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MIKROALGLERIN KiTiN KAYNAGI OLARAK KULLANIMI

OZET

Kitin, N-asetil-D-glikozamin (GlcNAc) birimlerinin 1-p4 baglarinin bir araya gelmesi
sonucu olusan yapisal bir biyopolimerdir. Kimyasal yapisi seliiloza ve en yaygin
kullanilan tiirevi kitosana benzemektedir. Ancak bu ii¢ polimer, ikinci karbonlarinda
farkli fonksiyonel gruplarin bulunmasi sebebiyle birbirlerinden ayrilmaktadir. Kitin,
yapisinda ikinci karbonuna bagli asetamid (-NHCOCHS3) grubu icermektedir. Genis
bir kullanim alanina sahip olan kitin; jellesmis formda da, kati formda da
kullanilabilmektedir. Diatomlar; silika yapili frustiil adi verilen hiicre duvarlar1 olan
tek hiicreli mikroalglerdir ve B-kitin formunda kitin iirettigi kanitlanmis baz tiirleri
icermektedir Bu alanda en ¢ok calisma bulunan diatom cinsleri Cyclotella ve
Thalassiosira’dur.

Bu tez ¢alismasinda, sentrik bir diatom tiirii ile ¢alisilmistir. Tek hiicre ¢ekilen tiirden
yogun kiiltlir olusturulmus ve bu kiiltiirden kitin izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
diatom tiiriiniin genetik Kkarakterizasyonu, Kkitinin ise yapisal karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin ve kitinin taramali elektron mikroskobu (SEM) ve ters
faz kontrast mikroskobu ile goriintiileri alinmistir. Farkli konsantrasyonlardaki kitinin
fibroblast hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2-5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve Notral Kirmizi Alim (NKA) testleri ile
yorumlanmustir.

Karakterizasyonlar sonrasi; diatom hiicresi Thalassiosirales takimina ait bir tiir olarak
tanimlanmis ve elde edilen malzemenin § formunda kitin oldugu sonucuna varilmistir.
Izole edilen kitin konsantrasyonu yaklagik olarak 25 mg/L’dir. Sitotoksisite testleri,
kitinin 50 pg/ml’ye kadar toksik etki gdstermedigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Diatom, kitin, B-kitin, biyoteknoloji
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USAGE OF MICROALGAES AS A SOURCE OF CHITIN

SUMMARY

Chitin is a structural biopolymer formed as a result of B1-f4 bonds of N-acetyl-D-
glucosamine (GIcNAC) units. Its chemical structure is similar to cellulose and its most
widely used derivative, chitosan. However, these three polymers differ from each other
due to the presence of different functional groups on their second carbon. Chitin
contains acetamide (-NHCOCHS3) group attached to its second carbon in its structure.
The chitin, which has a wide range of uses can be used in gel form or solid form.
Diatoms are single-celled microalgae with cell walls called frustules made of silica
and contain some species proven to produce chitin in the form of B-chitin. The most
studied diatom genus in this field are Cyclotella and Thalassiosira.

In this thesis, a centric diatom species was studied. Intensive culture was formed from
the single-celled strain, and chitin was isolated from this culture. The genetic
characterization of the obtained diatom species and the structural characterization of
chitin were performed. Images of cells and chitin were taken with scanning electron
microscopy (SEM) and inverted phase contrast microscopy. The effect of chitin on the
viability of fibroblast cells at different concentrations was interpreted by cytotoxicity
tests 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and
neutral red uptake assays.

After characterizations; the diatom cell was defined as a species belonging to the order
Thalassiosirales and it was concluded that the material obtained was chitin in the
form. The concentration of isolated chitin was approximately 25 mg/L. The
cytotoxicity tests have resulted in chitin not showing any toxic effects up to 50 pg/ml.

Keywords: Diatom, chitin, B-chitin, biotechnology
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1. GIRIS

Kitin; yenge¢ ve 1stakoz gibi kabuklu deniz canlilar1 ve bazi bocekler tarafindan
tiretilen ve mantarlarin hiicre duvarinda bulunan yapisal bir biyopolimerdir. Canlilar

bu yapiyi iiretmeleri sayesinde dis etkenlere kars1 korunmaktadirlar (Spinde ve dig,

2011).

Kitin, N-asetil-D-glikozamin (GIcNAc) birimlerinin 31-p4 baglarinin (poli-[p-(1-4)-2-
asetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranoz]) bir araya gelmesi sonucu olusur ve yapisal
olarak seliiloz ve kendi tiirevi olan kitosana benzemektedir (Shigemasa ve Minami,
1996; Spinde ve dig, 2011).

Molekiiler yapidaki asetil gruplarinin diizenlenmesinden kaynakli olarak a- (alfa), -
(beta) ve y- (gama) olmak tizere ii¢ farkli kristal polimorfik formda bulunabilen Kitin,
canlidan canliya gore bulundugu form degisiklik gdstermektedir (Synowiecki ve dig,

2010; Francesko ve dig, 2010)

Kitin ve tiirevleri; yara ortiisii malzemesi, kontakt lens, ameliyat ipligi ve daha pek ¢ok
biyomedikal uygulamada, kozmetiklerin, dis macunlarinin, el ve viicut kremlerinin bir
igerigi olarak bakim uygulamalarinda, gida sektdriinde ambalaj tiretiminde ve tarim
sektorli uygulamalarinda kullanilmaktadir. Jel, lif, film gibi formlarda ve yapilarda
kullanilabilmektedir. Ancak yaygin iiretim kaynagi olarak deniz canlilar1 goriilsede;
kaynak miktarinin belirsizligi, maliyet, sterilizasyon, saflagtirma gibi problemler
ortaya ¢ikmaktadir (Synowiecki ve dig, 2010; Anitha ve dig, 2014). Bunlara alternatif
olarak, yapilan ¢alismalar baz alg tiirlerinin de kitin igerdigini gostermektedir (Durkin

ve dig, 2009).

Diatomlar, 6zellikle sentrik yapidakiler, algal kitin alaninda yapilan ¢aligmalarda yer
almakta ve hiicre duvarlarindan uzanan f-kitin formunda kitin fiberlerini
tiretmektedirler. Bu alanda en ¢ok c¢alisma Thalassiosira ve Cyclotella cinslerine ait
tirlerdir (Chiriboga ve Rorrer, 2018).

Bu tez ¢alismasinda, kitin tirettigi diisiiniilen diatom hiicresi tek hiicre izolasyonu ile

saflastirilmis ve biiyiik hacme kadar kiiltiirlenmistir. Izole edilen diatom hiicresinin

1



genetik karakterizasyonlar1 yapilmstir. SEM ve ters faz kontrast mikroskobu ile hem

hiicre hem de elde edilen kitin iplikleri goriintiilenmistir.

Yogun kiiltiir haline gelen diatom kiiltiiriinden kitin izole edilmis, FTIR spektroskopisi
ile kitinin karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen kitinin farkli konsantrasyonlarda

sitotoksik aktivitesi incelenmistir.

1.1 Kitin

Kitin seliillozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimerdir.
Yengeg, istakoz, karides, kril gibi kabuklu deniz iiriinleri ve eklembacaklilarda,
yumusakcalar ve slingerler gibi omurgasiz hayvanlarda, mantarlarda, mayalarda ve
bazi tek hiicreli alg tiirlerinde (diatomlar) bulunmaktadir (Sekil 1.1). Bu canlilar,
iskeletlerini veya hiicre duvarlarim1 kitini kullanarak gii¢lendirmekte ve kitini
destekleyici ve koruyucu bir malzeme olarak gormektedir. Boylece hayatta kalma

sanslarimi arttirmaktadirlar (Spinde ve dig, 2011; Durkin ve dig, 2009).

Sekil 1.1 : Kitin kaynagi olan bazi tiirler 1) Antarctic kril, 2) hamam bocegi, 3) siinger,
4) 1stakoz, 5) mantar, 6) yengeg, 7) diatom (Thalassiosira pseudonana).

N-asetil-D-glikozamin (GlcNAc) birimlerinin f1-f4 baglarin (poli-[B-(1-4)-2-
asetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranoz]) glikozidik baglar araciligiyla bir araya gelmesi

sonucu olusan homopolimer yapidaki kitin, yapisal olarak seliiloza benzemektedir.

Her ikisi de glikoz tiirevi olmasiyla birlikte, uzun ve lineer zincirli polimer yapisina



sahiptirler. Ancak kitinde ikinci karbon atomuna (C-2) bagl asetamid (-NHCOCH:j3)
grubu bulunurken, seliilozda bu karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu
bulunmaktadir. Bu durumda seliiloz, yapisinda azot (N) icermemesiyle yapisal olarak
Kitinden ayrilmis olmaktadir (Sekil 1.2) (Shigemasa ve Minami, 1996; Spinde ve dig,
2011; Jayakumar ve dig, 2011; Francesko ve dig, 2010).
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Sekil 1.2 : Sirastyla, kitinin ve seliilozun kimyasal yapilar1 (Perona ve dig, 2020).

Kitin, molekiiler yapidaki asetil gruplarinin diizenlenmesinden kaynakli olarak o-
(alfa), B- (beta) ve y- (gama) olmak iizere li¢ farkli kristal polimorfik formda
bulunabilmektedir (Sekil 1.3). Alfa-kitin, dogada en bol bulunan kitin formudur ve
zincirler arasi farkli yonlerde antiparalel olarak diizenlenmistir. Yengeg, karides,
istakoz gibi deniz friinlerinde, boceklerde ve mantarlarda bu formda Kitin
bulunmaktadir. Beta-kitin, ayn1 yonlii iki paralel zincirden olusan ve dogada nadir
olarak bulunan bir kitin formudur. Baz1 yumusakcalarda (kalamar gibi) ve denizel
diatomlarda bulunmaktadir. Gama-Kitin ise, her iki monomerden sonra gelen ii¢iincii
monomer diger ikisine gore zit yone sahip olacak sekilde diizenlemistir. Alfa ve beta
kitin formlart ile ilgili bu zamana kadar pek ¢ok ¢aligma yayinlanmasina ragmen, gama
kitinin dagilim1 ve yapisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Francesko ve dig, 2010;
Synowiecki ve dig, 2010; B. Rufato ve dig, 2019; Kostag ve El Seoud, 2021; Kaya ve
dig, 2017). Rudall (Rudall, 1962; Rudall, 1963) yaptig1 g¢alismalar sonucunda
hamambdcegi, peygamberdevesi gibi boceklerde ve bazi bocek larvalarinda gama
kitin varligini1 tespit etmistir. Buna ek olarak kalamar ve miirekkepbaliginin belli

bolgelerinde bu formda kitin oldugu bilinmektedir (Harkin et al., 2019).

Beyaz, sert, elastik olmayan ve yapisinda azot bulunan bir polisakkarit olan kitin; ¢
cesit reaktif fonksiyonel grup icermektedir. Bunlar; C-2 konumunda bulunan asetamid
(-NHCOCH:j3) grubu, C-6 konumundaki birincil ve C-3 konumundaki ikincil hidroksil
(-OH) grubudur ve kitinin yapisinda bulunan hidrojen baglart araciligiyla yiiksek
kristallige sahip bir molekiildiir (Je ve Kim, 2006; Tamura ve dig, 2006).



Alfa-kitin formu zincirler arasi dizilis farkindan kaynakli olarak, beta-kitin formundan
daha sik1 bir kristal yap1 olusturmakta ve yiiksek kararliliga sahip olmaktadir. Alfa-
kitin formunda bulunan C=0---N-H arasindaki gii¢lii hidrojen baglarinin olusturdugu
sik1 agims1 yapi, zincirler aras1 mesafeyi sabit tutmaktadir. Bundan kaynakli olarak
polisakkarit formunun gecirgenligi, ¢oziiniirligli ve sudaki sisme yetenegi sinirh
olmaktadir. Siki ag yapisi beta-kitin formunda bulunmadigindan, kristal i¢i sismeye ve
gecirgenlige karsi alfa-kitinden daha yatkindir. Boylece alfa-kitin ve beta-kitin orani,
yapisinda kitin i¢eren canlilarin kabuklarmin esnekligini, gegirgenligini ve sertligini
etkilemektedir (Synowiecki ve dig, 2010; Pillai ve dig, 2009; Minke ve Blackwell,
1978).
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Sekil 1.3 : Kitin formlar1 1) alfa-kitin, 2) beta-kitin, 3) gama-kitin (Francesko et al.,
2010).

