Bu izolatlar siv1 azot igerisinde uzun siireli

olarak muhafaza edilmektedir.

2.1.2. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Calismada kullanilan cihaz, ekipman ve markalar1 Tablo 2.3de verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan cihaz, ekipmanlar ve markalart

Cihazlar Markalar

Spektrofotometre Shimadzu UV-3150 PC, Epoch2 microplate reader, ABD
Steril giivenlik kabini Airstream® Class I Biological Safety Cabinet (E-series)
Vorteks Heidolph Reaxtop vortex, Almanya

Manyetik karistici Velp Sciefica™

Calkalamal inkiibator
Inkiibator

Sterilizator

Masaiistii sogutmali santrifiij
Mini santrifiij

Buzdolabi (Bosch, Almanya)
pH metre

Sonikasyon

Homojenizator

Terazi

Hassas terazi

Otoklav

PCR cihaz1

UV Jel Goriintiilleme Cihazi

Dondurarak Kurutucu

Isik mikroskobu

Cok fonksiyonlu plaka okuyucu

Hiicre sayim cihaz
Laminar akis kabini
Orbital ¢alkalayici

Eppendorf, inova 44, Kanada

Niive N120

Thermo Scientific Heraeus Instruments T20
Hettich UNIVERSAL 320, Almanya
Eppendorf Centrifuge 5415 R

Bosch, Almanya

Mettler Toledo S220, ABD

Sonics and Materials, Vibracell, ABD
IKA Ultra-Turrax T-25, Alamanya
Ohaus, Avustralya

Shimazu AEG-220, Japonya

Eastern Medical, Vertical Autoclave
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler

Uvitec M02 4611

Martin Christ ALPHA-1-4 LDC-1M Vacuum pump,
Ingiltere

Olympus mikroskobu BX51

BioTek Synergy HTX, ABD

LUNA II, Logos Biosystems, Giiney Kore
Mars Scanlaf, Labogene ApS, Danimarka
Heidolph Unimax 1010, Almanya
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2.1.3. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 (Tablo 2.1) Eskisehir Teknik
Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki stok Kkiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan test mikroorganizma kiiltiirleri

Bakteriler Kiifler

Listeria monocytogenes ATCC 19111 Alternaria brassicicola

Bacillus cereus ATCC 10876 Aspergillus flavus

Enterobacter aerogenes NRRL B-3567 Aspergillus fumigatus
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Aspergillus niger

Micrococcus luteus NRRL B-4375 Aspergillus parasiticus NRRL 465
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Fusarium moniliforme NRRL 2374
Klebsiella pneumonia ATCC 700603 Penicillium chrysogenum

Bacillus subtilis Penicillium notatum

Escherichia coli ATCC 25922 Scleroderma citrinum

Enterococcus faecalis ATCC 51299

Yersinia enterocolitica Y53

Mayalar

Candida albicans ATCC 90028
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida krusei

Candida glabrata ATCC 90030

2.1.4. Calismada kullanilan besiyerleri

2.1.4.1. BG-11 besiyeri

Bilesen Miktar
K,HPO,4.3H,0 0,04 g

MgS0,.7H,0 0,075 g
CaCl,.2H,0 0,036 g
Sitrik asit 0,006 g
Ferrik sitrat 0,006 g
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EDTA 0,001 g

Na,CO; 0,02 ¢g
NaNOs3 1.5¢
NaHCO; 0,15¢g
Mikroelement A 1 mL
Agar (g) I5¢

Yukarida verilen bilesenler tartilmig ve hacim 1000 mL’ye distile su ile
tamamlanarak, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Abelson ve Simon
1988). Borlu ortamdan izole edilen suslar icin ayn1 besiyeri litreye 6 g borik asit ilave

edilmis ve pH-10’a ayarlanarak (1 M NaOH ile) hazirlanmastir.

2.1.4.2. Mikroelement A

Bilesen Miktar
H;BO; 2,86 ¢

MnCl,.4H,0O 1,81 g

ZnS0,4.7H,0 0,222 g
Na,Mo00,4.2H,0 0,390 g
CuS04.5H,0 0,079 g
Co(NOs3),.6H,O 0,049 g

Yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000 mL’ye distile su ile
tamamlanarak, BG-11 besiyerine belirtilen miktarda eklenmistir (Abelson ve Simon

1988).

2.1.4.3. Mueller Hinton agar (MHA) (Biomark Laboratories)

Hazir ticari besiyeri 38,0 g tartilmis ve hacim 1000 mL’ye distile su ile

tamamlanarak ¢ozdiirtilmiis, 121 °Cde 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.4.4. Mueller Hinton broth (MHB) (Biomark Laboratories)

Hazir ticari besiyeri 21,0 g tartilmis ve hacim 1000 mL’ye distile su ile

tamamlanarak ¢6zdiiriilmiis, 121 °Cde 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4.5. Sabouraud Dextrose agar (SDA) (Sigma-Aldrich)

Hazir ticari besiyeri 65,0 g tartilmis ve hacim 1000 mL’ye distile su ile

tamamlanarak ¢ozdiirtiilmiis, 121°C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4.6. Sabouraud Dextrose broth (SDB) (Sigma-Aldrich)
Hazir ticari besiyeri 30,0 g tartilmis ve hacim 1000 mL’ye distile su ile

tamamlanarak ¢ozdiiriilmiis, 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.5. Kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlanisi

2.1.5.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve markalart

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve markalar1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.3. Kullanilan kimyasal maddeler ve markalar

Maddeler Markalar Maddeler Markalar
Amonyum asetat Sigma Fosfat tamponu (PBS) 1nvitrogenTM
Amonyum siilfat Sigma Coomassie Brilliant Mavisi Bio-Rad
G 250

Bromphenol Blue Sigma Fotal Dana Serumu Capricorn

Scientific
CaCl, Sigma p-Merkaptoetanol AppliChem
DEAE- seliiloz Sigma Trypsin/EDTA Biochrom AG
DPPH- Sigma Etanol Merck
EDTA Bio-Rad Akrilamid %30 Bio-Rad
Gliserol Sigma MTT Alfa Aesar
Glisin Merck Metanol Merck
H,SO0, Lab Alley Tripan Mavisi Soliisyonu Biological

Industrie
HCI Merck Lizozim Sigma
HPLC saf su Sigma Aseton Merck
Na,; HPO, Merck Protein markir Cell Signaling
NaCl Sigma TEMED Bio-Rad
NaH,PO, Merck %30 AKkrilmaid Bio-Rad
NaOH Sigma Dimetil siilfoksit AppliChem
Q sepharose fast flow Cytiva Tris -HCl Sigma
SDS %10 Sigma Dulbecco's Modified Eagle Sigma

Medium (DMEM)
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2.1.5.2. SDS-PAGE’de kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi

e Ayirma (Resolving gel) Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH: 8.8), 150 mL

Bilesen Miktar
Tris 2723 ¢g
dH,O 80 mL

pH-8,8’e ayarlanmis ve son hacim 150 mL’ye tamamlanmistir (Grabski ve

Novagen, 2001).

e Yiiriitme (Stacking gel) Tamponu (0,5 M Tris HCl, pH: 6,8), 100 mL

Bilesen Miktar
Tris 6g
dH,O 60 mL

pH-6,8’e ayarlanmis ve son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Grabski ve

Novagen, 2001).

e %10 SDS, 100 mL

Bilesen Miktar
SDS 10g
dH,O 100 mL

Soliisyonu hazirlamak i¢in 10 g sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilmis ve hacmi
100 ml’ye tamamlanmustir. Soliisyon oda sicakliginda muhafaza edilmistir (Sambrook

vd., 1989).

e %10 APS, 100 pL

Bilesen Miktar
APS 001 g
dH,O 100 uLL

0,01 g APS daras1 alinmis eppendorf tiip icinde hassas terazide tartilarak tizerine

0,1 mL (100 pL) dH,O ilave edilmis ve vorteks ile ¢oziilmiistiir. APS jel hazirlamadan
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hemen Oncesinde hazirlanmalidir. Daha sonraki giin kullanilacaksa +4 °C’de

saklanmalidir (Manns, 2011).

e Ayirma jelinde kullanilan ¢ozeltiler

Bilesen
%30 acrylamide, bisacrylamide

Tampon

%10 SDS

dH,0

%10 APS

TEMED (N, N, N, N*-

tetramethylene-ethylenediamine)

e Yiikleme jelinde kullanilan cozeltiler
Bilesen

%30 acrylamide, bisacrylamide

Tampon

%10 SDS

dH,O

%10 APS

TEMED (N, N, N, N*-

tetramethylene-ethylenediamine)

%12 ayirma jeli, 10 mL
4 mL

2,5 mL (ayirma jeli tamponu)

0,1 mL
3,4 mL
50 uL

SuL

%S yiikleme jeli, S mL

0,85 mL

1,25 mL (Ydriitme jeli tamponu)
0,05 mL

2,9 mL

25 uL

SuL

Bu bilesenler eklendikten sonra soliisyon filtreden gecirilerek sonrasinda

polimerizasyon baglatici olan APS ve TEMED ilave edilmistir (Manns, 2011).
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e 4x SDS PAGE Ornek Yiikleme Tamponu (Laemmli buffer), 10 mL

Bilesen Miktar

Tris — HCI 2 mL

%0,8 SDS 0,8 g

Gliserol 3mL

Bromphenol blue 0,004 ¢

dH,O son hacim 10 mL’ye tamamlanir.

SDS zor ¢6ziindiigii i¢in 3,75 mL tris konduktan sonra SDS ilave edilip 40 °C’de
sicak su banyosunda ¢oziinmesi beklenir. Coziindiikten sonra iizerine gliserol ilave
edilerek, 15-20 dakika daha 40 °C’de bekletilir. Coziinmeyen SDS kalintilar1 varsa
lyice ¢Oziinmesi saglanir ve son hacim 10 mL’ye dH,O ile tamamlanir. Son hacim 10
mL tamamlandiktan sonra bromfenol mavisi ilave edilir. Elde edilen pH istenilen
degerde ise boya eklenince mavi, farkli ise yesil bir renk alir ve bu durumda bastan

hazirlanmas1 gerekir (Manns, 2011).

e Stok 10x SDS PAGE Running (Kosturma) Tamponu, 1 L

Bilesen Miktar

Tris 303 ¢

Glisin 144 ¢

SDS 10g

dH,O son hacim 1 L’ye tamamlanir.

Oncelikle 10 g SDS tartilip son hacim 1 litreye tamamlanir. Tamponun pH’1 8,3
olmalhdir ancak kaliteli glisin kullanilmigsa pH-8,3 olmaktadir. Bu nedenle pH
ayarlamast gerekli olmamaktadir. SDS-PAGE yaparken tanka 10x stok kosturma
tamponundan 1x kosantrasyona seyreltimis tampon ilave edilmistir (100 mL 10x

kosturma tamponu, 900 mL dH,O) (Manns, 2011).
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Boyama c¢ozeltisi, 100 mL

Bilesen Miktar
Coomassie Mavi Boyasi 0,25¢
Metanol 45 mL
Asetik asit 10 mL
dH,O 45 mL

Yukarida belirtilen bilesenler jelin boyanmasi i¢in hazirlanmistir. Kullanim

oncesine kadar + 4 °C’de buzdolabinda saklanmistir (Kurien ve Scofield, 2012).

e Destaining soliisyonu (Boya uzaklastirici), 1 L

Birlesen Miktar
Metanol 300 mL
Asetik asit 100 ml

dH,O 600 mL

Yukarida belirtilen bilesenler boyanin uzaklastirilmas: i¢in hazirlanmis ve
kullanim 6nesine kadar + 4 °C’de buzdolabinda saklanmistir (Kurien ve Scofield,

2012).

2.2. Metot

2.2.1. izolatlarn iiretim kosullar:

Calismada kullanilan siyanobakteri izolatlar1 250 mL erlenmeyer siseleri
icersinde 200 mL besiyeri olacak sekilde iki farklt BG-11 (pH-7 ve pH-10) besiyeri
icerisinde 28 giinliik siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur (Gorsel 2.1). Porsuk Cay1
ve yilksek bor igeren bdlgeden izole edilen izolatlar, siirekli 1s1k altinda oda
sicakliginda (25 °C), termofil izolatlarin ise iklim kontrol cihazinda sicaklik 45 °C,

1s1k siddeti ise 150 pmol foton m™ s ye ayarlanarak gelisimleri saglanmustir.
ye ay: g g
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Gorsel 2.1. Cesitli bolgelerden izole edilmis siyanobakteri izolatlart

2.2.2. Siyanobakterilerin kuru agirhk tayini

Ucg haftalik gelisim siireglerini tamamlamis olan izolatlar elektronik terazide
(Shimadzu Libror AEG-220) darast 6nceden alinmig 50 mL’lik falkon tiiplerine
aktarilmig, ardindan 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra, pelet iki
kez distile su ile yikanmugstir. Elde edilen pelet firinda kurutma teknigi ile sterilizatorde
(Thermo Scientific Heraeus Instruments T20) bir gece diisiik sicaklikta bekletilmistir.
Sicaklik, C-fikosiyaninin 1siya duyarli oldugunu varsayarak 40 °C ve altina
ayarlanmigtir. Biyokiitleye uygulanan 6n islemden sonra daras1 alinmis ve kuru agirlik

bu sekilde belirlenmistir (Doke, 2005; Oliveira vd., 2010; Sarada vd., 1999;).

2.2.3. Optimum ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi

C-fikosiyanin eldesinde dort geleneksel ekstraksiyon yontemi; dondurma
¢ozdiirme, sonikasyon, homojenizasyon, lizozim ile uygulama yontemleri kullanilmig
ve en iyi C-fikosiyanin verimi saglayan yontemin optimizasyonu calisiimistir. Bu
amagla, onceden kurutulan siyanobakteri kiiltiirleri kuru agirhik basma 100 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH-7) igerisinde
coziindiiriilerek 30 dakika 150 rpm’de ¢alkalamali kosullarda siispanse edilmistir.
Burada ekstraksiyon isleminin tamami, aliiminyum folyoya saril1 bir sekilde karanlikta
gerceklestirilmistir.  Izolatlarin  tiimiine uygulanan bu prosediiriin  ardindan
siyanobakteriyel hiicre duvarmin parcalanmasina yonelik asagidaki ekstraksiyon

yontemleri uygulanmigtir.
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Dondurma/cozdiirme: Sispanse edilmis Orneklerin her biri, karanlik kosullar
altinda derin dondurucuda -20 °C'de dondurma ve bir saat +4 °C'de erime sicakligina
tabi tutularak, ard arda ii¢ kez tekrarlanmistir (Chittapun vd., 2020).

