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OZET

MIKROALGAL GUNES KORUYUCU MADDELERIN URETIMIi
VE KOZMETIiKTE KULLANIM POTANSIYELININ
BELIiRLENMESI

GURLEK KLIBER, Ceren
Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Suphi S. ONCEL

Eyliil 2024, 146 sayfa

Ozon tabakasinin zarar gérmesi ve buna bagli olarak yeryliziine ulasan UV
radyasyonun artmasi giines koruyucularina duyulan ihtiyaci1 artirmaktadir.
Kozmetik {irlinlerin ciltte olusturdugu reaksiyonlar nedeniyle giivenli olmamasi
tiiketicileri ve treticileri dogal iiriin arayisina itmektedir. Bu noktada mikroalgler
evrimsel siirecte karsilastigi zorluklara karsi ¢esitli aktivitelere sahip molekiillerin
tiretimini  gergeklestirdigi i¢in dogal iirlin kaynagi olarak Onemli bir noktada
bulunmaktadir. Bu o6nemli molekiillerden UV absorplama o6zelligi olan
molekiillerin giines koruyucularinda kullanilarak sentetik kozmetik {irtinlere
alternatif olabilecegi; daha genis araliktaki dalga boylarini absorplayarak gelismis
bir giines koruma saglayabildigi gozlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, mikroalglerin
irettigi glines koruyucu maddelerin gilines kremlerine bir alternatif olusturma
potansiyelini incelemek hedeflenmistir. Uretici tiirler belirlenerek farkl
fotobiyoreaktorler ile dis alan kosullarinda iiretim gergeklestirilmistir. Dis alan
tiretimlerinde en fazla biyokiitle iiretiminin ortalama sicakliklarin mikroalglerin
optimum billylime sicakligina yakin oldugu bahar aylarinda gercgeklestigi
gbzlenmistir. Ayrica 6lgek biiylitme calismalari yapilarak pilot 6l¢ekteki panel ve
tiibiiler fotobiyoreaktorler ile iiretimleri yapilmistir. 50 L panel fotobiyoreaktdrde
Nostoc linckia sp. CALU-129 tiiriniin ikilenme siiresi 4,92 giin olarak

belirlenmistir. Elde edilen kismi saf ekstreler kozmetik formiilasyon igerisine



eklenerek hiicre kiiltiirli denemeleri ve kozmetik stabilite testleri yapilarak iirlin
potansiyeli incelenmistir. Hiicre kiiltiirii denemelerinde Nostoc sp. CALU-997
tirtinden elde edilen ekstrenin 500 upg/ml konsantrasyonda HaCaT insan
immortazile keratinosit hiicre hattin1 UV’den %20 oraninda; N. linckia CALU-129
tiriinden elde edilen ekstrenin ise 62,5 pg/ml konsantrasyonda %29 oraninda
korudugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda liretim maliyetini diisiirebilmek adina SLIC
(sequence- and ligation-independent cloning) gen aktarim teknigi kullanilarak foto
koruma 6zellikteki mikosporin benzeri amino asitlerden shinorine maddesinin E.
coli BAP1 bakterisinde basarili bir sekilde tiretimi gergeklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Mikroalgler, giines koruyucu molekiiller, mikosporin

benzeri amino asitler, heterolog ekspresyon, sitotoksisite, gen manipiilasyonu,

kozmetik triinler.



ABSTRACT

PRODUCTION OF MICROALGAL SUNSCREEN MOLECULES
AND DETERMINING THEIR POTENTIAL IN COSMETICS

GURLEK KLIBER, Ceren
PhD Thesis in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Suphi Surisvan ONCEL

September 2024, 146 pages

There is a greater need for sunscreens because of increase in UV radiation
reaching the Earth due to depletion of ozone layer. The fact that cosmetic products
used today are not safe due to the reaction on skin pushes consumers and
manufacturers to search for natural products. Currently, microalgae represent a
significant natural product source because over their evolutionary journey, they
have faced numerous challenges and have developed a variety of compounds to
overcome these obstacles. It has been observed that compounds with UV absorption
(photoprotection) properties among these valuable compounds can be used in
sunscreens as an alternative to synthetic cosmetic products; and they can even
provide more advanced sun protection by absorbing a wider range of wavelengths.
This thesis aimed to investigate the potential of sun-protective substances produced
by microalgae as an alternative to sunscreens. Producer species were identified, and
production was carried out wunder outdoor conditions with different
photobioreactors. It was observed that the highest biomass production in outdoor
conditions occurred during the spring months when average temperatures were
close to the optimal growth temperature of microalgae. Furthermore, scale-up
studies were conducted, and production was performed with pilot-scale panel and
tubular photobioreactors. The doubling time of the species Nostoc linckia sp.
CALU-129 was determined to be 4,92 days in a 50 L panel photobioreactor. The
partial pure extracts obtained were added to cosmetic formulations, and product
potential was examined through cell culture experiments and cosmetic stability
tests. In cell culture experiments, it was determined that the extract obtained from
the species Nostoc sp. CALU-997 protected the HaCaT human immortalized



keratinocyte cell line from UV radiation by 20% at a concentration of 500 pg/ml,
while the extract from the species N. linckia CALU-129 provided 29% protection
at a concentration of 62,5 pug/ml. At the same time, to reduce production costs, the
sequence- and ligation-independent cloning (SLIC) gene transfer technique was
used to successfully produce the photoprotective mycosporine-like amino acid
shinorine in E. coli BAP1 bacteria.

Keywords: Microalgae, sunscreen molecules, mycosporine-like amino acids,
heterologous expression, cytotoxicity, gene manipulation, cosmetics.



ONSOzZ

Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimiinde 2013’te baslayan lisans
egitimime 2017°de Lisans Dereceli Doktora programi ile devam ettim. Lisans
egitimim boyunca farkli alanlarda aldigim birgok ders ve staj deneyimlerim
sayesinde ¢alisma alanimi belirleyerek Mikroalgal Proses Laboratuvarinda doktora
caligmalarima baglamaya karar verdim.

Tez konumu belirlemeye calistigim donemde hayatimi etkileyen bir soruna
dogal bir ¢oziim bulabilme fikri beni oldukca etkiledi. Hayatim boyunca giinesin
zararl 1ginlanyla farkli farkli giines kremleriyle bas etmeye calistiktan sonra
mikroalglerden giines kremi ham maddesi iiretmek benim i¢in oldukca heyecanl
bir tez konusu haline geldi. Tim evrimsel siiregleri boyunca olduk¢a zorlu
kosullarla karsilasan mikroalgler bu zorlu kosullara boyun egmeden ortam
kosullarina uyum saglayabilmek adma c¢ok degerli bircok madde iireterek
hayatlarini ve tiirlerinin devamliligini siirdiirebilmisler ve bu tirettikleri maddeler
ile de bircok sektdr tarafindan popiilaritelerinde yiikselen bir trende girmislerdir.
Giinesten hem yararlanip hem de kendilerini koruyabilmek adma c¢ok degerli
maddeler treterek 6zellikleri bakimindan tiim glines kremlerinden daha giivenli bir
alternatif potansiyelindedirler. Calistigim tez konusunun ilham kaynagi sorunlara
¢oziim bulmada dogaya donmek ve bakmak felsefesidir aslinda.

Doktora siirecinde birgok zorlukla karsilastim. Ozellikle pandemi hem
calismalarimi hem de motivasyonumu olumsuz yonde etkileyen bir siiregti. Tiim bu
zorluklara ragmen caligmalarimi tamamladim ve kazandigim tecriibeler ile ortaya
bir tez koyuyorum. Zorluklarla bas etme konusunda ilham kaynagim olan

mikroalglerin tiim hayatim boyunca bana yol gostermesi iimidiyle...

[ZMIR
09/09/2024
Ceren GURLEK KLIBER
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1. GIRIS

Mikroalgler oksijeni ilk lireten organizmalardandir ve ¢ok eskiden beri var
olan bir organizma olmanin evrimsel gelisimini etkilemesi nedeniyle deniz, tatl: su,
toprak, biyolojik toprak kabuklari, kar vb. gibi neredeyse tiim habitatlarda
bulunabildiklerinden gok benzersizdirler (Gaysina et al., 2019; Kumar et al., 2019;
Percival and Williams, 2014). Mikroalgler dogal ortamlarinda stres kosullarina
siklikla maruz kalirlar, bu nedenle bu kosullara diren¢li olmak i¢in cesitli
mekanizmalar gelistirmiglerdir. UV radyasyon, reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikaller gibi stres kosullarina maruz kaldiginda, kozmetik endiistrisinin dikkatini
ceken ve 6zellikle cildi giines hasarindan koruyabilen degerli maddeler tiretmeleri
nedeniyle mikroalgler kozmetik {iriinler i¢in potansiyel aday haline gelmektedir
(Pereira, 2018). Bu degerli maddeler antioksidan, antikanser, antibakteriyel,
antiviral ve antifungal ve immiin sistemi uyarici etki gostermektedir (Gamal, 2010;
Kumar et al., 2019; Sahin, 2018). Mikroalglerin tirettigi biyoaktif maddeler, onlar1
farmasotik ve kozmetik bilesikler ve gida endiistrisi icin bir kaynak olarak ¢ok
onemli mikroorganizmalar haline getirmektedir. Insanlar, yiizyillar 6nce kitlik
yasadiklarinda siyanobakterilerin yiyecekler i¢in kullanilabilecegini kesfetmistir
(Spolaore et al., 2006). Yiizyillardir siyanobakterilerin insanlar i¢in degerli bir besin
kaynagi oldugu bilindigi halde giinlimiizde su iiriinleri yetistiriciliginde yem olarak
kullanim1 daha yaygin bir haldedir ancak artan niifusla birlikte gidaya olan talebin
de artmasi bilim insanlarinin siyanobakterilerin besin degerini yeniden
kesfetmesiyle sonuglanmis ve siyanobakteriler Ozellikle Spirulina gida

endiistrisinde popiiler hale gelmistir (Nicoletti, 2016).

Giliniimiizde kozmetik iirinlerin igerisinde kullanilan sentetik maddelerin
ciltte c¢esitli reaksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Fotosensitivite,
fototoksisite, fotoalerji ve fotokarsinojenite gibi reaksiyonlar deriye uygulanan
giines kremlerindeki kimyasal maddelerin UV ile temasi sonucu olusur ve deride
ani ya da kronik hasarlara ve sonug olarak cilt kanserine neden olmaktadir. Sentetik
maddelerin zararli etkileri nedeniyle, kozmetik arastirmalar1 dogal iirlinlere artan
bir yonelim gostermesiyle sonu¢lanmaktadir (Morone et al., 2019). Sentetik

bilesikler, diisiik stabilite ve sitotoksisite gibi nedenlerden dolay1 dogal biyoaktif



maddelerle degistirilmeye basladiktan sonra siyanobakterilerden elde edilen
biyoaktif molekiillerin aragtirllmaya baslamasi dogal {iriinlerde yeni bir ¢ag
baslamasina neden olmustur. Biyoaktif molekiiller genellikle fotosentetik
canlilardan elde edilmektedir ve bitkiler bu konuda 6nemli bir yerdedir ve birgok
iretici tarafindan tercih edilen bir secenek halindedir (Derikvand et al., 2017).
Ancak bitkilerin biiyimeleri i¢in 6zel maddelere ihtiyagc duymasit ve bunun
sonucunda pahali bir iretim gergeklesmesi, mikroalglere gore daha yavas
biliyiimesi, 151k enerjisinin biyokiitleye doniisiim veriminin diisilk olmas1 gibi
dezavantajlar1 vardir (Wagner vd., 2015). Bu nedenle mikroalgler dogal kozmetik
bilesen kaynagi olarak daha fazla popiilerlik kazanmistir (Derikvand et al., 2017).

UV’nin deride olusturdugu etkilere bakildiginda UV’den korunmak cilt
kanserinin Oniine ge¢cmek icin en 6nemli dnlemlerden biridir. UV 1sinlart UVC
(100-280 nm), UVB (280-315 nm) ve UVA (315-400 nm) 1sinlar1 olmak iizere ii¢
gruba ayrilmistir (McMillan et al., 2010). Bu isinlardan UVC iginlarinin yeryiiziine
ulagmast ozon tarafindan engellenmektedir. UVB 1sinlarinin ise %90°1 ozon
tarafindan tutulmaktadir. UVA i1smlarinin ise tamami yeryiiziine ulagmaktadir.
Hizli sanayilesme sonucu atmosferik kirleticilerdeki artis nedeniyle stratosferin
ozon tabakasi zarar gormiistiir. Bunun sonucunda da yeryiiziine ulasan UV
isinlarinin miktar1 artmigtir. UV 1sinlar1 deride farkl etkiler gostermektedir; UVB
isinlart kizariklik, yanik ve cilt kanserine neden olurken; UV A 1sinlar1 karsinojenik
degildir ve daha ¢ok yaslanmayla ile iliskilidir. Deride epidermal degisikliklerden
UVB, dermisteki degisikliklerden hem UVB hem UVA sorumludur. UVB 1sinlari
direkt olarak DNA hasarina neden olan siklopirimidin dimerleri ve 6-4
fototirlinlerin olusumuna neden olurken, UVA 1sinlar1 reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesine neden olarak dolayli bir DNA hasari olusturur (Rastogi et al., 2015;
Richa et al., 2017). UV isinlarindan korunmak iizere ortaya atilan bir terim olan
fotokoruma, radyasyon tarafindan indiiklenen deri hasar1 ve cilt kanserindeki
azalmayla belirlenir. Fotokorumay1 saglamak adina iiretilmis 14 tanesi organik, 2
tanesi organik olmayan UV filtre bulunmaktadir. Bu filtrelerin UV 1sinlarindan
korunmay1 saglamasi iki farkli yolla olmaktadir: UV igmlarini absorblama ve
yansitma. Kimyasal giines koruyucular1 (organik filtreler) UV 1sinlarmi

absorblayarak, 1sinlar1 daha diisiik bir enerji ve 1s1 olarak hiicrelere yayar ve



hiicreleri bu 1sinlardan korur. Fiziksel gilines koruyuculari (organik olmayan
filtreler) ise giines 1sinlarini yansitarak ve dagitarak hiicreleri bu zararli UV
1sinlarindan korur. Mikroalglerden elde edilen giines koruyucu molekiiller kimyasal
giines koruyucular gibi davranarak zararli UV 1smlarimi daha diistik enerji ve 1s1
halinde hiicrelere yaymaktadir. Ayn1 zamanda uyarilmig hiicrelerin kararli hale
gelmesini saglayarak reaktif oksijen tiirlerinden hiicreyi korumaktadir (Nafisi and
Maibach, 2017). Reaktif oksijen tiirleri dolayli olarak DNA hasarina neden olmakta
ve timor olusumunu tetiklemektedir. Bu nedenle gilines koruyuculariin
kullanilmast cilt kanserinden korunmak ic¢in olduk¢a onemlidir. Cogu giines
koruyucunun formiilasyonunda kimyasal ve fiziksel filtreler bir arada
kullanilmaktadir ancak buna ragmen cildi UVA ve UVB’den aym anda
koruyamiyor olabilir ve ayn1 zamanda ¢evreye, 6zellikle deniz organizmalarina ve
insan cildine ciddi zararlar verebilir (Downs et al., 2016; Raffa et al., 2019).
Kimyasal ve fiziksel filtrelerin cilde verdigi zararlar nedeniyle son yillarda giinesten
korunurken ayni zamanda cilde hasar vermemek icin giivenli olan biyoaktif
tirtinlere yonelim bulunmaktadir (Derikvand et al., 2017; Kim et al., 2015). Bu
noktada siyanobakterilerden {iretilen biyoaktif molekiiller, farmasotik ve
kozmetiklerde bir¢ok fonksiyon saglamalari ile bilinmektedir. Siyanobakteriler UV
isinlarindan yararlanirken ayni zamanda kendilerini koruyabilmek adma gesitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan kozmetik sektorii i¢in en
onemlisi giines koruyucu molekiillerin tiretimidir. Bu molekiiller genis spektrumlu
UV koruma saglarken ayn1 zamanda oldukga fotostabildir ve herhangi bir toksik
etkisi bulunmamaktadir (Lawrence et al., 2018). Mikroalglerin iirettigi giinesten
koruyucu molekiiller, kimyasal giines koruyuculari gibi davranir ve UV radyasyonu
emer ayrica uyarilmis hiicreleri stabil hale getirerek hiicrenin oksidatif stresten
korunmasini saglar. Mikroalglerden tiiretilen, sporopollenin, mikosporin benzeri
amino asitler (MAA), sitonemin gibi birgok biyoaktif bilesik gilines koruyucu
ozelliklere sahiptir (Priyadarshani and Rath, 2012).

Bu tez ¢aligmasinda, mikroalg tiirleri mikosporin benzeri amino asit liretme
kapasitelerine gore taranmis ve secilen tiirler ile maliyeti en aza indirmek agisindan
tretimler planlanmistir. Bunun i¢in yapay bir 151k kaynagi kullanmadan dis alan

tiretimleri gercgeklestirilmistir. Ayrica pilot Olgekli biyoreaktdr iiretimleri de



gerceklestirilmistir. Uretimler sonrasinda elde edilen biyokiitleden kismu
saflagtirma yapilarak mikosporin benzeri amino asit igeren ekstreler elde edilmis ve
kozmetik stabilite testleri ile sitotoksisite testleri yapilmistir. Uretim maliyetini
azaltabilmek adina ayrica mikosporin benzeri amino asit gen bolgesi bakteriye
aktarilarak, heterolog olarak mikosporin ekspresyonu saglanmistir. Tez calismasi
boyunca mikosporin benzeri amino asitlerin lretimine ii¢ farkli acidan
yaklagilmistir ve boylelikle hem laboratuvar ortaminda hem dis alanda hem de

bakteride tiretimlerinin gergeklesebildigi gozlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Mikroalgler

Mikroalgler genellikle boyutlar1 1-50 um arasinda degigsmekte olan, bazi
tiirlerinde 0,2 um gibi oldukga kiiciik bazi tiirlerinde ise 200 um gibi oldukga biiyiik
boyutlara da ulasabilen, fotosentez yapabilme oOzelligindeki mikroskobik
canlilardir. Hem prokaryot 6zellikte (siyanobakteriler) hem de dkaryot 6zellikte
(yesil algler, kirmiz1 algler, diatomlar, vs.) olabilmektedirler. Taksonomik olarak
baz1 caligmalar prokaryot Ozellikte olan siyanobakterileri ayr1 bir simif olarak
incelese de ozellikle ekolojik ve uygulamali bilimlerde benzer ekolojik rolleri
oldugu i¢cin ve fotosentez yapabildikleri icin temel farkliliklarina ragmen

siyanobakteriler mikroalgler altinda incelenmektedir (Metting, 1996).

Mikroalgler diinyadaki yasamin en basindan beri bulunan atmosferdeki
karbondioksiti ve giines 151811 kullanarak fotosentez yaparak {lirettigi enerjiyi
kimyasal olarak depolayan ve atmosfere oksijen salan bir canlidir. Yaklagik 1,5
milyar yildir diinyada olan bu canlilar, atmosferin oksijenlenmesinde rol
oynamislar ve evrimsel siirecinde farkli ortam kosullarina uyum saglayarak tiiriiniin
devamliligint saglamigtir. Mikroalglerin tiim evrimsel siiregleri incelendiginde
biyogeokimyasal dongiide 6nemli bir rol oynamalarinin yani sira, su yasaminin
onemli bir parcasidirlar. Sudaki kimyasallarin bulunurlugunun, miktarinin ve
dagilimin1 diizenleyerek besin agimi 6nemli 6lgiide kontrol ederler (Lobus and

Kulikovskiy, 2023).

Mikroalgler ile ilgili ¢aligmalar 1940’larda fotosentez ve biiyiik olgekli
iretimler {izerine baslamistir. 1940-1960 yillar1 arasinda calismalar daha g¢ok
mikroalglerin biyoyakit iiretimi i¢in ve gida kaynagi olarak kullanimina
odaklanmistir. 1970 ve 1980 wyillarinda ise agik havuz sistemleri ve
fotobiyoreaktorler olmak tizere biiyiik dlgekli iiretim sistemleri {izerine ¢aligmalar
yapilmaya baglanmigtir (Li et al., 2008). Mikroalglerin biyolojisi ve optimum

bliylime kosullar1 agisindan oldukca 6nemli gelismeler gerceklestirilmistir. Bu



yillarda ayrica beta-karoten ve astaksantin gibi 6nemli maddelerin ticari olarak
iiretimlerine baglanmistir. 1990-2000°1i yillara bakildiginda ise biyoteknoloji ve
genetik miihendisligindeki 6nemli gelismelerle birlikte mikroalgal {iretimlerin
verimliliginin artirilmasi saglanmais ve enerji ve gida sektorleri disindaki sektorlerde
de yeni uygulamalar1 gozlenmistir. Bu yillar arasinda mikroalgler biyoyakait,
nutrasotik ve farmasotik sektorleri igin ticarilestirilmeye baslamistir. Yapilan
calismalar genellikle algal biyoyakit iiretimi ve spesifik maddelerin daha yiiksek
verimde {iretimi i¢in genetigl degistirilmis suslarin elde edilmesi {iizerine
yogunlagsmistir (Deepa et al., 2023). 2010 sonras1 “siirdiiriilebilirlik” kavraminin
onem kazanmasi ile birlikte mikroalglerin enerji, gida ve saglik sektorlerinde dncii
hale geldigi sdylenebilmektedir. Yillar icinde yapilan ¢alismalarla birgok tiiriin
optimum biiyiime kosullar1 belirlenmis ve fotobiyoreaktorlerde kontrollii tiretimleri
gerceklestirilebilmistir. Ayn1 zamanda hasat tekniklerinin gelismesi ve biyorafineri
yaklagimiyla mikroalgal tiretimlerden elde edilen biyokiitlenin birden fazla amag
icin kullanilabilmesi siirdiiriilebilir bir gelecek i¢in mikroalglerin potansiyelini 6ne

cikarmaktadir (Barros et al., 2015; Occhipinti et al., 2024).

2.2 Mikroalglerin Kullanim Alanlar:

Mikroalglerden elde edilen biyokiitle ya da bilesikler, gida, kozmetik,
farmasoétik, nutrasotik gibi farklt endiistriler tarafindan yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Huang et al., 2024). Farmasotik sektorii tarafindan kullaniminin
yayginlagsmasi,  Ozellikle antikanser  Ozellikte  bilesikleri  {irettiklerinin
kesfedilmesine ve insan sagligi agisindan yine 6nemli bir¢ok 6zellikte anti-obezite,
anti-hipertansiyon ve kardiyovaskiiler koruma saglamasi ile alakalidir (Ampofo and
Abbey, 2022). Gida sektorii tarafindan ise zaten halihazirda binlerce yildir gida
olarak tiiketildiginden kullanimin artmasindan s6z edilebilmektedir. Artan
popiilasyonun protein ihtiyacini karsilayabilmek i¢in siirdiirtilebilir bir gida kaynagi
olarak goriilen mikroalglerin baz tiirlerinin hem yiiksek protein igerigi ve hem de
“genellikle glivenli kabul edilen” (generally recognized as safe (GRAS)) listesinde
yer almasiyla gida sektorii tarafindan ilgi ¢ekiciligi de oldukga artmustir (Torres-

Tiji et al., 2020). Nutrasotik sektorii ise aslinda hem farmasotik hem de gida



enddistrisinin birlikteligi ve ortak ilgisiyle mikroalglerin 6nem kazandig1 bagka bir
sektor haline gelmistir. Insanlarin beslenme sekilleri, pandemi gibi tiim diyet ve
yasam seklini etkileyen faktorler, hizli ve hazir gidalarin tiiketiminin artmasiyla
insanlar yeteri kadar dengeli beslenememektedir ve diyetlerini takviye gida ve
vitamin alimi ile destekleyerek saglamaktadir. Mikroalglerin iirettigi bilesiklerin de
sagliglt olumlu ydnden etkileyen bu takviye gida maddelerinden oldugu ve
mikroalgler tarafindan hizli bir sekilde iiretilip dogal yollardan alinan besinlerin
yerini doldurabildigi gézlenmistir (Tan et al., 2023). Kozmetik sektorii agisindan
Onemi ise mikroalgler tarafindan iiretilen bazi bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin
one cikmasiyla birlikte, UV koruyucu, anti-enflamatuvar, yaslanma karsiti gibi
0zelligi olan maddeler iiretebilmeleridir. Mikroalglerden elde edilen bazi biyoaktif
bilesikler, tretici tiirler ve farkli sektorlerdeki kullanim alanlari Tablo 2.1°de

listelenmistir.

Etraflica tim sektorlerin mikroalglere olan ilgisi incelendiginde trettikleri
degerli bilesiklerin yam1 sira mikroalglerin kolay ve hizli bir sekilde
yetistirilebilmesi ve cevre konusunda bilinglenen tiiketicinin siirdiiriilebilir ve
“dogal” trtinlere yonelmesi artan bu ilgi tizerinde oldukga etkili olmustur (Castro
et al., 2023). Bitkisel ya da denizel kaynakli {irinlerin yine ayn1 6zelliklere sahip
oldugu ayrica ekosisteme zarari olmadig1 ve siirdiirtilebilir olduklar bilinse de
mikroalgler kullanilarak yapilan iiretimlerin ¢ok daha etkili oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle bu sektorler tarafindan gelecek vaat ettigi diisliniilen ve tizerine birgok
Ar-Ge calismasi yiiriitiillen mikroalglerin bir¢ogunun potansiyel birer iireticiye

doniisecegi ongoriilmektedir.



