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YENILEBILIR DENiZ YOSUNLARI ULVA RIGIDA VE GRATELOUPIA
TURUTURU TURLERI UZERINE FITOKIMYASAL ARASTIRMALAR

OZET

Yenilebilir deniz yosunlar1 biyoaktif antioksidanlar, ¢oziiniir diyet lifleri, proteinler,
mineraller, vitaminler, fitokimyasallar ve ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan
olduke¢a zengindir. Deniz yosunlar1 gida veya ilag endiistrilerinde baslica jellestirici ve
yogunlastirict ajan olarak kullanilsa da, yapilan son arastirmalar tamamlayict tip
potansiyellerini ortaya c¢ikarmigtir. Ulva rigida Ulvophyceae sinifinin Ulvaceae
familyasina ait, “Deniz marulu” olarak adlandirilan yesil bir makroalgdir. Grateloupia
turuturu ise, Florideophyceae sinifinin Halymeniaceae familyasina ait, Asya kokenli
yaygin olarak "Seytanin dili otu","Jinuari" (Korece) ve "Ratanho" (Portekizce) olarak
adlandirilan kirmizi bir makroalgdir.

Bu tez calismasinda yenilebilir deniz yosunlarindan Ulva rigida ve Grateloupia
turuturu tiirlerinin kimyasal icerigi ve biyolojik aktiviteleri arastirildi. Tlgili alglerin
hekzan, diklorometan-metanol (1:1), metanol ve su ekstreleri hazirlandi ve kimyasal
icerikleri GC-MS ve LC-MS yontemleriyle belirlendi. Ayrica hazirlanan biitiin
ekstrelerin MCF-7 ve MDA-MB231 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD-1079-Sk
insan fibroblast saglikli deri hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli bakteri tiirleri ile Candida albicans mantar tiirii iizerindeki
antimikrobiyal etkileri, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE)
enzimleri iizerindeki enzim inhibisyon etkiler incelendi. Sitotoksisite deneylerinin
sonuclarina gore saglikli hiicreler iizerinde toksisitesi en diisiik olan ekstre G.
turuturu’nun MeOH ekstresi (ICso: 140,5 pg/mL) olarak belirlenirken, MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerinde toksisitesi en yliksek olan ekstre G.
turuturu’nun DCM:MeOH (1:1) ekstresi (ICso: 28,7 pg/mL) olarak belirlendi.
Ekstrelerin ilgili bakteri ve mantar tiirleri lizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri 125



pg/mL olarak tespit edildi. AChE enzimini en iyi inhibe eden ekstreler her iki alg
tiirinde de hekzan ekstresi olarak belirlenirken ekstreler BuChE enzimine karsi

inhibitor 6zellik gostermediler.

Anahtar Kelimeler: Ulva rigida, Grateloupia turuturu, Yenilebilir yosun, sitotoksisite,
antikolinesteraz, antimikrobiyal, GC-MS, LC-MS.



PHOTOCHEMICAL STUDIES ON SPECIES OF EDIBLE SEAWEED ULVA
RIGIDA AND GRATELOUPIA TURUTURU

SUMMARY

Edible seaweeds are rich in bioactive antioxidants, soluble dietary fibers, proteins,
minerals, vitamins, phytochemicals and polyunsaturated fatty acids. Although
seaweeds are used primarily as gelling and concentrating agents in the food or
pharmaceutical industries, recent research has revealed their potential for
complementary medicine. Ulva rigida is a green macroalgae called "Sea lettuce",
belonging to the Ulvaceae family of the Ulvophyceae class. Grateloupia turuturu is a
red macroalgae belonging to the Halymeniaceae family of the Florideophyceae class,
commonly called "Devil's Tongue Grass”, "Jinuari" (Korean) and "Ratanho"
(Portuguese) originating from Asia.

In this thesis, the chemical constituents and biological activities of edible seaweeds
Ulva rigida and Grateloupia turuturu species were investigated. Hexane,
dichloromethane-methanol (1:1), methanol and water extracts of the related algae were
prepared and their chemical constituents were determined by GC-MS and LC-MS
analysis.

In addition, cytotoxic effects of all extracts on MCF-7 and MDA-MB231 human breast
cancer cells and CCD-1079-Sk human fibroblast healthy skin cells, antimicrobial
effects on Staphylococcus aureus, Escherichia coli bacterial species and Candida
albicans fungi species, and enzyme inhibition effects were investigated against
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BUChE) enzymes.

According to the results of cytotoxicity assays, the extract with the lowest toxicity on
healthy cells was determined as the MeOH extract of G. turuturu (ICso: 140.5 ug/mL).
The DCM:MeOH (1:1) extract of G. turuturu was found as the highest toxicity on
MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells (ICso: 28.7 ug/mL)

The antimicrobial activities of the extracts on the corresponding bacterial and fungal
species were determined as 125 pg/mL. While the hexane extracts inhibited AChE
enzyme in both algae species, the other extracts did not show inhibitory properties
against AChE and BuChE enzymes.

Keywords: Ulva rigida, Grateloupia turuturu, edible algae, cytotoxicity, anticholinesterase,
antimicrobial, GC-MS, LC-MS.



1. GIRIS

1.1. Yenilebilir Deniz Yosunlari

Algler, uzun bir fosil ge¢misi olan heterojen bitki grubudur. Kara bitkilerinin aksine
alglerin kokleri, yapraklar1 veya damar sistemleri yoktur osmoz siireciyle kendilerini
beslerler. Tanimlanan iki ana alg tiirli, hem bentik hem de kiy1 habitatlarinda ve ayrica
okyanus sularinda fitoplankton olarak bulunan mikroalgler ve kiy1 bolgesini isgal eden
makroalgler veya deniz yosunlaridir. Deniz yosunlari, ¢ok az fotosentetik 1s18in

mevcut oldugu belirli bir derinlige kadar gelgitlerin yani sira gelgit alt1 bolgede de

biyiir [1].

Pigmentasyona dayali olarak, deniz yosunlari ii¢ ana filuma ayrilir: Yesil

(Chlorophyta), kirmizi (Rhodophyta) ve kahverengi (Phaeophyceae) algler.
Yosunlarin igcerdigi pigmentlerdeki bu farklilik, cesitli su ortamlarindaki konumlari ve
bolluklari ile iligkilidir. Su anda, birkag yiiz tanesi yenilebilir olan 10.000'den fazla
tanimlanmuis tiir vardir [2]. Yesil deniz yosunlari, ¢esitli habitatlarda yetisen 6700'den
fazla tiiriyle en gesitli gruptur. Ulva sp ., Enteromorpha sp. gibi baz1 yesil yosunlar
Monostroma sp. , Caulerpa sp. veya Codium sp. yenilebilir olarak kabul edilir ve ¢ig,

kurutulmus veya pismis olarak tiiketilir [3].

Yenilebilir deniz yosunlari, besinsel, fonksiyonel ve teknolojik 6zelliklerinden elde
edilen coklu kullanimlar1 ve uygulamalar1 i¢in su anda var olan en Onemli
kaynaklardan biridir [4, 5]. Ayrica, son yiizyilda hasat ve ekim alanlarindaki giiglii
gelisme sayesinde, Avrupa gida tliketimi listesinde iist siralarda yer almaktadir [6].
Avrupa deniz yosunu endiistrisine Norveg, Fransiz ve Irlanda iiretimi hakimken
Ispanya, Portekiz ve Birlesik Krallik daha kiiciik iireticiler ve tedarikgilerdir [7]. Son
yillarda, gida iriinlerinin islevselligini organoleptik, saglikli ve teknolojik a¢idan
gelistirmek i¢in deniz yosununun kullanimi, farkli gida endiistrilerinden biiyiik ilgi

gormiistir [8].

Deniz makroalgleri ¢ok cesitli ucucu organik bilesikler iiretebilir ; hidrokarbonlar,

terpenler, fenoller, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, yag asitleri ve halojen veya
1



kiikiirt igeren bilesikler bulunabilir [9]. Makroalg ugucu bilesik isleme ile ilgili az
sayida caligmaya goOre Uretimleri tiire, cografi kokene, cevresel kosullara, hasat
siiresine, mevsime, isleme ve isleme prosediiriiniin kendisine gore degisir [10, 11].
Ancak alglerin tazelik derecesi gibi diger faktorler alglerde bulunabilecek ucgucu
bilesiklerin tiirlerini ve diizeylerini belirleyebilir ve bu konuda daha 6nce yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Diger gida tiirleri gibi, alglerin depolanmasi sirasinda,
tazelik kayb1 ve ucucu bilesiklerinin iiretimi ve/veya bozunmasi ile iliskili duyusal

Ozelliklerde 6nemli degisiklikler vardir [12].

1.2. Tezin Amaci

Yapilan literatiir taramasi sonucunda Ulva rigida ve Grateloupia turuturu cinsine ait
bilimsel ¢alismalar ve bu ¢alismalarda elde edilen biyolojik aktivite sonuglari oldukga
sinirh sayidadir. Var olan galismalar ise Ulva rigida ve Grateloupia turuturu tiirlerinin
ekolojik agidan degerlendirmelerini iceren c¢aligmalardir. Secilen bu iki alg tiirlinlin
tilkemiz denizlerinde yayilim gosteren tiirler olmasi ve bu c¢aligmadan elde edilen
sonuglarin imit verici olmasi nedeniyle bu dogal kaynaklarin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Ayrica bu tiirler yenilebilir tiirler olmasi sebebiyle Tiirkiye’de yosun
tilketiminin uygun gastronomik sartlar dahilinde yayginlastirilmas: hedeflenmistir.
Potansiyel faydalar1 tespit edilirse sagligi gelistirici etkilerine odaklanarak fonksiyonel

besin olarak kullanilmas1 6ngoriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda yenilebilir deniz yosunlarindan Ulva rigida ve Grateloupia
turuturu tiirlerinin kimyasal icerigi ve biyolojik aktiviteleri arastirmasi hedeflendi.
llgili alglerin hekzan, diklorometan-metanol (1:1), metanol ve su ekstreleri
hazirlanarak kimyasal igeriklerinin GC-MS ve LC-MS yontemleriyle belirlendikten
sonra hazirlanan biitiin ekstrelerin MCF-7 ve MDA-MB231 insan meme kanseri
hiicreleri ve CCD-1079-Sk insan fibroblast saglikli deri hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri, Staphylococcus aureus, Escherichia coli bakteri tiirleri ile Candida albicans
mantar tiirli iizerindeki antimiktobiyal etkileri, asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BuChE) enzimleri {izerindeki enzim inhibisyon etkilerinin

incelenmesi hedefledi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiirkiye’deki Alg Cesitliligi

Deniz makroalgleri, dnemli ekolojik ve ekonomik etkilere neden olan ¢ok sayida 6ne
¢ikan tiir de dahil olmak iizere deniz tiirlerinin 6nemli bir bilesenidir. Bu tiirlerin ¢ogu
icin yeni habitatlarindaki mevcut durumlar1 ve ekolojileri hakkinda yetersiz bilgi
vardir bu da gelecekteki etkilerinin tahmin edilmesini ve yonetim politikalarinin

benimsenmesini engellemektedir [13]

Tiirkiye’yi ¢cevreleyen denizlerin farkli 6zelliklere sahip olmasit denizde yasayan biyolojik
cesitliligin de farklilagsmasini saglamistir. Diinya okyanuslar1 ve denizlerinde

30.000 tiir, Tiirkiye denizlerinde ise 4000 tiir bulunmaktadir. K1y seridinde yaklagik,
3.000 bitki ve hayvan tiirii yasamaktadir. Tiirkiye denizlerinde de toplam 480 balik,
2150 alg tiirli yasamaktadir. Tiirkiye’de alg florasina yonelik aragtirmalar artmis

olmasina ragmen tiir sayis1 heniiz tam belirlenememistir [14]

2.1.1. Ulvarigida cinsine genel bakis

Halk arasinda yesil algler olarak bilinen klorofitan deniz yosunlari, denizlerin hem
gelgitler aras1 hem de derin su bolgelerinde yaygin olarak dagilmistir. Bu deniz
yosunlart farmasotik ve tarimsal degere sahiptir [15]. Ulva tiirleri, diinyanin her

yerindeki kiy1 bentik topluluklarinda her yerde bulunan en bol temsilcilerdir [16].

Ulva rigida kiyilarimizda 6zellikle dalgalarin az oldugu s1g ve kayalik bolgelerde, azot
ve fosfor gibi besleyici elementlerin bol oldugu kisimlarda dogal olarak bulundugu
rapor edilmektedir. Makroalgler; antimikrobiyal bilesenlerin, omega 3 yag asitlerinin,
antioksidan ve diger biyoaktif bilesenlerin iyi bir kaynagi oldugu igin fonksiyonel
gidalarda ve nutrasotik gibi iiriinlerde kullanilmasindaki ilgi artmaktadir. Polifenoller,
flavonoidler ve polisakkaritler gibi bilesenlerin kahverengi, kirmizi ve yesil alglerde
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Makroalglerin
antimikrobiyal aktivitesi klorofil tiirevleri, akrilik asit, terpenler, fenolik maddeler,
halojenli alifatik bilesenler ve siilfiir igeren heterosiklik bilesenlerden
kaynaklanmaktadir. Bu bilesenlerin yaninda antimikrobiyal aktivite baz1 aminoasitler,

florotanninler, steroidler, halojenli ketonlar ve alkanlar, siklik polisiilfitler ve yag
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asitlerinden de kaynaklandigi belirtilmektedir. Literatiirde deniz makroalglerinin pek

cok tiirliniin antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [17].

