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OZET

BAZI ALG OZUTLERININ HAYATTA KALIS VE MTT METODU iLE
ANTIKANSER ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, Dogu Akdeniz kiyisinda yer alan Iskenderun Kérfezi’nin Kale ve
Konacik Bolgesinden iki farkli kahverengi alg (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.)
topland: ve 6ziitleri elde edildi. Bu 6ziitlerin Drosophila melanogaster'in hayatta kalis
iizerine etkileri ve insan kolon kanseri hiicre hatt1 (DLD-1) iizerine antikanser etkileri
calisildi.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda alg 6ziitlerinin 3 farkli dozu (25 pg/ml, 12.5 pg/ml,
6.25 pg/ml) ayr1 ayr1 ve doksorubisin (10 uM) ile birlikte, DLD-1 hiicre hattina
uygulandi, antikarserojenik etkileri 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium
bromid (MTT) testi ile incelendi. Pozitif kontrol olarak genotoksik ve karsinojenik
etkileri bilinen ve bircok kanser hastaliginin tedavisinde kullanilan kemoterapik
ilaglardan biri olan doksorubisin kullanildi.

Ayrica, incelenen bitki 6ziitlerinin 10 mg/ml olan dozu flare (flr3) ve ¢oklu kanat
kil1 (mwh) mutant isaret genlerini tagiyan 72 + 4 saatlik transheterozigot Drosophila
melanogaster larvalarina uygulandi. Kontrol grubunda hayatta kalis oran1 %83 olarak
bulundu. Her iki alg, kullanilan dozda (Sargassum sp. %88 ve Cystoseira sp. %94)
Drosopila melanogaster'in hayatta kalisini pozitif etkiledi.

MTT testi sonuglarina gore, her iki alg 6ziitiiniin uygulanan dozlarda absorbans
degerlerini artirdigi bulundu. Elde edilen farkli konsantrasyonlardaki absorbans
degerlerindeki artig aritmetik ortalamalar1 standart hatalar1 ile birlikte MS Excel
programinda hesaplandi. Bu ¢alismada grafik ve tablo halinde sunulan bulgular bu iki
algin (Sargassum sp., Cystoseira sp.) gelecek icin potansiyel terapotik kaynak
olabilecegini isaret etmektedir.

2018, 45 Sayfa

Anahtar Kelimler: Drosophila melanogaster, Sargassum sp. ve Cystoseira sp.,
hayatta kalig, antikarserojenite, MTT



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SURVIVAL AND ANTICANCER EFFECTS OF SOME
ALGAE EXTRACTS BY MTT METHOD

In this study, two different brown algae (Sargassum sp. and Cystoseira sp.) were
collected from the Kale and Konacik Regions of the Iskenderun Gulf, located on the
eastern Mediterranean coast and their extracts were obtained. The effects of these
extracts on the survival of Drosophila melanogaster and anticancer effects on the
human colon cancer cell line (DLD-1) were studied.

In the cell culture studies, 3 different doses of algae extracts (25 pg/ ml, 12.5 ug
/ml, 6.25 pg / ml) were applied to the DLD-1 cell line separately and with doxorubicin
(10 uM), dimethyl thiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) test.
Doxorubicin, is one of the chemotherapeutic drugs used for treatment of many types of
cancer and genotoxic and carcinogenic effects are known, was used as positive control.

In addition, the plant extracts were applied to 72 + 4 h trans-heterozygous
Drosophila melanogaster larvae carrying flare (flr3) and multiple wing hair (mwh)
mutant marker genes. The survival rate in the control group was 83%. Both Brown
algae (Sargassum sp. 88% and Cystoseira sp. 94%) also positively affected the survival
of Drosopila melanogaster.

MTT test results showed that both algal extracts increased absorbance values at
the doses applied. The arithmetic averages of the absorbance values obtained at
different concentrations were calculated in MS Excel program with standard errors. In
this study, findings presented in graphical and tabular form indicate that these two algae
(Sargassum sp., Cystoseira sp.) may be potential therapeutic sources for the future.

2018, 45 pages

Key Words: Drosophila melanogaster, Sargassum sp. and Cystoseira sp., survival,
anticarcinogenicity, MTT
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GIRIS

Algler, tek hiicreli mikroalglerden ¢ok hiicreli makroalglere kadar ¢esitlilik
gosteren fotosentetik organizmalardir. Sitolojik, morfolojik, biyokimyasal 6zellikleri,
treme sekilleri ve hayat devirlerine gore farklilik gosterirler (Cirik ve Cirik, 2011;
Bowen, 1966). Yapisal olarak mikroalg ve makroalg olarak iki gruba ayrilirlar.
Mikroalgler Cyanophyta olarak bilinirken makroalgler kamg¢i tasimalarina ve
pigmentasyonlarina gore; kahverengi (Phaeophyta), kirmizi (Rhadeophyta), yesil
(Chlorophyta), diyatomeler (Chrysophyta) ve kamgili algler (Flagelleta) olarak
smiflandirilir (Gamal, 2010).

Teknoloji ve endiistrinin insan yasam kosullarina getirdigi kolayliklar yadsinamaz.
Yeni yagama bi¢imi, kadinlarin da is hayatina katilmas1 yeni beslenme aligkanliklarimi da
beraberinde getirmis, hazir ve hizli gidalarin yayginlasmasi dogal hayattan ve dogal besin
kaynaklarindan giin gectikce uzaklagilmasina neden olmustur. Son yillarda kitle iletisim
araglarmin daha yaygim kullanilmas: ile bilgi ve biling diizeyinin artmas tiiketicileri gida
secimi konusunda daha dikkatli davranmaya ve degerli dogal {iriinleri tercih etmeye
yoneltmistir.

Uzakdogu iilkelerinde yaygm olarak kullanilan denizel alglerin yaklasik 160
tiirliniin insanlar tarafindan besin olarak tiiketildigi bilinmektedir. Bir¢ok bilimsel ¢alisma
deniz makro alglerinin zengin besin degerine dikkat ¢cekmektedir. Protein, yag ve suda
¢Oziinilir lif icerigi yan1 sira beslenmemizde 6nemli olan demir, ¢inko, magnezyum ve
potasyum gibi mineraller ve K, E, ribofilavin, niasin ve tiamin gibi vitaminler de
icerdikleri bilinmektedir.

Saglikli beslenme kavramimin gelismesiyle birlikte dogal {iriinlere olan talep her
gecen gilin artmaktadir. Tiketiciler islenmis {iriinlerin bilesiminde katki maddeleri de
dahil olmak iizere daha fazla dogal bilesenin yer almasini istemekte ve bu 6zelligi
saglayan lriinlere yonelmektedirler. Bu baglamda denizel makro alglerden elde edilen
bazi dogal gida boyalarnin kullanilmast konusunda iimit verici sonuglar elde
edilmektedir. Algler dogal renklendiricilerin iiretiminde stirdiiriilebilir bir kaynak olarak
kullanilabilecek niteliktedirler.

Flavonoidler ve karotenoidler gibi zengin biyoaktif igerikleri bilimsel ¢aligmalarla
gosterilen algler bu baglamda dnem kazanmustir. Onemli bir su iiriinii olan alglerden tip,

ziraat ve kagit liretiminde faydalanilmakta olup; fikolloid endiistrisinde agar, karragen ve



aljinat tiretiminde kullanilmaktadir (Kiran ve ark., 1980; Atay, 1984; McHugh, 2003).
Bununla birlikte denizel makroalglerden elde edilen bazi bilesiklerin yaslanma etkilerini
geciktirici, antikanser, antikoagiilan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidant,
antiviral, antidiyabetik, anti Alzheimer, antitiiberkiilozis ve antifungal aktivitelerde
kullanildig1 da bildirilmistir (Hoseini ve ark., 2013; Mayer ve ark., 2017).