Tablo 2.1. Mikroalglerden elde edilen bazi biyoaktif maddeler, iireten tiirler ve kullanim alanlari.

Kullanim Alanlari

Biyoaktif Mikroalg Gida ve
Madde Tiirit Nutrasotik Farmasotik Kozmetik Kaynak
Antioksidan, Yaslanma karsiti,
antienflamatuvar, antioksidan, cilt (Higuera-
Haematococcus | Antioksidan, kardiyovaskiiler saglik, | nemlendirici, UV Ciapara et al.,
Astaksantin pluvialis gida takviyesi sinir koruma koruma 2006)
Antioksidan, pro- Cilt koruma,
Dogal gida vitamin A aktivitesi, yaslanma karsiti,
boyast, pro- bagisiklik sistemini antioksidan, UV (Rao et al.,
f3-karoten Dunaliella salina | vitamin A destekleyen takviyeler | koruma 2013)
Chlorella
vulgaris,
Nannochloropsis
gaditana, Antioksidan, Antioksidant,
Scenedesmus Fonksiyonel antienflamatuvar, anti- | antienflamatuvar, cilt | (Delsante et
Fenolikler spp. gida kanser bakim kremi al., 2022)
Porphyridium Antioksidan,
cruentum, antienflamatuvar, tipta Antienflamatuvar,
Spirulina Dogal gida tanida floresan antioksidan, (Lietal,
Fikobiliprotein | platensis boyast isaretleyici olarak nemlendirici 2022)
Antioksidan,
antienflamatuvar, sinir | Yaslanma karsiti,
Spirulina Dogal gida koruyucu, antienflamatuvar, cilt | (Silvaetal.,
Fikosiyanin platensis boyast hepatoprotektif bakim kremi 2023)
Anti-obezite, anti-
diyabetik, antioksidan, | Cilt beyazlatici,
Phaeodactylum | Fonksiyonel anti-enflamatuvar, anti- | antioksidan, (Méresse et
Fukoksantin tricornutum gida kanser yaslanma karsiti al., 2020)
Mikosporin Porphyridium, UV koruma, (Sen and
Benzeri Amino | Chlamydomonas, | Fonksiyonel UV koruma, yaslanma | yaslanma karsiti, Mallick,
Asitler Nostoc gida karsiti, antioksidan antioksidan 2021)
Crypthecodinium
cohnii,
Schizochytrium
Omega-3 Yag | spp., Gida takviyesi, | Kardiyovaskiiler, beyin | Cilt bariyerini
Asitleri (DHA, | Nannochloropsis | fonksiyonel ve goz saghigi, koruma 6zelligi, (Mimouni et
EPA) spp. gida antienflamatuvar nemlendirici al., 2015)
Bagisiklik sistemi
aktivitesini diizenleyici | Nemlendirici, (Casas-
Porphyridium Fonksiyonel ajan, antienflamatuvar, | yaslanma karsiti, cilt | Arrojo etal.,
Polisakkaritler | cruentum gida antiviral, antikoagulant | koruyucu 2021)




2.2.1 Kozmetikte Mikroalgler

Son yillarda kozmetik sektorii, formiilasyonlarinda dogal ve siirdiiriilebilir
igerikleri kullanmaya baslamistir. Bu noktada mikroalgler ftrettikleri oldukga
zengin igerikli biyoaktif bilesikler nedeniyle ve siirdiiriilebilirlikleri acisinda
kozmetik sektoriinde oldukga bilinen mikroorganizmalar haline gelmistir (Alassali

etal., 2016).

Ozellikle siirdiiriilebilirligin énem kazanmasiyla beraber mikroalgler de
kozmetik sektorii icin 6nemli hale gelmistir. Mikroalglerin kozmetik sektorii i¢in
popiiler hale gelmesi oncesinde dogal ve siirdiiriilebilir kaynak olarak bitkisel
maddeleri igeren kozmetik {iriinler 6nemli bir noktadaydi ancak bitkilerin
geleneksel liretiminin aksine, mikroalgal {iretimin kapali ve kontrollii kosullarda
minimum alan ve su kullanarak gerceklestirilebiliyor olmasi onlar1 daha
stirdiirtilebilir bir alternatif haline getirmistir (Derikvand et al., 2017). Biiylime
hizlarinin daha yiiksek olmast, yil boyu iiretimin gerceklestirilebilmesi ve iiretimin
daha yiiksek verimli gerceklestirilebilmesi nedeniyle mikroalgal igerikli
kozmetikler daha siirdiiriilebilir triinler olarak goriilmektedir.  Ayrica,
mikroalglerin kozmetik {iiretimlerinin ekolojik ayak izinin diisiirtilmesine katki
saglayacagi diisiniilmektedir (Santoso et al., 2023). Cinkii iretimlerinde
karbondioksitin tutulmasi ve atik su biyoremediasyonu saglanabilmektedir ve bu da

endiistriyel faaliyetin zararh etkilerinin bir kismin1 azaltabilmektedir.

Mikroalglerin iirettigi genis yelpazeli biyoaktif maddeler cilt ve sa¢ bakimi
agisindan olduk¢a onemlidir (Mohamed Abdoul-latif et al., 2021). Cilt saghgi ve
gorilintlisii  agisindan mikroalgler tarafindan {iretilen vitaminler, mineraller,
proteinler, lipitler ve pigmentler cok dnemlidir. Ornegin, yiiksek antioksidan igerigi
cildin cevresel kirliliklerden korunmasina yardimci olurken, nemlendirici ve

yenileyici 6zellikleri cildin nemlenmesini ve onarimini desteklemektedir.

Mikroalgal biyokiitle temel vitaminler agisindan oldukea zengindir. Ozellikle
beta-karoten (A vitamini) agisindan degerli bir iretici oldugu yapilan ilk

caligmalarda ortaya konmus ve ticarilesmesi yine erken yillarda basarili bir sekilde
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gerceklestirilmisgtir (Lucia Morocho-Jacome et al.,, 2020). Dunaliella salina
tarafindan yiiksek miktarlarda iiretilen beta-karoten, yiliksek antioksidan 6zelliginde
ve A vitamini Onciisiidiir (Celente et al., 2022). Yiiksek antioksidan 6zelligi
sayesinde yaslanma karsit1 6zellik gostermektedir (Zheng et al., 2022). Genellikle
cildi oksidatif stresten korumak amaciyla kremlerde, losyonlarda ve serumlarda
kullanildig1 ve cilt tonunu esitleyerek cildi saglikli bir goriintiiye ulastirdigi
gozlenmistir (Wang et al., 2022). Beta-karoten iiretiminin basarili bir sekilde
gergeklestirilmesi mikroalgal iiretimlerin ticarilestirilmesi agisindan Onciiliik
etmistir. Mikroalgler ayrica B, C ve E vitaminleri agisindan da zengindir (Koyande
et al., 2019). Bu vitaminler cilt yenilenmesinde, kolajen sentezinde ve oksidatif
strese karsi cildi korumada kritik bir rol oynamaktadir. Kalsiyum, magnezyum,
potasyum gibi temel mineraller de mikroalglerde bulunmaktadir ve cildin
nemlendirilmesi ve elastikiyeti agisindan O6nemli kozmetik iceriklerindendir
(Koyande et al., 2019). Mikroalgler cilt onarimi, yenilenmesi ve cilt bariyerinin
korumasi agisindan 6nemli olan protein ve amino asitlerce de zengindir. Yag
asitlerinden omega-3 ve omega-6 iretimi de mikroalgler tarafindan
gerceklestirilmektedir ve bu yag asitleri de yine ayni sekilde cildin nem bariyerini
korumak ve ciltten su kaybini 6nleme agisindan énemli maddelerdir (Barta et al.,
2021; Nayak et al., 2020). En ¢ok bilinen karotenoid olan astaksantin ve en yaygin
fikobiliprotein olan fikosiyanin oldukga yliksek antioksidan aktivite gostermektedir
ve cildi ¢evresel stres kosullarindan koruma agisindan kozmetik formiilasyonlari
icin 6nemlidir (Dutta et al., 2023). Cevresel stres kosullarindan biri olan UV
radyasyondan koruyan bir bilesik olan mikosporin benzeri amino asitler
mikroalgler tarafindan iretilmekte ve genis bir aralikta UV radyasyonunu

absorplayarak giines koruma etkisi gosterebilmektedir (Sen and Mallick, 2021).

Kozmetik iirtin kullanicilar1 6zellikle son yillarda artan ¢evresel farkindalikla
beraber kullandiklar1 {riinlerle ekosisteme miimkiin oldugunca az zarar verme
gayretindedirler. Mikroalglerin dogal ve gevre dostu iiriinler iiretebiliyor olmalar1
kullanicilarin bu gayretini tatmin edecek noktadadir. Kozmetik endiistrisi, iiriin
stabilitesini ve etkinligini korurken faydalarin1 en st diizeye cikaracak sekilde
dogal bilesenleri dahil etmek i¢in siirekli olarak calismalar yapmaktadir. Mikroalg

ekstreleri, yliksek performansli serumlardan ve nemlendiricilerden canlandirici
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maskelere ve sa¢ bakim iirlinlerine kadar ¢ok c¢esitli formiilasyonlara entegre
edilmektedir (Imbimbo et al., 2024; Martinez-Ruiz et al., 2022; Yang et al., 2023).
Cok yonliiliikleri hem aninda hem de uzun vadede faydalar sunan {iriinlerin

gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

Avantajlarima ragmen, kozmetiklerde mikroalg kullanimiyla alakali bazi
zorluklar bulunmaktadir. Mikroalg ekstrelerinin ya da saf madde elde ediminin
maliyeti yiiksek olabilmektedir ve bu da iirlin fiyatlandirmasini etkileyebilmektedir
(Mourelle et al., 2017). Ayrica bu maddelerin stabilite ve etkinlikleri saglamak
dikkatli arastirma ve gelistirme gerektirmektedir (De Luca et al., 2021). Bu
dezavantajlart nedeniyle hali hazirda piyasada bulunan kozmetik {iriinlerin yerini

alabilmeleri icin ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

2.3 Mikosporin Benzeri Amino Asitler (MAA)

UV koruma saglayan molekiillerin kesfi 1960’lara dayanmaktadir. ilk olarak
1960 yilinda denizanalarinda Wittenburg tarafindan daha sonra 1961 yilinda
Tsujino tarafindan kirmizi alglerde ve 1969 yilinda Shibata tarafindan mercan
ekstrelerinde oldukg¢a giiclii UV absorplama 6zelligi olan maddeler kesfedilmistir.
Bu maddelerin UV 1sinlarin1 310-360 nm araliginda absorplayabildigi belirtilmis

ancak maddelerin karakterizasyonu yapilmamstir (La Barre et al., 2014).

Mikroalgler giines 1sinlarmi kullanirken ayn1 zamanda bu 1sinlarin zararl
etkilerinden kendilerini korumak adina farkli mekanizmalar gelistirmistir. Giines
koruyucu kii¢iik molekiillerin tiretimi ve depolanmasi da bu mekanizmalardan
biridir. Bu kii¢iik giines koruyucu maddelerden biri olan mikosporin benzeri amino
asitler (MAA), UV isinlarini absorplayarak kimyasal enerji halinde hiicre igerisine
bu enerjiyi dagitir ve bdylelikle hiicreyi UV 1ginlarina bagli olusan DNA hasarindan
korumaktadir (Bhatia et al., 2011; Sun et al., 2020).

MAA'’lar diisiik molekiiler agirlikli, kiiclik boyutlu, renksiz, olduk¢a stabil
sekonder metabolitlerdir ve mikroalgler tarafindan iretilmektedir (Vega et al.,

2021). Maksimum absorplama dalga boylart MAA tiiriine gore degismekle birlikte
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310-365 nm araligindaki dalga boylarindaki 1sinlar1 absorbe edebilmektedirler ki
bu da UVA ve UVB radyasyon dalga boylarinin araligindadir (McMillan et al.,
2010; Sun et al., 2020).

2.3.1 Yapasi ve biyosentezi

MAA’lar tipik olarak bir aminosikloheksenon veya bir aminosikloheksimin
halkasindan olusmaktadir. Bu halkalara eklenen amino asitlerle birlikte, UV
radyasyonunu absorplama yeteneklerini artmaktadir (Tartarotti and Sommaruga,
2006).

MAA’larin biyosentezi, basit amino asitleri karmasik, UV absorplayan
bilesiklere doniistiiren bir dizi karmasik biyokimyasal reaksiyonu icermektedir. UV
maruziyeti sonrasinda biyosentez baslamaktadir. Marin mikroalglerde pentoz fosfat
yolagt ile MAA sentezinin gergeklestigi bilinmektedir. Sedoheptuloz-7-fosfat,
farkli enzimlerle MAA’lar i¢in 6ncii olan 4-deoksigadusolii olusturur. Farkli amino
asitlerin bu ¢ekirdek yapiya baglanmasi ile farkli MAA’lar elde edilmektedir (Peng
etal., 2023).

MAA’lar  azot  siibstitiientleri  iceren = aminosiklohekzenon  ve
aminosiklohekzimin halkalarindan olusan diisiik molekiiler agirlikli molekiillerdir
(Peng et al., 2023). Siklohekzenon gruplari okso-MAA’lar, siklohekzemin gruplari
imino-MAAlar olarak adlandiriimaktadir (Torres et al., 2018). Iki ana MAA tiirii
olan mikosporin-glisin ve mikosporin-taurin  aminosiklohekzenon grubu
MAA’lardandir ve aminosiklohekzenonlara bir amino asit baglanmasiyla
olugmaktadir. Aminosiklohekziminler ise bir amino asit, metilamin ya da amino
alkoliin tigiincli karbon atomuna enaminon kromoforunun ise birinci karbon
atomuna baglanmasiyla olugsmaktadir. Genellikle MAA halka yapisinin {igiincii
karbon atomunda bir glisin substitiienti bulunur ancak imin grubu MAA’larda
glikozidik baglar ve siilfat esterleri de bulunabilmektedir. Siklohekzenon MAA’lara
gore imin gruplar1 ¢ok daha fazla g¢esit barindirmaktadir (Peng et al., 2023).
Mikosporin glisine serin eklenmesiyle elde edilen shinorine, treonin eklenmesiyle

elde edilen porphyra-334 gibi imino-MAA’lar primer olarak adlandirilirken amino
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asit yan gruplarinda gergeklesen cesitli modifikasyonlar ile de asterina-334,
palythiol gibi sekonder imino-MAA’lar elde edilmektedir (Torres et al., 2018).
MAA’lar maksimum absorpsiyon degerleri 310 ile 360 nm dalga boylar1 arasinda
yogunlagsmaktadir. Molekiilde bulunan konjiige cift baglarin varlifina ve yan
gruplarin ve azot substitiientlerine bagli olarak maksimum absorpsiyonlari
degismektedir. Siklohekzenon yapisindaki MAA’larin maksimum absorpsiyonu
310 nm iken siklohekzilamin yapilarinda 360 nm’lerdedir (Peng et al., 2023). Farkli
MAA ’larin yapilar1 ve maksimum absorpsiyonlar1 Tablo’da verilmistir. Boylelikle
genis bir spektrumda UVA ve UVB 1sinlarin1 absorplama 6zellikleri oldugundan
bahsedilebilmektedir.

2.3.2 Giines Kremi Olarak MAA’lar

MAA’lar UVA ve UVB isinlarini gii¢lii bir sekilde absorplama 6zellikleri ile
bilinen maddelerdir. Organizmalar1 zararh giines 1sinlarindan korumak i¢in etkili
bir sekilde UV radyasyonunu absorbe edebilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle

giines kremi olarak kullamlmak iizere umut vaat etmektedir (Alvarez-Gémez et al.,

2019).

Sentetik UV filtrelerinin aksine MAA’lar dogal maddelerdir. Biyobozunurdur
ve ciltteki olumsuz etkileri ¢ok daha azdir. Bu da onlar1 6nemli ¢evre dostu ve
hipoalerjenik kozmetik {iriin haline getirmektedir (Rosic et al., 2023). UV filtrelere
kiyasla ayn1 zamanda daha stabildirler. Giines kremlerinin sicakliktan
etkilenmemesi olduk¢a Onemlidir. MAA’lar sicaklik, pH degisimi gibi
degisikliklerden etkilenmeden yapilarin1 ve fonksiyonlarmi korumaya devam

etmektedir (Vega et al., 2021).

Giines kremi formiilasyonunu gelistirme arayisinda olan kozmetik sektorii
tarafindan diger UV filtrelerinin yam1 sira yalnizca MAA’lar iceren kremler
olusturabilme potansiyelini arastirilmaktadir. Suda ¢Ozilinlir olan ve yiiksek
fotostabilite gdsteren MAA’larin benzersiz Ozelliklerinden yararlanarak giines
kremlerinin etkinligini artirmay1 amacglamaktadir. MAA’larin UVB bolgesinde UV

radyasyonunu absorplama yetenegi, absorbans maksimumlariyla kanitlandig1 gibi,
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giines kremi formiilasyonlar1 igerisinde bulunan UV filtreleri etkili bir sekilde
tamamlayabileceklerini gostermektedir (Soilan et al.,, 2024). MAA’larin
fotostabilitesi ¢esitli analitik tekniklerle dogrulanarak kozmetik formiilasyonlarinda
stabil kalarak uzun siireli raf 6mrii i¢in de uygun olduklarini gostermektedir (Soilan

etal., 2024).

Istenen UV bolgesinde maksimum absorbansa sahip uygun MAA’y1 segmek,
etkili giines kremleri formiile etmek i¢in ¢ok dnemlidir. Arastirmalar, MAA’larin
kapsamli giines korumasi saglamak icin kritik éneme sahip olan UVA ve UVB
bolgelerinde, 6zellikle gesitli dalga boylarinda UV radyasyonunu absorplayacagini
gostermektedir (de la Coba et al., 2019). MAA’larin giines kremi formiilasyonlarina
dahil edilmesi yalnizca UV korumasini artirmak agisindan degil, aynt zamanda cilt
ve gevre icin gesitli sorunlara yol neden olan sentetik UV filtrelerinin de
azaltilmasina olanak tanimaktadir. Ornegin, giines kremi formiilasyonlarinda
MAA’larin kullanim ile diger UV koruyucu kimyasal filtrelerin konsantrasyonu
azaltilarak olumsuz reaksiyon riskinin en aza indirebilecegi diisiiniilmektedir (de la
Coba et al., 2019).

MAA igeren giines kremlerinin formiilasyonu ayrica c¢oziintirlikklerini ve
stabilitelerini de dikkate almalidir. MA A’larin tipik olarak suda ¢6ziiniir oldugu g6z
oniine alindiginda, ¢esitli cevre kosullarinda stabilitelerini ve etkinliklerini koruyan
formiilasyonlar gelistirmek esastir. Bu formiilasyonlarin gelistirme siirecinde
stabilite testleri, etkinlik degerlendirmeleri ve gilivenlik degerlendirmeleri ¢ok
onemlidir. Bu tiir testler, son {irliniin yalnizca yeterli UV korumasi saglamasin
degil, ayn1 zamanda tiiketici kullanimi igin giivenli olmasini da saglamaktadir (Ma

and Yoo, 2021).

MAA igeren giines koruyucu formiilasyonlarinin son paketleme siireci,
etkinliklerini korumak i¢in kritik 6neme sahiptir. Paketleme, formiilasyonu
zamanla aktif bilesenleri bozabilecek 151k ve hava maruziyetinden koruyacak
sekilde tasarlanmalidir. Ciinkii yeterli sekilde korunmazlarsa fotokimyasal

kararliliklar tehlikeye girebilir (Losantos et al., 2015).



15

UV absorplama 6zelliklerine ek olarak, MAA’larin antioksidan ozelliklere
sahip oldugu da yapilan caligmalarla gdsterilmistir, bu da gilines koruyucu
formiilasyonlarinda bilesen olarak cekiciliklerini daha da artirmaktadir. Bu
bilesikler UV radyasyona maruziyet sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
stiptirebilir ve boylece fotoyaslanmaya ve cilt hasarina karsi ek bir koruma katmant
saglayabilmektedir (Rosic, 2019). MAA’larin bu etkileri, degerli UV radyasyonunu
absorplamak ve serbest radikalleri siipiirmek, sayesinde bu bilesikleri cilt sagligini
korumay1 amaglayan gelismis gilines kremlerinin formiilasyonunda potansiyel

bilesikler olarak dnemli bir noktaya getirmektedir.

Sonug olarak, MAA’larin giines kremi formiillerine entegre edilmesi, tiikketici
giivenligini ele alirken UV korumasini artirmak i¢in umut verici bir yol

sunmaktadir.

2.4 Mikosporin Benzeri Amino Asitlerin Heterolog Ekspresyonu

Mikosporin benzeri amino asitlerden (MAA) biri olan shinorine maddesinin
biyosentezi Escherichia coli’de heterolog ekspresyonu ile aydinlatilmigtir ve
shinorine biyosentezi MAA biyosentezinde model bir yolak haline gelmistir.
Anabaena variabilis ATCC 29413’te shinorine biyosentezine ait dort gen bolgesi
kesfedilmistir: ava 3855 ve ava 3858 gen bolgeleri arasindaki dort gen bolgesi
(Sekil 2.1a). Shinorine sentezindeki ilk adim sedoheptuloz-7-fosfatin (SH-7P), 2-
dimetil-4-deoksigadusole (DDG) ¢evrilmesidir. Daha sonra DDG, mikosporin
benzeri amino asitlerin ana bileseni olan 4-deoksigadusole (4-DG) gevrilir. Farkli
gen bolgelerinin iglevleri ile farkli mikosporin benzeri amino asitler elde edilir

(Sekil 2.1b) (Katoch et al., 2016).

Her ne kadar iiretim yolaklar1 kesfedilmeye baslanmigsa da hala tam olarak
anlagilamamistir. MAA’larin endiistride ekonomik acidan uygun bir sekilde yaygin
olarak kullanilmamasinin nedenlerinden biri de spesifik MAA iiretiminde yer alan
biyosentetik yollar hakkindaki bilgi eksikligidir. Bu biyosentez yollarinin daha iyi
anlasilmasi, 6rnegin heterolog bir bakteriyel konak¢ida daha biiyiik 6lgekli tiretimi

kolaylastirabilir. Balskus et al. (2010), shinorine iiretimini agikliga kavusturmak
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icin E. coli’de heterolog ekspresyon kullanmistir. E. coli’de MAA’larin heterolog
ekspresyonuyla dort iirtin daha tiretilmistir: mikosporin-glisin, mikosporin-ornitin,
4-deoksigadusol ve mikosporin-lizin. Bu giinlerde ¢alismalarin ¢ogu, dogal olarak
olusan MAA’larin yerine MAA’lar iretmek icin genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarin kullanilmasi iizerine yogunlagsmaktadir. Yeni nesil gilines
kremlerinin aktif maddesi olan MAA’larin iiretiminde heterolog ekspresyonun

onemli bir noktada oldugu diisiiniilmektedir (Geraldes and Pinto, 2021).
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Sekil 2.1. Siyanobakteriyel MAA sentetik yolu. a) Farkli mikroalglerin MAA sentetik gen kiimeleri.
Siyah oklar DHQS/EVS (3-dehydroquinate sentaz/ 2-epi-5-epi-valiolone sentaz) beyaz
oklar O-MT’yi (O-metiltransferaz), taranmis oklar ATP-grasp ve gri oklar
NRPS(Nonribozomal peptid sentaz)/D-Ala-D-Ala ligazi géstermektedir b) MAA
biyosentetik yolu (Kageyama and Waditee-Sirisattha, 2018).

2.4.1 SLIC (Dizi ve baglamadan bagimsiz klonlama)

Dizi ve baglamadan bagimsiz klonlama (sequencing and ligation independent
cloning, SLIC), geleneksel restriksiyon enzimi tabanli yontemlerin getirdigi
kisitlamalar olmadan birden fazla DNA parcasinin birlestirilmesine olanak taniyan

molekiiler klonlama tekniklerinde 6nemli bir ilerlemeyi temsil eden bir yontemdir.
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SLIC’in gelistirilmesi, 6zellikle yliksek verimli uygulamalar ve karmagik genetik
yapilar baglaminda klonlama prosediirlerinin verimliligini ve esnekligini artirmada

onemli bir rol oynamistir.

SLIC’in temel prensipleri ilk olarak, Li ve Elledge (2007) tarafindan ortaya
konan hem vektér hem de DNA pargalarinda tek zincirli u¢ uzantilar1 (overhang)
olusturmak icin T4 DNA polimerazin1 kullanimina dayanmaktadir. Bu siireg,
tamamlayici dizilerin primerlerin agilan DNA zincirine yapismasini kolaylastirarak
tek bir reaksiyonda birden fazla par¢anin birlestirilmesini saglamaktadir (Li and
Elledge, 2012, 2007). Dogal hiicresel siirecleri taklit ederek baglanmaya gerek
kalmadan verimli ve hassas DNA birlestirilmesine olanak tanimaktadir (Li and
Elledge, 2007; Unger et al., 2010). Bu yontemin, ayni anda birden fazla DNA
parcasinin dahil edilmesine izin vererek klonlama siirecini Onemli Olgiide
kolaylastirdig1 icin karmasik plazmitler olusturmak igin Ozellikle etkili oldugu

gosterilmistir (Stevenson et al., 2013).