2.1.2. Grateloupia turuturu cinsine genel bakis

Grateloupia turuturu (filum Rhodophyta, sinif Florideophyceae, Halymeniaceae
familyasi), Asya kdkenli yaygin olarak “Seytanin dili otu” (ingilizce), “Jinuari”

(Korece) ve “Ratanho” (Portekizce) olarak adlandirilan kirmizi bir makroalgdir [18].

o Phacofus lenticularis{NG_028587)

160 —(:!hwac-ocﬂ#ws acumingta(NC_028584)
Ld Qogamochiamys gigantea(NC_028580)
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Sekil 2.1: Grateloupia turuturu'nun filogenetik konumu [18]

Esas olarak diisiik gelgit bolgesindeki kayalarda veya gelgit havuzlarinda yetisir ve

Cin kiyilarinda, 6zellikle Sar1 ve Bohai Denizlerinde genis bir alana yayilmistir [7].
Diiz ve zarims1 bir govdeye ve kisa bir sapa sahip olmasi ile karakterize edilir.
Dokunuldugunda kivami jelatinimsi ve kaygan arasinda degisir, ancak biraz sertligi
vardir. Rengi menekse ile kirmizi1 arasindadir ve bazen gévdenin iistiinde yesilimsi
olabilir. Algler, zayif dalgali ve besin acisindan zengin sakin bolgelerde yaklasik 50

cm'ye ulagabilir. Bundan genisleyen tabandan biitiin veya diizensiz olarak boliinmiis
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olarak ¢ikabilen dogrusal veya genis mizrak seklinde olabilen basit yapraklara sahiptir.
Grateloupia turuturu hem korunakli hem de agik alanlarda yetisir, genis sicaklik ve

tuzluluk degisimlerini tolere edebilir ve 6trofik kosullara iyi adapte olur [13].

Grateloupia turuturu Giiney Ingiltere'de yayildig1 tanimlanmis olup 1995 yilinda
Mans Adalari'nda da kaydedilmistir. Araujo ve ark. (2003), 2000'li yillarin basinda
Portekiz'in kuzeybati kiyisindaki kirmizi alg Grateloupia turuturu kayitlarin
bildirmistir. Su anda Portekiz de dahil olmak iizere tiim diinyaya yayilmistir [19].
Bagka bir arastirma sonucuna gore Grateloupia turuturu Japonya'ya 6zgiidiir ve

Avrupa ve Kuzey Amerika'nin Atlantik kiyilarinda ve Akdeniz'de bildirilmistir [13].

w £
v
s

=~ Port of Viana do Castelo
"

Port of Lesxoes

Sekil 2.2: Grateloupia turuturu'nun cografi dagilimi

Grateloupia turuturu'nun cografi dagilimi, koyu sayilar ve gri ile doldurulmus nokta
sembolleri ile isaretlenmistir. G. turuturunun her lokasyonda ilk goézlendigi yil
parantez iginde verilmis ve her popiilasyonun bollugu belirtilmistir [13]. Grateloupia
turuturu, disi gametofit icinde gelisen iki bagimsiz izomorfik {lireme evresi
[tetrasporofit (diploid) ve gametofit (haploid)] ve iiclincii bir {ireme evresi

(karposporofit) iceren bir haploid-diploid yasam dongiisii sergiler [13].



2.2. Alglerin Kullanim Alanlari

Makroalglerin kullaniminin ¢ok, ¢ok uzun yillara dayandigi iyi bilinmektedir. Yerli
Giliney Amerikalilar, gida kaynaklar1 ve hastalik ilaglar1 olusturmak i¢in (12.000 y1l
once) makroalg toplardi. Alglerin kullanimi1 M.O. 2700°den Shen Nung'a ait olan
“Materia Medica” igerisinde yer almaktadir. Ancak son yiizyillda bilimsel

metodolojilerle elde edilen alg tirtinleri goriillmektedir [20].

Algler ¢ok zorlu ortamlara benzersiz bir uyum potansiyeline sahiptirler. Diinyada
birgok canli organizmanin yasam kosullarini sinirlayan sert ¢evre kosullar1 vardir. Bu
zor kosullar canli organizmalar i¢in agir1 olarak tanimlanir ve bu ortamlarin sakinlerine
ekstremofiller denir. Alg biyoteknolojisi ¢ok hizli bir ivme kazanirken son zamanlarda
tiim biyoteknolojik alanlarda hizli ilerlemeler kaydedilmistir. Algal biyoteknoloji,
yenilenebilir enerji liretimi, ¢esitli ticari dneme sahip biyomolekiillerin iiretimi,
mikroalglerin biyolojik atiksu aritimlarinda kullanimi ve enerji, tip, kozmetik gibi
biiylik endiistriyel alanlarda bir¢gok uygulamasi olan diger bir¢cok c¢igir agan
biyoteknolojik uygulamayr igermektedir. Algal biyoteknoloji uygulamalarinin ve
alglerin endiistriyel iiretiminin 6niinde 6nemli engeller bulunmaktadir. Son yillarda
ekstremofilik tiirlerin izolasyonu ve yetistirilmesi ve alg kiiltiirii koleksiyonlarinin

olusturulmasi daha fazla 6nem kazanmistir [21].

Yaklasik on bin tanimlanmais alg tiirli vardir, ancak bunlarin yalnizca %5'i insan gidasi
veya hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Deniz sebzesi olarak kullanildigi Asya
iilkeleri basta olmak {izere diinya c¢apinda yilizden fazla deniz yosunu tiirii
kullanilmaktadir. Giiney Avrupa'da yenilebilir deniz yosunlarinin gida amach
kullanim1 hala diisiiktiir ve heniiz diizenli tiiketim aliskanliklarina uymamaktadir.
Bununla birlikte, bu egilim degismektedir ve su anda arastirmacilar, daha az bilinen
deniz yosunu tiirlerini sadece spesifik fonksiyonel bilesikler ve potansiyel biyolojik
ozellikleri nedeniyle degil ayn1 zamanda 6nemli bir alternatif protein olarak kabul
edilen besin profilleri i¢in aragtirmaktadir [22, 23]. Japonlar, baslica deniz yosunu

tiiketicileri olarak yemeklerin yaklasik %21'ine deniz yosunu eklemektedir [24].

Deniz yosunu tiikketiminin insan sagligina bagisikligin giiglendirilmesi, kan kolesterol
seviyesinin diisiiriilmesi, kan sekeri seviyesinin diisiirlilmesi, antioksidan aktivite,

hafiza gelistirme, kan basincinin diisiiriilmesi, fiziksel, yorgunlugu hafifletmek, kilo
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kaybina yardimci olmak, biiyiime ve gelismenin iyilestirilmesi, beslenme anemisinin
tyilestirilmesi, kimyasal karaciger hasarina kars1 koruma, akne azalmasi cilt neminin
tyilestirilmesi, bagirsak florasinin diizenlenmesi, sindirimi tesvik etmek, diski
atilimini kolaylastirmak ve mide mukozasi yaralanmasina karst koruma gibi etkileri

vardir [25].

Deniz yosunlarinin hasat edildikten sonra hizli mikrobiyal ve kimyasal ayrisma ile
karakterize edildigini belirtmek de onemlidir, kalitelerini ve organoleptik profillerini
etkiler ve gida veya mutfak malzemeleri olarak kullanimlarini sinirlar. Aslinda,
yosunlar genellikle hasat edildikleri giin islenir, bu da {iriiniin tazeligi ve nihai kalitesi

i¢cin 6nemlidir [26, 27].

Tazelik, tiiketicilerin sebze, meyve, balik ve deniz lrilinleri gibi belirli gidalara
uyguladiklart bir kalite 6zelligidir. Gida tazeligi duyusal, fiziksel, mikrobiyolojik ve
kimyasal geleneksel yontemlerle degerlendirilebilir ancak tiiketiciler gida tazeligini
genellikle duyusal niteliklerine gore degerlendirir [28]. Gida aromast ve kalitesi i¢in
en onemli parametreler olarak kabul edilen ugucu bilesenler makroalglerin aromasini

tanimlar [9, 29].

2.3. Algler ile Tlgili Cahsmalar

2.3.1. Ulvarigida iizerinde kimyasal kompozisyon ¢alismalar:

Alglerin kimyasal bilesimi ile ilgili ¢alismalar 1900'l4 yillarda baslamistir ve
giiniimiizde bu alanda ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda,
karasal iirlinle karsilastirilabilir yiliksek protein igerigine oOzel atifta bulunularak,
alglerin bir gida kaynagi olarak olas1 kullanimi rapor edilmistir. Ayrica alglerdeki
yiiksek protein, vitamin, amino asit, mineral ve diisiik yag seviyesi, bu besin kaynagini
insan tliketimi i¢in saglikli bir gida iriinii olarak baliktan sonra daha iist siralara
tagimustir. Alglerin besinsel kompozisyonlar1 ve fonksiyonel bir gida kaynag: olarak
avantajlart hakkinda yapilan yeni c¢alismalarin ve raporlarin sonuglari ile alglerin
kullanim1 artmaktadir. Cin, Japonya, Kore ve Fransa gibi iilkelerde alg iiretimi,

pazarlanmasi ve tiiketimi dnemli bir artis gostermistir [30].
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U. rigida'nin yag asidi bilesimini arastiran bir ¢alismada besi doymamis olmak iizere
dokuz yag asidi tespit edilmistir. En bol bulunan yag asitleri palmitik asit, oleik asit ve
linolenik asittir. Tespit edilen yag asitleri arasinda doymamus asitler toplam bilesimin
%40,18'"ini olusturmaktadir. Ulvaceae tiirlerinin ana bileseni ulvan olarak bilinen tipik
polisakkarittir. Ayrica, kimyasal bilesime iliskin bir aragtirmanin sonucu, ¢ok cesitli
bilesikler, 6zellikle yag asitleri, terpenler, steroller ve polifenolik bilesikler i¢erdigini

gostermistir [31].

Yesil alg Ulva rigida'dan ugucu metabolitlerin {iretimin ve saliniminin arastirildigi bir
calismada Headspace analizleri ve buhar damitma yoluyla elde edilen metabolitler,
GC ve GC/MS teknikleri ile analiz edilmis ve tanimlanmistir. Kii¢iik klorlu molekiiller
de dahil olmak iizere 6nemli miktarlarda halojenli metabolitler tespit edilmis ve
miktarlar1 belirlenmistir. Analiz sonucunda 1-Metil-3-(1-metiletil)-benzen, dodekan,

dekanal, 2-fenoksi-etanol, nonanoik asit, benzotiyazol igerdigi tespit edilmistir [32].

Ulva rigida'nin sulu ekstresinin fenolik bilesenlerinin LC-MS analizi kullanilarak
belirlenen bir ¢alismada floroglusinol, mirisetin, vulgaksantin I, taksifolin, katesin,
biyokanin A igerdigi tespit edilmistir [33].

2.3.2. Ulvarigida iizerinde biyolojik aktivite calismalar:

2.3.2.1. Antiasetilkolinesteraz aktivite

Alzheimer hastaligi, diinya capinda milyonlarca yaslh bireyi etkileyen norolojik bir
hastaliktir. Noronlarda redoks dengesizligi, kolinerjik eksiklik, norotoksik amiloid
yaslilik plaklarinin olusumu, bilissel gerilemeye, 6grenme sorunlarina ve hafiza
kaybina yol acan noroinflamasyon ve norodejenerasyon ile karakterize en yaygin
demans tiirlidiir. Alzheimer hastaliginin patogenezi karmasik olmasina ragmen, bu
norolojik hastaligin gelisimi, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin yukari
reglilasyonunun yani sira asetilkolinin hizli tilkenmesinin neden oldugu bozulmusg

kolinerjik yol ile baglantilidir [33].

Kolinesteraz inhibitorleri, Alzheimer hastalig1 i¢in en umut verici terapdtik maddeleri
temsil eder. AChE'nin inhibisyonu, Alzheimer hastaligmin tedavisi ve Parkinson
hastalig1, yaslanma ve miyastenia gravis tedavisinde olas1 terapotik uygulamalar i¢in

umut verici bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Kolinesteraz, kolinerjik sinir
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iletiminin duyusal ve ndromiiskiiler sistem diizenlemesinde birincil ndrotransmiter

olan asetilkolinin hidrolitik bozunmasinda anahtar bir rol oynar [34].

Galatanmin, rivastigmin ve prostigmin gibi kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilan tercih edilen ilaglar olmasina ragmen, bu ilaglar
kolinerjik agig1 azaltabilir ve Alzheimer hastaligmin ilerlemesini dnleyemez veya
durduramaz [33]. Deniz yosunlari, ¢esitli terapotik potansiyellere sahip biyolojik

olarak aktif bilesikler igerir. [35].

Ulva rigida ekstresi ve ondan elde edilen fraksiyonlar asetilkolinesterazi inhibe etme
yetenekleri agisindan degerlendirilmistir.Hegzan ve etil asetat fraksiyonlari, giiclii bir
AChE enzim inhibisyonu gostermistir. Ayni konsantrasyonda total ekstre, biitanol ve
su fraksiyonlar1 diisiik aktivite sergilemistir. AChE inhibisyonu, Ulva rigida

fraksiyonlarinin konsantrasyon artisi sonucu inhibisyonda artis géstermistir [36].

