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OZET

MICROCYSTIS SPP. DE MICROCYSTIN URETIMINDEN SORUMLU
GENLERIN TESPITI

Microcystinler (mikrosistin) mavi yesil algler tarafindan dretilen, insanlar ve diger
canlilar Gzerinde cesitli olumsuz etkilere yol agan ve sekonder metabolitler olarak
adlandirilan gruba dahil olan biyotoksinlerdir. Microcystinin en 6nemli Ureticileri basta
Microcystis olmak Uzere Planktothrix, Anabaenopsis, Anabaena, Oscillatoria’ya ait
tirlerdir. Ozellikle Akdeniz iklimine sahip (lkelerde yaz aylarindan sonbahar ortalarina
kadar devam eden Microcystis spp. de gorilen asiri cogalmalarla bi rlikte microcystin
miktarinda Onemli artislar tespit edilmistir. Suyun ekolojik ve ekonomik degerini
onemli 6lglide disuren bu durum bir yandan habitat kayiplarina yol agarken bir yandan
da insanlarda ve diger canhlarda 6lum olaylarina kadar varabilen soru nlara neden
olabilmektedir. Daha ¢ok igcme suyu rezervuarlari, goller ve lagiinar alanlarda gorilen
cyanotoksinlerin ortaya ¢ikis mekanizmasini diizenleyen hiicre ic¢i organizasyonun
molekiler ve genetik dlzeyde incelenmesi, cyanobacteria asiri ¢ogalmalari
gerceklesmeden erken uyari sistemlerinin olusturulmasini ve bu duruma 6zgu etkin ve
strdirdlebilir 6nlem alinmasini kolaylastiracaktir. Bu nedenle microcystin tretiminde
rol alan genlerin molekdler belirte¢ olarak kullanilip toksik tirlerin tespit edilmesi erk en
uyari sistemlerinin olusturulmasina en biyuk katkiyi saglayacaktir.

Toksin dretiminden sorumlu genlerin amplifiye edilmesi ve olasi varyasyonlarin
incelenmesi amaciyla hazirlanan bu arastirma kapsaminda sadece toksik tirlerin
varhginin tespit edilmesi degil ayni zamanda molekdiler belirte¢ olarak kullanilan mcyB
geninde olusabilecek varyasyonlarin da belirlenmesi hedeflenmistir. Cunki bu gende
meydana gelebilecek varyasyonlar microcystinde de varyasyonlara sebep olabilmekte
ve toksisiteyi etkileyebilmektedir. Mevcut calismada mcyB geni PCR temelli
yontemlerle amplifiye edildikten sonra enzim kesimi, SSCP ve dizileme analizleriyle
incelenmis ve analizlerin sonucunda mcyB geninin bir ¢cok bolgesinde varyasyonlarla
karsilasiimistir. Bu varyasyonlar genellikle tek nukleotid degisimleridir ve sessiz
mutasyonlara yol agmaktadir. Bununla birlikte amino asit degisikliklerine de
rastlanmistir. Amino asit degisiklikleri korunmus dizi motiflerine denk gelmediginden
microcystin toksisitesinde herhangi bir degisime neden olmadiklar disuntlmustir.
Bununla birlikte korunmus dizi motiflerinin disindaki amino asit degisimlerinin etkisini
anlayabilmek icin calismanin daha ayrintili arastirmalarla ydrdtilmesi gerekmektedir.

vii



SUMMARY

THE DETERMINATION OF MICROCYSTIN PRODUCING GENE IN
MICROCYSTIS SPP.

Microcystins are biotoxins, also called sec onder metobolites, produced by cyanobacteria
and caused various problems in human health and other living organisms. The main

producers of microcystin are Microcystis, Planktothrix, Anabaenopsis, Anabaena,
Oscillatoria. Countries with Mediterranean climate have intensive blooms of
Microcystis spp., and therefore microcystin accumulation, particularly in summer to mid

autumn. As a result, ecologic and economic value reduction, habitat losses and deaths of
several organisms can be seen in aquatic ecosystems.

The investigation of mechanisms of cyanotoxin production in the cell in molecular and
genetic grade will help us to develop early warning systems and take precautions for
blooms which are especially present in drinking water reservoirs, lakes and lagunar
sites.

In this study, not only the determination of toxin genes but also the investigation of
variations in mcyB genes, as a molecular indicator, are aimed. Because, variations in
mcyB genes can alter microcystin structure and increase toxicity.

mcyB gene amplified by PCR-base methods. Then enzyme cutting, SSCP (Single -
Strand Conformation Polymorphism) and sequence analysis studied. As a result, it was
found that many parts of the mcyB gene has many variations. These variations
especially are single nucleotid mutations and they caused silent mutations. At the same
time amino acid changes were seen, however, not in conserved sequence motifs.
Therefore, it has been thought that they have no effect on microcystin toxicity.
However, to understand roles of amino acid changes and single nucleotid mutations,
which are excepting of conserved sequence motifs, more detailed investigations should
be done.

viii



1. GIRIS

Su yasamsal olaylarin sdrdirilebilmesi icin vazgecilmez bir kaynaktir. Tim
organizmalar biyolojik gereksinimlerini karsilayabilmek icgin suya ihtiya¢ duyarlar. Su
yasamsal dneme sahip olmakla birlikte daha ¢ok insan kaynakli olmak Uzere cesitli
kirleticiler ile kalite kayiplarina ugrama kta, kullanicilar Gzerinde cesitli olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Hizli sanayilesme, nufustaki hizli artis ve plansiz kentlesme, cesitli
altyapi sorunlari ve sanayi kuruluslarinin pek ¢ogunda aritim tesisinin bulunmayisi gibi
ana nedenler su tzerinde é nemli bir baski olusturmaktadir. Suyla birlikte viicuda alinan
kirleticiler insan saghgi agisindan pek cok olumsuz etkiye yol agmaktadir. Ozellikle
gelismekte olan ulkelerde evsel ve endstriyel atiklarin yeterince aritilmadan nehir, gol
ve deniz gibi alci ortamlara verilmesi ekolojik sistem icin ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Su kirlenmesi sucul ekosistemlerin etkilenmesine, ekolojik dengenin
bozulmasina, giderek sahip olduklari 6zimleme kapasitesinin azalmasina ve yok
olmasina yol acabilir. Nehir, gl ve diger su kaynaklarinin kirletilmesiyle olusan
durumun diizeltilmesi ancak ¢ok biiyilk mali harcamalar ile mimkindir. Ulkemizin
mevcut i¢su potansiyeli dikkate alindiinda su kaynaklarimizin korunmasi ve su
Kirliliginin 6nlenmesi halk saghgi ve (lke ekonomisi agisindan oldukca énemlidir. Su
kaynagi olarak ihtiya¢ duyulan bazi goller ve barajlarda kirlenmenin boyutlari giderek
artmaktadir. Bu nedenle golleri besleyen akarsu ve nehirlerin su kalitesinin belirlenmesi
ve bu ortamda yasayan canli gruplarinin tesp it edilmesi buyik 6nem arz etmektedir (1,
2,3,4,5).

Bilindigi gibi evsel ve endustriyel atiklarla Kirletilen su kaynaklarinda bir sure sonra
azot ve fosfor gibi besleyici tuzlarin artisi ile birlikte 6trofikasyon gorilmektedir. Gol
ekosisteminin yapisinda meydana gelen degisimler en cok fitoplankton toplulugunu
etkiler. Bu ylzden fitoplanktonlarin bazi tirleri gevre kirliliginin ve o6trofikasyonun
indikatorii olarak kabul edilirler. Fitoplankton icerisinde yer alan mavi yesil algler
hemen hemen tum habitatlarda yayilim gosteren, prokaryotik, fotosentez yapabilen,

hayatin baslangici kadar eski yasam formlaridir. Ozellikle 6ytrof sularda ylksek



biyomas degerlerine ulasabilen mavi yesil alglerin bazi tirleri ise toksin Uretebilme
yetenegine sahiptir (6, 7, 8, 9).

Mavi yesil algler arasinda kozmopolit dagilim gdsteren tiirlerin baginda Microcystis spp.
gelmektedir. Hemen her (lkede &ytrofik sularda artis gostermesi nedeni ile ilk
cyanotoksin 6lcimi Microcystis spp. tzerinde yapilmis ve tespit edilen cyanotoksine bu
tlr( refere etmesi icin “microcystin” adi verilmistir. Microcystinler peptid sentetaz
enzimleri aracilifiyla ribozom disi  yolla sentezlenen siklik heptapeptid
hepatotoksinlerin bir grubu olan sekonder metabolitlerdir. Microcystinin toksisitesinin
molekiiler temeli hepatosit protein fosfotaz 1 ve 2A’yi inhibe etmesidir. Ozellikle
karaciger hiicrelerinde toksik etkisini gdsteren microcystin ayni zamanda makrofajlar,
bobrek hucreleri, gastro intestinal sistem Uzerinde de olumsuz etkilere yol agmaktadir.
Microcystin sadece insanlar icin degil bu toksinle iliski icerisinde bulunan tim
organizmalar icin toksik etkiye sahiptir. Bu nedenle microcystinle kontamine olan sulari
kullanan tim organizmalar ve insanlar ciddi bir tehlike altindadir. Microcystinin
insanlar Uzerindeki toksik etkisinin benzer sekilde hayvanlar Gzerinde de goéruldigu
bilinmektedir. Ornedin, microcystin ekstrakti verilen farelerde ve sicanlarda karaciger
ve deri kanserinin gelistigi gortlmastir. Microcystinin tumor nekrozis faktor -a’nin
indiklenmesine neden olmasindan dolayr primer timoér promotoéri  oldugu
disunllmektedir. Microcystinin insanlar Gzerinde olusturdugu toksik etkilere en ¢arpici
ornek Brezilya’da meydana gelen ve 60 hastanin 6limiyle sonuclanan Caruaru
sendromudur. Brezilya’da bir diyaliz kliniginde hastalara rutin renal diyaliz
uygulanmasindan sonra norolojik sikayetlerin olusmasiyla ortaya cikan olayin

microcystin kontaminasyonundan kaynaklandigi anlasiimistir (10, 11, 12, 13, 14, 15).

Microcystinin -~ olumsuz  etkilerinden  korunabi Imek icin  yapisinin,  sentez
mekanizmasinin ve organizmalar tarafindan uretimini etkileyen faktdrlerin iyi bilinmesi
gerekir. Ayrica microcystinin su kaynaklarindaki miktarinin tespit edilebilmesi de
onemli bir konudur. Microcystin varligi ve miktari en hassas sekilde molekiler ve
genetik yontemlerle tespit edilmektedir. Bu yontemlerin temeli microcystin sentetaz
genlerinin ¢ogaltilmasina dayanir ve bu sekilde toksin varligi hizli ve hassas bir sekilde
tayin edilir. Bunun icin mcyA ve mcyB gibi molekdler belirtecler kullaniimaktadir. Bu

calismada mcyB molekiler belirteci kullanilarak toksin Gretme potansiyeli olan



Microcystis tlrlerininin tespiti ve toksik Microcystis tirlerinin asiri cogalma
gostermeden tanimlanmasiyla bu toksinin olumsuz etkilerine karsi ©onceden 6nlem
alinmasi amaclanmistir. Su kaynaklarinin yonetiminden sorumlu birimler igin toksik
artislarin  6nceden bilinmesi, hem o6nlem alinmasi hem de aritma maliyetlerinin
distiriilmesi bakimindan biyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle halk saghgini olumsuz
yonde etkileyecek durumlari dnleyebilmek igin su kaynaklarinin ydnetiminden sorumlu
olan yerel yonetimlerle isbirligi yapilarak erken uyari sistemlerinin gelistirilmesi
glnumuzin en 6nemli konulari arasinda yer almaktadir. Bu calismada sadece mcyB
molekiler belirteci kullanilarak toksik tdrlerin belirlenmesi degil, mcyB geninde
olusabilecek varyasyonlarin da tespit edilmesi amaclanmistir. Yapilan calismalar
gostermektedir ki, mcyB geninde olusabilecek varyasyonlar microcystin varyantlarinin
olusmasina neden olabilmektedir. Microcystin varyantlari toksisite agisindan farkliliklar
gostermektedir. Ornegin Dinya Saghk Orgiitii icme suyunda bulunabilecek en yiiksek
microcystin duzeyini, bilinen en toksik varyant olan Microcystin LR Uzerinden tespit

etmis ve bu miktari 1ug/l olarak diizenlemistir (16, 17, 18, 19).

Bu calismada oncelikle su 6rneklerinden izole edilecek olan Microcystis spp.’nin kaltdr
ortamina transfer edilmesinin ardindan elde edilecek suslardan PCR ydntemiyle mcyB
geninin c¢ogaltilmasi amagclandi. Daha sonra enzim kesimi ve SSCP ydntemleri
uygulanarak farkl suslardan elde edilen mcyB gen fragmanlarinin arasindaki olasi
farkliligin tespiti hedeflendi. SSCP jel gorintilerine gore farkli gériiniime sahip olan
orneklerin dizileme analizleri yoluyla bu far kliliklarin hangi niikleotid dizilerinden
kaynaklandiginin belirlenerek olasi nikleotid degisikliklerinin anlamh bir farkhliga
neden olup olmadiginin ortaya cikarilmasi ve mcyB gen varyasyonlari ile bu

varyasyonlarin microcystin tizerine etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Ulkemizde cyanotoksinler ile ilgili arastirmalar oldukga yenidir. Yapilan ilk arastirma
Albay ve ark. tarafindan [20] Sapanca, iznik ve Taskisigi Golleri ile Omerli Baraj
Goli’'nde cyanotoksinlerin dikey dagilimi ve cevresel faktd rler ile olan iliskilerini
inceleyen calismadir. Daha sonra Kiglkcekmece GOlu’ndeki mevcut cyanotoksin
uretimi ile cevresel faktorler karsilastirmali olarak incelenmistir. Yine Akcaalan ve ark.
[23] Sapanca Goli’nden izole ettigi Planktothrix rubescens filamentinden direkt

microscytin Olgimi yapmayi basarmistir. Fakat simdiye kadar microcystinin yapisi ve



sentez mekanizmasi hakkinda Ulkemizde yapilmis genetik dizeyde herhangi bir
arastirma mevcut degildir. Cyanotoksinlerden ve dolayisiyla microcystinden
kaynaklanan ekolojik ve ekonomik kayiplar ile bu toksinlerin halk saghg: Gzerinde
olusturdugu tehditler disunilduginde tlkemizde bu konu tzerinde yapilacak bir ¢ok
calismaya ihtiyac oldugu gorilmektedir. Bu nedenle, yapilan bu arastirmanin énemli bir
boslugu dolduracagi ve gelecek yillarda lkemizde yapilabilecek molekiler ve genetik
temelli cyanotoksin calismalarina ve erken uyari sistemlerine bir temel olusturacagi
disunilmektedir (20, 21, 22, 23).



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SUYUN ONEMI

Hayatin kaynagi olan su gerekli 6nlemler alinmadigi takdirde yakin gelecekte dinyanin
en Onemli sorunlarindan biri olacaktir. Tum dogal kaynaklar gibi su da sinirsiz,
kullanmakla bitmeyecek bir kaynak degildir. Dinyadaki toplam su miktarinin ancak %
0,74 kadari kullanilabilir tath sudur. Kullanilabilir tath suyun da % 70’inden fazlasi
simdiden kirlenmis durumdadir (24). Turkiye ¢ tarafi denizlerle gevrili, 8333 km kiyi
seridi, 80.791 km? deniz alani, 10.000 km? dogal gélii, 15.000 ha géleti, 342.377 ha
baraj golu ve 177.714 km uzunlugunda akarsulari ile 6nemli bir potansiyele sahiptir
(25). Bu potansiyelin verimli bir sekilde kullanilmasi halk sagligi ve tlke ekonomisi
acisindan ¢cok 6nemlidir.

Bir ilkenin su zengini sayilabilmesi icin yilda ortalama kisi basina 10.000 m ® su
potansiyeline sahip olmasi gerekir. Su potansiyeli 1000 m*®ten az olan tilkeler su fakiri
kabul edilmektedir. Kisi basina diisen kullanilabilir su potansiyeli 3690 m *® olan
Turkiye, diinya ortalamasi olan 7600 m *'(in oldukca altinda olmasindan dolayi su fakiri
olmamakla birlikte su kisiti bulunan Glkeler arasindadir. Turkiye’de Kisi basina disen
kullanilabilir su miktar ise 1735 m 2 civarindadir. Devlet istatistik Enstitiisti, 2025 yilina
kadar ulke nufusunun 80 milyona varacagini tahmin etmektedir. Bu durumda Kisi
basina diisecek kullanilabilir su miktari 1300 m*e dusecektir (26). Bunun yaninda
nifus artisi, kentlesme ve sanayilesme olgularina bagli olarak artan su tiiketim degerleri
dikkate alindiginda nicelik agisindan yenilenebilir tatli su kaynaklarinda bir azalma ile
karsi karstya kalindigi agiktir (27). Mevcut sartlar (lilkemizin toplam nifusu, ntfus artis
hizi, kullanilabilir su miktari vs.) gbz 6nine alindiginda gelecek yillarda temiz su
kaynaklarinin hicbiri kirletilmese bile Tiurkiye’yi yakin gelecekte c¢ok ciddi su
sorunlarinin bekledigi agiktir.