Glinlimiizde ¢evre kosullari, diyet ve saglik arasindaki iliski sik¢a arastirilmakta ve
yeni yasama kosullarmmin bazi hastaliklarin sikligini artirdigina dair bir genel kani
olugsmustur. Bu durum bilim diinyasin1 dogadan sifa kaynagi etken madde arayislarina
yonlendirmektedir. Bu baglamda alglere olan ilgi artmustir (Pal ve ark., 2014). Toplumda
yaslanma ile siklig1 artan kanser, obezite, kalp-damar hastaliklar1 ve organizmanin ¢evre
sorunlarma karst savunma mekanizmasinda azalmaya neden olan faktorlere karsi
dogadan fonksiyonel ve terapik etken madde kaynaklar1 bulmaya dair ¢alismalar artmistir
(Lee ve ark., 2013).

Bir¢ok arastirma merkezi, yaslanma siirecini yavaslatan ve kansere neden olan
hiicresel degisikligin Oniine gecebilecek bilesenler tizerinde c¢aligmaktadir. Algler
antioksidan ve antikanser 6zelliklere sahip yararl pek ¢ok biyoaktif maddenin 6nemli bir
kaynagidir (Glimiis, 2006). Oksijenli solunum yapan biitiin canli hiicrelerde endojen ve
ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak oksidasyon sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ad1 verilen molekiiller olusur ve bu molekiiller basta hayati 6neme sahip DNA dahil hiicre
elemanlarindan elektron calarak eslenir. Endojen faktorler, oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 sonucu olusurken; sigara, otomobil egzozu, radyasyon, pestisitler, cevresel
kirlilik, sagliksiz beslenme, tibbi tedavi ve stres gibi etmenler ise ekzojen faktorler
arasinda gosterilmektedir (Fraga ve ark., 1990; Halliwell, 2000; Williams ve Jeffrey,
2000; Siomek ve ark., 2006). Bu olusan serbest radikaller bagisiklik sistemini zayiflatarak
cesitli hastaliklara yol acarlar ve erken yaslanmaya katkida bulunurlar. Antioksidanlar
yardimiyla hiicre koruyucu tedavi, dejeneratif hastaliklardan korunmada 6nemlidir. Pek
cok arastirma antioksidanlarin serbest radikalleri nétralize ederek hiicrelerin zarar
gormesine engel olarak hiicreler iizerinde antikansorejenik bir etki yarattigini
gostermistir.

Dogal metabolik yollarla olusan bu serbest radikaller antioksidan sistemlerle
ortadan kaldirilmaktadir. Antioksidanlar yardimiyla hiicre koruyucu tedavi, dejeneratif

hastaliklardan korunmada 6nemlidir. Ancak, reaktif oksijen tiirlerinin ¢esitli nedenlerden



dolayr artmasi ve antioksidan mekanizmasinin yetersiz kalmasi sonucu oksidatif stres
meydana gelmektedir (Williams ve Jeffrey, 2000; Cooke ve ark., 2003). Cesitli
nedenlerden dolayr mitokondriyal DNA (mtDNA)’da da oksidatif hasar sekillendigi
belirtilmektedir (Hofmann ve ark., 2003).

Pek cok arastirma antioksidanlarin serbest radikalleri notralize ederek hiicrelerin
zarar gormesine engel olarak hiicreler iizerinde antikansorejenik bir etki yarattigini
gostermistir (Lee ve Min, 2004). Bir¢ok arastirma merkezi, yaslanma siirecini yavaslatan
ve kansere neden olan hiicresel degisikligin Oniine gegebilecek bilesenler tizerinde
calismaktadir.

Bu calismanin amaglart:

1- ki makro kahverengi alg olan Cystoseira sp. ve Sargassum sp. cinslerine ait
oOziitlerin in vivo olarak Drosophila melanogaster’in hayatta kalisina etkisini
arastirmak.

2-  Bu alg 6ziitlerinin insan kolon kanser hiicre hattinda (DLD-1) in vitro olarak
MTT testi ile antikanser etkilerini aragtirmak.

3-  lleriki galismalarda bu makroalg 6ziitlerinin fraksiyonlara ayrilarak hangi

iceriginin bu etkileri tetiklediginin saptanmasinin ilk ayagmni olusturmak.



1.1. Cystoseira sp. ile Tlgili Genel Bilgiler

Karadeniz, Ege ve Akdeniz’de yaygin olarak bulunan ve 60°dan fazla tiirii bilinen
bu algler alginik asit¢e zengin olduklarmmdan ekonomik degere sahiptir (Yayintas, 2001).
Makroalglerin bilyilk ¢ogunlugu gida olarak tiiketilmektedir. Ozellikle Uzakdogu
iilkelerinde sik¢a tiiketilen bircok alglerin besinsel analizleri yapildiginda iceriklerini
karbonhidratlarin, proteinlerin ve yag asitlerinin olusturdugu ve bircok etken
biyometabolite sahip olduklar1 belirlenmistir.

Cystoseira sp. deniz yosunu taksonomisi asagidaki gibidir:

Alem: Protista

Smf: Phaeophyceae

Tiir: Fucales

Aile: Cystoseiraceae

Cins: Cystoseira sp.

Sekil 1.1.1. Cystoseira sp. (Turan, 2007)



1.2. Sargassum sp. ile Tlgili Genel Bilgiler

Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi'nde yaklasik olarak 8-30 m derinlerde
yasarlar. Tallusu 20- 40 cm yiikseklikte, iyi gelismis bir eksen ve iizerinde karsilikl
dizilen mizraks1 paralel kenarli yapraklara sahiptir. Orta damar belirgindir. Kiiresel
yapidaki hava keseleri kisa siirglinlerin iist kisminda bulunur ve iiziim salkimi
goriinimiindedir (Yurdakulol ve Cansaran, 2004).

Tipta ve eczacilikta ise sayilmayacak kadar kullanim alan1 vardir. Antikoagiilan,
terapotik, laksatif ve bazi agri kesici (bobrek, mide agrilar1 gibi) olarak birgok hastaligin
tedavisinde alglerden yararlanilir (Turan, 2007).

Sargassum sp. deniz yosunu taksonomisi asagidaki gibidir:

Alem: Protista

Smif: Phaeophyceae

Tiir: Fucales

Aile: Sargassaceae

Cins: Sargassum sp.

Sekil 1.2.1. Sargassum sp. (Turan, 2007)



1.3.Doksorubisin

Doksorubisin  (14-hidroksi daunomisin, Adriamisin)’in Onciill maddesi olan
daunomisin (daunorubisin) 1960’11 yillarda Streptomyces peucetius adli bakteriden elde
edilmistir. Doksorubisinin dahil oldugu antrasiklinler akut 16semi ve lenfomalar, kemik
ve yumusak doku sarkomlari, Wilms tiimorii, néroblastom ve hepatoblastom basta olmak
iizere cocukluk cagi kanserlerinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ilaglardir
(Holcenberg ve ark., 2002). Doksorubisin ilaca 6zgiin kirmizi rengini veren parlak
fluoresan tetrasiklik kromofor adriamisinon ile ona glikozidik bag ile baglanmig bir
amino seker olan daunosaminden olusur. 14. karbonunda bir hidroksil grubu tagimasiyla
daunorubisinden farklilik gosterir. Doksorubisin genis ¢capta kullanilan bir kemoterapdtik
ila¢c olmakla normal saglikli hiicreler iizerinde de yan etkilerinin oldugu bilinmektedir.