Ecklonia maxima, Gelidum pristoides ve Ulva rigida alglerinden ekstrakte edilen
siilfatlanmis polisakkaritlerin kimyasal bilesimi antioksidan, antikolinesteraz, [
sekretaz inhibitorii ve anti-amiloidojenik potansiyellerini arastirmayi amaglayan
calisma sonucunda calismaya dahil edilen alglerden ekstrakte edilen siilfatlanmis
polisakkaritlerin asetilkolinesteraz aktivitesi iizerinde inhibitdr etkisi gozlenmistir ve
bu inhibitor etki konsantrasyon artis1 ile pozitif korelasyon gostermistir.
Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin ikili inhibisyonu, Alzheimer hastaliginin
kolinerjik agigin tedavisi i¢in etkili bir terapotik yaklasim olarak tanimlanmistir. E.
maxima ve U. rigida 'dan ekstrakte edilen siilfatlanmis polisakkaritlerin

asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz aktivitesi iizerinde gézlemlenen ikili inhibitor
etkileri, bunlarin Alzheimer hastaligit yonetimi i¢in kesfedilebilecek potansiyel

kolinesteraz inhibitorleri olabilecegini diisiindiirmektedir [37].

Trigui ve ark. yaptig1 calismada Ulva rigida ekstreleri (n-hekzan, biitanol, etanol-su,
etil asetat, kloroform, metanol) asetilkolinesterazi inhibe etme yetenekleri agisindan
degerlendirilmis, metanol ekstresinden hazirlanan hekzan ve etil asetat fraksiyonlari
giiclii bir AChE enzim inhibisyon gosterdigi izlenmistir. Hazirlanan biitanol ve su

ekstreleri diisiik aktivite sergilemistir [36].


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ecklonia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ecklonia

Sicanlarin hipokampal néron hiicrelerinde Ecklonia maxima (PKPM), Gelidium pristoides
(PMNP), Ulva lactuca (PULV), Ulva rigida (PURL) ve Gracilaria gracilis

(PGCL)'den izole edilen siilfatlanmis polisakkaritlerin  ¢inko  kaynakli
norodejenerasyona karsi ndroprotektif potansiyelleri arastirilan ¢alisma sonuncunda
PKPM, PGCL, PURL, PULV ve PMNP, Zn tarafindan indiiklenen noronal hasara
kars1 noroprotektif etkiler gosterdigi ve bu, apoptozun inhibisyonu, oksidatif hasar ve

asetilkolinesteraz aktivitesine baglanabilecegi bildirilmistir [38].

2.3.2.2. Antimikrobiyal ve antiviral aktivite

Algler geleneksel tipta uzun stiredir kullanildig1 ve ayrica bazi alg maddelerinin
bakteriyostatik ve bakterisidal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle, bir¢cok arastirmact
tarafindan kapsamli bir sekilde incelenmistir [39]. Deniz yosunlari, karasal olandan
cok farkli, oldukga rekabetci bir ortamda hayatta kalmak i¢in karmasik biyokimyasal

yollar gelistirmis ¢esitli deniz organizmalar1 grubudur [40].

Su drtinleri yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlardan
bazilari, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan insanlarda kullanim i¢in kritik éneme sahip
olarak smiflandirilmaktadir. Insan patojenlerinde bu antimikrobiyal ajanlara kars
diren¢ olugmasi, insan enfeksiyonlarinda terapdtik segenekleri ciddi sekilde
sinirlar.Coklu ilaca direngli bakteriyel enfeksiyonlarin ortaya g¢ikmasi, patojenik
bakterilerin yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlara direnci ile diinya ¢apinda

artan bir sorundur [41].

Gida kaynakli hastaliklar ve gida bozulmalar1 da gida endiistrisi i¢in en Onemli
endiselerden ikisi olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, ek dogal antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesi ihtiyaci, hem farmasoétik hem de gida endiistrilerinde bir halk
sagligr onceligi olarak kabul edilmektedir. Buna gore alg ekstraktlar1 ve bunlarin
cesitli coklu doymamis ve tekli doymamis yag asitleri, fenolik bilesenler, terpenoidler
ve polisakkaritler gibi biyoaktif ikincil metabolitleri bu konuda firsat sunmaktadir.
Ikincil metabolitlerin stratejik olarak cikarilmasi, yiiksek katma degerli iiriinleri

hedefleyen yeni kesiflerin potansiyelini artiracaktir [36].

Ege Denizi'nden toplanan Rhodophyceae (Corallina officinalis), Phaeophyceae

(Cystoseira barbata, Dictyota dichotoma, Halopteris filicina, Cladostephus
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spongiosus f. verticillatus) ve Chlorophyceae'ye (Ulva ) ait altt deniz yosununun
metanolik ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada Gram pozitif (Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus ve Enterococcus faecalis) ve Gram negatif (Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes) patojenik mikroplara kars1 antibakteriyel aktiviteleri incelenmis,
in vitro deneylerde C. officinalis disindaki tiim test deniz yosunu

ekstreleri, S.aureus'a karsi inhibisyon gostermistir [39].

Inciralt: Sahili'nden (izmir, Tiirkiye) toplanan deniz yosunu Ulva rigida ve Gracilaria
verrucosa'dan elde edilen etanol ekstrelerinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi
incelenmistir. Farkli sicakliklarda elde edilen Ulva rigida ve Glacilaria verrucosa 'nin
etanolik ekstreleri in vitro olarak alt1 bakteri (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa) ve iki mantar (Aspergillus brasiliensis ve Candida albicans) tizerinde
antibakteriyel ve antifungal aktivite agisindan degerlendirilmistir. Test edilen tiim
ekstrelerin - Aspergillus brasiliensis hari¢ tiim bakteri ve mantarlara Kkarsi

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [17].

Toplama periyodu ve numune alma yeri agisindan Ulva rigida'nin antimikrobiyal
potansiyel degerlendirmesini ele alan bir caligmada ekstreler diklorometan ve
diklorometan/metanol kullanilarak hazirlanmis ve minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIC) belirlemek i¢in disk diflizyon yontemi ve mikrodiliisyon teknigi kullanilarak 19
indikator mikroorganizmaya karsi test edilmistir. Aktif bilesiklerin saflastirilmasi i¢in
silika jel kolonu ve ince tabaka kromatografisi kullanilarak bilesiklerin tanimlanmasi
i¢in niikleer manyetik rezonans (NMR) ve gaz kromatografisi kullanilmustir. Iki farkli
bolgeden toplanan Ulva rigida 6rnekleri y1l boyunca tek tip antimikrobiyal aktiviteye
gostermigtir. Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis *e karsi antibakteriyel
etkiye sahip 16 aktif fraksiyon elde edilmistir ve bu fraksiyonlar esas olarak oleik
(C:18 1 w-9), linoleik yag asitlerini igeren fraksiyonlardir [42].

Tunus kiyilarindan 12 ay boyunca aylik olarak toplanan Ulva rigida'nin hidroalkolik
ekstraktlarinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerinin mevsimsel degisiminin
degerlendirilmesi; farkli Ulva rigida fraksiyonlarinin antioksidan, antimikrobiyal ve
antiasetilkolinesteraz aktivitelerinin degerlendirilmesi ve kimyasal bilesiminin
arastirilmasi hedeflenen ¢aligma sonucunda hidroalkolik ekstraktinin antimikrobiyal

ve antioksidan aktivitelerinde 6nemli farkliliklar oldugu gosterilmistir. En yiiksek
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antimikrobiyal aktivite, ilkbahar ve yaz aylarinda toplanan materyalde tespit
edilmistir. Sonbahar ve kis aylarinda aktivitede diisiis tespit edilmistir. Aktivitedeki
degisiklige, toplam fenolik igerikte gozlemlenen farklilik sebep olmustur. Bu
farkliliklar iklim, tuzluluk, sicaklik, kirlilik ve epifitik organizmalar gibi abiyotik
faktorlerdeki mevsimsel degisikliklere baglanabilir [36].

2.3.2.3. Antioksidan aktivite

Yeni dogal antioksidanlarin arastirilmasinda, su habitatlarinin arastirilmasi, deniz
bitkilerinin de antioksidanlar igerdiginin kesfedilmesine yol agmistir. Deniz bitkileri
karakteristik olarak kara bitkilerinde bulunmayan siilfatlanmis polisakkaritler igerir.
Son yillarda deniz yosunlarindan elde edilen siilfatlanmis polisakkaritlerin antioksidan

aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [43].

Ulva pertusa kaynakli silfatlanmis polisakkaritler ayrica siiperoksit ve hidroksil
radikallerine kars1 siipliriicli aktivite, selatlama kabiliyeti ve indirgeme giicii dahil

olmak tizere antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur [44]

Yesil deniz yosunu Ulva lactuca'dan su ekstraksiyonu ile elde edilen bir ulvanin yapisi
IR, NMR, SEC-MALL ve ESIMS yontemleri kullanilarak aydinlatilan bir ¢aligma
ulvanin ramnoz, galaktoz, ksiloz, manoz, glikozdan olustugu gosterilmistir (Sekil 2-3)

[45].

Sekil 2.3: Ulvan molekiilii yapisi, ana disakkarit yapisi

Ulva tiirlerinin ii¢ hiicre duvari polisakkariti (seliiloz, ksiloglukan ve glukuronan)
vardir ve bunlar ulvan ile birlikte kuru agirlik biyokiitlesinin %45'ini olusturur [46].

Ulvan ksiloglukan ve glukuronan gibi ¢oziiniir polisakkaritlerdendir ve hiicre duvari
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polisakkaritlerinin nispeten kii¢iik bilesenleridir. Ancak Ulva'da bulunan dort hiicre
duvari polisakkaritinden hem ramnoz hem de iduronik asit i¢eren polisakkarit bir tek

ulvandir [47].

Aterogenezde lipid peroksidasyonunun etkisi antioksidanlar {izerinde yogun
arastirmalara neden olmustur. Dogal kaynaklardan, bu bilesiklerin yeni sentezlenmis
tirevlerinden ve yaygin ilaclardan bircok bilesik in vitro olarak farkli oksidanlar
tarafindan indiiklenen plazma lipidlerinin peroksidasyonunu dnleme giigleri agisindan

test edilmistir [48].

Ateroskleroz oksidasyon teorisinin potansiyel olarak énemli bir klinik sonucu, LDL
oksidasyonunun inhibisyonunun, plazma kolesterol konsantrasyonlarini diisiirmeden
bagimsiz olarak aterosklerozu da inhibe edebilmesidir. Bu nedenle, insan viicudunu
serbest radikallerden koruyabilmeleri ve bir¢ok kronik hastaligin ilerlemesini
geciktirmeleri i¢in etkili ve dogal antioksidanlarin gelistirilmesi ve kullanilmasi
esastir. Insan beslenmesi icin kullanilan ve Akdeniz bélgelerinde yaygin olarak
bulunan yesil bir alg olan Ulva rigida'nin, genellikle artan ROS {iretiminin eslik ettigi
aterosklerozun hayvan modellerinde antioksidan durumunu iyilestirebilecek molekiiller

sagladigi gosterilmistir [49].

Hidrojen peroksite (H202) maruz kalan HeLa hiicrelerinde Ulva rigida'nin hem ham
etanol ektseresinin hem de ¢okeltisinin antioksidan etkisini test eden bir caligmada
H20:2 (3 saat boyunca 1 mmol 1:1) ile muamele edilen HeLa hiicrelerinin sag kaliminda
onemli bir azalma ve dikkate deger bir laktat dehidrojenaz (LDH) salinim1 sergiledigi
goriilmiistiir. U. rigida ekstrelerinin HeLa hiicrelerini oksidatif stresin neden oldugu
6limden korudugunu gostermistir ve bu etkilerin algde bulunan fenolik, protein ve
polisakarit bilesiklerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle Ulva rigida,
oksidatif bozukluklara atfedilen hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilecegi

literatiir arastirmalarinda goriilmiistiir [50].

2.3.2.4. Antikanser aktivite

Bulasig1 olmayan hastaliklar artik kiiresel 6liimlerin cogundan sorumludur ve kanserin
21. ylizyilda diinyanin her iilkesinde 6nde gelen oliim nedeni ve artan yasam

beklentisinin Onilindeki en Onemli tek engel olmasi beklenmektedir. Bray ve
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arkadaslarina gore, 2018'de diinya ¢apinda %50'den fazla 6liim oraniyla yaklagik 18
milyon yeni vaka teshis edilmistir [51].

Kanserin baglamasi ve ilerlemesi, timdr dokusunun ve mikrogevrenin heterojenligine
yol agan birka¢ adimi i¢eren karmasik biyolojik siire¢lerdir. Hanahan ve Weinberg
tarafindan bildirildigi gibi, kanserin biliyiimesi ve yayilmasi i¢in gerekli olan on
karakteristik 6zelligi vardir; bunlar arasinda biiylime baskilayicilardan kaginmanin
yant sira proliferasyonun siirdiiriilmesi, hiicre 6liimiine direnc, replikatif liimsiizligiin
ortaya ¢ikmasi, anjiyogenezin indiiklenmesi ve aktivasyonu, invazyon ve metastaz da
dahildir. Ayrica kanser hiicreleri, bagisiklik savunma sistemlerinden kaginirken
metabolizmay1 degistirebilen ve inflamatuar durumlar tesvik edebilen genom

kararsizlig1 ve mutasyonlar ile karakterize edilir [52].