SLIC’in geleneksel klonlama ydntemlerine gore temel avantajlarindan biri,
belirli restriksiyon bolgelerinden bagimsiz olmasidir. Geleneksel klonlama
genellikle DNA parcasi ve vektor icinde benzersiz restriksiyon enzim bolgelerinin
varhigim1 gerektirir; bu da dizi se¢imini sinirlayabilir ve klonlama siirecini
karmasiklastirabilmektedir (Quan and Tian, 2009; Stevenson et al., 2013). Buna
karsilik, SLIC herhangi bir dizinin kullanilmasina izin vererek klonlama
uygulamalarinin ¢ok yonliiliigiinii artirmaktadir. Bu 6zellik, birden fazla yapinin
hizli bir sekilde birlestirilmesinin 6nemli oldugu yiiksek verimli klonlama
baglaminda 6zellikle faydali hale gelmektedir (Berrow et al., 2007; Jeong et al.,
2012).

Metabolik miihendislikteki son gelismeler, 6zellikle UV emici 6zellikleri ve
potansiyel faydalar1 ile bilinen mikosporin benzeri bir amino asit (MAA) olan
shinorine gibi degerli bilesiklerin {iretiminde SLIC’in uygulanmasi i¢in yeni yollar
acmustir (Katoch et al., 2016). Shinorine, siyanobakterilerde bulunan ve
sedoheptuloz-7-fosfatin  shinorinin onciisii olan 2-demetil-4-deoksigadusol’e

dontistiiriilmesinden sorumlu genleri iceren belirli bir gen kiimesi araciligiyla
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biyosentezlenir (Katoch et al., 2016). Bahsedildigi gibi SLIC’in metabolik
miihendislik stratejileriyle biitiinlestirilmesi, gerekli biyosentetik genlerin uygun bir
ifade vektoriine verimli bir sekilde birlestirilmesini saglamaktadir. Bu yaklagim,
cesitli MAA’larin iretimi icin etkili konaklar oldugu gosterilen E. coli veya
Saccharomyces cerevisiae gibi model organizmalarda shinorine bilesiginin
heterolog tliretimini kolaylastirabilmektedir (Jin et al., 2021). Yapilan ¢aligsmalar,
SLIC yontemini kullanarak shinorine bilesiginin verimini artiran gen kiimelerini
hizla olusturabilir ve optimize edebilir, boylece farmasotiklerde ve kozmetiklerde

bu bilesige olan artan talebi karsilayabilecegini gostermektedir (Jin et al., 2021).

SLIC yonteminin birden fazla pargay1 ayni anda birlestirme yetenegi ve belirli
kisitlama bdlgelerinden bagimsiz olmast gibi avantajlari, onu shinorine
biyosentezinde yer alan karmasik yolaklart olusturmak i¢in 6zellikle uygun hale
getirebilmektedir. Oregin, SLIC yonteminin kullanimi, shinorine bilesiginin
verimli iiretimi i¢in gerekli olan birden fazla geni tek bir vektore entegre etme
stirecini kolaylagtirmaktadir (Geu-Flores et al., 2007). Ayrica, yontemin yiiksek
verimli uygulamalarla uyumlulugu, ¢esitli genetik yapilarin hizli bir sekilde
taranmasin1 saglayarak, shinorine iretimi i¢in optimum yapilandirmalarin

belirlenmesini kolaylastirmaktadir (Berrow et al., 2007; Jeong et al., 2012).

SLIC’nin shinorine bilesiginin iiretiminde basarili bir sekilde uygulanmasi,
klonlamanin gergeklestigi kosullarin optimize edilmesiyle daha da gelistirilebilir.
Enzim konsantrasyonu ve sicaklik gibi reaksiyon parametrelerinde yapilan
optimizasyonlar, klonlama siirecinin verimliligini 6nemli 6l¢iide iyilestirebilir ve
istenen iriiniin daha yiiksek verimde elde edilmesini saglayabilmektedir (Stevenson
et al., 2013). Bu optimizasyon, gen ekspresyonu ile shinorine iiretimini en st
diizeye ¢ikarmak igin kritik oldugu karmasik metabolik yolaklarla ¢alisirken ¢ok
onemli bir hale gelmektedir.

Sonug olarak, shinorine biyosentezinin SLIC gercevesine entegre edilmesi,
bu degerli bilesigin siirdiiriilebilir liretimi i¢in umut verici bir strateji sunmaktadir.
Bu yontem ile shinorine ve diger mikosporin benzeri amino asitler i¢in verimli

iiretim sistemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynayacagi dngoriilmektedir.
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2.5. Mikroalglerin Fotobiyoreaktorlerde Uretimi

Mikroalglerin {iretimleri i¢in kullanilan en 6nemli iki sistemden biri kapali
bir kiiltiir sistemi saglayan cesitli tipteki fotobiyoreaktorler, digeri ise acik

havuzlardir (Manu et al., 2024).

Acik havuzlarla karsilastirildiginda fotobiyoreaktdrlerin birgok avantaji
bulunmaktadir. Kapali kontrollii bir sistem olan fotobiyoreaktorler, iiretimi
gerceklestirilen mikroalgin optimum sicaklik ve pH kosullarinda iiretimini
saglamaktadir. Karbondioksit ve oksijen seviyeleri izlenebilir ve kontrol edilebilir.
Fotobiyoreaktorler ayrica 1s1tk penetrasyonunu maksimize edecek sekilde
tasarlandiklarindan daha yiiksek fotosentetik aktivite elde edilebilmektedir. Kapali
bir sistem olduklar1 i¢in kontaminasyon riski minimize edilerek yiiksek verimde ve
saf mikroalg biyokiitlesine ulagilmaktadir (Narala et al., 2016).
Fotobiyoreaktorlerin ayrica kolaylikla olgekleri biiyiitiilebilir ya da kiigtltiilebilir
boylelikle kiiclik dlgekli laboratuvar calismalarindan biiyiik 6lgekli endiistriyel
iretimlere  kadar, farkli  Olgekte {retimler  gerceklestirilebilmektedir.
Strdiiriilebilirlik agisindan avantajlar1 ele alindiginda ise ag¢ik havuzlardaki
buharlagmadan kaynaklanan su kaybi1 gozlenmedigi i¢in daha az su
kullanilmaktadir (Penloglou et al., 2024). Ayrica fotobiyoreaktorler dik
konumlandirilacak sekilde tasarlandiklar i¢in agik havuzlara gére daha az arazi
alan1 kullanarak her bir birim alan i¢in daha yiiksek biyokiitle iiretimi
saglanmaktadir. Fotobiyoreaktorlerin oldukca 6nemli avantajlar1 olmasina ragmen
hem yatirim hem de isletme maliyetleri ¢ok ytiksektir. Yiiksek maliyetler nedeniyle
farmasotik ve kozmetik gibi sektorler i¢in katma degeri yiiksek bilesiklerin

uretiminde daha fazla tercih edilmektedirler.

Istenilen iiriine gdre maliyeti en aza indirebilmek icin farkli biyoreaktorler
tasarlanmistir. En ¢ok kullanilan fotobiyoreaktor tipleri tiibiiler fotobiyoreaktorler,
panel fotobiyoreaktdler, kabarcik kolon ve hava kaldirmali fotobiyoreaktorler ve

karigtirmali tank fotobiyoreaktdrlerdir.
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Tiibiiler fotobiyoreaktdler etkili bir iiretim sistemi olmalart ve Olgek
bliylitmeye olanak saglamalar1 nedeniyle fazla tercih edilen fotobiyoreaktorlerden
biridir. Genellikle uzun, cam ya da plastik transparan tiiplerin farkl
konfigiirasyonlarda diizenlenmesiyle olusturulmaktadir (Sekil 2.2) (De Vree et al.,
2015). Karigtirma, kiiltlir ortaminin pompalar yardimiyla tiiplerin igerisinde
dolastirilmasiyla saglanmaktadir. Fotosentetik aktivitenin artirtlmasi amaciyla
mikroalg kiiltiirliniin maksimum 1s1k alabilmesi i¢in uzun ince tiipler seklinde
tasarlanmaktadir (Penloglou et al., 2024). Kiiltiir ortaminin siirekli olarak tiipler
icerisinde dolastirilmasi sayesinde etkili bir besin dagilimi1 ger¢eklesmektedir. Her
ne kadar yiiksek fotosentetik aktivite ve sonucunda yiiksek biyokiitle verimi saglasa
da genis ylizey alani1 nedeniyle fazla 1sinmaya neden olabilmektedir ve bu da
sogutma sistemlerine ihtiyag dogurmaktadir. Dolayisiyla pompalama sistemi ve bu
sogutma sistemlerinin kullanilmasi nedeniyle maliyeti yiiksek olabilmektedir.
Ayrica tiiplerde biyofilm olusabilmekte ve bu da 1518 kiiltiire ulasmasini

engelleyebilmektedir (De Vree et al., 2015).
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Sekil 2.2. Tiibiiler fotobiyoreaktor (Fotograf yazar tarafindan ¢ekilmistir.)

Panel fotobiyoreaktorler etkili alan kullanimi ve 15181n 1yi bir sekilde kiiltiire
dagilmas1 nedeniyle olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir bagka ¢esit
fotobiyoreaktordiir. Tasarimsal olarak diiz ve transparan cam ya da plastik
panellerden olugmaktadir (Sekil 2.3) (Penloglou et al., 2024). Isigin kullanimini
maksimize etmek i¢in yatay ya da dikey konumlandirilabilmektedir. Havalandirma
yardimiyla ya da mekanik olarak karisim saglanarak kiiltiirlin 1518a ve nutrientlere
esit bir sekilde ulagsmasi saglanmaktadir. Modiiler ek paneller monte edilerek 6lgek
bliyiitmesi saglanabilmektedir. Genellikle dikey konumlandirildiklari i¢in ¢ok fazla
alan kaplamamaktadir. Di1s alanda konumlandirmaya uygundur. Kullanimi ve

temizligi oldukca kolaydir. Tim bu avatajlarina ragmen fotoinhibisyon ve
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sicakligin kontroliindeki sikintilar dezavantajlarindandir (Abdur Razzak et al.,
2024).

Sekil 2.3. Panel fotobiyoreaktor (Fotograf yazar tarafindan ¢ekilmistir.)

2.6. Mikroalglerin Dis Alanda Fotobiyoreaktorlerde Uretimi

Di1s alanda mikroalg iiretimi biiyilik 6l¢eklerde ¢alisma potansiyeli ve dogal
15181 kullanma nedeniyle daha diisiik isletme maliyeti oldugu i¢in yaygin bir
uygulamadir. A¢ik havuzlardaki iiretimlerin yani sira fotobiyoreaktorlerin de dis
alanlara kurulumu gerceklestirilebilmektedir. Fotobiyoreaktorler de her ne kadar
kapali alanlarda daha yaygin olarak kullanilsa da oOzellikle tiibiiler ve panel
fotobiyoreaktorlerin dis alanlarda kullanimiyla beraber daha az enerji tiiketimi

saglanmakta ve daha enerji dostu sistemler haline gelmektedir.
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Dis alanlarda yapilan iiretimlerin en biiyliik avantaji giines 1s18indan
yararlanilarak yapay bir 151k kaynagi kullanmanin 6niine gegebilmesidir. Boylelikle
enerji maliyeti Onemli bir sekilde azaltilmis olur. Ancak en Onemli
dezavantajlarindan biri ise tamamen ¢evresel kosullara bagimli olmasidir. Kapali
olmayan ortamlarda sicaklik dalgalanmasi, 151k yogunlugunun siirekli olarak
degismesi ve mevsimsel farkliliklar nedeniyle verimlilik etkilenebilmektedir (Ras
et al., 2013). Bu kisitlamalar nedeniyle dis alanda mikroalg iiretimi iklimsel
kosullarin  daha 1liman oldugu yerlerde daha etkili bir sekilde
gerceklestirilebilmektedir (Mazzelli et al., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu boliimde tez ¢alismasinda; kullanilan kimyasal ve cihazlar ile uygulanan
yontemler agiklanmistir. Bu tez kapsaminda gerceklestirilen c¢alismalar Ege
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Béliimii ve Centre Algatech,
Institute of Microbiology, The Czech Academy of Sciences (Cek Bilimler
Akademisi ~ Mikrobiyoloji  Enstitlisii ~ Algatech ~ Merkezi)  blinyesinde
gergeklestirilmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Adi Marka

Agaroz Merck

Amonyum Ferik Sitrat Merck

Asetonitril Merck

BHT Merck

CaCl,.2H,0 Merck

Co(NO3)..6H.0 Merck

CuS04.5H,0 Merck

DMEM High Glucose Serox

DMSO Sigma

Dpnl restriksiyon enzimi New England Biolabs
DPPH Sigma

EDTA-Na Merck

FBS Serox

Gentamisin Bl Biological Industries
H3BO3 Merck

Hekzan Merck

K2HPO4 Merck

Kanamisin Merck

Kloroform Merck

LB Broth, Powder Thermo Fisher Scientific
L-glutamin Capricorn Scientific
M9 Minimal Medium Thermo Fisher Scientific
Metanol Merck

MgS04.7H20 Merck
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MnClL.4H20 Merck

MTT Sigma

NaxCOs Merck
Na,Mo004.2H20 Merck

NaCl Merck

NaCOs Merck

NaNO; Merck

OneTaq DNA polimeraz enzimi | New England Biolabs
PBS Capricorn Scientific
Q5 DNA polimeraz enzimi New England Biolabs
S.0.C Medium Thermo Fisher Scientific
Sitrik Asit Merck

Tris-EDTA Merck

ZnSQO4.7H20 Merck

3.2 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar.

Cihaz

Marka

-80°C derin dondurucu

Thermo Scientific

Bilgisayar kontrollii penetromere

TA-XT Plus, Stable Micro System

CO2’li inkiibator

Thermo Scientific

Calkalamal1 inkiibator ZHWY-2112B, ZCICHENG
Etiv WiseVen

Thermo Scientific DionexUltiMate 3000 UHPLC
HPLC (Thermo Scientific)

ESI-HRMS; Impact HD Mass Spectrometer,
HPLC/MS Bruker
Isik Olger Inkatech

Laminar akisli steril kabin

HFSafe 1200, Heal Force

Laminer hava akish biyogiivenlik

seviyesi-11 kabin

Heraeus

Liyofilizator

Christ, Alpha 1-2 L-D plus

Manyetik karistirict

MSH-20A, Wise Stir

Mikroplaka okuyucu

BioTek Instruments, USA

Mikroskop

Micros
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Nanodrop Thermo Scientific

Otoklav HV-50L, Hirayama

PCR Analytik Jena

pH metre HI2211 pH/ORPmeter, HANNA Instruments
Reometre Brookfield DVNext

Rotary Vakum Evaporator Stuart RE300

Santrifiij NF400, Niive

Sogutmali santrifiij Eppendorf

Sonikator Bandelin

Spektrofotometre Optizen POP, MECASYS
Stabilite kabini TK 252, Niive

Su Banyosu Stuart

Tek noktal1 viskozimetre And Vibro Viscometer SV-10
Terazi Explorer Pro, OHAUS
Ultrasonik banyo Lab Companion UC-10
Vorteks karistirici VM-10, ViseMix

3.3 Kullanilan Besin Ortamlari

Mikroalglerin bityiitiilmesinde kullanilan ortamlarin regetesi Tablo 3.3, Tablo

3.4 ve Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3 3. Guillard’s f/2 besin ortami regetesi (Guillard and Ryther, 1962)

Kimyasal Adi Miktar
NaNOs; 0,075 g/L
NaH,P0O..H,0 0,005 g/L
Na2Si03.9H.0 0,03 g/L
Iz Metal Soliisyonu? 1ml
Vitamin Soliisyonu® 1ml
iz Metal Soliisyonu® Miktar
FeClz.6H.0 3,15¢g/L
Na;EDTA.2H,0 4,36 g/L
CuS04.5H,0 9,8¢g/L
Na;M00,.7H,0 6,3 g/L
ZnS04.7H,0 22 g/lL
CoCl,.6H.0 10 g/L
MnCl.4H.0 180 g/L




Tablo 3.3. (devam)

28

f/2 Vitamin Soliisyonu® Miktar
Tiyamin 200 mg
Biotin 0,1 g/lL
Cyanocobalamin 1g/L

Tablo 3.4. Zarrouk besin ortam1 (Pawar et al., 2015)

Kimyasal Adi Miktar (g/L)
NaHCOs 16,8
K2HPO4 0,5
NaNOs 2,5
K2SO4 1
NaCl 1
MgSO4 0,2
CaCl, 0,04
FeSO4 0,01
Na-EDTA 0,08
H3BOs 2,86
MnCI2.4H20 181
ZnS04.7H,0 0,222
Na:Mo0.4H,0 0,07
CuS04.5H20 0,079
A5 metal soliisyonu® 1ml
A5 metal soliisyonu? Miktar (g/L)
HsBOs 2.86
(NH4)6|V|O 0,02
MnCl, 1,8
CuS0O4 0,08
ZnS0O, 0,22

Tablo 3.5. BG11 besin ortaminin regetesi

Kimyasal Ad1 Miktar (mg/L)

NaNOs 1500

K>HPO4 40
MgS04.7H,O 75
CaClL.2H,O 36




29

Tablo 3.5. (devam)

Sitrik Asit 6
Amonyum Ferik Sitrat 6
EDTA-Na, 1
NaxCOs 20
H;BO:; 2,86
MnCl,.4H20 1,81
ZnS04.7H20 0,22
Na;Mo04.2H20 0,39
CuS04.5H.0 0,08
Co(NO:3)2.6H,O 0,05

3.4 Siyanobakterilerin Kiiltiire Alinmasi

EGEMACC kiiltiir koleksiyonunda bulunan cesitli mikroalg tiirlerinden
Anabaena variabilis (Llewellyn et al., 2020; Pope et al., 2015; Singh et al., 2010),
Anabaena sp. (Llewellyn et al., 2020), Lyngbya sp. (Fuentes-Tristan et al., 2019;
Rastogi and Incharoensakdi, 2014), Nodularia sphaerocarpa (Sinha et al., 2003),
Nostoc linckia (Chen et al., 2021), Nostoc muscorum (Mushir and Fatma, 2011),
Spirulina platensis, Synechococcus nidulans (Kumar et al., 2021), Nannochloropsis
oculata (Llewellyn and Airs, 2010), Phaeodactlyum tricornutum (Savio et al.,
2017), Scenedesmus protuberans (Dionisio-Sese, 2010; Xiong et al., 1999),
tirlerinin giines koruyucu maddeleri liretme potansiyeli oldugu bilindiginden

iiretim icin secilmistir. Se¢ilen tiirler ve besin ortamlar1 Tablo 3.6’da belirtilmistir.
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Tablo 3.6. Se¢ilen mikroalg tiirleri ve besin ortamlari.

Tiir ada Besin ortamm
Anabaena variabilis BG11
Anabaena sp. BG11
Nodularia sphaerocarpa BG11
Spirulina platensis Zarrouk
Nostoc linckia BG11
Lyngbya sp. BG11
Nostoc muscorum BG11
Synechococcus nidulans BG11
Scenedesmus protuberas BG11
Nannochloropsis oculata BG11
Phaeodactlyum tricornutum Guillard’s /2
Nostoc sp. Lukesova’9/94 BG11
Nostoc calcicola Lukesova’3/97 BG11
Strain #23 BG11
Nostoc muscorum str. Lefevre CALU-304 BG11
Nostoc sp. CALU-870 BG11
Nostoc linckia f. Piscinale CALU-982 BG11
Nostoc sp. str. Gromov CALU-996 BG11
Strain #68 BG11
Calothrix sp. BG11
Nostoc sp. BROMEL BG11
Nostoc sp. BR RQ11 BG11
Strain #117 BG11
Nostoc sp. CC2 symbiont of Cycas circinalis BG11
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Giinesten koruyucu etkinlige sahip bilesikleri iireten tiirleri belirleyebilmek
icin biyokiitle iiretimi gerceklestirilmistir. Tiiplerde besin ortami igerisinde bulunan
stok kiltiirler, sirastyla olgek biiyiitiilerek 25 ml ve 250 ml erlenlerde 100 rpm
calkalama hiz1, 20+1 °C sicaklikta, 40 pmol foton m?s™ siirekli aydinlatma inkiibe
edilmistir. 250 ml erlenlerde biiyiiyen tiirler, 2 L Schott siselere ekilmis (1,5 L
calisma hacmi, %10 inokulum), manyetik karistirict ve havalandirma ile kiiltiirlerin
karismas1 saglanarak biyokiitle iiretimi gergeklestirilmistir. Uretimin diyagrami
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Sekil 3.2-3.4’te tiirlerin Tablo 3.6°da belirtilen besin
ortamlarinda erlenmayer flasklardaki iiretimi gosterilmistir. Sekil 3.5°te ise Schott
siselerdeki iiretim sistemi gosterilmistir. Tim tiirler bu sekilde tretilmis, S.
platensis i¢in kabarcik kolon ile de tiretim gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Sekil
3.7°de gosterildigi sekilde iiretim sonras1 4100 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek
hiicreler hasat edilmistir. Hasat edilen biyokiitle liyofilize edilmistir ve kilitli plastik
posetlere koyularak -20 °C’de ham ekstrelerin hazirlanmast islemi ig¢in

saklanmustir.

Hava besleme hatty

Cikis hatti

2 L Schott sise

Tiip 25 ml Erlenmayer Flask 250 ml Erlenmayer Flask Hava pompast

Manyetik karistirici

Sekil 3.1. Tiim tiirler i¢in kullanilan {iretim sisteminin diyagrami.
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Sekil 3.2. 250 ml erlenmayer flasklarda tiretim a) Anabaena sp.; b) A. variabilis; c) N. sphaerocarpa

Sekil 3.3. 250 ml erlenmayer flasklarda tiretim a) P. tricornutum; b) S. nidulans; ¢) S. protuberas.
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Sekil 3.4. 250 ml erlenmayer flasklarda iiretim a) N. muscorum; b) S. platensis; ¢) N. linckia.

Sekil 3.5. Tiirlerin {iretim sistemi a) Karsidan goriintiisii; b) Yandan goriintiisii (2 L Schott siselerde,
havalandirma, hortum ve pompa ile; karistirma, manyetik karistirict ile
gerceklestirilmistir).



34

Sekil 3.6. Kabarcik kolon biyoreaktorde S. platensis tiiriiniin tiretimi.

Sekil 3.7. Uretim sonrasi hasat isleminin diyagrami.
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3.5Ham Ekstrelerin Elde Edilmesi

Giinesten koruyucu molekiillerden en bilinen polar olan mikosporin benzeri
amino asit ve apolar olan sitonemin maddeleri haricinde yeni molekiiller tarandig1
icin farkli  polaritelere sahip solvent sistemleri 1ile ekstraksiyonlar
gergeklestirilmistir. Tablo 3.6’da belirtilen tiim tiirler ile ekstraksiyonlar %100
Hekzan, %100 Kloroform, Klofororm : Metanol (1:1 (v/v)), %70 metanoliin sulu

coOzeltisi solvent sistemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon isleminde biyokiitle (100 mg) tizerine 10 ml solvent eklenmistir.
Mmetanoliin %70 sulu ¢ozeltisinin eklendigi biyokiitle, sonikator kullanilarak 9
dongii, %61-64 giic ile 4 dakika sonikasyon islemi gerceklestirilerek hiicrelerin
pargalanmasi saglanmistir. Giines koruyucu maddeler, hiicreleri UV hasarindan
korudugu igin hiicre i¢i molekiillerdir bu nedenle hiicrelerin pargalanmasi
gerekmektedir (Bhatia et al., 2011). Hiicre pargalama sonrasi +4 °C’de bir gece
ekstraksiyon islemi gercgeklestirilmistir. Diger solvent sistemleri [hekzan,
kloroform, kloroform : metanol (1:1)] ile yapilan ekstraksiyon isleminde ise tizerine
solvent eklenen biyokiitle i¢cin 30 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Biyokiitle +4 °C’de ekstraksiyonun gergeklesmesi i¢in bekletilmistir. Ekstraksiyon
sonrast ornekler, 0,2 um siringa filtrelerinden gegirilerek balonlara alinmis ve
rotary evaporatér yardimi ile vakum altinda 40°C’lik su banyosu igerisine
daldirilarak solvent uzaklastirilmistir. Evaporasyon islemi sonucunda balonlar
oncelikle desikatore konulmus daha sonra da hassas terazi ile tartilarak ekstre
miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 3.8’de ekstraksiyon yonteminin diyagrami

gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Hasat sonrasi ekstraksiyon iglemi.

3.6 Ham Ekstrelerin On Tarama Analizleri

Uretimi gergeklestirilen biyokiitleden elde edilen ham ekstrelerin kozmetikte
kullanimini ve giines koruma aktivitesini dl¢gebilmek icin giines koruma faktoriinii
(SPF) ve antioksidan aktivitesi belirlenmistir. UV 151k gegirgenligi
spektrofotometrede 6lciildiikten sonra Mansur denklemi kullanilarak SPF degerleri
belirlenmis ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) metodu ile radikal siipiiriicii

aktivite (%RSA) 6l¢iilerek ekstrelerin antioksidan aktivitesi hesaplanmaistir.