(Minotti ve ark., 2004).
1.4. Karsinojenite

Insanlar giinliik hayatta bircok yolla genotoksik etkenlere maruz kalmaktadir. Insan
hiicresi genetik materyal iizerinde meydana gelen mutasyonlari, genotoksik etkiyi
onarmak i¢in ¢esitli tamir mekanizmalarina sahiptir. Genetik materyalde onarilamayan
mutasyonlarm birikimi ise kanser gelisimine neden olabilir. Bu nedenle organizmada
genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddenin karsinojen etkiye de neden olabilmesi
miimkiindiir. Kanser, diinyada oldugu gibi Tirkiye'de de onemli bir halk sagligi
sorunudur ve toplumdaki siklig1 artmaktadir. Diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de 6nemli
bir halk saglig1 sorunudur ve toplumdaki siklig1 artmaktadir.

Genotoksisite, gen ve kromozomlarin yapi ve sayisinda toksik maddelerin etkisiyle
meydana gelen degisiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanm maruz kaldig1 i¢ ve
dis etkenler, yapisal ve sayisal olarak, kromozomlarda ya da genlerde mutasyonel
degisikliklere neden olmaktadir. Genotoksik maddeler direkt olarak gen veya kromozoma
etki edebilecekleri gibi DNA replikasyonu, hiicre boliinmesi, DNA tamiri veya
metabolizmal reaksiyonlarda degisiklie neden olarak dolayli sekilde genotoksisiteye
neden olabilirler (Doak ve ark., 2012).

Bugiine kadar c¢esitli fiziksel maddelerin (151, 1s1, sicaklik), kimyasallarin,
ilaglarm, gida katki maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini

belirlemek amaciyla farkli test sistemleri gelistirilmis ve uygulanmistir. Bu test



sistemlerinin her birinin digerlerine gore avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bircok
algin antioksidan icerigi ve anti-kanserojen etkileri {izerine c¢aligmalar Onem
kazanmaktadir. Bu c¢alismada alg (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) oOziitlerinin
Drosophila melanogaster’in hayatta kalisina etkisi ve ayrica kolon kanser hiicre hatti
(DLD-1) tizerine etkisi MTT testi ile arastirildi.

1.5. Drosophila melanogaster ile Tlgili Genel Bilgiler

Drosophila melanogaster diptera ordosundan 2n=8 kromozoma sahip holometabol
bir bocektir. (Rothwell, 1993). Hayat dongiisii yumurta, larva, pupa ve ergin birey olarak
4 evreye ayrilir (Ashburner ve Roote, 2000).

Drosophila melanogaster ilk olarak 1910 yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan
deneysel genetik caligmalarinda kullanilmaya baslanmistir (Kohler, 1994). Diger
Okaryotik deney hayvanlarina gore iiretiminin daha kolay ve ucuz olmasi (Abrahamson
ve Lewis, 1971), viicut yapisinin kiiciik olmasi nedeniyle yetistirilme ve deney
uygulamalar1 swrasmnda genis tretim alanina gereksinim duyulmamasi, beslenme
ihtiyacinin pahali olmayan kaynaklarla kolaylikla giderilebilmesi, jenerasyon siiresinin
kisa olmasi1 (25 °C de 9-10 giin) ve ¢ok sayida dol vermesi, kromozom sayisinin az olmasi,
dev kromozoma sahip olmasi (Graf ve ark., 1992) gibi birgok nedenden dolayi
giinimiizde halen deneysel arastirmalarda kullanimi tercih edilmektedir. Ayrica
memeliler ve Drosophila melanogaster’deki biyolojik, fizyolojik ve norolojik
Ozelliklerin birgcogunun benzerlik gdstermesi, insanlarda g¢esitli hastaliklara neden olan
genlerin yaklasik %75’inin Drosophila melanogaster’in genomunda homolog olarak
bulunmasi (Pandey ve Nicholas, 2011) nedenleri ile de Drosophila melanogaster ideal
bir model organizmadir.

Tam bagkalasimin goriildiigii D. melanogaster’ in yasam dongiisiindeki evreler
Sekil 1.5.1. ‘de verilmistir. Bu evrelerin optimum sicakliktaki (25°C) siireleri asagidaki
gibidir (Graf ve ark., 1992).

Embriyonik gelisim: 1 giin
Birinci larval evre (L1): 1 giin
Ikinci larval evre (L2): 1 giin
Uciincii larval evre (L3): 2 giin

Prepupa evresi : 4 saat



Pupa evresi : 4.5 giin
Yetigkin evresi : 40-50 giin
Yumurtalarin dollenmesi sonucu meydana gelen embriyogenezden yaklasik olarak
24 saaat sonra birinci evredeki larvalar yumurtadan ¢ikar. 4 giin siiren gelisme dénemi
boyunca larval dokularin ¢ogaltilmasi ile larvanin agirlig1 yaklasik olarak 200 kat artar.
Larval dokular metamorfoz sirasinda yok edilir ve ergin bireyde goriilmezler. imajinal
disk hiicreleri ise metamofoz sirasinda ergin bireydeki viicut kisimlarina doniistiiriilmek
iizere degisiklige ugrarlar (Sekil 1.5.1.). 3. larval evrenin sonuna dogru larva beslenmeyi

brrakir ve pupa olusturmak iizere besiyerini terkedip kuru bir ortama gecer.
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Sekil 1.5.1. Drosophila’nin hayat déngiisii (Anonymous, 2018).

Yaklasik olarak 4 giin siiren pupa evresi boyunca larvalar metamorfoza
ugrayarak ergin bireylere doniisiirler. Pupa evresinin sonunda, yumurtlamadan yaklasik
olarak 9-10 giin sonra ergin bireyler ortaya ¢ikar. Disi bireylerin viicut agirhigi ve
biiyiikliigli erkek bireylere gore daha fazladir (Stocker ve Gallant, 2008). Erkek bireyler
pupadan c¢iktiktan kisa bir siire sonra eseysel olgunluga erisirken, disi bireyler irka ve

sicakliga bagli olarak 6-12 saat sonra eseysel olgunluga erisirler. Pupadan ¢ikan disi



bireyler eseysel olgunluga erisinceye kadar gecen bu siire igerisinde virjin olarak
adlandirilirlar. Bireyler ¢iftlesmeye basladiktan sonra erkek bireylerden gelen spermler
disi bireylerdeki sperm keselerinde toplanir ve daha sonra bu spermler ile yumurtalar
dollenir. Bu nedenle Drosophila’nin farkli wklar1 arasinda yapilan caprazlarda disi
bireylerin virjin olmasi gerekmektedir (Graf ve ark., 1992).

Drosophila melanogaster genotoksisite (Sarikaya ve Cakir, 2005), yaslanma
ve Omiir uzunlugu ¢alismalar1 (Sarikaya ve ark., 2006; Peleg ve ark., 2016),
norodejenerasyon (Laurent ve ark., 2013; Yang ve ark., 2015), diyabet (Broughton ve
ark., 2008; Haselton ve ark., 2010), kanser (Dar ve ark., 2012) kalp (Diop ve ark., 2015),
renal (Zhang ve ark., 2013) hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi, lipid
(Katewa ve ark., 2012; Song ve ark., 2014), protein (Ferreira ve ark., 2014)
metabolizmalarinin incelenmesi gibi bir¢ok arastirmada kullanilan bir model

organizmadir.
1.6. Hayatta Kalis Deneyinde kullanilan Drosophila Irklarin Ozellikleri

Hayatta kalis deneyinde Drosophila melanogaster’in 3. kromozom tizerinde 0.3
bolgesinde bulunan ve homozigot ¢ekinik bir mutasyona sahip mwh (multiple wing hair,
mwh/mwh) ve 3. kromozomda 38.8 bdlgesinde bulunan, flr3 mutant (flare, flr3/TM3,
Bds) genlerine sahip iki mutant irk1 kullanildi (Graf ve ark., 1992). mwh geni. Drosophila
melanogaster’in dogal irklarinda kanat hiicrelerindeki her hiicreden tek kil ¢ikarken, mwh
geni tasiyan bireylerde her bir kanat hiicresinden 3 veya daha fazla kil ¢ikar. flr3 fenotipte
kanat killar1 kisa, noktasal, kalin veya sekilsiz olmaktadir.

flr3 geni homozigot oldugunda lethal etki gosteren TM3 (third multiple 3) ve Bds
(Beaded-serrate) genleri ile dengelenir (Graf ve ark., 1998). Mwh, flr3 ve Bds genlerinin

3. kromozom lizerindeki yerlesimleri Sekil 1.5 de gosterilmistir.

sentromer
mwh e | B

Sekil 1.6.1. Mwh, flr3 ve Bds genlerinin 3. kromozom lizerindeki yerlesimleri (Graf
ve ark., 1984)




flr3/TM3, Bds ve mwh/mwh genotipli bireylerin ¢aprazi sonucu transheterozigot
(mwh/flr3) ve dengelenmis heterozigot mwh/Bds bireylerde hayatta kalis deneyleri
yapildi (Graf ve ark., 1984).