2.2. SU KIRLILIGI

Insanlar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri icin suyu hidrolojik cevrimden alirlar ve
kullandiktan sonra tekrar ayni déngiye iade ederler. Bu islemler sirasinda suya karisan
maddeler sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirerek, "su kirliligi"
olarak adlandirilan olguyu ortaya cikarirlar. Artan nifus ve gelisen endustrilesme
sonucu yogunlasan su kullanimi, su kirliligini hizlandiran bir etken olarak karsimiza
¢tkmaktadir. Bugun igin su kirlenmesinin ana kaynaklari evlerden gelen kullaniimis

sular ile sanayi kuruluslari tarafindan su yataklarina verilen sivi atiklardir (28).

Genel olarak su Kkirliligi kentsel atiklardan, sanayiden, tarimsal faaliyetlerden,
tasimaciliktan, termik ve ntkleer santrallerden kaynaklanmaktadir. Bagslica kirleticiler
organik ve inorganik maddeler, tuzlar, mikroorganizmalar, deterjanlar, pestisitler, agir
metaller, askida kati maddeler, radyoaktivite, yaglar, petrol Grlnleri, atik lar, 1s1 vb.dir.
Cesitli insan aktiviteleri sonucunda olusan ve ¢ok degisken yapiya sahip olan atiksular,
bir yandan nehir, g6l ve deniz gibi alici ortamlara bosaltildiklarinda ortam suyunun
fizikokimyasal ve biyolojik yapisini 6nemli Olciide degistirirken diger yandan bu

alanlarin dip yapisinda da énemli degisikliklere neden olmaktadirlar (29).

Goller oldukca buylk arazi parcalarinin drenaj sularini aldiklarindan gol ve golu
cevreleyen kara sistemi arasinda strekli bir aligveris vardir. Yizey ve yuzey alti akislari
gble girer ve cikar. Bu akislar da cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik bilesenleri,
organik maddeleri, tortu ve diger pek ¢cok maddeyi beraberinde sirikler. Bu akislarin
hizi golin cografi yapisina, iklimine ve mevsimsel sartlarina bagh olarak farklilik
gosterebilmektedir. Akarsulara gore akis kisitlamasi olan gollerdeki kirliligin boyutlari
daha farkhdir. Ozellikle disariya akisi olmayan gollerde agdir metaller, zor
parcalanabilen pestisitler gibi bozunmayan Kirleticilerin giderek kirlilik potansiyelini
arttirmalari, yuzeysel sular arasinda kirlenmeye karsi en hassas su grubunu olusturan

g6llerin korunmasinda ne denli hassas olunmasi gerektigini ortaya koymaktadir (29).

Gollerin evsel, endustriyel ve tarimsal atiklarla Kirletilmesi halk saghgir ve cevre

acisindan blyuk sorunlara neden olmaktadir. Kirli sularla sulanan sebze ve meyvelerin



tlketimi, kontamine sularda avlanan baliklarin tiiketimi ya da bu sularda ylizme, bir ¢cok
patojen bakteri kaynakli enfeksiyon veya toksikasyonlara neden olmaktadir. Su
kaynakl hastaliklar i¢cinde en sik gorulenler mikrobiyel ve paraziter kokenli olanlardir.
Bunlarin baslicalar kolera (Vibrio cholera), tifo ve paratifo (Salmonella typhi ve S.
paratyphi), dizanteri (Shigella dizanteriae), turist ishali (E. coli), poliomiyelit, hepatit
A, viral gastroenteritis (Enteroviruslar), amebiasis (Entamoeba histolytica), giardiasis
(Giardia intestinalis) ve criptosporidiosis (Cryptosporidium parvum)’ dir (30). Su
kirliligi sadece bakteriyolojik acidan tehlike olusturmamaktadir. Agir metaller,
pestisidler, radyoaktif maddeler gibi kirleticilere maruz kalan suyun kullanimi kisa ve
uzun vadede insan saghgi Uzerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Kirleticilerin bir
kismi insanlara dogrudan zarar verdigi gibi bircogu da bitki ve hayvanlarda birikerek
besin zinciri yoluyla insanlara gecebilmektedir. Suda yasayan mikroorganizma, bitki ve
hayvan topluluklari da Kkirlilige tolerans derecelerine gdre zaman igerisinde yok
olmaktadir (31).

2.3. OTROFIKASYON

Cesitli insan aktiviteleri ile kirletilen su kaynaklari her zam an her canli igin olumsuz
sonuglar olusturmaz. Ornegin evsel, endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu suda
miktarlari artan azot ve fosfor gibi besleyici tuzlar birgok alg tlrtnin asiri artisina
neden olmaktadir. Algler sucul ortamin birincil dreticiler idir ve suyun biyolojik
verimliliginin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptirler (32). Algler fotosentez
yaparak sucul yasam icin gerekli oksijeni saglarlar. Sucul ortamlarda ekosistemin temel
6gelerinden olan buylk dip omurgasizlari ve baliklar igin ya samsal faaliyetleri
acisindan gerekli oksijen ve besin ihtiyaci bu organizmalar tarafindan karsilanir (33).
Goruldugi gibi algler sucul ekosistem i¢in cok 6nemli organizmalardir. Ancak, besin
elementleri gol, rezervuar, akarsu, halic ve sahil gibi ortamlara fazlaca desarj
edildiginde su kalitesinin bozulmasiyla birlikte asiri alg artisi sonucu 6trofikasyon

gerceklesir (32).

Otrofikasyon su ortaminin yapisina baglh olarak farkli gelisme siirecleri izler. Ornegin
goller igin alg dretimini kisitlayan temel etken azot ve fosfordur. Bu besin

elementlerinin miktart yilhk ortalama 0,3 mg/It azot ve 0,02 mg/It fosfor oranini



asmadikca sularda asiri alg tremesi s6z konusu degildir (34). Gol kirlenmesinde temel
tasinim yollari akarsular ve atmosferdir. Akarsularla ta sinan ¢ézinmis ve askidaki
maddelerin miktarinin énemli bir b6lumu erozyon ve kimyasal ¢oziinme sonucu olusur.
Bu girdilerde arazi kullanimindaki degisim ve yagmurun, asiditenin artmasi gibi
nedenlerle artis olabilir. Géle giren kirleticilerin blyuk bir kis mi akarsular, endustriyel
atik sular ve drenaj yoluyla tasinmaktadir. Bununla birlikte atmosferle Kirlilik tasinimi
da kiglimsenmemelidir (29). Tim bu etkenler azot ve fosforun normal degerlerinin
lizerine ¢ikmasina neden olur ve ardindan asiri alg cogalmasi gerceklesir. Oncelikle
suda ¢ozunmis oksijen miktarinda hizli bir artis meydana gelir. Ancak asiri reyen
alglerin zamanla 6lerek suyun dibine ¢okmesi ve aerobik bozunma ile birlikte sudaki
¢ozunmis oksijen miktari azalir ve bu sularda yasayan ¢ozinmis o ksijene gereksinim

duyan canli tarleri tolerans derecelerine gore yok olmaya baslar (34).

Otrofikasyonun olumsuz etkileri oksijen miktarindaki azalma ile sinirh kalmaz. Asiri
cogalan alg tiirleri icinde toksik olanlar da mevcuttur. Otrofikasyon nedeniyle cok fazla
miktarda Uretilen toksinler sucul ekosistemle iliskili canlilarin élimlerine kadar varan
toksisite sorunlarina sebep olmaktadir. Bununla birlikte asiri alg cogalmasi su
kalitesinde dismeye, toksisite problemlerinden dolayl balik 6lumlerine ve ki Itlr
balik¢iliginda kayiplara, halk sagliginin olumsuz etkilenmesine, koti koku ve gorinis

sorunlarindan kaynakl estetik kayiplara da neden olmaktadir (35).

2.4. CYANOBACTERIA (CYANOPYHTA: MAVI YESIL ALGLER)
TURLERININ GENEL OZE LLIKLERI

Otrofik tath sularda bulunan alg gruplari iginde cyanobacteria en 6nemli ve baskin
grubu olusturur. Cyanobacteria’lar ¢cok eski yasam formlaridir. Fosil kayitlari yaklasik
3.5 milyar yil Once ge¢ prekambrien donemde var olduklarini gostermektedir.
Prokaryotik organizmalardir. Tipki bakterilerde oldugu gibi 6zellesmis organelleri ve
nukleus zarlari yoktur. Nukleus zari olmadigindan halkasal ve c¢ift zincirli yapidaki
DNA molekulti sitoplazmada daginik halde bulunur. Sitoplazmalari graniler
gorunimdedir ve birgok ribozom icerir. Sitoplazma igerisinde ribozomlara ek olarak gaz
keseleri, glikojen grandlleri, yag damlaciklari, arginin grandlleri, aspartik asit

polimerleri ve polihedral karboksizomlar da bulunur. Buyonsi hareketinin



gerceklesmesini saflayan gaz keseleri 0Ozellikle ylzen akuatik tirlerde gorilir.
Cyanobacteria tirleri nitrojeni fikse edebilir. Nitrojen fiksasyonu 6zellesmis heterosist
adi verilen hicrelerde meydana gelir. Heterosist hicreleri zarla cevrilidir (36). Tum
Cyanobacteria tirleri fotosentetiktir ve okaryoti k fotoototroflar gibi klorofil-a icerirler.
Bu sayede fotosentez islemini gerceklestirebilirler. Cyanobacteria *da bulunan bir diger
pigment fikobilin pigmentidir. Fikobilin mavi renk verir. Bu nedenle genellikle mavi
yesil algler olarak adlandiriimaktadirlar (10). Tek htcreli, koloniel veya filamentli
yapida olabilirler. Hiicre caplari 2-40 um arasinda olabilir. Bitki veya mantarlarla
simbiyont olarak yasayabilirler. Cyanobacteria tiirleri kozmopolitan bir dagihs gosterir
ve tim habitatlarda bulunur. Genel o larak deniz ve tatli sularda su stitununun planktonik
uyeleri olarak yasamlarini sirdirtrler. Toksin Greten tdrleri bulunmaktadir (37).
Cyanobacteria turleri yizey sularinda asiri artis olarak adlandirilan birikmeler yaparlar.
Algal asiri artiglarda hicre konsantrasyonlart milimetrede milyonlarca hiicreye
ulasabilir. Bu asiri artislarin sonucunda algler suyun koku ve rengini degistirip (renk

yesil, sar1, kahve veya kirmiziya déntsebilir) , su kalitesini bozarlar (38).

Bilimsel literatiirde ilk toksik cyanobac teria artisi 125 yil 6énce Kuzey Avustralya’da
rapor edilmistir (10). Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya, Asya ve Afrika’da yapilan
arastirmalar  gostermektedir ki asiri cyanobacteria cogalmalari genis c¢aph cevre
kosullari altinda hemen hemen tim diinyada 6z ellikle tropik ve subtropik bélgelerde
meydana gelmektedir. Yine bu ¢alismalar dogrultusunda asiri cyanobacteria artiglarinin
%25-%75’inin toksik oldugu anlasiimistir. Cyanobacterial asiri ¢ogalmalarin sebebi
otrofik sulardir. Ancak tlim cyanobacteria artis larinin 6trofikasyonla ilgili olmadigini
gosteren calismalar da mevcuttur. Ornedin Avusturya’da insan etkilerine maruz
kalmamis su kaynaklarinda ve isvigre’nin oligotrofik Alp sularinda asiri cyanobacteria

artislarinin meydana geldigi goralmastar (10).

2.5. MAVIi YESIL ALG TOKSINLERI (CYANOTOKSINLER)

Mavi yesil alglerden kaynakh asir alg cogalmalari sonucu sulardaki toksin
konsantrasyonunun asiri artisi en énemli ¢evre sorunlarindan biri ni olusturmaktadir.
Toksik mavi vyesil algler (cyanobacteria) dinyanin her yerinde tim i¢ sular ve

denizlerde bulunmaktadir. Su ana kadar omurgalila rda toksik etki yaratan 46 mavi yesil
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alg trd tespit edilmistir. Bunlardan en onemlileri; Microcystis spp., Planktothrix
rubescens, Planktothrix agardhii, Anabaena spp., Aphanizomenon spp., bazi
Oscillatoria spp., Cylindrospermopsis raciborskii, Synechococcus spp., Gloeotrichia

spp., Lyngbia spp., Nostoc spp., Schizothrix spp., ve Synechocystis spp.’dir (39).

Cyanotoksinler kimyasal yapilarina gore siklik peptidler (microcysti n, nodularin),
alkoloidler (anatoxin-a, anatoxin-a(s), saxitoxin, cylindrospermopsin, aplysiatoxins,
lyngbyatoxin-a) ve lipopolisakkaritler (LPS) olarak ayrilir (40). Cyanotoksinler
etkiledikleri bdlgeye gore hepatotoksinler, norotoksinler ve dermatotoksi nler olarak

gruplandirilirlar (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 : Cyanotoksinler ve toksin Ureten cyanobacteria tirleri (37)

Toksin Cyanobacteria Turleri
Hepatotoksik
Microcystins Microcystis, Oscillatoria, Nostoc, Anabaena, Anabaenopsis
Nodularin Nodularia
Cylindrospermopsin Cylindrospermosis, Aphanizomenon, Umezakia
Norotoksik
Anatoxin-a Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon
Anatoxin-a(s) Anabaena
Saxitoxins Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya, Cylindrospermosis, Planktothrix
Dermatotoksik
Aplysiatoxins Lyngbya, Schizothrix, Oscillatoria
Lyngbyatoxin-a Lyngbya

Hepatotoksinler birgok cyanobacteria tirt tarafindan dretilmektedir (Tablo 2.1). Bu
toksinler karaciger hucrelerini hedef alirlar ve ¢iftlik hayvanlarinin, kuslarin ve vahsi
hayvanlarin 6limine neden olurlar. Ayrica Cin, Hindistan, Avusturalya ve Brezilya’da

insanlarda hastalik ve 6lim lere neden olduklari da rapor edilmistir (37).

Norotoksinlerin nikotinik asetilkolin reseptorlerine karsi yuksek afiniteleri vardir.
Reseptorlere baglandiklari zaman post sinaptik reseptor iyon kanallarinda
konformasyonel degisikliklere neden olurlar ve bu durum da néromuskular
depolarizasyonun blokajina sebep olur (40). Norotoksin igeren sulardan i¢en hayvanlar
tipik bulgular olan ¢irpinma ve nefes alamama durumunun hemen ardindan solunum

durmasina bagl olarak dakikalar icinde 6lir (41). Norotoksin Uret en cyanobacteria
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tirlerinin (6zellikle Anabaena spp.) asiri cogalmasi ciftlik hayvanlari, balk ciftlikleri,
vahsi hayvanlar ve insanlar i¢in oldukca blyuk bir sorun olusturmaktadir. 1990 yilinda
Darling nehrindeki Anabaena spp., kaynakli asiri ¢ogalma sonucunda yaklasik 1600
koyun ve biylkbas hayvan 6Imustlr (42).

Dermatotoksinler deri irritasyonlarina, allerjik reaksiyonlara ve gastroenterite neden
olur (43). Ayrica karacigerde kicuk granulomalara ve artmis mitozise neden olduklar
da bilinmektedir (44).

2.6. SEKONDER METABOLITLER

Son 20 yilda arazi ve kiltir orneklerinden bircok mavi yesil alg metaboliti izole
edilmistir. Su ana kadar bircok cyanobacteria tirtinden 600°Un (zerinde peptid veya
peptidik yapida metabolit tanimlanmistir. Bu metabolitlerin yapilari cografik orjinlerine
ve ait olduklari gruba gore ¢ok buyuk farkliliklar gosterir. Cyanobacteria sekonder
metabolitlerinin ¢ok buyik bir bélimd peptiddir veya peptidik yapilar icerir. Bu
oligopeptidlerin blyik bir ¢ogunlugu non -ribozomal peptid sentetaz (NRPS) veya
poliketid sentaz (PKS) mekanizmasi tarafindan sentezlenir (45).

Sekonder metabolitler organizma herhangi bir stres durumuyla karsilastiginda faaliyete
gecen Ozellesmis metabolit yollar tarafindan Uretilirler. Bu Urlinlerin ara metabolizma
urinlerinden farki  organizmanin blyumesi ve dremesi igin mutlak gerekli
olmamalaridir. Buna ragmen organizma igin énemli bir takim fonksiyonlar Gstlenirler.
Atiklarin uzaklastirilmasi, detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi haberlesme bu
fonksiyonlar arasindadir. Uretildikleri organizma icin Gstlendikleri bu gérevlerin disinda
antibiyotik, kemoterap6tik, pestisid, immdansupresif, antilipolitik ajan gibi ¢ok cesitli
farmasotik fonksiyonlara da sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin sekilde
kullaniimaktadir. Fonksiyonlarindaki cesitlilige benzer sekilde bu bilesikler kimyasal

yapilari bakimindanda ¢ok buyuk cesitlilik gosterirler (46).

Ribozom disi protein sentez sisteminde peptidler yiksek molekil agirlikli multienzimler
(NRPS) aracihigiyla yag asidi sentezine benzer bir mekanizmayla sentezlenirler.