3.6.1 Giines koruma faktoriiniin belirlenmesi

SPF hesaplama yonteminde 290-320 nm araligindaki dalga boylarinda 5 nm
araliklarla oOrneklerin farkli konsantrasyonlarinin (%70 metanol, kloroform,
kloroform:metanol (1:1 (v/v)) ekstreleri i¢cin 1000, 500, 250, 125 pg/ml; hekzan
ekstreleri icin 1000, 500, 250 pg/ml) absorbanslar1 spektrofotometrik olarak
Olclilmiistiir. Ekstrelerin dalga boylar1 quartz kiivetler kullanilarak ol¢iilmiistiir.
SPF hesaplama yonteminin diyagrami Sekil 3.9’da gdsterilmistir. Giines koruma
faktoriinii (SPF) hesaplamak i¢in Mansur denklemi (Denklem 1) ve Tablo 3.7 deki
degerler kullanilmigtir (Sayre et al., 1979).
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SPF = CF x 3230 EE(A) X I(A) x Abs(}) (Denklem 1)

CF: diizeltme faktorii=10 ; EE (A): eritem etki spektrumu; I(X): solar yogunluk spektrumu; Abs(}):
Ornegin absorbansi.

Tablo 3.7. Molar katsayi sabitleri (Sayre et al., 1979)

Dalga boyu (A nm) EE X | (normalize edilmis)

290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,018

olvent f —_—

Spektrofotometre

Sekil 3.9. Ekstrelerin SPF degerlerinin hesaplanmasi yonteminin diyagrama.

3.6.2 Radikal siipiirme aktivitesinin belirlenmesi

Tiirlerin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin DPPH radikal siipiirme
aktivite tayini yapilmistir. Her bir ekstrenin 1000 pg/ml konsantrasyondaki metanol
cozeltileri hazirlanmistir. DPPH metodunda kullanilan DPPH’in ¢6zgeni metanol
oldugu igin ekstrelerin hepsi metanol ile ¢ézdiiriilmistiir. 96 kuyulu plakalarda her

bir kuyunun igerisine bu Orneklerden eklenmistir ve seyreltmeler yapilarak 500,
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250, 125, 67,5 ng/ml konsantrasyonlarindaki ornekler elde edilmistir. Her bir
kuyuda bulunan 100 pl 6rnegin tizerine 25 ul 1 mM DPPH ¢ozeltisi eklenmistir.
Kor olarak metanol, negatif kontrol olarak 1 mM DPPH ¢ozeltisi kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak da antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu bilinen biitil
hidroksi toluenin (BHT) 2,5 mg/ml ve 1 mg/ml konsantrasyonlarindaki metanol
¢ozeltisi hazirlanmistir. Karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Metodun diyagrami Sekil 3.10°da gosterilmistir. Tiim 6rneklerin ve
kontrollerin absorbanslar1 517 nm’de 6l¢iilmiistiir. Pozitif ve negatif kontrolden kor
olarak kullanilan metanoliin absorbansi g¢ikarilarak Denklem 2’ye gore radikal

stipiirme aktivitesi (%RSA) hesaplanmistir (Akay et al., 2011; Giirlek et al., 2020).

Radikal stipiirme aktivitesi = (%) = (1 - W) x 100 (Denklem 2)

DPPH

Asample: Ornegin absorbansi; Apppn: DPPH ¢ézeltisinin absorbansi

DPPH ¢ozeltisi

/ \ 30 dakika inkiibasyon
/ \‘\
[ \
/ / \
[ ! | \
- p— —
r ‘ 3

Spektrofotometre

Sekil 3.10. DPPH metodunun diyagrami.
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3.7Mikosporin benzeri amino asit biyosentetik gen boélgelerinin

belirlenmesi icin PCR tabanh tarama

MAA analizi Korbee-Peinado et al (2004) metodu modifiye edilerek
yapilmistir (Korbee Peinado et al., 2004). Bunun igin iki farkli solvent sistemi
kullanilmustir: %20 metanoliin sulu ¢6zeltisi ve distile su. Yaklasik 1 gram liyofilize
biyokiitle 1 ml solvent eklenerek 45 °C’lik su banyosunda 2 saat ekstraksiyona
birakilmistir.  Ekstraksiyon siiresi tamamlandiktan sonra santrifiijlenerek
slipernatant toplanmis ve evapore edilmistir. Ekstre, %100 metanol, HPLC mobil
faz1 (%1,5 metanol ve %0,15 asetik asidin sulu ¢ozeltisi) ve su ile ¢ozdiiriilmiistiir
ve 30 saniye karigtirilmigtir. Ornekler 0,2 pm membran filtreden gegirildikten sonra
orneklerin analizi DAD dedektorii bulunan Thermo Scientific DionexUltiMate
3000 UHPLC (Thermo Scientific) ile yapilmistir. HPLC ayrimi, terz faz Kinetex
Phenomenex Cig kolonu (150 X 4.6 mm, 2.6 um) ile gergeklestirilmistir ve mobil
faz (%1,5 metanol ve %0,15 asetik asidin sulu ¢ozeltisi) izokratik olarak 0,5 ml/min
hiz ile kolondan geg¢irilmistir. HPLC, elektrosprey iyonizasyonu kaynagina sahip
yiksek c¢oziniirliik kiitle spektrometrisine (ESI-HRMS; Impact HD Mass
Spectrometer, Bruker) baglanmistir. Kiitle spektrometrisinin parametreleri
belirtildigi gibi ayarlanmistir: kuru sicaklik 200 °C; kurutma gazi akisi 12 L/min;
nebulizatér 3 bar, kapiler voltaj 4500 V; endplate offset 500 V. Spektrumlar,
spektrum orani 2 Hz ile 20-700 m/z araliginda toplanmustir.

Kiiltiir koleksiyonundan MAA firettigi bilinen Nostoc sp.’nin filamentleri,
cam kapiler teknigi ile izole edilmistir. Filamentler, Tris-EDTA (TE) tamponunda
seri olarak yikanmis ve Repli-G Mini Kit (Qiagen) kullanilarak coklu yer
degistirmeli amplifikasyon (MDA) ile amplifiye edilmistir. 16S rRNA dizilimi ile
kalite kontroliinden gegen on filament bir araya toplanmis ve 250 bp okuma, 350
bp ortalama u¢ uzunluguna sahip bir [llumina MiSeq Cift Ug kitaplig1 kullanilarak
ticari de novo genom dizilimi (EMBL Genomics Core Facility, Heidelberg,
Almanya) i¢in gonderilmistir. Gelen veri, tek hiicre segcenegi etkinlestirilmis protein
kodlama genleri ile SPAdes 3.14 de novo assembler kullanilarak birlestirilmis ve
999 bp’den daha uzun birlestirilmis yap1 iskelelerinde Prodigal 2.6.3 kullanilarak

tahmin edilmistir. Ongdériilen tiim protein kodlayan diziler, MMSeqs26 kullanilarak
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NCBI-nr veri tabani ile karsilagtirllmis ve analizin geri kalani i¢in yalnizca
siyanobakterilere en ¢ok isabet eden contig’ler tutulmustur. Anabaenopeptin gen
kiimesi, onceden yaymlanmis genler kullanilarak Nostoc sp. genom diizenegine
kars1 BLASTp aramalarina dayali olarak tanimlanmistir. Hedef genomik yapi
iskelesinde Ongoriilen agik okuma c¢ergeveleri ¢evrilmis ve fonksiyonel agiklama
icin BLASTp, NCBI korunan alan arastirmasi ve antiSMASH 5 analizine tabi
tutulmustur. Bu metodun sonucunda mikosporin benzeri amino asit iireten gen

bolgeleri belirlenmis ve ekspresyon ¢alismalari i¢in secilmistir.

3.8 Giines Koruyucu Molekiil Uretiminin indiiklenmesi

Mikosporin benzeri amino asit liretimini indiikleyebilmek icin Nostoc sp.

CALU-997 tiirii i¢in farkl: stres kosullar1 incelenmistir:

e Deniz Tuzu: BG11 ortamina farkli konsantrasyonlarda (%1, %2, %3) deniz
tuzu eklenmistir.

Azot achigt: Azotsuz BG11 ortami kullanilmustir.

MgSO4: BG11 ortamina ekstra 1 mM ilave edilmistir.

NaCl: BG11 ortamina farkli konsantrasyonlarda (% 1-3) ilave edilmistir.
Kontrol olarak BG11 ortami kullanilmistir.

Nostoc sp. CALU-997 tiirii 7 giin boyunca 20 °C’de 120 rpm karistirma
hizinda inkiibe edilmistir. Uretim sonrasinda 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek hasat edilmistir. Liyofilize edilerek daha sonraki analizler i¢in -20
°C’de saklanmustir. Liyofilize edilen biyokiitle lizerine metanol eklenerek bir gece
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Daha sonrasinda rotary vakum evaporator
kullanilarak metanolden uzaklastirilan ekstre lizerine su eklenmistir. Elde edilen
sulu ¢ozelti iizerine kloroform eklenerek sivi sivi ekstraksiyon ile pigmentlerden
uzaklastirilmaya calisilmistir. Su faz1 toplanarak sonraki HPLC/MS analizleri igin

saklanmustir.
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3.9 Siyanobakteri Tiirlerinin Panel Ve Tiibiiler Fotobiyoreaktorlerde

Dis Alan Uretimleri

Mikosporin  benzeri aminoasitlerin (MAA) {retimi UV stresi ile
indiiklenmektedir (Gupta et al., 2020). Tirkiye yil boyunca giines 15181 alan bir
iilkedir ve Izmir’in giineslenme siiresi 2,986 saat/yil, radyasyon degeri ise 1496
KWh/m2-y11’dir. Bu nedenle herhangi bir ekstra 1s1k kaynagindan yararlanmadan,
dis alanda gilines enerjisinden yararlanarak segilen tilirlerin  tiretiminin
gercgeklestirilmesi planlanmistir. Bu amagla Subat-Temmuz aylar1 arasinda ve Ekim
ve Kasim aylar1 arasindaki periyotta tiretimler gergeklestirilmistir (Sekil 3.11-3.16).
Kurulan ilk dis alan iiretimi 1 Subat 2023 te baslatilmis ancak olumsuz hava sartlari
ve firtina nedeniyle 5 Subat 2023 te iiretim sonlandirilmistir. Hasat edilen hiicreler
liyofilize edilerek -20 °C’de saklanmistir. Diger aylar i¢in ise, 14 giinliik tiretim
tamamlanmistir. Temmuz ayinda artan sicaklik ve hiicrelerin UV radyasyona daha
uzun siire maruz kalmasi nedeniyle golgelik yapilmistir. Uretimler, panel FBR ve
kabarcik kolon FBR’lerde gerceklestirilmistir. Calisma hacmi olarak 1 litre
belirlenmis ve secilen tiirlerden (Tablo 3.8) %10 inokulum yapilmistir. Tiim tiirler
(Nostoc sp. CALU-997 harig), CO2 kaynagi olarak 10 mM NaCOs ile
zenginlestirilmis BG11 besin ortamina ekilmistir. 17 tiirtinde olusan kontaminasyon
nedeniyle kasim ayinda ekimi gerceklestirilememistir. Karigtirma, akvaryum hava
pompalar1 ile havalandirma yoéntemiyle gerceklestirilmistir. Uretim boyunca
spektrofotometrik yontemlerle (650 ve 750 nm dalga boyunda absorbans dlgiilerek)
hiicre biiylimesi takip edilmistir. Ayrica alinan ornekler mikroskop altinda
incelenerek hiicre canlilig1 ve kontaminasyon varlig1 incelenmistir. Uretim boyunca
giin igerisinde degiskenlik gosteren 151k siddeti, UV radyasyon ve sicaklik takip

edilmistir.

Tablo 3.8. Dis alan iiretimleri igin segilen tiirler.

Tiir Ad1 Besin Ortamm

Nostoc sp. Lukesova’9/94 BG11+10 mM NaCOs3
Nostoc sp. Lukesova’30/93 BG11+10 mM NaCOs
Nostoc linckia CALU-129 BG11+10 mM NaCOs
Nostoc sp. CALU-997 BGl11

Calothrix sp. BG11+10 mM NaCOs3




Sekil 3.11. Segilen tiirlerin Subat ay1 dis alan tretimleri, a) Kabarcik kolon fotobiyoreaktorler; b)

Panel fotobiyoreaktorler.

Sekil 3.12 Segilen tiirlerin Mart ay1 dig alan iiretimleri, solda, kabarcik kolon fotobiyoreaktdrler;
sagda, panel fotobiyoreaktorler.



Sekil 3.13. Secilen tiirlerin Nisan ay1 dis alan tiretimleri, a) Kabarcik kolon fotobiyoreaktorler; b)
Panel fotobiyoreaktorler.

Sekil 3.14. Secilen tiirlerin Mayis ay1 dis alan iiretimleri, a) Kabarcik kolon fotobiyoreaktorler; b)
Panel fotobiyoreaktorler.
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Sekil 3.15. Secilen tiirlerin Ekim ay1 dis alan iiretimleri, a) Kabarcik kolon fotobiyoreaktorler; b)

Panel fotobiyoreaktorler.

Sekil 3.16. Secilen tiirlerin Kasim ay1 dis alan iiretimleri, a) Kabarcik kolon fotobiyoreaktdrler; b)
Panel fotobiyoreaktorler.

3.10 Siyanobakteri Tiirlerinin Pilot Olcekli Panel ve Tiibiiler

Fotobiyoreaktorlerde Uretimleri

Olgek biiyiitme ¢alismalar1 igin laboratuvar dlcegi olarak N. linckia CALU-
129 ve Nostoc sp. CALU-997 tiirlerin 1 L panel fotobiyoreaktorlerde tiretimi
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gergeklestirilmistir. Tiirler, hacimce %10 olacak sekilde BG11 ortamina inokiile
edilmistir. Uretim boyunca kiiltiiriin pH, fotosentetik aktivite ve spekstrofotometik

olarak biiyiime takibi yapilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. 1 L panel fotobiyoreaktorlerde a) N. linckia CALU-129; b) Nostoc sp. CALU-997

uretimi.

Toplam hacmi 25 L olan tiibiiler fotobiyoreaktorlere Nostoc sp. CALU-997
tirliniin %20’lik inokiilasyonu BG11 besin ortamina yapilmistir (Sekil 3.18).
Uretimlerin pH, fotosentetik aktivite ve spektrofotometrik olarak biiyiime takibi
yapilmigtir. Karistirma peristaltik pompa yardimiyla gerceklestirilmistir.

Havalandirma cam damacanalara hava hatti ¢ekilerek saglanmaistir.

Calisma hacmi 50 L olan panel fotobiyoreaktorlere N. linckia CALU-129
tiiriiniin %20°lik inokiilasyonu yapilmistir (Sekil 3.19). Besin ortami olarak ekstra
CO2 kaynagi olarak 10 mM Na;CO3z ile zenginlestirilmis BGI11 ortami
kullanilmistir. Uretim boyunca pH, fotosentetik aktivite ve spektrofotometrik
olarak biiyiime takibi yapilmistir. Karistirma havalandirma ile saglanmustir.
Spesifik biiyiime hizi hesabi i¢in lag fazin sonundan logaritmik fazin yavasladigi
noktaya kadar olan absorbanslar dikkate alinmistir. Denklem 3 kullanilarak spesifik

biiylime hizlari, Denklem 4 kullanilarak ikilenme siireleri hesaplanmaistir.
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In(xz)-In(xq)

Spesifik biyime hizt (u) = p— (Denklem 3)
2741
tg = IHTZ (Denklem 4)

Sekil 3.18. Toplam hacmi 25 L olan tiibiiler fotobiyoreaktdrlerde Nostoc sp. CALU-997 tiiriiniin

inkiibasyonu, solda; uzaktan, sagda; yakindan goriintiisii.

Sekil 3.19. N. linckia CALU-129 tiiriiniin 50 L panel fotobiyoreaktorlerdeki iiretimi, solda, 3. giin;

sagda, 12. giindeki durumu.
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3.11 Giines koruyucu molekiillerin kismi saflastirilmasi

1 L panel fotobiyoreaktorlerde tiretimi gergeklestirilen Nostoc sp. CALU-997
kiiltiirti 3500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek hasat edilmistir. Hasat edildikten
sonra dondurulmus ve liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen hiicreler %100 metanol
ile muamele edilerek problu sonikator kullanilarak (%50 gii¢, 9 dongii, 1’er dakika
bekleme stireleriyle toplamda 4 dakika) hiicrelerin pargalanmasi saglanmis, daha
sonra +4 °C’de bir gece ekstraksiyona birakilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda 4000
rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek silipernatanti balonlara koyulmustur. Rotary
vakum evaporator kullanilarak 40 °C’de vakum yardimi ile metanol
uzaklastirilmistir. Balon igerisinde kalan kuru ham ekstrenin iizerine distile su
eklenmis ve ekstre tekrar ¢ozdiiriilmiistiir. Coziinen ekstre bir santrifiij tiipiinde
toplanarak {izerine pigmentleri uzaklastirmak i¢in kloroform eklenmis ve 4000
rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek kloroform-su fazi olusturarak sivi-sivi partisyon
gerceklestirilmistir (Sekil 3.20). Daha sonra su fazi toplanarak liyofilize edilmistir
ve kuru kismi saflagtirilmis ekstre elde edilmistir. Kozmetik formiilasyon ve hayvan

hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir.

Sekil 3.20. Sivi-siv1 partisyon. Altta pigmentleri sudan uzaklastiran kloroform fazi, iistte shinorine
igeren su fazi.
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3.12 HPLC/MS analizi

Tiim iiretimlerde elde edilen kismi saflastirilmistt mikosporin benzeri amino
asit iceren ekstreler HPLC/MS ile analiz edildi. DAD dedekt6rii bulunan Thermo
Scientific DionexUltiMate 3000 UHPLC (Thermo Scientific) kullanilarak ham
ekstrelerin analizleri gergeklestirilmistir. HPLC’de TSKgel Amide-80HR 5 pum
(250 x 4.6 mm, 5 pm) kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak 0.1% HCOOH igeren
su (Solvent A) ve 0.1% HCOOH igeren asetonitril (Solvent B) kullanilmistir. HPLC
metodu Tablo 3.9’da verilmistir. Akis hiz1 1 ml/min olarak belirlenmistir. HPLC,
elektrosprey iyonlagtirma kaynagina sahip yiiksek c¢ozintrlikli kiitle
spektorometrisine baglanmigtir. Kiitle spektrometri ayarlari: kuru sicaklik 250 °C,
kurutucu gaz akigi 12 ml/min, nebulizer 4 bar, kapiler voltaj 4500 V, endplate offset
500 V. Spektrum 20-1000 m/z araliginda 3 Hz hizinda toplanmistir. Collision
enerjisi 35 eV’den 100 eV’ye degismistir. Kalibrasyon, dahili kalibrasyon
soliisyonu olan LockMass 622 ve her analizin basinda CH3COONa kiimeleri

kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 3.9. HPLC metodu.

Zaman Solvent A Solvent B

(dk) (0.1% HCOOH iceren su) (0.1% HCOOH iceren asetonitril)
0 5 95

5 5 95

35 95 5

36 95 5

40 5 95
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3.13 Giines Koruyucu Molekiillerin Kozmetik Uygulamalar I¢in Test

Edilmesi
3.13.1 Sitotoksisite analizi

Sitotoksisite analizi i¢in 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 ve HaCaT insan
immortalize keratinosit hiicre hatlar1 kullanildi. Her iki hiicre hatt1 da igerisine %10
FBS, %1 L-glutamin ve %0.02 Gentamisin eklenen DMEM High Glucose besin
ortamina pasajlandi. Kriyotiiplerde bulunan hiicreler (L929 ve HaCaT) -80 °C’den
alinip, 37 °C’de su banyosunda 3/4’ii ¢oziinene kadar bekletildi. Uzerine 3 ml FBS
eklendi ve resiispanse edildi. Santrifiij tiipiine alinan FBS-hiicre karigimi +4 °C’de
1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatanti atildi ve pellet tizerine 4 ml besin
ortami (DMEM High Glucose, %10 FBS, %1 L-glutamin, %0,02 Gentamisin
eklendi ve T25 flask igerisinde 37 °C’de CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi.
Biiytiyerek %80 konfluense ulasan hiicrelerin (Sekil 3.21, 3.22) {izerindeki besin
ortami dokiildii ve steril karbon ve magnezyum igermeyen PBS ile yikand:. Uzerine
1 ml tripsin eklendi ve 37 °C’de hiicreler ylizeyden kalkana kadar maksimum 5
dakika olacak sekilde CO2’siz inkiibatorde inkiibe edildi. Tripsin miktarinin 2-3 kat1
kadar serumlu besin ortami (DMEM High Glucose, %10, %1 L-glutamin, %0,02
Gentamisin eklendi ve santrifiij tlipiine alinip +4 °C’de 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Uzerine 3 ml besin ortami eklendi ve homojenize edildi. 100 ul PBS
tizerine 100 pl tripan mavisi eklendi ve bu karigimin iizerine 100 pl hiicre (L929 ve
HaCaT) eklenerek hiicreler sayildi. Hiicre sayimi sonrasinda her bir kuyucuga 10°
hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat, 37 °C’de CO2’li inkiibatorde inkiibe
edildi. 24 saatin sonunda tiim besin ortamlar1 kuyulardan uzaklastirildi ve 1929,
HaCaT ve pozitif kontroliin olacagi kuyulara 100 pl besin ortami (DMEM High
Glucose, %10 FBS, %1 L-glutamin, %0,02 Gentamisin) eklendi. E. coli’den elde
edilen shinorine bilesiginin sitotoksik etkisini incelemek i¢in 96 kuyulu plakalarin
ilk kuyularina 2 mg/ml shinorine ¢ozeltisinden 100 ul eklendi ve seri diliisyonlar
ile 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 ug/ml konsantrasyonlarinda
shinorine eklendi. Negatif kontrol olarak hiicrelerin iizerine DMSO eklendi. Her

konsantrasyon i¢in 3 tekrar yapildi. Nostoc sp. CALU-997 ve N. linckia CALU-129
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mikroalglerinden elde edilen igerisinde shinorine bulunan ekstrenin sitotoksik
etkisini incelemek i¢in 1000, 500, 250, 125, 62,5 pg/ml konsantrasyonlarinda seri
diliisyon ile 96 kuyulu plakalarda bulunan HaCaT hiicre hatt1 {izerine eklendi.
Negatif kontrol olarak hiicrelerin tizerine DMSO eklendi. Her konsantrasyon i¢in 3
tekrar yapildi. MTT canlilik testi 24, 48 ve 72. saatlerde gergeklestirildi.
Inkiibasyon siireleri dolan her bir plakadaki hiicrelerin {izerlerindeki ortam
uzaklastirilarak her bir kuyuya 100 ul MTT soliisyonu (%90 (v/v) besin ortami,
%10 (v/v) 5 mg/ml MTT) eklendi. 37 °C’de CO2’li inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra MTT soliisyonu uzaklastirild1 ve her bir
kuyuya olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 100 ul DMSO eklendi ve 5

dakika boyunca ¢oziinmesi igin beklendi. Mikroplaka okuyucu ile 570 nm’de

absorbans 0l¢iildii.

Sekil 3.22. HaCaT insan immortalize keratinosit hiicre hattinin mikroskop goriintiisii.
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3.13.2 UV koruma o6zelliginin test edilmesi

Elde edilen ekstrelerin UV koruma 6zelliginin test edilmesi i¢in HaCaT insan
immortalize keratinosit hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre ¢6zdiirme islemi sitotoksisite
analizinde anlatildig1 gibi gerceklestirildikten sonra her bir kuyuya 10° hiicre/ml
olacak sekilde 24 kuyulu plakalara hiicrelerin ekimi gergeklestirildi. Hiicrelerin
lizerine giines 151811 simiile eden UV lamba (OSRAM, Ultravitalux, 300W, E27)
UV uyguland1 UV siddeti UV metre (Apogee, MU200) yardimi ile dlgtildii. 31,2 £
2,5 W m?2 UV radyasyonu, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 dakika boyunca uygulandi.
Hiicreleri ISO 10993-5’e gore toksik olan UV maruziyet siiresi belirlendi. Bu
belirlenen dozlara gére HaCaT hiicreleri tekrar 24 kuyulu plakalara 10° hiicre/ml
ekildi ve 1000, 500, 250, 125, 62,5 ug/ml olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda
shinorine igeren ekstreler ilave edilerek 30 dakika 37 °C’de CO2’li inkiibatérde
inkiibe edildi. Daha sonra UV lamba ile (OSRAM, Ultravitalux, 300W, E27)
27,85 W m? UV uyguland1. 24 saat 37 °C’de CO’li inkiibatorde inkiibe edildi.
24 saatin sonunda MTT canlilik testi gergeklestirildi.