1.7. MTT Testi

[k olarak Mosmann (1983) tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-
yl)-2,5-difenil tetrazolium bromide (MTT) testi canli hiicrelerin metabolik aktivitelerinin
Olciimii esasina dayanan kolorimetik bir yontemdir. MTT boyasi igerisindeki sar1 renkteki
suda c¢oziilebilen tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerin i¢ine girdikten sonra meydana gelen
enzimatik reaksiyonlar ile mor renkte ve kristal formdaki formazana indirgenir.
Reaksiyon sonucu meydana gelen formazan hiicre zarindan gegemedigi i¢in canli hiicre
icerisinde birikir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Gergeklesen reaksiyon sonucu ortamdaki
canli hiicrelerin sayisi ile orantili olarak renk degisimi meydana gelir. Bu yontemde
iizerinde degisik sayilarda kuyucuk bulunan plakalara ekimi yapilan hiicreler belirli siire
ile etkisi belirlenmek istenen madde ile muamele edilir. MTT ¢6zeltisinin uygulanmasi
sonucu olusan formazan kristalleri suda ¢oziiniir hale getirildikten sonra kuyucuklardaki
optik yogunluk spektrofotometre ile saptanir. Spektrofotometrede okunan degerin (O. D)
biiytikligi kullanilan MTT ¢6zeltisinin yogunlugu, inkiibasyon siiresi, canli hiicrelerin
sayis1 ve bu hiicrelerin metabolik aktiviteleri gibi bir¢ok faktore baghdir (Riss ve ark.,
2015).

MTT yonteminde kullanilan tetrazolyum tuzunun formazana indirgenme
mekanizmas1 tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamistir. Daha Onceleri indirgenme
reaksiyonunun mitokondriyal enzimlerce gerceklestirildigi diisiiniilse de daha sonra
yapilan ¢aligmalarda bu reaksiyonun mitokondri disinda NADH ve NADPH enzimleri
araciligiyla da meydana gelebilecegi belirtilmistir (Riss ve ark., 2015; Fotakis ve
Timbrell, 2006). MTT testi bir¢ok farkli maddenin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde
basari ile kullanilmistir (Khedmat ve ark., 2014; Eren ve Ozata, 2014; Lee ve ark., 2013).

Bu ¢aligmada alglerden elde edilen 6ziitlerin Drosophila melanogaster’in hayatta
kalis1 tizerine etkisi in vivo olarak ve ayrica insan kolon kanser hiicre hatt1 (DLD-1)

tizerine antikarsinojenik etkisi in vitro olarak MTT yontemi ile arastirildi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Antioksidanlar, atmosferik oksijen veya serbest radikaller ad1 verilen reaktif oksijen
tiirlerinin etkisi altinda olugan ve DNA dahil olmak iizere hiicrenin yapisal molekiillerine
zarar veren, oksidasyon islemlerini geciktiren veya inhibe edebilen bilesiklerdir.
Glinlimiiziin sehir yasantisi, ¢evre sorunlari, tempolu is hayati, stres gibi faktorler
nedeniyle 6zellikle ileri yaslarda veya belli hastaliklarin iyilesmesinde hiicreleri koruyan
antioksidan takviyelere ihtiyag¢ vardir. Bu durum algler gibi dogal kaynaklardan elde
edilen antioksidanlar1 besin takviyeleri veya farmasotik iirlinler olarak hayatimiza dahil
etmektedir.

Antioksidanlarin hayatta kalis ve Omiir uzunlugu tizerinde olumlu etkisinin
olduguna dair model hayvanlar ile yapilmis calismalar mevcuttur (Yakajima ve ark.,
2008; Norzagaray-Valenzuela ve ark., 2017). Bu baglamda, karotenoidler, flavonoidler,
fenolik bilesikler ve biyoaktif molekiiller gibi organizmadaki serbest radikallerin
saldirisina kars1 savunma mekanizmasina dahil olan dogal ve siirdiiriilebilir antioksidan
kaynaklar1 elde etmede alglerin 6nemi artmaktadir. Flavonoidlerin serbest radikalleri
(ROS) yok edici, antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu Sander ve ark.,
(2011) tarafindan bildirilmistir.

DNA’da mutajenite ile kanserojenite arasinda %80 oranindan fazla korelasyon
oldugu belirtilmektedir (Andrews ve ark., 1978). Antioksidanlar, siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi viicudun kendi trettigi bilesikler olabilecegi gibi
vitaminler, karotenoidler, flavonoidler, antosiyaninler, baz1 mineral bilesikleri gibi dogal
besin kaynaklarindan alinarak tiiretilebilen veya sentetik bilesikler de olabilir. Bu
nedenle, son yillarda, 6zellikle insan viicudundaki serbest radikallerin zararl etkilerini
onleme kapasitesine sahip olan alglerden dogal antioksidanlara olan ilgi artmaktadir.
Ornegin, alglerin karotenoid, fenolik asit, fukoksantin igerigi ve yag asidi profili, Foo ve
arkadaslar1 (2017) tarafindan biyoaktivite degerlendirmesi yapilarak incelendi. Bilim
Diinyasinda hayatta kalis ve dmiir uzunluguna pozitif etkisi konusunda degerli sonuglar
alinan alglerin dogal antioksidan igerigi hakkinda bir¢ok yayn bulunmaktadir (Farasat ve
ark., 2013; Marudhupandi ve ark., 2014; Nursid ve ark., 2017).

Kanser, diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de 6nemli bir halk saglhig: sorunudur ve

toplumdaki siklig1 artmaktadir (Anonim, 2012). Karsinojenite, kontrolsiiz bir bigimde
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hizla ¢ogalma egiliminde olan anormal hiicre artigin1 kapsayan hastaliga sebep olabilecek
kiimenin meydana gelmesindeki artis ve ¢ogalmasidir (Anonymous, 2018).

Diinyanin bir¢ok iilkesinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de 6nemli bir halk sagligi
sorunu olan kansere bagli 6liim orani gittik¢e artiyor. Birgok kanser tiirii olmasina karsin,
hepsinin hiicre boliinmesi kontrolii kaybi olan ortak bir hiicresel mekanizmasimin oldugu
bilinmektedir. Normalde kontrolii kaybeden veya hasari onaramayan hiicreler apoptosise
girer. Apoptoz, bir hiicrenin kendi yikimini yonlendirmesini saglayan programlanmis
hiicre oliimii olarak adlandirilir. Apoptoz, memeli gelisiminde ve ardindan doku
homeostazinda ve karsinogenezide oOnemli bir faktordiir. Bazi alg tiirlerinin
antikanserojenik etkileri oldugu anlayisi, gelecekte onemini daha da artirmistir.