Kombinasyon tedavisi ve immiinoterapinin bir kisisellestirilmis tip bigimi olarak
gelistirilmesinden  kaynaklanan  malignitelerin  tedavisinde biiyiik ilerleme
kaydedilmesine ragmen, geleneksel kemoterapdtikler hala en yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak kanser hiicrelerine karsi yetersiz secicilik nedeniyle gelisen
direncle birlikte organizmanin bagisiklik sistemini zayiflatarak ciddi yan etkilere
neden olmaya devam ederler. Sonug olarak, yiiksek antikanser aktiviteleri olan dogal
tirtinlerin yeni biyokaynak arayislarina devam edilmistir [53]. Son zamanlarda, birgok
calisma deniz yosunlarmin kanser kemoprevensiyonu ve kemoterapi i¢in potansiyel

kaynaklar olarak biiytik ilgi gordiiglinii gdstermistir [54].

Karasal organizmalarla karsilastirildiginda, deniz organizmalarinin geleneksel tipta
seckin bir kullanim ge¢misi yoktur. Ancak son 50 yilda tiiplii dalis teknikleri, insanlt
denizaltilar ve uzaktan kumandali araglar gibi yeni teknolojiler ve miihendislikteki
ilerlemeler deniz ortamini bilimsel kesiflere acmistir. Bu habitatlarda birkag tiiriin
sinirl Olciide bir arada bulunmasi, rekabet giiclerini ve karmasikliklarini artirmaktadir.
Ornegin, algler, mercanlar, siingerler ve diger omurgasizlar gibi sapsiz organizmalar
stirekli rekabet halindedir ve bunlarin ¢ogu, kendilerini rakip tiirlerin predasyonuna
veya asir1 biiylimesine karst savunmak veya tersine, hareketli av tiirlerini yutmak igin
bastirmak i¢in kimyasal araglar gelistirmistir. Bu kimyasal adaptasyonlar genellikle
"ikincil metabolitler" olarak tanimlanir ve biiylik farmakolojik potansiyele sahip

oldugunu kanitlayan farkli kimyasal bilesik siniflarini icerir [55].
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Bugiine kadar, kanser tedavisi i¢in, ¢cogunlukla deniz dogal iiriinlerinin (alkaloidler,
peptitler, makrolid poliketid, niikleositler ve indolokarbazol) sentetik analoglar1 olarak
onaylanmis 12 ilag vardir: sitarabin (Cytosar-U®, 1969), nelarabin (Arranon®, 2005),
trabectedin (Yondelis®, 2007), fludarabin fosfat (Fludara® , 2008), eribulin mesilat
(Halaven®, 2010), brentuksimab vedotin (Adcetris® ,2011), midostaurin (Rydapt® ,
2017), plitidepsin ®* ,2018), polatuzumab vedotin (Polivy®, 2019) ve enfortumab
vedotin (Padcev®, 2019). Ek olarak, 2020'de lurbinectedin (Zepzelca®) ve belantamab
mafodotin (Blenrep®) FDA (ABD Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan sirasiyla alkaloid

ve monoklonal antikor-peptid konjugati olarak onaylanmistir [53].

Alglerden elde edilen kimyasal yapilar arasinda, en fazla sayida in vivo calisma
stilfatlanmis polisakkaritlerle yapilmis ve bunlarin antitiimor tedavilerinde kullanilma
potansiyelleri ortaya ¢ikmustir. Ornegin, siilfatlanmis polisakaritler, tiimor nekroz
faktorii-alfa (TNF-a) ve ROS seviyelerinin artmasi ve TNF-a ve Nitrik oksit
salgilanmasina yol acan peritoneal makrofajlarin aktivasyonu yoluyla bagisiklik
sisteminin gii¢lendirilmesi yoluyla antitimor aktiviteyi yiikseltmistir [S5]. Ayrica
deniz yosunlar1, omega-3 tipi yag asidi bakimindan da zengindirler. Ozellikle Undaria
ve Ulva tiirleri galaktolipidler, siilfokinovosildiasilgliserid (SQDG) igerirler. SQDG

ise potansiyel bir telomeraz inhibitoriidiir ve antikanser ajan1 olarak onerilmistir [56].

U. rigida 'nin petrol eteri, kloroform ve metanol ekstreleri {izerinde yapilan ¢aligmada
EAC (Ehrlich ascites carcinoma) hiicre hattinin proliferasyonu {iizerindeki ¢esitli
inhibitdr etkileri in vitro olarak gosterilmistir. Doza bagl bir sekilde EAC hiicre hatt
tizerinde gii¢lii antiproliferatif etkiyi sergiledigi goriilmiis ayrica in vivo sonuglar,
Ulva rigida’nin metanol ekstresinin farelerde EAC hiicre ¢izgisi tarafindan indiiklenen
tiimoriin biiylimesini engelledigini gostermistir. Ek olarak, vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii Ulva rigida yosunu ile tedavi edilen tiimor tasiyan farelerde
maksimum diizeyde azalmistir. Bu bulgu Ulva rigida’nin antianjiogeneik roliinii

ortaya koymustur [57].

Yesil deniz yosunu Ulva lactuca'dan su ekstraksiyonu ile elde edilen bir ulvan
bilesiginin {i¢ insan kanser hiicre dizisi (HepG2 (Hepatoseliiler karsinom), MCF7

(insan meme kanseri) ve HeLa (serviks kanseri)) iizerindeki sitotoksik etkileri
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acisindan degerlenidiren bir ¢alismada hepataseliiler karsinom, insan meme kanseri ve

serviks kanserine kars1 6nemli bir sitotoksik aktivite gostermistir [45].

2.3.3. Grateloupia turuturu iizerinde kimyasal kompozisyon ¢calismalari

Siilfiir veya halojenli bilesikler, aldehitler, alkoller, ketonlar, esterler hidrokarbonlar ve
terpenler , deniz yosunlarinda en sik bulunan baskin bilesiklerdir [29]. Grateloupia
turuturu'nun kimyasal bilesimi tipik olarak yiiksek oranda karbonhidrat (siilfatlanmis
polisakaritler, bilinen antioksidanlar ve antimikrobiyaller), proteinler (antioksidan
aktivitesi bilinen kromoproteinler) ve ikincil metabolitler (UV koruma aktiviteleri ile
bilinen mikosporin benzeri amino asitler (MAA)) ile karakterize edilir ve diisiik lipid

icerigi bilinmektedir [58].

G. turuturu diyet lifi (yaklasik %60 kuru agirlik) acisindan zenginligi ile karakterize
edilir ve bu nedenle insan tiiketimi i¢in iyi bir besin lifi kaynag1 gibi goriinmektedir.
Bu, lifin saglik iizerindeki yararli etkisi zaten iyi bilindigi i¢in ilgi ¢ekicidir. Bu deniz
yosunu ayni zamanda, su anda Fransa'da deniz sebzesi olarak bilinen bagka bir kirmizi
alg olan Palmaria palmata gibi proteinler agisindan da zengindir. Lipid igerigi, insan
beslenmesinde kullanilan tim kirmizi deniz yosunlart gibi disiiktir ve
eikosapentaenoik asit icerigi, Chondrus cripus veya Gracilariopsis longissima (
Gracilaria verrucosa olarak bilinir) gibi yenilebilir kirmizi deniz yosunlari igin
bildirilenlere benzerdir [59].

Kirmiz1 alg Osmundaa pinnatifida , Grateloupia turuturu ve Gracilaria gracilis,
kahverengi alg Sargassum muticum ve yesil alg Codium tomentosum alglerinin
kimyasal kompozisyonunu belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada deniz yosunlarinda
bulunan en énemli makro elementler, toplam mineral i¢eriginin %97'sinden fazlasini
olusturan K, Na, Mg ve Ca olarak tespit edilmis ve deniz yosunlarinin bu elementler

icin iyi bir kaynak oldugu bulunmustur [60].

Kirmiz1 makroalg G. turuturu'nun lipit icerigi insan beslenmesinde kullanilan tim

kirmizi deniz yosunlarinda oldugu gibi diistiktiir. Grateloupia turuturu, Chondrus

crispus veya Gracilaria verrucosa gibi diger yenilebilir kirmizi deniz yosunlarina

benzer ancak ticari balik yaglarindan daha yiiksek seviyelerde (EPA dahil olmak
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lizere) uzun zincirli yag asitlerinin varligi ile karakterize edilmektedir . Bu alg ilging
mindr bilesikler olan a-tokoferol (E vitamini), fitonadiyon ve skualen igerir.
Fitosteroller, yani brassicasterol, kondrillasterol ve fukosterol igerir. Sterol bilesimi
ayrica biyolojik olarak onemli olan kolest-4-en-3-one ve kolesta-4,6-dien-3one'nin
varligin1 gostermistir. Ayrica G. turuturu, glikolipidlerdeki zenginligi ile karakterize
edilir [61].

2.3.4. Grateloupia turuturu iizerinde biyolojik aktivite calismalar:

2.3.4.1. Antiasetilkolinesteraz aktivite

Alzheimer hastalig1 (AD), ilerleyici ve geri doniisli olmayan bilissel islev eksikligi ile
sonuglanan yasla iliskili nérodejeneratif bir hastaliktir ve yaslilarda bunama ve
sakatligin 6nde gelen nedenidir. Alzheimer hastaliginin patogenezinin mekanizmast
yeterince karmasiktir ve nedeni birgok faktdre baglidir. Farkli hipotezlere ragmen,

Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in onaylanan baslica ilaglar AChE inhibitorleridir

[62].

Deniz organizmalarindan antikolinesteraz bilesiklerinin arastirilmasi sirasinda,
6,6'bieckol bilesigi kirmizi bir alg olan Grateloupia elliptica'dan izole edildi. Bu
bilesik, orta derecede asetilkolinesteraz (AChE) inhibe edici aktivite gésterdi. Bununla
birlikte, Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in yeni bir hedef olan butirilkolinesteraz
(BuChE) icin, AChE'ye kiyasla daha giiclii olan 6zellikle giiclii inhibitor aktivite
gostermistir [63].

OH
QO 0
HO

OH

OH OH
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Sekil 2.4: 6,6'-Bieckol bilesiginin kimyasal yapisi

Cesitli norodejeneratif siireglerde patolojik olarak dnemli oldugu disiiniilen diger bir
faktor, hastaligin ilerlemesi sirasinda erken bir olay olarak Alzheimer hastaliginda
onemli bir patojenik rol oynayabilen oksidatif strestir. D vitamini gibi dogal
antioksidanlarin yoklugunun bir fare modelinde Alzheimer hastaligini siddetlendirdigi
gosterilmistir. Ayrica artan serbest radikal seviyeleri, Alzheimer hastaliginin

gelisimini arttirdig1 bilinen inflamatuar siirece katkida bulunur [64].

2.3.4.2. Antimikrobiyal ve antiviral aktivite

Deniz yosununun metabolitleri, 6nemli biyolojik aktivitelere sahip 6nemli bir organik
molekiil kaynagidir. Bazi alglerin ham 6zleri, bakteri ve mantarlar lizerinde biiylime
inhibisyonu gostermistir. Giivenli ve saglikli iiriin iiretiminin Oncelikli oldugu su
iriinlerinin katkisi ile hastaliklara karsi ¢esitli ¢ozlimlerin gelistirilmesi siireci boylece

baslatilmistir [65].

Deniz yosununun antimikrobiyal ozellikleri de ¢ok c¢esitli makroalgler icin iyi
bilinmektedir.  Diger rekabet¢ci  mikroorganizmalarin  biiylimesini  inhibe
etmek/azaltmak igin biyoaktif bilesikler tirettikleri bilinmektedir. G. turuturu'nun sulu
etanol ekstresini antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek i¢in li¢ mikroorganizma
(E. coli ve S. aureus ve C. albicans) ile yapilan bir ¢alismada E. coli i¢in etanol igeren
ekstreler daha yiiksek biiylime inhibisyonu gostermistir. Gram pozitif S. aureus test
edilen dort konsantrasyonun {i¢ii i¢in neredeyse %60 biiyiime inhibisyonu ile en umut
verici ekstre iken, C. albicans i¢in elde edilen antimikrobiyal profil o kadar net

olmadig1 goriilmiistiir [59].

Grateloupia turuturu'nun ,bir deniz kulagi patojeni olan Vibrio harveyi susu

ORM¢4'e kars1 aylik antibakteriyel aktivitesi arastirilan ve suda ¢oziiniir ekstreler
mikroplaka yontemi kullanilarak taranan bir ¢alismada alglerden iki farkl ekstre elde
edilmistir. Ilki metanol ve sudan olusan bir polar solvent karisimindan (yiiksek
derecede polar ekstre (PE)) ve digeri diklorometan ve metanolden olusan bir solvent
karisimindan (genis polarite aralikli ekste (WPE) elde edilen ekstredir. Grateloupia
turuturu ilkbaharda yaklasik %16k bir maksimum biiylime inhibisyonu ile bir

antibakteriyel aktivite gostermistir. incelenen deniz yosunundan elde edilen
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ekstrelerde aktif maddelerin varligimi dogrulamistir. Grateloupia turuturu’nun PE'nin
(metanol/su) yanitinin, Dubber ve ark.'nin arastirmasiyla uyumlu olarak, bakteri V.
harveyi'nin biiyiimesi lizerinde WPE'den (metanol/diklorometan) daha etkili oldugu

bulunmustur [65]

Istilact makroalg Grateloupia turuturu nun , farkli potansiyellere sahip ¢esitli biyoaktif
bilesikler icerdigi bilinmektedir. Bunlar arasinda kozmetikler i¢in ilgili
biyoaktivitelere sahip bilesikler bulunmaktadir. Kozmesotik potansiyele sahip
biyoaktiviteler, yani antioksidan, UV absorbansi, anti-enzimatik, antimikrobiyal ve
antiinflamatuar aktivitelerin yani sira fotokoruma potansiyelinin taranmasi amaglanan
bir calismada antimikrobiyal aktivite ile ilgili olarak, , G. turuturu 'nun alt1 sulu etanol

ekstresi igin E. coli, S. aureus'a ve C. Albicans'a kars1 aktif oldugu bildirilmistir [58].