Kitin; kat1 kristal yapisi, yiiksek derecede asetilasyon igerigi ve molekiil i¢i ve
molekiiller arasi hidrojen baglar1 nedeniyle hidrofobiktir, suda ve ¢ogu organik
¢oziiciide ¢oziinmemektedir (Shigemasa ve Minami, 1996; Harkin ve dig, 2019). Her
bir ¢oziicli sistemi igin; polimer konsantrasyonu, pH, sicaklik, asetilasyon derecesi,
molekiiler agirlik gibi parametreler ¢oziinme prosesini ve soliisyon viskozitesini
etkileyebilmektedir. Kullanilan baz1 ¢oziiciiler; dikloroasetik asit, trikloroasetik asit,
heksafloroizopropanol, heksafloroaseton, metan siilfonik asit, lityum kloriir/
dimetilasetamid (LiCl/ DMAc), kalsiyum kloriir dihidrat-metanol (CaClz2-2H20 -
MeOH) olarak bilinmektedir. Bu ¢oziiciilerin ¢ogu toksik, asindirict veya mutajenik
olmasindan dolay1 tibbi uygulamalar i¢in kullanima uygun goriilmemektedir. Bununla
birlikte; kalsiyumun toksik olmamasindan dolay1, bu sistemin iyi bir ¢6ziicii oldugu
distintilmektedir. CaCl2-2H20 - MeOH ¢6ziicii sisteminde kalsiyum kitine koordine

olmakta ve olusan kompleks yap1 metanol igerisinde ¢oziinmektedir. Ancak biiylik



Olgekli tiretim sirasinda ¢oziiciiden kaynakli yiiksek viskozite, sorun olabilecek bir

durum olarak goriilmektedir (Synowiecki ve dig, 2010; Pillai ve dig, 2009).
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Sekil 1.4 : Kitin (iist) ve kitosanin (alt) kimyasal yapis1 (Heckel ve dig, 2013).

Kitin, suda ve diger c¢oziiciilerde ¢Oziiniirliigini arttirmak amaciyla, kimyasal
modifikasyonlarla tiirevlerine doniistliriilebilmektedir. Bunlar arasinda en onemli
tirevi kitosandir. Kitinden farkli olarak kitosan; formik asit, asetik asit ve laktik asit
gibi bir¢ok sulu, seyreltik asit ¢ozeltilerinde ve diisiik molekiil agirligina sahip kitosan
sulu ¢ozeltilerde ¢ozlinebilmektedir. Kitosan (GlcN), kitinin kismi deasetilasyonu
(molekiilden asetil (-COCHz3) grubunun ayrilmasi) ile elde edilmektedir. Kitinde C-2
konumunda asetamid (-NHCOCHS3) grubu bulunurken, kitosanda bu karbon atomuna
bagli amin (-NH2) grubu bulunmaktadir (Sekil 1.4) (Kurt ve Zorba, 2005; Shigemasa
ve Minami, 1996; Synowiecki et al., 2010). Sodyum hidroksit (NaOH) veya potasyum
hidroksit (KOH) soliisyonlarinda (%40-60), farkli siire (0,5-24 sa.), sicaklik (50-130
°C) ve konsantrasyonlarda muamele edilerek deasetilasyon derecesi belirlenmektedir.
Bu oran %50’den %95’lere kadar ¢ikabilmektedir (Schmitz ve dig, 2019; Moura ve
dig, 2011). Boylece, yapisinda farkli oranlarda D-glukozamin (GIcN) ve N-asetil-D-
glukozamin (GIcNAc) birimlerini i¢erebilmektedir. Bu birimlerin hem igerigi hem de
siras1, polimerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini ve ¢oziniirliik derecesini

etkilemektedir (Kurt ve Zorba, 2005; Anitha ve dig, 2014).



1.1.1 Kitin ve tiirevlerinin kullanim alanlari

Kitin ve tiirevleri, N-asetilasyon derecesine bagli olarak biyobozunur ve biyouyumlu
bir malzeme olmasinin yaninda, antijenik ve toksik degildir (Synowiecki ve dig, 2010;
Morganti ve Li, 2011). Kitin ve tlirevlerinden; hidrojel, mikro/nanopartikiil,
membran/film, yapr iskelesi, nanolif veya stinger gibi farkli formlarda malzemeler elde
edilmekte ve bu malzemelerin biyoteknoloji, tarim, gida, kozmetik, veterinerlik, tip,
discilik, cevre koruma, ilag veya tekstil sektorlerinde yogun bir sekilde arastirmalari
devam etmektedir. Aynm1 zamanda yararli Ozelliklerinden dolayi, son zamanlarda
kitinin ticari degeri artmaktadir (Synowiecki ve dig, 2010; Anitha ve dig, 2014,

Jayakumar ve dig, 2011). Bazi kullanim alanlar1 asagida yer almaktadir.

1.1.1.1 Biyomedikal uygulamalari

Kitin ve tiirevleri; yara Ortiisii malzemesi, kontakt lens, ameliyat ipligi ve daha pek ¢ok
uygulamada kullanilmaktadir. Kitinin hidrojel, film, yap1 iskelesi, siinger gibi formlar1
kolay uygulanabilirlik, esneklik, gecirgenlik ve biyouyumluluk 6zellikleri
gostermektedir. Bunlarin yaninda hidrofilik yapisindan kaynakli olarak yara ve yanik
tyilestirici malzemeler olarak kabul edilmektedirler. Ayrica, kitin filmleri yara
tizerindeki su buhar1 dengesini kontrollii bir sekilde yapabildigi i¢in yara iyilestirmeyi
hizlandirmakta ve yaranin kurumasini 6nlemektedir (Anitha ve dig, 2014; Jayakumar
ve dig, 2011; Shamshina ve dig, 2019).

Yara iyilestirme ozelliklerini gelistirmek i¢in kitin ve tlirevleri; aljinat, hyaluronik asit,
polietilen glikol diakrilat, poli(vinil alkol), y-poli (glutamik asit), Ag/ZnO ve 2-
hidroksietil metakrilat gibi farkli polimer tiirleri ile kompozit yapilar haline
getirilmektedir. Bu yapilar sayesinde gelistirilen antibakteriyel aktivite, hiicre tutunma
kabiliyeti ve oksijen gecirgenligine dayanarak; kitin ve kitosandan elde edilen
malzemelerin 6nemli yara iyilestiriciler olacagi diigiinilmektedir (Nakajima ve dig,

1986; Jayakumar ve dig, 2011).

1.1.1.2 ila¢ ve kozmetik uygulamalari

Kitosan ve tiirevleri; kozmetiklerin, dis macunlarinin, el ve viicut kremlerinin ve sag
bakim {rlinlerinin bir bileseni olarak kullanilmaktadir. Molekiiler agirligina ve
deasetilasyon derecesine bagli olarak saclar1 mekanik hasara karsi korumasinin ve sag

tizerinde anti-elektrostatik bir etki gostermesinin yaninda, ciltte nemlendirici bir etki



gostermektedir. Ozellikle hassas ciltler igin formiile edilen kozmetik iiriinlerinin bir

bileseni olarak arastirilmaktadir (Synowiecki ve dig, 2010).

Jel ve lif gibi formlardaki kitin ise; akne ya da yaslanma karsit1 kozmetik iiriinlerinde
ve kemik rejenerasyonu gibi uygulamalarda, tedavi amaciyla kullanilan kimyasallar
ile kompleks bir yap1 olusturabilmektedir. Bu tasarlanmis kompleks yapi, tedaviye
yonelik olarak laboratuvar ortaminda istenen bdlgede basit difiizyon yontemiyle ilaci
salmakta ve daha sonra bozunmaktadir. Biyobozunur bir malzeme olmasi sebebiyle

boyle bir ilag tasinim sistemi i¢in uygun goriilmektedir (Morganti ve Li, 2011).

1.1.1.3 Gida alani uygulamalari

Kitin ve/veya kitosan, deasetilasyon derecesine bagli olarak, gida sektoriinde hem
yiyeceklere katilarak hem de ambalaj iiretiminde kullanilabilmektedir. Ornegin;
mayonez ve fistik ezmesi gibi yiyeceklerde kivam arttirict olarak kullanima uygun
goriilmesinin yaninda; polilaktik asit (PLA) gibi polimerlerle karistirilarak hem ince,
seffaf ve esnek, hem de sert ve daha dayanikli gida ambalajlar1 iiretilebilmektedir
(Harkin ve dig, 2019; Morganti ve diger, 2016). Kitin igeren gida ambalajlarinin,
yiyeceklerdeki su kaybini kontrollii bir sekilde gergeklestirmesi sebebiyle bu sektorde
umut vadeden bir malzeme olarak goriilmektedir (Shamshina ve dig, 2019).

1.1.1.4 Tarim alan1 uygulamalari

Kitin ve kitosanin, bitkilerde kontaminasyona ve ¢iliriimeye sebep olan fitopatojenik
bakteri ve mantarlarin biiylimesini engelleyici bir etkisinin oldugu ve bu patojenlerle
savagarak bitkilerin hastaliklardan korunmasina yardimci oldugu bilinmektedir
(Synowiecki ve dig, 2010). Mantarlarin hiicre duvarindaki kitin, mantar enfeksiyonu
esnasinda bitkiler tarafindan taninir ve daha fazla mantar hasarini 6nlemek i¢in bir
savunma mekanizmasi olarak bitkide lignifikasyonu indiikler. Cesitli caligmalar saf
kitin muamelesi ile bitkilerde kitinaz enziminin aktive oldugunu gostermistir
(Asimakis ve dig, 2022). Dolayisiyla kitin ile muamele bitkide mantar
enfeksiyonlarina karst savunma mekanizmalarini aktive etmektedir. Bu tez
kapsaminda izole edilen kitin de sonraki ¢aligmalarda oncelikli olarak bu 6zelligi

agisindan incelenecektir.

Tarimda Kitinin en yaygm kullanim alanlarindan biri de giibreleme sistemidir.

Giibrelerdeki besinlerin yavag yavas salinnmim1 saglamasindan dolay1 asiri



giibrelemeyi engellemektedir. Ayrica, bitki biliylimesine ve iretkenligine yardimci
oldugu, bitkinin verimini/ kalitesini arttirmay1 sagladigi, topraktaki agir metalleri
uzaklastirarak topragi iyilestirdigi ve biyolojik ve cevresel stres kosullarina karsi
bitkinin direncini arttirdig1 i¢in mabhsiil yetistiriciliginde gelecekte daha yaygin
kullanilacag1 dngoriilen bir biyomalzeme olarak goriilmektedir (Shahrajabian ve dig,

2021; Shamshina ve dig, 2020).

1.2 Mikroalgler ve Kitin

Mikroalglerde Kitinin, lorika ve hiicre duvar1 gibi hiicre disi yapilarda bulundugu
gecmisten bugiine kadar yapilan caligmalarla kanitlanmistir. Lorika; protoplast
etrafindaki, protoplasta genel olarak yapisik olmayan vazo seklinde bir zardir.
Bulundugu hiicreyi sarmakta olan yapi, i¢ ice ge¢mis mikrofibrillerden olusmaktadir.
Hiicrelerin biiyiiylip ¢ogalmasiyla birlikte, hiicre tarafindan salgilanan fibriller
aracigiyla lorika da uzamaktadir. Yapiyr olusturan fibriller selilloz ya da kitin
fibrilleridir (Harkin ve dig, 2019; Franke ve Herth, 1973). Lorikanin yapisi, tiirden tiire
gore degisiklik gosterebilmektedir. Halka bi¢imli, koni bigimli, dalgali veya bir tarafa
yonelmis sekilde olabildigi gibi; kirilgan veya yumusak, seffaf veya kalin
olabilmektedir (Hilliard, 1971).