Sonikasyon: Sispanse edilmis Orneklerin her biri, sabit frekansta (20 kHz-50
kHz) %15-%20 amplitiid oraninda 2 dakika boyunca sonikasyon (Sonics and
Materials, Vibracell) yOntemine tabi tutularak hiicrelerin  parcalanmasi
gozlemlenmistir. Bu siliregte cihazin olusturabilecegi yiiksek 1siya karsi tiim deneyler
buz icerisinde gerceklestirilmistir (Akoglu, 2012).

Homojenizasyon: Siispanse edilmis orneklerin her biri homojenizatér (IKA
Ultra-Turrax T-25, Almanya) cihazinda 11.000 devir/dakika hiziyla yaklasik 10 dakika
boyunca homojen hale getirilmistir. Uzun siireden dolay1 cihazda olusabilecek 1siya
yonelik tiim deneyler ayni sekilde buz igerisinde gerceklestirilmistir (Moraes vd.,
2011).

Lizozim: Kuru biyokiitleye 0,1 M 200 mL fosfat tamponu igerisinde (pH-7) 100
mg lizozim ve 10 mM EDTA igeren tamponla siispanse edilmis ve ardindan 30 °C’de
24 saat boyunca 150 rpm’de ¢alkalamali kosularda inkiibasyonu saglanmistir
(Boussiba ve Richmond, 1979; Devi vd., 2020).

Yapilan tim islemlerin ardindan ekstraksiyonlar 10.000 g’de ve 4 °C'de 15
dakika santrifiij edildikten sonra mavi siipernatanlar toplanmis, ardindan 4 °C'de gece
boyunca bekletilmigtir. Daha sonra spektrofotmetrik (Shimadzu UV-3150 PC)
Ol¢timleri yapilarak C-fikosiyanin miktarlar1 belirlenmistir (Akoglu, 2012).

2.2.4. C-fikosiyanin miktariin belirlenmesi

Gece boyu bekletilen mavi oziitlerin spektrofotmetrik absorbans dlgiimleri 280,
620 ve 660 nm dalga boylarinda alindiktan sonra toplanan veriler, C-fikosiyanin
miktar tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan denklemin yerine konmustur. Bennett ve
Bogorad (1973) tarafindan verilen formiil biitiin algler i¢in gegerli olup asagidaki
gibidir:

Amax—(0,474 XAgs2)
5.34

C—PC(mg/mL) = 2.1

Apax- C-fikosiyanin pigmentinin maksimum pik gosterdigi absorbans noktasi. Max

absorbans gostericileri genel olarak As;0.625 dalga boylarinda rastlanmaktadir.
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Agsz - C-Allofikosiyanin pigmentinin maksimum pik gosterdigi absorbans noktast.
Formiilden elde edilen C-fikosiyaninin mg/mL degeri, daha dnceden belirlenmis

olan kuru biyokiitle miktar tayini ve kullanilan tampon c¢ozelti hacmi de hesaba

katilarak gram basina diisen mg C-fikosiyanin degeri Silveira vd., (2008) tarafindan

sunulan formiille hesaplanmistir:

C-PC(mg/ml)x Solvent hacmi(mL)

C — PC(mg/mL) = (2.2)

Kuru biyokiitle (g)

Ektraksiyon ve sonraki tiim asamalarda kullanilan bir baska denklemde C-

fikosiyaninin saflik tayini olup Aszp/A2s0 orantyla hesaplanmistir (Abalde vd., 1998).

2.2.5. C-fikosiyanin iiretimiyle ilgili yapilan calismalar
2.2.5.1. Farklu 151k siirelerinin C-fikosiyanin iiretimine etkisi

Bu c¢aligmada termofil siyanobakterinin karanlik-aydinlik (k/a) periyodunun
siiresine bagli olarak C-fikosiyanin iiretimine olan etkisi arastirilmistir. Segilen
izolatlar ii¢ grup seklinde belirlenmistir; 24 saat siirekli 151k, 16s:8s ve 12s:12s (k/a)
siireleridir. Calisma siirecinde 151k siddeti 150 pmol foton m™ s™ sicaklig1 ise 40 °C
ayarlanmis kosullar altinda farkli siirelerde yer degistirme yontemiyle karanlik-
aydinlik (k/a) periyodlarina tabi tutularak bir ay siirecinde inkiibasyonu saglanmistir.
Deneyler iki tekrarli yapilarak termofilik izolatlarin C-fikosiyanin {iretme

potansiyelleri karsilastirilmistir.

2.2.5.2. Yas ve kuru biyokiiltenin C-fikosiyanin verimine etkisi

En 1iyi ekstraksiyon yontemi ve C-fikosiyanin aktivitesi gosteren izolat
belirlendikten sonra, inkiibasyonu saglanarak kuru ve yas biyokiitleye ayni sekilde
ekstraksiyon islemi uygulanmis, yas ve kuru biyokiitlenin C-fikosiyanin verimine olan
etkisinin karsilastirilmas1 yapilmustir. Ilk olarak 250 mL erlenmeyer sisesinde gelismis
biyokiitlelerin santrifiijiinden sonra tartim1 yapilmistir. Yas biyokiitle miktar: toplam 1
g, kuru biyokiitlenin miktar1 ise 0,04 g olarak belirlenmistir. Kullanilan solvent hacmi

kuru agirliga gore hesaplanarak her numuneye 4 mL ¢6ziicii ilave edilmistir.
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2.2.5.3. En uygun tampon ¢ozeltinin belirlenmesi

En uygun tampon ¢ozeltiyi belirlemek amaciyla deneyler ii¢ tekrarli yapilarak
asagidaki belirtilen sulu tamponlarla ekstraksiyon islemi yapilmis ve C-fikosiyanin
miktar1 belirlenmistir.

e %1,5CaCl,
e Sodyum fosfat tamponu

e Distile su

2.2.5.4. En uygun sonikasyon parametrelerin belirlenmesi

En iyi C-fikosiyanin verimi elde etmek amaciyla ¢esitli sonikasyon parametreleri
denenmistir. Sonikasyon yogunlugu sabit siirede, farkli oranlarda amplitiid (%5, %10,
%15, %20, %25) ve bunun aksi olan, sabit amplitiid farkli siirelerin denemeleri (2, 4,

6, 8, 10 dakika) yapilarak C-fikosiyanin verimindeki degisiklikler gozden gegirilmistir.

2.2.5.5. Biiyiik olcekli C-fikosiyanin iiretimi

Bu calismada en iyi C-fikosiyanin verimi saglayan izolatin biiyiik hacimli
erlenlerde (2 litre) iiretimi Eskisehir Teknik Universitesi, Gida ve Biyoteknoloji
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Gorsel 2.2).

Gorsel 2.2, Termofil siyanobakterilerin hava kompresoriiyle steril hava verilerek 2 L'lik erlenlerde
tiretim

Bunun i¢in ilk 6nce birkag giinliik inkiibasyonda bekletilmis taze siyanobakteri
kiiltiirleri inokulum olarak kullanilmistir. Sekiz adet 2 L’lik erlenmeyer igerisinde

toplam hacmi 8 L olan biyokiitlenin, siirekli 151k altinda, 45 °C’de, 28 giinliik hava
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kompresorleriyle steril hava verilerek hizli ve verimli bir sekilde tiretimi saglanmistir.
Daha sonra optimize edilmis ekstraksiyon kosullari altinda spektrofotometrik veri
degerleri hesaplanmis ve bir sonraki saflastirma ve karakterizasyon asamasina

gecilmistir.

2.2.6. C-fikosiyaninin kismi saflastirilmasi

2.2.6.1. Amonyum siilfatla ¢oktiirme ve diyaliz

Ekstraksiyon sonrasi C-fikosiyaninin kismi saflagtirilmast amonyum siilfat
coktiirmesi ve ardindan tuzlulugun giderilmesi amaciyla da diyaliz yOntemi
uygulanmustir. Tiim prosediir 4 °C'de soguk odada gerceklestirilmistir. ik asamada,
kati amonyum siilfat %25’lik doygunluga esdeger bir konsantrasyon elde edilene
kadar, 75 mL (w/v) ham ekstrakt icine kademeli olarak ilave edilmis ve manyetik
karistiricida siirekli karistirilarak 4 °C'de 4 saat beklemeye birakilmistir. Elde edilen
homojenatlar 8.000 g'de 4 °C'de 15 dakika santrifiijlenmistir. Ik asamada toplanan
cokelti (esas olarak bazik proteinler) atilarak ve bakir mavisi renkli siipernatantlar geri
kazanilarak bir baska falkona aktarilmustir. Ikinci asamada, onceki doygunluga benzer
sekilde stipernatant, %75 doygunluga ulasana kadar katt amonyum siilfat ilave edilmis
ve gece boyunca 4 °C'de siirekli karistirllmistir. Elde edilen ¢ozelti, 15 dakika 8.000
g'de santrifiijlenmis siipernatant atilarak ¢oken proteinler toplanmis ve pH’1 7 olan 10
mM sodyum fosfat tamponu i¢inde ¢oziindiiriilerek diyaliz membranlarina
aktarilmistir (Sigma-D9277). Diyalizden 6nce membranlar kesilmis ve 3-4 saat akan
musluk suyu altinda birakilmis daha sonra membranlarin igeriginde bulunan gliserolu
uzaklagtirmak amaciyla %0,2 (v/v) siilflirik asit ile asitlestirilmis ve asiti
uzaklastirmak i¢in sicak distile su ile yikanmis ve kullanim oncesine kadar %20’°1lik
etanol igerisinde bekletilmistir. C-fikosiyanin numuneleri iki giin boyunca 10 mM
sodyum fosfat tamponu igerisinde 4 °C'de siirekli karistirilmis ve bu siiregte kullanilan
tampon iki kez degistirilmistir. Diyaliz sonrast kismu saflagtiritlmis C-fikosiyanin
numuneleri spektrofotometrik 6l¢iimleri yapilarak saflik faktorii tayin edilmistir (Patel
vd., 2005; Soni vd., 2006). Burada kullanilan doygunluk seviyelerine ulagmak i¢in
gerekli olan amonyum siilfat miktar1 internet EnCor Biotechnology Inc adresindeki

programi kullanilarak belirlenmistir (http-2).
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2.2.7. C-fikosiyaninin saflagtirilmasi

C-fikosiyaninin analitik diizeyde bir safliga ulagsmasi i¢in belli bir kismi safliga
ulagsmas1 gerekmektedir. Bu da amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi veya literatiir
Ozetinde belirtilen diger yontemlerin kombinasyonlariyla yapilmistir. Bu ¢alismada
kismi saflagtirma olarak amonyum siilfat ve ardindan diyaliz yontemi uygulandiktan
sonra saflik belirlenmistir. Spektrofometrik tarama, saflagtirma asamasinin en énemli
kism1 olup her asamada 6l¢iim yapilmistir. Bu adimda ayn1 zamanda, saflik faktorii ve
verim acisindan saflastirma Oncesi ve sonrasi yapilan islemlerde toplam hacim ve C-
fikosiyanin miktarlar1 belirlenip, asagidaki formiille hesaplanmistir (de Amarante vd.,

2020).

C—PC (mg/mL) x Vss (mg/mL)
C—PC (mg/mL) x Vg (mg/mlL)

Geri kazanmim (%) = x 100% (2.3)

Vs — saflastirma sonrasi, Vgy — saflastirma sonrasi

2.2.7.1. Iyon degisim kolon kromatografisi

Diyaliz sonras: elde edilen kismi saf ornekler analitik derecede bir safliga
ulasmak i¢in iyon degisim kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir. Ayrica bu
kromatografide kullanilan biri zayif anyonik DEAE- seliilloz (Sigma aldrich, D6418
Almanya), digeri kuvvetli olan Q- Sefaroz (Q-sepharose™ Cytiva, ABD) iki anyonik
recinenin geri kazanim (%), verim ve saflik a¢isindan nicel ve nitel olarak

karsilastirilmalar1 yapilmistir (Gorsel 2.3).

B

Gorsel 2.3. A. DEAE — seliiloz dolgu maddeli iyon degisim kromatografisi, B. Q — sefaroz dolgu
maddeli iyon degisim kromatografisi
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Dolgu maddeleri, iiriinlerin protokollerine uygun bir sekilde hazirlanip, pH’lar
ayarlanarak, (pH-7) i¢ capt 1,5 cm, yiiksekligi 30 cm olan kolona, yatak hacmi
yaklasik 5 mL olacak sekilde yiiklenmistir. Ik olarak siitun 25 mM sodyum fosfat
tamponuyla (pH-7) dengelenmistir. Bu sirada lineer akis hizi 30 mm saat™, yani,
dakikada 1 mL olacak sekilde peristalik pompa ile ayarlanmistir.

Daha sonra C-fikosiyanin ornegi dolgu maddesinin yiizeyini bozmayacak
sekilde hafifce eklenmistir. Burada 5 kolon hacmi kadar eliisyon tamponu (25 mM
sodyum fosfat tamponu, pH-7) ve baglama tamponu olan (0-0,5 M) NaCl ¢ozeltisini
dogrusal gradyan ile yliriitiilmiistiir. C-fikosiyanin agisindan zengin bakir mavisi renkli
fraksiyonlar dak/mL "'*ye ayarlanmis 2 mL’lik cam tiiplere toplanmustir. Son olarak da
konsantrasyon ve saflik analizi i¢in tiim fraksiyonlarin taranmasi 250-700 nm
arasindaki  absorpsiyon spektrumu belirlenmis ve  Ago/Azo denklemiyle

hesaplanmistir (Khazi vd., 2018).

2.2.8. C-Fikosiyaninin tamimlanmasi
2.2.8.1. Spektrofotometrik karakterizasyon

Bu calismada spektrofotometrik 0Ol¢lim C-fikosiyaninin karakterizasyon
asamasinin biiyiik bir kisminda yer almistir. Ilk basta ekstraksiyon olmak iizere diger
saflagtirma tekniklerinin her basamaginda kullanilan c¢ozeltiler kor deger olarak
secilmigtir. Ham ve saflagtirilmis numuneler tarama hizi 1 nm, dalga boyu 250-700 nm
araliginda olan UV-Vis absorpsiyon spektrumu ile incelenmistir. Bununla birlikte bu
yontemde saflik hassasiyeti agisindan 280 nm dalga boylarinda daha net sonugclar elde

etmek amaciyla 151k yolu 10 mm olan bir kuvars kiivet kullanilmistir (Patel vd., 2005).