Deniz makroalgleri 6zellikle epifitizme egilimlidir. Yiizeylerinin kolonizasyonu ciddi
bozulmalara ve bazen konagin Olimiine yol agabilir. Yerlesen ve/veya rakip
organizmalara kars1 kendilerini korumak i¢in bir¢ok alg, cok ¢esitli kimyasal olarak
aktif metabolitler lireterek kirlenmeye karsi savunma gelistirmistir. Brittany sahilinden
(Fransa), Sargassum muticum (Phaeophyceae) ve Grateloupia turuturu
(Rhodophyceae) olmak iizere iki alg tliriniin potansiyel anti-mikro kirlenme
aktiviteleri arastirllmistir. Bu nedenle, S. muticum ve G. turuturu'dan elde edilen
ektrelerin (su, aseton, kloroform, diklorometan, dietil-cter, etil asetat, etanol 96°,
hegzan ve metanol) deniz kirletici bakterilere karsi antimikrobiyal ve antifungal
aktiviteleri gergeklestirilmistir. G. turuturu’nun en aktif ekstresi, diklorometan
fraksiyonu iken S. muticum'un kloroform ekstresi iyi sonuglar verdi. Sonuglar bu
makroalglerin endiistriyel mikro kirlenme 6nleyici uygulamalar i¢in faydali bilesikler

saglayabilecegini gostermektedir [66].

2.3.4.3. Antioksidan aktivite

Algal polisakkaritler serbest radikal siipiiriiciilerdir ve bu nedenle antioksidan etkiye
sahiptir ve canli organizmalarda oksidatif hasar1 6nler [67]. Son zamanlarda, deniz
floras1 ve faunasi gibi dogal kaynaklardan antioksidanlarin gelistirilmesine yonelik ilag
endiistrisinin yan1 sira gida endiistrisinde de O©nemli bir ilgi vardir. Deniz

organizmalari, degerli nutrasotik, farmasotik ve kozmesotik potansiyellere sahip,
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yapisal olarak cesitli biyoaktif bilesiklerin zengin kaynaklaridir. Bunlarin arasinda
deniz yosunlari, dogal antioksidanlarin en zengin kaynaklarindan birini temsil eder.
Deniz yosunlarinin bazi antioksidan sistemler tarafindan oksidatif bozulmaya karsi
korundugu bilinmektedir. Ek olarak, deniz {iriinleri isleme yan iiriinleri, antioksidan
0zelligi olan nutrasotikler ve fonksiyonel gida bilesenleri iiretmek i¢in kolaylikla
kullanilabilir [68].

Grateloupia turuturu UV koruyucu ve antioksidanlar gibi farkli kozmesotik
biyoaktivitelere sahip biyoaktif bilesikler iirettigi bilinen, iber sahilinde istilac1 bir
makroalgdir. Sulu ekstreler daha yiiksek verime sahiptir ancak su:etanol ile hazirlanan
ekstreler daha yiiksek UV absorbansi ve antioksidan aktivite gdstermistir. Endiistri
dostu ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi, bu istilaci tiirlerin degerlendirilmesine
izin vererek, kozmetik endiistrisi tarafindan potansiyel olarak dogal ve ¢evre dostu
tirlinler yaratilmasina katkida bulunurken, etkilenen ortamlarin restorasyonuna katkida

bulunur [69].

Grateloupia turuturu'dan elde edilen gesitli ekstrelerin (G. turuturu'nun dort sulu
etanol kati-sivi ekstresi ve iki sulu ekstresi) i¢in optimum kosullar, ekstraksiyon
prosediiriinde kullanilan solventleri goz Oniinde bulundurarak antioksidan, UV
absorbansi, anti-enzimatik, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar biyoaktiviteleri ile
fibroblastlardaki ekstraktlarin  sitotoksisitesi ve fotokoruma potansiyelleri
degerlendirilmesi amaglanan ¢aligma sonucuna gore daha yiiksek etanol ylizdelerinin
mevcudiyetinde daha yiiksek antioksidan aktivite degerleri gézlenmistir. Bu ayni
zamanda literatiir ile de uyumludur ¢iinkii alkollerin antioksidanlarin geri kazanim

stirecinde daha etkili oldugu bilinmektedir [58].

Kirmizi deniz yosunlart  basta Dogu Asya olmak iizere, degerli besin kaynaklari
olarak insan gidast olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte
bilesimlerine ve biyoaktivitelerine odaklanan g¢aligmalar azdir. Boylece, biyoaktif
bilesiklerini karakterize etmek igin G. turuturu ve Porphyra umbilicalis hidroetanol
ve su ekstreleri hazirlanmis serbest radikallere karsi antioksidan aktiviteyi
degerlendirmek ve fare makrofaj (RAW 264.7) hiicrelerini kullanarak anti-proliferatif
ve anti-inflamatuar aktiviteleri degerlendirmek amaci ile bir ¢alisma yapilmistir.
Ogiitiilmiis deniz yosunlar1 (G. turuturu ve P. umbilicalis), biyoaktif bilesiklerin

ekstraksiyonu i¢in ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. En yiiksek
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antioksidan aktiviteyi her iki deniz yosununun infiizyon ekstreleri gostermistir.
RPHPLC-DAD analizi, her iki deniz yosununda da tanimlanan mikosporin benzeri
amino asitlerin (MAA'lar) shinorin, palythine, porphyra-334 ve asterina-330'un
varligini ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak, G. turuturu ve P. Umbilicalis igin biyoaktif
bilesikler, 6zellikle burada bildirilen biyoaktivitelerden sorumlu MAA'lar agisindan
zengin olup, gida ve ila¢ endiistrileri i¢in fonksiyonel gida ve biyoaktif bilesik

kaynaklar1 olarak potansiyellerini gii¢lendirmektedir [70].

2.3.4.4. Antikanser aktivite

Diyet profillerinin birden fazla kanser tiirii riskini artirma veya azaltmadaki rolii
giderek daha agik hale gelmekte ve dengeli gidalar ve nutrasttikler arayisina yon
vermektedir. Kirmizi makroalg tirlerinden gelen fikobiliproteinler, yiiksek
verimlilikleri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle antikanser ajanlar olarak 6nemli bir role
sahiptir. Geleneksel antikanser ilaglarinin aktivitesini artirarak yan etkilerini
azaltabilirler [71].

Hepatotoksisite, kalp hastaliklar1 ve kanserin 6nlenmesinde veya geciktirilmesinde
anahtar rol oynadig1 i¢in uygun bir antioksidan molekiiliin gelistirilmesi gliniimiizde
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Gida ve ilag endiistrileri gida katki maddesi olarak,
oksidasyon ve peroksidasyon siirecini de geciktirmek i¢in biitillenmis hidroksianisol
(BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), tert-biitilhidrokinon (TBHQ), propil gallat
(PG) ve tokoferol gibi gesitli sentetik ticari antioksidanlar kullanir. Onceki ¢alismalar,
bu sentetik antioksidanlarin kullanimmin toksik olabilecegini ve potansiyel saglik
tehlikelerine (yani karacigeri yok etme ve kansere neden olma) yol agabilecegini 6ne
sirmistiir. Yapay antioksidanlarmm kullanimi kanserojen yapilart nedeniyle
azaltilmistir. Bu nedenle, onlar1 yeni zararsiz dogal antioksidanlarla degistirmeye ¢ok
onemli bir ihtiya¢ vardir. Gida ve ilag¢ endiistrisindeki saglik etkileri ve islevsellik
nedeniyle sentetik antioksidanlarin dogal antioksidanlarla gilivenli bir sekilde
degistirilmesi faydali olabilir. Ek olarak, deniz floras1 ve faunasi gibi dogal
kaynaklardan antioksidanlarin gelistirilmesine gida ve ila¢ endiistrisinde biiytik ilgi
vardir. Deniz kaynaklar1 arasinda deniz yosunlar1 en zengin dogal antioksidan

kaynaklarindan birini temsil etmektedir ve kirmizi deniz yosunu olan Grateloupia
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turuturu dengeli bir beslenme profili gosteren besin olarak diyetlerde kullanilmistir

[72].

Aralarinda Grateloupia turuturu’nun da bulundugu Cin'in sahilinden toplanan 39
deniz yosunu tiirliniin antitiimor aktivitelerinin tarandigi bir ¢alismada Leathesia
difformes, Polysiphonia urcedata, Scytosiphon lomentarius, Gloiopeliis furcata,
Punctaria latifolia Symphyocladia latiuscula, Rhodomela confervoides ve Ulva
pertusa KB, Bel7402 ve A549 kanser hiicrelerine kuvvetli sitotoksik aktiviteler

gosterdigi bulunmustur [73].

Kayith kanser vakalariin %12'si virtisler gibi biyolojik karsinojenlerle iliskilidir. Bu
viral karsinojenik ajanlar arasinda, insan papilloma viriisii (HPV) énemli bir konuma
sahiptir ve yilda 630.000 yeni kanser vakasindan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir.
HPV enfeksiyonu, kadinlarda serviks kanserinden, diger ano-genital kanserlerden
(6rnegin anal kanser, penis kanseri) ve 6nemli morbidite ve mortaliteye yol agan bas-

boyun kanserlerinin bir alt grubundan sorumludur [74].

HPV16 (K14HPV16 fareler) tarafindan indiiklenen kanserlerin bir fare modelini
kullanarak G. turuturu'nun pre-malign lezyonlarin gelisimini in vivo olarak 6nleme
kabiliyetini degerlendiren bir ¢alisma yapilmustir. Kirk dort disi HPV "~ veya HPV 7~
fare, 22 ardisik giin boyunca standart diyet ve %10 G. turuturu ile desteklenen diyet
modeli ile beslenmistir. Deri lezyonlar: (kulak ve gogiis derisi) histolojik olarak
tanimlanmigstir. Tamamlayici olarak i¢ organlarin agirliklari ve histolojisi ile kan
biyokimyasal ve DNA biitiinliik parametreleri de degerlendirilmistir. G. turuturu, her iki
kutan6z bolgede HPV16'nin neden oldugu epidermal displazi insidansini tutarlt bir
sekilde azaltmistir. Ayrica, biyokimyasal, DNA biitiinliigli ve histolojik analizlerde
higbir toksisite belirtisi bulunmadigindan, G. turuturu'nun yenilebilirligi
dogrulanmistir. G. turuturu ile diyet takviyesi , bu modelde etkili ve giivenli bir

kemopreventif strateji oldugu bildirilmistir [75].

R-fikoeritrin alfa alt biriminin insan hepatoseliiler karsinom hiicreleri (HepG2)

tizerindeki etkisi, MTS indirgeme yontemi kullanilarak in vitro sitotoksisite tahlili ile
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analiz edilen bir ¢alismada hiicre sitotoksisite tahlili, deniz yosunu Phyropia
yezoensis'ten ekstrakte edilen R-fikoeritrin alfa alt biriminin, HepG2 hiicrelerinde 5-

30 pug/mL'de bir antikanser ajan1 olarak islev gordiigiinii ortaya koymustur [72].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Ulva rigida ve Grateloupia turuturu deniz yosunlart Akdeniz’in Ege denizi ile
birlestigi kiyr seridinden Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Su Uriinleri
Temel Bilimleri Béliimii Deniz Biyolojisi Anabilim Dal1 gretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi
Emine Siikran Okudan Aslan tarafindan 2019 yilinin Agustos ayinda toplandi.

Toplanan 6rneklerin kurutulmus goriintiileri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Ulva rigida (solda) ve Grateloupia turuturu (sagda) deniz yosunlari

3.2. Deneylerde kullanilan ¢oziiciiler, kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

Deneylerde kullanilan tiim ¢6ziiciiler, kimyasal maddeler ve diger tiim sarf malzemeler
ticari olarak satin alindi. Ticari olarak alinan kimyasal maddeler ve c¢oziiciiler
genellikle yiiksek saflikta olmasina ragmen gerektigi durumlarda saflastirma islemleri
literatiirde [76-78] agiklandigi gibi yapildi. Gerekli ¢ozeltiler asagida belirtildigi

sekilde hazirlandilar.

Sodyumbikarbonat (Merck), diklorometan (Merck), kloroform (Merck), etanol (Merck),
methanol (Merck), hekzan (Merck).
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Sigma-Aldrich: DTNB (5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit) (Sigma-Aldrich),
asetiltiyokolin iyodiir (Sigma-Aldrich), butiriltiyokolin iyodir (Sigma-Aldrich),
sodyumbifosfatdihidrat (Sigma-Aldrich), sodyumdihidrojenfosfatdihidrat
(SigmaAldrich), asetilkolinesteraz (Sigma-Aldrich) ve butirilkolinesteraz (Sigma-
Aldrich), etil asetat (Sigma-Aldrich).

0,1 M NaH2POas ¢ézeltisi: 1,56 g NaH2PO4, 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

0,1 M Na2HPOas ¢ozeltisi: 3,556 g NaHPOa4, 200 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
0,1 M pH=8 tampon ¢ézeltisi: 5,3 mL NaH2PO4 ve 94,7 mL Na:HPO4 ¢ozeltileri
karisimina 100 mL distile su ilave edilmesiyle hazirlandi.