Lorika; Ochrophyta subesinin Chrysophyceae sinifinin bazi cinslerinde (Dinobryon,
Chrysococcus gibi) ve Chlorophyta subesinin Chlorophyceae sinifinin bazi cinslerinde
(Phacotus, Pteromonas ve Dysmorphococcus gibi) bulunmaktadir. Dinobryon
tirlerinde (Dinobryon borgei, Dinobryon cylindricum, Dinobryon aciminatum,
Dinobryon anulatum, Dinobryon sertularia, vs.) bulunan lorika yapisi, ince seliiloz
fibril sisteminden olugmaktadir. Lorika yapisinin kitin fibrillerinden olustugu bilinen

tir ise, Ochromonas malhamensis (Poterioochromonas stipitata) olarak adlandirilan

Chrysophyta subesine ait olan bir tiirdiir (Hilliard, 1971; Herth ve Zugenmaier, 1979).

Diatomlar, silika yapili hiicre duvarlarindan ¢ikan uzun ve ince yapili kitin fibrilleri
tirettigi kanitlanmis bazi tiirleri igermektedir. Diatomlar; silika yapili frustiil ad1 verilen
hiicre duvarlar1 olan, karmasik desenli tek hiicreli mikroalglerdir. Hiicre boliinmesi
i¢cin gerekli bir substrat olarak Si(OH)s formundaki ¢oziinmiis silikon gereksinimi ile

ayirt edilmektedirler (Ozkan ve Rorrer, 2017a; Ozkan ve Rorrer, 2017Db).



Diatomlar, sentrik (merkezli) veya pennat yapida olabilmektedir. Bazi sentrik
diatomlarda kitin iplikleri, hiicre duvarindaki fultoportula adi verilen 06zel
acikliklardan uzamakta ve bu iplikler yiiksek derecede kristal yapida olan B-Kitin
formunda bulunmaktadir. Bu kitin liflerinin, diatom hiicrelerinin  suda
stiriiklenmelerini artirarak batma hizini yavaslattigi diistiniilmektedir. Hiicre dis1 kitin
nanoliflerinin sentrik diatom olan Cyclotella ve Thalassiosira cinsleri tarafindan
tiretildigi bilinmektedir (Wustmann ve dig, 2020; Chiriboga ve Rorrer, 2018). Ayrica
kitin tirettigi net olarak bilinmemesine ragmen genomunda Kitin sentezleyen genlerin
oldugu tespit edilen bazi tiirler de literatiirde gegmektedir (Cizelge 1.1) (Durkin ve dig,
2009).

Kitin nanolifleri, genis bir uygulama alanina sahiptir. Su anda her ne kadar kabuklu
deniz hayvanlarinin atiklarindan elde edilen kitin kullanim1 yaygin olsa da; mevcut
kaynaklarin tahmin edilememesi, son triiniin saflastirilmasinin maliyetli olmas1 ve
rafine edilmesi gereken artik alerjenlerin ve kontaminantlarin varligi gibi cesitli
sorunlar bulunmaktadir. Ayrica, ham kitinin sadece kiiglik bir kisminin
saflastirilabilmesinden dolay1 bu kaynaklardan izole edilen kitin nanolifleri tek tip
olmamaktadir. Bu baglamda, diatomlardan izole edilen saf kitin nanolifleri, orantili
boyutlari, tekdiizelikleri ve safliklari nedeniyle gelecekte degeri artacak bir
biyomalzeme olarak umut vadetmektedir (Ozkan ve Rorrer, 2017a; Chiriboga ve
Rorrer, 2018).

Bu tez calismasinda, mikroalglerin kitin kaynagi olarak kullanilma potansiyelinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Mudanya’dan alinan su
orneklerinden izole edilmis olan diatom susu genetik olarak karakterize edilmis ve
Thalassiosirales takimina ait bir diatom tiirii oldugu sonucuna varilmigtir. Bu sustan
elde edilen kitin fibrilleri saflagtirilmis ve karakterizasyonu yapilmustir. Sitotoksisite
testleri ile farkli konsantrasyonlarda kitinin fibroblast hiicreleri {izerindeki aktivitesi

incelenmistir.



Cizelge 1.1 : Mikroalglerden, kitin tirettigi bilinen ve genomunda kitin sentez genleri bulunan tiirler.

Sube Siif Takim Familya Cins Tiir Konum  Kaynaklar
Ochrophyta Chrysophyceae Ochromonadales Ochromonadaceae Ochromonas O. malhamensis  Lorika 1
Bacillariophyta Mediophyceae Stephanodiscales Stephanodiscaceae Cyclotella C. meneghiniana Hiicre 2
C. cryptica duvart 5 3
C. nana 2
Thalassiosirales  Thalassiosiraceae  Thalassiosira  T. pseudonana 4,5,6
T. guillardii 7
T. punctigura 7
T. weissflogii 7
T. minuscula 7
T. oceanica 7
T. fluviatilis 3
T. rotula 8
Skeletonemataceae Skeletonema S. costatum Genom 7
Bacillariales Phaeodactylaceae =~ Phaeodactylum P. tricornutum 7
Chaetocerotales  Chaetocerotaceae ~ Chaetoceros C. socialis 7
Lithodesmiales  Lithodesmiaceae Lithodesmium L. undulatum 7

NOT: 1) (Herth ve dig, 1977), 2) (Herth ve Barthlott, 1979), 3) (Blackwell, 1967) 4) (Brunner ve dig, 2009a), 5) (Wustmann ve dig, 2020), 6) (Tesson ve dig, 2008), 7) (Durkin
ve dig, 2009), 8) (Brunner ve dig, 2009b). Taksonomik siniflandirma algaebase.org (Guiry ve Guiry, 2022) aracihigtyla yapilmstir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Seri Diliisyon ve Tek Hiicre izolasyonu

2021 y1l1 Haziran ayinda Mudanya’dan toplanan 6rneklerin, miisilaj i¢erigi yogun olan
kismindan ve sivi kismindan 96 kuyucuklu plakalara 22 ppt silikali £/2 ve 22 ppt
silikali L1 ortamlarma seri diliisyon yapilmistir (stvi kistm 1:1 oraninda, kat1 kisim
yaklagik 1:10 oraninda). Plakadaki tiirler 12 sa. gece/ 12 sa. giindliz ayarli 23 °C
sicakliga sabitlenmis iklim kabininde 10 pmol photon.m2.s 151k siddetinde biiyiimeye
birakilmigtir ve igeriginde bulunan tiirlerin ¢ogalmasi diizenli araliklarla ters faz

kontrast mikroskobu ile gézlemlenmistir.

NOT: Seri diliisyon: Herhangi bir kaynaktan alinan su 6rneginin, 96 kuyucuklu
plakalara belli ortamlarda (tatli sulardan alinan 6rnekler i¢cin: Azot iceren ve icermeyen
BG11 ortamlari, Zarrouk ortami gibi; tuzlu sulardan alinan 6rnekler igin: Silikali £/2
(f72+Si) ve L1 (L1+Si) ortamlar1 gibi) seyreltilerek, tiirlerin biiytimelerini
gozlemlemek ve tek hiicre izolasyonu yapabilmek amaciyla ekim yapilmasi islemidir.

Seyreltme yapilacak 6rnegin yogunluguna gore seyreltme orani degisebilmektedir.
Ornegin 1:1 oraninda f/2+Si ortamina seyreltme yaparken;

Sekil 2.1°deki plakada gortildiigii gibi B satirindaki tiim kuyucuklara 100 pL £/2+Si
ortam1 mikropipet yardimiyla koyulur ve 1. kuyucuga 100 pL seri diliisyon yapilacak
olan 6rnekten koyulur. Yavasca pipetaj yapilarak esit bir sekilde karigtirilan 6rnekten
100 pL alarak 2. kuyucuga aktarilir. Yine pipetaj ve 100 pL yan kuyucuga aktarma
islemleri yapilir ve bu islem 12. kuyucuga kadar tekrar eder. Boylece 12. kuyucukta
200 pL ornek kalmis olur. Eger iklim kabininde buharlagma fazla oluyorsa tiim kenar
kuyucuklara 200 pL otoklavlanmis saf su konulur. Boyle bir durumda seri diliisyon B

satir1 boyunca B2-B11 kuyucuklar arasinda yapilmis olur.
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Sekil 2.1 : Seri diliisyon plakasi.

Ortalama 1 ay takip edilen plakalarda karisik bir sekilde bulunan tiirlerden istenilen
diatom tiirlinlin, miisilajin kat1 tabakasindan yapilan seri diliisyon kuyucugunda /2+Si
ortaminda ¢ogalmaya basladigi gézlemlenmistir. Tek hiicre ¢ekimi yapmak amaciyla
lam {izerine 5-6 farkli noktaya 20 pl f/2+Si ortam1 damlatilmistir. Damlalardan birine,
diatomun ¢ogaldig1 kuyucuktan yaklasik 5 pl eklenmis ve 10 ul ’lik mikropipet
yardimiyla inverted faz kontrast mikroskopta goriintiileyerek tek hiicre g¢ekimi
yapilmustir. Cekilen tek hiicre lam {izerindeki diger f/2+Si ortamlarinda yikanmis ve
icerisinde temiz f/2+Si ortami bulunan yeni bir kuyucuga aktarilmistir. Tiriin tek
hiicre ¢ekildigine emin olmak amaciyla tek hiicre izolasyonu 4-5 kez tekrarlanmis ve
farkli kuyucuklara alimmistir (Sekil 2.2). Ayni iglemler yapilarak tiirin L1+Si

ortaminda da ¢ogaltilmasi takip edilmistir.

Tek hiicre plakasi ters faz kontrast mikroskobu ile takip edilmis, hiicreler belli
yogunluga ulastiktan sonra iginde f/2+Si ortami bulunan 15 ml’lik falkonlara
almmuistir. Iklim kabini igerisine birakilan falkonlar siras1 ile yogunluguna bagl olarak
250, 500 ve 1000 mI’lik erlenlere aktarilmistir. Kiiltiirlere yaklasik olarak her hafta
ortam eklenmistir ve 600 ml hacme ulagan diatom kiiltiirii yogunlastirilmak tizere

ortam eklemeden 3 ay iklim kabini igerisinde kiiltiirlenmistir.

12



Kitin iceren ditom tdrinin
bulundugu 6rnek

Steril f/2+Si ortami

Sekil 2.2 : Tek hiicre izolasyonu sematik gosterimi (Ortam eklemek, yeni kiiltiir
olusturmak, biiyiik hacme almak gibi biitiin islemler biyogiivenlik kabini igerisinde
atese yakin bir sekilde ¢aligilarak yapilmistir.).

2.2 Diatom Susunun Biiyiime Kosullari

Diatom kiiltiirii tek hiicre plakasinda ve biiyiik hacme alindiginda 12 sa. gece/ 12 sa.
giindiiz ayarl1 23 °C sicakliga sabitlenmis iklim kabininde 10 pmol photon.m2.s™ 151k
siddetinde kiiltiirlenmistir. Biitiin kiiltiirlerde f/2+Si ortam1 (Guillard ve Ryther 1962,
Guillard 1975) kullanilmistir.

f/2+Si ortami hazirlarken ihtiyag duyulan deniz suyunun filtrelenmesi, Millipore
membran filtrasyon sistemi ile ti¢ farkli gézenek capli filtre kullanilarak yapilmistir.
[lk olarak 2 um gdzenek capli Millipore naylon membran filtreden, ardindan 1,2 um
gozenek capli Whatman Grade GF/C mikrofiber filtre kagidindan gegirilmis ve son
olarak da 0,22 um goézenek ¢apli PVDF vakum filtreden gegirilmistir. Kullanilana

kadar +4 °C’de saklanmuistir.
/2+S1 ortam1 hazirlama asamalar1 agagidaki gibidir:

950 ml filtrelenmis deniz suyuna vitamin stoku disindaki tiim stoklar eklenmis
(Cizelge 2.1), deniz suyuyla 1 L’ye tamamlanarak otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi
oda sicakligina gelen f/2+Si ortamina vitamin stoku da eklenmistir. Hazir olan ortam

+4 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 2.1 : Stok soliisyonlar1 ve miktarlari.