2.2.8.2. SDS-PAGE yiéntemiyle saflik ve molekiiler agirlik tayini

C-fikosiyaninin spektrofotometrik Ol¢limlerinden sonra, alt birimlerinin saflik
kontrolleri ve molekiiler agirligimin tahmini amaciyla SDS-PAGE elektroforezi
yapilmistir. Bunun i¢in ilk olarak MiniProtean II (Bio-Rad) cihazi kullanim igin steril
kosullara tabi tutulmustur. Jellerin hazirlanacagi cam plakalar, taraklar, baglayici
klipsler ve tutucu hazirlanarak distile sudan gegirilmistir. Cam plakalar kullanilmadan
once %70’lik etanol c¢ozeltisiyle yikanmistir. Ardindan protein boyutuna gore

ayarlanmis %12’lik ayirma jeli (resolving gel) ilave edilerek ylizeyinde kabarcik
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olusturmayacak sekilde distile su eklenmis ve polimerize olana kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Bu asamada olusan faz farki gozlemlendikten sonra listte kalan su
dokiilmiis kalan sivilar kurutma kagidiyla geri ¢ekilmistir. Yukarida kalan kisma ise
%4’lik yiikleme jeli (stacking gel) hazirlanmis ve ilizerine tarak yerlestirilmis, ayni
sekilde oda sicakliginda polmerizasyon islemine tabii tutulmustur. Bir sonraki
asamada, SDS-PAGE tankina 1x kosturma tamponu ilave edilmis elektrotlarin bagl
oldugu tutucu ile jeller tanka konulmustur. Tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmis ve
olusan kuyular pipetlenerek dikkatlice yikanmistir. Toplam hacim 20 pL olacak
sekilde, 15 pL C-fikosiyanin numunesi ve 5 pL 4x konsantrasyona sahip (B-
merkaptoetanol iceren) drnek ylikleme tamponu (Laemmli buffer) ile karigtirilmis ve
10 dakika kaynatilarak, tiim hacim kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Ornekler
ayirma jeline gelene kadar 60 V’da (15-20 mA) sonrasinda 90-100 V’da (35-50
mA)’de yaklasik 2 saat yiiriitiilmiistiir (Gorsel 2.4).

Gorsel 2.4. SDS-PAGE cihazina yiiklenmig C-fikosiyanin numuneleri

Elektroforez islemi bittikten sonra, 10 dk distile su ile c¢alkalamali tablada
yikanmig sonrasinda distile su dokiilerek, Coomassie Brillant Blue G-250 (Merck,
Darmstadt, Almanya) soliisyonu ilave edilmistir. 1-2 saat boyama yapildiktan sonra
boya dokiilerek uzaklastirilmigtir. Jeller distile su veya yikama (baglanmamis boyay1
uzaklastirma ‘“destaining”) soliisyonu ile yikanmistir. Protein bantlarinin daha net
goriinmesi i¢in 1 gece bekletilmis ve goriintilleme cihazinda (Gel Doc™ EZ imager)

jel fotograflar1 alinmistir. Segilen protein standardina (Prestained Protein markar,
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Broad Range 11-190 kDa) gore bantlar tayin edilmis ve C-fikosiyanin Orneginin

molekiiler biiyiikliikleri belirlenmistir.

2.2.9. Farkl sicakhiklarin C-fikosiyanin stabilitesine etkisi

Herhangi dogal veya sentetik bir pigment kimyasal yapilart ve fiziksel
Ozelliklerine gore farkli stabilite 6zellikleri sergiler. Bu ozelliklerden biri de {iriiniin
termal sicakliga olan dayanikliligidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda kismi saflastirilmis
C-fikosiyaninin termal stabilitesi belirlenmistir. Bu amagla numuneler 1 mg/mL
konsantrasyonlarda 1,5 mL’lik epondorflara aktarilarak su banyosunda (Julabo TW20)
farkli sicakliklarda (25 °C, 50 °C, 60 °C ve 80 °C) 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra 250-700 nm araliginda C-fikosiyaninin spektrum verilerine bakilmistir. Bu
calisma birbirinden bagimsiz sekilde {i¢ tekrarli yapilarak standart sapmalari
belirlenmistir. C-fikosiyaninin mg/mL konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra
baslangi¢ konsantrasyonuna gore kalan C-fikosiyanin nispi konsantrasyonu Cg, (%),

asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Chaiklahan vd., 2012).
Cr =—x100% 2.4)
0

Cg- C-fikosiyaninin nispi konsantrasyon degeri, C- son konsantrasyon, Cy-

baslangi¢ konsantrasyon

2.2.10. C-fikosiyaninin biyolojik aktivite tayinleri
2.2.10.1. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

C-fikosiyaninin antioksidan aktivitesi literatiirde en cok tercih edilen DPPHe
(1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) radikali soniimleme testine dayali olarak belirlenmistir
(Contreras-Guzman ve Strong 1982; Wu vd., 2016). Ik olarak, C-fikosiyanin
ekstraktinin baslangic miktar1 1 mg/mL olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda seri
diliisyon yapilmistir. 1 mL sulu C-fikosiyanin ¢ozeltisi lizerine 3 mL 0,06 mM’lik
metanolik DPPHe ilave edilerek steril tiipde karistirllmistir. Daha sonrasinda oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika beklemeye birakilmistir. Ortaya ¢ikan soliisyonun
absorbansi, 520 nm'de UV-Vis spektrofotometresinde (Epoch2 microplate reader,
ABD) dlgiilmiis ve pozitif kontrol olarak ayni konsantrasyonlarda (1 mg/mL) askorbik

asit (C vitamini) ile %50 inhibisyon deger ortalamalar1 (ICsp) karsilastirilmigtir
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(Brand-Williams vd., 1995). Antioksidan aktivite asagidaki formiil kullanilarak
inhibisyon yilizdesine gore belirlenmistir.

. iy . Kontrol absorbansi— Numunenin absorbanst
%inhibisyon = x 100% (2.5)

Kontrol absorbanst

Kontrol absorbansi, reaksiyonun 520 nm'deki absorbansi DPPH-+metanol,

numunenin absobansi, DPPH+ C-fikosiyanin, kor olarak metanol ve su kullanilmstir.

2.2.10.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Termofilik siyanobakteriden elde edilen C-fikosiyanin antimikrobiyal aktivitesi
disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir (Clarke, 2004; Rao vd., 2011).
Deneyde test mikroorganizmasi olarak kullanilan mikroorganizmalar Tablo 2.5’te
verilmigtir. Bakterilerin taze kiiltiirlerinden Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerine,
mayalar i¢in Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyerine ekim yapilarak 24 saat 37
°C’ye ayarlanmis etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 0,5
McFarland (1*10® kob mL™) standardina gére ayarlanmus ve steril bir ekiivyon
yardimiyla Mueller Hinton Agar iceren petri yiizeyine inokiile edilmistir. Liyofilize
edilmis kuru C-fikosiyanin Ornekleri i¢in ¢oziicii olarak %100’liik saf aseton
secilmigtir. Asetonda ¢ozdiiriilmiis C-fikosiyanin ¢dzeltisi, toplam hacmi 1 mg/mL ’ye
tamamlanarak seri diliisyonlar1 (1000 pg/mL, 500 pg/mL ve 250 pg/mL)
hazirlanmistir. Her bir diliisyona 20 steril kagit disk eklenmis (6 mm ¢ap) ve aseton
tamamen ugurulmustur. C-fikosiyanin igeren kagit diskler daha sonra test
mikroorganizmalar: ile inokiile edilmis petri ylizeylerine dikkatlice yerlestirilmistir.
Sadece aseton iceren ve asetonu uzaklastirilmis olan bos diskler de ¢oziiclinlin ugup
ucmadigimin kontrolii olarak deneyde kullanilmistir. Ayni islemler mayalar igin
Sabouraud Dextrose Agar besiyeri kullanilarak yapilmistir. Petriler 37 °C'de 48-72
saat inkiibe edilmistir.

Kif kiiltiirleri SDA besiyerine ekilerek 28 °C’de 5-7 giin siireyle inkiibasyona
birakilmis, inkiibasyon stiresi sonunda %0, 1’lik Tween 80 soliisyonu kullanilarak spor
sollisyonlart hazirlanmistir. Thoma lami ile spor sayimlar1 yapilarak spor
konsantrasyonlar1 10° CFU/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Spor soliisyonlarmdan

SDA igeren petri yiizeylerine 100 pL yayilarak ekim yapilmis ve sonrasinda yukarida
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anlatildig1 sekilde hazirlanmig C-fikosiyanin igeren kagit diskler yerlestirilmis ve
petriler 28 °C'de 5-7 giin siireyle inkiibe edilmistir

Tim mikroorganizmalar i¢in inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonlar seffaf bir
cetvel kullanilarak milimetre (mm) cinsi olarak Olciilmiistiir. Negatif kontrol olarak
aseton, sodyum fosfat tamponu, pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in koloramfenikol,
kiif ve mayalar i¢in ketokonazol kullanilmistir. Tiim testler steril kosullar altinda iki

tekrarl olarak yapilmustir.

2.2.10.3. Antikanser aktivitenin belirlenmesi

Bu calismada Bitki, ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (AUBIBAM) -196 °C’lik s1v1 azot stoklarmda dnceden mevcut bulunan
hiicreler, standart hiicre kiltirii teknikleri kullanilarak (37 £1 °C %5 CO, igeren,
yaklagik %95 goreceli nem ortaminda), uygun besiyeri igerisinde (%90 Besiyeri +
%10 Serum + %1 Antibiyotik), dnce hizlica iireyebilmeleri i¢in inkiibatorde 25
cm?’lik flasklarda (BINDER CB 150 E3, Almanya) kiiltiire edilmistir.

Hiicreler inverted tip 151k mikroskobu (Olympus CKX41-SC30, Japonya) altinda
kontrol edilerek yeterli miktarda pasajlanip 75 cm”lik flasklarda analize hazir hale (9.
pasajdaki CCD-19Lu, 7.pasajdaki A549, 12.pasajdaki hTERT-HPNE ve 18.pasajdaki
Panc-1) getirilmistir. Flask yilizeyindeki yapiskan (adhere) hiicreler 2 kez fosfat
tamponu (PBS) ile yikandiktan sonra 1X Tripsin/EDTA soliisyonu ile kaldirilmus,
besiyeri ile notrallenip falkon tiiplerine aktarildiktan sonra 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir (Hettich Lab Teknoloji, Almanya). Sonrasinda siipernatant atilarak
tizerine 1 mL besiyeri ilave edilerek saymma hazir, siispanse hale getirilmistir.
Hazirlanan siispanse hiicre soliisyonunun 10 pL’si tripan mavisiyle 1:1 oraninda 10
saniye boyandiktan sonra sayimi otomatik hiicre sayim cihazinda (LUNA II, Logos
Biosystems, Giiney Kore) yapilmistir. Her bir plaka igin kuyucuk basina 10* hiicre/200
uL besiyeri olacak sekilde hiicreler besiyeri ile siispanse edilerek (1 kuyu hiicresiz
besiyeri= kor olmak suretiyle) plakaya ekilmistir. Analizler i¢in en fazla 250 puL sivi
hacmi icerebilen tabani diiz, 96 kuyulu, steril, tek kullanimlik, kapakli plakalar
kullanilmistir (Deniz vd., 2016).

MTT ile hiicre canliiginin élgiilmesi: Canli ve apoptozun erken evresindeki
hiicrelerin mitokondrileri araciligryla MTT soliisyonunda bulunan tetrazolium halkas1

hiicrelerdeki dehidrojenaz enzimlerince reaksiyona girip pargalanarak formazan
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kristallerinin olugsmasina neden olur. Reaksiyon sonucu olusan rengin yogunlugu
mitokondriyal aktiviteyle dogrudan iliskilidir. Oli hiicreler formazan kristali
olusturamamakta, yalnmizca canli hiicrelerce aktivite gerceklestirildiginde formazan
kristalleri olusmaktadir. Ozetle MTT boyasinin sar1 rengi canlilik aktivitesinden sonra
¢oziicli ilavesiyle mora doniismekte ve mikroplaka okuyucuda bu renk degisimi
okunarak optik yogunluk verisi elde edilmektedir.

Yontemin uygulanisi: Hiicreler, agiklamalar kismindaki gibi plakaya ekildikten
sonra 24 saat inkiibasyona birakilmis ve plaka tabanina hiicrelerin yapigsmasi
beklenmistir. 24 saatin sonunda, hiicrelere hazirlanan farkli konsantrasyonlarda, PBS
ile ¢ozdiirilmiis C-fikosiyanin numunesi ilave edilmistir. 24-48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinden sonra her bir kuyuya isiktan korunarak 20 pL stok MTT
¢ozeltisinden (5 mg/mL PBS i¢inde ¢oziiliip filtrelenen MTT soliisyonu) ilave edilmis
ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicrelerin besiyerleri tamamen
cekilerek 100 pL saf DMSO ilave edilmis, plaka 15 dk karanlikta calkalandiktan
(orbital calkalayici, Heidolph Unimax 1010, Almanya) ve formazan kristallerinin
¢oziinmesi saglandiktan sonra ¢ok fonksiyonlu plaka okuyucuda (BioTek Synergy
HTX, ABD) 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Cihazdan elde edilen optik
yogunluk degerlerine goére hesaplanip diizenlenen veriler tablo ve grafiklerle
sunulmustur.

Numune ve ¢alisma konsantrasyonlarinin hazirlanisi: Numunenin gereken
miktar1 hassas terazide tartilarak (Mettler Toledo, ABD) besiyeri iginde homojen
olarak c¢oOziilmiistir. Cozlldiikten sonra taze besiyeri ile konsantrasyonlar
hazirlanmadan once 20 dk. direk (90° ac1 ile) UV 151g81na maruz birakilmis, numunede
bozunuma goézlenmemis, ardindan besiyeri ile karistirma islemi gerceklestirilmistir.
Hiicreler iizerindeki etkisinin (canlilik/inhibisyon) degerlendirilebilmesi i¢in 7 farkli
konsantrasyon uygulamasi yapilmistir.

*Her dort hiicre tipine de konsantrasyonlar max 200 pg/mL (tim
konsantrasyonlar biiyiikten kii¢iige dogru sirasiyla: 200/100/50/25/12,5/6,25/3,125
ng/mL) olacak sekilde 1:1 seyreltilerek (n=7 konsantrasyon) uygulanmistir.