Genotoksisite, gen ve kromozomlarin yap1 ve sayisinda toksik maddelerin etkisiyle
meydana gelen degisiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanin maruz kaldig1 i¢ ve
dis etkenler, yapisal ve sayisal olarak, kromozomlarda ya da genlerde mutasyonel
degisikliklere neden olmaktadir. Genotoksik maddeler direkt olarak gen veya kromozoma
etki edebilecekleri gibi DNA replikasyonu, hiicre bdliinmesi, DNA tamiri veya
metabolizmal reaksiyonlarda degisiklige neden olarak dolayli sekilde genotoksisiteye
neden olabilirler (Doak ve ark., 2012). Insanlar giinliik hayatta bircok yolla genotoksik
etkenlere maruz kalmaktadir. insan hiicresi genetik materyal iizerinde meydana gelen
mutasyonlar1 onarmak i¢in ¢esitli tamir mekanizmalarina sahiptir. Genetik materyalde
onarilamayan mutasyonlarin birikimi ise kanser gelisimine neden olabilir. Bu nedenle
organizmada genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddenin karsinojen etkiye de
neden olabilmesi miimkiindiir.

Bugtine kadar ¢esitli fiziksel maddelerin (1s1n, 151, sicaklik), kimyasallarin, ilaglarin,
gida katki maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini belirlemek
amactyla farkli test sistemleri gelistirilmis ve uygulanmistir. Bu test sistemlerinin
herbirinin digerlerine gére avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bu ¢alismada alg
(Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) oziitlerinin Drosophila melanogaster’in hayatta
kalisia etkisi ve ayrica kolon kanser hiicre hatti (DLD-1) iizerine etkisi MTT testi ile
arastirildi

Alglerin gida ve terapétik ilaglarin ham maddesi olarak anti kanserojenik etkileri
iizerine ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle son yillarda algal suslarinin anti-

kanserojen etkileri {izerine ¢aligmalar dnem kazanmaktadir. Ornegin, Kim ve ark. (2010)
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kahverengi yosunlarda bulunan fukoidanin insan kolon kanseri hiicrelerinin apoptozu
olusturdugunu bildirmistir. Huang ve ark., (2005) deniz yosunlarinin (Colpomenia
sinuosa, Halimeda discoidae ve Galaxaura oblongata) ekstraktlarinin insan hepatomu ve
16semi hiicreleri iizerindeki antitiimor etkisini incelediler ve sonuglar1 reaktif oksijen
tiirlerinin apoptotik sinyal yolaginda Onemli bir arabulucu oldugu ve yosun
ekstraktlarinin, insan 16semi hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi yoluyla
apoptozu indiikledigi seklinde yorumlandilar.

Arastirmalar, kanserin genetik ve cevresel faktorlerden kaynaklanabilecegini
gosteriyor. Genetik mirasimizi degistiremeyebiliriz ancak beslenme, yasam tarzi ve
tedavi yontemleri ile kendimizi bu hastaliktan korumak miimkiin olabilir. Ozellikle baz1
kahverengi yosunlarin i¢erigindeki antioksidantlarin, saglikli beslenme ve uzun 6miir i¢in
degerli oldugu bulunmustur (Drum, 2013). Yosunlarin antioksidan bilesenlerinin anti-
kanser etkileri iizerine bir¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin, kahverengi yosun,
Sargassum polycystum’dan izole edilen fukoidanin antioksidan ve anti-kanser etkisi,
Palanisamy ve arkadagslar1 (Palasinamy ve ark., 2017) tarafindan arastirilmis ve sonuglar
Sargassum polycystum'dan izole edilen fukoidanin gii¢lii antioksidan ve antikanser
ozelliklere sahip oldugunu géstermistir.

Hava ile kurutulmus 46 farkli deniz antitimor aktivitesi agisindan incelenmis ve
Ehrlich karsinomasina karsi pozitif etki tespit edilmistir. Kahverengi ve kirmizi alglerden
elde edilen birkag glikolipid ve fosfolipid fraksiyonu da Meth-A fibrosarkoma kars1 etkili
bulunmustur (Kwon ve ark., 2007). Yosun ekstraklarmin son zamanlarda antioksidan ve
anti-timor aktiviteleri oldugu bulunmustur. Deniz alglerinin sicak suda ¢Oziinen bir
polisakariti ve yosunun dogal bir bileseni olan Fucoidan, 6nemli apoptotik molekiilleri
hedef alarak c¢esitli kanser tiirlerine kars1 anti kanser aktivitesine de sahiptir (Kwak ve
ark., 2012; Atashrazm ve ark., 2015). Astaksantinin, antioksidan aktivite yoniinden
onemli potansiyele sahip kirmizi bir karotenoid pigment oldugu bilinir. Diger ornek,
deniz yosunlarindan tiiretilen dogal bir madde olan fukoidan, immiino-modiilator ve
sitotoksik aktivitelerdir ve potansiyel bir anti-kanser ajani olarak arastirilmigtir
(Atashrazm ve ark., 2015; Atashrazm ve ark., 2016).

Alglerin kanser iizerindeki koruyucu etkilerini gosteren bir¢ok bilimsel ¢aligma
bulunmaktadir. Ornegin, kahverengi yosun Sargassum duplicatum'dan izole edilen

laminarin ve fukoidan, in vitro kolon kanseri hiicrelerinin koloni olusumuna Kkarsi
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bulunmustur (Usoltseva ve ark., 2017). Gonzalez-Ballesteros ve ark., (2017), kahverengi
makroalglerin, altin nanopartikiillerin elde edilmesinde elde edilen ekstraktlarin kolon
rektal kanser tedavisinde onemli bir potansiyele sahip oldugunu bildirmistir. Fucoidan,
deniz kahverengisi yosunlardan ekstrakte edilen siilfatlanmig bir polisakarit, anti-kanser
de dahil olmak iizere genis biyoaktiflik yelpazesine sahiptir. Padina sp'den fukoidanin
potansiyel se¢ici sitotoksisite gosterdigi ve bir anti-kanser bilesigi gelistirilmesi i¢in umut
verici oldugu bildirilmistir (Isnansetyo ve ark., 2017). Alglerin antikanser etkilerini
arastirilmasi yoniinde halen yogun c¢alismalar devam etmektedir.

Phlorotanninler, deniz kahverengi alglerden elde edilen essiz bilesikler olarak
tanimlanmistir. Florotanninler, kahverengi yosun tarafindan ikincil metabolitler olarak
iiretilirler ve hiicre c¢eperlerinin farkli bilesenleri 1ile kompleks olustururlar.
Florotanninler, alglerin fizyolojik biitiinliigii icin gerekli olup, kimyasal savunma,
besleyici madde gorevi ve UV radyasyonundaki degisimlere yanit olarak olusan oksidatif
hasara kars1 koruma, diger organizmalarla veya abiyotik ¢evre ile olan etkilesimler gibi
birtakim 6nemli ikincil rolleri igeren hiicre duvarmin ayrilmaz bilesenleri oldugu rapor
edilmektedir (Tierney ve ark., 20113; Steevensz ve ark., 2012)

Yiiksek antioksidan potansiyelleri olan S. fusiforme'den gelen klorotannin
ekstraksiyonu ve zenginlestirilmesi i¢in bir prosediir gelistirilen bir calismada yeni
kesfedilen bazi carmalol tiirevlerini igeren Eckol tipi klorotanninlerin, Sargassum
tirlerinde ilk defa saptandigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2017).