Stok Icerik Stok Soliisyonu Ortam
(o/L dH20) hazirlarken
Stok1  NaNOs 75 1ml
Stok2  NaH:PO4- H20 5 1ml
Stok 3  NazSiOs3 - 9H20 30 1ml
Stok 4  Eser metal soliisyonu Cizelge 2.2 1ml
Stok 5  Vitamin soliisyonu Cizelge 2.3 0,5ml

Stok 4’lin hazirlanmasi;

950 ml dH20 igerisinde FeCls -

6H.O ve Na;EDTA - 2H,O gerekli miktarda

¢ozdiiriilmiistiir. Igerisine takip eden tiim soliisyonlardan 1’er ml koyulmus ve toplam

hacim 1 L’ye tamamlanarak eser element stoku hazirlanmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 : Eser element soliisyonu igerigi ve miktarlari.

Stok Icerik Stok Soliisyonlar: Stok Soliisyonu
(g/L dH20) Icerik Miktar

Stok4  Eser metal soliisyonu

FeCls - 6H20 - 3,159

Na;EDTA - 2H,0O - 4,36 ¢

MnCl; - 4H20 180 1mil

ZnSOq4 - TH20 22 1mil

CoClz - 6H20 10 1mil

CuSOQOg4 - 5H20 9,8 1mil

Na;MoOg4 - 2H20 6,3 1ml

Stok 5°1in hazirlanmasi;

950 ml dH0 igerisinde tiamin - HCI gerekli miktarda ¢ozdiiriilmiistiir. Icerisine diger

vitamin stoklarindan 1’er ml koyulmus ve toplam hacim 1 L’ye tamamlanmistir

(Cizelge 2.3). Karistirilan stok soliisyonu 0,22 pm’lik siringa filtresinden gegirilmis

ve -20 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 2.3 : Vitamin stogu icerigi ve miktarlari.

Stok Icerik Stok Soliisyonlar1  Stok Soliisyonu
(g/L dH20) Icerik Miktar
Stok 5  Vitamin soliisyonu
Tiamin - HCI (B1 vitamini) - 200 mg
Biotin (H vitamini) 1 1ml

[

Siyanokobalamin (B12 1ml

vitamini)

NOT: Miisilaj ornekleri ve deniz suyunun Mudanya’dan olmasi sebebiyle ortam
hazirlarken tuzlulukla ilgili herhangi bir degisiklik yapilmamistir. Kiiltiirleme
yaparken, 22-24 ppt tuzluluk arasindaki Mudanya deniz sulari ile hazirlanan f/2+Si
ortami kullanilmigtir. Ayrica ortam hazirlarken kolaylik olmasi agisindan vitamin

stoku 2 ml’lik ependorf tiiplerine paylastirilmigtir.

2.3 Diatom Susunda Tiiriin Belirlenmesi ve Genetik Analizler

2.3.1 DNA izolasyonu

Diatom susundan DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification Kiti kullanilarak yapilmistir. Diatomlara 6zel bir protokolii olmadigindan
mayalar i¢in olan protokol temel alinmistir. DNA izolasyonu asamalar1 asagidaki
gibidir:
1. Kiiltirden 2 ml alarak ependorf tiipline aktarilmis, 16 000 x g’de 3 dk.
santrifiijlenmisgtir.
2. Siipernatant atilmis, pelet 500 pl Yeast lysis buffer ile karistirildiktan sonra 37
°C’de 1 sa. inkiibe edilmistir.
3. Inkiibasyon sonrast 3000 x g’de 10 dk. santrifiijlenmis ve siipernatant
atilmastir.
4. Pelet lizerine 180 pul Digestion Solution eklenerek karistirilmistir. 20 pl
Proteinase K Solution da eklendikten sonra vortekslenmis, ardindan 56 °C’de
45 dk. inkiibe edilmistir.
5. Ornek iizerine inkiibasyon islemi bittikten sonra 20 ul RNase A Solution

eklenerek vortekslenmis ve oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakilmistir.
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10.

11.

10 dk. sonunda 200 pl Lysis Solution eklenmis, homojen bir karisim olana
kadar (~15 sn.) vortekslenmistir.

Ornek {izerine 400 ul % 50’lik etanol eklenmis, vortekslendikten sonra
GeneJET Genomic DNA Purification kolonuna biitiin 6rnek yiiklenmistir. 6
000 x g’de 1 dk. santrifiij sonrasi altindaki toplama tiipli yenisiyle
degistirilmigtir.

Kolon igerisine 500 ul Wash Buffer | ‘den eklendikten sonra 8 000 x g’de 1
dk. santrifiijlenmistir. Toplama tiiptline biriken Wash Buffer I dokiilmiis ve tiip
kolona tekrar takilmistir.

Kolon igerisine 500 pl Wash Buffer Il ‘den eklendikten 16 000 x g’de 3 dk.
santrifiij sonrasi toplama tiipii atilmis ve kolon 1,5 ml’lik ependorf tiipiine
takilmastir.

Kolonun ortasina denk gelecek sekilde 200 pl ultra saf su (otoklavlanmis, 0,22
um filtreden gegerek -20 °C’de tutulan) eklenmis ve oda sicakliginda 2 dk.
inkiibe edildikten sonra 8 000 x g’de 1 dk. santrifiijlenmistir.

Ependorf tiipii lizerinden kolon ¢ikarilip atilmis ve tiip igerisinde bulunan

saflastirilmis DNA, kullanilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

2.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Diatom susunun genomik DNA’larinin ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi

tayini ve ¢ogaltilmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir. ITS bolgesi

icin rRNA kii¢iik alt grubunun 3’ ucuna baglanan TW81 primeri ve rRNA biiyiik alt

birimine baglanan AB28 primerleri kullanilmistir.

PZR reaksiyonlar1 BioRad T100 thermal cycler kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR

deney prosediirii asagidaki gibidir;

1X Karigim (25 pl i¢in)

10X Ammonium tampon soliisyonu (AMPLIQON) = 2,5 ul
MgCl: soliisyonu (25 Mm, AMPLIQON) = 0,5 ul

dNTP soliisyonu (10 mM, AMPLIQON) = 0,5 ul

TWS81 (10 uM stok) =1 pl

AB28 (10 uM stok) =1 ul

Taq polimeraz (5 U/ul, AMPLIQON) = 0,125 nl

Steril Ultra Saf Su= 14,375 ul
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e Genomik DNA =5 pl

PZR dongiisii, 1 dongii: 95 °C’de 5 dk.; 5 dongii: 90 °C’de 1 dk., 50 °C’de 2 dk.; 1
dongii: 72 °C’de 1 dk.; 30 dongii: 90 °C’de 1 dk, 60 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1 dk. ve son
cogaltma 72 °C’de 10 dk. olacak sekilde yapilmistir. Reaksiyon sonrasi Ornekler

kullanilana kadar -20 °C’de saklanmugtir.

2.3.3 Jelde yiiriitme

% 1,5’lik agaroz ¢Ozeltisi hazirlamak i¢in 0,75 g agaroz tartilmis, 50 ml 1x Tris Borate
EDTA (TBE) tampon soliisyonu ile karistirilarak mikrodalga firinda 5 dk. kapagi
gevsek kapali bir sisede kaynatilmistir. Mikrodalgadan alinan ¢ozelti dikkatli bir
sekilde calkalayarak sogutulmus ve igerisine yliriitme isleminin goriinirligiini
saglamak amaciyla 2 ul SERVA DNA Stain G boyasi eklenerek karigtirilmistir.
Cozelti jel tankina dikkatli bir sekilde (baloncuk olmamasina dikkat edilmeli)
dokiildiikten sonra jellesmenin gerceklesmesi i¢in 30 dk. beklenmistir. Donan jel 1X
TBE soliisyonu ile doldurulmus kiigiik elektroforez tankina yerlestirilmis, lizerini 3-5

mm gecene kadar 1X TBE soliisyonu koyulmustur.

PCR yapilan 50 pl DNA 6rnegi ile 11 pl 6X jel ylikleme boyasi (mavi) karistirildiktan
sonra kuyucuklara biitiin 6rnekler yiiklenmis, ilk kuyucuga ise 6 pul marker eklenmistir.
100 V°da 45 dk. yiiriitiilmiistiir. Yiriitme sonrasi jel, BIORAD jel goriintiileme cihazi

ile kontrol edilmistir.

2.3.4 Jelden DNA ekstraksiyonu

Jelden kesilen DNA pargaciklar1 2 ml’lik ependorf tiipii igerisine toplanmus,
saflastirma Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction kit ile yapilmistir. Jel iizerine
1:1 oraninda Binding Buffer (100 mg jele, 100 pl tampon) eklendikten sonra 60 °C’de
10 dk. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 ependorf tiipii igerisindeki érnek GeneJET saflastirma kolonuna
alinmig, 16 000 x g’de 1 dk. santrifiijlenmistir. Kolonda biriken tampon ¢ozeltisi
bosaltilip kolon tekrar takildiktan sonra iizerine 700 ul Wash Buffer eklenmis ve 16
000 x g’de 1 dk. santrifiijlenmistir (Wash Buffer’t tamamen uzaklastirmak i¢in 2 kez
yapilmustir).

Santrifiij sonrasi kolonun alt kism1 atilmis, saflagtirma kolonu 1,5 ml’lik ependorf

tiiplerine takilmistir. Uzerine 30 ul ultra saf su (otoklavlanmis, 0,22 pum filtreden

17



gecerek -20 °C’de tutulan) eklenmistir. 16 000 x g’de 1 dk. santrifiijlenen 6rnek
tizerinden saflagtirma kolonu uzaklastirilmis ve 1,5 ml’lik ependorf tiipii icerisinde
biriken O6rnekten DNA o6l¢tiimii yapilmistir. Saflastirilan PZR {iriinlin dizilenmesi

hizmet alim1 yoluyla yapilmistir.

2.3.5 Filogenetik Analizler

Diatom susuna ait ileri ve geri gen dizisi okumalart Mega 11 (Tamura ve dig, 2021)
yaziliminda diizenlenmistir. Diizeltilmis ve ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2 genlerini igeren
dizinin hangi cins ve tiire ait oldugunu tespit etmek icin 6ncelikle BLAST analizi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) yapilmistir. BLAST analizinde elde edilen
sonuglardan giivenilir olanlar (Or: iyi bir dergide basilmis ve/veya giivenilir bir kiiltiir
koleksiyonu suslarina ait gen dizileri) Mega 11 yazilimi (Tamura vd. 2021) vasitasiyla
indirilmis ve bir hizalama dosyas1 olusturulmustur. Hizalama Mega 11 yaziliminda
Muscle kullanilarak yapilmistir. Hizalanmig veri seti i¢in en uygun model Mega 11
kullanilarak belirlenmis; bu model kullanilarak maksimum olabilirlik (ML) agaci1 yine

Mega 11°de 1000 bootstrap ile olusturulmustur.

2.4 Mikroalg Suslarinda Kitin izolasyonu, Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

2.4.1 Kitin izolasyonu

3 ay igerisinde yogun hale gelen diatom kiiltiiriinden Kitin izolasyonu yapmak

amaciyla Paul LeDuff ve Gregory L.Rorrer’in (2019) metodundan yararlanilmigtir.

1. Yogun halde olan kiiltiirden 50 mI’lik falkona 25 ml aktarilmis (Ug tekrarl iig
farkl: siire ile ¢alisilacag i¢in 9 adet 25 ml’lik 6rnek hazirlanmistir), 1 dk. el
ile kuvvetli bir ¢alkalama yapilmistir. Calkalamadan sonra kag¢ dakika vorteks
sonucunda en yiiksek verimde kitin elde edilecegini anlamak amaciyla ti¢ farkli
stirede vorteksleme islemi yapilmistir. 1. ii¢ tekrarl 6rnek 5 dk., 2. {i¢ tekrarh
ornek 9 dk. ve 3. {i¢ tekrarli 6rnek ise 13 dk. vortekslenmistir. Boylece kitin
iplikleri diatomlardan ayrilmustir.