* Bunun i¢in farkli seyreltmeler, hiicre tipine uygun besiyeri ile plakada son
konsantrasyonda (1:1 seyreltildigi diisiiniilerek hesaplanmistir) tasinacak sekilde
hazirlanmistir.  Tim  konsantrasyonlar en yiliksek konsantrasyon iizerinden

seyreltmelerle elde edilmis ve sonrasinda plakaya uygulanmigtir.
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* Plaka tabanina yapisan hiicreler lizerinden 200 pL’lik besiyerinin yarist (100
uL) cekilmis ve ¢ekilen miktarda (100 uL) test numunesinin farkli konsantrasyonlarini
iceren taze besiyeri ilave edilmistir (plakadaki son konsantrasyonun 1:1 seyrelecegi
g0z Oniine alinarak hesaplamalar 2 kat olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir).

*n=5 tekrarli veriler hesaplanarak analiz degerlendirmesi gerceklestirilmis,
numune analize kadar uygun kosullarda (+4 °C buzdolabinda, karanlikta) muhafaza
edilmis ve islem siiresince 1s1iktan korunarak calisilmistir.

Hiicrelere asagidaki sekilde kontrol gruplar1t uygulanmastir:

Besiyeri kontrol: %90 besiyeri +%10 serum + %1 antibiyotik + hiicre

Kor: Hiicresiz %90 besiyeri +%10 serum + %1 antibiyotik

Renkli numune kontrol: %90 besiyeri +%10 serum + %1 antibiyotik + hiicre +

MTT hari¢ okuma

2.2.11. istatistiksel analiz

Tiim tez ¢aligmasi boyunca sonuglar ort+standart sapma olarak hesaplanmustir.
Deneyler 3 tekrar olarak yapilmistir. Antikanser calismasinda %hiicre canlilik
degerleri kontrol grubuna gére Microsoft Office Excel programinda hesaplanmistir.
Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izilmesi icin Microsoft Office Excel
programinda c¢izilmistir (Kamiloglu vd., 2020). Elde edilen verilerde ii¢ veya daha
fazla bagimsiz ortalama arasindaki farkin anlamlilik degerlini belirlemek i¢in tek
yonlii ANOVA, gruplar arasinda farkliliklar degerlerini ise post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak analiz edilmistir (Ross, 2017). Anlamhilik degerleri; p>0.05 fark yok,
'p<0.05 fark var, p<0.01 anlamh fark var, = p<0.001 6nemli fark var ve

sk

“p<0.0001 gok énemli fark var olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Optimum Ekstraksiyon Yonteminin Belirlenmesi

Bu caligmada 7 siyanobakteri izolatindan hiicre duvarinin par¢alanmasi ve suda
¢ozlinlir C-fikosiyaninin agiga c¢ikartilmasini amaglayan dort farkli ekstraksiyon
yontemi uygulanmistir. Elde edilen C-fikosiyaninin mg/g degerleri ve saflik oranlari
hesaplanmistir. Deneyler ti¢ tekrarli sekilde yapilmis ve sonuglar tek yonlii ANOVA
ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak gruplar arasinda farkliliklar analiz

edilmistir. Sonuglar Sekil 3.1°de sunulmustur.

A. Dondurma ¢ozdiirme yontemi B. Sonikasyon yontemi
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Sekil 3.1. Farkli ekstraksiyon yontemleri ve izolatlarin C-fikosiyanin verimine gére karsilastirilmasi
(A: Dondurma-¢ézme yontemi, B: Sonikasyon, C: Lizozim uygulamasi; D: Homojenizasyon).
Standart sapmalar grafikte hata ¢ubuklar: ile gosterilmistir n = 3 tekrar icin varyasyon
katsayilaridir. En  yiiksek C-fikosiyanin verimine gore belirtilen yildizlar, sonuglarin
istatistiksel olarak farkly olup olmadigi anlamina gelir ve sekilde yorumlanir p>0,05 fark
yok, *p<0,05 fark var, **p<0,01 anlaml fark var, ***p<0,001 énemli fark var ve
**¥4p<0,0001 ¢ok onemli fark var olarak degerlendirilmistir. (tukey post hoc testi)
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Sekil 3.1’de sunulan grafiklere bakildiginda izolatlara uygulanan tim
yontemlerin C-fikosiyanin veriminin (mg/g) ve saflifin giderek azaldigi bigimde
diizenlenmistir. Bu grafikte belirtilen C-fikosiyanin verimi ve saflik sonuglar1 Tablo
3.1°de detayl bir sekilde 6zetlenmistir.

Caligmada elde edilen C-fikosiyanin konsantrasyonlari, cesitli ekstraksiyon
yontemlerinin yani sira, izolatlar arasinda da biiylik 6l¢iide farklilik gostermistir.
Sekilden de anlasildigi gibi dondurma-¢ézdiirme yontemi (Yontem A) ile elde edilen

verim tiim izolatlarda en diisiik degerler (1,7+0,04-30+0,14 mg/g) ile sonuglanmistir.

Sonikasyon yontemi (Yontem B) maksimum C-fikosiyanin verimi ve saflik
orani ile diger yontemlere gére daha uygun bir yontem olarak belirlenmistir. Bu
yontemde ayn1 zamanda en fazla C-fikosiyanin igeren izolat 116+4,4 mg/g verimle
Geitlerinema  sp.-17  termofil siyanobakteri izolat1 olarak belirlenmistir.
Homojenizasyon yonteminde ise en fazla C-fikosisyanin verimi 40,634+0,7 mg/g ile
Nodosilinea sp. 123 numarali izolat1 ile elde edilmistir. Sonikasyon yonteminden sonra
en iyi C-fikosiyanin verimi saglayan lizozim uygulama yontemi olmasina ragmen en
diisiik safliklar bu yontemde bulunmustur. Kullanilan 4 ekstraksiyon yontemi ile en az
C-fikosiyanin verimi elde edilen izolat Phormidium lumbricale 253 olmustur. Sonug
olarak, tiim ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen verilere gore C-fikosiyanin
verimi agisindan izolatlarin siralamasi Geitlerinema sp. 17> Leptolyngbya norvegica
141> Leptolyngbya sp 2.> Nodosilinea sp. 123> Phormidium lumbricale 253 seklinde
olmustur. Yapilan istatiksel caligmalara gore siyanobakteri izolatlar1 arasindaki
istatistiksel degerler = p<0,0001 bulunarak ¢ok anlamli farklilik degerleri ortaya
cikmustir.

Bu ¢aligmada genel olarak sonuclara bakildiginda C-fikosiyanin miktar1 ve saflik
acisindan en verimli izolat Geitlerinema sp. (116£0,18 mg/g, Aexo/230=1,12) ve en iyi
ekstraksiyon yontemi ise sonikasyon yontemi olarak belirlenmistir.

En iyi C-fikosiyanin verimi olan sonikasyon yontemi, ekstraksiyon siiresinin
kisalmast ve daha etkili hiicre parcalanmasi, verim saflik oraninin yiiksek olmasi gibi
faktorler, sonikasyon yoOntemini diger yontemlere gore daha cazip kilmistir. Bu

calismada sonikasyon yontemi optimum ekstraksiyon yontemi olarak belirlenmistir.
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3.2. C-fikosiyaninin Verimini Etkileyen Parametrelerin Belirlenmesi

3.2.1. Farkh 151k siirelerinin C-fikosiyanin iiretimine etkisi

Tim mavi yesil siyanobakterilerin gelisiminde 1s1k siddeti ve yogunlugu ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Fakat 151k siddeti, C-fikosiyanin igeriginin azalmasiyla
ters orantili olabilmektedir. Calismamizda 151k periyodunun C-fikosiyanin verimine
etkisini incelemek amaciyla karanlik/aydinlik periyodu degistirilerek siyanobakteri
izolatlar1 inkiibe edilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen bulgulara goére 16:8
karanlik/aydinlik dongiisii en yiiksek C-fikosiyanin verimi (95,5+6,93 mg/g) ile
sonuclanmistir. Bu sonug, uygulanan diger iki inkiibasyon dongiisii olan 12 saat
karanlik: 12 saat aydinlik ve 24 saat aydinlik siireleri ile karsilagtirildiginda istatiksel
olarak fark ortaya ¢ikarmistir ('p<0,05 gruplar arasinda fark var).

Bu iki inkiibasyon dongiisiinden elde edilen sonuglara bakildiginda C-
fikosiyanin verimi stabil kalmis ve aralarinda 6nemli bir fark bulunmamistir (gruplar

arasinda istatiksel olarak p>0,05 fark yok) (Sekil 3.2).
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Karanlhk ve aydinlik siireleri

Sekil 3.2. Karanlik/aydinlik inkiibasyon siirelerinin C-fikosiyanin verimine etkisi (24 saat aydinlik
kontrol olarak kullaniimigtir)

3.2.2. Yas ve kuru biyokiiltenin C-fikosiyanin verimine etkisi

Calismamizda Geitlerinema sp. izolatindan elde edilen C-fikosiyanin veriminde

olusan farkliklar1 belirlemek amaciyla, secilen izolatin yas ve kuru biyokiitlesinin C-

58



fikosiyanin verimine olan etkisi incelenmistir. Burada yas ve kuru biyokiitlenin
sodyum-fosfat tamponu ile ekstraksiyonu yapilmis ve yas ve kuru biyokiitleden verim

ve saflik olarak belirgin bir fark elde edilmemistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Yas ve kuru olarak siyanobakteriyel biyokiiltenin C-fikosiyanin verimine etkisi

Biyokiitle C-fikosiyanin verim (mg/g) C-fikosiyanin Saflik Ag;0/Ass
Kuru 95,2+0,17 0,9 £0,08
Yas 96,8 £ 0,25 1,23+0,21

3.2.3. Tampon ¢ozeltilerin C-fikosiyanin verimine etkisi

Bu calismada, belirledigimiz en verimli siyanobakteri izolati olan Geitlerinema
sp.‘den elde edilen C-fikosiyanin verimine tampon c¢ozeltilerin etkisini incelemek
amactyla sodyum fosfat, kalsiyum kloriir ve distile su olmak iizere 3 farkl ¢oziicii ile

calisilmistir. Elde edilen sonuglara gore verim karsilagtirmasi yapilmistir (Sekil 3.3).

Tampon cozelti

el
o

1,6
1.4
1,2

C-fikosiyanin mg/g
— N W A N ®
o o S 3 S & & S S
. F
*
*
*
*
(e} —
Saflik A620/280

0.8
0,6
0.4
0,2
Sodyum fosfat Kalsiyum kloriir Distile su
mmmmm C-fikosiyanin (mg/g)  -------- Saflik (A620/280)

Sekil 3.3. Tampon ¢ozeltilerin C-fikosiyanin verimi ve safligina etkisi *p<0,05 fark var, **p<0,01,
***p<0,001 onemli fark var
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Sodyum fosfat, kalsiyuamum kloriir ve distile su ile elde edilen C-fikosiyaninin
safligina bakildiginda ise kalsiyum klortiriin en saf, sodyum fosfat tamponun ise en az
saflikta C-fikosiyanin eldesini sagladigi bulunmustur.

En yiiksek saflik kalsiyum kloriir (Aexo/Azso = 1,5), en yliksek C-fikosiyanin
icerigi sodyum-fosfat tamponu ile elde edilmis (79,2+0,88 mg/g), distile su ise diger
tamponlara gére daha diisiik bir verimle sonuglanmustir.

Ayrica Gorsel 3.1°de de goriildiigli gibi C-fikosiyaninin ekstraksiyonu sonrasi

¢oOzeltilerin farkli renkler olusturdugu da gozlenmistir.

Gorsel 3.1. Kullanilan ¢ozeltilerin ham ekstraktlar iizerinde olusturdugu renk degisimi.
CaCl,- mavi, sodyum fosfat tamponu- koyu yesil, distile su — yesil.

3.2.4. Sonikasyonun C-fikosiyanin verimine etkisi

Calismamizda C-fikosiyanin verimine etki eden faktorlerden biri olarak
sonikasyon parametreleri incelenmistir. Bu amagla ilk olarak, sonikasyon cihazinda
amplitiid (dalga genligi) oranlar1 belirlenerek 2 dakika sabit siire ile %5°ten %25
oranina kadar titresim frekans dalgalar1 uygulanmistir. Amplitiid gruplarina gore
yiiksek C-fikosiyanin iiretiminin %15 ve istiindeki sonikasyon giiglerinde saglandigi

ve elde edilen degerlerin istatistik agidan birbirinden farkli olugu belirlenmistir
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(‘p<0,05 fark var, = p<0,001 énemli fark var ve = p<0,0001 ¢ok 6nemli fark var).
Saflik orani agisindan bakildiginda %20 ve lizerinde uygulanan frekans dalgalarinda
safligin giderek azaldig goriilmistiir (Sekil 3.4-a). Harcanan enerji miktar1 da dikkate
alindiginda optimum amplitiid oran1 %20 olarak C-fikosiyanin verimi 108 +0,2 mg/g
olarak, saflik orani ise 1,2 olarak belirlenmistir (Sekil 3.4-a).

Bir diger yapilan farkli silire caligmasinda ise saflik orani siire arttikca
diismektedir (2 dk, 4 dk, 6 dk, 8 dk, 10 dk). 2 dakika ve iistiinde uygulanan sonikasyon
siirelerinde elde edilen C-fikosiyanin miktarlarinin istatistik ac¢idan birbirinden farkli
oldugu tespit edilmistir ('p<0,05 fark var, ~~ p<0,001 dnemli fark var ve * p<0,0001).
Saflik orani ise siire arttik¢a diismektedir (Sekil 3.4-b).

5
.

15 120

P *kE

=
=}

100 £EEE

12 1
8 I-'._Iick %
i 0,2
E &0
wEE ’ 0.8
! a0 .
0,4
, I n 0 032
i} a 0

10%% 15% 25% 2dak 4 dak 6dak 8dak 10dak

oo =
= =

=1
o

(=3
=
Saflhik AG20/280

Safhl AG20/280

=
=3
C-filosiyanin mg/g

C-fikosiyanin mg/g
o o
[E RS
oy
=

=

a e C flkosiyaninmglg -+ Safhk 46201280 b e Cfilosiyanin mgig -+ Saflik AG20/280

Sekil 3.4. a. Farkli amplitiid oranlarmmin C-fikosiyanine etkisi; b. Farkl sonikasyon siirelerinin C-
fikosiyanine etkisi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Anlamly farklilik var: *p<0,05
##4)<0,001, ***¥p<0,0001).

Bu nedenle yliksek miktarda C-fikosiyanin elde edilebilecek en diisiik siire olan
4 dakika en uygun deger olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak yapilan c¢alismalar gore
%20 amplitiid oraninda 4 dakika siire ile uygulanan sonikasyon kosullarinin

maksimum C-fikosiyanin liretimi ve saflig1 agisinda yeterli oldugu tespit edilmistir.