Ribozom disI sentez mekanizmasinda ribozomal protein sentezinde oldugu gibi
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aktivasyon, baslama, zincir uzamasi ve sonlanma asamalari bulunmasina ve gerekli
enerji ATP hidrolizinden saglanmasina ragmen kali p gorevini mRNA yerine peptid
sentetazlar Ustlenir ve olusan drinlerde standart L -aminoasitlere ek olarak D-
aminoasitler, cok cesitli siradisi modifiye aminoasitler ve yag asitleri de bulunur. Bu
yolla sentezlenen oligopeptidlerin yapisinda 300’den fazla a mino ve yag asidi turevinin
yer aldigi tespit edilmistir. Bu yapi taslari tiyoesterler seklinde aktive edilirler. Peptid
bagl olusumu ve zincir uzamasi enzime kovalent olarak bagl fosfopantetein grubu
yardimiyla yag asidi sentezine benzer bir mekanizma il e gerceklesir. Olusan Urtindeki
aminoasit sayisi genellikle 3-15 arasindadir. Ribozom disi peptid sentetazlar birgok
ortak 6zellige sahiptir. Modul olarak adlandirilan alt birimlerden olusurlar. Yaklasik bin
aminoasit iceren ve molekil agirhgr 120 kDa civarinda her bir modul belirli bir
aminoasidin eklenmesi icin 6zgildur. Peptid sentetazda bulunan modul sayisi genellikle
olusan peptiddeki yapi taslarina esittir. Peptid sentetazlari kodlayan genler 20 kb ve Usti
blyuklukte gen kimeleri halinde diizenlenmisle rdir. Tek bir modull kodlayan gen 3 kb
civarindadir. Modillerin sirasi genellikle sentezlenen peptiddeki yapi taslarinin
dizilisini belirler. Bu sekilde modiiller peptid sentezinde kalip islevi gorir. Bir moddl
adenilasyon bolgesi, peptidil tasiyici bolgesi ve kondendasyon bolgesi olmak tizere en
az ¢ bolge icerir. Ayrica olusacak Urine gore epimerizasyon, N -metilasyon gibi

bolgeler de bulundurabilirler (46).

Modiil 1 r Modiil 2 I Modiil 3 I Te
Baslangic ~ Uzama Uzama Sonlanma
(')
‘ /'\ '1 }P\
~S-Aad | Cys- 5\ S~ Cys -Aad _ Val-S—
) S
S £ %
p
C
<
( PcP " PCP %
s
A 3 [N
(2—— sH 4)— SH [ i
/- fr» ~
) J/-:; / - a
Aad 1 Aad-AMP Cys Cys-AMP val Val-AMP |
/\Jq Cys
ATP PPi ATP PPI ' |
ATP PPi Aad

Sekil 2.1: Lineer tripeptid ACV’nin [A-(L-a-aminoadipil)-L-sisteinil-D-valin] sentez
mekanizmasi: A, Adenilasyon bélgesi; C, Kondensasyon bdlgesi; PCP, peptidil tasiyici protein;
E, Epimerizasyon bélgesi; TE, Tiyoesteraz; Aad, Aminoadipil; -SH, Sulfhidril grubu; ATP,
Adenozin tri fosfat; AMP, Adenozin mono fosfat; PPi, Pirofosfat (46).
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2.7. MICROCYSTIS SPP.’NIN EKOLOJiSi

Microcystis spp., mavi yesil alglerin dnemli bir grubunu olusturmakla birlikte bu tirler
cok genis bir alanda yayilim gostermektedir (47). Asiri alg artislarinda en ¢ok
karsilasilan genus olan Microcystis hemen hemen her zaman toksiktir ancak toksik
olmayan tdrleri de bulunmaktadir (39). Microcystis spp., akinet ve heterosist
olusturmaz. Ayrica hucrelerin boyutu, sekli ve kolonilerin hicre tipleri buyik
farkhihiklar gosterir. Bu 6zellikler Microcystis formlarinin ve tirlerinin tan imlanmasinda
kullanihr. Microcystis spp., sikhikla morfoloji temelli taksonomiyle tanimlanir. ilk
olarak izole edilip, kilture alinan, labrotuvarda ¢ahisilan ve tanimlanan toksik mavi -yesil
alg tirt Microcystis aeruginosa’dir. Tablo 2.2°de gosterilen tlrler ve bunlarin cesitli
formlari microcystin adl toksinin primer Greticileridir. Su ana kadar Microcystis
spp.’nin sadece tek bir tir toksin (microcystin) Urettigi tespit edilmisti r. Diger toksik
Cyanobacteria trleri ise iki tir toksin birden (microcystin -anatoksin veya microcystin-
citotoksin) uretebilmektedir (47).

Tablo 2.2 : Microcystis spp.’nin taksonomisi (48,49)

Kingdom Plantae
Subkingdom Thallobionta
Classis Cyanophyceae
Division Cyanophyta
Ordo Chroococcales
Familia Microcystaceae
Genus Microcystis
Species Microcystis aeruginosa

Microcystis flos-aque
Microcystis icthyoblabe
Microcystis novacekii
Microcystis viridis
Microcystis wesenbergii

Microcystis pulverea
Microcystis robusta
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Otrofik ve hiperétrofik sularda Microcystis spp. asiri artis gosterir ve tim yiizeyi
kaplayip suyun rengini, kokusunu ve karakteristigini degistirebilir. Bdyle durumlarda
Microcystis spp. bitin yil boyunca dominant tiir olarak kalir. Microcystis turleri blyuk
cogunlukla toksiktir. Ornegin, Cin’de yapilan bir arastirmada incelenen su
kaynaklarinin % 80’inden fazlasinin Microcystis tirleriyle kontamine oldugu ve
kontamine olan bu sularin % 95’inden fazlasinda da hayvanlari 6ldirebilecek diizeyde

microcystin Uretiminin oldugu gortlmastir (47).

2.8. MICROCYSTININ YAPISI VE TOKSIK MEKANiIZMASI

Toksik mavi yesil alg artislari, bir yandan icinde insanlarin da bulundugu birgok
organizma igin risk olustururken, 6te yandan (rettikleri metabolitler ile ekosistem igin
ciddi bir sorun olusturmaktadir (50). Bu toksinl er arasinda yer alan microcystin ler,
Microcystis, Anabaena, Nostoc ve Oscillatoria genuslarina ait mavi yesil algler
tarafindan dretilen siklik heptapeptid hepatotoksinlerin bir grubudur. Microcystis,
microcystin Uretiminin en fazla gorildugi genustur (51) . Microscystin diger sekonder
metabolitler gibi ribozom disi peptid sentetaz mekanizmasiyla sentezlenir ve genel
yapisi Sekil 2.2°de gosterildigi gibi halkasaldir (52).

- N-Methyl-
D-Glur€ dehydro-Ala™
0 OH |
N
0 D-Ala
0
0
H
R
[§) X
OH
zy D-erythro-B-
methyliso-Asp®

Sekil 2.2 : Microcystinin genel yapisi: X ve Z ile gosterilen yerlere gesitli L -aminoasitler
gelebilir. (52)
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Tersinir protein fosforilizasyonu birgok hucresel islem igin temel dlzenleyici
mekanizma olmakla birlikte bircok diizenleyici ve yapisal proteinin biyolojik aktivitesi
icin de anahtar mekanizmadir. Fosforilizasyon prensip olarak se rin, treonin ve tirozin
rezidllerinde meydana gelir ve metabolizma, membran transportu, hiicre bolinmesi,
transkripsiyon ve translasyon gibi hicre i¢i olaylarin kontroli icin gerekli temel
mekanizma olarak tanimlanir (53). Protein fosfataz 1 ve 2A serin/tre onin fosfataz
ailesine dahildir (52). Okaryotik hiicrelerde protein fosforilizasyonun % 98’inden

fazlasi serin ve treonin rezidilerinde gerceklesir (53).

Saglikli 6karyotik hucrelerde, regulator proteinlerin Uzerinde bulunan protein kinaz ve
fosfotazlarin fosforilizasyon-depolarizasyon aktiviteleri arasinda kritik bir denge vardir.
Bu denge hiicreler arasi sinyal transdiksiyon yollari i¢in esas olusturur. Karbonhidrat ve
yag metabolizmasl, gen ekspresyonu, protein sentezi, hiicre bdlinmesi, membran
transportu ve sekresyonu, norotransmisyon gibi cesitli biyolojik islemler bu yolla

dizenlenir (10).

Microcystin toksisitesinin molekdler temeli hepatosit protein fosfotaz 1 ve 2A’y1 inhibe
etmesidir. Microcystin, safra asidi organik anyon tasiyici sistemi yoluyla hepatositlerin
icine aktif olarak tasinir (52). Protein fosfataz 1 ve 2A’yi inhibe eden microcystin
sitokeratin hiperfosforilizasyonuna neden olur ve hiicre iskeleti komponentlerinin
yikilmasina, hicrenin deforme olmasina ve ardindan karacigerde hemoraji go riilmesine
yol acar (51, 54). Microcystinin primer etkilerinden biri de karaciger hasarina ve
karaciger yetmezligine sebep olmasidir. Ayrica karacigere oranla daha az etkili olmakla
birlikte gastrointestinal sistemde ve bdbrekler Gzerinde de toksik etkisi b ulunmaktadir
(10). Ayrica icme suyuyla birlikte surekli dustik miktarlarda microcystin alan insanlarin

karacigerinde tumdr olusumunun tetiklenebilecegi disuntlmektedir (51, 54).

Microcystinin hepatositler ve makrofajlar olmak Uzere iki tip hiicre Gzerinde e tkisinin
oldugu cesitli cahismalarla rapor edilmistir. Bu toksin hepatosit hicrelerinde protein
fosfotazlarin inhibit6rii, fosfolipaz A, ve siklooksigenazin aktivatorii olarak etki
etmektedir. Diger yandan makrofajlarda ise timor nekrozis faktor -o ve interlokin-1’in
indiiklenmesine neden olmaktadir. Bu sitokinler platelet aktive edici faktorin

uretilmesini  saglayarak  siklooksigenazlarin  aktivasyonuna  neden  olurlar.
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Siklooksigenazlar da inflamasyon igin kimyasal aracilar olan tromboksanlar ve
prostaglandinleri Gretirler. Bu reaksiyonlarin sonucunda tromboksan B , ve prostasiklin
(6-ketoF;a) olusur (Sekil 2.3) (47).

Microcystin

Hepatositler / \ Makrofajlar

Reseptor

Safra Asidi Transport Sistemi
/ \ “d-doo :
oo
Protein fosfotazlarin inhibisyonu E v : ¢ *
| q-=-=-—|-4-=-=-=-=
L PARY | TNE o
Hiperfosf;rilize Avrasidonik Asit - }_ o
proteinler . PAF()
Siklooksigenaz - 1' -
PL o )
Hcre iskeleti Fosfo- / \ PL_p Argsidonik Asit
Degisimleri ipaz A, Siklooksigenaz
PGI, ¥ N
SEMEA TXA
Membran yapisindaki PGl, 2l
degisimler i, l l
TXB, 6-Keto PGFyq
6'Ket0 PGF]_G TXBZ

> MICROCYSTIN
> SOKU

A

Sekil 2.3 : Microcystinin toksik mekanizmasi: 1L -1, interlokin-1; TNF-a, Tumér nekrozis
faktor-a; PAF, Platelet aktive edici faktor; PL, Fosfolipidler; PGI2, Prostoglandin 12; TXA2 ve
B2, Tromboksan A2 ve B2; 6-keto PGF,a, 6-keto-prostaglandin F.a (47)

Tromboksan B, trombosit kiimelesmesine neden olan gicli bir araciyken, 6 -ketoF;a
trombosit kiimelesmesinin inhibitori olarak gorev yapar. Tromboksan B ;’nin varhgi
karacigerde kan pihtilasmasina neden olabilir. Ayrica bu Urunlerin makrofajlarda da

gorulmesi microcystine karsi bir inflamasyon cevabin gelistigini gostermektedir (47).

Bircogu yuksek derecede toksik olan microcystinlerin yapisal varyantlari, siklik
heptapeptid yapida bulunan iki korunmamis pozisyondaki amino asite baglanan farkli
amino asitleri ve demetillenen veya asetillenen amino asitleri icerir (51). Microcystinin

su ana kadar tanimlanmis 65’in Gzerinde izoformu bulunmustur (52). Microcystinin
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varyantlari arasinda en yaygin olanlari microcystin-LR  (I6sin-arginin), microcystin-RR
(arginin-arginin) ve microcystin-YR (tirozin-arginin)’dir (55). Microcystin-LR dogada en ¢ok
karsilasilan ve Uzerinde en ¢ok calisilan microcystin varyantidir. Molekuler agirhgr 1000
Da civarindadir. Microcystin genel yapisinda X (2) ve Y (4) ile gosterilen bolgelere
sirastyla 16sin ve arginin amino asitlerinin baglanmasi sonucu microcystin -LR izoformu
olusmaktadir (Sekil 2.4) (56). Hepatotoksin olarak sinifla ndirtlan microcystin-LR, diger
microcystin varyantlari arasinda en toksik olanidir (53). Ozellikle siirekli toksine maruz
kalma durumunda cok dusuk konsantrasyonlarda (ng/l) dahi toksik etkisini

gostermektedir (56).

6 7

D-Glu Mdha
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Adda " o H CooH 0
HN NH
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NH, 4 2
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Sekil 2.4: Microcystin-LR’nin yapisi ve konfigiirasyonu (56)

2.9. MICROCYSTININ CANLILAR UZERINDEKI ETKILERI

Microcystin, genellikle Microcystis spp. tlrleri tarafindan Gretilen bir endotoksindir.
Tum endotoksinlerde oldugu gibi microcystin de hiicre 6lumu gergeklestikten sonra
hiicre disina ¢ikar. Otrofikasyon nedeniyle asiri mikt arda gogalan toksik tirlerden
dolay! o6trofik sularda bir sire sonra normal sinirlarin ¢cok (zerinde toksin degerleri
gorullr. Bu olay gerceklestiginde kontamine suyla iliskide olan tiim canlilar toksinlerin
olumsuz etkisine maruz kalir. Dinya Saghk Orgiiti,  microcystin-LR
konsantrasyonunun igme suyunda insan sagligi agisndan 1ug/l’yi asmamasi gerektigini
belirtmistir (36).

Akuatik bir ortamin organik madde yoninden zenginligi tam olarak besin zincirinin

islemesine baghdir. Besin zincirinde ilk halkayi fitop lankton tirleri, ikinci halkayi ise
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zooplankton tarleri olusturmaktadir. Bir ¢ok zooplankton; alg, detritus ve bakteriden
olusan Kkarisik bioseston stspansiyonlari filtre ederek  beslenmektedir. Toksik
Microcystis tdrlerini sindirebilen zooplankton turleri microcystinin olumsuz etkilerine
maruz kalmaktadir. Ayrica suda bulunan microcystin miktarina bagdli olarak
zooplankton tiirlerinde farkli hassasiyetler gelismektedir. Ornegin Daphnia magna, suda
0,05 mg/l miktarda ¢6zinmis toksinin varhginda 48 saat icinde 6lmektedir. Ancak bu

deger her zooplankton igin 6ldurtici etkiye yol agmamaktadir (57).

Phragmites australis, Ceratophyllum demersum ve Elodea canadensis gibi
makrofitlerin microcystin-LR’1 absorbe ettigi bilinmektedir. Microcystin igeren suyla
sulanan  tarim  Dbitkilerinin ~ blyume ve gelisme asamalarinda sorunlarla
karsilasiimaktadir. Ayrica bu bitkilerde zamanla biriken toksinler insanlara besin zinciri
yoluyla ge¢cmektedir (58). Boylece kontamine sularla iliskide olmayan insanlar dahi

microcystinin olumsuz etkilerine maruz kalrlar.

Mavi yesil alglerin asiri ¢ogalmasina bagh olarak artan toksin miktarindan en fazla
etkilenen organizmalarin basinda baliklar gelmektedir. Su an a kadar tiim diinyada toksik
mavi yesil alg kaynakli birgok balik 6limii rapor edilmis tir. Ornegin istanbul’un en
onemli icme suyu rezervuari olan Omerli Baraj’inda Microcystis aeruginosa’nin asiri
artis gosterdigi dénemlerde es zamanlh olarak ¢ok sayida balik dlimleri gorilmustar.
Microcystine bagh olarak gelisen balik éltimleri ayni zaman da ekonomik kayiplara da
neden olmaktadir. Kiigikgekmece goéliinde meydana gelen ileri derecede 6trofikasyon
sonucunda 1950’1 yillarda avcihgr yapilan 15.000 ton civarindaki balik miktarr dnemli
oranda azalma gdstermistir. insanlar microcystin birikimine ma ruz kalan baliklari
tlkettiklerinde (6zellikle balik karacigerinin tlketilmesi) bu canlilarda biriken
toksinlerin insanlara transfer edildigi rapor edilmistir. Bu yiizden besin zincirinin en Ust
seviyesinde olan insanlar sadece su yoluyla de§il microcystin le kontamine olan
bitkileri, omurgal (balik, ciftlik hayvanlari) ve omurgasiz (midye, kerevit) canllari

tlketerek de microcystini vicutlarina alirlar (59,60).

Kontamine su kaynaklarini kullanan vahsi hayvanlar, ¢iftlik hayvanlari ve kedi, kopek
gibi evcil hayvanlar da toksinlerin tim olumsuz etkilerine maruz kalmaktadirlar.