0,1 M pH=7 tampon ¢ozeltisi: 3,9 mL NaH2PO4 ve 6,1 mL Na;HPO4 ¢ozeltileri karisimina
10 mL distile su ilave edilmesiyle hazirlandi.

5 mM DTNB ¢ozeltisi: 16 mg DTNB (5,5-ditiyobis (2-nitro benzoik asit)) 1 mL pH=7
tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg NaHCO3 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve
iki ¢ozelti birbirine karistirildi. Karisim 2 mL pH=7 tampon c¢dzeltisi ile 4 mL’ye
tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi. 7,1 mM
Asetiltiyokolin iyodiir (Acl) ¢ozeltisi: 32,8 mg Acl iizerine 8 mL distile su eklendi.
Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi. 0,79
mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul) ¢ézeltisinin haziranmasi: 4 mg Bul iizerine 8§ mL
distile su eklendi. Kullanma agamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye
tamamlandi.

AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi: Kullanilan her bir ependorf tiipiiniin 99,66996
U/mL’lik konsantrasyonda olmasi amaciyla, 1,17 mg (500 U) AChE enzimi, 5 mL
pH=8 tampon c¢ozeltisinde ¢oziildii ve bu ¢bzeltiden 1’er mL’lik bes ayr1 ependorf
tiipline ayrildi. 1 mL’lik stok ¢ozeltiler 125 pL ‘lik 8 esit parcaya boliindii (0,09966996
U/uL). 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460 pL pH=8 tampon ¢dzeltisi eklendi (0,021297
U/pL). 585 pL ¢ozelti karigimi elde edilmis olup, 25 pL’ik 23 adet ependorf tiipiine
doldurularak daha sonra kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuya kaldirildi. 585
pL enzim ¢ozeltileri, kullanim asamasinda pH=8 tampon ¢dzeltisiyle 2150 puL’ye
tamamlandi (2,476x10-4 U/uL).

BChE (Butirilkolinesteraz) enzimi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi 5 mL pH=8 tampon
cozeltisinde ¢ozildii (2,28 U/mL) ve bu ¢ozeltiden 300 pL alinarak ependorf tiiplerine

dolduruldu ve daha sonra kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuda bekletildi
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(0,00228 U/uL). Kullanim agamasinda 1850 uL pH=8 tampon ¢o6zeltisi eklendi
(3,1813x10-4 U/uL).
4000 uM Standart madde Galantamin: 3 mg galantamin hidrobromiir tartilarak 2 mL

etanolde ¢oziildii.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

» Elisa Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC

* Doner Buharlastiric1 (Rota Evaporatér Heidolph)

*  Manyetik Karistirici ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)
*  pH metre (WTW Inolab pH 720)

* Etiiv (Ecocell)

* Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (0,5-10 uL, 20-200 pL, 100—-1000 pL, 1000— 5000
pL) (Eppendorf)

» Ultrasonik banyo (Fisher Scientific FB 15051)
* UV kabin ve lamba (Camag)

* Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)

+ Blender

* Liyofilizator

3.4. Yontem

3.4.1. Alg ekstrelerinin hazirlanisi

300 g Ulva rigida algi blender kullanilarak daha ufak pargalar haline getirildi. Metanol
ve hekzan ekstreleri i¢cin 10’ar gram ayrildiktan sonra geriye kalan 280 gram alg
diklorometan:metanol(1:1) ekstresi hazirlamak i¢in kullanildi. 10’ar gramlik algler
300 mL’lik erlenlere konularak iizerlerine hekzan ve metanol (yaklasik 200 mL) ilave

edildi. 280 g alg ise amber renkli siselere doldurularak iizerine 1:1 oraninda
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diklorometan:metanol karisimi eklendi ve biitiin ekstrelere maserasyon yapildi.
Ekstreler 1 hafta maserasyonda kaldiktan sonra 2 kere siizme islemine tabi tutuldu ve
¢Oziicii doner buharlastiricida diisiik basingta uzaklastirildi. Elde edilen ekstreler
daralar1 kaydedilmis siselere aktarildilar. Ayrica, DCM:MeOH(1:1) ile tiiketilmis olan
280 gram alg materyali kurutulduktan sonra 20 g tartilip su ile maserasyon yapildi. Su
ekstresi siiziildiikten sonra 6nce -20°C ardindan da -80°C’de donduruldu ve liyofilize

edilerek sudan armndirildi.

R ALALL LTI F.
B

Sekil 3.2: Ulva rigida ekstrelerinin hazirlamasina iliskin bir gorsel

390 g Grateloupia turuturu algi blender kullanilarak daha ufak pargalar haline
getirildi. Metanol ve hekzan ekstreleri i¢cin 10’ar gram ayrildiktan sonra geriye kalan
370 gram alg diklorometan:metanol(1:1) ekstresi hazirlamak i¢in kullanildi. 10’ar
gramlik algler 300 mL’lik erlenlere konularak {izerlerine hekzan ve metanol (yaklasik
200 mL) ilave edildi. 370 g alg ise amber renkli siselere doldurularak iizerine 1:1
oraninda diklorometan:metanol karisimi eklendi ve biitiin ekstrelere maserasyon
yapildi. Ekstreler 1 hafta maserasyonda kaldiktan sonra 2 kere siizme islemine tabi
tutuldu ve ¢oziicii doner buharlastiricida diisiik basingta uzaklastirildi. Elde edilen
ekstreler daralar1 kaydedilmis siselere aktarildilar. Ayrica, DCM:MeOH(1:1) ile
tilketilmis olan 370 gram alg materyali kurutulduktan sonra 20 g tartilip su ile
maserasyon yapildi. Su ekstresi siiziildiikten sonra 6nce -20°C ardindan da -80°C’de

donduruldu ve liyofilize edilerek sudan arindirildi.
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Sekil 3.3: Grateloupia turuturu ekstrelerinin hazirlamasina iliskin bir gorsel

Sekil 3.4: Ulva rigida (solda) ve Grateloupia turuturu (sagda) ekstrelerinin

¢oziiclilerinin uzaklagtirtilmasi

3.4.2. Elde edilen ham ekstre miktarlari

Ulva rigida ve Grateloupia turuturu tiirlerinin 3 farkli ¢oziicii ve/veya ¢6ziicii sisteminde
hazirlanan ekstrelerinden elde edilen ekstre miktarlari agsagidaki gibidir.
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3.4.2.1. Ulva rigida ekstreleri (E122)

10 g Alg’den Hekzan ile elde edilen ekstre miktari: 10,8 mg
10 g Alg’den Metanol ile elde edilen ekstre miktari: 360,2 mg
280 g Alg’den DCM:MeOH (1:1) ile elde edilen ekstre miktari: 14,3431 g

3.4.2.2. Grateloupia turuturu ekstreleri (E137)

10 g Alg’den Hekzan ile elde edilen ekstre miktari: 103,5 mg
10 g Alg’den Metanol ile elde edilen ekstre miktari: 1,360 g
370 g Alg’den DCM:MeOH (1:1) ile elde edilen ekstre miktari: 63,8171 g

3.4.3. LC-MS ve GC-MS Analizleri

LC-MS ve GC-MS analizleri Bezmialem Vakif Universitesi ila¢ Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (ILMER) yapildi. Liquid Chromatography High Resolution
Mass Spectrometry (LC/HRMS) analizleri Thermo Orbitrap Q-Exactive cihazinda
Troyasil C18 HS-150x3 mm 5p kolon kullanilarak yapildi. Mobil faz molekiilleri
birbirinden ayiracak sekilde modifiye edildi. Tanimlama standart maddelerin
alikonulma zamanlarinin karsilastirilmasi ile yapildi. (Ekstre iceriginde tanimlanacak
molekiiller i¢in ILMER kiitiiphanesinde bulunan standart molekiiller kullanildi).
GCMS analizleri Thermo Scientific GC-MS/MS cihazinda TG-5MS 0.25um kolon
kullanilarak yapildi. Bilesenlerin tanimlanmasi, literatiir verilerinin yani sira Wiley ve
Nist ticari kiitiiphaneleri kullanilarak belirlendi. Ayrilan bilesiklerin yiizde miktarlari

Toplam Iyon Kromatogramlarindan hesaplandi.

3.4.4. Antikolinesteraz Aktivite Deneyleri

Ekstrelerin AChE (asetilkolinesteraz) ve BUChE (butirilkolinesteraz) inhibe edici
aktiviteleri Ellman ve arkadaslari tarafindan [61] gelistirilen metot iizerinde bazi
degisiklikler yapilarak tayin edildi. Mikroplakalar 96 kuyucuklu olup her bir kuyucuga
0,1 M pH=S8 fosfat tamponundan 130 pL + 10 pL numune + 20 uL (AChE veya BuChE
enzim ¢ozeltisi) ilave edildi. 25 °C de karanlikta 10 dak. inkiibasyona birakildi. Daha
sonra lizerine 20 pL DTNB ¢ozeltisi + 20 uL. (ACI veya BCI) ilave edildi. Asetilkolin
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tyodiir veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB
ile reaksiyona girmesiyle olusan sari renkli 5-tiyo-2- nitrobenzoik asit anyonu, 412 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Her bir 6rnekten ii¢ paralel calisma
yapilarak sonuglar % Inhibisyon = (Akontrol - Adrnek) / Akontrol x 100 denklemine

gore hesaplandi.

3.4.5. Sitotoksik Aktivite Deneyleri

3.4.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii caligmalari, rutin olarak laboratuvarimizda uyguladigimiz aseptik
kosullar (37°C, %5 CO2’li ortam), %10 FBS, 100 {inite/mL penisilin ve 100 mg/mL
streptomisin igeren uygun besi ortami kullanilarak yapildi. MCF-7 ve MDA-MB231
insan meme Kkanseri hiicreleri ve CCD-1079-Sk insan fibroblast saglikli deri
hiicrelerinin  biiyiitiilmesi ig¢in besiyeri olarak 1xDMEM kullanildi. Hiicreler
Tflasklarda %96 nemli inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicrelerin gelisimi her giin mikroskop
ile gozlemlenerek, besi yerleri yenilendi. Steril kiiltiir flasklarinda biiyiitiilen hiicreler
%380 yogunluga ulastiklarinda 6nce 1xPBS ile yikanmig sonra Tripsin-Etilen diamin
tetraasetik asit (Tripsin-EDTA) yardimiyla flaskin yiizeyinden kaldirildi ve yeni flaska
aktarildi. Bu sekilde hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi. Hiicrelerin sayimi i¢in tripan
mavisi soliisyonu kullanildi. Hiicrelerin dondurulmasi i¢in, hiicrelerin yapistiklari
yizeyden kaldirilmasiyla elde edilen hiicre peleti dondurma medyumu
(DMEM, 1x+%20 FBS+%10 DMSO) ile kanstirildi, 2 ml’lik steril cryo tiiplere

aktarilarak kademeli olarak donduruldu ve siv1 azot tankinin i¢inde saklandi.

3.4.5.2. MTT Testi (Sitotoksik inceleme)

Bir tetrazolyum tuzu olan MTT ile hiicre canliliginin degerlendirilmesi yapilmaktadir.
Bu tuz canli olan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz
enzimine 0zgldiir ve bu enzimin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayarak
su ile ¢oziinmeyen formazon tuzlar1 olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu olusum
sadece aktif mitokondrisi olan canli hiicrelerde goriilmektedir ve suda ¢oziinmeyen
formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziilerek spektrofotometrede olgiilmesi ile elde
edilen deger canli hiicre sayisinin gostermektedir. MTT ayraci 1s18a duyarl

oldugundan dolay1 deneyler dogrudan 11k almayacak sekilde gerceklestirildi [79-81].
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Hiicreler bulunduklar1 flaskin yilizeyinden kaldirildiktan sonra olusan hiicre
siispansiyonu santrifiij edilerek, hiicre peleti toplandi. Pelet 1x DMEM’de resiispanse
edilerek, 96 kuyucuklu plakaya 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 37°C’de
gece boyu bekletildi. Deney i¢in her kuyucuktaki hiicre 200 pL besiyerinde siispanse
edildi. ikinci giin 96 kuyucuklu plakalar 100 pL besiyeri ve farkli 5 farkh
konsantrasyondaki 100 uL madde olmak {izere MTT analizine uygun hale getrilerek
24 saat daha inkiibe edildi. Ugiincii giin 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 5
mg/ml olacak sekilde PBS igerisinde hazirlanan toz MTT den 50 pL eklenerek 4 saat
daha inkiibatorde inkiibe edildikten sonra iizerlerine 100 pL. DMSO eklenerek

formazan kristallerini ¢oziilerek, spektrofotometre ile 540 nm’de Sl¢iimii yapildi.

3.4.6. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Deneyleri

3.4.6.1. Disk difiizyon testi

Calismamizda disk difiizyon testleriyle incelenecek olan mikroorganizmalardan
oncelikle taze pasajlar alindi. Ertesi gilin standart kokenler tuzlu suda bulaniklik
derecesi Mc Farland 0,5 (108 mikroorganizma/mL)’e gore ayarlanmak iizere
siispansiyonlar elde edildi. Bu siispansiyonlardan steril bir ekiivyon yardimiyla alinan
ornek Mueller-Hinton agar ylizeyine ekildi. Hazirlanan ekstrelerin ¢ozeltileri 0.22
um’lik filtreden gecirildi. Whatman paperdan elde edilecek kagit diskler
mikroorganizma yayilmis olan petrilere yerlestilerek {izerlerine 20ul ekstrelerden
konuldu. Ayrica karsilastirma yapmak amaciyla duyarliligi bilinen ¢esitli antibiyotik
diskleride petrilere yerlestirildi. Bu islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri iizerine
gelmemesi icin diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina
dikkat edildi. Daha sonra besiyerleri 18-24 saat 37 °C’de inkiibe edilerek inhibisyon

zonlar1 olgiildii.