3.13.3 Stabilite testleri

Siyanobakteriden elde edilen ekstrelerin kismi saflastirilmasi sonrasinda
shinorine igeren ekstrenin eklendigi krem formiilasyonu, 25°C£2°C’de %60+%5
bagil nem oranina sahip ve 40°C+2°C’de %75+%5 bagil nem oranina sahip farkl
stabilite kabinlerinde bekletildi. Ardindan yari-kat1 formiilasyonun organoleptik
karakteri ve fizikokimyasal &zellikleri incelendi. Oncelikle organoleptik
ozelliklerdeki degisimler koku, renk ve genel goriintiideki degisimlerin takibi ile
belirlendi. Fizikokimyasal Ozellikler ise, oda sicakliginda pH ve viskozite
degerlerinin dl¢iilmeleriyle belirlendi. Ayrica, bu kapsamda krem formiilasyonunun
akis ve mekanik 6zellikleri de tayin edildi. Akis 6zelliklerinin belirlenmesi igin
farkli kayma oranlarinda kayma gerilimi ve viskozite degerleri ol¢giildii. Krem
formiilasyonunun mekanik o6zellikleri ise bilgisayar kontrollii penetrometre ile
tespit edildi. Mekanik oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in yiiriitiilecek caligsmalar

sonunda formiilasyonlara ait kuvvet-zaman grafikleri elde edildi ve bu grafiklerden
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formiilasyonlara ait sertlik, adeziflik, koheziflik, elastikiyet ve sikistirilabilirlik

degerleri hesaplandi.

3.13.3.1 Shinorine iceren krem formiilasyonunun hazirlanmasi

Krem formiilasyonu Tablo 3.10’a gbre hazirlandi. 240 g stearik asit ve 10 g
setil alkol porselen kapsiilde su banyosu iizerinde 70-75°C’de eritildi. 12 ¢
potasyum hidroksit toz haline getirildi, tizerine 100 g gliserin ve 638 g distile su
ilave edildi ve su banyosu tizerinde 1sitild1 (70-75°C). Daha sonra su fazi, porselen
kapsiildeki yag fazinin i¢ine yavasga karistirilarak ilave edildi. Homojen oluncaya
kadar karistirildi. Formiilasyonun sicakligi 40-45°C’nin altina diistiikten sonra
iizerine birka¢ damla esans damlatildi ve karistirllmaya devam edildi. Tamamen
soguduktan sonra ambalajlandi. Shinorine igeren krem formiilasyonunun
hazirlanmas1 i¢in, 50 mg shinorine ekstresi bir miktar distile su igerisinde
cozdiriilerek %0,05 (w/w) konsantrasyonunda olacak sekilde formiilasyona ilave

edildi (Sekil 3.23).

Tablo 3.10. Krem formiilasyonunun igerigi.

Madde Miktar
Stearik asit 240 g

Setil alkol 109
Gliserin 100 g
Potasyum hidroksit |12 g

Distile su k.m. 1000 g
Esans k.m.
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Sekil 3.23. Shinorine i¢ceren krem formiilasyonunlart.

3.13.3.2 Formiilasyonun Viskozitesinin Olciilmesi

Tek noktali viskozimetre (And Vibro Viscometer SV-10) ile iiger kez
tekrarlanarak viskozite 6l¢timii yapildi (Sekil 3.24).

Sekil 3.24. Tek noktali viskozimetre cihazi.

3.13.3.3 Formiilasyonlarin pH degerinin 6lciilmesi

Formiilasyonun oda sicakligindaki pH degeri pH-metre (Hannah Edge pH

meter) ile 6l¢iildii. Denemeler tiger kez tekrarlandi.
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3.13.3.4 Formiilasyonlarin akis 6zelliklerinin incelenmesi

Formiilasyonlarinin akig 6zellikleri 25°C’de Brookfield DVNext reometresi
ile incelendi (Sekil 3.25). Calismada 27 numarali spindle kullanildi. Hiz 10-100

rpm arasinda degistirildi. Her 6rnek i¢in calisma en az ii¢ tekrarla gerceklestirildi.

Sekil 3.25. Brookfield DV Next reometresi

3.13.3.5 Formiilasyonun mekanik 6zelliklerinin incelenmesi

Formiilasyonun mekanik 6zellikleri bilgisayar kontrollii penetrometre (TA-
XT Plus, Stable Micro System, UK) ile incelendi (Sekil 3.26). Bu ¢alisma i¢in P/10
prob, her bir formiilasyona iki kez batirildi. Her seferinde prob, jel icerisinde 15
mm boyunca 2 mm/sn hizla ilerletildi. Probun, birinci ve ikinci batmasi arasinda 15
sn ara verildi. Hazirlanan formiilasyonlarin mekanik 6zellikleri 25°C’de incelendi

ve her bir ¢alisma en az 3 kere tekrarlandi.
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Sekil 3.26. Formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi igin kullanilan bilgisayar

kontrollii penetrometre

Elde edilen grafikten jel formiilasyonunun sertligi, sikistirilabilirligi,
adezifligi, kohezifligi ve elastikligi saptandi. Elde edilen grafikte ilk pikin
yiiksekligi formiilasyonlarin sertlik degerini, ilk egri alt1 alan formiilasyonlarin
sikistirilabilirlik degerini, ikinci egri alt1 alan ise formiilasyonun adeziflik degerini
vermektedir. Koheziflik ve elastikiyet degerlerinin hesaplanmasinda ise asagida

verilen esitlikler kullanild1 (Denklem 5-6).

Koheziflik = AUC3 / AUC: (Denklem 5)
Elastikiyet = Zaman farkiz.4 / Zaman farkii» (Denklem 6)
Formiilasyon 25+5°C’de %60 relatif nemdeki ve 40+5°C’de %75 relatif
nemdeki stabilite kabinlerine (TK 252, Niive, Tiirkiye) yerlestirildi (Sekil 3.27). 30.
ve 60. giinde alinan Ornekler organoleptik ozellikleri, pH, akis Ozellikleri ve

mekanik 6zellikler agisindan incelendi.
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Sekil 3.27. 25°C£2°C’de %60+%5 bagil nem oranina sahip (yukarida) ve 40°C£2°C’de %75+%5

bagil nem oranina sahip (asagida) farkl stabilite kabinleri.

3.14 E. coli’de Heterolog Ekspresyon

E. coli’de heterolog ekspresyon icin kullanilan metot Sekil 3.28’de
gosterilmistir. Ik asamada mikroalgden DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Ikinci asamada vektdr DNA’sindan plazmid izolasyonu gergeklestirilerek plazmid
DNAs1 lineerize edilmistir. Ugiincii asamada SLIC reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Dordiincli asamada istenilen gen bdlgesini igeren plazmidin iiretimini saglayacak
tastyict konaga transformasyon gerceklestirilmistir ve plazmidin ekstraksiyonu
saglanarak besinci asamada ekspresyonu gergeklestirecek olan konaga plazmidin
transformasyonu  gergeklestirilmistir  ve  ekspresyon i¢in  inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda son asamada MAA ekstraksiyonu

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.28. Heterolog ekspresyon icin DNA izolasyonundan baglayarak son iiriine kadar uygulanan
metodun semast.

3.14.1 Siyanobakteriden DNA ekstraksiyonu

15 ml kiiltiir 4000 rpm 5 dakika santrifiijlenerek hiicreler toplandi ve pellet
500 ul TE tampon kullanilarak tekrar siispanse hale getirildi. Yatay pozisyonda 2
dakika vortekslendi ve homojenize edilen hiicreler sivi nitrojen ile dondurulduktan
sonra 70 °C’de eritildi ve bu islem 5 kez tekrarlandi. Son dondurma isleminden
sonra hiicreler 100 °C’de 10 dakika boyunca 1sitildi. Daha sonra NucloeSpin® Soil
kit kullanilarak genomik DNA izole edildi. Eliisyon asamasina kadar kitteki
protokol uygulandi. Eliisyon asamasi icin kitte bulunan Buffer SE’den 20 pL
eklendi ve 70 °C’de 2 dakika inkiibe edildikten sonra 11,000g, 2 dakika
santrifiijlendi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi. Nanodrop ile DNA
konsantrasyonu belirlendi.

3.14.2 Shinorine gen bolgesinin amplifikasyonu

Kullanilan primerlarin listesi Tablo 3.11’de verilmistir. Tasarlanan
primerlerin optimum tekrar birlesme (annealing) sicakligini belirlemek igin
gradyan PCR yapildi. Polimeraz olarak Q5 kullanildi ve bu polimeraza gore 25 pl
reaksiyon karigimi hazirlandi. Tablo 3.12’de karisimin igerigi verilmistir. 150 pl

reaksiyon karisimi hazirlanarak 6 farkli PCR tiiptine 25 pl eklendi. 58,7, 60,6, 62,1,



58

65,4, 67,3, 68 °C sicakliklarinin oldugu kolonlara tiipler yerlestirildi. PCR metodu
Q5 polimeraza gore ve amplifiye edilmek istenen gen bolgesine (7712 kb) gore
gelistirildi. Tablo 3.13’te PCR metodu gosterilmistir ve reaksiyon 35 tekrarl

gerceklestirilmistir.  %0,8 agaroz jel hazirlanmistir ve Ornekler kuyulara

yiiklendikten sonra 90 V ile 70 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

Tablo 3.71. Kullanilan primerlarin listesi.

Primer Uzunluk | Dizi (5’ — 3’) Erime Tamim
Sicakhi@r
cO
SF1 20 mer TGCGCTGTTAATCACTTT | 53.2 pET28 pTet GFPv2
AC Koloni PCR i¢in tarama
forward primer (vektor
tabanli)
SR2 20 mer TTACCGTTGGTCGCATC | 59.4 pET28 pTet GFPv2
ACC Koloni PCR igin tarama
reverse primer (vektdr
tabanli)
p28tet 20 mer CATGGTTAGCAAAGGTG | 55.3 Vektorii lineerize etmek
Backbone AAG i¢in forward primer
F
p28tet 20 mer GGTCGATCCTCTTCTCTA | 57.3 Vektorii lineerize etmek
Backbone TC i¢in reverse primer
R
53MAA_S | 39 mer GATAGAGAAGAGGATCG | 68.4 Gen bolgesini amplifiye
LIC F ACCATGAGCATCGTCCA etmek icin forward
GGCAG primer
53 MAA_ | 39 mer CTTCACCTTTGCTAACC | 64.5 Gen bolgesini amplifiye
SLIC R2 ATGTCTCTCTTTCCTTTA etmek icin  forward
CGTCC primer
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Tablo 3.82. Q5 polimeraz i¢in reaksiyon karigimi regetesi.

Bilesen 25 nl RXN
(uh)
Su 17,25
Q5 tamponu 5
dNTPs 0,5
DNA 1
Q5 polimeraz 0,25
Forward primer | 0,5
(250)
Reverse primer | 0,5
(281)

Tablo 3.93. Gradyan PCR metodu.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (s)
On denatiirasyon | 98 30
Denatiirasyon 98 10
Yeniden birlesme | 58-68 30
Uzatma 72 240

Son uzatma 72 120

Gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in Tablo 3.12°de yer alan PCR reaksiyon
karisimina gore 200 pl karigim hazirlanmistir ve Tablo 3.14’teki PCR metodu
kullanilmistir ve reaksiyon 35 tekrarli gergeklestirilmistir. Agaroz jel (%0,8)
hazirlanarak 6rnekler kuyulara yiiklenmistir ve 90 V ile 90 dakika yiriitiilmustiir.
Yiiriitiilen jel 6rneklerin bir kismini igerecek sekilde kullanilan 1 kb ladder ile
kesilmis ve UV’ye maruz birakilarak goriintiilenmesi saglanmistir. Jelin kesilen
bolgesindeki amplifiye edilmesi istenen genin oldugu bolge isaretlenmis ve UV’ye
maruz birakilmayan 6rneklerin oldugu jel bu bolgeye gore kesilmistir. Daha sonra

NucleoSpin PCR and Gel Clean Up kit kullanilarak jelden ekstrakte edilmistir.

Nanodrop ile konsantrasyonu belirlenmistir.
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Tablo 3.14. Amplifikasyon PCR metodu.

Asama Sicaklik | Zaman (5s)
(W)

On denatiirasyon | 98 30

Denatiirasyon 98 10

Yeniden birlesme | 65 30

Uzatma 72 240

Son uzatma 72 120

3.14.3. Plazmid Ekstraksiyonu

E. coli pET28 pTet GFPv2 bakterisi 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
11,000 g’de 1 dakika santrifiijlenerek hasat edilen hiicrelerden plazmid, NucleoSpin
Plasmid DNA Purification kit kullanilarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra
DNA’nin lineerizasyonu i¢in Tablo 3.15’teki PCR reaksiyonu karisimi hazirlanmis
ve Tablo 3.16’daki PCR metodu kullanilmistir ve reaksiyon 35 tekrarli
gercgeklestirilmistir. PCR sonrasi %0.8 agaroz jel hazirlanarak ornekler kuyulara
yliklenmigtir ve 90 V ile 50 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiriitilen jel orneklerin bir
kismini igerecek sekilde kullanilan 1 kb ladder ile birlikte kesilmis ve UV’ye maruz
birakilarak goriintiilenmesi saglanmistir. Jelin kesilen bolgesindeki amplifiye
edilmesi istenen genin oldugu bolge isaretlenmis ve UV’ye maruz birakilmayan
orneklerin oldugu jel bu bolgeye gore kesilmistir. Daha sonra NucleoSpin PCR and
Gel Clean Up kit kullanilarak ekstrakte edilmistir. Lineer vektor metil grubu igeren
DNA fragmentlerinden kurtulmak i¢in Dpnl restriksiyon enzimi ile muamele
edilmistir. Tablo 3.17°de gosterilen reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. Reaksiyon
karisimi, 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 1s1 inaktivasyonu i¢in 80
°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inaktivasyon sonrast %0.8 agaroz jel
hazirlanarak 6rnekler kuyulara yiiklenmistir ve 90 V ile 50 dakika yiirtitiilmiistiir.
Yirttiilen jel 6rneklerin bir kismini igerecek sekilde kullanilan 1 kb ladder ile
birlikte kesilmis ve UV’ye maruz birakilarak goriintiilenmesi saglanmistir. Jelin
kesilen bolgesindeki amplifiye edilmesi istenen genin oldugu bolge isaretlenmis ve
UV’ye maruz birakilmayan 6rneklerin oldugu jel bu bolgeye gore kesilmistir. Daha
sonra NucleoSpin PCR and Gel Clean Up kit kullanilarak ekstrakte edilmistir.

Nanodrop ile konsantrasyonu belirlenmistir.
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Tablo 3.15. Lineerizasyon i¢in Q5 polimeraz i¢in reaksiyon karigimi regetesi

Bilesen 25 pl RXN (nl)
H;O 17,25

Q5 tamponu 5

dNTPs 0,5

DNA 1

Q5 DNA polimeraz 0,25
Forward primer (111) | 0,5

Reverse primer (112) | 0,5

Tablo 3.16. Lineerizasyon PCR metodu

Asama Sicaklik (°C) Zaman (s)
On denatiirasyon 98 30
Denatiirasyon 98 10
Yeniden birlesme 62 30
Uzatma 72 200

Son uzatma 72 120

Tablo 3.107. Dpnl restriksiyon enzimi ile hazirlanan reaksiyon karigimi

Bilesen 50 pl RXN (ul)
H.O 31,83

CutSmart tamponu 5

Lineer Vektor 12,17

Dpnl 1

3.14.4 SLIC Metodu

Plazmid ve insert edilmek istenen DNA fragmenti elde edildikten sonra SLIC
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. SLIC metodunu gergeklestirmek igin plazmid ve
DNA fragmenti 3:1 oraninda karistirilmis ve bu reaksiyon Tablo 3.18’e gore
hazirlanmistir. Ayrica kontrol olarak aktarilmak istenen DNA fragmentini
icermeyen sadece plazmid i¢in de bu reaksiyon hazirlanmistir. SLIC reaksiyonu, 37
°C’de 60 saniye ve 50 °C’de 30 saniye olmak {izere iki farkl sicaklik ve zamanda

inkiibe edilerek optimum klonlama kosullar1 belirlenmistir.
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Tablo 3.18. SLIC reaksiyon karigimi

Bilesen SLIC (Plazmid-DNA fragmenti) | SLIC (Plazmid)
reaksiyon karisim (ul) reaksiyon karisim (ul)

H,O 4 5,03

Tampon 12.1 1 1

DNA fragmenti 1,03 0

Vektor 3,97 3,97

Toplam Reaksiyon 10 10

+ T4 DNA polimeraz | 0,5 0,5

3.14.5. Transformasyon

SLIC reaksiyonu sonrasinda kriyotiiplerde bulunan E. coli TOP10 ve DH5a
kompetan hiicreleri kullanilarak genin tasiyict konaga transformasyonu
gergeklestirilmistir. Her bir hiicre tiiplerinden iki tekrarli olacak sekilde farkli
sicakliklarda inkiibe edilen SLIC reaksiyon karisimlarindan eklenmistir. 1 tiip de
kontrol olarak kullanilmis ve reaksiyon karisimi eklenmemistir. Sonrasinda tiim
tiipler buzda 30 dakika inkiibe edilmistir ve 42 °C’de 45 saniye inkiibe edilerek 1s1
soku uygulanmistir. Is1 soku sonrasinda 2 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra
tiim tliplere 950 ul SOC besin ortami eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
50 pg/ml Kanamisin antibiyotigi igeren %1,5 agarli Lisogeny Broth (LB) besin
ortami hazirlanarak petrilere dokiilmiistiir. Inkiibasyon siiresi tamamlanan
hiicrelerden pipetle 100 pl ¢ekilerek petrilerin iizerine cam baget yardimi ile
yayillmistir ve 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Petrilerde biiyiiyen
koloniler pipet uglar1 yardimi ile alinarak PCR tiiplerine koyulmus ve Tablo 3.
19°daki PCR reaksiyon karisimi hazirlanip iizerlerine eklenerek Tablo 3.20°de
belirtilen metot ile 35 tekrarli PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Pipet uglart ile
alman koloniler ayn1 zamanda 50 pg/ml Kanamisin antibiyotigi iceren LB besin

ortamina ekilmistir.
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Tablo 3.19. Koloni PCR i¢in OneTaq polimeraz igin reaksiyon karigimi regetesi.

Bilesen 25 pl RXN (nl)
H>O 18,375

OneTaq tamponu 5

dNTPs 0,5

OneTaq DNA | 0,125
polimeraz

Forward primer (107) | 0,5

Reverse primer (249) | 0,5

Tablo 3.20. Koloni PCR metodu.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (s)
On denatiirasyon 94 30
Denatiirasyon 94 10
Yeniden birlesme 52 30
Uzatma 68 60

Son uzatma 68 120

Koloni PCR sonrasinda tasiyict konakta plazmid iiretimi gergeklestiren
klonlar  segilmistir. ~ Pozitif olan  klonlardan  plazmid  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. E. coli BL21 ve E. coli BAP1 kompetan hiicreleri kullanilarak
tasiyict konak transformasyonundaki metot gergeklestirilmistir. SLIC reaksiyonu

yerine pozitif klon plazmidleri eklenmistir.

3.14.6. Ekspresyon Kiiltiirii

Koloni PCR sonrasinda ekspresyon igin segilen koloniler M9 ortamina
ekilmistir ve 37 °C’de inkiibe edilmistir. ODgo0=0.3-0.4’ye ulastiginda promotor
tetrasiklin kullanilarak indiiklenmistir. Daha sonrasinda her bir koloni 20 °C’de ve

37 °C’de sirastyla 4 giin ve 1 giin inkiibe edilmistir.

3.14.6.1. Hasat Ve Ekstraksiyon

Inkiibasyon siireleri tamamlanan kiiltiirler 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenerek hasat edilmistir ve siipernatant ile pellet birbirlerinden

ayrilmiglardir. Pellet, metanol kullanilarak ekstrakte edilmistir. Siipernatant ise
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iizerine etil asetat eklenerek sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile birbirinden ayrilmis
ve etil asetat fazi1 toplanmustir. Etil asetat fazi, rotary vakum evaporatdr yardimu ile
etil asetattan uzaklastirilmis ve metanolde ¢ozdiriilmustiir. Baglik 3.11°de belirtilen
HPLC/MS analiz metoduyla siipernatant ve pellette MAA olup olmadig1 analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Siyanobakterilerden Biyokiitle Elde Edilmesi Ve Ekstraksiyon

Verimi

Ekstre miktar1 biyokiitle miktarina oranlanarak ekstraksiyon verimi
hesaplanmustir. Elde edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri Tablo 4.1’de belirtildigi
gibi bulunmustur. Ekstraksiyon verimleri %2,3 ile %37,4 arasinda degismektedir.
En yiiksek ekstre miktart S. nidulans tiiriiniin kloroform:metanol ekstresinde
gozlenmistir. S. nidulans’mn kloroform ekstre miktar1 da yine diger tiirlerle
karsilastirildiginda en yiiksek olarak Ol¢iilmiistiir. En diisiik verim, Spirulina
platensis’in hekzan ekstresinde goriilmiistiir. Spirulina, yaklasik %70 protein ve
%15 karbonhidrat igerigine sahiptir. Bu nedenle hekzanin aksine daha polar
solventlerin kullanildig1 solvent sistemlerinde daha fazla ekstre miktarina
ulagilmas: literatiirle uyusmaktadir. Hekzan ile yapilan ekstraksiyonlarin tiim
tiirlerde (Anabaena sp. ve Nodularia harig) oldukga diisiik ¢ikmast, bu tiirlerin yag
iceriginin  diisiik olabilecegini gostermektedir. Metanol ekstrelerinde P.
tricornutum’un ekstre miktar1 diger tiirlere gore oldukca yiiksek olarak
bulunmustur. P. tricornutum’un yiiksek miktarda fukoksantin igerigine sahip
olmast ve fukoksantinin polar solventlerle ¢Ozilinebilir olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Bhatia et al., 2010; Hossain et al., 2021).
Sekil 4.1-4.4’te tiirlerin ekstrelerinin balonlardaki hali goriilmektedir. Sekil 4.5°te

ise Algatech tiirlerinin ekstrelerinin viallerdeki goriintiisii verilmistir.
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Tablo 4.1 Segilen mikroalg tiirlerinin farkli solvent sistemleri ile ekstraksiyonu sonrasi ekstraksiyon verimleri

%70 Metanol Ekstreleri

Kloroform
Ekstreleri Verim (%

Kloroform: Metanol (1:1)

Hekzan Ekstreleri Verim (%

CALU-982

Tiir Verim (% mg ekstre/mg mg ekstre/mg Ekstreleri Verim (f/o mg mg ekstre/mg biyokiitle)
biyokiitle) biyokiitle) ekstre/mg biyokiitle)

Anabaena sp. 8,7 13,5 11,1 12,8
Anabaena variabilis 10,3 15,2 13,7 7,4
Nodularia sphaerocarpa 45 12,2 12,2 7.4
Nostoc linckia 9,9 11,9 16,6 4,1
Nostoc muscorum 14,8 15,6 - -
P.tricornutum 34,7 11,1 22,4 3,5
S. nidulans 18,4 24,5 37,4 4,6
S. protuberas 20,6 19,7 23 7,7
S. platensis 12,4 21,6 16,4 2,3
Nostoc sp. Lukesova’9/94 9 8 2 1
Nostoc calcicola

Lukesova’3/97 1 2 2 1
Strain #23 3 6 2 1
Nostoc  muscorum  str.

Lefevre CALU-304 4 8 2 3
Nostoc sp. CALU-870 6 7 3 1
N. linckia f. Piscinale 3 7 3 1




Tablo 4.1. (devam)
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Nostoc sp. str. Gromov
CALU-996

Strain #68

Calothrix sp. strain#15
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Sekil 4.1. Evaporasyon sonrasi %70 metanol ekstreleri a) P. tricornutum; b) N. muscorum; c)
Anabaena sp.; d) S. protuberas; €) N. linckia; f) N. sphaerocarpa; g) S. nidulans; h) S.
platensis; i) A. variabilis

Sekil 4.2. Evaporasyon sonrasi kloroform ekstreleri a) P. tricornutum; b) N. muscorum; c)
Anabaena sp.; d) S. protuberas; e) N. linckia; f) N. sphaerocarpa; g) S. nidulans; h) S.
platensis; i) A. variabilis
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Sekil 4.3. Evaporasyon sonrasi kloroform: metanol (1:1) ekstreleri a) Anabaena sp.; b) N.
sphaerocarpa; c) P. tricornutum; d) S. protuberas; ) N. linckia; f) S. nidulans; g) S.
platensis; h) A. variabilis

Sekil 4.4. Evaporasyon sonrast hekzan ekstreleri a) Anabaena sp.; b) S. platensis; c) N.
sphaerocarpa; d) S. protuberas; €) S. nidulans; f) P. tricornutum; g) N. linckia; h) A.
variabilis.



Sekil 4.5. Algatech kiiltiir koleksiyonundan secilen siyanobakteri tiirlerinin ekstraksiyonu sonrasi
elde edilen ekstrelerin  gorintileri. 1-13 %70 metanol ekstreleri; 13-26
kloroform:metanol ekstreleri; 27-39 kloroform ekstreleri; 39-52 hekzan ekstreleri.