Microcystin 6zellikle karacigerde hasara neden oldugundan akut veya kronik olarak bu
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toksine maruz kalan canlilarda toplu 6limlere kadar varan olaylar rapor edilmistir. Asiri
miktarlarda toksik mavi-yesil alg artisinin goruldigu bir golden su icen ciftlik
hayvanlarinda gorilen o6limcil intoksikasyon olayr ilk olarak 1878 yilinda
belgelenmistir ve bu o6lumcil olay sadece koyun, at, sigir, domuz gibi ciftlik
hayvanlarini degil kopekleri, baliklari, amfibianlari, kemirgenleri, su kuslarini,

yarasalari, zebralari ve gergedanlari da etkilemistir (39).

Microcystinin insanlar tzerindeki etkileri hakkinda bilinenler, epidemi yolojik verilere,
intoksikasyonlara ve laboratuvar hayvanlari tzerinde yapilan toksikolojik ¢alismalara
dayanmaktadir. Microcystine karsi laboratuvar memelilerinde gelisen semptomlarin
insanlarda da benzer sekilde gelisecegi dusiinilmektedir. Ancak deney hayvanlari
uzerinde yapilan toksikasyon ¢alismalari yetersizdir. Bu neden le, microcystinin insanlar
uzerindeki etkisini degerlendirme konusunda epidemi yolojik ¢alismalar temel alinir. Su
ana kadar microcystinin insanlar tizerinde 6lim olayini da iceren akut ve kronik etkilere
sahip oldugu bircok calismayla gosterilmistir. Micro cystin tarafindan meydana gelen
akut intoksikasyon olaylari asiri miktarda ¢ogalan toksin dreten tirlerin lizisi sonucu
toksinlerin suya gecmesi ile es zamanli olarak gerceklesmistir. Kontamine sularin
solunmasi bu sularin oral yolla viicuda gecmesinden cok daha tehlikelidir. Buradan
microcystinle kontamine olan sularda yiuzmenin ve su sporlari yapmanin ne kadar
tehlikeli oldugu anlasiimaktadir. Microcystinin karaciger hiicrelerinde neden oldugu
protein fosforilazasyonu sonucunda hepatositlerin yapisi bozulur, nekroz ve intrahepatik
hemoraji gelisir. Eger yuksek dozda toksine maruz kalinmissa bu olaylarin ardindan
olim gerceklesebilir. Microcystinin gastrointestinal sistem Uzerindeki tipik etkisi
enterosit deformasyonu, gastroenterit ve hemorajidir. Bobrekler U zerindeki etkisi ise
glomerulus ve toplama tubullerinde lezyonlarin ve hiicre hasarinin olusmasina neden
olmaktir. Bobrekler Gzerindeki bu olumsuz etkilerin ardindan kandaki Ure, kreatinin,
azot ve potasyum degerlerinde dikkate deger bir artis gorilmektedi r. Microcystinin
potansiyel tumor promotori oldugu deney hayvanlariyla yapilan calismalarla tespit
edilmistir. Bu nedenle icme sulariyla birlikte sirekli olarak alinan disuk dozda
microcystin konsantrasyonunun uzun vadede halk sagligi acisindan kanser risk i gibi
ciddi sorunlar olusturacagi disunilmektedir. Epidemi yolojik calismalar microcystin
iceren sulari kullanan topluluklarda kolorektal kanser ve primer karaciger kanserinin

gorulme sikhginin arttigini gostermektedir. Ayrica bu calismalar cocuklarin, ya shilarin
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ve hepatit-B hastalarinin microcystinin toksik etkisine karsi cok daha hassas olduklarini
da belirtmektedir. Microcystinlerin protein fosfataz 1 ve 2 A’yi inhibe etmesi sonucu
gelisen hiicre iskeleti deformasyonu saglikh bir hiicrenin timor hicresi ne donlsmesine
neden olabilir. Microcystin ekstrakti verilen farelerde deri kanserine, sicanlarda ise
karaciger kanserine yakalanma sikhginin arttigi tespit edilmistir. Cin’de yapilan
calismalarda insanlarda gorllen kolorektal ve karacifer kanserinin sula rdaki
microcystin konsantrasyonuyla dogru orantil olarak arttigi tespit edilmistir (10, 39, 58,
61).

Mavi yesil algler tarafindan Uretilen hepatotoksinlerden kaynakli insan olumlerini
belgeleyen ilk olay 1996 yilinda Brezilya’nin Caruaru sehrinde bir diy aliz kliniginde
gerceklesmistir. 1996 yilinin Subat ayinda, rutin renal dializ uygulamasi yapilan 131
hastanin 116’sinda basagrisi, bulanik gérme, mide bulantisi ve kusma sikayetleri
olusmustur. Bu sikayetlerin ardindan 20 Subatta ilk 6lum vakasi gercekles mistir. Daha
sonra 100 hastada akut karaciger yetmezligi gelismistir. Bu hastalarin 52’si, su anda
Caruaru sendromu olarak adlandirilan genel bir sendromla Aralik 1996’da 6lmustur.
Klinikte kullanilan su ve serumdan alinan drneklerle hastalarin karaciger d okularindan
alinan drnekler incelendiginde suyun toksik cyanobacteria tirleri ile kontamine oldugu
ortaya cikmistir. Yapilan incelemelerde diyaliz hastalari icin kullanilan su kaynaginda
1990 yilindan itibaren toksik cyanobacteria turlerinin bulundugu tesp it edilmistir.
Magdurlarin karaciger dokulari incelendiginde, hiicre deformasyonu, nekroz, apoptoz,
kolestaz, vakuolizasyon, I6kosit infiltrasyonu ve multinikleer hepatosit olusumlari
gozlenmistir. Bu patolojik tablonun microcystine maruz birakilan deney h ayvanlarinda
gelisen patolojik durumlarla gok biyik benzerlikler tasidigi gérilmustur. Pernambuco
eyaleti saglik uzmanlarinin raporuna goére diyaliz islemi i¢in kullanilan suyun klorlama
islemine tabi tutuldugu anlasiimistir. Klorlama isleminden dolay! suda bulunan toksik
mavi yesil algler deforme olmus ve toksinler hiicre disina salinmistir. Bu nedenle serum

yapimi icin kullanilan suyun toksin miktari 6limcil boyutlara ulasmistir (62).

Microcystin suda yiiksek derecede stabildir ve kaynatmaya karsi direnclid ir. Bu nedenle
yuzey sularini direkt olarak kullanan az gelismis Ulkelerde yasayan insanlar ciddi bir
risk altindadir. Birgok gol, golet ve akarsuda evsel ve endistriyel atiksulardan dolayi

otrofikasyon gelismektedir (Tablo 2.3). icme suyu olarak kullani lan su kaynaklari
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microcystinle kontamine olmussa geleneksel su aritma islemleri bu toksini

uzaklastirmak igin yeterli olmaz. Microcystini icme sularindan uzaklastirabilmek icin
ozonlama ve aktif karbon gibi gelismis su aritim tekniklerinin kullaniimasi

gerekmektedir.

Tablo 2.3 : Mavi yesil alglerle ilgili saglik sorunlarina érnekler : GH, gastrointestinal hastalik;
SN, saman nezlesi; IH, intestinal hasar; BH, bébrek hasari; KH, karaciger hasari; SSH, sinir
sistemi hasari; RE, rapor edilmemis; PK, primer k araciger kanseri; TT, tanimlanamamis tiirler

(59).

Bolge Su Aritim Sekli Cyanobacteria Turl Saglik Sorunu
Avustralya, 1979 Bakir siilfat Cylindrospermopsis GH, KH, BH, iH
Avustralya, 1981 Bakir sulfat Microcystis KH

Avustralya RE Microcystis, Nodularia SN
Awvustralya, 1992 RE TT GH
Avustralya, 1992 Kontaminasyon Anabaena circinalis Coklu Semptom

Brezilya, 1996 Karbon filtrasyonu, Cylindrospermopsis, KH, SSH, GH
microfiltrasyon, anyon-  Microcystis, Anabaena
katyon degisim
filtrasyonu, kum
filtrasyonu
Brezilya, 1988 Bakir silfat Microcystis, Anabaena GH
Kanada TT GH, SSH
Cin RE Microcystis Kolarektal kanser
Cin, 1972-1990 RE Microcystis aeruginosa PK
Hindistan RE Anabaena GH
Dogu Prusya RE Anabaena GH, SSH
Finlandiya RE TT SN
Filipinler RE TT GH
Portekiz RE Aphanizomenon flos- GH
aque
Portekiz RE Aphanizomenon, KH
Microcystis,
Anabaena, Oscillatoria
isveg, 1994 Kontaminasyon Planktothrix agardhii GH
ingiltere, 1989 Kontaminasyon Microcystis aeruginosa GH, SSH
Amerika, 1975 RE Lyngbya, Plectonema, GH
Phormidium,
Schizothrix
Amerika Kontaminasyon Aphanizomenon, GH, SN
Anabaena
Amerika Cesitli aritim sistemleri Microcystis, PK
Anabaena,
Cylindrospermopsis
Amerika, 1930-1931 Filtrasyon, Klorlama, Microcystis GH
Coktlrme
Zimbabve, 1960-1965 RE Microcystis aeruginosa GH
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2.10. MICROCYSTIN URETIMININ GENETIK TEMELI

Mavi vyesil algler diger tum prokaryotlar gibi kromozomal DNA ve daha kiglk,
bagimsiz ekstrakromozal molekdiller olmak Uzere iki tip DNA icerir. Genom boyutu
farkhihklar gosterir. 128 cyanobacteria susuyla yapilan bir ¢alismada tek hdcreli
suslarin genom boyutunun 1,6x10° Da civarinda oldugu ve diger prokaryotlarin genom
boyutundan cok farkli olmadigi gozlenmistir. Filamentli suslarda ise 8,6x10 ° Da
civarinda olan genom boyutunun diger prokaryotlar icin oldukca biyik oldugu
gorulmustur. Buyuk genomu olan suslarda, morfolojik farklilasma ve nitrojeni fikse
edebilme yetenegi gibi 6zelliklerin olmasi beklenirken, bu suslardaki DNA’nin biyik
bir kisminin kodlama kapasitesi olmayan bazi DNA dizilerinden meydana geldigi

gorulmustar (63).

Mavi yesil alglerin her hicresinde birbirleriyle etkilesim halinde oldugu dustnulen
birgok es kromozom bulunmaktadir. Bu turlerde yiiksek olasilikla genom etkilesimleri
var olmakla birlikte, su ana kadar tes pit edilebilmis herhangi bir kromozomlar arasi
rekombinasyon olayi yoktur. Hemen hemen tim mavi yesil algler plazmid icermektedir.
Mavi vyesil alg plazmidlerinin bilinen fonksiyonel bir kodlamasi yoktur ve
replikasyonlarinin diizenleyici mekanizmasi da halen bilinmemektedir. Cesitli tek
hicreli ve flamentli turlerin kromozamal DNA’sI cok sayida restriksiyon
endoniikleazin yikimina karsi yiksek derecede direncli olmakla birlikte bu
organizmalarda az sayida restriksiyon enzimi tanimlanmistir. Aval veya Avall t ipi gibi
bazi endonukleazlar farkh genuslar arasinda yaygin olarak bulunan izosizomerlerdir.
Muhtemelen bu durum organizmalarin ortak evrimsel kokenleriyle iliskilidir. Bu
tirlerde DNA’nin restriksiyon enzimlerinin yikimina karsi direngli olmasini agiklay an
birgok goris 6ne surtlmastir. Bu durum sira disi bazlar ile DNA’ya baglanan proteinler
gibi spesifik inhibitorlerin varligi ve belirli tirlerin genomik DNA’sinda spesifik tanima

dizilerinin yokluguyla agiklanabilir (63)

Mavi yesil algler peptid ve depsipeptidleri iceren bircok sekonder metabolit Uretir ve
uretilen bu metabolitlerin antikanser, antibakteriyel, antifungal ve proteaz inhibit6r
etkileri vardir. Cesitli bioaktiviteleri olan bu bilesikler ilag yapimi calismalarinda ve

cesitli biyokimyasal arastirmalarda kullaniimaktadirlar. Sekonder metabolitler ribozom
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disi peptid sentetaz olarak bilinen bir enzim ailesi tarafindan sentezlenir. Bu enzimler
ribozomlardaki (poli)peptid formasyonu yoluna bir alternatif olarak peptid biyosentezi
icin kalip olarak blyuk kompleksler halinde cahsirlar. NRPS, peptidlerin formasyonunu
prokaryotlarda ve disuk Okaryotlarda da bulunan tio -templat mekanizmasi olarak
adlandirilan bir mekanizmayla katalizler. NRPS herbirinde aktivasyon, tiolasyon,
modifikasyon ve kondensasyon asamalarindan sorumlu bélgeleri bulunan modullerden

olusmus moduler bir yapidir (18,64).

Mavi yesil alg NRPS genleri 1990’larin ortalarinda arastirilmaya baslanmis ve ardindan
bazi suslarin NRPS/PKS gen kiimeleri bulunup dizilenmistir (Sekil 2. 5.). ilk olarak
dizilenen NRPS geni Microcystis aeruginosa PCC7806’dan karakterize edilen

microcystin biosentetik kiimesinin bir genidir (45).
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Sekil 2.5 : Cyanobacterial NRPS ve NRPS/PKS gen kiimeleri (45)

Mavi yesil alglerin toksisitesi suslar arasinda éneml i farkliliklar gosterir. Hatta belirli
tirlerin suslarit non-toksik, dermatotoksik, hepatotoksik, ndrotoksik veya hem
norotoksik hem hepatotoksik olabilir. Microcystis suslarinin microcystin Gretimi (¢
seviyede duzenlenir (Sekil 2.6.).
1. Genetik seviye: Belirli bir susun toksisitesinin belirlenmesinde ¢ok énemli bir
faktordur.
2. Hicresel seviye: Toksik suslarin toksin tretimi ¢evresel faktorlerle diizenlenir.
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3. Populasyon seviyesi: Toksisite mavi yesil alg kominitelerin toksik ve toksik

olmayan suslarinin oraniyla ilgilidir (10).
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Sekil 2.6 : Microcystin Gretimini etkileyen genetik, hiicre ve populasyon seviyesindeki
faktorlerin dzeti: M, microcystin (10).

Toksin dretimi agisindan bakildiginda microcystin sentezi igin gerekli genlerin varhg

diger faktorlerin varhgindan cok daha 6nemlidir (10).

Microcystinler mcy gen kiimesi tarafindan kodlanan peptid sentetazlar olarak bilinen

blyuk modiler multifonksiyonel enzim kompleksleri tarafindan ribozom disi yolla

sentezlenen birgok siradisi amino asit igeren kuguk halkasal heptapeptid yapida

sekonder metabolitlerdir (64, 65). Microcystin (lreten tlrlerde bulunan peptid sentetaz

genlerinin ve 0zel korunmus dizi motiflerinin karakteristik moduler yapisi bakteri ve

mantarlarda da gorilmektedir (66). Microcystin sentezi ile ilgili tum NRPS genleri ( mcy

gen kumesi) Microcystis aeruginosa PCC7806°dan dizilenmistir (10). Bu giine kadar

cesitli karakterlerde 30 Cyanobacteria turiniin genomu dizilenmistir. Bu tdrlerden
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microcystin Ureticisi olan Microcystis aeruginosa NIES-843’(in genomu %42,3 GC
icerigine sahip 5.842.795 baz ciftlik halkasal bir molekuldur (Sekil 2. 7).

A _ 1000000

Microcystis aeruginosa

NIES-843

5842795 bp

3000000

Sekil 2.7. Microcystis aeruginosa NIES-843’Un halkasal kromozomunun sematik gorinimd:
Olcek, lokasyonu baz cifti olarak gostermektedi r. En distaki daire saat yoniindeki protein
kodlayan genlerin pozisyonunu, ikinci daire ise saat yonunin tersindeki protein kodlayan

genlerin pozisyonunu gostermektedir. Ugiincii ve dérdiinci halkadaki gizgiler MITE (kirmizi)

ve I1S’nin (mavi) pozisyonlarini, igteki halkalar GC igeriginin ortalama ylizdesini
gostermektedir (67).

Microcystis aeruginosa genomunun dizilenmesiyle bu susa ait genlerinin yapisal ve

karakteristik ozellikleri belirlenmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Microcystis aeruginosa genomunun ve genlerinin 6zellikleri (67)

Yapisal 6zelliklerine gore genler Genlerinin ve genomunun  karakteristik 6zellikleri
RNA kodlayan genler Mobil DNA elementleri
Protein kodlayan genler Toksik ve biyoaktif peptidleri sentezleyen genler
Fonksiyonel domeynler Gaz vesikdli gelisimininde rol oynayan genler

iki bilesenli diizenleyici sistem genleri
Fosfat alinimini diizenleyen genler
Transkripsiyon faktorleri
Serin/treonin proteinkinazlar ve fosfatazlar

Restriksiyon-modifikasyon sistemi
Fotosentezle ilgili genler

Microcystin sentezleyen gen kiimesi NRPS genlerine ek olarak poliketid sentazlar ve

modifiye edici enzimleri kodlayan genleri icerir. Dizi analizleri mcy bélgesinin 10 acik
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okuma cercevesine (mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE, mcyF, mcyG, mcy H, mcyl,
mcyJ) sahip oldugunu ve 750 baz ciftlik bir promotdr bolge tarafindan iki operona
(mcyA’dan C’ye ve mcyD’den J’ye) ayrildigini gostermistir (10, 37). Ayrica dizi
analizleri ile mcy bdlgesinin iki yonli operonik bir yapisi oldugu anlasilmistir ( Sekil
2.8.). iki operondan daha biyilk olani (mcyD-J) pentaketid kaynakli B-aminoasit
ADDA’nin olusumunu katalizleyen ve D -glutamata baglanmasini saglayan PKS/NRPS
moddllerini kodlarken, kigik olani (mcyA-C) dipeptidilleri heptapeptidile gevirerek

peptid siklizasyonunu tamamlayan NRPS modullerini kodlar (52).