3.4.6.2. Resazurin mikroplak testi (REMA)

a) Antibakteriyel Aktivite Tayini

Ekstrelerin in vitro Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 standart kokenlerine kars1 antibakteriyel aktivitelerinin ve minimum inhibitor

konsantrasyonlarmin (MIK) belirlenmesinde resazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-
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one-10-oxide) mikroplak yontemi kullanildi. Aktivite tayini iki tekrar olacak sekilde
belirlendi. Standart ilag olarak siprofloksasin kullanildi. Calisilan maddelerin 1000
ug/mL konsantrasyonundaki stok soliisyonlar1 0,22 pm ¢apindaki membran filtreden
gecirilerek steril edildi. Ilk olarak her bir kuyucuga 50 pL Miiller Hinton Broth besiyeri
eklendi. Hazirlanan soliisyonlarin seri diliisyonlar1 96 kuyucuklu mikro plaklarin ilk
kuyucuguna 1000 pg/mL ilave edilerek yapildi. Standart ilacin (siprofloksasin) final
konsantrasyonu 83 pg/mL olarak aralanip ilk kuyucuga 50 pL ilave edilerek seri
diliisyonlar1 yapildi. Plagin bir kolonuna negatif kontrol olarak sadece DMSO bir
kolonuna da pozitif kontrol olarak sadece standart bakteriler 50’ser uLL. konulup seri
dilisyonlar1 yapildi. Bakterilerin 1-2 giinliik kolonilerinden McFarland 0,5 bulaniklik
degerinde silispansiyonu hazirland1 ve daha sonra 1:100 oraninda diliie edildi. Bu
hazirlanan son siispansiyonlardan 10 pL plak kuyularina ilave edildi. Plaklar parafilm
ile kapatilarak 37 °C’de normal atmosferde 24 saat inkiibe edilecek. Inkiibasyon
sonrasi biitiin kuyucuklara 5 mL distile suda ¢ozdiiriilerek 33,75 mg resazurin’den ve
%20’1ik Tween 80’den 10’ar pL ilave edilecek ve plaklar 2-4 saat inkiibasyona
birakilarak sonuglar gorsel olarak degerlendirildi. MIK degeri, mordan pembeye renk

degisimini engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri olarak belirlendi.

b) Antifungal aktivite tayini

Ekstrelerin in vitro Candida albicans ATCC 90028 standart kokenlerine karsi
antifungal aktivitelerinin ve minimum inhibitdér konsantrasyonlarinin (MIK)
belirlenmesinde resazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide) mikroplak
yontemi kullanildi. Standart ilag olarak flukonazol kullanildi. Calisilacak maddelerin
1000 pg/mL konsantrasyonundaki stok soliisyonlari 0,22 pum g¢apindaki membran
filtreden gegirilerek steril edildi. Ilk olarak her bir kuyucuga 50uL Miiller Hinton
Broth besiyeri eklendi. Hazirlanan soliisyonlarin seri diliisyonlar1 96 kuyucuklu
mikroplaklarin ilk kuycuguna 1000 pg/mL ilave edildi. Standart ilacin final
konsantrasyonu 30 pg/mL olarak aralanip ilk kuyucuga 50 pL ilave edilerek seri
diliisyonlar1 yapildi. Plagin bir kolonuna negatif kontrol olarak sadece DMSO bir
kolonuna da pozitif kontrol olarak sadece standart kdken 50’ser uL konulup seri
diliisyonlar1 yapildi. Taze C. albicans kolonilerinden McFarland 0,5 bulaniklik
degerinde siispansiyonu hazirlandi ve daha sonra 1:100 oraninda seyreltildi.
Hazirlanan son siispansiyonlardan 10 pL plak kuyularina ilave edildi. Plaklar parafilm

ile kapatilarak 37°C’de normal atmosferde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
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biitiin kuyulara 5 mL distile suda ¢ozdiiriilen 33,75 mg resazurin’den ve %20’lik
Tween 80°den 10’ar pL ilave edildi ve plaklar 12-24 saat inkiibasyona birakilarak
sonuglar gorsel olarak degerlendirildi. MIK degeri, maviden pembeye renk degisimini
engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri olarak belirlendi.

4. BULGULAR

4.1. Alg materyalinin mikroskop goriintiileri

Ulva rigida’nin sartur ve kloralhidrattaki mikroskop goriintiileri Sekil 4.1’de

verilmistir.

Sekil 4.1: Ulva rigida’nin sartur (sol) ve kloralhidrattaki (sag) mikroskop goriintiileri

Grateloupia turuturu’nun sartur ve kloralhidrattaki mikroskop goriintiileri ile tetraspor

mikroskop goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2: Grateloupia turuturu nun sartur (sol), kloralhidrat (orta) ve tetraspor (sag)

mikroskop goriintiileri

33



4.2. Kolinesteraz inhibisyon Deneylerinin Sonuclar

4.2.1. Asetilkolinesteraz Inhibisyon Sonuclari

Tim alg ekstreleri kiyaslandiginda (galantamin standart olarak kullanilmistir) doza
bagl en yiiksek asetilkolinesteraz inhibisyonu gosteren ekstreler G. turuturu Hekzan,
U. rigida Hekzan ve U. rigida MeOH Sivi ekstreleri olmustur. Bunlari takiben G.
turuturu DCM:MeOH, U. rigida DCM:MOH, U. rigida MeOH kat1 ve G. turuturu su
ekstreleri orta iyi derece aktivite gosterirken G. turuturu MeOH ekstresi ve U. rigida
su ekstresi aktif bulunmamistir. Ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimi {izerindeki %

inhibisyonlar1 Tablo 4.1°de ve Sekil 4.3’te verildigi gibidir.

Tablo 4.1: Ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki % inhibisyonlari

% Inhibisyon

Ekstre Tirii 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL
Kontrol 100 100 100
G. turuturu Hekzan 80 77 69
U. rigida Hekzan 84 68 63
G. turuturu DCM MeOH 67 56 52
U. rigida DCM MeOH 55 45 40
U. rigida MeOH Kati 67 61 48
U. rigida MeOH S1v1 78 73 69
G. turuturu Su 64 35 23
Galantamin 84 80 75
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Sekil 4.3: Ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimi {izerindeki % inhibisyonlar1

4.2.2. Butirilkolinesteraz inhibisyon Sonuclari

Tiim alg ekstreleri kiyaslandiginda (galantamin standart olarak kullanilmistir) doza
bagh aktivite sonuglar1 anlamli bulunamamis, ekstreler arasinda G. turuturu MeOH
ekstresi orta derecede butirilkolinesteraz aktivite gostermistir. Ekstrelerin
butirilkolinesteraz enzimi lizerindeki % inhibisyonlar1 Tablo 4-2’de ve Sekil 4-4’te

verildigi gibidir.

Tablo 4.2: Ekstrelerin butirilkolinesteraz enzimi tizerindeki % inhibisyonlari

% Inhibisyon

Ekstre Tiirii 200 pM 100 pM 50 uM
Kontrol 100 100 100
G. turuturu Hekzan 29 21 19
U. rigida Hekzan 34 28 27
G. turuturu DCM MeOH 15 5 -
U. rigida DCM MeOH 24 12 8
G. turuturu MeOH 41 34 28
U. rigida MeOH Kat1 32 27 22
U. rigida MeOH Siv1 31 21 -
Galantamin 79 78 68
Ekstrelerin Butirilkolinesteraz Enzimi Uzerindeki % Inhibisyun]an
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Sekil 4.4: Ekstrelerin butirilkolinesteraz enzimi tlizerindeki % inhibisyonlari
y
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4.3. Sitotoksisite Deneylerinin Sonuclar:

Ulva rigida ve Grateloupia turuturu’dan hazirlanan biitiin ekstrelerin MCF-7 ve

MDA-MB231 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD-1079-Sk insan fibroblast saglikli
deri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendi. Ekstrelerin CCD-1079-Sk insan
fibroblast saglikl1 deri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait ICso degerleri Tablo

4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3: Ekstrelerin CCD-1079-Sk hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait ICsg

degerleri

I1Cs0 (ng/mL) Ekstreler 24 saat 48 saat
U. rigida MeOH (kat1) 32,7 42,6
U. rigida DCM:MeOH (1:1) 31,2 36,5
U. rigida MeOH (s1v1) 39,1 124,9
G. turuturu MeOH 107,0 140,5
G. turuturu DCM:MeOH (1:1) 36,7 15,7
U. rigida Su 86,8 31,2
G. turuturu Su 31,2 31,2

Ekstrelerin MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait ICsg

degerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4: Ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerine ait ICso degerleri

I1Cso (ug/mL) Ekstreler 24 saat 48 saat
U. rigida MeOH (kat1) 31,2 31,2
U. rigida DCM:MeOH (1:1) 31,2 31,2
U. rigida MeOH (s1v1) 31,2 31,2
G. turuturu MeOH 10,8 135,3
G. turuturu DCM:MeOH (1:1) 24,5 28,7
U. rigida Su 384,7 166,6
G. turuturu Su 79,2 69,7

Ekstrelerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkilerine ait 1Cso degerleri Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo

4.5: Ekstrelerin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait

ICso degerleri

I1Cs0 (ug/mL) Ekstreler 24 saat 48 saat
U. rigida MeOH (kat1) 31,2 42,2
U. rigida DCM:MeOH (1:1) 31,2 31,2
U. rigida MeOH (s1v1) 31,2 84,3
G. turuturu MeOH 31,2 165,4
G. turuturu DCM:MeOH (1:1) 104,8 31,2
U. rigida Su 31,2 647,4
G. turuturu Su 31,2 31,2

4.4. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Sonuclar:

Ulva rigida ekstrelerinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli bakteri tiirleri ile

Candida albicans mantar tiirii iizerindeki antimikrobiyal etkilerine iliskin minimum

inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) Tablo 4.6°da verildigi gibidir.

Tablo 4.6: Ulva rigida ekstrelerinin antimikrobiyal etkinlikleri

MIK degeri (ng/pL)

MeOH (stvi)  MeOH (Katiy ~ DCM:MeOH  ekzan

E. coli 125 125 250 125
S. aureus 250 250 250 250
C. albicans 125 250 125 250

Grateloupia turuturu ekstrelerinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli bakteri

tiirleri ile Candida albicans mantar tiirii izerindeki antimikrobiyal etkilerine iligkin

minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MiK) Tablo 4.7’de verildigi gibidir.

37



Tablo

4.7: Grateloupia turuturu ekstrelerinin antimikrobiyal etkinlikleri

MiK degeri (ng/pL)
MeOH DCM:MeOH Hekzan
E. coli 125 125 125
S. aureus 250 250 250
C. albicans 125 250 250

Tablo 4.7°deki verilere gore Grateloupia turuturu ekstrelerinin tiimii E. coli tizerinde
inhibisyon gostermistir. C. albicans iizerinde metanol ekstresi diger ekstrelerden daha
giiclii bir inhibisyon gdstermistir. S. aureus iizerinde ekstrelerin antibakteriyel ve

antifungal aktivitesi diger mikroorganizmalardan daha diisiik diizeydedir.

4.5. GS-MS Analizi Sonuclari

4.5.1. Ulva rigida’nin hekzan ekstresinin GC-MS Analizi

Ulva rigida alginin hekzan ekstresi uygun reaktifler ile metillendirilerek GC-MS
analizine tabii tutuldu. Analiz sonrasi elde edilen kromatogram Sekil 4-5’te bulgular

ise Tablo 4.8’te verildigi gibidir.
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Sekil 4.5: Ulva rigida’nin hekzan ekstresinin GC-MS analizine ait kromatogram

4.8: Ulva rigida’nin hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonuglari

RT (dakika) BILESIiK ADI FORMULU %
3.90 Benzaldehit C/HsO 0.65
4.08 Sabinen CioH1s 1.23
5.39 O-Terpinen CioHz16 0.16
6.06 Benzoik asit, metil ester CsHsO2 0.43
6.33 Benzaldehit dimetil asetal CoH1202 243
7.69 4-Terpineol C10H180 0.54
9.61 Nonanal dimetil asetal C11H2402 0.4
11.85 Geranil asetat C12H2002 6.3
14.71 Dodekanoik asit, metil ester C13H2602 0.44
15.18 Nonanedioik asit, dimetil ester C11H2004 0.39
18.48 Tetradekanoik asit, metil ester C15H3002 1.43

20.24 Pentadekanoik asit, metil ester CisH3202 0.51
21.58 9-Heksadekenoik asit, metil ester C17H3202 0.53
21.92 Heksadekanoik asit, metil ester C17H3402 34.16
23.52 Heksadekanoik asit,14-metil-1 metil ester C18H3602 0.6

24.59 9,12-Oktadekadienoik asit (Z, Z)-, metil ester C19H3402 0.8

24.68 6-Oktadekenoik asit (Z)-, metil ester C19H3602 2.19
24.76 9-Oktadekenoik asit (Z2)-, metil ester C19H3602 2.46
25.06 Oktadekenoik asit, metil ester C19H3802 24.21
27.94 Eikosanoik asit, metil ester C21H40:2 0.75
30.29 Erusik asit C22H4202 2.93
30.60 Dokosanoik asit, metil ester C23H4602 1.12
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Tablo
30.89 Ftalik asit, mono-(2-etilheksil) ester C16H2204 3.98
TOPLAM 88.64