2. Vorteksleme sonucunda hiicrelerden koparilan kitini toplamak amaciyla biitiin
ornekler 1500 x g’de 1 dk. santrifiijlenmistir. Boylece kitin iplikleri hafif
oldugu icin supernatantta, diatom hiicreleri ise agir oldugu i¢in pelette

toplanmustir.
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3. Kitini saflastirmak amaciyla santrifiij sonras1 9 6rnegin siipernatantlari ayri
ayrt falkonlara alinmis, diatom hiicreleri ise daha sonraki c¢alismalarda
kullanilmak tizere -80 °C derin dondurucuya kaldirilmistir. Ependorf tiiplerine
paylastirilan siipernatantlar, 16 000 x g’de 30 dk. santrifiijlenmistir.

4. Santrifiij sonrast hafif olan kitin pelette toplanmistir. Siipernatant
uzaklagtirilmis, pelette kalan kitin ultra saf su ile yikanarak 16 000 x g’de 20
dk. santrifiijlenmistir.

5. Yikanan peletin slipernatant1 uzaklastirildiktan sonra pelete, kalsiyum karbonat
tuzlarimi ¢6zmek amactyla manyetik karistirict tizerinde 70 °C’de 1.0 M HCl
(oda sicakliginda, ~ 1:1 oranda) ile beher icerisinde 30 dk. karistirilarak
muamele edilmistir. Muamele sonrasi1 tekrar ependorflara alinan 6rnekler 16
000 x g’de 20 dk. santrifiijlenmis ve slipernatatlar1 uzaklastirilmistir.

6. Pelete, kitin ipliklerine adsorbe olmus protein ve fristiil kalintilar1 varsa
uzaklastirmak i¢in kuru agirlikta % 0,5 sodyum dodesil siilfat (SDS, oda
sicakliginda, ~ 1:1 oranda) ile beher igerisinde 5-30 dk. karistirilarak muamele
edilmistir. Muamele sonrasi ependorflara alinan 6rnekler 16 000 x g’de 20 dk.
santrifiijlenmis ve stipernatatlar1 uzaklastirilmistir.

7. Diger kalan organik safsizliklari uzaklastirmak i¢in pelete, % 95°1ik etanol (oda
sicakliginda, 2:1 oraninda) ile 5 dk. karistirarak muamele edilmistir. Muamele
sonrast tekrar ependorflara alinan 6rnekler 16 000 x g’de 20 dk. santrifiijlenmis
ve slipernatantlar1 uzaklastirilmistir.

8. Son olarak pelette net bir sekilde goriilen kitin fiberleri, etanol ile tekrar
yikanarak 16 000 x g’de 20 dk. santrifiijlenmistir. Bu yikama ve sonrasinda
santrifiijleme islemleri 2-3 kez tekrarlanarak 25 ml 6rnekten ¢ikan tiim kitin
ipliklerin bir ependorfta toplanmasi saglanmaistir.

9. Sonug olarak basta hazirlanan 9 adet 25’er ml’lik 6rnekteki kitinler 9 adet
ependorf tliplinde toplanmistir. Santrifiij sonrasi etanol kitin ipliklerine
degmeden uzaklastirilmistir. Etanolii uzaklastirarak kitin ipliklerinin tamamen

kurumasi amaciyla etiivde 45-55 °C’de 8-16 sa. kurutulmustur.

NOT: 500 ml 1.0 M HCI ¢ozeltisi hazirlarken;

% . d.10 37.1,19.10
M = M = —
MA 36,5

M1.Vi=M2V2 12M.V1i=1M.500ml Vi1=412mlIHCI V,=458,3 mldH20

M=12M
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d (yogunluk) = 1,19 g/cm?®

% (kiitlece derigim) = % 37’1lik HCI

MA (Molekiil Agirhig) =36,5 g

M1 = Hazir HCI molaritesi

M2 = Hazirlanmak istenen HCI molaritesi

V1 =500 ml soliisyon hazirlamak i¢in kullanilacak olan hazir HC] hacmi

V2 =500 ml soliisyon hazirlamak i¢in kullanilacak olan dH2O hacmi

2.4.1.1 Kitin eldesi metodu optimizasyonu

Kitin izole edildikten sonra saflastirma agsamasinda SDS muamelesi, proteinlerin ne
kadar SDS muamelesi ile daha ¢ok uzaklastigini anlamak amaciyla, iki denemede
farkl siirelerde yapilmustir. Ik denemede 5 dk., ikinci denemede ise 30 dk. SDS ile

muamele edilmistir.

Iki deneme sonucuna gére elde edilen kitin érneklerinin protein tayini i¢in Lowry
metodu (Barbarino, 2005), érneklerin karakterizasyonunu ve protein miktarindaki
degisimi anlayabilmek amaciyla Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopi
(PerkinElmer, Massachusetts, U.S.A) cihazi kullanilmistir.

2.4.2 Kitin karakterizasyonu

Izole edilen kitinin karakterizasyonu Fourier Transform Infrared (FTIR)

spektroskopisi ile yapilmistir.

2.4.2.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ile kitin analizi

Farkli protein icerigi olan kitin numunelerinin yapisindaki fonksiyonel gruplarin
belirlenmesi amaciyla Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopi (PerkinElmer,
Massachusetts, U.S.A) kullanilmistir. Analizlerde kitin karakterizasyonundan sorumlu
ozellikle C-O-C, C-O ve B-kitini gosteren bolgeler incelenmistir; a) 1146-1156 cm,
b) 1073-1014 cm™ ve ¢) 1455-1374 cm™* (Dahmane ve dig, 2014; Vallejo-Dominguez
ve dig, 2021).
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25 Kitin Yapisimin  ve Diatom Hiicrelerinin  Mikroskobik  Olarak

Goriintiillenmesi

Diatom hiicreleri ters faz kontrast mikroskobu ile 4x, 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde
incelenmis ve hiicrelerin goriintiileri alinmistir. Ayrica hiicreler ve izole edilen Kitin
iplikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edilmistir. SEM analizi i¢in

orneklerin hazirlanmasi asagidaki gibidir.

Sadece filtreleme: 15 ml yogun diatom kiiltiirii 2 um gézenek ¢apli Millipore naylon
membran filtreden gegirilmistir. Uzerinde hiicreler bulunan filtre, bir petri {izerine
alinarak kapagi kapatilmadan 35 °C etiivde 24 sa. kurutulmustur. Kurutulmus olan

ornek SEM goriintiilemeden 6nce 11 nm altin-paladyum karisimi ile kaplanmastir.

HCI muamelesi: 15 ml yogun diatom kiiltlirii santrifiijlenmis ve hiicreler pelette
toplanmistir. Yaklasik 30 ml % 15’lik HCI ile beher igerisinde manyetik karistirict
yardimiyla karistirilarak 1 sa. boyunca 110 °C’de kaynatilmistir. Ardindan 15 ml’lik
falkonlara alinan 6rnek sogutulmus ve 3-5 kez saf su ile yikandiktan sonra 2 pm
gozenek capli Millipore naylon membran filtreden gecirilmistir. Uzerinde hiicreler
bulunan filtre, bir petri lizerine alinarak kapagi kapatilmadan 35 °C etiivde 24 sa.
kurutulmustur. SEM goériintiilemeden 6nce 6rnek, 15 nm altin-paladyum karisimi ile

kaplanmustir (Saad ve dig, 2020).

H202 muamelesi: 15 ml yogun diatom kiiltiirii santrifiijlenmis ve hiicreler pelette
toplanmustir. Yaklasik 50 ml % 15’lik H203 ile beher igerisinde manyetik karistirict
yardimiyla karistirtlarak 12 sa. boyunca 60 °C’de isitilmistir. Ardindan 15 ml’lik
falkonlara alinan 6rnek sogutulmus ve 3-5 kez saf su ile yikandiktan sonra 2 pm
gozenek capli Millipore naylon membran filtreden gecirilmistir. Uzerinde hiicreler
bulunan filtre, bir petri lizerine alinarak kapagi kapatilmadan 35 °C etlivde 24 sa.
kurutulmugtur. SEM goériintiilemeden 6nce 6rnek, 15 nm altin-paladyum karisim ile

kaplanmistir (Saad ve dig, 2020).

Kitin iplikleri: Izole edilen kitinden daha temiz bir gériintii elde etmek amaciyla ~ 1
mg kitin 2ml saf suyla karistirilmis ve 14 000 kDa molekiil agirliginda olan diyaliz
membraninda saf suya karsi bir glin boyunca manyetik karistiricida karistirilarak
diyaliz yapilmistir. Diyaliz sonrasi kitin iplikleri liyofilize edilmis ve SEM analizine
kadar desikatdrde muhafaza edilmistir. SEM goriintiilemeden once ornekler 15 nm

altin-paladyum karigim ile kaplanmstir.
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NOT: Kurutulmus 6rnekler SEM analizine kadar desikatorde muhafaza edilmistir.
Analizden once orneklerin kaplama kalinliginin farkli olmasinda &zel bir sebep

bulunmamaktadir. Cihazin durumuna goére kaplama kalinligina karar verilmistir.

2.6 Kitin Coziiciisii ve Testler

2.6.1 Kitin ¢oziiciisii

Kitin ipliklerini ¢6zmek amaciyla CaCl, - 2H,0 - MeOH ¢oziiclisi hazirlanmistir
(Tamura ve dig, 2006). Coziicii konsantrasyonu 1 L metanolde 850 g kalsiyum kloriir
dihidrat olacak sekilde hesaplanmistir. Manyetik karistiric1 lizerinde karistirilarak
hazirlanan ¢o0ziicli bir giin oda sicakliginda bekletilmistir. Kati maddenin
yogunlugundan olusan bulaniklik ve ¢okmeyi gidermek amaciyla buharlastirip
yogunlastirma yontemi kullanilmistir. Metanoliin kaynama noktasindan daha yiiksek
bir sicaklik olan 100 °C’de 15-30 dk. manyetik karistiric1 izerinde karistirarak saydam
hale getirilmistir. 1 ml ¢oziicii igerisinde 4 g kitin 45 °C’ye ayarlanmig manyetik

karistirict iizerinde karistirilarak 60 saatte ¢ozdiiriilmistiir.

NOT: 15 ml’den fazla hazirlanan c¢oziiciiler birka¢ gilin icerisinde kristalize
olmaktadir. Bu durumda tekrar 100 °C’ye ayarlanmis manyetik karistirict tizerinde

karistirilarak saydam ve homojen hale getirilebilmektedir.

2.6.2 Sitotoksisite testleri

Kitinin L929 hiicre hatt1 (fare fibroblast) tizerindeki sitotoksik etkileri, notral kirmizisi
alim (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

sitotoksisite testleriyle incelenmistir.

2.6.2.1 Notral Kirmizi Alm (NKA) yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

1. 1929 hiicreleri hizla su banyosunda ¢oziilmiis ve DMEM (%10 FBS, %1
Penisilin- Streptomisin) besi yeri i¢eren yatay hiicre kiiltiirii sisesine alinmistir.
Hiicreler, CO; inkiibatoriinde 37 °C'de 2-3 giin inkiibe edilmistir.

2. Ters faz kontrast mikroskobu ile hiicrelerin canlilig1 ve kontaminasyon durumu
kontrol edildikten sonra hiicre kiiltiir siispansiyonu, yatay hiicre kiiltiirii
sisesinden sise tabanina degmeden dikkatlice uzaklastirilmistir.

3. Hiicreler 2 kez 10 ml Dulbecco’s Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) ile

yikandiktan sonra hiicrelerin tabandan tamamen ayrilmasint saglamak
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10.

amaciyla siseye 3 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilmistir. inkiibatorde 5 dk.
bekletilmesinin ardindan tripsin etkisini durdurmak amaciyla siseye 3 ml besi
yeri eklenmistir.