3.3. Siyanobakteri Izolatlarindan C-fikosiyaninin Saflastiriimasi
3.3.1. Amonyum siilfatla ¢oktiirme ve diyaliz

Siyanobakteri  izolatlarindan elde edilen C-fikosiyaninin istenmeyen
proteinlerden arindirilarak safligini saglamak amaciyla iki asamali amonyum stilfat

¢oktiirme islemi uygulanmstir. Ilk olarak %25°’lik (NH4),SO4 konsantrasyonda
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amonyum siilfat tuzu eklenerek olusan karisimin santrifiij sonrasi yesilimsi goriiniimde
kirlilik olan protein ¢okeltilerini iceren pelet olusmustur; ikinci asamada elde edilen
siipernatant kismina daha yiiksek konsantrasyonda, %75’lik amonyum siilfat tuzu
eklenmis ve santrifiij sonrasinda mavimsi ¢okelti iceren pelet elde edilmistir. Renksiz
protein ¢okeltileri iceren siipernatan kismi atilmistir. Bu da C-fikosiyaninin %25 ve
%75 amonyum siilfat doygunlugu arasinda ¢oktiigiinii gostermistir. Bu asamalar
Gorsel 3.2°de gosterilmistir. Tki adimli uygulanan amonyum tuzu sonrasi yapilan iki
giinliik diyaliz isleminin ardindan C-fikosiyanin verimi %60,19, saflig1 ise 2,79 olarak

belirlenmistir.

s aann

‘™

Gorsel 3.2. Siyanobakteri izolatlarindan elde edilen C-fikosiyaninin amonyum siilfatla ¢éktiirme
adimlart ve diyaliz yontemi
A, ham ekstrakt; B, %75 'lik amonyum siilfat ¢oktiirme sonrast olusan mavi C-fikosiyanin
peleti; C, diyaliz mebrana aktariimis C-fikosiyanin; D, kismi saf C-fikosiyanin

3.3.2. iyon degisim kolon kromatografisi (IDK)

Diyaliz ile elde edilen kismi safliktaki C-fikosiyaninin saflagtirma basamaginin
son adimina geg¢meden Once, 2 litrelik erlenler kullanilarak gelistirilmis olan
siyanobakteri kiiltiirleri santrifiijlenmistir. Elde edilen yas pelet %1,5 CaCl, ¢ozeltisi
kullanilarak sonikasiyon yontemiyle ektrakte edilmistir. Prosediir sonucu ilk C-
fikosiyanin verimi absorbans degerlerine gore hesaplanmis ve kuru agirlik bagina mg/g
olarak ifade edilmistir. Buna gore elde edilen verim 103,2 mg/g, saflig1 ise 1,84 olarak
belirlenmistir. Daha sonra amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi 3.1°de belirtildigi
sekilde yapilarak elde edilen C-fikosiyanin peleti diyaliz edilmis, Agxo/Azso degerine

gore safligi hesaplanmistir. Elde edilen C-fikosiyanin geri kazanimi %60 orani ile
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62,11 mg/g, saflig1 ise 2,79 olmustur. Burada artan saflik faktorii, verimin azalmasiyla
sonuclanmistir. Daha yiiksek oranda bir safliga ulagsmak icin ¢alismamizda son adim
olarak iyon degisim kromatografisi tercih edilmistir. Burada kolon dolgu maddesi
olarak kullanilan giiclii ve zayif anyonik re¢ine karsilastirmali olarak saflik faktorii, C-

fikosiyanin verimi, ve geri doniisiim orani seklinde Tablo 3.3’de sunulmustur.

Tablo 3.3. C-fikosiyanin saflastiriimasinda kullanilan regineler, verim, geri kazanim ve saflik faktorii

Kullanilan Regineler C-fikosiyanin Geri kazanim (%) Saflik Ag0/Ass0
verimi mg/g

DEAE- seliiloz 22,23 38,8 4,0

Q - Sefaroz 28,02 48,9 4,12

Tablo 3.3’deki degerler incelendiginde en iyi C-fikosiyanin verimi (28,02
mg/g), geri kazanim (%48.9) ve saflik (4,12) agisindan giiclii anyonik regine olan Q —
sefaroz ile elde edilmistir. Genel olarak bakildiginda C-fikosiyaninin saflagtirilmasi

esnasindaki tiim basamaklarin saflik ve verim degerleri Tablo 3.4'de 6zetlenmistir.

Tablo 3.4. C-fikosiyaninin saflastirilmasi icin yapilan tiim islemlerin saflik ve verim degerleri

Yontem C-fikosiyanin verim Geri kazamim Safhik
mg/g (%) Ag2/Azg

Ekstraksiyon 103,2 100 1,84

Amonyum siilfat 62,11 60,19 2,79

¢coktiirme/diyaliz

fon — degisim kromatografisi 22,23 38,8 4,0

(DEAE -seliiloz)

fon — degisim kromatografisi 28,02 48,9 4,12
(Q - sefaroz)
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3.4. C-fikosiyaninin Tanimlanmasi
3.4.1. C-fikosiyaninin spektrofotometrik tanimlanmasi

C-fikosiyaninin ekstraksiyon, kismi saflastirma ve saflastirma asamalarinin her

adiminda elde edilen spektrum taramasi Sekil 3.5’te gosterilmistir.

. C-PC - Ham ektrakt A620/280=1.89
. C-PC-Kismi saf A620/280=2.79
. C-PC-5afA620/280=4.12

620

1000

0.000 4 : "
25000 200,00 400,00 500.00 00,00 700,00

nm

Sekil 3.5. C-fikosiyaninin saflastiriimasi sirasinda elde edilen ekstraktlarin absorpsiyon spektrumlari
--- Ham ekstrakt (Ago/A250 = 1,89), --- kismi saf (Agszo/Azgo = 2,79), --- saf (Ag20/Azgo = 4,12)

Sekil 3.5’te goriildiigii lizere iki onemli tepe noktasi olan Agyy ve Ajzgy dalga
boylarinda piklerin artma ve azalma oranlar1 ortaya cikmistir. Buradaki Ajgo’deki,
toplam proteinlerin absorbansidir ve her saflastirma adiminda bu oranin azalamasiyla
saf C-fikosiyanin elde edildigi belirgin bir sekilde goriilmektedir. Absorpsiyon
spektrumu her adimda maksimum C-fikosiyanin (620 nm'de zirve) igerdigini

gostermistir.

3.4.2. C-fikosiyaninin saflik ve molekiiler agirhk tayini

Calismamizda elde edilen C-fikosiyanin protein pigmentinin varligt ve
molekiiler agirhigiyla ilgili bulgular elde etmek amaciyla SDS-PAGE yontemi
kullanilmistir. C-fikosiyaninin safligin1 belirlemek i¢in ham ekstrakt, kismi saf ve saf

olarak belirtilen siralamayla jele yliklenmis ve sonuglar Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Elde edilen bulgulara gore C-fikosiyaninin a ve P alt birimleri, yaklasik 17 kDa

ve 19 kDa olarak gozlemlenmistir.

:go kDa b
r
100 g—‘

e ————
76 =
< — ——
46 —— >
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B (P) 19 kDa

17— ‘ ———————————(a) 17 kDa
11

Sekil 3.6. C-fikosiyaninin SDS-PAGE profili. (M) Protein markwr, (A) Ham ekstrakt, (B) amonyum
siilfat ¢oktiirme/diyaliz, (C, D) iyon degisim kromatografisi

Sekil 3.6’da A ve B kuyucuguna ait olan yogun bantlar C-fikosiyanin igeriginde
diger proteinlerin varligini gostermektedir. C ve D kuyucuguna ait olan bantlarda ise
diger protein kirlilikleri kaybolmus ve iki alt birimin daha net goriilmektedir. Ayrica
elde edilen saf C-fikosiyanin Oziitlerinin jele yiiklenmesinin ardindan, jel {lizerinde
goriintlilenen saf ve homojen bantlar Sekil 3.7°de belirtilen bantlarla ayni sonuglanmis
ve deney ikinci kez dogrulanmistir. C-fikosiyaninin bir monomerinin molekiil agirlig

36 kDa (17+19) olarak tespit edilmistir).
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Sekil 3.7. Saflastirilmis C-fikosiyanin (A620/A280<4,0). (M) Protein markw, Q-sefaroz (A, B, C),
DEAE- seliiloz (D, E, F)
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3.5. Farkh Sicakliklarin C-fikosiyanin Stabilitesine Etkisi

C-fikosiyaninin sicaklik stabilitesi belirlemek i¢in farkli sicakliklarla denemeler
yapilmistir. Burada sicakliga maruz kalmig C-fikosiyanin ¢d6zeltilerinin  nispi
konsantrasyonunu (Cgr) belirlemek i¢in islem sonrasi elde edilen C-fikosiyanin
konsantrasyonlarin absorbans 6l¢iimerinin dnceden belirlenen konsantrasyonuna orant
ile belirlenmistir.

C-fikosiyanin ¢dzeltilerinin nispi konsantrasyonlar1 sicaklik artiginin etkisiyle
(Cr) sirasiyla %100, %99,0, %76,71'den %26,71 ve %14,66’ya azalan oranlarda
diismiistiir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Sicaklik artisinin C-fikosiyanin iizerinde etkisinin nispi konsantrasyon (CR) degeri

Sonuglara bakildigi zaman C-fikosiyaninin mg/mL degerleri 30-50 °C’deki
sicaklik gecislerinde direng gostererek, nispi konsantrasyon (Cgr) degerlerinde 6nemli
bir degisiklik olmamistir. Fakat 60 °C’den baglayarak C-fikosiyaninin nispi
konsantrasyon (Cg) degerleri sicakliga bagh bir sekilde azalmistir. Bu sonuglar

spektrum 6zelliklerinde de ayni1 sekilde yansimistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Sicakiik artisimin C-fikosiyanin iizerinde etkisinin absorpsiyon spektrumlart

Burada farkli renklerle belirtilmis olan Agyy nm spektrumundaki varyasyonlar,
C-fikosiyaninin protein yapisinda olusan degisiklikleri gdstermistir. Ayrica yiiksek
sicaklik nedeniyle olusan protein denatiirasyonu C-fikosiyaninin renk olusumu

tizerinde de dnemli bir etkiye sahip olmustur (Gorsel 3.3).

Gorsel 3.3. Farkl sicakliklar altinda C-fikosiyaninin érneklerinin olusturdugu renk degisimi
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Gorsel 3.3°de goriildiigii iizere 30, 50 ve 60 °C de mavi renk belirgin sekilde
kendi kararliligini korumus, ancak 70 ve 80 °C’deki sicakliklarda protein yapisinda

olusan denatiirasyon durumuna bagli olarak renk bozulmasi gozlemlenmistir.

3.6. C-fikosiyaninin Biyolojik Aktivite Tayinleri
3.6.1. Antikoksidan aktivite tayini

Amonyum siilfat ile kismi diizeyde saflastirilmig C-fikosiyanin numunelerinin
antioksidan aktivitesi DPPHe (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) serbest radikali lizerindeki
inhibisiyon (%) degerlerine gore radikal siipiirme etkisi belirlenmis ve ardindan pozitif
standart olarak askorbik asite kiyasla ICsy degerleri karsilastiriimistir (Sekil 3.10).
Burada deney asamasinda DPPHe, mevcut C-fikosiyanin analitleri ile reaksiyona
girdiginde sar1 veya sarimsi-kahverengiye doniisen bir reaksiyon gerceklesmistir.
Farkli konsantrasyonlarda diliie edilen C-fikosiyanin ekstrelerinin ortamdaki DPPHe

serbest radikallerini inhibe eden miktar1 ylizde olarak Sekil 3.11°de verilmistir.
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g 80
= 70
= 60
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= o
s
Z B
a 0 H [
= 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125
Askorbik asit 88,983 50,708 32,095 22,789 18,12
mC-PC 44,46 25,5 16,08 11,35 8,985
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 3.10. Kismi saflikta olan C-fikosiyaninnin radikal siipiiriicii aktivite tayini (kontrol olarak
askorbik asit kullaniimigtir)

Burada yiizde (%) inhibisyon degeri ne kadar yiiksekse antioksidan etki de o
kadar giiclii kabul edilmektedir. Buna dayali olarak Sekil 3.10’a gore 0,5 mg/mL
konsantrasyonda C-fikosiyanin ekstresinin DPPHe maksimum soniimleme aktivitesi %
44,46+0,74 olarak bulunmustur. DPPHe radikal siipiiriicii etkisinin bir diger gdstergesi
de ICs degerleridir.
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Sekil 3.11. Kismi saflikta olan C-fikosiyaninin (solda) ve askorbik asit kontroliiniin (sagda) ICs, grafigi

Bu deger belirli bir DPPHe derisiminde mevcut DPPHe’1n yarisinin siipiiriilmesi
icin gerekli olan antioksidan miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Sekil 3.11°de
olusturulan grafikte ise, C-fikosiyanin ve askorbik asit ig¢in ICsy degerleri elde
edilmistir. Buna gore egri denkleminde y=50 konarak sirasiyla hesaplanmis ve C-
fikosiyanin i¢in 0,57+0,01 mg/mL, askorbik asit i¢in ise 0,24+0,08 mg/mL olarak

bulunmustur.

3.6.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Bu calismada saflik orant Agyo/A250<2,7 olan C-fikosiyanin 6rneginin Tablo
2.1’de yer alan 15 patojen test mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Burada kullanilan C-fikosiyanin numunesi 50 pg, 25 pg ve 12,5 pg ik
konsantrasyonlar her bir diskin emdigi miktar olarak hesaplanmistir. Yani 50 ng-12,5
ng araligindaki C-fikosiyanin miktarinin etkisi bu ¢alismada test edilmistir. Toplam
altt mikroorganizma tiiriine karst antimikrobiyal etki gostermistir. Gram pozitif
bakterilerden, Micrococcus luteus NRRL B-4375, Staphylococcus aureus ATCC
6538, gram negatif bakterilerden Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia
coli ATCC 25922 ve mayalardan ise Candida krusei ATCC 90028, Candida glabrata
ATCC 90030’ya kars1 antimikrobiyal aktivite gézlenmistir (Gorsel 3.4).

Kiiflere kars1 antimikrobiyal etkisine bakildiginda ise herhangi bir inhibisyon
zonu elde edilmemistir. Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in kloramfenikol, maya ve
kiifler i¢in ise ketokonozol standart antibiyotikleri, negatif kontrol olarak ise aseton ve

sodyum fosfat kullanmilmistir (Gorsel 3.4). Bununla birlikte C-fikosiyanin
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ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina kars1 gostermis oldugu inhibisyon zonlari
mm cinsinden Sl¢iilmiis ve Tabloda 3.5°te gosterilmistir.