4.5.2. Ulva rigida’nin hekzan ekstresinin GC-MS Analizi

Grateloupia turuturu alginin hekzan ekstresi uygun reaktifler ile metillendirilerek
GCMS analizine tabii tutuldu. Analiz sonrasi elde edilen kromatogram Sekil 4.6’da
bulgular ise Tablo 4.9°da verildigi gibidir.
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Sekil 4.6: Grateloupia turuturu’nun hekzan ekstresinin GC-MS analizine ait

kromatogram

Tablo 4.9: Grateloupia turuturu’nun hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonuglari

RT (dakika) BILESIK ADI FORMULU %
4.09 Sabinen CioH1s6 1.73
6.34 Benzaldehit dimetil asetal CoH1202 4.73
11.86 Geranil asetat C12H2002 3.15
18.48 Tetradekanoik asit, metil ester C15H3002 4.93
20.24 Pentadekanoik asit, metil ester C16H3202 3.08
21.58 9-Heksadekenoik asit, metil ester C17H3202 2.84
21.66 7-Heksadekenoik asit, metil ester C17H3202 0.78
21.92 Heksadekanoik asit, metil ester C17H3402 37.95
23.53 Heksadekanoik asit, 14-metil-, metil ester C18H3602 1.64
24.68 6-Oktadekenoik asit (Z)-, metil ester C19H3602 4.28
24.77 9-Oktadekenoik asit (Z)-, metil ester C19H3602 4.28
25.06 Oktadekenoik asit, metil ester C19H3802 4.43
30.29 Erusik asit C22H120, 1.53
30.88 Dokosanoik asit, metil ester C23H4602 5.86

81.21
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TOPLAM
4.6. LS-MS Analizi Sonuclari

Ulva rigida ve Grateloupia turuturu’dan elde edilen ekstrelerin LS-MS analizine ait
kromatogram Sekil 4.7’de verilmistir. LC-MS analizlerinde sadece askorbik asit tayin

edilebilmistir.

e Aty

Sekil 4.7: Ulva rigida ve Grateloupia turuturu’dan elde edilen ekstrelerin LS-MS
analizine ait kromatogram
5. SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasinda yenilebilir deniz yosunlarindan Ulva rigida ve Grateloupia

turuturu tiirlerinin kimyasal igerigi ve biyolojik aktiviteleri arastirildi. Tlgili alglerin
hekzan, diklorometan-metanol (1:1), metanol ve su ekstreleri hazirland1 ve kimyasal
igerikleri GC-MS ve LC-MS yontemleriyle belirlendi. Ayrica hazirlanan biitlin
ekstrelerin MCF-7 ve MDA-MB231 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD-1079-Sk
insan fibroblast saglikli deri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli bakteri tiirleri ile Candida albicans mantar tiirii tizerindeki
antimikrobiyal etkileri, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE)

enzimleri lizerindeki enzim inhibisyon etkileri incelendi.

Kolinesteraz enzim inhibisyonu deneylerinin sonuglarina gore, Asetilkolinesteraz
inhibisyonu her iki tiir icin de hekzan ekstreleri tizerinde 50-200 pg/mL araliginda

%63-84 olarak inhibisyon gozlendi. Kontrol galantamin’in ayni1 sartlarda gosterdigi %
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inhibisyon degerleri ise %75-84 araligiadir. Sonuglar galantamin ile kiyaslandiginda
ileriye doniik ¢alismalar i¢cin umut vadedici olabilir. Butirilkolinesteraz inhibisyonu
sonuglar1 yalnizca Grateloupia turuturu nun metanol ekstresi igin orta-iyi seviyede

bulundu.

Ulva rigida ve Grateloupia turuturu’dan hazirlanan biitiin ekstrelerin MCF-7 ve
MDA-MB231 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD-1079-Sk insan fibroblast saglikli

deri hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri incelendi.

G. turuturu MeOH ekstresinin CCD-1079-Sk insan fibroblast saglikli deri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerine ait 24 ve 48 saatlik ICso degerleri sirasiyla 107,0 ve
140,5 pg/mL dir. Saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksisitesi en diisiik ekstre G.
turuturu MeOH ekstresi olarak belirlendi. U. rigida MeOH (siv1) ekstresinin
CCD1079-Sk insan fibroblast saglikl1 deri hiicreleri izerindeki sitotoksik etkilerine ait
48 saatlik 1Cso degeri 124,9 pg/mL dir. Saglikl hiicreler tizerindeki sitotoksisitesi en
diistik ekstre U. rigida MeOH ekstresi olarak belirlendi.

Ekstrelerin MCF-7 meme kanseri hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerine ait ICsg
degerleri 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 28,7-166,6 ng/mL araliginda degismektedir. U.
rigida’nin su hari¢ diger ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkilerine ait ICso degerleri 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 31,2 pg/mL’dir. G.
turuturu’nun DCM:MeOH (1:1)ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerindeki

sitotoksik etkisine ICso degeri 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 28,7 pg/mL’dir.

Ekstrelerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait
ICso degerleri 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 31,2-647,4 pg/mL aralifinda
degismektedir. U. rigida’nin DCM:MeOH (1:1) ekstresinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri Tlizerindeki sitotoksik etkilerine ait 1Cso degeri 48 saatlik

inkiibasyonlar i¢in 31,2 pg/mL’dir. G. turuturu’'nun DCM:MeOH (1:1) ve su
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ekstrelerinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisine

ICs0 degerleri 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 31,2 pg/mL’dir.

Alglerin antimikrobiyal aktivitesi tizerine yapilan ¢alismalarda birgok faktore bagh
olarak farkli sonuglar bildirilmistir [82]. Ekstraksiyon yontemlerinin etkinligini
arastiran bir ¢alismaya gore metanol ekstraksiyonunun n-hekzan ve etil asetattan daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite sagladigini tespit etmistir. Ancak baska bir ¢alisma
sonucuna gore ise kloroformun metanol ve benzenden daha iyi oldugu bildirilmistir
[83, 84]. Lima-Filho ve arkadaslari, organik ¢oziiciilerin kullanilmasinin, su bazli
yontemlere kiyasla antimikrobiyal aktiviteler i¢in bilesiklerin ekstraksiyonunda her
zaman daha yiiksek bir verim sagladigini bildirmistir [85]. Genel olarak, gram-pozitif
bakteri suslarinin, deniz yosunu ekstresine gram-negatif olanlardan daha duyarl
oldugu tespit edilmistir [86]. Bunu sebebi gram-pozitif bakterilerde, ekstrelerin niifuz
etmesi i¢in daha erisilebilir olan ag benzeri bir peptidoglikan tabakasinin varligindan
dolay1 olabilir. Buna karsilik, gram-negatif bakteriler, ekstrenin temas etmesini
kisitlayabilen ince bir lipopolisakkarit dig zardan olusan direngli bir bariyere sahiptir
[87].

Misir'dan toplanan kirmizi alg Grateloupia doryphora'nin antimikrobiyal aktivitesi
tizerine yapilan bir ¢alismada palmitik asidin ticari formu, E. coli de dahil olmak tizere
yiiksek konsantrasyonlarda test edilen tiim organizmalari inhibe etmistir ancak alg

ekstresinde inhibisyon gézlenmemistir [88].

Bu tez caligmasinda elde edilen verilere gore antibakteriyal ve antifungal aktivite Ulva
rigida i¢in metanol ekstrelerinde daha yiiksek oldugu halde S. aureus i¢in inhibisyon
gozlenmedi. Ulva rigida’nin metanol ekstresinin E. Coli ve C. albicans iizerindeki
inhibisyonlarama ait MIK degerleri her ikisi i¢in de 125 pg/mL’dir. Ayrica Ulva
rigida’nin hekzan ve DCM:MeOH (1:1) ekstreleri i¢in de inhibisyon s6z konusudur.
Grateloupia turuturu ekstrelerinin hepsi E. coli iizerinde inhibisyon 125 pg/mL
konsantrasyonda inhibisyon gdsterirken S. aureus iizerinde inhibisyon gostermedigi
belirlendi. En yiiksek antifungal aktivite ise Ulva rigida ve Grateloupia turuturu’nun

metanol ekstresinde 125 pg/mL konsantrasyonda tespit edildi.
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GS-MS analizinde elde edilen sonuglara gére Ulva rigida tiirii igin en bol bulunan
maddeler heksadekanoik asit, oktadekenoik asit, ftalik asit, geranil asetat, erusik asit
ve sabinen bilesikleridir. Benzer olarak Grateloupia turuturu tirii igin de
heksadekanoik asit, oktadekenoik asit, geranil asetat, erusik asit ve sabinen bilesikleri

tespit edildi.

Makroalg ucucu bilesik profillerinin mevsime, biiylime asamasina, yasam sliresine,
cografi kokene, hasada ve ayrica ekstraksiyon ve aritma prosediirlerine bagli olarak
dalgalanabilecegi goriilmektedir. Ugucu bilesik icerigi, yetistirme kosullarina baglh
olarak ayni tiir i¢inde bile degisebilir [89]. Insanlar tarafindan tiiketilecek bir gida
olarak ucucu bilesimleri dikkate alinmasi gereken Onemli bir ozelliktir [90].
Makroalglerde bulunan ugucu organik bilesikler otcullart itmelerine veya
zehirlenmelerine neden olarak korumay: amaglar. Ayrica cinsel feromonlar olarak
hareket edebilir, otgullari avlayan avcilari veya parazitoid bocekleri ayartabilir, komsu
bitkilere karsi bir savunma gorevi gorebilir, deniz yosunlarini patojenlere karsi

koruyan veya oksidatif stresi azaltan antimikrobiyal 6zellikler saglayabilirler [91].

Yapilan bir calismaya gore yesil deniz yosunlarinda kirmizi veya kahverengi
olanlardan daha fazla sayida ucucu bilesik tespit edilmistir [91]. Bu tez calismasinda

elde edilen veriler de bu ¢alismay1 destekleyici niteliktedir.

Ulva rigida'da depolama siiresi ve sicakliginin tazelik kaybini nasil etkiledigini ugucu
bilesiklerin analizi ile degerlendiren bir ¢alisma sonucuna gore aldehitler arasinda
bulunan ana bilesikler heksanal ve heptanal iken karboksilik asitler i¢in propanoik ve
heksanoik asitlerin en yiiksek konsantrasyonlara sahip oldugu tespit edilmistir. Esterler
arasinda etil asetat, 2-feniletil asetat ve etil palmitat tespit edilen en 6nemli bilesikler
olarak bildirilmistir. Siilfiir bilesikleri arasinda yiiksek konsantrasyonu nedeniyle
dimetil siilfit varlig1 bildirilmistir. Karakteristik olarak haglanmis lahana benzeri bir
kokuya sahip bu tipik ugucu organik kiikiirt bilesigi tiim deniz yosunlarinda dimetil
stilfoksit ile birlikte bulunur [12].

Heksanal Pterocladiella capillacea ve Osmundaria obtusiloba'da baskin ugucu bilesik

ve Palmaria palmata , Porphyra umbilicalis , Saccharina latissima , Ulva lactuca ve
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U. pinnatifida'da ana dogrusal doymus aldehit olarak tanimlanmustir [92]. Yesil ve otsu
notalar saglayarak makroalglerin kokusuna katkis1 vardir. Genel olarak, dogrusal ve
dalli zincirli aldehitler otsu ve ¢imenli aromalara katkida bulunur ve doymamis

aldehitler, sebze ve balik kokular1 saglar [12].

Onceki calismalar, bu tip ugucu bilesigin varliginin kullanilan ekstraksiyon yontemine
bagl oldugunu o6ne siirmiistiir [92]. Ferraces-Casais ve arkadaslari pentadekanoik
asidin dibiitil esterinin Undaria pinnatifida ve Laminaria sp.'de en bol bulunan ester
oldugunu, buna kargm Ulva sp'deki ana esterin metil heksadekanoat oldugunu tespit

etmistir [9].

Grateloupia turuturu’nun lipid ekstrelerini esterlenmis yag asitleri (FA) profili igin
analiz eden bir calismada transmetilasyondan sonra GC-MS tarafindan toplam 19 yag
asidi tanimlanmigtir. En bol bulunan yag asidi toplam yag asidi iceriginin yaklasik %

22 sine katkida bulunan palmitik asittir [93].

(2R)-Hidroksi-heksadekanoik asit ve 2-okso-heksadekanoik asit ilk kez deniz
yosunlarindan izole edilmistir (Ulva pertusa ve Porphyra sp.). Iki asidin palmitik asit
kullanilarak palmitik asitten (16:0) enzimatik olarak olusturuldugu bulunmustur [94].
Hekzadekanoik asit metil esteri diger ismi ile metil palmitat Ulva rigida

ekstrelerinde en ¢ok bulunan yag asididir.

.ﬂ.

|
o

Sekil 5.1: Hekzadekanoik asit metil esteri

Tiim bu sonuglar her iki tiir i¢in de imit vericidir. Uygun caligmalarla gelistirilip
ozellik toksik olmamasi sebebiyle tiiketimi tesvik edilebilir. Ayrica igerdigi posa,
protein ve yag asidi kompozisyonu ile diyete eklenmesi diyeti zenginlestirebilir. Daha
ileri evre ¢aligmalarla asetilkolinesteraz inhibisyon yetenegi degerlendirilebilir ve ilag

olma potansiyeli arastirilabilir.
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