Yatay hiicre kiltiirii sisesindeki hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkona
aktarilmig, hiicrelerin ¢okmesi i¢in 25 °C'de 400 x g’de 10 dk.
santrifiijlenmigtir. Siipernatant dikkatli bir sekilde mikropipet yardimiyla
uzaklastirilmis, ardindan hiicre peleti 5 ml besi yeri ile karistirilarak yeni bir
hiicre siispansiyonu hazirlanmistir.

Sayim yapmak amaciyla, bir ependorf tiipii i¢erisine 10 pl hiicre siispansiyonu
ve 10 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek iyice karistirilmistir.
Karisimdan yaklasik 10 pl Thoma lamma (sayim lami) alinmig ve 1s1k
mikroskobu altinda (lami1 olusturan karelerin kenar cizgileri hari¢) parlak ve
renksiz olan, yasayan hiicreler sayilmistir.

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu, besi
yeri ile seyreltilmistir. 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 200 pl (10.000
hiicre/kuyucuk) olacak sekilde ekim yapilarak COz2 inkiibatdriinde 37 °C'de 24
sa. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki besi yeri atilmistir.
1 ml 4 mg/ml konsantrasyonunda olan kitin-Ca ¢oziiciisii ¢ozeltisi, 19 ml besi
yeri ile kanistirilmis ve en yiiksek kitin konsantrasyonu 200 pg/ml olacak
sekilde hazirlanmis, daha sonra seyreltilerek sirasiyla 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pg/ml, 10 pg/ml ve 5 pg/mltoplamda 6 farkli uygulama konsantrasyonu
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakaya her bir numune 8 tekrarli olmak tizere
200 pl/kuyu eklenmistir.

Ayrica li¢ adet kontrol grubu hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarak
hi¢bir madde muamelesi yapilmayan besi yeri ortami, pozitif kontrol olarak %
0,1 triton x-100 uygulama grubu ve % 5’lik Ca ¢oziiciisii ile hazirlanan ¢oziicii
kontrol grubudur. Kontrol gruplar1 kuyucuklara eklendikten sonra, plaka CO-
inkiibatoriinde 37 °C'de 24 sa. inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki besi yeri atilmis, NK standart stok
¢oOzeltisinden her bir kuyucuga 200 pl eklenerek CO2 inkiibatoriinde 37 °C'de
3 sa. daha inkiibe edilmistir.

3 sa. sonunda kuyucuklardaki NK ¢ozeltileri atilmis ve kuyucuklar {i¢ kez 200
ul PBS ile yikanmistir. Her bir yikamadan sonra kuyucuklardaki PBS atilarak
plaka kurutulmustur.
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11. Tiim kuyucuklara fiksasyon ¢ozeltisinden (% 50 etanol, % 1 asetik asit, % 49

su) 200 pl eklendikten sonra plakalar 15 dk. yatay calkalayicida ¢calkalanmaistir.
Calkalama sonrasinda kuyucuklarda olusan renk siddeti BioTek Epoch
mikroplaka okuyucu ile 540 nm'de ol¢tilmiistir.

12. Her bir maddenin konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin kontrol

absorbans degerine orani 100 ile garpilarak % hiicre canliligr ve inhibisyon

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

13. Calismalar ayr1 zamanlarda iki kez tekrarlanmis ve hesaplamalar iki ¢alismanin

ortalamasi olarak belirlenmistir.

NOT: Hiicrelerin kontamine olmamas1 agisindan test asamalari steril ¢alisma kabini

icerisinde yapilmistir. CO; inkiibatorii % 5 CO2 ve % 95 nem i¢cermektedir.

2.6.2.2 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

1.

NKA yontemindeki anlatildigi sekilde 1929 hiicre kiiltiirii hazirlanmastir.
Ardindan 96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler, iizerine Ca ¢oziiclisii ile
¢oziinen kitin 6rneginin 6 farkli konsantrasyonu ve kontrol 6rnekleri 8 tekrarli
olacak sekilde eklendikten sonra CO; inkiibatoriinde 37 °C'de 24 sa. inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi madde ¢dzeltileri atildiktan sonra ve her bir kuyucuga 100
ul besi yeri ve hazirlanan MTT ¢d6zeltisinden (5 mg thiazolyl blue tetrazolium
bromide, 1 ml PBS igerisinde ¢oziilmiis ve 9 ml besi yeri ile karistirilarak
hazirlanmistir) 10 pl eklenmistir. Plaka COz2 inkiibatoriinde 37 °C'de 4 sa. daha
inkiibasyona birakilmistir.

4 sa. inkiibasyon sonrasinda MTT c¢ozeltisi atilmis, kuyucuklarda olusan
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 100 pl dimetil siilfoksit
(DMSO) eklenmistir. Cozlinmeyi sonlandirmak i¢in plaka yatay calkalayicida
10 dk. calkalanmustir.

Calkalama islemi sonrasinda kuyucuklarda olusan renk siddeti BioTek Epoch
mikroplaka okuyucu cihazinda 570 nm'de dl¢tilmiistiir.

Her bir maddenin konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin kontrol

absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre canlilig1 hesaplanmastir.
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6. Calismalar farkli zamanlarda 2 kez tekrarlanmis ve sonuglar 2 ¢alismanin

ortalamasi olarak hesaplanmaistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Tek Hiicre izolasyonu ve Biiyiime Kosullar

Yapilan literatiir caligmalarina dayanarak ve deniz suyu kullanilarak hazirlanan f/2+Si
ve LI1+Si ortamlarma seri dilisyon yapilmistir (Andersen, 2005). Tek hiicre
izolasyonu yapilarak f/2+Si ve L1+Si ortamlarinda biiylimesi takip edilen diatom
tiiriiniin plakalarda her iki ortamda da ¢ogaldig1 gézlemlenmistir. Kitin iireten diatom
tirlerinin kiiltiirlenmesinde iki ortamin da kullanildigr goriilmektedir (LeDuff ve
Rorrer, 2019; Ogawa ve dig, 2011). Diatom tiirii bu asamada heniiz genetik olarak
analiz edilmediginden dolay1 plakalardaki hiicre yogunluguna ve biiylik hacme
alindigindaki durumuna gore devam edilecek ortam tiirii se¢ilmistir. L1+Si ortaminda
biiylik hacme alinan diatom tiiriiniin saglikli biiytimedigi, ancak f/2+Si ortaminda daha
saglikli ve dengeli bir sekilde biiyiidiigli gozlemlenmistir. Bu nedenle f/2+Si ortaminda
kiiltiirlenmeye devam edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 : Diatom kiiltiiriniin farkli hacimlerde goriintiilenmesi.
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Diatomlar fotosentezden sorumlu olan klorofil pigmentine ek olarak, altin-kahverengi
renklerinden sorumlu olan ksantofil pigmentini igerirler. Boylece hiicre kiiltiirleri bu
renklerde olmaktadir (Gerardi ve Lytle, 2015). Tez ¢calismasinda biiyiik hacme alinan
diatom kiiltiirii, kiiltiirleme isleminin baslarinda daha saydamken ve hiicreler
kahverengimsi bir renkte goziikiiyorken, hiicre yogunlugunun artmasiyla birlikte
saydamligin azaldigi ve daha bulanik bir goriintii olustugu gézlemlenmistir. Diatom
hiicrelerinin {irettikleri hiicre dis1 polisakkarit olan kitin ipliklerinin yogunlugu da
hiicre sayisiyla dogru orantili olarak artmaktadir. Ipliklerin olusmasindan dolayz,

kiiltiirlin bulanik olarak goriindiigli diistiniilmektedir.

Diger mikroalg suslarinda oldugu gibi diatom suslarmin kiiltirleme kosullar1 da
hiicrenin biiyiime hizini, morfolojik yapisini, {irettigi hiicre dis1 polisakkarit miktarini
etkilemektedir. Bu tez ¢alismasinda literatiire benzer sekilde 20-25 °C sicaklikta, 12
sa. gece/ 12 sa. giindiiz 151k dongiistinde kiiltiirleme yapilmistir. Ancak literatiirde kitin
iireten diatomlar igin 151k siddeti 100 pumol photon.m?2.s? degerindeyken, tez
calismasmda 10 pmol photon.m?2.s? 151k siddeti ile devam edilmistir (Ozkan ve
Rorrer, 2017a; Ogawa ve dig, 2011). Kiiltiirleme yapilan diatom susunun yeni izole
edilmis olmasi, bliyiime kosullarinin bilinmemesi ve tek hiicre plakasindan itibaren
bliyiilk hacme alindiginda da bu 1sik siddetinde saglikli bir sekilde ¢ogaliyor
olmasindan dolayr 151k siddetinde degisiklik yapilmamustir. Literatiire dayanarak,
yaklagtk 100 pmol photon.m?2.s? 11k siddetine ayarl iklim kabininde kiiltiirleme
denenmis olsa da kiiltiiriin saglikli olmadig1 gézlemlenmistir. Bu durumun; 151k siddeti
degerleri arasindaki yiiksek fark sebebiyle hiicrelerin strese girmis olmasindan ve

hizlica 6liim fazina gegmesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

3.2 Filogenetik Analizler

BLAST analizinde diatom susuna ait gen dizisine en yakin benzerlik % 90 ile bir
Conticribra (Thalassiosira) weissflogii susunda (CCMP 1051) elde edilmistir. Gen
bankasinda yer alan diger giivenilir C. weissflogii suslarinin da ayn1 gen bolgesi igin
birbirlerine benzerliklerinin % 90 ve iizeri oldugu gorilmistiir. Sekil 3.2°de verilen
Maksimum Olabilirlik (ML) filogenetik agaci tez calismasinda izole edilen susu
(Thalassiosirales sp.) Conticribra weissflogii suslar1 ile gruplandirmis ve diger
Thalassiosira spp. ve Cyclotella spp. suslarindan ayirmistir. Bu veriler izole edilen

diatomun Contricribra weissflogii olabilecegini isaret etse de, en yakin benzerligin %

27



90’da kalmas1 ve Thalassiosira’nin parafiletik ve/veya polifiletik yapisi1 (Stachura-
Suchoples ve Williams, 2009) ilave genetik ve morfolojik c¢alismalarin yapilmasini
gerekli kilmaktadir. Ayrica kiiltiirlenen diatom susundan elde edilen SEM goriintiileri
ile Conticribra weissflogii SEM goriintiileri karsilastirilmis ve yapisal olarak farkli
oldugu gériilmiistiir (Bknz. boliim 3.4). Ozellikle bu diatoma ait kiigiik ve biiyiik alt
tinite rRNA gen dizilerinin de belirlenmesi faydali olacaktir. Bu sebeple izole edilen

sus tez calismasinda Thalassiosirales sp. olarak verilmektedir.

Conticribra (Thalassiosira)weissflogii CCMP 1052 EF208784
98} Conticribra (Thalassiosira)weissflogii BILB2001 EF208786
99 [' Conticribra (Thalassiosira)weissflogii CCMP 1053 EF208785

100 | |y Conticribra (Thalassiosira)weissflogii CCMP 1336 EU029232
83 5o ! Conticribra (Thalassiosira)weissflogii CCMP 1050 EF208783
| Conticribra (Thalassiosira)weissflogii CCMP 1587 DQ469928
(Thalassiosirales sp.)
—— Conticribra (Thalassiosira) weissflogii CCMP 1051 EF208787

Conticribra (Thalassiosira)guillardii CCMP 988 EF208788
94 Thalassiosira minima CCAP 1085/8 FR865522
Thalassiosira punctigera EF208796
Thalassiosira gravida CCMP1463 KF454030
o7 L Thalassiosira rotula CCMP1018 EU600777
100 ' Thalassiosira rotula CCMP 1647 EF208798
Thalassiosira pseudonana CCMP 1335 EF208793
Cyclotella cf. scaldensis G18W42 G18W42 AY911302

100 l—f Cyclotella cryptica CCAP 1070/2 FR865514
67 Cyclotella striata JQ217342

100

98

0.11

Sekil 3.2 : ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2 genlerini i¢eren bolge icin Maksimum Olabilirlik
(ML) filogenetik agaci. Aga¢, Maksimum Olabilirlik yontemi ve Kimura 2 parametre
modeli kullanilarak olusturulmustur. iliskili taksonlarin bir arada kiimelendigi
agaclarin ylizdesi dallarin yaninda gosterilmistir. Bolgeler arasindaki degisim hizi
farkliliklarin1 modellemek i¢in ayr1 bir Gama dagilimi kullanilmistir (5 kategori (+G,
parametre = 0.6155)). Oran varyasyon modeli, bazi bolgelerin de§ismez olmasina izin

vermistir ([+1], %25.72 siteler). Aga¢ koksiizdiir ve dlgekli ¢izilmistir.