I 1 1 I I I I |

0 8 16 L L)) 40 a8 56 64kb
dnaN meyG meyt meyE meyD meyd  mevB moy( Uma [—6
meyH-J Chemistry & Biology

Sekil 2.8. Microcystin biosentezini gerceklestiren gen kiimesinin organizasyonu: Koyu mavi,
NRPS; acik mavi, PKS; siyah, dider agik okuma cerceveleri; beyaz, non -microcystin sentetaz
acik okuma cergeveleri (52).

Promotor bolgenin ardinda olan mcyA-C 5 modil iceren 3 adet NRPS’yi kodlarken
promotor oncesindeki mcyD-J poliketid sentazlari (mcyD), hibrid enzimlerini (mcyE,
G) ve ek tailoring enzimlerini (mcyF, I, J), ayrica ABC tasiyicisinin (mcyH) bir
bilesenini kodlar (sekil 2.9.). Microcystin olusumunda gerekli olan yedi amino asidi,
dort asetat birimini ve epimeraz, metiltransferaz, aminotransferaz aktivitelerine sahip
domeynleri birlestirmek icin gerekli minimum domeyn takimini kapsadigi géz oniin e
alindiginda mcy gen kiimesinin microcystin biyosentezinde varsayilan 48 ardisik dizi

adimindan 45’ini katalizledigi dustintlmektedir. (64).
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Sekil 2.9. Microcystin sentetaz bilesenlerinin rolli ve fonksiyonel analizleri. PKS domeynleri:
AT, acil transferaz; ACP, acil tasiyici protein; KS, pB-ketoacil sentaz, KR, ketoacil reduktaz; DH,
dehidrataz; CM, C-metiltransferaz; AMT, aminotransferaz. NRPS domeynleri: A, aminoagil
adenilasyon; C, kondensasyon; NMT, N -metiltransferaz; EP, epimeraz, TE, tioesteraz; McyF,
rasemaz; OM (McyJ), O-metiltransferaz. Siyah kutular NRPS modadilleri tiolasyon motiflerini
gostermektedir. Oklar microcystin biyosentezinin adimlarindaki 6zel proteinlerin gorevini
gostermektedir (64).

Adda-d-glu énclst mcyG, J, D ve E genlerinin olusturdugu enzimlerin aktivitesiyle
sentezlenir. McyG, tipik PKS uzama modili ile agil-CoA ligazlara benzerligi siradis
bir NRPS adenilasyon domeynini biraraya getiren hibrit bir enzimdir. McyG ilk tasiyici
domeynin 4'-fosfopanteteinine transferinin ardindan fenil asetatin aktivasyonu
araciliiyla microcystin sentezini baslatir. Sonug olarak Adda mcyG, D ve E genlerinin
dort PKS modilu tarafindan olusturulur.  Mcyd, bir O-metilasyon asamasi igin
gereklidir. McyE, PKS ve NRPS modullerinden olusan hibrit bir pro teindir. Glutamat
semialdehit aminotransferazlara benzerligi olan bir entegre domeyn muhtemelen
Adda’nin B-amino grubunu saglar. Sonug olarak mcyE’nin ilk kondensasyon domeyni
Adda’yi aktive glutamat ile kondanse eder. Boylece microcystin biyosentezinin NR PS
kismiyla PKS kismini baglar. McyA, B ve C’nin NRPS modiulleri kalan 5 amino asiti
aktive eder ve bu amino asitleri olusan peptid yapisina dahil eder. McyC’nin TE
domeyninin microcystinin halkasal yapr almasi ve microcystin sentataz kompleksinden
ayrilmasindan sorumlu oldugu distntlmektedir. mcyF, D-aspartat ve biyik olasilikla

D-metil-aspartati da sagladigi distndlen bir rasemazdir. Mcyl’nin roli agiklanmayi
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beklemektedir. McyH, ABC transporter ile biyuk benzerlik gosterdiginden dolayi

yuksek olasilikla microcystin disa saliniminda rol oynamaktadir (64).

Peptid sentetaz genlerinin bazilarinin insersiyonal mutagenezleri sonucu toksik olmayan
mutantlarin olustugu gortlmustir (37). Microcystis aeruginosa PCC7806’daki bir
peptid sentetaz geninin insersiyonal inaktivasyonu sonucu bu susun non -toksik duruma
donlsmesi ve microcystin Uretiminin durmasi mcyB olarak adlandirilan bu genin bir

microcystin sentetaz kodlayicisi oldugunu gostermistir (66).

mcyABC operonu ii¢ bilylk acik okuma cercevesine sahiptir. Ikinci acgik okuma
cercevesi olan 6318 baz ¢iftlik mcyB, her biri adenilasyon, tiolasyon ve kondensasyon
domeynlerini iceren iki modulden olusan 242.334 Da’luk bir peptid sentetaz kodlar
(Sekil 2.10.) (52).

< Chemistry & Biology

Sekil 2.10. Microcystin-LR’In biyosentetik modeli ve mcyA, B, C, E’nin domeyn yapilari. Her
bir daire ve dikdortgen sirasiyla bir PKS veya NRPS enzimatik domeynini gosterir. Amino
transferaz domeyni baklava dilimi seklinde gosterilmistir. Tailoring agik okuma diizeninin

aktivitesi (mcyl) ters licgenle gosterilmistir. KS, B-ketoacil sentaz; AT, agiltransferaz; CM, C -

metiltransferaz; ACP, acil tasiyici protein; A, aminoagil adenilasyon; C, kondensasyon; NM, N -
metiltransferaz; Ep, Epimerizasyon; TE, tiyoesteraz; AMT, aminotransferaz. NRPS tiolasyon
motifi siyahla gosterilmistir. Aminoagil aktivasyon ve kondensasyon diizeni: L -Z-Adda, L-
glutamat, L-metilserin, D-alanin, L-16sin, D-metil-aspartat, L-arginin, siklizasyon (52).
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L ve D-aminoagil rezidileri arasindaki peptid bad olusumunu Katalizleyen
kondensasyon domeynlerinin dizileri ile karsilastirilarak mcyB’nin amino-terminal
domeyni islevsel olarak tanimlanmistir. Bu tanimlamanin sonucunda, mcyA’nin
karboksi ucundan gelen D-alanil-peptidil ara bilesiginin mcyB’nin amino ucundaki
bilesikle uyumlu oldugu go6ralmistir. Microcystinin yapisindan dolayr ikinci
aktivasyon domeyninin L-l6sini aktive etmesi beklenir.  Microcystis aeruginosa
PCC7806’da iki ana microcystin bulunur ve degisken amino asit konumlarinda L-
arginin ve L-l6sin icerir. Losil ve glutamil veya glutaminil rezidileri arasinda peptid
bagl olusumunda gerekli olan sirfaktin ve likensin sentetazlarin domeynleri ile
mcyB’nin ikinci kondensasyon domeyni uyum godstermektedir. Komsu adenilasyon
domeyninin tahmini baglanma bolgesi aspartik asit ve asparjine 6zg U bir grup domeyne
karsilik gelmektedir (52). McyBA1 domeyni ya sadece L-l6sine 6zgii yada L-16sin ve L-
arginin icin multispesifik gibi gorinmektedir. McyBA2, D-aspartat ve D-metil-aspartati
aktive eder (64).

Microcystis’in geleneksel karakterizasyonu morfolojik 6zelliklere dayandigi igin ¢ok
zordur ve farkhiliklar genellikle genus seviyesiyle sinirlanir. Morfolojik yontemlerden
kaynakl tanimlama gucliikleri morfoloji ve toksisite arasindaki korelasyonun guvenilir
olmadigini  goéstermektedir (68). Microcystis’in  morfolojik temele dayanan tir
tanimlamasi su sebeplerden kaynakl olarak gecersiz olabilir; morfospes iyeslerin
arasinda 16S rDNA’nin dizi farkliliginin az olmasi, morfolojik gérinimleri ile 16S -23S
rDNA niikleotid dizileri arasinda uyumun yokl ugu ile yag asidi kompozisyonunun, GC
iceriginin, sicaklik-tuzluluk toleransinin, kemo ve fotohetetrofinin ayirt edilememesi
(67). Buradan da anlasilacagi gibi molekiiler biyoloji metodlari Microcystis suslarini ve
Ozelliklerini tanimlamak icin c¢ok daha givenilir metodlardir. Toksik Microcystis
thrlerini tanimlamak i¢in microcystin sentetaz ( mcy) gen kiimesinin temel alindigr pek
cok calisma vardir. Bu yaklasim toksin dretimi ve gen tespiti arasindaki direkt iliskinin
avantajini kullanmamizi saglar. Ciinki toksik olm ayan tirlerde mecy gen kiimesi yoktur.
Microcystin sentetaz gen kimesindeki mcyA, mcyB veya adenilasyon domeyni
microcystin Uretimi ile iyi bir iliski gostermesine ragmen bazi anomaliler géralmustr.
Ornegin bazi Microcystis suslarinda mcy gen kiimesi tespit edildigi halde toksin tretimi

tespit edilememistir. Bu ¢elisk i adenilasyon domeynlerinin veya mcyB bdlgesinin diger
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lokuslarla homolojisi ya da toksik olmayan Microcystis suslarinda mcy gen kiimesinin

var olmasiyla agiklanabilir (68).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMA SAHASININ TANIMI

Kigiikcekmece Goli, istanbul’un orta bati bolgesinde, 41° 00" N - 28° 43" E enlemleri
arasinda yer alan, yiizey alani 15,22 km?, en derin yeri yaklasik 20 m olan ve Marmara
Denizi’ne dar bir kanal ile baglandigindan dolayi lagu n 6zelligi gdsteren bir goldir
(Sekil 3.1, Tablo 3.1). Golun en 6nemli tatli su kaynaklari Nakkas Dere, Eskinoz Deresi
ve Sazlidere’dir. Sazlidere Baraji’nin yapilmasindan sonra (1989) dénemli miktarda tath
su kaynaginin gole girisi engellenmistir. Kiglkce kmece Goli’nlin su kalitesi, gble giris
yapan tath su kaynaklarinin evsel ve endustriyel atiklar ile yogun sekilde kirletilmesi

nedeniyle olumsuz yonde etkilenmektedir (60).

Kigiikcekmece ilgesinin 1930’larda 700 civarinda olan nifusu 1980’lerde 81.000°e
2000’li yillarda ise 600.000’e ulasmistir. Bu nufus artisina paralel olarak gelismesi
gereken su aritma sistemleri maalesef yetersiz kalmis ve bu nedenle gél agir bir nutrient
yukine maruz kalmistir. Ayrica 6nemli miktarda endistriyel atik direkt olarak gol e
verilmektedir (22).

Tablo 3.1 : Kiigiikgekmece Goliniin Genel Ozellikleri

Goliin Genel Ozellikleri Birim
Konum 41°00" N -28°43 E
En ylksek derinlik M 20
Yiizey alani km? 15,22
Suyun yenilenme zamani Bilinmiyor

Sicaklik tabakalasmasi tipi Sicak monomiktik gol
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Sekil 3.1 : Kigukgekmece Goli’nlin Lokasyonu

3.2. ORNEKLEME

Microcystin ¢ogalmasinin goruldigu Kigik cekmece Goli’nden Kasim 2006 - Eylil
2007 donemleri arasinda plankton kepcgesi ve kapali su alma kabi kullanilarak su

ornekleri alinmistir.

3.3. MICROCYSTIS’IN iZOLASYONU

Kicikcekmece Goli’nden Kasim 2006 ve Eylul 2007 dénemleri arasinda alinan su
ornekleri 1.U. Su Uriinleri Fakiltesi igsular Biyolojisi ABD Toksik Cyanobacteria Alg

Kdultlra Laboratuvari’na getirilmis, ayni giin igerisinde mikroskop altinda tanimlanan
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Microcystis spp. kolonileri pastor pipeti yardimiyla alinarak BG11 ortamina eklenmistir
(Tablo 3.2) (47, 74).

Tablo 3.2 : BG11 Sivi Besiyeri (47)

BG11 Besi Ortami Miktar *Eser Elementler Miktar
NaNO; 1500 mg HsBO3 2,869
K,HPO, 40 mg MnCl,-4H,0 1,81g

MgSO,-7H,0 75 mg ZnS0, 7H,0 0,222 g
CaCl,-2H,0 36 mg NaMoO,4-2H,0 0,39¢g
Sitrik asit 6 mg CuS0,4-5H,0 0,079¢g
Ferrik amonyum sitrat 6 mg Co(NOs),-6H,0 0,049¢g
EDTA 1mg Distile su 1000 ml
NaCO; 20 mg
Eser elementler* 1ml
Distile su 999 mi

3.4. DNA iZOLASYON COZELTILERI

3.4.1. TE (TrisEDTA) Tampon Cozeltisi (50 ml, pH : 8,0)

1 M Tris-HCI (pH 8,0) 500 pl
0,5M EDTA 100 pl
Distile su 49,4 ml

3.4.2. SDS % 10 (50 ml, pH: 7,2)

SDS (Sodyum dodesil sulfat) 59
Distile su 50 ml

3.4.3. Lizis Buffer

1 M Tris-HCI (pH: 8,0) 500 pl
0,5MEDTA 100 pl
5 M NacCl 500 pl

Distile su 48,9 ml
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3.4.4. Amonyum Asetat Cozeltisi (9,5 M)

Amonyum Asetat 770 g
Distile su 1000 ml

3.5. ELEKTROFOREZ COZELTILERI

3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi igin Yiritme Tamponu (TAE, 50X)

Tris baz 242 ¢

Glasiyal asetik asit 57,19
0,5M EDTA 100 ml
Distile su 990 ml

3.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi icin Yiikleme Tamponu (6X)

Brom fenol mavisi % 0,25
Gliserol % 30
Distile su 10 mi

3.5.3. Etidyum Bromur

Etidyum Bromur 10 mg

Distile su 1mil

3.6. GUMUS BOYAMA CO ZELTILERI

SSCP jellerini boyamak icin PlusOne ™ DNA Silver Straining Kit (instructions
Genomics) kullanilmistir (Tablo 3. 3).

Tablo 3.3 : Gumus Boyama Cozeltileri

Cozeltiler Miktar Siire
Fixing Soliisyon 100 ml 30 dk
Boyama Soliisyonu 100 ml 30 dk
Devoloping Soliisyon 100 ml 6 dk
Durdurma Soliisyonu 100 ml 30 dk

Distile su >125 ml 1dk
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3.7. KULLANILAN ENZiI MLER

Proteinaz K, Lizozim, Taqg DNA Polimeraz, LA Taq Polimeraz, Hinfl, Alu, EcoRl,
Hindlll.

3.8. KULLANILAN PRIMERLER

Tablo 3.4 : Primerler

Primer Primer Dizisi (5’ 3") Primer Boyu
Primer 1F 5 GGA GAA TCT TTC ATG GCA GAC AC 3 23 b
Primer 1R 5 AAT CTT GAT AAG GAC GCG GTG 3 21 bg
Primer 2F 5GTC ATC ATC TTC CTT CAC CGC 3 21 bg
Primer 2R 5CAC TTAATC TCTGTATTTCAGC 3 22 b
Primer 3F 5 GGC TGA AAT ACA GAG ATT AAG TG 3 23 b
Primer 3R 5CTG GAC CTACAACCTTATCTCG 3 22 bg
Primer 4F 5 ACG AGA TAA GGG TGT AGG TCC AG 3 23 b
Primer 4R 5GAG ATT GCATGATTT CAGG 3 19 be
Primer 5F 5CCT GAA ATC ATGCAATCTC 3 19 be
Primer 5R 5 AGG AAC CCC AAT CGG AAGCGG T 3 22 b
Primer 6F 5 GAT CAG AAT TTACAA CCG CTTCC 3 23 b
Primer 6R 5 TTC AGC AAT GGT AGG ATG AGC 3 21 bg
Primer 7F 5 GCT CAT CCT ACC ATT GCT GAA 3 21bg
Primer 7R 5 CAA ACT CAT TGA CCA ACC ATC AC3 23 b
Primer 8F 5 CAC ATT ATT TGT GAT GGT TGG TC 3 23 g
Primer 8R 5 AAG GGA TAA TCG GAATGT TC 3 20 bg
Primer 9F 5 GAA CAT TCC GAT TATCCC TTTG 3 22 bg
Primer 9R 5TCG ATG TTT TCT CCG GTG TGG C3 22 bg
Primer 10F 5 GAC CAA GTT GAA GCC ACA CCG 3 21 b
Primer 10R 5 GAG CAA TTT GTA AAC AGT GCC 3 21 bg
Primer 11F 5GGC ACT GTT TAC AAA TTG CTC 3 21 bg
Primer 11R 5GTT AGA TCA GGA AGC AGTCTG C3 22 b
Primer 12F 5 CGT ACT GGA GAC TTA GGC AGA C3 22 b

Primer 12R 5 TCATCG TTT TTG TCG GGA TTG 3 21 bg
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3.9. KULTUR PROSEDURU

Icinde BG11 sivi besiyeri bulunan petrilere ekilen Microcystis kolonileri énce igerisinde
BG11 sivi besiyeri bulunan kicik hacimli erlenlere, daha sonra da buyu k hacimli
erlenlere aktarildi. Biyuk hacimlerde muhafaza edilen Microcystis spp.’nin canlihgini
strdiirmek icin koloniler 30-45 gunde bir yeni besiyerlere ekildi (47, 69). Ayrica
mikroskop altinda incelenen kolonilerin baska tirlerle kontamine olup olmadiklar
kontrol edildikten sonra hiicre caplari 6l¢ildu ve fotograflar cekildi. Kontamine olan
suslardan yeniden izolasyon yapilip ¢ogalmalari beklendi. Arastirma sonunda 15

Microcystis susu elde edildi ve her susun géruntisu fotograflandi.