4.2. Ham Ekstrelerin On Tarama Analizleri

4.2.1. Giines koruma faktorii (SPF) sonuclar:

Hesaplanan giines koruma faktorii degerleri Tablo 4.2 ve 4.3’te verilmistir.
Kullanilan solvent sistemlerinde en yiiksek SPF miktari tiirden tiire degismek iizere
kloroform-metanol ve kloroform ekstrelerinde gozlenmistir. 1000 pg/ml
konsantrasyona sahip ekstrelerin, kloroform ve kloroform-metanol ekstrelerinde
yogunluklarindan dolay1 6lgiim gergeklestirilememistir. Bu drneklerde en yiiksek
konsantrasyon olarak 500 upg/ml konsantrasyona sahip Orneklerin SPF’leri
hesaplanmistir ve buna gore kloroform ekstrelerindeki en yiiksek SPF degerinin
(19,76 SPF) N. linckia tiirtinde oldugu goriilmiistiir. Metanol ekstrelerinin 1 mg/ml
konsantrasyondaki SPF miktarlar1 da literatiir verileri ile karsilastirildiginda
oldukga ytiksek (6,8-16,8 SPF araliginda) oldugu belirlenmistir. S. nidulans tiirtiniin

tiim ekstrelerinin oldukca diisiik SPF’e sahip oldugu gézlenmistir.
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Cephalothrix komarekiana mikroalgi ile yapilan bir g¢alismada etanol
ekstresinin SPF degeri 2,37 olarak belirlenmistir (Hossain et al., 2021). Ekstrelerin
SPF degerlerinin  hesaplandigi ¢alismalarin  yanisira, saflagtirilan  MAA
soliisyonlariin SPF degerlerinin hesaplandigr ¢alismalar da bulunmaktadir.
Porphyra vietnamensis makroalginden elde edilen bir MAA olan porphyra-334
bilesiginin farkli miktarlarinin (100, 50 ve 25 pl) SPF degerleri hesaplanmis ve
sirasiyla 1,23, 0,78 ve 0,491 olarak bulunmustur (Bhatia et al., 2010). Yapilan
caligmalar tez ciktilari ile kiyaslandig1 zaman, kullanilan tiirlerin SPF degerlerinin
oldukea yiiksek oldugu ve giines koruma 6zelligi olan maddeleri iiretme agisindan

yiiksek potansiyeli oldugu goriilmektedir.



Tablo 4.2. Siyanobakteri ve mikroalg tiirlerinin farkli solventler kullanilarak hazirlanan ekstrelerinin giines koruma faktorleri (SPF). (*) Spektrofotometrik olarak okumasi

yapilamayacak kadar biiyiik degerde; (-) Veri yok.
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SPF

Metanol ekstreleri

Kloroform ekstreleri

Kloroform-Metanol ekstreleri

Hekzan ekstreleri

Konsantrasyon (pg/ml)

Konsantrasyon (ug/ml)

Konsantrasyon (ug/ml)

Konsantrasyon (ug/ml)

Tiir adx 1000 | 500 | 250 | 125 | 1000 | 500 250 125 | 1000 500 250 125 1000 500 250
Anabaena variabilis 6,8 3,7 2,0 1,1 9,56 4,17 2,03 0,96 | 26,72 13,84 6,84 3,34 7,55 3,41 1,47
Anabaena sp. 6,9 3,5 1,7 0,8 22,78 | 10,97 | 4,85 2,36 | * 15,52 7,58 3,73 7,05 3,29 1,57
N. sphaerocarpa 18,2 7,6 3,8 2,0 12,64 | 5,66 2,95 1,45 | 18,08 8,55 424 2,09 6,33 2,94 1,42
S. platensis 11,1 5,7 3,0 1,5 24,15 | 11,74 | 5,94 2,90 | * 18,47 9,02 4,40 21,86 10,87 5,12
N. linckia 16,8 7,3 3,6 1,9 * 19,76 | 10,31 | 4,60 | * 18,79 8,89 4,24 10,59 3,75 1,42
N. muscorum 9,6 4,7 2,2 1,0 16,83 | 7,85 3,99 1,98 | - - - - - - -

S. nidulans 1,5 0,8 0,4 0,2 2,88 1,09 0,79 0,47 | 8,78 4,18 1,92 0,81 2,32 1,18 0,65
S. protuberas 15,7 7,8 3,8 1,9 * 14,43 | 7,00 3,36 | * 21,48 10,58 5,10 4,97 2,48 1,30
P. tricornutum 7,4 3,9 1,9 0,9 5,64 2,41 1,40 0,69 | 8,80 4,03 1,86 0,78 2,60 1,32 0,74
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Tablo 4.3. Algatech kiiltiir koleksiyonundan segilen siyanobakteri tiirlerinin farkli solventler kullanilarak hazirlanan ekstrelerinin giines koruma faktorleri (SPF). (-): Veri yok.

Metanol ekstreleri P Kloroform ekstreleri
Konsantrasyon (ug/ml Konsantrasyon (ug/ml)

Tiir ad 1000 500 250 125 62,5 1000 500 250 125 62,5
Nostoc sp. Lukesova’9/94 - 0,73 0,43 - 0,2 0,53 2,57 0,3 0,24 0,15
N. calcicola Lukesova’3/97 - 2,36 0,41 - 0,5 0,06 0,41 0,05 - 0,004
Strain #23 - 1,07 0,36 - 0,47 - 0,61 - - 0,51
N. muscorum str. Lefevre CALU-304 0,98 2,45 0,31 - 0,91 1,23 2,13 0,87 0,27 0,51
Nostoc sp. CALU-870 - - - - 0,4 - 0,54 0,1 - 0,11
Nostoc linckia f. Piscinale CALU-982 0,85 2,31 0,17 - 0,2 0,23 1,02 0,3 0,06 0,18
Nostoc sp. str. Gromov CALU-996 - 1,07 0,95 0,4 0,98 1,27 1,34 1,06 0,16 0,53
Strain #68 1,54 7,35 1,78 0,59 1,55 0,8 2,42 1,36 0,89 1,18
Calothrix sp. strain#15 - 0,94 0,58 0,18 0,96 1,57 1,49 1,24 0,35 0,46
Nostoc sp. BROMEL 0,56 2,33 0,26 - 0,88 - 1,25 0,24 0,004 0,29
Nostoc sp. BR RQ11 0,08 0,72 0,27 0,01 0,95 - 1,12 0,49 0,05 0,37
Strain #117 1,10 2,2 0,26 - 0,28 - 0,47 - - -
Nostoc sp. CC2 symbiont of Cycas circinalis - 0,56 0,57 - 0,45 - 0,57 0,13 - 0,03




Tablo 4.3. (devam)
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SPF
Kloroform-Metanol ekstreleri Hekzan ekstreleri
Konsantrasyon (nug/ml) Konsantrasyon (ug/ml)
Tiir adu 1000 500 250 125 62,5 1000 500 250 125 62,5
Nostoc sp. Lukesova’9/94 5,51 4,88 1,47 0,9 1,71 - - -
N. calcicola Lukesova’3/97 0,2 0,13 - - 0,03 - - -
Strain #23 6,13 3,73 1,67 0,7 1,36 - - -
N. muscorum str. Lefevre CALU-304 5,48 7,17 2,94 14 2,37 - - -
Nostoc sp. CALU-870 0,93 0,52 0,71 - 0,22 - - -
Nostoc linckia f. Piscinale CALU-982 4,19 5,28 2,17 0,88 15 0,04 - -
Nostoc sp. str. Gromov CALU-996 3,45 2,93 1,79 0,65 0,87 3,15 - -
Strain #68 1,21 2,19 1,13 0,53 0,38 - -
Calothrix sp. strain#15 7,37 3,85 2,79 2,9 0,39 - -
Nostoc sp. BROMEL 2,12 2,83 1,59 0,67 0,43 - - -
Nostoc sp. BR RQ11 2,9 2,79 1,46 0,78 0,87 - - -
Strain #117 1,03 1,21 0,16 0,14 0,01 - - -
Nostoc sp. CC2 symbiont of Cycas circinalis |2,59 4,14 2,34 1,06 1,41 0,08 - -




75

4.2.2. Radikal siipiirme aktivitesi sonuclari

Pozitif kontrol olan BHT nin metanol ¢ozeltisinin antioksidan aktivitesi
%96,45 olarak hesaplanmistir. Ttim tiirlerde ve tiim ekstrelerde yiiksek antioksidan
aktivite gozlenmistir (Tablo 4.4-4.6). Secilen konsantrasyonlarda en diisiik radikal
stiplirme  aktivitesi ~ %55,77  olarak  bulundugundan IC50  degerleri
hesaplanamamistir. En yiiksek antioksidan aktivite %98,96, S. nidulans tiiriiniin

%70 metanol ekstresinde 1000 pg/ml konsantrasyonunda gézlenmistir.

Tablo 4.4. Siyanobakteri ve mikroalg tiirlerinin farkli solventler kullanilarak hazirlanan metanol
ve kloroform ekstrelerinin radikal siipiiriicii aktiviteleri (Y%oRSA).

Metanol ekstreleri Kloroform ekstreleri
%RSA %RSA
Konsantrasyon (ng/ml) Konsantrasyon (ng/ml)
Tiir adi 1000 | 500 250 125 62,5 1000 | 500 250 125 62,5
Anabaena variabilis 86,54 | 65,09 | 57,84 | 55,77 | 56,95 | 85,21 | 73,22 | 64,05 | 59,32 | 59,62
Anabaena sp. 67,01 | 61,09 | 58,88 | 57,84 | 58,73 | 70,12 | 63,17 | 61,24 | 60,80 | 61,83
Nodularia sphaerocarpa 98,67 | 80,33 | 78,85 | 78,40 | 69,97 | 78,99 | 70,86 | 68,34 | 64,50 | 60,65
Spirulina platensis 93,49 | 60,65 | 57,40 | 56,36 | 57,40 | 92,16 | 72,04 | 65,53 | 61,39 | 58,43
Nostoc linckia 86,24 | 69,23 | 62,13 | 62,57 | 63,76 | 66,86 | 59,91 | 61,98 | 59,17 | 59,47
Nostoc muscorum 72,34 | 61,69 | 58,14 | 56,21 | 58,28 | 76,92 | 66,86 | 61,39 | 58,58 | 60,50
Synechococcus nidulans 98,96 | 61,83 | 57,25 | 69,53 | 66,12 | 79,44 | 77,07 | 74,85 | 59,91 | 56,95
Scenedesmus protuberas 77,66 | 69,08 | 67,90 | 62,43 | 56,66 | 74,56 | 77,07 | 66,42 | 62,13 | 58,14
Phaeodactlyum tricornutum | 98,82 | 71,45 | 64,64 | 61,54 | 64,64 | 90,09 | 76,63 | 72,78 | 63,76 | 62,13
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Tablo 4.5. Siyanobakteri ve mikroalg tiirlerinin farkli solventler kullanilarak hazirlanan
kloroform:metanol (1:1(v/v) ve hekzan ekstrelerinin radikal siipiiriicti aktiviteleri

(%RSA).
Kloroform-Metanol ekstreleri Hekzan ekstreleri
%RSA %RSA
Konsantrasyon (ng/ml) Konsantrasyon (ng/ml)
Tiir adi 1000 | 500 250 125 62,5 1000 | 500 250 125 62,5
Anabaena variabilis 83,73 | 57,54 | 59,47 | 56,80 | 58,43 | 96,15 | 77,37 | 73,37 | 63,17 | 60,95
Anabaena sp. 58,73 | 55,92 | 59,17 | 60,21 | 63,02 | 71,01 | 64,64 | 60,50 | 59,62 | 60,80
Nodularia sphaerocarpa 74,70 | 67,60 | 65,53 | 61,98 | 59,62 | 78,11 | 73,37 | 68,34 | 63,46 | 57,84
Spirulina platensis 81,07 | 64,20 | 67,31 | 72,63 | 69,23 | 98,67 | 84,32 | 83,14 | 80,62 | 77,51
Nostoc linckia 58,28 | 60,21 | 60,95 | 59,62 | 58,43 | 75,44 | 68,49 | 65,83 | 61,69 | 60,21
Synechococcus nidulans 78,11 | 72,93 | 74,70 | 59,91 | 57,10 | 88,76 | 88,76 | 86,69 | 67,46 | 63,31
Scenedesmus protuberas 74,41 | 68,05 | 66,57 | 61,39 | 57,99 | 84,47 | 75,30 | 69,23 | 62,72 | 57,99
Phaeodactlyum tricornutum | 91,86 | 64,20 | 58,28 | 57,54 | 57,54 | 90,09 | 72,19 | 65,53 | 60,65 | 57,69
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Tablo 4.6. Algatech kiiltiir koleksiyonundan segilen siyanobakteri tiirlerinin farkli solventler
kullanilarak hazirlanan metanol ve kloroform ekstrelerinin radikal siipiiriicii aktiviteleri
(%RSA). (-): Veri yok

Metanol ekstreleri Kloroform ekstreleri
%RSA %RSA

Konsantrasyon (pg/ml) Konsantrasyon (ng/ml)
Tiir ad1 1000 | 500 | 250 | 125 |[62,5]1000 | 500 | 250 [125 | 62,5
Nostoc sp. Lukesova’9/94 64,4 | 46,1 | 45 | 48,6 | 55,1 | 51,9 | 26,9 38,2 139,9
Nostoc calcicola Lukesova’3/97 56,2 | 559 | - |40,8(451|599[396|316(289]456
Strain #23 61,9 | 529|474 |515| 54 |56,2|255]| 2,1 |384]40,7
Nostoc muscorum str. Lefevre CALU-304 516 [443| - |403| 42 |431[293|28,3]|222|185
Nostoc sp. CALU-870 496 | 44 | 437452 | 48 | 393 [279|244[184|238
Nostoc linckia f. Piscinale CALU-982 50,4 | 49,4 345(41,7| 384 |33,8(358|216]10,5
Nostoc sp. str. Gromov CALU-996 58,7 | 35,6 | 44,8 | 44,1 46,4 | 39,9 | 37 |23,7]20,3|224
Strain #68 474 1431 - [422]269| 42,8 |31,8|402|248|222
Calothrix sp. strain#15 52 [39,1(399(376[467| 36 [324]1335(64 |76
Nostoc sp. BROMEL 446 (486 - [413]|348(409(351]121]|114]| 6,6
Nostoc sp. BR RQ11 46,4 | 2581429 (40,7|468| 45 |252|287|185|197
Strain #117 48,6 [ 384 | - [392[381|517(498]|47,7[49,3|515
Nostoc sp. CC2 symbiont of Cycas circinalis | 60,9 | 37,9 30 |38,8|47,1| 49,3 | 44,1|29,2 36,7387

Kloroform-Metanol ekstreleri Hekzan ekstreleri

%RSA %RSA

Konsantrasyon (pg/ml) Konsantrasyon (pg/ml)
Tiir ad1 1000 | 500 | 250 | 125 |[62,5]1000 | 500 | 250 [125 | 62,5
Nostoc sp. Lukesova’9/94 50,6 | 49,2 558|598 (443 | 50 |252]262(245| 84
Nostoc calcicola Lukesova’3/97 43,6 [387| 37 (384327192 17 | 99| 15 | 58
Strain #23 50,3 | 525|445 | 58 [46,3]203[106]| 4,7 |19 -
Nostoc muscorum str. Lefevre CALU-304 437 1414|313 34 [369]224[203[201]| 8 |145
Nostoc sp. CALU-870 415 (48,1)434[502|452| - |52 |141]| - -
Nostoc linckia f. Piscinale CALU-982 46,3 | 36,6 | 39,7 | 40,2 1402 | - 6 |53[119/113
Nostoc sp. str. Gromov CALU-996 48,1 | 485|436 | 49 |492| 06 | 58| - [93 | -
Strain #68 48 1388|384 [314(343] 5 - 53 - -
Calothrix sp. strain#15 516 | 428|458 | 58 | 65 | 135 [142| - | 05 [129
Nostoc sp. BROMEL 34,8 [33,9| 40 |30,7| 39,3 - 36 | 25 |27,1]|338
Nostoc sp. BR RQ11 48,7 | 47,3 38,8 553|526 (327 |284| 24 |20430,2
Strain #117 459 | 24 |373[362|497| - |154(325|224| 23
Nostoc sp. CC2 symbiont of Cycas circinalis | 46,1 | 44,7 | 48,1 | 49,7 [51,7| - |274[265| 22 |288

Mikroalg tiirlerinin farkli solventlerle hazirlanan ekstreleri i¢in antioksidan
aktivite tayinin DPPH metodu kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Shanab ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada denedikleri tiirlerin (N. muscorum,
Anabaena flous aquae, Chlorella vulgaris, Oscillatoria sp, S. platensis, Anabaena
oryzae, Wollea saccata, Nostoc humifusum, Phormedium fragile) 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki su ekstrelerinin antioksidan aktivitesini %30,1-72,4
araliginda belirlemislerdir (Shanab et al.,, 2012). Bu ¢alismada kullanilan
konsantrasyondaki antioksidan aktivitesi ve kullanilan tiirlerin antioksidan
aktivitesi birbirine yakin olarak gozlenmistir. Baska bir ¢alismada 42 tiiriin 3-1
mg/ml konsantrasyon araliginda degisen etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
(% inhibisyon olarak ifade edilen) %2,68-19,90 araliginda belirlemislerdir
(Assungao et al.,, 2017). Bu calisma ile tez ¢iktilar1 karsilastirildiginda, tezde
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kullanilan tiirlerin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Toplam ekstre miktar1 en yiiksek olan tiir S. nidulans’in antioksidan aktivitesi
yiiksek oldugu halde SPF miktar1 oldukga diisiiktiir. Bu nedenle giinesten koruyucu
aktivitesi olmayan ancak yiiksek antioksidan Ozellikte maddeler (iirettigi
diistiniilmektedir. Genel olarak tiim sonuglara bakildiginda antioksidan aktivitesi ile
SPF degerleri arasinda bir korelasyon olmadigi goriilmektedir. Bunun en biiyiik
nedeni SPF degeri yiiksek olan mikroalg ve siyanobakterilerin UV stresinden
korunmak iizere iirettigi maddelerin olmasi ve bu sayede hiicrenin serbest

radikallere fazla maruz kalmamasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. MAA Ureten Gen Bolgelerinin Belirlenmesi

Kiitle spektrometrisi sonucu elde edilen veriler, tarama yapilan tiirlerde
shinorine (C13H20N20sg) mikosporin benzeri amino asit oldugunu gostermistir. Daha
sonrasinda pozitif oldugu belirlenen 2 tiiriin gen dizi analizi gergeklestirilmistir. Bu
tirlerden Nostoc sp. CALU-997 tiiriinde bulunan gen bolgeleri Sekil 4.6’da
verilmistir. NshA gen bolgesi 3-dehydroquinate sentaz geni, NshB gen bolgesi O-
metiltransferaz, NshC gen bolgesi ATP-grasp bolgesi, metal iyon baglama gen
bolgesi, NshD gen bolgesi ise nonribozomal peptid sentaz (NRPS) gen bolgesi
olarak belirlenmistir. Bu dort gen bolgesinin shinorine iiretimi ile alakali oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.6. Nostoc sp. CALU-997’de bulunan MAA sentezini saglayan gen bolgeleri.

4.4 Giines Koruyucu Molekiil iceren Tiirlerin Belirlenmesi

MAA’lardan en yaygin bulunan shinorine molekiiliiniin (k max : 334 nm; m/z
333) 50+ tiirde taramasi gercgeklestirilmistir. Pozitif olan tiirlerin HPLC/MS
profilleri Sekil 4.7-4.11°de verilmistir. Uretimler icin shinorine iireten tiirlerle

calisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.7. Nostoc sp. Lukesova’9/94 tiiriiniin HPLC/MS profili (333 m/z).
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Sekil 4.8. Nostoc sp. Lukesova’30/93 tiriiniin HPLC/MS profili (333 m/z).
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Sekil 4.9. N. linckia CALU-129 tiiriiniin HPLC/MS profili (333 m/z).
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Sekil 4.10. Nostoc sp. CALU-997 tiirtiniin HPLC/MS profili (333 m/z).
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Sekil 4.11. Calothrix sp. tiriiniin HPLC/MS profili (333 m/z).

4.5 Giines koruyucu molekiillerin indiiklenmesi

Elde edilen sonuclara gore besin ortami igerigini degistirmenin Nostoc sp.
CALU-997 tiirtintin irettigi maddeleri etkiledigi belirlenmistir. Sekil 4.12-4.18’de
ekstrelerin 333 nm’deki HPLC profilleri verilmistir. Literatiire gore en fazla NaCl
konsantrasyonundan etkilenen MAA’larin yapilan bu tez ¢alismasi ile ortiismedigi
belirlenmistir (Gharib et al., 2020). En fazla degisim, MgSO4 ve deniz tuzunda
gozlenmistir. Deniz tuzu ile farkli maddelerin de tiretildigi, MgSOs ile ise iiretilen

maddelerde artis oldugu belirlenmistir.

BG11

5 10 5 n E] El = g e [mn)
12956 KS 53 BGLL 4 GDL (5 11-2022 15-16-47.0; W Bio0ram, 330 nm. 1

xiee |
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Sea Salt-1 |

e ]

Sekil 4.12. BG11 ve BG11+Deniz tuzu (1%) tiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).
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Sekil 4.13. BG11 ve BG11+Deniz tuzu (3%) tiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).

Intes,

e
s
BG11 1
|
os ‘,L J
W NEPRSOUESY) WS S
e
00 St -
3 5 ] = E) E3 £ e )
[ 2456 K5 53 86113 GDL (3-11-2022 15-16-471,9; W CIvomatogram, 330 nm ]
X108
15
BG11-N e
os i
1 I|
R LB NI
S — — e S
v S .
: W & ) % m 3 Ey ]
— e T S F O T
e
e
1s
BG11 1o
BG11-N
os i
I
' A L
N A i
00 =
5 10 15 0 = el £ 0 Tore [min]
[ 13457 ¥S 53 ol 3 GCS (8110059 1535-31).d UV Chromatogram, 330 mm 13456 KS 53 BG11 4 GO (9113057 15-15-47).d° UV Chvonmtogram 330 nm ]

Sekil 4.14. BG11 ve BG11-N iiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).
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Sekil 4.16. BG11 ve BG11+%]1 NaCl iiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).
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Sekil 4.17. BG11 ve BG11+%2 NaCl iiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).
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Sekil 4.18. BG11 ve BG11+%3 NaCl iiretimlerinin HPLC profilleri (333 nm).

4.6 Siyanobakteri Tiirlerinin Panel Ve Tiibiiler Fotobiyoreaktorlerde

Dis Alan Uretimleri

Uretim boyunca giin icerisinde degiskenlik gdsteren 1s1k siddeti, UV
radyasyon ve sicaklik takip edilmistir. Isik siddeti giiniin farkli saatlerinde ve

havanin giinesli ya da bulutlu olmasina goére oldukca degiskenlik gostermistir. UV
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radyasyonun da yine ayni sekilde 11k siddetiyle paralel bir sekilde giiniin farkli
saatlerine ve hava sartlarina bagl olarak farkli oldugu gozlenmistir. Uretim
boyunca takip edilen 3 dakikada bir 6l¢lim alan termometrenin 6l¢tiigii sicakliklar
Tablo 4.7°de gosterilmistir. Laboratuvar ortaminda 20-30 °C arasindaki sicaklik
degerlerinde iiretimini gerceklestirdigimiz kiiltiirlerin diisiik sicakliklarda biiyiime

hizlarimin oldukga fazla bir sekilde diistiigii belirlenmistir (Sekil 4.19-4.26).

Tablo 4.7. Aylara gore dis alan sicaklik ortalamalari.

Sicaklik (°C)
Uretim Yapilan Aylar | Minimum Maksimum | Ortalama
Subat 1,6 17,7 6,3
Mart 6,3 30,7 14,1
Nisan 10 33,4 20,3
Mayis 15,2 34,1 22,4
Haziran 19,8 43,2 29,6
Temmuz 22,5 47,5 32,3
Ekim 14,6 35 23,7
Kasim 3,9 34,6 16,4

Biiylime egrileri incelendiginde en iyi lretimlerin bahar aylarinda oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.19-4.26). Tiim {iretimlerin analizleri yorumlandiginda,
hem ortalama sicakliklarin laboratuvar kosullarindaki optimum {iiretimlerle ayni
degerlerde olmasi hem de UV radyasyon miktarinin daha uygun olmasi nedeniyle
bahar aylarinda dis alan iiretimlerin izmir kosullarinda gergeklestirilebilecegi
bulgusuna ulagilmistir. Uretim boyunca alman &rnekler -20 °C’de saklanmis ve
HPLC/MS analizi i¢in metanol ile muamele edilerek sonikasyon islemi ile hiicreler
parcalanmistir. Santrifiijlendikten sonra HPLC/MS analizleri i¢in viallere

aktarilmistir.

Uretim boyunca sicaklik dlgiimleri yapilmistir ve ortalama sicakliklar, mart
ay1i¢in 14,1 °C, nisan ay1 i¢in 19,1 °C, may1s ay1 i¢in 22,4 °C, haziran ay1 i¢in 29,6
°C, temmuz ay1 i¢in 32,3 °C, ekim ay1 i¢in 23,7 °C ve kasim ay1 i¢in 16,4 °C olarak
belirlenmistir. Ayn1 zamanda giines 15181n1in siddeti ve UV radyasyonu da {iretim
boyunca takip edilmistir. Isik siddeti maksimum 60 klux, UV radyasyon ise 35

W.m?olarak dl¢iilmiistiir. UV radyasyona maruz kalma siiresi, giin siiresiyle dogru
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orantili olarak artmustir. Uretimi gergeklestirilen tiirlerin {iretim boyunca yiiksek
radyasyon, yiiksek 1s1k siddeti ve degisken sicakliklara maruz kalmasi nedeniyle
strese girdigi gozlenmistir. Baz tiirler, pigmentlerini kaybederken bazilari ise daha
fazla miktarda pigment iireterek stres faktorlerinin sonuglarini elimine etmeye

calismistir.