Praiboon ve arkadaslar1 (2017) tarafindan adriamisin'e direngli bir insan kiiclik
hiicreli akciger karsinom hiicre hattma (GLC4 / Adr) karst mevsimsel toplanan
Sargassum oligocystum'un beslenme bilesenlerini ve anti-proliferatif etkinligini
arastirmistir.  Anti-proliferatif etkinlik konusunda ekstraktlardaki E vitamini (a-
tokoferol) ile pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmistir. Toplam fenolik veya
fukoksantin igerigi ile anti-proliferatif etkinlik arasinda net bir korelasyon bulunmazken
bu algin gelecekte fonksiyonel gida veya kanser tedavileri i¢in alternatif bir kaynak olma
potansiyeline sahip olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Toksik maddelerin etkisiyle meydana gelen degisiklikleri ifade eden genotoksisite
organizmanin maruz kaldig: i¢ ve dis etkenler, kromozomlarda ya da genlerde meydana
gelen mutasyonel degisikliklerin arastirilmasi ile ortaya c¢ikarilir. Genotoksik maddeler

direkt olarak kromozom veya DNA’y1 etkileyebilecegi gibi, metabolizmal reaksiyonlarda
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da degisiklige neden olarak dolayli sekilde genotoksik olabilir (Doak ve ark., 2012).
Hiicre genetik materyalinde olusan baz1 bu tip olumsuz gelismeler eger hiicrede mevcut
olam c¢esitli tamir mekanizmalarindan uygun olan ile tamir edilemezlerse kanser
gelisimine neden olabilirler. Uzmanlar bu onarilamayan mutasyon birikiminin ileri
yaslarda kanser gelisimine neden olabildigini ifade etmektedir ve organizmada
genotoksik mutajen etkiye neden olan bir maddeninbu birikimle ileride karsinojen etkiye
de neden olabilecegi ifade edilmektedir (Atl Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Genotoksik
ve karsinojenik etkilerin belirlenmesi i¢in canlilar {izerinde yapilan testlerin her birinin
digerlerine gore avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Alakwaa, 2018; Han ve ark.,
2018; Mosesso ve Cinelli, 2018; Piberger ve ark., 2018). Diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de
de 6nemli bir halk saglig1 sorunudur ve toplumdaki siklig1 artmaktadir (Anonim, 2012).
Karsinojenite, kontrolsiiz bir bi¢imde hizla ¢ogalma egiliminde olan anormal hiicre
artigin1 kapsayan hastaliga sebep olabilecek kiimenin meydana gelmesindeki artis ve

cogalmasidir (Anonymous, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Ornekleme istasyonlar

Bu ¢alismada kullanilan alg 6rnekleri (Sargassum sp. ve Cystoseira sp.) 2015 yili
agustos aymda Dogu Akdeniz kiyisinda yer alan Iskenderun Kérfezi’nin Kale ve Konacik

bolgelerinden dalarak toplanmustir.
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Sekil 3.1.1.1. iskenderun Kérfezi’nin Kale ve Konacik Bélgeleri

16



3.1.2. Alg Ornekleri

Bu ¢alismada kullanilan alg 6rnekleri (Sargassum ssp. ve Cystoseira sp.) 2015 yili
agustos aymda Dogu Akdeniz kiyisinda yer alan Iskenderun Kérfezi’nin Kale ve Konacik

bolgelerinden dalarak toplanmustir.
3.1.3. Doksorubisin

Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda pozitif kontrol olarak doksorubisin (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanildi. Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda DLD-1
hiicrelerine uygulamak {izere doksorubisin karanlik ortamda RPMI besiyerinde

¢oziildiikten sonra kullanilmistir.
3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Hiicre kiiltiirii calismalarinda biyogiivenlik kabini (Esco, Class I Biological Safety
Cabinet), hassas terazi (Mettler Toledo Ms New Classic), hiicre sayim cihazi (InVitrogen
Countess), 151k mikroskobu (Leica DMIL LED), invert mikroskop (Leica DMI6000 B),
inkiibator (Binder), mikroplak okuyucu (Biotek PowerWave XS2), otomatik pipet
(Pipetman, Gilson), santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 380R), vorteks (Heidolp Reax
Top) kullanilmistir.

3.1.5. Kullanilan Kimyasallar

Hiicre Kkiiltiirii ¢aligmalarinda RPMI besiyeri (Biological Industries), serum
(Biological Industries), tripsin-EDTA (Biological Industries), penisilin ve streptomisin
antibiyotikleri (Biological Industries), MTT boyast (Roche), PBS (Amresco), DMSO
(Merck), riboniikleaz A (Serva), propidium iyodiir (Serva), Hoechst boyas1 (Serva)

kullanilmastir.
3.2. Yontem
3.2.1. Alg Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplanan ve ayiklanan makroalgler etiivde kurutulduktan ayri ayri porselen
havanda toz haline gelinceye kadar ezildi. Ogiitiilen alglerin etanol ¢dziiciisiinde (w:v;

1:10), yatay calkalayicida (Kuhner ISF1-XC) (125 rpm) oda sicakliginda 24 saat siireyle
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ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon filtre edildikten sonra rotary evaporatér (Bucchi
Rotavapor R-210) araciligiyla etanol uzaklastirildi. Elde edilen ekstraktlar denemelerde

kullanilincaya kadar +4°C’de amber rengi siselerde muhafaza edildi.
3.2.2. Hayatta Kahs Deneyleri

3.2.2.1. Drosophila Stoklar

Calismada kullanilan Drosophila melanogaster’in sik kanat killiligi (multiple wing
hair, mwh/mwh) ve diizensiz kanat killiligi (flare, flr3/ In (3LR), TM3 Bd) genlerine sahip

iki mutant ki Ziirih Universitesi Toksikoloji Enstitiisii’nden temin edildi.
3.2.2.2. Uygulamada kullanilan kimyasallar

Bu calismada toksik etkisi daha onceden bilinen ve kemoterapide kullanilan
doksorubisin ve su, kontrol deneylerinde kullanilmistir. Ayrica hazir Drosophila besiyeri

ve doku kiiltiirii i¢in materyal ve metod boliimiinde ad1 gegen kimyasallar kullanilmistir.
3.2.2.3. Uygulama

Stoklar ve deney sistemleri 25°C ve %40-60 bagil neme ayarlanmis etiivlerde
tutuldu ve standart Drosophila besiyeri (Instant Drosophila Medium, Carolina Biological
Supply Company, Burlington, N.C.) kullanildi. Mutant soylardan 5 gilinlik mwh virjin
disilerle, ayni yastaki flr3 erkeklerinin ¢aprazlanmasindan 3 giin sonra 4’er saat araliklarla
toplanan yumurtalardan trans-heterozigot ti¢iincii donem larvalar elde edildi. Standart
besi ortamindan almarak yikanan larvalar 100’erli gruplar halinde 1,5 g besi ortami1 5 ml
belirlenen dozdaki kimyasal ile 1slatilarak ortama gdmiildii (Graf ve ark., 1989). Kimyasal
iceren standart besi ortamina alinan larvalar gelismelerini tamamlamaya birakild.
Pupadan ¢ikan ergin bireyler hafif eterle bayiltilarak diseksiyon mikroskobu altinda
cinsiyet ve fenotiplerine gore ayirt edilmistir. Her doz uygulamasi ii¢ kez tekrarlandi ve
bu tekrar gruplarindan alinan sonuglarin farkliliginin 6dnemi 2 testi yapilarak kontrol

edildi. Pupadan ¢ikan birey sayilari tespit edilmistir (Graf ve ark., 1984).
3.2.2.4. Laboratuar Kosullar

Stoklar ve deney gruplar1 25 = 1 °C ve %40-60’lik bagil nem ortaminda 6zel iklim

dolaplarinda muamele edildi ve sinekler standart besi ortamui ile beslendi.
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalart (MTT Testi) ve Hiicre Hatlan

Doksorubisinin ve alg ekstraktlariin antikarsinojenik etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulamalarla insan kolon kanseri hiicre hatti (DLD-1)’nda MTT yontemi ile
degerlendirildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilacak doksorubisin dozu Tai ve ark.,

(2013) tarafindan yapilan ¢alismaya gore uygulandi.