3.10. DNA iZOLASY ONU

Gec logaritmik fazdaki Microcystis kiltirinden 1 ml 6rnek alindi ve sonikasyon
cihaziyla sonike edildi. Sonike edilen 6rnek santriftij edildi ve Ust sivi atildi. Pelete 500
pl Lizis Buffer eklenip suspanse edildikten sonra final konsantrasyonu 1 mg/ml o lacak
sekilde lizozim eklenerek 55 °C’de 30 dk inkibe edildi. 10 pl Protei naz K (10 mg/ml)
ve 20 pl SDS (% 10) eklenerek 55 °C’de 10 dk daha inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan 6rnek buzda sogutuldu ve esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1)
eklenerek ekstraksiyon islemi yapildi. Organik ekstraksiyon tekrar edildikten sonra 4M
amonyum asetat eklendi. Ornek santrifiij edildikten sonra 2 hacim isopropanol
eklenerek +4 °C’de 10 dk daha santrifiij edildi. U st sivi atildiktan sonra 1 ml % 70
etanol eklenerek +4 °C’de 10 dk santrifiij edildi. Ust sivi atildi ve 6rnek oda Isisinda
kurumaya birakildi. Kuruyan DNA’nin tizerine 100 pl TE eklendi (70).

3.10.1 DNA’nin Miktar ve Safliginin Olgimii

Elde edilen DNA’nin nano-drop spektrofotometrede 260-280 nm dalga boylarindaki
emilim (absorbsiyon) degderleri 6lglldi. Spektrofotometrede dlgllen degerlerin orani
(OD 260/280) ile elde edilen DNA’nin safligi degerlendirildi.

OD 260/280 <1.8 ise protein kontaminasyonu, OD 260/280 >2.1 ise RNA
kontaminasyonu oldugu kabu edildi (76).
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3.10.2. Agaroz Jel Elektroforezi

0,5 g agaroz tartilarak 50 ml TAE solisyonu icinde ¢6zildi. Solusyon isinip
homojenize olana kadar kaynatildi ve igine 1 pl etidyum bromdr (10 mg/ml) eklendi.
Ardindan cozelti elektroforez tanklarina aktarild 1 ve sogumasi beklendi. Elde edilen
DNA ornekleri brom fenol mavisi iceren yikleme tamponuyla (6X) karistirilarak %
1’lik agaroz jele yuklendi ve elektroforez islemi baslatildi. Bu islemin ardindan jel UV

altinda CDD kamerasiyla gorunttlendi.

3.11. PCR (POLIMERAZ ZiNCiR REAK SiYONU)

PCR, biyolojik bir maddede, varhgi bilinen ya da tahmin edilen bir DNA (ya da RNA)
parcasinin, in vitro kosullarda, Ol¢tlebilecek miktarlara kadar cogaltiimasi islemidir.
PCR yontemi, Tag DNA Polimeraz enziminin tek zincirli bir DNA molekiluni kalip
olarak kullanmasina ve serbest bir 3'OH ucuna kalip diziye uygun nukleotidleri
ekleyebilmesine dayalidir. Hicre iginde DNA Polimeraz igin serbest 3 'OH ucu tek
zincirli kisa RNA molekdlleriyle saglanirken, in vitro kosullarda (PCR) 3'OH ug, yapay
olarak uretilen tek zincirli kisa DNA molekdilleri ile saglanir. Primer adi verilen bu tek
zincirli DNA molekilleri, PCR’In seciciligini belirleyen esas bilesendir. Primer dizisi
kurgulanarak serbest 3'OH ucunun hedef DNA’da baglanacagi yer, dolayisiyla

cogaltilacak bolge 6nceden belirlenebilir (71).

DNA drneklerinden hedeflenen bdlgelerin c¢ogaltilmasi icin Long PCR ve PCR
yontemleri kullanildi. Long PCR ile mcyB geninin tamami izole edildi ve diger PCR’lar
icin pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR islemi icin, DNA, enzim, MgCl,, buffer,
primer ve dNTP igeren bir karisim hazirlandi ve bu karisim PCR cihazina konularak

cesitli kosullarda PCR reaksiyonlari gerceklestirildi (Tablo 3. 5, 3.6, 3.7).
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Tablo 3.5 : PCR Karisimlari

PCR 1 PCR 2
H,O 12.4 pl 15.35 pl
10X KCI Buffer - 2.5l
10X LA PCR Buffer 2.5l -
MgCl; (25 mM) 2.0 ul 2.0 ul
dNTP (2.5 mM) 5l 2 ul
Primer 1 1ul 1l
Primer 2 1pl 1ul
Tag DNA Polimeraz - 0,15 pl
LA Taq Polimeraz 0.1pl -
DNA 1l 1
Toplam 25 ul 25 pl
3.11.2. PCR Kaosullari
Tablo 3.6 : PCR 1 Kosullar
Sicakhk Siire
On Denatiirasyon (1 dongi)
Denatlirasyon 95°C 5dk
Amplifikasyon (35 dongi)
Denatirasyon 94 °C 30sn
Primer Baglanmasi 52°C 1dk
Sentez 72°C 4 dk
Sonlanma (1 déngi)
Son Sentez 72°C 10 dk
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Tablo 3.7 : PCR 2 Kosullar

Sicaklik Sire

On Denatiirasyon (1 dongii)
Denatiirasyon 95°C 3dk

Amplifikasyon (35 dongii)
Denatlirasyon 94°C 20 sn
Primer Baglanmasi 56 °C 50 sn
Sentez 72°C 30sn

Sonlanma (1 déngti)

Son Sentez 72°C 5dk

3.11.3. PCR Sonugclarinin Kontrolu

0,2 pl’lik tuplerde 25 plI’lik karisim icinde gerceklestirilen PCR reaksiyonunun
sonuglarint  kontrol etmek igin, PCR druninden 5 pl’lik 6rnek alindi ve TAE
tamponundaki % 2’lik agaroz jele 6X yikleme tamponu ile birlikte ytklendi. Urln
boylarini 6lgebilmek icin jele pUC - mix marker 8 ve A PST isaret 6rnedi de yiklendi.
Agaroz jele yiiklenen 6rnekler 90 volt ve 70 mA akimda yaklasik 30 dakika yarataldd.

Jel transliminator kullanilarak UV altinda CDD kamerasiyla gorinttlendi.

3.12. ENZIM KESIMI

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 6zgul bolgelerden keserek gesitli uzunluklarda parcalara
ayiran enzimlerdir. Sikhkla kullanilan enzimler arasinda Hinfl, EcoRI, Hindlll gibi

enzimler sayilabilir (72).

Tablo 3.8 : Enzim Kesimi Karisimlari

Hinfl Alu EcoRlI Hindlll

H,O 2.5l 2.5 ul 25ul 2.5l
10X Buffer 1.5l 1.5l 1.5l 1.5l
Enzim 1l 1l 1l 1l
PCR Uriinii 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

Toplam 15 ul 15 ul 15 ul 15 pl
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Enzim kesimi igin hazirlanan karisimla birlikte PCR Grunleri gece boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. Ardindan enzim kesiminin gerceklesip gerceklesmedigini anlamak icin %

2’lik agaroz jele yiiklenen drlnler UV altinda CDD kamerasiyla goruntilendi.

3.13. SSCP (TEK ZINCIiRLi KONFORMASYON POLIMORFiZMi)

SSCP, tek zincirli DNA molekilunin poliakrilamid jeldeki yurime tarzinin molekiliin
bicimine bagli oldugu varsayimina dayanir. Tek zincirli DNA molekulinin bicimi, yani
kendi Uzerine katlanma tarzi ise ortamin fizikokimyasal durumuna ve DNA’n in baz
dizisine baghdir. Dolayisiyla ayni fizikokimyasal kosullar altinda, ayni diziye sahip tek
zincirli DNA molekdllerinin ayni bicimde katlanacaklari ve poliakrilamid jelde ayni
tarzda yuriyecekleri varsayilir. Dizisinde bir farklilik olan DNA molekull nln ise ayni
fizikokimyasal kosullar altinda farkli bir katlanma bicimine sahip olacagi, bunun da

ornegin jeldeki ylrume tarzini degistirecegi distndlir (73).

3.13.1. Orneklerin Hazirlanisi ve Elektroforez

PCR ve enzim kesimi ile elde edilen uriinler SSC P yontemiyle incelenmek Uzere
poliakrilamid jellere yiklendi. Urtnleri ytklemek icin ticari poliakrilamid jeller
(Amersham Biosciences) kullanildi. Uriinler jele yiiklenmeden 6nce 95 °C’de 4 dakika
boyunca denatlre edildi. Jellere yirtitme tamponu ile birlikt e yuklenen denatire
ornekler 232 voltta 15 °C’de yurituldld. Yukleme tamponunda bulunan ve 6rnekle
birlikte jele yiiklenen brom fenol mavisi ve ksilen siyanol boyalarinin yiriyusleri,
diizenegin voltaji, direnci ve sicakligi takip edilerek elektroforez kont rol edildi. Belirli
bir sire sonunda elektroforez islemi durduruldu ve jeller boyama igin elektroforez

diizeneginden alindi.

3.11.2. Gumus Boyama

Elektroforez cihazindan alinan jeller PlusOne ™ DNA Silver Straining Kit (instructions
Genomics) kullanilarak boyanmistir. Boyanan jellerin gorintist scanner cihaziyla

taranarak kaydedilmistir.
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3.12 DiZILEME

SSCP yontemiyle incelenen Ornekler arasinda farkli morfoloji gosterenler REF GEN

(Teknokent ODTU) Laboratuvarin da sekanslandi.

I.U. Su Uriinleri Fakiiltesi i¢sular Biyolojisi ABD Toksik Cyanobacteria Alg Kiiltiirii
Laboratuvari’nda bulunan Microcystis aeruginosa PCC 7806 susundan elde ettigimiz
mcyB gen dizisi ve NCBI gen identifikasyon (gi) numarasi 159029556 olan Microcystis
aeruginosa PCC 7806°’nin DNA dizisi referans dizi olarak kullanildi. DNA sekans
sonuglari her iki referans DNA dizisiyle de karsilastirild.
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4. BULGULAR

4.1. MICROCYSTIS SUSLARININ TANIMLANM ASI

Kigclkcekmece GOli’nden alinan su Orneklerinden izole edilen Microcystis spp.
kolonilerinin BG11 besi ortaminda ¢ogalmalari saglandi. Bazi Microcystis suslarinin
kontamine oldugu gorildu ve izolasyon asamasi tekrar edildi. Ancak yeniden
izolasyonu yapilan suslarin bir kismi canliligini yitirdi bir kismi da monoklonal hale
getirilemedi. Ayni zamanda ko ntaminasyon sorunu olmayan suslardan bazilari zaman
icinde canhiliklarini kaybetti. izolasyon ve kiiltiir asamalarinin sonunda 15 Microcystis
susu elde edildi. Calismada kullanilan 15 sus gesitli derinliklerden alinan 6rnekler (Mic
1, 2, 3, 4, 5) ile ylizey drneklerinden (Mic 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,) izole edilen
suslardan olusmaktadir. Ayrica Kucikcekmece ve Taskisigr Golleri’nden 2005 yilinda
izole edilen Microcystis genusuna ait 3 sus daha calismaya eklendi. Bu suslarin tir

tayin anahtarlari yardimiyla Microcystis genusuna ait olduklari tespit edildi (47,74).

Microcystis aeruginosa PCC 7806 ile Kiglikcekmece ve Taskisigi Golleri’nden izole
edilen 6rnekler (micl6, 17, 18) uzun stre kaltir kosullarinda kaldiklarindan dolay!
koloni yapilari bozuldugundan koloni formlari gérlintilenemedi. Suslarin hiicre ¢aplar
Olculdii ve hicre boyutlarinin ortalama 5.4 p oldugu belirlendi. Hucre caplari

Olcultrken her sustan ortalama 50 hucre sayildi (Tablo 4.1).

Tum suslarin  DNA izolasyonlari lizozim ve fenol -kloroform  kullanilarak
gerceklestirildi. DNA izolasyonlarinin ardindan yapilan PCR’lar sonucunda Taskisigi
Golu’nden izole edilen Mic 18 susunda mcyB geni tespit edilemedi ve bu susun toksik
olmadigi dustinuldli. Bu nedenle calismaya diger 17 susla devam edil di. Daha 6nceki
calismalarda Microcystis aeruginosa PCC 7806’nin microcystin gen kiimesi dizilendigi
ve mcyB geninin gen ve protein dizisi tespit edildigi i¢in Microcystis aeruginosa PCC
7806 referans sus olarak kullanildi (75).
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Tablo 4.1 : Microcystis spp. suslari ve 6zellikleri

Sus Adi Tar Tarih Hicre Capi Koloni Yapisi

PCC 7806 Microcystis aeruginosa - -

Mic 1 Microcystis spp. 08.11.2006 5.4u -
Mic 2 Microcystis spp. 08.11.2006 5.4 -
Mic 3 Microcystis spp. 08.11.2006 5.4 -
Mic 4 Microcystis spp. 08.11.2006 5.4u -
Mic 5 Microcystis spp. 06.12.2006 5.4 -
Mic 6 Microcystis spp. 24.07.2007 5.4 -
Mic 7 Microcystis spp. 24.07.2007 5.4

Mic 8 Microcystis spp. 24.07.2007 5.4 -
Mic 9 Microcystis spp. 24.07.2007 5.4 -
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Mic 10 Microcystis spp. 23.05.2007 5.4
Mic 11 Microcystis spp. 23.05.2007 5.4
Mic 12 Microcystis spp. 25.09.2007 5.4
Mic 13 Microcystis spp. 25.09.2007 5.4
Mic 14 Microcystis spp. 25.09.2007 5.4
Mic 15 Microcystis spp. 25.09.2007 5.4
Mic 16 Microcystis spp. 2005 - -
Mic 17 Microcystis spp. 2005 - -
Mic 18 Microcystis spp. 2005 - -

4.2. DNA iZOLASYON SONUGLARI

Microcystis suslarindan yapilan DNA izolasyonu sonucunda PCR islemi igin yeterli
saflikta ve miktarda DNA elde edilip edilmedigini anlamak icin izol e edilen DNA’larin
spektro degerlerine bakildi (Sekil 4.1). TE tamponu iginde ¢dzilen DNA’nin 260 nm
dalga boyunda pik verdigi gorildu. Ayrica OD 260/280 orani 1.8 ile 2.1 degerlerinin
arasinda oldugu icin herhangi bir protein veya RNA kontaminasyonunun ol madigi
dasundldu (76).
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Sekil 4.1 : Mic 1 susuna ait DNA konsantrasyon degerleri

izole edilen DNA’larin spektro degderlerine bakildiktan sonra agaroz jel elektroforeziyle
genomik DNA gorunttlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 : Mic 1 genomik DNA’sInIn agaro z jel gérintisi
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4.3. PCR SONUCLARI

Ilk olarak 6318 baz ¢iftlik mcyB geninin tamami long PCR yontemiyle referans sus
olarak kullanilan Microcystis aeruginosa PCC 7806’dan amplifiye edildi. Cogaltilan
bolgenin sematik gorinimi Sekil 4.3’te gosterildigi gibi dir.

meyA s mcyB
+ I—‘
) l_\ Wlicroostis aenginosa moph B0 ABOIRSTE, 110 22,124

MCYB, 9,@.5&13:- 10,306
miyB $2108242, 10,048 1o 16,425

mm-( '

Sekil 4.3 : mcyB geninin genomik organizasyonu
Amplifiye edilen mcyB geni agaroz jel elektroforezi ile gortntilendi (Sekil 4.4).

A PST PCC 7806

Sekil 4.4 : Microcystis aeruginosa PCC 7806°dan izole edilen mcyB geninin agaroz jel
gorintisi. A PST : Marker.