Sekil 4.19-4.20’de panel ve kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp.
Lukesova’9/94 tiiriiniin aylara gore absorbans degisimlerinin ortalamasi
goriilmektedir. Aylara gore bliytimeler karsilastirildiginda en hizli biiylimenin panel
fotobiyoreaktorler i¢in mart ayinda, kabarcik kolon fotobiyoreaktorler i¢in mayista

oldugu gozlenmistir.

2.0
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E —4— Nisan
3 -¥ Mayis
©

n —— Haziran
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_‘3 Temmuz
2 = Ekim
o]

< —A- Kasim

Zaman (giin)

Sekil 4.19. Panel fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. Lukesova’9/94 tiiriiniin aylara gére absorbans

degisimi.
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Sekil 4.20. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. Lukesova’9/94 tiiriiniin aylara gore

absorbans degisimi.

Sekil 4.21-4.22°de panel ve kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp.
Lukesova’30/93 tiirliniin aylara gore absorbans degisimlerinin ortalamalar
goriilmektedir. Aylara gore biiylimeler karsilastirildiginda en hizli biiylimenin panel
fotobiyoreaktdrler i¢in haziran ayinda, kabarcik kolon fotobiyoreaktorler i¢in mart

aymda oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.21. Panel fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. Lukesova’30/93 tiiriiniin aylara gore absorbans

degisimi.
0.6
S
c
o
Lo
O
N—r
n
c
©
2
(@)
0
o}
<

Zaman (giin)

tftom

.

Mart
Nisan
Mayis
Haziran
Temmuz
Ekim

Sekil 4.22. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. Lukesova’30/93 tiiriiniin aylara gore

absorbans degisimi.

Sekil 4.23-4.24°te panel ve kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde N. linckia

CALU-129 tiiriinlin aylara gore absorbans degisimi goriilmektedir. Aylara gore

biiyiimeler karsilastirildiginda en hizli biiylimenin panel fotobiyoreaktorler igin
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mayis ayinda, kabarcik kolon fotobiyoreaktdrler i¢in haziran ayinda oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.23. Panel fotobiyoreaktorlerde N. linckia CALU-129 tiiriiniin aylara gore absorbans

degisimi.
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Sekil 4.24. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde N. linckia CALU-129 tiiriiniin

absorbans degisimi.
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Sekil 4.25-4.26’da panel ve kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp.

CALU-997 tiiriiniin aylara gore absorbans degisimi goriilmektedir. Aylara gore
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biiyiimeler karsilagtirildiginda en hizli biiylimenin hem panel fotobiyoreaktdrler

icin hem kabarcik kolon fotobiyoreaktorler icin mayis ayinda oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.25. Panel fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. CALU-997 tiiriiniin aylara gore absorbans

degisimi.
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Sekil 4.26. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Nostoc sp. CALU-997 tiirliniin aylara gore

absorbans degisimi.

Sekil 4.27, 4.28’de panel ve kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Calothrix

Sp. tiirlinlin aylara gore absorbans degisimi goriilmektedir. Aylara gore biiylimeler
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karsilastirildiginda en hizli bliylimenin hem panel fotobiyoreaktorler igin hem

kabarcik kolon fotobiyoreaktdrler icin mayis ayinda oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.27. Panel fotobiyoreaktorlerde Calothrix sp. tiiriiniin aylara goére absorbans degisimi
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Sekil 4.28. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde Calothrix sp. tiiriiniin aylara gore absorbans

degisimi
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Dis alan {retimlerinden ekstraksiyon yapilarak HPLC/MS profilleri
incelenmistir. Shinorine agisindan pozitif ¢ikan tiir ve iiretim kosullar1 Sekil 4.29°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Dis alan iiretimlerin HPLC/MS profilleri.

4.7 Pilot Olcek Uretimleri

Calisma hacmi 1 L olan panel fotobiyoreaktér ve 25 L olan tiibiiler
fotobiyoreaktorlerde {tiretimi gergeklestirilen Nostoc sp. CALU-997 tiiriiniin
absorbans-zaman ve pH-zaman grafikleri Sekil 4.30 ve 4.31’de gosterildigi gibidir.
As kiltlirii schott siselerde daha etkin bir karistirma ve havalandirmaya sahip
oldugundan tiibiiler fotobiyoreakorlere inokiilasyon yapildiginda lag siiresi 4 giin
olarak belirlenmistir. 4. gilinden itibaren absorbanstaki artisa bagli olarak
biiylimenin hizlandig1  goriilmiistir. Uretimin 8. giinden itibaren CO2
konsantrasyonunun diisiik olmasi nedeniyle pH’1n arttig1 gozlemlenmis ve 25 L’lik
tiibiiler fotobiyoreaktorden daha biliylik Olgekteki hacimlere ¢ikarken

inokiilasyonun 15. giinde yapilmasina karar verilmistir.

25 L tiibiiler fotobiyoreaktdrde yapilan iiretimde, pH’1n lag fazinin sonunda
yiikselmesi nedeniyle biiylimenin etkilendigi diisiiniilmektedir. Siyanobakterilerin
optimum biiylime pH degerleri 7.5-10 arasinda degismektedir. Bazi tiirler i¢in alkali

pH kosullarinin biiyiimeyi indiikleyebilecegi literatiirde belirtilmistir (Nayak and
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Prasanna, 2007). Ancak pH’mn 10’un iizerine ¢ikmasi biiylimeyi olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Etkin bir havalandirma ile iceride biriken fotosentez ve
metabolizma atig1 olan gazlarin kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasi gerekmekte ve
kiiltiir ortami1 igerisine yeterli oksijen ve karbondioksit transferi yapilmalidir.
Havalandirma ve karistirmanin yetersiz oldugu durumlarda pH yiikselerek iiretimi
olumsuz etkileyebilmektedir. 1 L panel fotobiyoreaktdrde havalandirmanin daha
etkili gergeklestirilmesi nedeniyle pH degerlerinin 7,74 ile 8,84 arasinda degistigi
buna bagli olarak da biyokiitle {iretim veriminin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
25 L tiibiiler fotobiyoreaktorde ise pH 8,02 ile 10,33 arasinda degismistir. pH’nin
10’un tizerine ¢ikmasi biyokiitle verimini olumsuz yonde etkilemistir. Karistirma
ve havalandirmanin, panel fotobiyoreaktdrlere gore tiibiiler fotobiyoreaktorlerde
daha az etkili olmas1 nedeniyle biiylime daha yavas gerceklesmistir. Optimum pH
seviyelerinde ise biiyiime daha hizli ger¢eklesecektir. Bu nedenle 6lgek biiyilitme
caligmalarinda tasarlanan fotobiyoreaktorlerde pH kontroliiniin gerceklestirilmesi

ile daha ytiksek verim elde edilebilecektir.
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Sekil 4.30. Nostoc sp. CALU-997 tiirtinin 1 L panel fotobiyoreaktér ve 25 L tiibiiler
fotobiyoreaktérde gergeklestirilen iiretimlerin absorbans-zaman  grafiklerinin

karsilagtirmasi.
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Sekil 4.31. 1 L panel fotobiyoreaktor ve 25 L tiibiiler fotobiyoreaktorde gerceklestirilen iiretimlerin
pH-zaman grafiklerinin karsilastirmast.

N. linckia CALU-129 tiiriiniin 1 L ve 50 L panel fotobiyoreaktordeki
absorbans-zaman ve pH-zaman grafigi Sekil 4.32 ve 4.33’te gosterildigi gibidir.
Panel fotobiyoreaktorde karistirma havalandirma ile saglanmaktadir. Bu sistemde
havalandirmanin yeterli olmasi nedeniyle tiibiiler fotobiyoreaktdre gére pH’1n daha
stabil kalmasina neden olmustur. Uretim boyunca drnek alinarak takip edilen pH
degerleri 6.94 ile 7.94 arasinda degismistir. 50 L panel fotobiyoreaktorde daha hizli
bir biiyiime oldugu gozlenmistir. Tablo 4.8’de tiim 6lgek biiyiitme ¢aligmalari
yapilan tiirlerin spesifik biiyiime hizlar1 (n) ve ikilenme siireleri (tq) hesaplanarak
gosterilmistir. Tubiiler fotobiyoreaktdrde ikilenme siiresinin oldukca yliksek
oldugu belirlenmistir. Yavas biiylime, havalandirmanin ve buna bagl olarak oksijen
transferinin yetersiz olmasindan kaynaklanmaktadir. Panel fotobiyoreaktorlerde N.
linckia CALU-129 tiirii i¢in 50 L’de biiylimenin 1 L’ye gore daha hizli oldugu
gozlenmistir. 50 L’lik bu tiretimde kiitle transferinin daha etkin gerceklestirildigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda 1 L panel fotobiyoreaktdrde inokiilasyon yapilan
kiiltirin ortammin pH’sinin yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.33. N. linckia CALU-129 tiirliniin 1 L panel fotobiyoreaktor ve 50 L panel fotobiyoreaktorde

gerceklestirilen liretimlerin pH-zaman grafiklerinin karsilastirmast.

Tablo 4.8. Nostoc sp. CALU-997 ve N. linckia CALU-129 tiirlerinin farkl reaktor tiplerinde ve

farkli ¢alisma hacimlerinde spesifik biiyiime hizi ve ikilenme siireleri.

Reaktor | Calisma Spesifik bityiime hiz1 (n) | ikilenme siiresi (td)
Tiir ad tipi Hacmi (L) (giin?) (giin)
Panel
FBR 1 0,16 4,23
Nostoc sp. Tibiiler
CALU-997 FBR 25 0,08 8,20
N. linckia Panel 1 0,09 7,67
CALU-129 FBR 50 0,14 4,92
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Tiim tiretimler g6z 6niinde bulunduruldugunda N. linckia CALU-129 tiirii ile
Olcek biiyiitme c¢aligmalarinin basarili oldugu, {iretimin verimli bir sekilde
gergeklestirildigi belirlenmistir. Bu siyanobakteri tiiriinlin hem MAA {iretimi
acisindan hem de biiyiik 6lgekli iiretimlerde verimli oldugu yapilan ¢aligmalarla
kanitlanmistir. Ayrica iiretimi etkileyen en 6nemli parametrenin pH oldugu ve bu
nedenle pH’in {retim boyunca kontrol edilmesinin kritik &nemde oldugu

belirlenmistir.

4.8 Giines Koruyucu Molekiillerin Kismi Saflastirilmasi

Panel fotobiyoreaktorden elde edilen Nostoc sp. CALU-997 tiiriiniin
biyokiitlesinin kismi saflagtirma sonrasinda HPLC/MS profilleri incelenmistir ve
ekstrenin igeriginde yiiksek miktarda shinorine oldugu belirlenmistir (Sekil 4.34).

Ekstre krem formiilasyonu i¢in ve sitotoksisite analizleri i¢in kullanilmistir.

Intens. |
x105 ]

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]
[F=24745 KS C 535C RD4 (12-26-2023_17-24-53).d: EIC 333.13000.05 +AIMS ]

Sekil 4.34. Kismi saflastirma sonrasi ekstrenin HPLC/MS profili.
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4.9 Sitotoksisite Sonuclari

Absorbanslarina gore pozitif kontrol %100 canlilikta kabul edilerek, madde
uygulanan hiicrelerin % canliliklar1 hesaplandi. Buna goére hiicre canliligi ve
shinorine konsantrasyonuna karsilik grafik GraphPad Prism kullanilarak
olusturuldu (Sekil 4.35, 4.36). Uygulanan konsantrasyonlarin hiicreler icin
sitotoksisitesinin oldukc¢a az oldugu belirlendi. IC50 degerleri hiicre canliliginin
%50’nin altinda oldugu tek bir konsantrasyon oldugu i¢in hesaplanamadi. Sonraki
donemlerde IC50 degerini hesaplayabilmek i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarin da
uygulanmasina karar verildi. Sekil 4.35 ve 4.36°da goriildiigi tizere L929 fare
fibroblast hiicrelerinde 24 saat sonunda, HaCaT insan immortalize keratinosit
hiicrelerinde ise 72 saat sonunda, diisiik konsantrasyonlarda uygulanan shinorine
maddesinin hiicre proliferasyonunu artirdig1 gézlendi. Bunun nedeninin shinorine
maddesinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasindan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Canliligin %70 iizerinde oldugu dozlarda uygulanan bilesigin
sitotoksik etkisinin olmadig1 séylenebilmektedir. Buna gore igeriginde shinorine

bulunan ekstrenin 500 pg/ml konsantrasyonlarin altinda sitotoksik olmadigi

belirlenmistir.

200
190 mm 24h
180
170 Il 48h
190 = 72h
140

~ 130

S 120
110

Z 100

T
80

© 70
60
50
40
30
20
10
o -4 &

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.35. Farkli konsantrasyonlardaki shinorine maddesinin 1929 hiicre hatlari iizerinde 24 saat,
48 saat ve 72 saatteki etkisi. PK; pozitif kontrol, madde uygulanmamis besin ortami

icerisindeki L929 hiicreleri, NK; negatif kontrol, DMSO uygulanmig L929 hiicreleri.
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Sekil 4.36. E. coli’den elde edilen shinorine bilesiginin farkli konsantrasyonlarda HaCaT hiicre
hatlar1 iizerinde 24 saat, 48 saat ve 72 saatteki etkisi. PK; pozitif kontrol, madde
uygulanmamis besin ortami igerisindeki HaCaT hiicreleri, NK; negatif kontrol, DMSO

uygulanmis HaCaT hiicreleri

Sekil 37°de Nostoc sp. CALU-997 tiirlinden elde edilen shinorine iceren
ekstrenin sitotoksisite analizinin sonuclar1 bulunmaktadir. Bu sonuglara gore 24.
saatte higbir dozun toksik olmadigi gézlenmektedir. 62,5 pg/ml konsantrasyonun
ise 24, 48 ve 72. Saatlerin hi¢birinde toksik bir etki yaratmadig1 belirlenmistir. Sekil
38’de N. linckia CALU-129 tiirtinden elde edilen shinorine igeren ekstrenin
sitotoksisite analizinin sonuglar1 verilmistir. Yiiksek dozlarda uygulanan ekstrenin
HaCaT hiicre hatti tizerinde toksik oldugu ancak 62,5 ng/ml konsantrasyonda toksik

bir etkisi olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.37. Nostoc sp. CALU-997°den elde edilen iginde shinorine igeren ekstrenin farkli
konsantrasyonlarda HaCaT hiicre hatlari iizerinde 24 saat, 48 saat ve 72 saatteki etkisi.
PK; pozitif kontrol, madde uygulanmamis besin ortami icerisindeki HaCaT hiicreleri,

NK; negatif kontrol, DMSO uygulanmig HaCaT hiicreleri
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Sekil 4.38. N. linckia CALU-129’dan elde edilen iginde shinorine igeren ekstrenin farkli
konsantrasyonlarda HaCaT hiicre hatlar1 tizerinde 24 saat, 48 saat ve 72 saatteki etkisi.
PK; pozitif kontrol, madde uygulanmamis besin ortami igerisindeki HaCaT hiicreleri,

NK; negatif control DMSO uygulanmig HaCaT hiicreleri
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410 UV Koruma Ozelliginin Test Edilmesi

HaCaT hiicre hattina farkli siirelerde UV uygulamasi sonucunda %70’in
altinda canliligin oldugu ilk siire olan 7.5 dakika madde uygulamasi sonrasinda UV
uygulama stiresi olarak secilmistir (Sekil 4.37). HaCaT hiicrelerinin 7,5 dakika
boyunca UV radyasyonuna maruz kalmasi, hiicre canlilik yiizdelerinin %70’in
altina diismesiyle sonuclanarak, UV radyasyonunun keratinositler iizerindeki
zararl etkilerini gostermektedir. Bu bulgu, UV radyasyonunun reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve ardindan apoptozis olusumu yoluyla 6nemli hiicresel hasara neden
olma kapasitesini vurgulayan literatiirle uyumludur. UV radyasyonunun,
keratinositlerde DNA hasarina, inflamasyona ve hiicre Oliimiine yol acabilen
oksidatif stresi tetikledigi bilinmektedir (Kuehne et al., 2015; Wu et al., 2021).
Segilen UV maruziyet siireleri, uzun siireli maruziyetin hiicresel hasari
artirabilecegini  gostermistir.  Yapilan aragtirmalar UV  radyasyonunun
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin yukari regiilasyonuna yol agabilecegini
ve bunun da keratinosit apoptozuna neden olabilecegini gostermektedir (Reichert
et al., 2015; Zhang et al., 2016). UV maruziyeti nedeniyle HaCaT hiicrelerinde
hiicre canliliginin azalmasmin etkileri, ani hiicresel hasarin 6tesine uzanir. UV
kaynakli hiicre Oliimii sonucu cilt bariyerinin biitiinliigiiniin  bozulmasi,
enfeksiyonlara ve diger cilt rahatsizliklarina kars1 duyarliligin artmasina yol
acabilmektedir (Biniek et al., 2012). Ek olarak, stratum korneumun kohezyonunun
ve mekanik bitlinliigiiniin azalmas1 gibi cildin biyomekanik 6zelliklerinin
degismesi, UV radyasyonunun etkilerini daha da kotiilestirerek eritem ve
fotoyaslanma gibi durumlara yol agabilmektedir (Biniek et al., 2012). Sonug olarak,
7:30 dakika UV maruziyetinden sonra gozlemlenen HaCaT hiicre canliligindaki
azalma, UV radyasyonunun keratinositler lizerindeki zararli etkilerinin agik bir

gostergesidir. Bu nedenle UV maruziyeti siiresi olarak 7:30 dakika secilmistir.
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ekil 4.39. HaCaT hiicre hattinin UV maruziyeti sonucu % canlilik- UV uygulama siiresi grafigi.
Y ygu grang

HaCaT hiicre hatt1 iizerine farkli konsantrasyonlarda madde uygulanmasi
sonucunda % canlilik Tablo 4.9°’da verildigi gibi degismistir. Nostoc sp. CALU-
997°den elde edilen ekstrenin UV’ye karst en fazla koruma gdsteren
konsantrasyonu 500 pg/ml olarak belirlenmistir. Madde uygulanmayan kontrole
gore hiicrelerin canliligini %20 daha fazla korudugu gézlenmistir. Nostoc linckia
CALU-129’dan elde edilen ekstrenin ise en fazla koruma gosterdigi konsantrasyon
62.5 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonda madde uygulamas: yapilan
hiicrelerin hi¢ madde uygulanmaya hiicrelere gore UV’ye %30 daha fazla koruma

gosterdigi gozlenmistir.

Tablo 4.9. HaCaT hiicre hattina uygulanan ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinin UV maruziyeti

sonucu canliliklari (%).

Canlilik (%)
Konsantrasyon | Nostoc sp. CALU 997 | N. linckia CALU-129
(ug/mt) ekstresi ekstresi
1000 50,92+4.2 10,70+2.5
500 59,89+4 4 8,68+0.6
250 48,81+0.42 27,31+4.2
125 43,62+0.04 42,05+5.1
62,5 42,37+0.24 57,45+0.7
0 50,35+0.1 44,48+2.7
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Bu calismanin bulgulari, HaCaT hiicrelerine UV maruziyetinden Once
shinorine igeren ekstrenin uygulanmasinin hiicre canlilifint 6nemli dlgilide
artirdigini, Nostoc sp. CALU-997 ekstresinin negatif kontrole kiyasla %20’lik bir
koruma artis1 gosterdigini, N. linckia CALU-129 ekstresinin ise %29’luk daha
biiylik bir koruyucu gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, UV radyasyonu
absorpladig1 ve cilt hiicreleri {izerindeki zararli etkilerini azalttig1 bilinen shinorine
gibi mikosporin benzeri amino asitlerin (MAA’lar) fotokoruyucu o6zelliklerini
vurgulayan literatiirle tutarlidir. Insan keratinositleri i¢in bir model gérevi gdren
HaCaT hiicre hattinda, shinorine ile muaemeleden sonra hiicre canliliginda
gbzlenen artis, bu bilesigin UV kaynakli hasara kars1t cilt hiicrelerinin
dayanikliligini etkili bir sekilde artirabilecegini diistindiirmektedir. Shinorine igeren
iki farkli ekstre arasinda gozlemlenen farkli koruyucu etkiler, ekstre icerisinde
bulunan shinorine konsantrasyonuve ekstre igerisinde etkinligini artirabilecek diger
bilesiklerin ~ varligindaki  degisiklikler —nedeniyle gozlenmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. UV maruziyetiyle iliskili cilt kanseri ve fotoyaslanmadaki artig
gdz Oniline alindiginda, shinorine gibi dogal UV filtrelerinin topikal
formiilasyonlara dahil edilmesi, cilt korumasin1 artirmak ve genel cilt sagligini
desteklemek i¢in umut verici bir potansiyele sahiptir (Biniek ve ark., 2012).
Shinorine bilesiginin hiicrelerdeki biyoyararlaniminin ve emiliminin de koruyucu
kapasitesini etkileyebilecegini dikkate almak 6nemlidir. Shinorine bilesiginin hedef
hiicrelere iletilmesini optimize eden formiilasyonlar, potansiyel olarak UV
radyasyonuna kars1 daha belirgin koruyucu etki saglayabilecegi ongoriilmektedir
(Suh et al., 2017). Elde edilen sonuglar shinorine’nin dogal bir fotokoruyucu ajan

olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

4.11 Kozmetik Stabilite Sonuclari

Bos krem formiilasyonunun baslangi¢ pH degeri 6.61 £+ 0.01, shinorineigeren
krem formiilasyonunun baslangic pH degeri 6.69 + 0.01 olarak olgiildii. Akis
caligmalarinda formiilasyonunun psddoplastik akis gosterdigi yani artan kayma

hizina bagli olarak viskozitesinin diistiigii saptandi.
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Sekil 4.37°de ¢alisma sonunda elde edilen TPA grafiginin genel goriiniimii
verilmistir. Elde edilen grafikten formiilasyonunun sertlik, sikisabilirlik, adeziflik,
koheziflik ve elastikiyet degerleri saptandi. TPA grafiginde ilk pikin yiiksekligi
formiilasyonlarin sertlik degerini, ilk egri alt1 alan formiilasyonlarin sikigabilirlik

degerini, ikinci egri alt1 alan ise formiilasyonuna adeziflik degerini vermektedir.

Kuvvet

> AUC, > AUC,

Zaman
AUC,

Sekil 4.40. TPA grafiginin genel goriiniimii.

Sertlik, formiilasyonun deformasyonunu saglamak i¢in gerekli olan kuvveti
tanimlamaktadir. Bu parametre; formiilasyonun istenen bolgeye uygulanabilirligini
ifade eder. Formiilasyonlarin rahat uygulanabilmesi icin sertlik degerinin diisiik
olmasi istenir. Sikistirilabilirlik, belli bir mesafe boyunca {iriiniin sikistirilabilmesi
icin gerekli isi tanimlar. Bu parametre, formiilasyonun tasiyici kabindan alinabilme
ve uygulanacak bolgede yayilabilme kolayligini ifade eder. Formiilasyonu, tasiyici
kabindan kolayca alabilmek i¢in ve formiilasyonun mesane mukozast gibi
uygulama boélgesinde kolayca yayilabilir 6zellikte olmasi icin sikistirilabilirlik

degerinin disiik olmas1 gerekmektedir. Adeziflik, formiilasyonun yiizeyi ile probun
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ylizeyi arasindaki ¢ekme kuvvetlerini yenmek icin gerekli isi tanimlamaktadir.
Formiilasyonlarin mekanik 06zelliklerinin analizi sirasinda adeziflik, probun
formiilasyondan kurtulmasi igin gerekli kuvveti ifade etmektedir. Dokuya
tutunabilme 6zelligini gosteren adheziflik degerinin yiiksek olmasi gerekmektedir.
Koheziflik, formiilasyonun uygulandiktan sonra yapisal olarak tekrar eski halini
almasinin Ol¢ilistinii  tanmimlar. Formiilasyonlarin koheziflik degeri Esitlik 5
yardimiyla hesaplandi. Bu parametre, {iriiniin uygulama bolgesinde 6nemlidir ve

buradaki

performansini artirmaktadir. Yiiksek koheziflik, formiilasyonun
uygulanmasini sonrasinda yapisinin tamamen geri kazanilmasini saglar. Koheziflik
degeri yiiksek bir formiilasyon uygulandiktan sonra formunu uzun siire korur.
Elastikiyet degeri, formiilasyonun deforme olduktan sonra yapisal olarak eski halini
almasinin zamana bagli olarak yoniidiir. Formiilasyonlarin elastikiyet degeri Esitlik
6 yardimiyla hesaplandi.Formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerinin analizi sirasinda
elde edilen elastikiyetin sayisal degerinin artmasi, formiilasyonun elastikiyetinin
azaldigmmi gosterir. Formiilasyonun bilgisayar-kontrollii penetrometre ile
gerceklestirilen mekanik 6zellik analizlerine ait bulgular Tablo 4.10 ve Sekil 4.38

ve 4.39’da verilmistir.