3.2.4. Hiicrelerin Uretilmesi ve Ekim Islemi

S1v1 nitrojen tankinda depolanan DLD-1 hiicre hatt1 ekim yapilmak {izere ¢oziiliip,
hiicreler falkon tiipe aktarildiktan sonra iizerlerine 1 ml hiicre medyumu (%89 RPMI,
%10 Fetal Bovine Serum, %1 Antibiyotik) eklenmistir. 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij
isleminden sonra siipernatant kismi atilms, tiipte kalan hiicrelerin iizerine her bir flask
icin 3,5 ml medyum ilave edilip homojenize hale getirildikten sonra flasklara ekim
yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler 37°C’de 2 giin siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur.
Hiicrelerin sayim1 otomatik hiicre sayim cihazi ile yapilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda flasklardaki medyum atilip, her flaska 0,5 ml Tripsin-
EDTA ¢ozeltisi eklenmistir. Hiicrelerin flasktan kalkmasi i¢cin 3-4 dakika inkiibasyona
tabi tutulmustur. Hiicreler tamamiyle kalktiktan sonra enzim aktivitesini durdurmasi igin
hiicrelerin {izerine 1 ml medyum eklenmistir. Enzim ve medyum karisimi falkon tiiplere
aktarilip, 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra, tiipte
kalan hiicrelerin tizerine 1 ml medyum eklenip hiicre sayimi yapilmistir. 48 kuyucuklu
plaga her kuyucukta 20x103 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin plaklara
tutunmasi icin 24 saat beklenmistir.

24 saatin sonunda plaklardaki medyum bosaltildiktan sonra bitki ekstraktlarinin 3
farkli dozu (25, 12.5, 6.25 ng/ml) ayr1 ayr1 ve doksorubisinle (10 uM) kombine olarak
uygulanmustir. Ayrica sadece besiyeri uygulanan negatif kontrol ve sadece doksorubisin
uygulanan pozitif kontrol denemeleri yapilmistir. Her kuyucuga toplam hacim 150 pl
olacak sekilde test maddesi eklenmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plaklardaki medyumlar bosaltilip tiim
kuyucuklara 100’er pl i¢inde fenol red olmayan medyum ve 25 pl MTT soliisyonu
eklenip 3,5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 100 ul MTT ¢dziiciisii (4 mM
HCI, 0.1% Nondet P-40 (NP40), izopropanol) eklenip, 15 dakika siire ile inkiibasyon
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sonrasinda, farkl bir plaga aktarilip, mikroplak okuyucuda 590 nm dalga boyunda okuma

yapilmistir. Referans dalga boyu 620 nm alinmustur.

3.2.5. istatistik Analizleri

Farkli konsantrasyonlardaki absorbans degerleri aritmetik ortalamalar1 standart
hatalar1 ile birlikte MS Excel programinda hesaplanmistir. Bu hesaplamalar grafik ve

tablo halinde sunulmustur
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Hayatta Kahs Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Diger canlilarda oldugu gibi boceklerde de dis faktorlerden olan besin sartlarinin
hayatta kalma ve Omiir uzunluguna etkisinin oldugu bilinmektedir. Algler zengin
biyokimyasal icerikleri nedeniyle gida, tip, tarim, hayvancilik ve endiistriyel alanlarda
hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadwr (Cakir ve Sarikaya, 2004). Bu ¢alismada
standart Drosophila besi yerine Sargassum sp., ve Cystoseira sp. Oziitlerinin farkl
konsantrasyonlar1 ilave edilmis ve Drosophila’nin hayatta kalma {izerine etkileri
belirlenmistir. Drosophila melenogaster’in multiple wing hair., (mwh / mwh) ve flare.,
(flr / In (3LR), TM3 Bd) mutant ¢aprazindan elde edilen transheterozigot larvalara adi
gecen iki algin farkli konsantrasyonlari dort kez uygulanmis ve sonuglar birbirleriyle
karsilagtirilmistir. Ayrica su ile kontrol deneyleri yapilmis. Deneylerden elde edilen
hayatta kalma sonuglar1 Sekil 4.1.1.”de gosterilmistir.

Sargassum sp. ve Cystoseira sp. oziitlerinin Drosophila melanogaster larvalarinin
hayatta kalislar1 {izerine etkileri ile ilgili sonuglara gore, test edilen her iki kahverengi
algden elde edilen 6ziitlerin her birinin kontrol grubuna gore, larvalarin hayatta kalis
oranlarmi pozitif yonde etkiledigi goriilmiistiir. Su kontrol grubunda hayatta kalis orani
%83 olarak bulunmustur. Test edilen 2 algde de hayatta kalis oran1 su kontrol grubuna
gore bir artig gostermistir. Alg gruplarmin su kontrole gore hayatta kalis oranlarindaki
artisa bakildiginda Sargassum sp. en az artis gosterirken (%88), Cystoseira sp. (%94) en

fazla artig gosteren grup olarak degerlendirilmistir.

0,95

=
o

0,85

Hayatta Kalma Orani

=
=)

=4
~
A

Sargassum ssp. Cystoseria sp. Kontrol

Sekil 4.1.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. dziitlerinin Drosophila melanogaster
larvalarmin hayatta kaliglar1 tizerine etkileri.
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Peng ve ark., (2011) S5mg/ml yaban mersini ekstraktin1 Drosophila melanogaster' e
uygulayarak yaptiklari ¢calismada hayatta kalma oraninin %50 oraninda arttigmni tespit
etmislerdir. Mahtab ve ark., (2008) 2mg/ml Rosa damascena' nin yetiskin Drosophila
melanogaster'e uygulamalar1 sonucunda mortalite oranini erkek bireylerde %23 ve disi
bireylerde %22 azalttigmi bildirmislerdir. Calismamiz onceki ¢alismalar ile parelellik

gostermektedir.
4.2. MTT Testinden Elde Edilen Bulgular

Canl1 hiicrelerin metabolik aktivitelerinin 6l¢limii esasina dayanan kolorimetik bir
yontem olan MTT testi ile Sargassum ssp., ve Cystoseira sp. 0ziitlerinin farkli dozlarinin
DLD-1 (insan kolon kanseri) hiicre hatt1 tizerindeki etkileri incelenmistir. Alg 6ziitlerinin
DLD-1 hiicre hatt1 iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in dziitler ayr1 ayr1 25 pg/ml,
12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml dozlarinda 24 saat siire ile hiicrelere uygulanmistir. Ayrica
Oziitin her bir dozu, 10 uM doksorubisin (Dxr) ile kombine olarak hiicre hattina
uygulanmistir. Negatif kontrol olarak hiicre hattina sadece besiyeri, pozitif kontrol olarak
sadece doksorubisin (10 uM) uygulanmistir. Yapilan uygulamalardan sonra mikroplak
okuyucudan elde edilen optik dansite (OD) degerlerine gore yapilan absorbans
degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.2.1. ve Sekil 4.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.2.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. 6ziitlerinin DLD-1 (insan kolon

kanseri) hiicre hatt1 tizerindeki farkli doz uygulamalarindan elde edilen absorbans
degerleri.

| Alg Oziit Konsantrasyonlari Ortalama Standart Hata
Dox Kontrol 0,33 0,01
[lavesiz | Sargassum sp. 25 0,45 0,02
12,5 0,51 0,10
6,25 0,33 0,03
Cystoseira sp. 25 0,51 0,01
12,5 0,44 0,07
6,25 0,36 0,07
Dox ilaveli Kontrol 0,18 0,02
Sargassum sp. 25 0,37 0,11
12,5 0,34 0,03
6,25 0,25 0,05
Cystoseira sp. 25 0,34 0,01
12,5 0,20 0,03
6,25 0,20 0,05
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Sekil 4.2.1. Sargassum sp., ve Cystoseira sp. oziitlerinin DLD-1 (insan kolon kanseri)
hiicre hatt1 tizerindeki farkli doz uygulamalarindan elde edilen absorbans degerlerinin
karsilagtirilmasi.