47

PCR yontemiyle cogaltilan bélgenin hedefledigimiz bdlge olup olmadigindan emin
olmak amaciyla Nested PCR yapildi. Bu kez érnek olarak hem cogaltilan PCR Uruni
hem de Microcystis aeruginosa PCC 7806°dan izole edilen DN A kullanildi ve her iki
uriniin agaroz jel elektroforezinde yaklasik 1000 bazlik bir bant goriintlisu vermesi
beklendi (Sekil 4.5).

PCR Uridind PCC 7806

2TT
4748
1535
43
T4
| S Eis

I Tk} INEL

Sekil 4.5: Microcystis aeruginosa PCC 7806 ve Microcystis aeruginosa PCC 7806 PCR
rliniiniin (6318 bg) agaroz jel gorintiisi. Marker: A PST

Sekil 4.5°te de gortldigu gibi bant boylari ayni olan PCR {rinleri amplifiye edilen
bolgenin hedef bdlge oldugunu gostermektedir. Bu asamadan sonra Microcystis
aeruginosa PCC 7806’dan ¢ogaltilan mcyB geni klasik PCR’lar icgin pozitif kontrol

olarak kullanildi.

mcyB geni PCR reaksiyonlariyla 12 bolgeye ayrildi (Tablo 4.2). Her bdlgenin PCR
sonuclari  agaroz jel elektroforezi ile deg@erlendirildi. Agaroz jel -elektroforezi
gorintdleri degerlendirildiginde herhangi bir non -spesifik bant olusumu goérilmedi.
Ayrica pozitif kontrolin bant boyutuyla dider Urunlerin bant boyutlari arasinda
farklihga rastlanmadi. Bdylece PCR isleminin optimizasyonu tamamlanmis oldu (Sekil
4.6).
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Tablo 4. 2: PCR reaksiyonlari sonucunda elde edilen Griin boylari

Primerler Uriin boyu Bolge
Primer 1F - 1R 557 bg 1
Primer 2F - 2R 482 bg 2
Primer 3F - 3R 515 bg 3
Primer 4F — 4R 523 bg 4
Primer 5F - 5R 324 bg 5
Primer 6F — 6R 711 bg 6
Primer 7F - 7R 477 be 7
Primer 8F — 8R 564 bg 8
Primer 9F - 9R 429 be 9

Primer 10F — 10R 592 bg 10
Primer 11F - 11R 602 bg 11
Primer 12 F - 12R 617 bg 12

Sekil 4.6 : mcyB genine ait PCR drinlerinin agaroz jel elektroforez goriintileri. Roma
rakamlari: Pozitif kontrol (Microcystis aeruginosa PCC 7806). Rakamlar: Micl; Harfler:
Mic2; Marker: pUC 8.

PCR optimizasyonu tamamlandiktan sonra tim &rneklerin PCR islemine gecildi.
Cogaltilan bolgelerin gorintuleri alindiginda bazi 6rneklerin PCR reaksiyo nunun

gerceklesmedigi gorildu (Sekil 4.7). Bu nedenle cogaltilamayan bdlgelerden yeni
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PCR’lar yapildi. Bazi drneklerin PCR optim izasyonlari tekrar edildi ve sonugta izole
edilen DNA drneklerinin tum bélgeleri cogaltildi. Elde edilen Grunler -20 °C’de

muhafaza edildi.

o
S
iy

— ---‘---F---'—-

Sekil 4.7 : Microcystis suslarinin PCR gorintuleri. Rakamlar Microcystis suglarini temsil
etmektedir.

PCR reaksiyonlari tamamlandiktan sonra 500 baz ciftinin zerinde uzunluga sahip olan

PCR drunleri enzim kesimi ile daha kucuk bolgelere ayrildi ve SSCP uygulamasi igin
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poliakrilamid jellere yiiklendi. 500 baz ciftinin altinda olan 6rneklere enzim kesimi

uygulanmadi.

4.4. SSCP VE DIZILEME SONUCLARI

SSCP yontemiyle incelenen 17 Microcystis susunun bir kisminda herhangi bir gorinim
farkliligina rastlanmazken bir kisminda gériunim farkhliklari tespit edildi. SSCP jel
taramalarinda gen dizisi bilinen M. aeruginosa PCC 7806 referans olarak alindi ve bu
sustan farkh bant gorinimu gosterenler dizileme analizi igin REF GEN (Teknokent
ODTU) Laboratuvarina génderildi (Sekil 4.8, 4.9).
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Sekil 4.8 : mcyB geni 2, 6 ve 10. bolgeye ait SSCP jel goruntdleri. 1; Microcystis aeruginosa
PCC 7806, diger rakamlar; Microcystis suslari, harfler; farkli bant goériinimlerini temsil
etmektedir.
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Sekil 4.9. mcyB geni 3, 4, 10, 11 ve 12. boIgeye ait SSCP jel goriintusu. 1; Microcystis
aeruginosa PCC 7806, diger rakamlar; Microcystis suslari, harfler; farkli bant gérintmlerini
temsil etmektedir.

SSCP jel goruntuleri incelendiginde bircok farkli jel goérinumiyle karsilasildi. Bu
gorinim farkliliklarinin  bircok varyasyona neden olacagl dustndldi. Dizileme
analizlerinin sonuclari incelendiginde ¢ok sayida tek nukleotid mutasyonlari ile
karsilasildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 : DNA dizileme sonuglarinin sematik gérinimda .

Varyasyonlarin biytk c¢ogunlugunun tek nukleotid degisimlerinden kaynaklandigi

belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 : Nikleotid degisikli§ini gdsteren kromotogram.
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Nukleotid degisikliklerinin bir kisminin amino asit degisikliklerine neden olmayarak
sessiz mutasyonlara neden oldugu go6zlendi. Nukleotid dizilerinde meydan a gelen

degisimlerin neden oldugu herhangi bir delesyona veya in sersiyona rastlanmadi.

Dizileme sonuglarina gére Microcystis suslarinin bircok varyasyon icerdigi ve bu
suslarda bulunan mcyB genlerinin baz dizilerinde bazi amino asit degisikliklerinin
meydana geldigi gortldi (Tablo 4.3). Amino asit degisikliklerinin mcyB geninde
bulunan adenilasyon, kondensasyon ve tiolasyon domeynlerinin fonksiyonel dizilerinde

degisiklige neden olmadigi anlasildi.

Nikleotd Dezst ve Ammoast Sz
TTA TIA ACA CAT TCT GAA GIG CAL AMA GCC CTA CIT ATT TIG
I T ¢ & 8 ¢ F ! E & W WV | I

1

T4 (Ad ACT CAT CCC AAC T A4 CAA ACT GIT GG ATT AlG

- I r ™ _! '. .I "|I. E -rlll- ".I.

- - - i -

Sekil 4.12 : Mic 17 susunun mcyB geninde olusan varyasyonlar. 1: Microcystis aeruginosa PCC
7806, 2: Mic 17. Kirmizi renkle gosterilen bazlar dizide olusan varyasyonlari, mavi renkle
gosterilen harfler amino asit degisikliklerini gostermektedir. A : Alenin, E : Glutamik Asit, H :
Histidin, |: izolésin, K: Lizin, L : Losin, M : Metionin, N : Asparajin, P : Prolin, Q : Gl utamin,
S : Serin, T : Treonin, V : Valin
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5. TARTISMA VE SONUC

Mavi yesil alglerin asiri artis gosteren toksik tirleri kozmopolitan bir dagilis gosterirler
ve tum habitatlarda bulunurlar. Taksonomistlerin yakin zamana kadar mavi yesil alg
tirlerinin tanimlanmasini geleneksel olarak morfoloji temelli yontemlerle yapmalari
nedeniyle farkliliklar genellikle genus seviyesinde kalmakta ydi ve tire 6zel bilgiler elde
edilememekteydi. Bununla birlikte yapilan arastirmalarda mavi yesil alg turlerinin
toksin Uretiminde tiir seviyesinde bile farkhliklar gosterdigi tespit edilmistir. Ornegin
bir calismada ayni tire ait farkli suslarin bir kisminin toksin Uretirken bir kisminin
toksin Uretmedigi ve bu durumun klasik mikroskobik yontemlerle tespit edilemiyecegi
rapor edilmistir (77). Genetik temelli toksin tespit etme ydntemleri diger yontemler ile
kiyaslandiginda oldukca hassastir. Yapilan bir calismada uygulanan molekuler
tekniklerle mikroskobik inceleme esnasinda gdzlemlenemeyen bazi mavi -yesil alg

thrlerinin varligi saptanmistir (78).

Microcystin, tim canhilar Gzerinde toksik etki gdsteren, Protein Fosfataz 1 ve 2A
inhibitoru olan ve yedi amino asitten olusan halkasal yapili bir sekonder metabolittir.
Microcystinin olumsuz etkilerinden korunabilmek igin yapisi, sen tez mekanizmasi ve
organizmalar (zerindeki etkisi iyi bilinmelidir. Bunun icin &ncelikle microcystinin
varliginin tespit edilebilmesi gerekir. Microcystis genuslarinin trettigi toksik bilesenler
microcystin Uretim miktarl ve toksin Uretme potansiyeli mikro skobik analizlerle
belirlenemez. Microcystinler, HPLC (Yiksek Per formansli Sivi Kromotografisi) gibi
analitik teknikler ile PP1, PP2A (Protein Phosphatase Inhibition Assays 1, 2A) ve
ELISA gibi imminulojik yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir ( 77, 79). Bir
calismada Microcystis tirlerinin toksik olup olmadi §ini tespit etmek icin PCR, ELIS A,
HPLC ve Biyoassay yontemleri karsilastirmalh olarak kullaniimis ve ydntemlerin
hassasiyetleri karsilastiriimistir. PCR disindaki t¢ yontemin ici nde en hassas olaninin
ELISA yontemi oldugu tespit edilmis ancak bu yontemin bazi 6rneklerde yalanci

pozitiflik verdigi gorulmustir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1 : Cyanobacteria tiirlerinde toksisite tespiti icin PCR, HPLC, ELISA ve Bioassay
yontemlerinin karsilastiriimasi. (+) : Toksik (HPLC, ELISA ve Bioassay) veya spesifik bant
cogalmasi (PCR) gorildi; (-) : Non-toksik (HPLC, ELISA ve Bioassay) veya spesifik bant

cogalmasi (PCR) goriillmedi; (/) : Tespit edilemedi ( 80).

Suglar PCR1 PCR2 HPLC Bioassay Elisa
Microcystis aeruginosa FACHB (Wuda’erchi) + + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB (Dianshanhu) + + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB (Bao’anhu) + + + + +
Microcystis aeruginosa NIES-101 - - - / -
Microcystis aeruginosa NIES-90 + + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB8641 + + + + +
Microcystis sp. FACHB10 + + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB86 + + + + +
Microcystis aeruginosa PCC 7806 + + + / +
Microcystis viridis FACHB (Dianchi-1) + + + + +

Microcystis aeruginosa UTEX2061 - - - - -
Microcystis sp. FACHB20 - - - - -

Microcystis wesenbergii FACHB574 + + - + -
Microcystis aeruginosa FACHB (Dianchi-1) + + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB (Dianchi-3) / + + + +

Microcystis viridis FACHB (Dianchi-2) / + + + +
Microcystis aeruginosa FACHB (Wuda’erquan) / + + + +
Microcystis aeruginosa PCC 7820 + + / / +
Microcystis aeruginosa NIES-98 - - - / -
Microcystis sp. FACHB434 / + / / +
Microcystis sp. FACHB573 / - / / -
Microcystis sp. FACHB572 / - / / -
Microcystis sp. FACHB525 / + / / +
Microcystis sp. FACHB526 / - / / -
Microcystis sp. FACHB569 / + / / +
Microcystis sp. FACHB469 / - / / -
Microcystis sp. FACHB502 / - / / -
Microcystis sp. FACHB575 / - / / -
Microcystis elabens NIES-42 - - / / -
Microcystis holsatica NIES-43 - - / / -
Oscillatoria agardhii NIES- 595 - - + / +
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Calismada PCR reaksiyonlari icin iki farkl primer ¢ifti kullanilmis ve boylece iki farkl
mcyB fragmani cogaltilmistir. Tablo 5.1’de gosterildigi gibi bu primerler kullanilarak
yapilan PCR reaksiyonlari sirasiyla PCR1 ve PCR2 olarak adlandiriimistir. PCR2
reaksiyonu sonucunda elde edilen sonuglarin PCR1’e oranla daha hassas oldugu
gorilmastir. Bu nedenle daha sonraki deneylerde PCR2 reaksiyonunda kullanilan
primerlerin kullanilacagi belirtilmistir. Calism anin sonucunda PCR yodnteminin diger
yontemlere oranla kolay, etkili, hassas oldugu ve liyofilize 6rneklerin, sediman ve
yuzey suyu Ornekleri ile laboratuvar kultir érneklerinin tamaminda uygulanabilecek bir

yontem oldugu rapor edilmistir (80).

Microcystin konsantrasyonunun degiskenlik gdstermesi mavi yesil alg biyomasinin
degiskenligine, tlrlerin fizyolojik ve genotip kompozisyonlarinin farklhiligina baghdir.
Laboratuvar kdltlrlerinde ortam sartlari stabil tutulabildigi igin tek bir ¢evresel faktoriin
microcystin Gretimi Gzerine etkisi incelenebilmektedir. Bu tarz ¢alismalarin sonucunda
optimal 1s1k ve besin tuzu miktarinin yuksek microcystin (retimine neden oldugu
anlagilmistir. izole edilen suslar izerinde yapilan calismalar gostermistir ki 1sik,
sicaklik, pH, nitrojen, fosfor ve demir miktari microcystin Uretimini etkilemektedir.
Hicresel microcystin igerigindeki  degisiklikler genlerin  tra nskripsiyonundaki
degisikliklerine (lretilen mRNA kopyalarinin sayist), mRNA’nin translasyonuna ve
microcystin sentetaz kompleksine tutunmasina, microcystin Gretimi igin sentetaz
kompleksinin spesifik aktivitesine ve potansiyel microcystin turnoverina baghdir.
Cesitli cahsmalar mavi yesil alg gruplarindaki genotip kompozisyon degisikliklerinin

gbllerdeki microcystin konsantrasyon degisikliklerini etkiledigini gostermistir (64).

Gunimizde molekuler ve genetik yontemler bilim diinyasina pek ¢ok konuda buyuk
kolayhklar saglamakta ve klasik yontemlerle ¢bziimlenemeyen bir ¢cok sorunu ortadan
kaldirmaktadir. Bir ¢cok calisma toksik mavi yesil alg hiicrelerindeki microcystin varligi
ile microcystin sentetaz genleri arasindaki iliskileri tespit etmistir. Ayrica toksik
olmayan Microcystis suslarinin microcystin sentetaz genlerini icermedigi belirlenmistir.
Bu durum microcystin Greten turlerin toksigenitesinin tespiti i¢cin molekdler problarin
gelismesini saglamistir. Bu molekuler problardan biri olan mcyB, toksin Ureten tirlerin

tespitinde 6nemli bir belirtegtir (77, 78).
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Bu arastirmada 18 Microcystis susu kullanilarak PCR yontemiyle mcyB geninin
izolasyonu yapilmistir. Ancak 18 Microcystis susundan 17°sinde mcyB geni izole
edilebilmistir. Mic 18 susundan mcyB geninin izole edilememesi bu susun toksik bir tir
olmamasina baglanmistir. Bir ¢ok ¢alisma toksik olmayan turlerde microcysti n sentetaz
genlerinin bulunmadigini gostermektedir. Potansiyel toksin Uretme yetenegi olan
Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Nodularia,
Nostoc ve Planktothrix genuslari anahtar genuslar olarak kullaniimaktadir (64). Bu
genuslar temel alinarak cesitli molekiler yontemlerle hizli bir sekilde toksin tayini
yapilabilir. Bu durum su kaynaklarinin yonetiminden sorumlu birimler icin ¢ok
onemlidir. Clinki igme suyu kaynaklarindaki olasi toksin Gretiminin cyanobacterial artis
gerceklesmeden &grenilmesi halk sagligi acisindan dikkate alinmasi gereken bir
konudur. Bu sekilde toksinlerin olumsuz etkilerinden korunmak igin gerekli dénlemler
alinabilir (81).

Bu calismada Ki¢ukcekmece Goli’niin tim boélgelerini kapsayacak sekilde drnekleme
yapilmistir. izole edilen suslarin hemen hemen tamaminda toksin (retimi PCR
yontemiyle tespit edilmis ve goliin tamaminda toksik Microcystis turlerinin bulundugu
gorulmustir. Amerika’da Erie GoOlu’nde 1983-1987 yillari arasinda yapilan bir
calismada golin orta ve bati bolgelerinde mikroskobik yontemle Microcystis varhigi
tespit edilirken gélin dodu bdlgesinde Microcystis tlrlerine rastlanmamistir. PCR
yontemiyle gélin dodu bdlgesinde tarama yapildiginda (23 istasyon) ise bu boélgede

toksik Microcystis tlrlerinin bulundugu anlasiimistir (81).