Negatif kontrol olarak kullanilan aseton ve sodyum fosfat cozeltisinde
beklendigi sekilde antimikrobiyal aktivite goriilmemistir (Gorsel 3.4). Genel olarak C-
fikosiyanin pigmenti minumum 25 pg konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite

sergileme potansiyeli gostermistir.

Gorsel 3.4. Kismi saflastirilmis C-fikosiyanin ekstraktinin test mikroorganizmalari iizerinde gosterdigi
antimikrobiyal etkileri
a) Salmonella typhimurium, b) Escherichia coli, c) Staphylococcus aureus d) Micrococcus
luteus, e) Candida krusei, f) Candida glabrata.

Tablo 3.5. Kismi saflastiriimis C-fikosiyanin ekstrakti ve pozitif kontrol olarak kullanilan standart
antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina karst inhibisyon ¢aplart

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Test

mikroorganizmalari C-fikosiyanin konsantrasyonlari Kloramfenikol Ketokonazol
50 pg 25 pg 12,5 png

Micrococcus luteus 15+0,71 10+1,41 - 32 -

NRRL B-4375

Staphylococcus 11+0,0 9+3,18 - 35 -

aureus ATCC6538

Escherichia coli 942,12 - - 30 -

ATCC 25922

Salmonella 12+0,35 9+1,06 - 32 -

typhimurium

ATCC 14028

Candida krusei 18+3,54 14+4,95 - - 20

ATCC 90028

Candida glabrata 12+0,35 - - - 19

ATCC 90030

(-): antimikrobiyal etki yok
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3.6.3. Antikanser aktivitenin belirlenmesi

C-fikosiyaninin kullanilan hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisi ve yart maksimum
inhibitdr konsantrasyonlarin1 (ICsp) hesaplamak icin MTT yontemi kullanilmistir.
Oncelikle hiicreler otomatik hiicre sayim cihazi (LUNA II, Logos Biosystems, Giiney
Kore) kullanilarak sayilmigtir. Daha sonra, 96 kuyulu mikrotitrasyon petrilerine kuyu
basmna 1 x 10* yogunlugunda olacak sekilde ekilerek yapismalari beklenmis ve C-
fikosiyanin konsantrasyonlarina (200/100/50/25/12,5/6,25/3,125 pg/mL ) tabi
tutulmustur. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra, 5 mg/mL 'lik stok MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide % 98, Alfa Aesar, Almanya (298-93-1)
sollisyonu her bir kuyuya ilave edimistir. Hiicreler 37 °C’de 3 saat daha inkiibe edilmis
ve sonrasinda besiyeri ¢ekilerek formazan kristallerinin ¢dzilinebilmesi i¢in kuyu
basina 100 uL. DMSO ilave edilmistir. Absorbans degerleri, ¢ok fonksiyonlu plaka
okuyucu (BioTek, HTX Synergy, ABD) kullanilarak 540 nm'de Sl¢lilmiisiir. Hiicre
canlilik oranlari, kontrol grubunun canliligi %100 kabul edilerek hesaplanmis (Sekil

3.11, Tablo 3.6) ve analiz sonucuna gore ICsy konsantrasyonlar1 bulunmugstur (Tablo

Hiicre hatlarinda MTT somuclarm
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Sekil 3.12. Farklt hiicre gruplart icin olusturulmus 24-48-72 saatlik hiicre % canlilik degerleri.
(Anlamilik aksi belirtilmedikce **p<0,01 disindaki tiim siitunlar *p<0,01 disindaki tiim
stitunlar *p<0,05)

Sekil 3.12°de tiim hiicreler i¢in hiicre canlilik grafigi + standart hata degerleri ile
gosterilmistir. 3 giinliik analiz sonuclarindan elde edilen ICsy degerleri Tablo 3.6°da
sunulmustur. Bu veriler 1s1gindaki analiz sonuglarina gdére normal hiicreler igin
hesaplanan ICsy degerleri kanser hiicrelerine gore daha yiliksek bulunmus ve bu
sebeple bilesigin antikanser aktivite gosterebilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak akciger

gozlenmistir.
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Tablo 3.7. Farkli hiicre gruplar: 3 giinliik MTT analiz sonucundaki ICsy degerleri

ICs degerleri (ug/mL)
inkiibasyon CCD-19Lu A549 hTERT-HPNE Panc-1
siiresi (saat)
24 42,3432 74,9364 122,7591 83,4521
48 36,1614 61,9082 94,9641 67,9866
72 12,6788 40,0787 76,1911 53,2751

Bulunan ICsy degerleri incelendiginde, bilesigin akciger hiicreleri tizerindeki
toplam etkinliginin pankreas hiicreleri iizerindeki etkinliginden daha yiiksek oldugu
goriilmiustiir. Farkli hiicre hatlarinin canlilik sonuglar1 birbirleriyle karsilastirildiginda,
bilesigin akciger kanseri iizerindeki etkinliginin pankreas kanseri {izerindeki
etkinliginden daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

Daha sonra 100 x objektif (Olympus CKX41-SC30, Japonya) 151k mikroskobu
ile 3 farkli zaman periyodunda (24-48-72 saat) deney sonrasi hiicrelerin (ICs
degerleri) morfolojik degerlendirmesini gostermek icin mikroskop goriintiileri

alimmustir (Sekil 3.13-3.16).

Sekil 3.13. CCD-19Lu hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi. Soldan saga 24, 48 ve 72 saatlik analiz
sonuglart verilmistir. Ust grup madde uygulanmams hiicre kontrol gruplarini, alt grup ise
ICsy uygulanmig hiicre gruplart temsil etmektedir (Olympus CKX41-SC30, Japonya
mikroskop altinda gériintiisii 10x)
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Sekil 3.14. 4549 hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi. Soldan saga 24, 48 ve 72 saatlik analiz
sonuglary verilmistir. Ust grup madde uygulanmamus hiicre kontrol gruplarini, alt grup ise
ICsy uygulanmis hiicre gruplart temsil etmektedir (Olympus CKX41-SC30, Japonya
mikroskop altinda gériintiisii 10x)

Sekil 3.15. h”TERT-HPNE hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi. Soldan saga 24, 48 ve 72 saatlik
analiz sonuglart verilmistir. Ust grup madde uygulanmamis hiicre kontrol gruplarim, alt
grup ise ICsy uygulanmis hiicre gruplari temsil etmektedir (Olympus CKX41-SC30,
Japonya mikroskop altinda gériintiisii 10x)

74



Sekil 3.16. Panc-1 hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi. Soldan saga 24, 48 ve 72 saatlik analiz
sonuglart verilmistir. Ust grup madde uygulanmamis hiicre kontrol gruplarim, alt grup ise
ICsy uygulanmig hiicre gruplart temsil etmektedir (Olympus CKX41-SC30, Japonya
mikroskop altinda gériintiisii 10x)

Sekil 3.13-3.16°deki mikroskop goriintiileri degerlendirilecek olursa mikroskop
altinda incelenen hiicrelerin kontrol gruplarinin homojen bir hiicre yapis1 dagilimi
sergiledigi, ICsy konsantrasyonu uygulanan hiicrelerin ise, vakuolizasyon, apoptotik
cisimcikler, hiicre biiziismeleri vakuolizasyon ve sferoidal yapilar gibi farkli anormal

morfolojik 6zellikler sergiledigi goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Siyanobakterilere 6zgii C-fikosiyanin pigmenti saglik alaninda onemli bir
potansiyele sahip olmakla birlikte ayn1 zamanda gida sektoriinde de genellikle
renklendirici olarak kullanilan fonksiyonel bir dogal iirtindiir. C-fikosiyanin
antioksidan, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antikanser aktivite, bagisiklik gelistirme
fonksiyonu, karaciger ve bobrek koruma gibi ¢esitli klinik uygulamalarda ila¢ olarak
giiclii bir potansiyele sahip oldugu yapilan ¢alismalardan anlasilmaktadir (Manirafasha
vd., 2017; Patel vd., 2018).

Siyanobakteriler C-fikosiyanin icermesine ragmen, ticari biyokiitle kalitesine ve
kiiltiir kosullarina bagli olarak iiretkenlikleri sinirlidir. Bu nedenle, C-fikosiyaninin
optimum verimi ve ticarilestirilmesi i¢in ekstraksiyon yontemi anahtar faktordiir.

Giintimiizde Arthospira plantesis siyanobakterisi, bir¢ok endiistriyel uygulamaya
sahip 6nemli bir siyanobakteriyel pigment olan C-fikosiyanin i¢in yliksek kaliteli bir
protein olarak kullanilmaktadir (Eriksen, 2008). Buna ydnelik son zamanlarda bir¢ok
calismada C-fikosiyanin Spirulina fusiformis (Minkova vd., 2003), Calothrix sp.
(Santiago-Santos vd., 2004), Anabaena marina (Ramos vd., 2010), S. maxima (Rito-
Palomares vd., 2001), Nostoc muscorum (Biswas vd., 2010), Synechococcus sp.
(Abalde vd., 1998), Oscillatoria quadripunctulata  (Soni  vd., 2006),
Thermosynechococcus elongatus (ElI-Mohsnawy ve Abu-Khudir, 2020), Leptolyngba
sp. (Schipper vd., 2020), gibi siyanobakterilerden basariyla ekstrakte edilmis ve
saflagtirilmistir.

Bu calismada farkli ortamlardan izole edilmis olan siyanobakteri izolatlarinin C-
fikosiyanin pigmenti eldesi agisindan karsilastirmas1 yapilmistir. Oncelikli olarak en
verimli ekstraksiyon yontemi belirlenmis ve bu amacla C-fikosiyanin ekstraksiyonu
icin en c¢ok tercih edilen dort geleneksel yontem olan; dondurma ¢ozdiirme,
sonikasyon, lizozim ile enzimatik uygulama ve homojenizasyon yoOntemleri
kullanilmistir. Literatiire gore siyanobakteriyel hiicre duvarini pargalamanin en yaygin
yolu, biyokiitleyi birden ¢ok dondurma-¢6zdiirme dongiisiine tabi tutmaktir (Tan vd.,
2020). Fakat bu ¢alismada {i¢ kez ard arda yapilan dondurma ¢6zdiirme dongiisti diger
ekstraksiyon yontemlerine kiyasla yetersiz bulunmustur. Bu yontemle elde edilen en
yiiksek C-fikosiyanin verimi Leptolyngbya sp 2. (26,8+1,05 mg/g) ve Nodosilinea
sp.123 (26,84+0,85 mg/g) numarali izolatlar1 ile olmustur (Sekil 3.1). Bu yontem

ekonomik acidan avantajli olarak gdziikse de uzun bir islemdir ve is yiikii de olduk¢a
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fazladir. Ayrica pigmentin raf Omriiniin kisa olmasi ile ilgili sinirlamalarla birlikte
bakteriyel kontaminasyon ve kotii kokulu bilesikler olusturan bozulmanin baslamasi
gibi ek sorunlara neden olabilmektedir (Buchweitz, 2016).

Ekstraksiyon amaciyla tercih edilen enzimatik uygulama yontemi pek c¢ok
arastirmaci tarafindan denenmistir (Boussiba ve Richmond, 1979; Devi vd., 2020;
Stewart ve Farmer, 1984; Tavanandi ve Raghavarao, 2020). Elde edilen sonuglarda
izolatlarin pigment konsantrasyonu iyi bir verimle (51,6+4,4 mg/g) sonuglansa da bu
yontem izolatlardan fikosiyanin eldesinde safligin azalmasina neden olmustur. Yani
dalga boyu degerlerinden hesaplanan saflik faktorii, gida sinifi olarak belirlenen
degerden (<0,7) daha az bulunmustur. Bu nedenle C-fikosiyanin eldesinde bu yontemi
uygularken enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in baska bir ekstraksiyon basamagi
daha yapilmast gerekmektedir (Bermejo vd., 2014). Bir diger yontem olan
homojenizasyon yontemi ile yapilan ekstraksiyonda verim ve safligin diisiik kaldigi
gorilmistiir.

Fiziksel teknige dayali son ekstraksiyon c¢alismamiz sonikasyon yontemi
olmustur. Bu yontem daha onceleri Vernet vd., 1990 ve Romén vd., 2002 tarafindan
Porphyridium cruentum ve Synechococcus sp. izolatlar1 {lizerinde yaygin olarak
kullanilmis ve mevcut C-fikosiyanin eldesi i¢in avantajli bir yontem olabilecegi
belirtilmistir. Bu ¢alismada ise verim, saflik ve yontem bakimindan elde ettigimiz en
1yi sonug Geitlerinema sp 17 numarali. izolat ile tespit edilmis ve en iyi C-fikosiyanin
verimi 116+0,18 mg/g degerinde elde edilerek optimum ekstraksiyon yontemi olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu calismada en iyi C-fikosiyanin verimi saglayan
sonikasyon yontemi, ekstraksiyon siiresinin kisalmasi, daha etkili hiicre parcalanmasi,
verim saflik oraninin yiliksek olmasi gibi avantajlari nedeniyle diger yontemlere gore
daha cazip bir yontem olmustur.

Literatiir c¢alismalar1 incelendiginde smirli sayida belirlenmis siyanobakteri
izolatinin yiiksek miktarda C-fikosiyanin {iretim yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.
Bu durumda yiiksek verimli izolatlarin arastirilmasi ve tespit edilen verimli izolatlarin
tiretim kosullarinda degisiklikler yapilarak C- fikosiyanin veriminin artirilmasinin
onemli oldugu bilinmektedir (Singh vd., 2009). Buna yonelik olarak ¢alismamizin bir
sonraki adiminda secilen ekstraksiyon yonteminin ardindan, belirlenen izolat {izerinde

ekstraksiyonu etkileyebilecek onemli parametrelerden biri olan karanlik ve aydmlik
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stres kosullari, tampon ¢ozelti, kuru ve yas biyokiitle ve sonikasyon parametrelerinde
yapilan degisiklikler gibi cesitli degisken faktorler incelenmistir.