Suyun kontrol olarak kullanildig1 kuyucuklarda absorbans deger ortalamasi 0,33 ve
kemoterapide kulanilan doksorubisinin kontrol olarak kullanildigi kuyucuklarda ise
absorbans deger ortalamasi 0,18 bulunmustur.

Sargassum sp., Ozitilinlin 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml dozlarinin 24 saat
siire ile hiicrelere uygulanmasinda absorbans degerleri swra ile 0,45, 0,51 ve 0,33
bulunmustur. Cystoseira sp oziitliniin 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 ng/ml dozlarinda ise
bu degerler sira ile 0,51, 0,44 ve 0,36 bulunmustur.

Sargassum sp., ozitiintin 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml dozlarmin 24 saat
stire ile hiicrelere doksorubisin ile uygulanmasinda absorbans degerleri sira ile 0,37, 0,34
ve 0,25 bulunmustur. Cystoseira sp Oziitiiniin 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml
dozlarinda ise bu degerler sira ile 0,34, 0,20 ve 0,20 bulunmustur.

Alg oziitlerinin MTT test sonuglarina gore genel alg 6ziitlerinin su kontrole gore
absorban degerlerini artirdigini, fakat doksorubisin ile birlikte uygulamalarda biitiin
dozlarda absorbans degerlerinde bir diigme oldugu goriilmiistir. Bunun nedeni
doksorubisinin sitotoksik etkisidir. Fakat alg Oziitlerinin de kullanimi ile bu negatif
etkinin azaldig1 goriilmektedir. Bu sonuglar bu konuda yapilan benzer c¢alismalarin

sonuglar1 ile paralellik gostermektedir. Bunun nedeni olarak da kahverengi alglerin

23



iceriginde bulunan fukoidan benzeri antioksidan ve diger bioaktif bilesiklerin varligi

olarak yorumlanmastir.
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5. SONUCLAR ve ONERI

Bu caligmada, iki kahverengi makro alg olan Cystoseira sp. ve Sargassum sp.
cinslerine ait ¢ziitlerin in vivo olarak Drosophila melanogaster’in hayatta kalisina etkileri
ve bu alg 6ziitlerinin insan kolon kanser hiicre hattinda (DLD-1) in vitro olarak MTT testi
ile antikanser etkilerini arastirmak hedeflenmistir.

Algal 6ziitlerin i¢inde insan sagligi i¢in olumlu etkileri oldugu bilinen flavonoid,
karotenoid, fenolik bilesikler, yag asitleri gibi bilesenler oldugu ve farkli sanayi
alanlarinda fonksiyonel biyoaktifler olarak kullamildigi bilinmektedir (Arica ve ark.,
2017). Insanlarin giinliik hayatta karsilastiklar cesitli genotoksinlere kars: biyoaktif dogal
katki maddeleri igeren bitkilerin sahip olduklar1 potansiyelden yararlanilabilir.

Gilintimiizde igerdikleri bilesenler ve bu bilesenlerin saglik iizerindeki olumlu
etkileri yapilan arastirmalarla ortaya ¢ikarilan alglerin, iyilestirici etkileri iizerine birgok
calisma bulunmaktadir. Algler flavonoid ve karotenoid gibi zengin antioksidan
ozellikteki icerikleri nedeniyle cevre kirliliginin arttigi glinlimiizde alternatif besin
kaynag1 ve etken madde potansiyeli olma acisindan da onem kazanmistir. Modern
yasamin getirdigi olumsuz etkilerin hiicreler bazinda olusturdugu hasarlarin antioksidan
besin katkilar1 ile télere edilerek erken yagslanmaya neden olan metabolizmal hastaliklarin
azaltilabilecegi fikri kabul gérmektedir. Bu baglamda alglerin hayatta kalma, hiicredeki
serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve anti kanser etkileri gibi potansiyellerinin
arastirilmasi benzeri ¢caligmalar, sucul kaynaklardan alglerin 6nemini artirmaktadir.

Bu ¢alismada iki kahverengi alg (Sargassum sp., ve Cystoseira sp.) 6ziitiiniin insan
kolon kanseri hiicre hatti (DLD-1) iizerindeki etkileri incelenmistir. Canli hiicrelerin
metabolik aktivitelerinin 6l¢iimii esasma dayanan ve kolorimetik bir yontem olan MTT
testi ile Sargassum sp., ve Cystoseira sp. oziitlerinin farkli dozlarinin DLD-1 hiicre hatti
iizerindeki etkileri ile ilgili genel sonuclar, her iki alg 6ziitlinlin de absorbans1 artirdigi
yoniindedir. Bilindigi gibi Spektrofotometrede okunan absorbans degerinin (O.D)
biiyiikliigli kullanilan MTT ¢6zeltisinin yogunlugu, inkiibasyon siiresi, canli hiicrelerin
sayis1 ve bu hiicrelerin metabolik aktiviteleri gibi bir¢ok faktdre baghdir (Fotakis ve
Timbrell, 2006; Riss ve ark., 2015). Bu ¢alismada denemeler bu bilgiler gbz oniinde
bulundurularak yapilmistir. Bu durumda alg 6ziitlerinin ilavesi ile goriilen absorbansdaki

artig canli hiicre sayisinin artis1 olarak degerlendirilebilir.
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Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kemoterapik bir ila¢ olarak kullanilan
doksorubisinin diger saglikli hiicreler lizerinde de yan etkisinin oldugu bilinir. Bu
calismada incelenen iki kahverengi alg Oziitiiniin doksorubisinin DLD-1 hiicre hatt1
iizerinde olusturdugu sitotoksik etkiye katkisi incelenmistir. Bu ¢alisma sonuglari, her iki
alg 6ziitlinlin de genel olarak doksorubisinin DLD-1 hiicre hatti iizerinde olumsuz etkisini
azaltic1 yonde etki yaptigini géstermistir.

Hiicrenin fizyolojik biitiinliigiinde hiicreyi UV radyasyonu gibi dig ortamin
zararlilarma kars1 koruyan ve bazi kahverengi deniz alglerinden elde edilen essiz
bilesiklerden olan phlorotanninler (Tierney ve ark., 20113; Steevensz ve ark., 2012),
polisakkaritler ve yosunun dogal bir bileseni olan fucoidanlar veya astaksantin, gibi
antioksidan aktivite yoniinden 6nemli potansiyele sahip (Kwak ve ark., 2012; Atashrazm
ve ark., 2015) bilesenlerin antioksidan ve antikanser etkisi konusundaki caligmalardan
iimit verici sonug¢lar alimmistir. Sargassum polycystum’dan izole edilen fukoidanin
antioksidan ve anti-kanser etkisi, Palanisamy ve arkadaslar1 (Palasinamy ve ark., 2017)
ve bazi diger bilim adamlar1 (Praiboon ve ark., 2017; Li ve ark., 2017) tarafindan
arastirilmis ve gliclii bir antioksidan olan fukoidanin antioksidan ve antikanser 6zelliklere
sahip oldugunu rapor edilmistir.

Bu calisma sonuglari, arastirmak iizere segilen bu iki kahverengi algin
Drosophila’da in vivo olarak hayatta kalis {izerine olumlu etkisinin oldugunu
gostermistir. Ayrica MTT testinden elde edilen sonuglar da bu alg 6ziitlerinin hiicreleri
kontrol olarak kullanilan sitotoksik bir madde olan doksorubisinin etkisinden korudugu
ve canliligi da olumlu yonde etkiledigi seklinde degerlendirilebilir. Genetik yapimizi
degistiremeyiz, fakat antioksidan ve bioaktif madde yoOniinden zengin yeni
alternatiflerden faydalanarak, gelecekte kanser gibi hiicresel genotoksik etkenlerle olusan

saglik sorunlarini azaltabiliriz.
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