Tablo 4.10. Formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerine ait bulgular.

Sertlik Sikisabilirlik | Adeziflik Koheziflik Elastikiyet
(g)£SD | (g.s) £SD (g.s) =SD +SD +SD
Bos krem | 0,12+0 67,909+4,954 | 52,018+0,957 | 0,908+0,047 | 1,197+0,023
Shinorine
iceren 0,09+0 40,638+1,685 | 29,452+1,535 | 0,934+0,003 | 1,062+0,030
krem
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Sekil 4.41. Bos krem formiilasyonunun TPA grafigi
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Sekil 4.42. Shinorine igeren krem formiilasyonunun TPA grafigi.
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4.11.1 Stabilite Calismalar:

Hazirlanan bos krem ve shinorine igeren krem formiilasyonlarinin stabilite
calismalar1 stabilite kabinlerinde (Niive TK 252) 25°C£2°C / %60+%5 BN ve
40°C+2°C/ %75+£%5 BN kosullarinda 2 ay stire ile gerceklestirildi. 1. ay ve 2. aylarda krem
formiilasyonlarinin organoleptik &zellikleri, pH, akis ve mekanik 6zellikleri ol¢iildii.
Formiilasyonlarin 1.ay ve 2. aylarda yapilan organoleptik incelemesinde goriiniis,
kivam, renk ve koku agisindan herhangi bir degisiklik olmadigi saptandi. Bos krem
ve shinorine igeren krem formiilasyonlarinin pH degerlerine ait elde edilen veriler

Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Shinorine igeren krem formiilasyonunun 2 aylik stabilite calismasindaki pH degerleri.

1. ay 2. ay
Bos krem 6,64+0,01 6,67+0,02
25°C+2°C / %60+%5 BN
Bos krem 6,65+0,1 6,68+0,03
40°C£2°C / %75+%5 BN
Shinorine i¢ceren krem 6,70+0,03 6,75+0,02
25°C£2°C / %60+%5 BN
Shinorine iceren krem 6,75+0,01 6,81+0,02
40°C£2°C / %75+%5 BN

Akis calismalarinda formiilasyonunun psddoplastik akis 6zelliginin stabilite
calismalar1 boyunca degismedigi gozlendi. Stabilite calismalar1 kapsaminda
25+5°C’de %60 relatif nemdeki stabilite kabininde ve 40+5°C’de %75 relatif
nemdeki stabilite kabininde saklanan formiilasyonlarin bilgisayar-kontrolli
penetrometre ile gergeklestirilen mekanik 6zellik analizlerine ait bulgular Tablo
4.12 ve Sekil 4.40- 4.47°de verilmistir.



106

Tablo 4.12. Formiilasyonlarinin stabilite caligmasi sonucu saptanan mekanik 6zelliklerine ait
bulgular.

Sertlik
(g) =£SD

Sikisabilirlik
(N.mm) + SD

Adeziflik
(g.mm) = SD

Koheziflik
+ SD

Elastikiyet
+SD

Bos krem

25°C+2°C
/ %60+%5
BN

(1 ay)

0,17+0,01

78,222+7,473

62,494+7,497

0,884+0,040

1,090+0,097

Bos krem

25°C+£2°C
/ %60+%5
BN

(2 ay)

0,17+0

75,690+2,310

57,010+0,727

0,774+0,039

1,086+0,056

Bos krem
40°C+2°C
| %T75+%5
BN

(1 ay)

0,21+0,01

75,108+11,687

66,460+2,240

0,966+0,052

1,169+0,024

Bos krem

40°C+2°C
! %75+%5
BN

(2 ay)

0,16+0,01

56,513+0,095

47,826+4,292

0,929+0,009

1,267+0

Shinorine
iceren
krem
25°C+2°C
! %60+%5
BN

(1 ay)

0,15+0,01

59,638+4,493

49,320+7,168

0,926+0,005

1,103+0,001

Shinorine
iceren
krem
25°C+2°C
/ %60+%5
BN

(2 ay)

0,160

82,128+5,930

63,268+6,596

0,922+0,026

1,185+0,132

Shinorine
iceren
krem
40°C+x2°C
! %75+£%5
BN

(1 ay)

0,17+0,02

88,251+15,552

66,004+15,193

0,881+0,013

1,109+0,109

Shinorine
iceren
krem
40°C+2°C
[ %75+%5
BN

(2 ay)

0,13+0

53,760+6,180

43,427+5,052

0,913+0,035

1,085+0,081
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Sekil 4.43. Bos krem 25°C+£2°C / %60+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde edilen TPA
grafigi (1 ay)

Force (g)
18-

50
Time (sec)

Sekil 4.44. Bos krem 25°C+£2°C / %60+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde edilen TPA
grafigi (2 ay)
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Force (g)

X T J
0 10| 20 30 40 50
Time (sec)

Sekil 4.45. Bos krem 40°C+2°C / %75+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde edilen TPA
grafigi (1 ay).

Force (g)
184

T B — - T T T 1
9 10| 20 20 ‘ 20 50
‘ / Time (sec)

Sekil 4.46. Bos krem 40°C+2°C / %75+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde edilen TPA
grafigi (2 ay).
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Force (g)
164

50
Time (sec)

Sekil 4.47. Shinorine igeren krem 25°C+2°C / %60+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde
edilen TPA grafigi (1 ay).

Force (g)
18-

50
Time (sec)

Sekil 4.48. Shinorine i¢eren krem 25°C£2°C / %60+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde
edilen TPA grafigi (2 ay).



Force (g)
189

20

110

Py p =
Time (sec)

Sekil 4.49. Shinorine igceren krem 40°C£2°C / %75+%S5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde

edilen TPA grafigi (1 ay).

Force (g)
184
18 /
14 /
12 {
/
10 /
/
f
2| Jl
° /
o /
/
T
24 //
/
et
9 10

Py 50
Time (sec)

Sekil 4.50. Shinorine igeren krem 40°C£2°C / %75+%5 bagil nemdeki stabilite kabininde elde

edilen TPA grafigi (2 ay).
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4.12 E. Coli’de Heterolog Ekspresyon

Mikroalgal DNA izolasyonu sonucunda 60,4 ng/ul konsantrasyonda DNA
elde edilmistir. Gradyan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.48’de
gbsterilmistir. Istenmeyen genlerin amplifikasyonun en az oldugu 65 °C optimum
kaynasma sicaklig1 olarak belirlenmistir. Secilen 65 °C sicaklikta gen bolgesinin
amplifikasyonu saglanmistir. Amplifiye edilen gen bolgesi jelden ekstrakte
edildikten sonra 114.9 ng/ul konsantrasyonda elde edilmistir. Plazmid izolasyonu
sonucu 82.2 ng/ul konsantrasyon elde edilmistir. Dpnl restriksiyon enzimi ile metil
grubu igeren DNA’lar uzaklastirildiktan sonra ise elde edilen plazmid
konsantrasyonu 27,6 ng/pul olarak dl¢iilmistiir. SLIC metodu ile plazmide istenilen
MAA {reten gen bolgesi aktarilmis ve tasiyict konaga transformasyonu
gerceklestirilmistir. Transformasyonun basarili olup olmadigi koloni PCR
yapilarak incelenmistir. Koloni PCR sonucundaki jel goriintiisii Sekil 4.49°da
verilmistir. LB sivi besin ortaminda biiyliyen hiicrelerden gliserol stoklari
hazirlanmistir. Bu gliserol stoklari NucleoSpin Plasmid kit kullanilarak ekstrakte
edilmis ve dizi analizi gerceklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda 50 °C’de
gerceklestirilen SLIC reaksiyonundan E. coli DH5a klonu ekspresyon igin

secilmistir.
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1kB
Ladder 287 60.6 621 654 673

Sekil 4.51. Gradyan PCR sonrasi agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerin goriintiisii.
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50-1 50-1
Ladder 37-1 37-2 37-3 1 2 372 50-2| C1 C2
1kb

1000 bp

Sekil 4.52. Koloni PCR sonrasi jel goriintiisii.

Segilen E. coli DH5a klonundan plasmid ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve
ekspresyon konagina transformasyonu gergeklestirilmistir. Ekspresyon konagi
olarak BL21 ve BAP1 kompetent hiicreleri kullanilmistir. Transformasyon
sonrasinda gerceklestirilen koloni PCR sonrast jel goriintisii Sekil 4.50°de

verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
BAP1  BAP1

BAP1D- BAP1D- BAP1D- BAP1D- D-50- D-50-2- BAP1D- BAP1D- BL21D- BL21D- Ladder1 BAP1  BAP1 BAP1 BAP1 821 BL21 BAP1A- BAP1A-
50-2:1 5022 5023 5024 25 6 5027 _502-8 5021 5022 kb Empty-1 _Empty-2 _Empty-3 _Empty-4 _Empty-1 _Empty-2 21 22
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

BAP1A- BAP1A-2- BAP1A- BAP1A- BL21 BL21 BL21A2- BL21A2- BL21A2- ladder1 BL21A2- BAP1A6 BAP-1A6 BAP1A-6 BAP1A-6 BAP1A6 BAP1 BL21
23 a4 25 26 A21 A2-2 65001 65002 65003 kb 6200-1  500-1 500-2 500-3 2001 200-2 Empty-5 Empty-3

Sekil 4.53 Ekspresyon konagina transformasyon sonrasi koloni PCR jel goriintiisii.

Koloni PCR sonrasinda ekspresyon igin Sekil 4.50°daki kolonilerden 3, 4, 5,
9, 13, 15, 20, 21, 24 ve 28. klonlar segilereck M9 ortamina ekilmistir ve 37 °C’de
inkiibe edilmistir. ODg00=0.3-0.4’ye ulastiginda promotor tetrasiklin kullanilarak
indiiklenmistir. Daha sonrasinda her bir koloni 20 °C’de ve 37 °C’de sirasiyla 4 giin
ve 1 giin olarak kiiltive edilmistir. Hasat ve ekstraksiyon sonrasinda HPLC/MS
profilleri Sekil 4.51°de verilmistir. BAP1 ekspresyon konaginda basarili bir sekilde

shinorine ve mycosporine-2-glycine MAA’larinin iiretilebildigi gézlenmistir.

E. coli’de heterolog ekspresyon gergeklestirebilmek i¢in SLIC metodunda 50
°C sicakligin klonlama i¢in inkiibasyon sicakligi olarak secilmesi ve BAPI
ekspresyon konak hiicrelerinin kullanilmasi ile ekspresyonun basarili bir sekilde
gerceklestigi gozlenmistir. Ayrica ekspresyon ortamina ekilen hiicrelerin MAA
iireten gen bolgelerinin 20 °C sicaklikta indiiklenebildigi belirlenmistir. Bu
caligmaya gore sonug olarak 50 °C sicaklikta SLIC reaksiyonu gerceklestirilmeli,
BAPI hiicrelerinin kullanilmas1 ve M9 besin ortaminda 20 °C’de 4 giin inkiibe

edilmesi ile optimum kosullarin saglandig1 belirlenmistir.



Irltensé 13037_BAP1 D-50-23_20P_GB7_(9-26-2022_18-43-20).d: BPC +AIIMS
x10°

13034_BAP1 Empty_20P_GBA4_(9-26-2022_16-58-49).d: UV Chromatogram, 333 nm

13037_BAP1 022_18-43-20).d: EICC13H20N208 [M+H]+ 333.129|

3034_BAP1 Empty_20P_GBA4_(9-26-2022_16-58-49).d: EIC CL3H20N208 [M+H]+ 333.12924)

Intens. 13037_BAP1D-50-2-3_20F_GB7_{9-26-2022_18-23-20).d: EIC 246.087920.02 +AITMS
; 13034_BAP1 Empty_20P_GBA_(9-26-2022_16-58-49).d: LIC 246.097910.02 tAll MS

T
0 5 10 15 20 25 Time [min]

5 10 15 20 % Tove [min]

Sekil 4.54. Ekspresyon sonucundaki ekstrelerin HPLC/MS kromatogrami
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5. TARTISMA

Kozmetik sektorii agisindan oldukga popiilarite kazanan dogal giines
kremlerinin eldesi i¢in mikosporin benzeri amino asitlerin ¢ok énemli bir noktada
oldugu son yillarda agik¢a ortaya konmustur. MAA’lar i¢in mikroalglerin
potansiyel bir iretici oldugu tez kapsaminda farkli agilardan test edilmis ve
kanitlanmistir. MAA’larin hem mikroalgler tarafindan dogal yollarla tiretimlerinin
gerceklestirilmesi hem de mikroalgal MAA gen bolgelerinin bakteriye gen aktarim
teknikleriyle aktarilmasi sonucunda bakteriler tarafindan iiretimlerinin
gergeklestirilmesi basarilt bir sekilde tamamlanmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari
sonucunda MAA’larin toksik bir etki yaratmadigi gozlenmis ve buna bagli olarak
da piyasada bulunan giines kremleri igeriklerine gore cilt lizerinde daha az zararlh
olduklar1 kanitlanmistir. Piyasadaki sentetik giines kremleri ile yarisabilmek igin
tiretim maliyetlerinin  dugiirilmesi  gerekmektedir. Bu noktada maliyeti
diisiirebilmek adma tez kapsaminda herhangi bir 151k kaynagi kullanmadan ve
sicaklik kontrolii yapmadan dis alanda iiretimler gerceklestirilmistir. Izmir,
Tiirkiye’de gerceklestirilen iiretim sonuclar1 analiz edildiginde hem yillik sicaklik
ortalamalarinin siyanobakterilerin biiyiiyebilecegi kosullarda olmasi hem de
giineslenme siiresinin yliksek olmasi nedeniyle UV tarafindan da indiiklenen MAA

tiretimlerinin dis alanda basaril bir sekilde yiiriitiilebilecegi ortaya konmustur.

Shinorine gibi mikosporin-benzeri amino asitlerin (MAA’lar) siirdiiriilebilir
tretimi, 6zellikle glines koruyucu formiilasyonlarda kullanim potansiyeli agisindan
blyiik ilgi gormektedir. Genetik miihendisligi ile siyanobakterilerin, ozellikle
Synechocystis tiirlerinin, shinorine iiretimi igin optimize edilmesi, bu degerli
bilesigin c¢evre dostu ve verimli bir sekilde {iretilmesini saglayacagi
diistiniilmektedir. Shinorine’in biyosentez yolu, sedoheptiiloz-7-fosfatin ¢esitli
enzimler aracilifiyla doniisiimiinii icerir ve bu siireg, genetik modifikasyon ile
iyilestirilebilecek verimlilik firsatlar1 sunmaktadir. Bu sayede, biyoteknolojik

yaklasimlar kullanilarak shinorine’in biiyiik 6l¢ekli iiretimi miimkiin hale gelmistir.

Shinorine’in giiclii fotokoruyucu &zellikleri, UV 1sinlarmi 6zellikle UVB

aralifinda absorbe etme yetenegi ile cilt hiicrelerini koruma ve UV kaynakli
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hasarlar1 6nleme potansiyeli sayesinde kozmetik endiistrisinde ideal bir bilesik
olarak one ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, shinorine’in termal olarak UV enerjisini
1stya doniistiirmesi ve bu enerjiyi deaktive etmesi, onun fotokoruyucu ajan olarak
etkinligini artiran 6nemli bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir (Orallo et al.,
2018). Yapilan in vitro galigmalar, shinorine igeren formiilasyonlarin UV kaynakli
hiicresel hasara kars1 koruyucu etkilerini gostererek, hiicre canliligini artirdigini ve
apoptozu azalttigini gostermektedir (Singh et al., 2021). Ancak, shinorine ve diger
MAA’larin  sitotoksisite profilleri dikkatle degerlendirilmelidir. Cesitli
caligmalarda shinorine’in diisiik sitotoksik etkilere sahip oldugu gosterilmis olsa da
uzun siireli maruziyet ve dokularda birikme potansiyeli dikkate alinarak farkli hiicre
tipleri lizerindeki etkilerinin daha kapsamli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.
Herhangi bir bilesigin yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi toksik etkilere yol
acabilecegi i¢in, shinorine’in giivenli kullanim seviyelerini belirlemek amaciyla
kapsamli giivenlik degerlendirmeleri ve sitotoksisite testleri yapilmasi énemlidir

(Bhatia et al., 2011; Suh et al., 2014).

Mikroalgler, antioksidan 6zelliklerine katkida bulunan karotenoidler, fenolik
bilesikler ve tokoferoller dahil olmak iizere zengin biyoaktif bilesik igerikleriyle
bilinir (Goiris et al., 2014; Safafar et al., 2015). Mikroalglerin antioksidan aktivitesi
onemlidir, ¢linkii bu bilesikler serbest radikalleri temizleyebilir ve oksidatif stresi
azaltabilir, bu da onlar1 saglik ve kozmetik uygulamalari i¢in degerli hale getirir
(Yeh and Chang, 2011). Ornegin, mikroalglerden elde edilen karotenoidlerin, cildin
UV radyasyonuna karst fotokorumasini artirabilen gii¢lii antioksidan o6zellikler
sergiledigi gosterilmistir (Wongluang et al., 2012). Tez ¢alismasi kapsaminda elde
edilen kismi saf ekstrelerin mikroalgler tarafindan iiretilen diger degerli bilesikler

nedeniyle de hiicreleri UV’den korumus olabilecegi diisliniilmektedir.

Fotobiyoreaktdrler konvansiyonel olarak MAA iiretim siirecinde kritik bir rol
oynamaktadir. Diiz panel fotobiyoreaktorler, 151k kullaniminda yiiksek verimlilik
saglarken, tiibiiler fotobiyoreaktorler biiyiik Olcekli iiretim ve kontaminasyon
riskinin azaltilmasinda 6ne ¢ikmaktadir (Endres et al., 2016; Ubando et al., 2014).
Her iki tasarim da shinorine iiretimini optimize etme potansiyeline sahiptir ve 151k

yogunlugu, besin maddesi miktar1 gibi parametrelerin optimize edilmesiyle iiretim
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verimi artirilabilir. Ozellikle fotobiyoreaktdrlerde 151k maruziyetinin diizenlenmesi
ve biiylime kosullarinin iyilestirilmesi, shinorine gibi MAA’larin iiretimini énemli
Olclide artirabilecegi Ongoriilmektedir. Fotobiyoreaktdr tasariminin se¢imi,
mikroalglerin biliylime oranlarini ve dolayisiyla shinorine verimini 6nemli 6lg¢lide
etkileyebilmektedir. Bu sistemlerde 151k ve besinin kiiltiire ulagsmasinin optimize
edilmesinin, shinorine dahil olmak tizere MAA’larin genel verimliligini
artirabilecegi distiniilmektedir (Slegers et al., 2011). Diiz panel fotobiyoreaktorler,
verimli 151k penetrasyonunu ve gaz degisimini kolaylastiran genis ylizey alanlarina
sahiptir. Yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarini korurken kontaminasyon risklerini
en aza indirme kabiliyetleri nedeniyle mikroalg yetistiriciligi icin 0Ozellikle
avantajhidirlar (Yeh and Chang, 2011). Tasarim, biiylime kosullarini optimize
etmek i¢in gerekli olan ¢evresel parametrelerin kolay izlenmesini ve kontroliinii
saglamaktadir. Buna karsilik, uzun, seffaf tiiplerden olusan boru seklindeki tiibiiler
fotobiyoreaktorler, etkili karistirma ve kiitle transferi kabiliyetleriyle bilinmektedir.
Bu sistemler, kiiltiir ortama ile 151k arasindaki temas siiresini artirarak mikroalglerin
fotosentetik verimliligini artirabilmektedir (Morocho-Jacome et al., 2017; Sawdon
and Peng, 2014).

Diiz panel ve tiibliler fotobiyoreaktorler arasindaki se¢im genellikle
yetistirilen mikroalg tiirlerinin &zel gereksinimlerine baghdir. Ornegin, tiibiiler
reaktorler, optimum 151k kosullarin1 korurken daha biiyiikk hacimli kiiltiirleri
barindirabildikleri igin 6zellikle yiiksek yogunluklu kiiltiirler i¢in uygundur (Abd
El Baky and El Baroty, 2020). Tiibiiler fotobiyoreaktorlerin, 6zellikle karistirmay1
artiran ve 0lii bolgeleri azaltan 6zelliklerle tasarlandiginda, diiz panel sistemlerine
kiyasla daha yiiksek biyokiitle verimliligi elde edebilecegi kanitlanmistir (Goiris et
al., 2012; Yan et al., 2018). Bu reaktorlerdeki hidrodinamikler, mikroalglerin asili
kalmasin1 ve esit sekilde dagilmasini saglamada 6nemli bir rol oynar; bu, 151k
maruziyetini ve besin emilimini en list diizeye ¢ikarmak i¢in hayati 6nem tagir

(Michele et al., 2015; Wongluang et al., 2012).

Fotobiyoreaktorlerde mikroalglerin agik havada yetistirilmesi, ozellikle
biyoyakitlar ve yliksek degerli biyotiriinler i¢in siirdiiriilebilir biyokiitle iiretimi i¢in

umut verici bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmistir. Dis alanda fotobiyoreaktorler
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kullanilarak yapilan iretim, genis capli endiistriyel uygulamalarda maliyetleri
diistirme, enerji verimliligini artirma ve dogal kaynaklardan daha fazla yararlanma
gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Ancak, bu yaklagimin uygulanmasinda ¢esitli
teknik ve cevresel zorluklar mevcuttur. D1 alanda {iretim, dogal giines 1s181indan
faydalanarak enerji maliyetlerini diisiirmeyi amagclar. Dis ortamlarda dogal 15181n
kullanimi, yapay 1sik kaynaklarina olan bagimliligi azaltarak enerji tiiketimini
minimize edebilmektedir. Bununla birlikte, dis ortamlarda sicaklik, 11k yogunlugu
ve diger ¢evresel faktorler kontrol edilemedigi icin iiretim siirecinin kararlilig
tizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Dis alanda yapilan iiretimde ayrica
cevresel degiskenlik de onemli bir faktordiir. Giines 1s181nin giinliik ve mevsimsel
degisiklikleri, sicaklik dalgalanmalar1 ve yagis gibi unsurlar mikroalg biiyilimesini
dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle, optimal {iretim kosullarinin saglanmasi igin
hava kosullarina bagl olarak sogutma, 1sitma veya golgeleme gibi ek sistemlerin
entegrasyonu gerekebilmektedir. Bu da dis ortamda yapilan tiretim maliyetlerine ek
yik getirebilmektedir. Buna karsin, dis alanda fotobiyoreaktorlerle iiretim,
siirdiiriilebilirlik acisindan &nemli firsatlar sunmaktadir. Ozellikle genis alanlarda
giines enerjisinden faydalanarak yapilan liretim, fosil yakit tiiketimini azaltarak

cevreye daha az zarar vermektedir.
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6. ONERILER

Fotobiyoreaktorlerde maliyetlerin diisiiriilmesi ve {iretim kapasitesinin
artirilmasi amaciyla, dis alanlarda 6lgek biiyiitme ¢alismalari biiylik bir potansiyele
sahiptir. Ozellikle agik alanlarda daha genis hacimlerde {iretim yaparak,
fotobiyoreaktorlerin  kapali sistemlere kiyasla maliyet avantaji saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu yaklasim, enerji ve kaynak kullanimini optimize ederek,
iiretim silireglerini daha verimli hale getirebilir. Bunun yami sira, gen aktarim
teknikleri sayesinde bakteriler {izerinde genetik modifikasyon yapilarak, gelismis
fermentorlerde tretim gergeklestirmek miimkiindiir. Bu tiir fermentorler, daha
kontrollii ve optimize edilmis kosullarda calisarak yiiksek verim elde etmeyi saglar,
boylece piyasadaki mevcut giines kremleri ile rekabet edebilecek diizeyde dogal

giines koruyucu bilesikler iiretilebilir.

Genetik modifikasyon ve biyoteknoloji alanindaki ilerlemeler, ozellikle
transformasyon ve gen ekspresyonu verimliligini artirmaya yonelik calismalarla
desteklenmektedir. Transformasyon siirecinde genetik materyalin hiicrelere daha
etkin sekilde aktarilmasi, ardindan bu genlerin yiiksek verimle ifade edilmesi,
biyoteknolojik tretimde kritik bir adimdir. Heterolog ekspresyon teknikleri
kullanilarak, farkli organizmalardan alinan genlerin baska bir organizmada ifade
edilmesi saglanabilir. Bu yontem, mikroalglerden elde edilen MAA’larin (mikroalg
kaynakli dogal giines koruyucu maddeler) yiiksek miktarlarda ve diisiik maliyetle

uretilebilmesine olanak tanimaktadir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, iiretim verimliligini artirmak, maliyetleri diistirmek
ve endiistriyel 6l¢ekte rekabet edebilir tiriinler elde etmek i¢in gelecek ¢alismalarda
dis alan Olgek biiylitme, gen aktarim teknikleriyle bakterilerden {iretimin
saglanmasi ve fermentor kullanimi, transformasyon ve ekspresyon verimliligini
artirict aragtirmalara agirlik verilmesi onerilmektedir. Bu caligmalar, biyoteknolojik
tiretim siireglerini ticari olarak daha uygulanabilir hale getirirken, cevresel ve

ekonomik siirdiiriilebilirlik acisindan da 6nemli katkilar saglayacaktir.
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