Fikobiliproteinlerin foton yakalamadaki baskin rolii nedeniyle, ortamdaki 1s1k
kalitesi ve miktarindaki degisikliklere uyum saglamak i¢in gelisim siirecinin optimize
edilmesi gerekmektedir. Bu kosullar altinda, oOzellikle fotosistem II'nin (PSII)
reaksiyon merkezlerinde asirt uyarilmis klorofil molekiillerinin birikmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina yol acgabilir. Bunlar da fotosentetik aparata ve hiicresel
ortama ciddi sekilde zarar verebilir. Farkli c¢evresel kosullar, fikobilizomlarin ve
fikobiliproteinlerin bilesimini veya iiretim miktarin1 degistirir. Genellikle diisiik 151k
yogunluklar1 siyanobakterilerin fotosentez sistemini tetikler ve daha fazla pigment
tiretimine yol acar (Grossman vd., 1993; Juneja vd., 2013). Bununla ilgili yapilan
caligmalar incelendiginde Arthronema africanum biyokiitlesindeki C-fikosiyanin
icerigi, 151k-sicaklik kosullaria bagli olarak en diisiik verim 50 ve 100 umol foton m™

s olarak bulunmustur. Daha sonra yogun biiyiime icin 150 ve 300 pmol foton m *s

? sde fikobiliproteinlerin

151k yogunluklarini karsilastirarak, 150 pmol foton m’
maksimum iiretimi gdézlemlenmistir (Chaneva vd., 2007; Tamary vd., 2012).
Calismamizda cesitli karanlik aydinlik periyotlarinin C-fikosiyanin verimine etkisi
arastirlmistir. Burada 150 pmol foton m™ s 1sikla sabit olarak ayarlanmus, 16 saat
karanlik ve 8 saat aydinlik kosullar1 altinda Geitlerinema sp 17 numarali.
izolatimizdan toplam 95,5+6,93 mg/g C-fikosiyanin elde edilmistir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak C-fikosiyanin iiretimi igin 150 pmol foton m™ s™' en uygun kosul olarak
belirlenmis ve 16 saat karanlik periyoduyla yapilan kombinasyonun C-fikosiyaninin
veriminde onemli yonde etki edecegi diisiinlilmiistiir.

Yapilan optimizasyon ¢aligmalarmin bir digeri ise biyokiitlenin kuru ve yas
olarak ekstraksiyonudur. Deneysel ¢aligsmalarda pigment konsantrasyonuna olan etkisi
tartisilarak her iki yonteminde secilecek olan ektraksiyon yoOntemine gore uygun
olabilecegi sonucuna varimistir (Begum vd., 2020; ilter vd., 2018). Yapilan
calismamizda ise her iki yontem C-fikosiyanin eldesi i¢in uygun goriilmiistiir. Fakat
kurutma ydntemi uzun siire gerektiren bir islem oldugu i¢in yas biyokiitle yontemi
tercih edilmistir.

Ektraksiyon adimindan sonra C-fikosiyanin verimine etki eden bir diger faktor
¢oziicli se¢imidir. Bu calisma siirecinde secilen tampon ¢ozelti (0,1 M Sodyum fosfat

pH-7) disinda iki farkli ¢dziiciiniin etkileri arastirilmistir. Ilter vd., (2018)
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calismalarinda farkli 6n islemlere (kuru, dondurulmus ve 1slak) ve ¢oziiciilerle (distile
su, Na-Fosfat pH 7,4 silispansiyon ve %1,5 CaCl,) ekstrakte edilen S. platensis
biyokiitlesini karsilastirirken, en yiiksek toplam C-fikosiyanin igerigi (55,33 mg/g),
%1,5 CaCl, ¢ozeltisi ile elde edilmistir. Khazi’ye (2018) gore, ham ekstraktlarin rengi
C-fikosiyanin safligina, esas olarak da tampon ve kullanilan hiicre pargalama
yontemine baglhdir. Yaptigi calismada kullanilan su ve fosfat tamponu koyu yesil
ekstrakt {iiretirken, CaCl, de parlak mavi renkli ham ekstrakt olusmustur. Bu tez
calismasinda ise se¢mis oldugumuz ¢oziicliler arasinda CaCl,’nin bu yontem i¢in daha
uygun oldugu belirlenmistir. Bunun ana sebebi CaCl, ¢ozeltisiyle ekstrakte edilen ham
madde renginin diger ¢ozeltilere gore parlak mavi renge ve yiiksek safliga sahip
olmasidir. Bundan bagska Demirel ve Sukatar (2019) CaCl, ¢o6zeltisinin hiicre zariin
kalsiyum iyonlarim1 kolayca emerek gozeneklerle etkilesime ge¢gmesinden dolayr bu
¢oOzeltiyi Onermistir. Bununla birlikte Mishra vd., (2008) CaCl,’nin 4 °C'de C-
fikosiyanin stabilitesine koruyucu olarak etkili oldugunu belirtmistir. Sonug olarak
belirledigimiz ¢oziicii se¢imi literatiirde belirtilen sonuclarla karsilastirildiginda benzer
sonuclar elde edilmistir.

Sonikasyon yogunlugu ve siiresi, siyanobakterilerde hiicre duvarinin
parcalanmasinda en Onemli faktordiir (Benedetti vd., 2004). Burada uygulanan
sonikasyon giicii ve siiresi, sonikasyon yonteminin verimini etkiler. Higham vd.,
(2016) yaptiklart calismada Spirulina platensis siispansiyonlarindan en yiiksek C-
fikosiyanin verimini, toplam 400 saniyelik sonikasyon siirelerinden elde etmistir.
Bunula birlikte 400 saniyeden (yaklasik 6 dakika 40 saniye) sonra yapilan islemlerde
daha fazla pigment saliniminin gerceklesemeyecegini ve ayrica sonikasyonun uzun
stire kullanilmas1 durumunda elde edilen C-fikosiyanine kirlilik olusturarak zarar
verme olasiligin1 belirtmislerdir. Bir bagka ¢alismada sonikasyon gii¢ yogunlugunun
20-50 kHz araliginda sabitleyerek uygun bir C-fikosiyanin verimi elde edilebilecegini,
ancak sonikasyon siirelerinin se¢ilen siyanobakteri izolatinin hiicre duvarinin karmasik
yapisina gore uygun bir yontem belirlemek agisindan zor oldugunu belirtmistir
(Wiltshire vd., 2000). Yapmis oldugumuz son optimasyon ¢alismamizda C-fikosiyanin
eldesine gii¢ ve silirenin etkisi belirlenmeye calisilmistir. Hem saflik hem de verim
acisindan optimal siirenin 2-6 dakika ve gii¢ olarak da %20 amplitiid degerinin
sonikasyon yontemi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Bu yontem C-fikosiyanin igin

kisa slirede minimum kayip ve yliksek verim eldesi amaciyla daha avantajlidir. Elde
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edilen sonuglara gore gii¢ ve siirenin arttirilmasinin ¢oziicliniin C-fikosiyaninle birlikte
diger kirleticilerle de etkilesime girerek C-fikosiyaninin saflik ve veriminde bir diisiise
neden olabilecegdi diisiiniilmiistiir. Bu durum da yapmis oldugumuz calisma diger
caligmalarla benzerlik gostererek ¢ikan sonuglarin dogrulugunu desteklemektedir.

C-fikosiyanin eldesinde ekstraksiyon adimindan sonra en 6nemli prosediirlerden
bir digeri de saflagtirnlma basamagidir. Burada se¢mis oldugumuz optimizasyon
caligmalarindan elde ettigimiz C-fikosiyanin iki adimda saflastirilmistir. Amonyum
stilfat ¢coktiirme (%50 ve %75 doygunlukta) ve diyalizin ardindan %60,19 oraninda
geri kazanimla 2,79 saflik elde edilmistir. Bu sonu¢ endiistriyel olarak kozmetik
tirtinlerde renklendirici olarak kullanim i¢in kabul edilebilir bir saflik diizeyidir.
Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi istenmeyen proteinlerin uzaklastirilmasinda ve ayni
zamanda C-fikosiyaninin konsantre edilmesinde yararli olmustur. Ancak bu yontemin
dezavantaji uzun bir islem gerektirdigi i¢in daha alternatif saflastirma tekniklerinin
tasarlanmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Bir sonraki adimda saf bir C-fikosiyanin protein pigmenti elde etmek icin iyon
degisim kromatografisi kullanilmistir. Burada kullanilan reginelerde siire ve verim
acisindan 6nemli farklilik olusmustur. Zayif anyonik regine olan DEAE-seliilozla
yapilan islemde ortalama bir buguk saat siirede %38 geri dontisiimle 22,23 mg/g saf C-
fikosiyanin elde edilmisken, Q- sefaroz ile daha uzun siirede (ortalama 3-4 saat) %48,9
geri doniisiim ile 28,02 mg/g elde edilmistir. Bu durumun proteinde bulunan iyonik
yiiklerin kolondaki regineye c¢ok giiclii bir sekilde adsorbe edilmesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Chakdar vd., (2014) yaptiklarnt c¢alismada
Anabaena variabilis CCC421 izolatindan elde edilen C-fikosiyanini amonyum siilfat
coktlirmesi sonrasinda DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile kombine ederek
safligim1 2,75 olarak tespit etmisler, ancak bu yontem reaktif veya analitik dereceli
saflik standartlarini karsilamamaistir.

Son saflastirma asamasinda elde ettigimiz saflik orani (Tablo 3.3) literatiirdeki
benzer caligmalar ile paralellik gostermistir (Abalde vd., 1998; Patil vd., 2006; Seo
vd., 2013). C-fikosiyaninin konsantrasyonu ve safliginda cok onemli olan UV-vis
gorliniir spektrumunda her saflastirma adiminda eliie edilen biitiin tiiplerin analizi
yapilmis ve 620 nm'de belirgin bir tepe noktasi elde edilmistir (Sekil 3.5). Ardindan
yiiksek saflikla sonuglanan orneklerin SDS-PAGE yontemiyle karakterizasyonu
yapilmistir. C-fikosiyanin o-alt birimi (17 kDa) ve P-alt birimlerinde (19 kDa)

80



gozlemlenen tekli bantlarinin mevcudiyeti saf C-fikosiyanin elde edildigini
dogrulanmistir (Sekil 3.7). Calismamizda Geitlerinema sp. 17 numarali izolatindan
elde edilen SDS-PAGE jelindeki C-fikosiyanin bantlarinin dogrulugu Hazra ve Kesh
(2017) ve Minkova vd., (2003) ¢alismalar ile desteklenmistir. Bir bagka caligmada
Geitlerinema sp. HSDM izolatindan elde edilen C-fikosiyanin o biriminin yaklasik
olarak 17,5 kDa ve [ alt biriminin 18,1 kDa sahip oldugunu bildirilmis, bu da elde
edilen sonuglarin dogrulugunu desteklemektedir (Patel vd., 2018).

Her siyanobakteri tiirii farkli karakteristik 6zellikler ve yetenekler sergiler bu da
onlarin igerigindeki ikinci metobolit iiriinlerine dogrudan etki eder. Calismada se¢mis
oldugumuz Geitlerinema sp. izolat1 termal kaplicalarda gelistigi i¢in yiiksek sicaklarda
dayaniklik ozellikleri sergiler. dolayisiyla, bu izolattan elde ettigimiz C-
fikosiyanininde ayni kosullarda uyum saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Samsonoff ve
MacColl, (2001) Termofilik siyanobakterilerin C-fikosiyaninlerinin, mezofilik
organizmalara gore yiiksek 1silarda termal denatiirasyona karsi direng gostermesi
acisindan avantajli oldugunu belirtmisler. Hattori vd., 1965 ve Berns, 1963 yapmis
olduklar1 ¢aligmalarda S. lividus termal kaynakli C-fikosiyaninin 66 °C'de denatiire
oldugunu, mezofilik C-fikosiyaninin ise 49-51 °C'de denatiire oldugu bildirilmistir
(Hattori vd., 1965; Berns, 1963). Mevcut calismamizda termofilik Geitlerinema
sp.’den elde edilmis kismi saf C-fikosiyaninin termal stabilitesi arastirilmis ve 60 °C
ye kadar olan 1s1] islemlerde stabil kalabildigi gozlenmistir. 70 °C-80 °C arasindaki
sicaklik araliginda spekturum yogunlugunda olusan denatiirasyon durumu c¢ok net
gozlemlenmistir (Sekil 3.9). Stabilite {izerine yapilan calismada elde edilen bulgular
Chaiklahan vd., (2012), Munawaroh vd., (2018), Sukhinov vd., (2021) bulgulariyla
benzerlik gostermektedir.

Insan saglhig ve cevre ile ilgili artan farkindalik dogal bilesikleri oldukga popiiler
bir konu haline getirmistir. Bu sebeple daha diisiik ¢evresel etkilere sahip alternatif
kaynaklarin biyolojik aktiviteleri arastirilmaya baslanmistir. Denizsel ortamlarin en
onemli kaynagi olan siyanobakterilerden izole edilen C-fikosiyanin, yiiksek verimlilik
ve diislik toksisite Ozelliklerinden dolayr ¢ogu arastirmacilarin ilgi odagi olmayi
basarmistir. Bu dogal mavi pigmentin sadece renkli olmasiyla degil icerigindeki
hidroksil altgruplarinin varlig1 ve serbest radikalleri temizlemelerini saglayan aromatik
yapilar1 nedeniyle antioksidanlar olarak onemli bir rol oynadigi iyi bilinmektedir.

Herhangi bir proteinin antioksidan aktivitesi, onu olusturan amino asit kalintilarinin
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antioksidan aktivitesinin toplamidir (Sonani vd., 2017). Negatif yiiklii amino asitlerin
(yani Glutamin ve Asparagin) antioksidan yapiya sahip oldugu bilinmektedir (Elias
vd., 2008). Arastirmalara gore termofil izolatdan elde edilen C-fikosiyaninin birlesik
glutamik asit ve glutamin igeriginin ¢ogu mezofilik tiirden farkli oldugu bilinmektedir
(Kao vd., 1976). Bu bakimdan c¢aligmamizda kullanilan termofilik Geitlerinema sp.
izotindan elde edilen C-fikosiyaninin antioksidan 6zelligi olabilecegi diisiiniilerek
DPPHe (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) serbest radikali {iizerindeki inhibisiyon (%)
degeri, standart askorbik asitle karsilastirilmis ve elde edilen degerler ICsy olarak
kiyaslanmistir. Elde edilen bulgularda hesaplanan % inhibisyon ve ICsy degerleri g6z
Ontine alindiginda askorbik asitin C-fikosiyanin 6ziitiinden daha kuvvetli antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. C-fikosiyaninin ICsy degeri 0,57+0,01 mg/mL
olarak bulunmustur. Bu deger askorbik asite gore daha az olsa da (0,245+0,08
mg/mL), dogal kaynakli mavi pigmentin spesifik bir antioksidan kaynagi olabilecegi
de anlasilmaktadir.

Calismamizda C-fikosiyanin eldesi ve saflastirma, optimizasyon ve
karakterizasyon  basamaklarindan  sonra  biyolojik  aktivite  ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu amagla elde ettigimiz C-fikosiyaninin antioksidan,

antibakteriyel ve bazi kanser hiicreleri tizerindeki aktivitesi incelenmistir.