3.3 Kitin izolasyonu, Optimizasyonu ve Karakterizasyonu

Yogunlasan diatom kiiltiiriinden elde edilen kitin kurutulmak iizere daha 6nceden
tartilmis olan ependorf tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.3). Bu asamada kitinin kurumasi
i¢cin kullanilan/ tercih edilen malzemenin kiiciik, dar ve uzun olmasi kitinin kurumasini
geciktirmis ve miktar analizi yaparken dipte veya kenarlara yapisan kitin olma

ihtimalini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle elde edilen iiriinde kayip olabilecegi
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ongoriilmiistiir. Gelecek ¢alismalarda kurutma asamasinda ¢api biiyiik (~ 2 cm), boyu

kisa (~ 0,5-1 cm) bir malzeme tercih edilmesi planlanmaktadir.

Sekil 3.3 : Diatom kiiltiirinden izole edilen kitin.

Kitin izolasyonunun en 6nemli ve elde edilen kitin miktarini en ¢ok etkileyen agamasi
hiicrelerden kitin ipliklerinin koparilmasi agamasidir. Yogun kiiltiirden alinan 6rnekler
calkalama sonras1 5, 9 ve 13 dk. vortekslenmistir. Her bir deneme {i¢ tekrarli ¢aligilmis

ve her bir tekrar sonucunda elde edilen kitin miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 3.1 : Farkl siirelerde vorteksleme sonucunda elde edilen kitin miktar1 (mg/75
ml). Degerler + standart sapma olarak verilmistir.

5 dakika 9 dakika 13 dakika

Kitin miktar1 1,93 +£0,23 1,6 £0,26 2,03 £0,35

Diatomlardan ii¢ farkl siire ile vortekslenerek ekstrakte edilen kitin miktar1 ¢ok fazla
degismemekle birlikte az da olsa arttig1 gozlemlenmistir. 9 dk. vorteks sonucunda elde
edilen kitin miktarinin ortalamasimnin diisiik olmasi, vorteksleme sonrasindaki
saflastirma agamalarindaki kayiplardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Cizelge 3.1).
Bu verilere gore, izole edilen kitin ipliklerinin kurutma sonrasinda net agirlig: litrede
25 mg hesaplanmistir. Ancak; bu siirelere gore elde edilen degerlerin birbirine ¢ok
yakin olmasindan, ¢ok kii¢iik miktarlarda calisildigindan ve vorteksleme sonrasi
diatomlardan izole edilen kitin ipliklerinin saflastirma agamalarinin uzun olmasindan
dolay1 vorteksleme siiresinin 5 dk. olmasina karar verilmistir. Gelecek ¢aligmalarda
farkl1 siirelerin  de denenmesiyle bu silirenin  degisiklik  gosterebilecegi

ongorilmektedir.

29



Kiiltiir ortamina hava vermek, bir reaktdr icerisinde kiiltiirleme yapmak veya diizenli
araliklarla ¢alkalama yapmak, hiicre yogunlugunun artigini hizlandirmakta ve kiiltiir
igerisindeki hava ve niitrient sirkiilasyonunu dengeli tutmaktadir. Literatiire gore, hava
vererek kiiltlirlenen diatom hiicrelerinde kitin ipliklerinin genel olarak hiicrelerden ayr1
bir sekilde bulundugu; ancak hava verilmediginde hiicrelere yapisik pozisyonda
oldugu tespit edilmistir. Ayrica reaktor igerisinde kiiltiirlenen ve bu kiitiirden alinan
500 ml 6rnekten kuru agirlikta 30 mg kitin elde edildigi gortilmektedir (LeDuff ve
Rorrer, 2019). Yapilan tez ¢alismasi sonucunda elde edilen kitin miktarinin az olmasi,
151k siddeti disindaki diger kosullarin benzer oldugu goz oOniinde bulundurularak,
kiiltiir ortamina hava verilmemis olmasindan ve bu sebepten dolay1 kitin ipliklerinin
tamaminin diatom hiicrelerinden koparilamamasindan kaynaklandig1

diistiniilmektedir.

3.3.1 Kitin eldesi metodu optimizasyonu

Kitin metodunu optimize etmek amaciyla, protein igerigi spektrofotometrik yontemle
belirlenmigtir. Toplam protein miktar1 bovin serum alblimin (BSA) standart olarak
kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.4). Hesaplamada, egriden elde edilen formdil esas

alinmistir.

1,000 9,383
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012

BSA (mg/ml)

y = 84,024x + 0,0756
R?=0,9772

oD

Sekil 3.4 : Bovin serum albumin (BSA) standard: ile olusturulan kalibrasyon egrisi ve
kullanilacak denklem.

Farkl: siirelerde SDS (sodyum dodesil siilfat) ile muamele edilmis kitin 6rneklerinin
kuru agirlikta % protein igerikleri degisiklik gostermektedir (Cizelge 3.2). SDS
muamelesi siiresinin, Kitin i¢erigindeki protein miktarini etkiledigi ve muamele siiresi

arttik¢a protein miktarinin azaldigi gorilmistiir.
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Cizelge 3.2 : Farkli siirelerde SDS muamelesi ile kitin 6rneklerinin kuru agirhgidaki
% protein igerigi degisimi.

SDS ile muamele edilen siire Kuru agirlikta (%) protein
5 dakika 7,58
30 dakika 5,03

SDS muamelesi Kitinin kalitesini arttirmak i¢in dnemli bir asamadir. Muamele sonrasi
protein ve fristiil kalintilarinin uzaklastirilmasiyla kitinin kalitesi artmakta ve Kitini
biyomedikal uygulamalar i¢in daha elverisli hale getirmektedir (Demir ve dig, 2009).
Tez galigmasi sonucuna gore, protein kalintilarinin tamamen giderilmesi i¢in yapilan

muamele siiresinin uzatilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

3.3.2 FTIR ile kitin karakterizasyonu

Kitin karakterizasyonu ve iki farkli siirede SDS muamelesi sonrasi protein igerigi
degisimi incelenmesi FTIR spektroskopisi ile yapilmistir (Cizelge 3.3). Analizler
4000-400 cm* spektral araliginda yapilmstir.

FTIR ile kitin karakterizasyonunda; C-O-C, C-O, C-H, OH, NHz (amit 1), NH (amit
I1), C=0 ve protein kalint1 bantlarmin yapmis oldugu pikler incelenmistir. Kitinin
spesifik bantlar1 olan; C-O-C band1 1151 cm™ olarak ve C-O band1 1025 cm™ olarak
pik vermistir. C-H bandini 892 cm™’de, OH bandinm 3438 cm™’de, NH; bandinin
1630 cm™’de ve NH bandimin 1552 cm™ de pik verdigi gdzlemlenmistir (Dahmane ve
dig, 2014; Vallejo-Dominguez ve dig., 2021; Balitaan ve dig, 2020) (Sekil 3.5).

B-kitinde, 1455-1374 cm™ arasindaki pik siddetinin 1200-950 cm™’dekilere (C-O-C
ve C-0O) yakin siddette oldugu ve bunun alfa-kitin formunda gézlenmedigi literatiirde
gecmektedir (Kumirska ve dig, 2010). 1435 cm™’de goriinen pik, izolasyon sonrast
elde edilen kitinin B-kitin formunda oldugunu gostermekte ve 3293 cm™’de goriilen
pik ise polimer zincirleri arasindaki molekiil i¢i hidrojen baglarini ifade etmektedir
(Balitaan ve dig, 2020). Brunner ve arkadaslarinin (2009b) siinger ve diatom ile
yapmis oldugu ¢alismada; diatom tiirtinden (Thalassiosira rotula) elde edilen kitin
formunda C-O-C/C-O fonksiyonel gruplarini isaret eden ve B-kitin formunda 1025 ve
1151 cm™ arasinda diisiik siddetli yogun titresimler gériilmekte, ancak bu titresimlerin
yogunlugunun a-kitin formunda daha az oldugu goriilmektedir. Tez caligmasindaki

FTIR sonucunda da, elde edilen kitinin -kitin formunda oldugunu isaret eden diisiik
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siddetli yogun titresimler goriilmistiir. Ayrica Brunner ve arkadaslarinin (2009b)

yaptig1 caligmada B-glikozidik bagin CH deformasyonunu gosteren karakteristik

isaretin, B-kitin formunda 890 cm™’de, o-kitin formunda 895 cm™’de oldugu

goriilmektedir. Bu karakteristik isaret tez calismasinda 892 cm™ goriilmiis ve B-kitin

formuna daha yakin oldugu sonucuna varilmaistir.

105 -
100 -
95
90 -
85
80 -
75 4
70 4
65 -
60 -

% Gegirgenlik

1740

I I I I
4000 3500 3000 2500 2000

Dalga sayisi (cm'])

I I |
1500 1000 500

Sekil 3.5 : Elde edilen kitinin FTIR spektroskopisi ile karakterizasyonu.

Cizelge 3.3 : Kitin yapisinda olan fonksiyonel gruplar ve FTIR spektroskopisinde

verdigi dalga sayisi araliklart.

Fonksiyonel Grup

Dalga sayis1 (cm™)

C-0-C

C-O

CcC=0

C-H

OH

NH2 (amit I)

NH (amit 11)

COOH ucundaki C=0 gruplar1 (proteinlerin
karakteristik piki)

Protein kalintisi

1146-1156
1073-1014
1650-1700
883-897

3431-3484
1624-1659
1315-1556
1650-1700

1700-1758
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% Gegirgenlik

* 1 » I p | . I 3 | 4 I J |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayist (cm™)

Sekil 3.6 : Farkli iki siirede SDS muamelesi ile saflastirilan kitin 6rneklerinin FTIR
spektroskopisi ile karsilagtirilmasi.

Farkli siirelerde muameleler sonrasi elde edilen kitinlerin  spektroskopik
karakterizasyonu sonucuna gére; 5 dk. SDS muamelesi sonras1 1740 cm™ olarak ¢ok
siddetli pik veren protein kalintis1 bandinin, 30 dk. SDS muamelesinden sonra
neredeyse yok oldugu ve 699 cm™’ de gériilen friistiil kalintisinin (diatomlarin silanol
gruplar (Si-OH) bakimindan zengin olan silika yapili kabuk yapisi) azaldigi
goriilmektedir (Sekil 3.6) (Viji ve dig, 2014).

3.4 Kitin Yapisinin ve Diatom Hiicrelerinin Mikroskobik Olarak

Goriintiillenmesi

Tek hiicre izolasyonundan yogun kiiltiir haline gelen diatom hiicreleri faz kontrast

mikroskobu ve SEM kullanilarak goriintiilenmistir.

S 4 . ¢ - ' .
54 _ﬁp@f X :

5
N
L

Sekil 3.7 : Diatom hiicrelerinin ters faz kontrast mikroskobu goriintiileri 1) 40x, 2) 20x
bliyiitme.
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Faz kontrast mikroskobu ile diatom hiicrelerinin sentrik/ silindirik bir diatom tiirii
oldugu goriilmistiir. Ksantofil pigmentinin etkisiyle hiicrelerin altin renginde oldugu
ve plakalarda kiiltiir yogunlugu arttik¢a hiicre yogunlugundan kaynaklanan renk

koyulasmasi gortildiigii gézlemlenmistir (Sekil 3.7).