Kiclikcekmece Goli’nde kis aylarinda genellikle asiri  Microcystis  ¢ogalmasi
gerceklesmemektedir. Bu donemde yapilan 6rneklemelerde yiizey suyunda Microcystis
hicrelerine rastlanmazken, sediman drneklerinin microcystin sent etaz genlerini icerdigi
genetik yontemlerle tespit edilmistir. Bu nedenle Kiglkcekmece Goli'nde yaz
aylarinda toksik Microcystis asiri artislarinin gerceklesebilecegini énceden sdylemek
gercekci bir yaklasim olarak kabul edilmelidir. Nitekim yaz aylarinda asiri Microcystis
artislartyla Kkarsilasilmis ve bu artislarin toksik oldugu yapilan PCR deneyleriyle

kanitlanmistir.
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Genetik cesitlilik geleneksel olarak populasyon o6rneklerindeki farklh genotiplerin
yuzdesi olarak tarif edilir. Microcystis populasyonlarinda énemli genetik varyasyonlar
gorilmektedir. Yapilan bir calismada Microcystis aeruginosa’da meydana gelen
varyasyonlarin % 41’i farkli goller arasindaki varyasyonla agiklanabilirken % 59°u
populasyon icindeki varyasyonlarla aciklanabilmistir (82). Almanya’daki Wannsee
Goli’nde yapilan calismada golun  Microcystis  populasyonunun genel olarak
Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-aquae, Microsystis ichthyoblabe tlrlerinden
olustugu tespit edilmistir. Bu gdlden alinan sediment 6rneklerinde mcyB geni tespit
edilmis ve mcyB’nin genotipinin Microsystis morfolojisiyle iliskili oldugu gorilmustdr.
Bu goldeki tirler farkli Microcystis genotiplerine sahiptir. Ornegin Microcystis
aeruginosa kolonilerinin % 73’lnde mcyB geni bulunurken Microsystis ichthyoblabe
kolonilerinin yalnizca % 16’sinin bu geni icerdigi tespit edilmistir. Microcystis
aeruginosa siklikla genis wve siki  koloniler seklinde gorilirken, Microcystis
ichthyoblabe tipik olarak kiicuk ve kirilgan kolonilere sahiptir. Bu durum biyik
Microcystis kolonilerinin (>100 p) ylksek mcyB oranina sahip oldugunu belirten

gorusle ortismektedir (83).

mcyB geninin icerdigi varyasyonlar (retilen microcystin tirlerini etkilemektedir.
Yapilan bir arastirmada mcyB1’in adenilasyon domeyni dizilenmistir. Bu calismada
kullanilan suslarin mcyB1 adenilasyon domeynleri Microcystis aeruginosa PCC 7806 ve
Microcystis aeruginosa HUB 524 suslarina benzer varyasyonlar gdstermistir. Bu
nedenle bu suslardan PCC 7806°ya benzeyenlere B tipi, HUB 524°e benzeyenlere C tipi
denilmistir. mcyB1’in B tipi varyantlari gesitli microcystin-LR izoformlarini ve
microcystin-YR’yi retmektedir. mcyB1’in C tipi varyantlari microcystin-RR ve LR’yi
uretmektedir. Goruldigu gibi mcyB1 modilindeki genetik varyasyonlar farkh
microcystin izoformlarinin Gretilmesine neden olmaktadir. Cunki Microcystis suslar
mcyB1l modilinde farkli adenilasyon domeynlerine sahip olabilmektedir. mcyB1
modulindn varyasyonlarinin mRNA ve microcystin sentetaz genlerinin fonksiyonunu
etkiledigini gosteren herhangi bir bulgu yoktur (84). Tim bu calismalarda gortldugu
gibi mcyB geninin sahip oldugu varyasyonlar morfolojik karakterleri ve toksin yapisini

etkilemektedir.
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Bu arastirmada izole edilen mcyB genleri SSCP yontemiyle incelendikten sonra farklilik
gosteren bolgeler igin dizileme analizlerinden faydalanilmistir. Dizileme analizleri
sonucunda mcyB geninde bir ¢ok varyasyon gorilmustir. Bu varyasyonlarin bir
cogunun tek nikleotid degisimlerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Nukleotid
dizilerinde meydana gelen degisimlerin bir kismi amino asit degisikliklerine neden

olmustur. Ancak herhangi bir delesyona veya insersiyona rastlanmamistir.

Microcystin biyosentezinin evrimini daha iyi anlayabilmek i¢in mcy gen kiimesinin ve
mcy genlerinin modulleri ile domeynlerinin dizileme anali zlerinin yapilmasi gerektigi
distinulmektedir. Microcystinin yapisindaki biytk varyasyonlarin olusabilmesi igin bu
enzimler ve domeynlerde hizli bir evrimin meydana gelmis olmasi gerektigi
belirtilmektedir. mcyB gen kiimesinde meydana gelen varyasyonlarin bi rgogu amino asit
pozisyonlarinda farklihklara yol agarken, ADDA aminoasidinin ylksek derecede

korunmus oldugu gortlmastir (64).

mcyB geni adenilasyon, kondensasyon ve tiolasyon domeynlerinden olusur. mcy
genlerinde bulunan adenilasyon domeynleri amino a sitleri taniyip aktive eder ve hangi
amino asidin modullere baglanacagini belirler. Adenilasyon bélgesinin buylk Kismi ¢cok
iyi korunmus amino asit dizilerinden meydana gelmektedir. Adenilasyon bdlgesinin
ozgul dizilerinde meydana gelebilecek bir varyasyon baglanacak amino asidi
degistirebileceginden toksin yapisinda da varyasyona neden olabilmektedir.
Kondensasyon bdlgesinde ise peptid badi olusumu gerceklesir. Fosfopantetein grubuna
tiyoester badiyla bagli olan amino asit, fosfopantetein grubunun ileri ge ri salinim yapan
kolu yardimiyla bir kondensasyon bélgesindeki alict konumuna tasinir. Bir onceki
moduliin fosfopantetein tastyicisi tarafindan verici konumuna yerlestirilmis olan amino
asit veya peptidil grubu ile kondensasyon, yani peptid bagi olusumu ger ceklesir.
Tiolasyon bolgesinde bulunan 4’-fosfopantetein grubu bu bdlgedeki bir serinin
hidroksiline kovalent olarak baglanmistir ve ileri geri hareket ederek, aminoasitleri
adenilasyon bdlgesinden kondensasyon bdlgesine tasiyan bir manivela gorevi gorir.
Kondensasyon ve tiolasyon domeynlerinde de korunmus dizi motifleri bulunmaktadir.
Korunmus dizi motifleri evrimsel slrecte buylk oranda degisiklige ugramadan
glinimiuize kadar gelebilmislerdir. Tablo 5.2 ve Sekil 5.1°de peptid sentetaz genlerinde

bulunan bazi korunmus dizi motifleri gosterilmektedir. Bu dizi motiflerinin moddler
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yapidaki peptid sentetazlarin fonksiyonel bolgelerini olusturdugu disuntlmektedir (18,
22, 46, 52, 64, 85).

Tablo 5.2 : Peptid sentetazlarin katalitik domeynlerinin yiksek derecede k orunmus dizi
motifleri. Cekirdek Diziler 1 peptid sentetazlarin genel motiflerini; Cekirdek Diziler 2 mcyB
geninin dizi motiflerini gostermektedir. PCC: Microcystis aeruginosa PCC 7806 ’ya ait ¢ekirdek
dizileri (52, 85, 86, 87).

Domeynler Cekirdek diziler 1 Cekirdek diziler 2
Adenilasyon Al L(TS)YXEL Al SYQEL
A2 LKAGXAYL(VL)P(LI)D A2 LKAGGAYVPLD
A3 LAYXXYTSG(ST)TGxPKG A3 LAYVIYTSGSTGKPKG
Ad FDxS Ad FDLS
A5 NXYGPTE A5 NNYGPTE
A6 GELXIXGXG(VL)ARGYL A6 GELHISSVGLARGYL
A7 Y(RK)TGDL A7 YKTGDL
A8 GRxDxQVKIRGXRIELGEIE A8 GRIDNQVKLRGLRIELGEIE
A9 LPXYM(IV)P A9 LPiYMQP
A10 NGK(VL)DR A10 NGKIDR
Tiolasyon T DXFFxXLGG(HD)S(LI) T DNFFELGGHSL
Kondensasyon ~ C1 SXAQXR(LM)(WY)xXL c1 SPMQEGMLFH
SHAQRRFYVL
C2 RHEXLRTXF C2 RHSVLRTSF
RHESLRTSF
C3 MHHXISDG(WV)S C3 HHHIILDGWS
IHHIICDGWS
C4 YxD(FY)AVW C4 YQDYIVW
YKDYAGW
C5  (IV)GXFVNT(QL)(CA)XR c5 VGLFINTLPRV
IGLFLNTLVIR
C6 (HN)QD(YV)PFE C6 YAYVSLA
HSDYPFD
C7 RDxSRNPL C7 DIPPGVPL
REINRTPL
Tioesteraz TE G(HY)SxG
Epimerizasyon  E1 PIQXWF
E2 HHXISDG(WV)S
E3 DXLLXAXG
E4 EGHGRE
E5 RTVGWFTxxYP(YV)PFE
E6 PxxGxGYG
E7 FNYLG(QR)
N-metilasyon M1 VL(DE)GxGxG
M2 NELSXYRY XAV

M3 VEXSXARQXGXLD
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1 madtkngpaknvesiyplepugegmlthslyvtpdsgivesgtlitlegeinl tvirgawe
61 kvverhsvlrtlflwekrekplgivrkkvdlpwd yqdwrnlspteqggrldlllgtergg
121 gfefkvaplmrelmigql sdqtykflenhhhii ldgwampliygevlg fyeagiggkshhl
181 psprpygdyivwlgegnpsvaesywgrtlegfmtptplrvdrlglmk seghkptykeynch
241 lsaslskdlgslagkhnltlstlvgaawaill srysgesevlifgvtvagrphdlagverr
301 Fglfintliplevsiresdlll swlgelggkgaeiqdiayvalaciqrl=dippovplfes
361 lvvfenyprealsrdsrgslrvhkdvenfestnypltvvaiprgelliqliydtsr fEgdt
421 iermaghlgtiltgivtdprgqrvtglpilttgeghgllvewmnteadypldkslhgl fes
481 gaagnpggiavifedgkltygglmnrgnglahel rdkgvgpeslvgl fmerslemvigll
541 gilkaggayvpldpdypterlgdilsdsgvslvltgeslgdflpgtgaesleldrdweki
801 atyspenhfnlttpenlayviytagstgkpkgvlishrglunliowhgdafeitpldkit
661 glariafdaavwelwpeltagaslvlivkpeingsppdlrdwliageitvaflptplvekl
721 lzlewdenialriiltggdklhhypeglmpfklinnygptensvvttsglvrdyeegnpp
781 speigkpvynthkivildgqnlgplpigvpgelhizsvglargylnrleltgek fisnpfns
841 gilyktgdlvrylpegnieflgridngvklrglrielgeieavlethsevekavvilred
901 tsdngrlvayivrkspslgigelrrflggglpaymvpsafvilsdfplnnngkidrkklp
961 wpdetsiiesaylaprnek esllaqiwqdvlqukigvsmkaislvskiq
1021 eklggslpikgviahptiaegavllstvtpltvatiplvestgetyetshagrr fyvlogqm
1081 dlrnvayhivstlkiagdfspdviekaigllisrheslrtsfilingepqagkilgnrptfd
1141 wefkdwtnkpdeeiletiakerkafdleksplvrskivklspneyileleihhiicdows
1201 msllakeclgyysdlakglgpnieplpigykdyagmonnl lrsemnsktldywrekldng
1261 gltrvhlptdfkrpgiktfkgshlawkftgetisklrkscgeneitl fmalvaavkilly
1321 rysgghditigteiatrrhpglgsliglflntlvirdgicepekgyknllakvrgtvteal
1381 ehsdypfdilveklavsreinrtplfdtlvllgnieqsvgleniqiksldsltptsk £d1
1441 sfwfsedecklrleliyntdlfgeermkkcolihfdkllnemlsnpaqpvkdisllseast
1501 afianfinpiprletrtvihdfidgveatpektsiiypggkisygelheltnfwayalke
1561 lgwvekdkvegvllegdyrgliamlavikaggivlplerldepeerrgrimmiktapeiilva
1621 aenlegikpglsalekpphilvvkahkigagyvhogrnondygefpeglaklgpllampdadd
1681 snyimftsgstgepkailgshgslrhfidwekrefgineswrelaiagqinfdaylretey
1741 tlesggtlyipesteredlellllrigewdinllhtvpsviarl flkigrglvnahnllks
1801 lrifvlggeplivkelaewhgifssgtefvniygasettivkhfyripnprmipyervpg
1861 ggtlpdaayavvdgnraraigevgevivkspyltkgyygdeslthsvivpnplnggrdiv
1921 yrtgdlgrllpdltlevigrsdngiklngvrielgeiedvlsglegvekalvmankkesl
1981 wvtviayygaedtvhgeyirgklkgllpivigpstlnrleafpllpngkihrlalpkpeen
2041 itnstngvpdfnpgeallaslwgelleaevesnangsffelggnslkamrlvsgicng fgv
2101 slrlreifthntlkeqavligsroakr

Sekil 5.1 : mcyB genindeki dizi motiflerinin lokasyonu

mcyB geninde bulunan varyasyonlardan amino asit degisikligine neden olanlarin
fonksiyonel motifler disindaki bolgelere dagildigr gorilmustir (Sekil 5.2). Fonksiyonel
motifler icinde tespit edilen varyasyonlarin ise amino asit degisimine yol agmadigi
anlasiimistir. Bu sonuglar tahmin edildigi gibi séz konusu motiflerin islevsel olarak
onemli oldugunu ve bu nedenle korunmus oldugunu gostermektedir. Korunmus dizi
motiflerinin disinda kalan amino asit degisikliklerinin olusturabilec edi degisimler icin

daha ayrintih calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 5.2 : mcyB geninde bulunan niikleotid farkhiliklarinin neden oldugu aminoasid
degisiklikleri. Kimyasal grup farklilii olan amino asit degisimleri pembe renkle gosterilmistir.

Yapilan bir ¢calismada calisilan Microcystis suslarindan altisinin mcyB gen bdélgesinde

DALLFGFV ozel dizisi gorilmis ve bu alti susta Homotirozin ve Losin ile olan

korelasyon Argininle gorillmemistir. iki susun mcyB geninde DAWAFGLYV 6zel dizisi
bulunurken, U¢ susta DALFFGVV 0zel dizisi bulunmakta ve her iki kime de A rgininle
korelasyon gostermektedir. Calismada kullanilan diger 10 susta acik bir genetik farklilik
olmaksizin DALFFGLV o6zel dizisi bulunmaktadir ve bu suslar Arginin ve Losin’i

uretmektedir. Bu c¢alismada adenilasyon domeyninin spesifik bolgelerinde DNA

poliforfizmleri
iliskilendirilmistir (88).

gosterilmis ve spesifik microcystin varyantlarinin  sentezleriyle
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mcyB geni microcystin sentetaz gen kiimesinin 10 acik okuma diizeninden biridir. mcyB
geninin 6zel dizilerinde meydana gelen varyasyonlar sonucunda cesitli microcystin
varyantlari olusmaktadir ve bu varyantlarin yapisi toksisiteyi etkilemektedir. Ornegin
microcystin-LR su ana kadar tespit edilen varyantlar arasinda en toksik olanidir. Bu
nedenle Diinya Saglik Orgitii icme suyunda bulunabilecek en yiiksek microcystin
diizeyini microcystin-LR (Uzerinden tespit etmis ve bu miktari 1pg/l olarak
diizenlemistir. Bu c¢alismada yeni bir microcystin varyanti bulunamamakla birlikte
Turkiye su kaynaklarinda olasi yeni microcystin varyantlarinin tanimlanabilinecegi
distinulmektedir. Clnkil tlkemizde cyanotoksinlerle ilgili genetik diizeyde yapilan
herhangi bir calisma olmadigindan bu konuda buylk bir bosluk bulunmaktadir. Ayrica
cyanobacterial metabolitlerin yapilarinin cografik orjinlerine ve ait olduklari gruba gore

cok buyuk farkhliklar gosterdigi bilinmektedir .

Microcystis suslarinda mcyB genlerinin tespiti, turlerin toksik olup olmadigi konusunda
hassas ve hizli bir teknik olarak kullanilabilir. Boylece su kayna klarinin kullanimindan
sorumlu olan belediyeler icin erken uyari sistemleri gelistirilerek halk saghginin
korunmasi saglanabilir. Bu c¢alisma Turkiye’de olusturulabilecek erken uyar

sistemlerinin temelini olusturabilir.

Microcystinin yapisini, sentez mek anizmasini ve etkisini anlayabilmek igin yapilan bir
cok calisma mevcuttur. Ancak Ulkemizde bu konudaki ¢alismalar yetersiz kalmakla
birlikte genetik diizeyde yapilan herhangi bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Oysa Ki
insanlar dahil batin canhlar (zerinde olumsuz etkiler olusturan bu toksinin
incelenmesi, Uretilme mekanizmasi ile ilgili detaylarin arastiriimasi oldukga dnemlidir.
Bu calismada mcyB geninde meydana gelebilecek olasi varyasyonlar ortaya konarak
microcystinin yapisinin daha iyi anlasiimasi ve olusabilecek yeni durumlarin
gozlemlenmesi amaglanmistir. Bu c¢alismanin gelecek yillarda Ulkemizde genetik

diizeyde yapilacak cyanotoksin calismalarina bir temel olusturacagi distinilmektedir.
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