Elde edilen C-fikosiyanin Oziitiinlin en yiiksek antioksidan aktivitesi
Geitlerinema sp. 17 numarali izolat ile 500 pg/mL konsantrasyonda yaklasik
%43,55'lik DPPHe siipiirme aktivitesi olarak elde edilmistir. Bu sonuglar diger
calismalarla karsilastirildiginda elde edilen aktivitenin daha az oldugu anlasilmaktadir.
Ornegin Geitlerinema sp. TRV57 izolatindan elde edilen C-fikosiyanin, 200 pg/mL
konsantrasyonda, % 78,75 temizleme aktivitesine (DPPH-e testi) veya %95,27'ye kadar
hidrojen peroksit radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir

(Renugadevi vd., 2018).

Bir baska calismada, Geitlerinema sp. H8DM izolatindan elde edilen C-
fikosiyanin yliksek saflikta 200 pg/mL 'lik konsantrasyonda DPPHe siipiiriicii aktivite
orant %72,85+2,1'lik aktivite gosterirken, askorbik asitin ise 200 pg/mL 'de
%99,82+1,9 olarak bulunmustur (Patel vd., 2018).

Sonu¢ olarak her biri farkli mekanizmalar ve farkli bulgulara sahip, redoks
potansiyelleri, pH degerleri, saflik oranlar1 ve solvent bagimliliklarini temsil eden

farkli protokoller uygulanabileceginden, antioksidan aktivite ile ilgili sonuclarin
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kargilagtirmasinin zor oldugunu belirtmekte yarar vardir. Ayrica, ayni yontemler
icinde, sonuclarin ifade edilmesi i¢in kullanilan birimlerde (6rnegin, siliplirme
aktivitesinin %'si, ICso degeri veya Trolox esdegeri birimler) bir tutarsizlik vardir ve
bu, c¢alismalar arasinda uygun bir sekilde karsilastirmalarin yapilmasinda biiylik

Olciide engel olusturabilmektedir.

Giliniimiizde yeni antibiyotiklerin kesfi su anda 6nemli bir aragtirma alanmidir ve
dogal firiinler, yeni ila¢ molekiillerinin tercih edilen kaynaklar1t olmustur.
Mikroorganizmalar ve bitkiler bu anlamda ilgi odag1 olmustur. Siyanobakterilerinde
C-fikosiyanin gibi antimikrobiyal bilesikler iiretmesi buna 6rnek verilebilir. Anabaena
sp.'den elde edilen C-fikosiyaninin agar kuyucuk diflizyon yontemiyle Klebsiella sp.,
E. coli, S. aureus ve B. cereus tiirleri lizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. S.
aureus lizerine gosterilen etkinin diger izolatlardan daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Salama vd., 2015). Oscillatoria sp.'den elde edilen kismi saf C-fikosiyanin
Pseudomonas sp., S. aureus ve Klebsiella sp. kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermistir
(Shanmugam vd., 2017). Murugan, (2012) Westiellopsis sp. siyanobakteri izolatindan
elde edilen C-fikosiyaninin, disk diflizyon yontemi kullanilarak B.subtilis,
Pseudomonas ve Xanthomonas tirleri i¢in antibakteriyel aktiviteleri agisindan test
edilmistir. Calisma sonucunda dort bakteri izolatindan P. aeruginosa, bu ¢alismada
kullanilan ~ C-fikosiyanin  konsantrasyonlarinda  hi¢bir  inhibisyon  belirtisi
saptanmamistir. Ancak 50 pg/disk konsantrasyonda S.aureus ile elde edilen
maksimum inhibisyon bélgesi 14 mm, Klebsiella pneumoniae ise 13 mm olarak
belirlenmistir. Safari vd., (2020) calismasinda C-fikosiyaninin ii¢ gram pozitif bakteri
olan L. monocytogenes, S. aureus ve S. iniae ve ayrica gram negatif olarak Y. ruckeri
ve E. coli’ye kars1 antibakteriyel aktivitesini incelenmistir. Kullanilan bakteri suslari
farkli sonucglar gostermis ve C-fikosiyaninin konsantrasyon artisina bagli olarak
inhibisyon zonunun c¢ap1 artmistir. Calisma o6zetinde 25 pg/mL konsantrasyonlarda
kullanilan biitlin bakterilerde antimikrobiyal aktivte gostermistir. Calismamizda ise C-
fikosiyanin Oziitii 50-12,5 pg konsantrasyon araliginda M. luteus NRRL B-4375’¢
kars1 sirasiyla 15 ve 10 mm’lik inhibisyon zonu gdstermistir (Tablo 3.5). Mayalardan
C. krusei ATCC 90028’ye kars1 en yliksek antimikrobiyal aktivite sergileyerek 50—
12,5 pg’lik konsantrasyonlar i¢in sirasiyla 18 ve 14 mm’lik inhibisyonlar elde
edilmistir. Bu mikroorganizmalara kiyasla daha diisiik antimikrobiyal aktivite

gozlenen izolatlar E. coli ATCC 25922 (50 pg i¢in 9 mm) ve C. glabrata ATCC
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90030 (50 pg i¢in 12 mm) olmustur. Elde edilen C-fikosiyaninin 12,5 pg
konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir. Genel olarak C-
fikosiyanin pigmenti minimum 25 pg konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite
sergileme potansiyeli gostermistir. Bu durumda kullanilan C-fikosiyaninin
konsantrasyon artigina bagli olarak daha yiliksek miktarlarda diger patojen bakteri

tiirlerine de antimikrobiyal etki gosterebilecegine dair varsayimda bulunabilir.

Bu bulgular esliginde preparatif bir saflik diizeyinde (Ag20/A280<2,7) olan C-
fikosiyanin ekstraktlar1 25 pg konsantrasyonda diger caligmalarin sonuglarina gore iyi

aktivite gostermis olsa da standart antibiyotiklere gore aktivite daha az olmustur.

C-fikosiyaninin diger essiz Ozelliklerinden biri de tiimor hiicrelerinde hiicre
canliligin1 inhibe ederek, normal hiicre hatti {izerinde ¢ok az toksik etkiye sahip
olmasidir (Jiang vd., 2017). C-fikosiyanin in vivo ¢alismalarda yiiksek
konsantrasyonlarda bile normal dokudan kaynaklanan hiicreler lizerinde neredeyse hig
proliferatif etki gostermemekle birlikte, toksik etkileri tespit edilmemistir (Remirez
vd., 2002; Liu vd., 2016). Kisaca 6zetlemek gerekirse, bu pigmentin kanser hiicreleri
icin toksik olup, normal hiicreler i¢in toksik olmamasi durumu antikanser ajan olarak
biiyiik bir avantaj saglamaktadir (Jiang vd., 2017; Ravi vd., 2015).

Czerwonka vd., (2018) calismasinda A549 hiicreleri ilizerinde 24 saatte test
edilen fikosiyanin ekstraktinin ICsy degerini 99,2 ug/mL olarak bulmustur.
Calismamizda ise A549 hiicre hattinda 24 saat muamele sonucu 74,9 pg/mL, 72 saatte
ise 40 ng/mL konsantrasyonda sitotoksik etki belirlenmistir. Son yillarda yapilan bir
diger calismada 72 saat 10 uM varliginda, PANC-1 hiicre morfolojilerinde tlimérijenik
potansiyele engel oldugu tespit edilmistir (Liao vd., 2016).

Abu Zaid vd., (2015) Spirulina sp.’nin sulu C-fikosiyanin ekstraktindan,
HCT116 kolon karsinomu ve HEPG2 hepatoseliiler karsinoma {izerine yaptiklari
calismada sirasiyla 1Csy degerini 18,8 pg/mL ve 22,3 pug/mL olarak bulmuslardir. Bir
baska calismada, Kasumi-1 insan akut l6semi ve K-562 kronik miyeloid l10semiye
karsi sitotoksik aktivite sergileyerek ICsy degeri sirasiyla 2,13 mg/mL ve 12,68 mg/mL
olmustur (Hernandez vd., 2017).

Calismamizda  hiicreler 3  gilinlik inkiibasyon periyodunda farkh
konsantrasyonlarla muamele edildiginde ortaya g¢ikan sonuglardan test numunesinin
konsantrasyon artis1 ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre proliferasyonunu

azaltigt  gézlemlenmistir.  Test numunesi antikanser etkinlik  agisindan
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degerlendirildiginde, akciger kanser hiicrelerine etkisinin pankreas kanser hiicrelerine
etkisine kiyasla daha fazla oldugu, ancak normal akciger hiicreleri iizerinde de
proliferasyonu azaltici etkinlik gosterdigi gézlemlenmistir. Bu sebeple giivenlik profili
icin uygun olmadig diisiiniilmiistiir (Tablo 3.7). Yani saf C-fikosiyanin 40 pg/mL
konsantrasyonda A549 akciger kanseri hiicresinde anti-proliferatif ve anti-apoptotik
etkiler gosterirken bu degerler CCD19Lu saglikli hiicrelerde 12,7 pg/mL bulunarak
daha fazla hiicre apoptozuna sebep olmustur. Pankreas kanser hiicrelerinde (Panc-1)
ise bu durumun aksi oldugu ic¢in antikanser aktivite gdsterebilecegi diisliniilmiistiir.
Ayrica C-fikosiyaninin Panc-1 hiicreleri {izerindeki biiyiime Onleyici etkisi zamana
bagli olarak degismis ve zaman gectik¢e daha giicli hale gelmistir. Calismamizda 24
saatte 83,5 pg/mL, 48 saatte 67,9 pg/mL ve 72 saatte 53 pg/mL C-fikosiyanin
varliginda, Panc-1 hiicreleri antikanser aktivitesi sergilemistir (Tablo 3.7).

Sonug¢ olarak pankreatik hiicrelerde test numunesi ayni konsantrasyonlarda
verildiginde normal hiicrelerde hasar1 daha az olacagindan giivenli profil olusturarak
antikanser etkinlik gosterebilecegi diisiiniilmiistiir. Akut yaralanmalarda akciger ve
pankreas hiicreleri disiintildiiglinde her iki hiicrenin harabiyetinde pankreas
hiicrelerinin kendini tek basina daha kolay onarabildigi ancak alveolar mekanizmalarin
daha kompleks bir sistemle ¢alistig1 gosterilmistir.

Calismamizda elde edilen antikanser aktivite sonuglari son zamanlarda
yayimlanan c¢aligmalarla karsilastirildiginda umut verici sonuglar elde edilmistir.
Konsantrasyon, maruz kalma siiresi ve C-fikosiyaninin saflig1 antikanser aktivite
calismalarinda 6nemli hususlardir. Bu detaylar, yapilan deneysel calismalar arasinda
bliytik farkliliklar gosterse de sonug olarak tiimor hiicre dongiisiinii bloke edip, timor
hiicresi apoptozunu/nekrozunu ve otofajiyi indiikleyerek ¢ok diisiik miktarlarda
(ng/mL) antikanser aktivitesi gostermektedir (Liao vd., 2016). Bir diger hipoteze gore
C-fikosiyaninin biyolojik aktivitesinin tiire 06zgilliigii s6z konusudur. Ekstraktin
kaynag1 (yani tiirler), C-fikosiyaninin biyolojik aktiviteleri i¢in dikkate deger bir
kisitlamadir. Boyle bir durumda, C-fikosiyanin iiretiminde tiirlerin se¢imi son derece
onemlidir, ¢linkii bu dogrudan mevcut calisilmakta olan herhangi bir biyolojik aktivite
testinin kalitesini ve basarasini belirleyen en 6nemli faktordiir.

Bu c¢alismada C-fikosiyanin iiretebilme potansiyeli arastirilan siyanobakteriler
Tiirkiye’ye 6zgli olmast agisindan yenidir. Bu nedenle, calisma sirasinda firetilen

veriler, biyoteknoloji ve diger ilgili endiistriler i¢in bir kaynak olarak siyanobakteriler
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hakkindaki bilgilerimizi zenginlestirmeye katkida bulunabilir. Bu ¢aligmada en yiiksek
pigment iireten basta termal kaplicadan izole edilmis Geitlerinema sp. 17 numarali
izolat olmakla, diger izolatlarda (Leptolyngbya norvegica 141, Nodosilinea sp., 123,
Phormidium lumbricale 253, Leptolyngbya sp. 2) azalan miktarlarda C-fikosiyanin
pigmenti bulunmustur. Burada go6zlemlenen sonug, degisik C-fikosiyanin
konsantrasyonlart her izolat igin belirlenen farkli tampon veya yontem
kobinasyonlarmin eksikliginden kaynaklanabilecegidir. Geitlerinema sp. 17 numarali
izolatindan elde edilen C-fikosiyaninin ekstraksiyon, saflastirma, karakterizasyon
adimlarinda basit ve kayda deger olumlu sonuclar elde edilerek C-fikosiyanin
arastirmalart {izerine etkili olabilecek Oneriler sunulmustur. Ayrica, C-fikosiyanin 60
°C ye kadar yap1 konformasyonunu koruyabildigini kanitlanmstir.

Caligmanin devaminda C-fikosiyanin eldesinde 6nemli bir alternatif kaynak olan
Geiterinema sp. 17 numarali izolatinda kapsamli biyolojik aktivite caligmalari
yapilarak olumlu sonuglar elde edilmistir. C-fikosiyanin “kaynak antioksidan” olarak
nitelendirilebilir. Bu izolatla daha 6nce yapilmis antioksidan aktivite ¢caligmalar1 varsa
da antimikrobiyal ve antikanser aktivite ¢alismalart1 bulunmamaktadir. Boyle bir
calismanin yapilmasi C-fikosiyanin iiretimiyle ilgili literatiire katki saglayacaktir.
Fakat yine de C-fikosiyanin igerigindeki kimyasal bilesimler ve onlarin olusturdugu
sinerjik etkilesimler hala gizemini korumaktadir. Bu nedenle C-fikosiyanin
pigmentinin sadece mavi bir 6ziit olmadigi, yapilan biyolojik aktive sonuglarmin bu

hipotezi dogruladig: goriilmektedir.

Sonu¢ olarak calismamizda Geitlerinema sp. 17 numarali izolatindan elde
edilen termostabil C-fikosiyanin pigmentinin kapsamli arastirmalar sonucu, her saflik
faktoriine gore gida takviyesi, reaktif analizler, farmasotik, ¢esitli endiistriyel ve saglik
alanlarinda kullanilabilecek ©Onemli alternatif dogal bir kaynak oldugu ortaya

konmustur.
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