Daha temiz bir goriintii elde etmek amaciyla {i¢ farkli metot kullanilarak hazirlanan
diatom hiicreleri SEM ile analiz edilmistir (Sekil 3.8-3.10). Yapilan muameleler
sonrasinda elde edilen goriintiilere gore hiicreler en temiz HClI muamelesi ile
hazirlanan 6rneklerde gozlenmistir (Sekil 3.8-3.10°da 2. resimler). Bu metotta hiicreler
temiz ve ortam safsizliklardan arinmis olsa da hiicrelerden uzanan kitin iplikleri ve bu
ipliklerin olusturdugu ags1 yapi1 sadece filtreden gegirilen 6rneklerde daha belirgin ve
yogun bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 3.8-3.10°da 1. resimler).

Diken yapilari i muamele sonrasinda da elde edilen 6rneklerde goriilebilmistir (Sekil
3.9’de 2. resim). H20: ile muamele edilmis hiicrelerin parcalandigi ve i¢ yapilarinin
goriindiigii gbzlemlenmistir (Sekil 3.8-3.10°da 3. resimler). Sekil 3.8 ve 3.10’da 3.
resimlerde hiicre duvarimin ortasinda fultoportula adi verilen 6zel agikliklar
goriilmiistiir. Hiicrelerin iistten goriintislerine bakildiginda, hiicre duvari yapisinda
kenarlardan ortaya dogru uzanan striaec olarak adlandirilan ¢izgiler/seritler

gozlemlenmistir (Sekil 3.8’de 2. resim).

Tez calismasinda kullanilan diatom hiicrelerinin SEM analizi goriintiileri, filogenetik
analiz sonucunda genetik benzerligi yiiksek olan Conticribra weissflogii tiiriiniin SEM
analizi gorintiileri ile karsilastirilmistir. Tez ¢alismasindaki diatom hiicreleri; sentrik
olmasi ve hiicre duvari ortasinda bulunan fultoportula agikliklar1 ile Conticribra
weissflogii susuna benzerlik gostermis olsa da, tez ¢alismasindaki diatom hiicrelerinde
belirgin bir sekilde goriilen hiicre duvar kenarlarindan merkeze dogru uzanan ¢izgiler
Conticribra weissflogii susunda net bir sekilde goriilmemektedir. Ayrica Conticribra
weissflogii susunda diken yapilarmin da goriinmemesi (fazla miktarda kenarlardan
uzanan futoportula agikligi icermekte), tez calismasinda kullanilan tiiriin bu sustan
yapisal olarak farklilik gosterdigi sonucunu 6ne stirmektedir (Cavalcante ve dig, 2013;

Hevia-Orube ve dig, 2016).
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A
Mag= 400KX  gyr= 1000 KV Signat A= SE2 Auto BC = O

2pm WD= 7.1 mm Scan Speed =8

striae

EHT = 5.00 kV

Mﬂzg = 400KX Signal A= SE2 Auto BC = Off
pm WD = 9.5mm Scan Speed =7

B

Mag= 400KX EHT= 500 kV Signal A=SE2 Auto BC = Off
2pm
L WD = 9.5mm Scan Speed =7

Sekil 3.8 : Diatom hiicresinin listten SEM goriintiisti 1) sadece filtrelenen (4000x), 2)
HCI ile muamele edilen (4000x), 3) H20O: ile muamele edilen (4000x).
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Mag= 300KX  gnr=10.00kV Signal A= SE2 Auto BC = Off
2pm WD= 7.1 mm Sean Speed = §

Mﬂ?: 500KX  EHT= 5004V Signal A= SE2 Auto BC =BC w
pm = =
WD = 9.5 mm Scan Speed =7

Mag= 350KX  EHT= 5004V Signal A= SE2 Auto BC = O

2pm WD= 9.5mm Scan Speed =7 w

Sekil 3.9 : Diatom hiicresinin yandan SEM goriintiisti 1) sadece filtrelenen (3000x),
2) HCI ile muamele edilen (5000x), 3) H20O ile muamele edilen (3500x).
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Mag= 150KX  gHr=1000KV Signal A= SE2 Auto BC = Off
4 pm
L WD= 7.1mm Scan Speed = 8

Mf;gr 200KX  gHT= 5004V Signal A= SE2 Auto BC = O
pm WD = 9.5mm Scan Speed =7

EHT= 5.00 k¥ Signal A= SE2 Auto BC = O
WD= 9.5mm Scan Speed =7

Sekil 3.10 : Diatom hiicrelerinin SEM goriintiisii 1) sadece filtrelenen (1500x), 2) HC1
ile muamele edilen (2000x), 3) H20: ile muamele edilen (1500x).

Mag= 200KX
3pum
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Bunun yaninda, tez ¢aligmasinda kullanilan tiiriin hiicre ¢apinin yaklagik 8-10 um
oldugu goriilmiistiir. Hiicre duvarindaki seritler ve diken yapilari, hiicre boyutu ve
hiicrenin ters faz Kkontrast mikroskobu goriintiileri incelendiginde Cyclotella
meneghiniana susuna yapisal benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle
kiiltiirlenen diatom susunun bu tiirlin bir varyasyonu olabilecegi diisiiniilmektedir
(Lowe ve Kheiri, 2015; Walsh ve dig, 2017). Ancak cins ve tiir tanimlamasi agisindan

ilave genetik analizlerin yapilmasi faydali goriilmektedir.

Diyaliz yapilarak daha temiz goriintii elde edilen kitin ipliklerinin ¢ap1 Imagel
programi ile Olglilmiis ve ortalama 42 nm olarak hesaplanmigtir (Sekil 3.11).
Literatiirde yaklasik olarak 50 nm ¢apa sahip oldugu goriilen Kitin iplikleri ile tez
calismasinda elde edilen kitin ipliklerinin ¢apinin yakin degerlere sahip oldugu

goriilmistiir (Chiriboga ve Rorrer, 2018; Ozkan ve Rorrer, 2017a).

1pm

P Y Ta ¥ o - o !
Mag= S00KX  gHr= 5004V Signal Auto BC = Off e
Pl WD= 9.5mm Scan Speed =7

Mag= S000KX  gpr= 5004V Signal A= inLens W

ﬂ"’ WD= 9.5mm Sean Speed =7

Sekil 3.11 : Diatom hiicrelerinden elde edilen kitinin SEM goriintiileri (iist) 5000x, 2)
50000x biiyiitme.

38



3.4.1 Sitotoksisite testleri

Elde edilen kitinin L929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri, notral
kirmizist1 alim (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) sitotoksisite testleriyle incelenmis ve iki testte de benzer sonuglar elde

edilmistir. Sonuclar asagidaki gibidir.

3.4.1.1 NKA (Notral Kirmizis1 Alim) testi

Lizozomal aktiviteyi incelemek amaciyla yapilan NKA testi sonu¢ grafigi Sekil

3.12°deki gibi elde edilmigtir.

NKA

120
100
80
60

40

% Hiicre canlihig:

20

Sekil 3.12 : NKA yontemine gore kitinin L.929 hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etkisinin
karsilastirilmasi. *Sonugclar her ¢alismada 8 tekrarli ve ayr1 zamanlarda 2 paralel olarak
yapilan caligmalarin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

NKA testi sonuglarina gore kitinin 5-50 pg/ml diisiik konsantrasyonlarinda hiicre
canlilig1 tizerinde herhangi bir toksik etki olusturmadigi; ancak 100 pg/ml ve 200
png/ml yiksek konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin % 50 altina diistigi ve
sitotoksik etki olusturdugu goriilmektedir. Lizozomal aktiviteye dayali olarak hiicre
canliligimi belirleyen NKA testine gore kitinin inhibisyon konsantrasyonu (IC50)

degeri 71,02 pg/ml olarak hesaplanmustir.
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3.4.1.2 MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir)

yontemi

Mitokondriyel aktiviteyi incelemek amaciyla yapilan MTT testi sonug grafigi Sekil
3.13’teki gibi elde edilmistir.

MTT testi sonucuna gore kitinin konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginda
kontrol grubuna kiyasla azalmalara neden oldugu goriilmistir. 5-25 pg/ml
konsantrasyonlarda hiicre canliligi % 70’in altina ve 50 pg/ml konsantrasyonda hiicre
canliligi % 50°’nin altina diismedigi igin kitinin diisiik konsantrasyonlarinin sitotoksik
olmadigr degerlendirilmistir. Ancak, hiicre canliligt 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonda ise % 50’nin altina diistiigii i¢in bu konsantrasyonlar sitotoksik
olarak degerlendirilmistir. Mitokondriyel aktiviteye dayali olarak hiicre canliligin
belirleyen MTT testine gore kitinin inhibisyon konsantrasyonu (IC50) degeri 60,90

ng/ml olarak hesaplanmistir.

MTT

120
100
80
60
40
20
o o i
o \ @ ¢° \3

& ) \ @ N \‘ o
e» 6,@“‘ &8 ‘,@ JO

(¢4 ~ Vv

%Hiicre Canhihg

Sekil 3.13 : MTT yontemine gore kitinin L929 hiicre hatti tizerinde sitotoksik etkisinin
karsilastirilmasi. *Sonuglar her galismada 8 tekrarli ve ayr1 zamanlarda 2 paralel olarak
yapilan ¢alismalarin ortalama degeri = standart sapma olarak verilmistir.

En yiiksek kitin konsantrasyonu (200 pg/ml) ile aynm1 konsantrasyonda hazirlanan
CaCl2-2H20 - MeOH ¢oziicii kontrol grubu sonuglar1 karsilastirildiginda; ¢oziicii
kontroliin toksik olmadig: goriilmektedir. Boylece literatiire gore Ca ¢oziicii sisteminin

toksik olmamasi bu ¢aligmada kanitlanmaktadir (Pillai ve dig, 2009).

Kitin kaynagr ve kitinin saflifi, bu malzemenin biyolojik aktivitelerini de

etkilemektedir. Ticari olarak alinan kitin ve tiirevleri ile yapilan ¢alismada 5-50 pg/ml
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arasinda toksik etki gostermeyen tiirevi oldugu ancak daha yiiksek derisimlerde Kitinin
toksik etki gosterdigi goriilmektedir (Mori ve dig, 1997). Bu tez ¢alismasinda tekrarli
olarak yapilan her iki test sonucunda elde edilen verilere gére 50 pg/ml ve altinda
konsantrasyonlarda diatom susundan elde edilen kitinin toksik etki olusturmadigi

gorilmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Miisilajdan tek hiicre izolasyonu ile elde edilen diatom hiicresi, 96 kuyucuklu
plakalarda f/2+Si ve L1+Si ortamlarina alinmis ve biiylimeleri, sekilleri, yogunlugu

ters faz kontrast mikroskobu ile takip edilmistir.

Plakalarda yogunlasan diatom hiicre kiiltlirleri hacimleri yavas yavas artirilmak iizere
falkonlara ve daha sonra erlenlere aktarilmigtir. Denemeler ve gozlemler sonucunda,
/2+S1 ortaminda daha saglikli biiylimesi sebebiyle bundan sonraki hacim arttirmalarda

bu ortam tercih edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda diatom susunun kiiltiirleme kosullari literatiire benzer sekilde 20-
25 °C sicaklikta, 12 sa. gece/ 12 sa. giindiiz 151k dongiisiinde yapilmistir. Ancak, 10
pmol photon.m™.s? 151k siddeti ile literatiire kiyasla oldukga diisiiktiir. Burada dikkat
edilen en 6nemli asama hiicre yogunlugunu saglikli bir sekilde arttirarak genetik
analizleri tamamlamak ve kitin iiretip liretmedigini kanitlamak olarak goriilmiistiir.
Tek hiicre asamasinda ve biiyiik hacimde diisiik 151k siddetinde kiiltiir saglikli ve yogun
oldugu i¢in bu 151k siddetinde devam edilmistir.

Gelecek calismalarda optimum biiylime kosullarmi bulmak amaciyla 151k siddeti,
calkalama, hava verme/ biyoreaktor sisteminde kiiltiirleme faktorleri degistirilecek ve

en uygun olanlari ile devam edilecektir.

Genetik karakterizasyonu amaciyla, DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET
Genomic DNA Purification Kiti kullanilarak yapilmistir. ITS gen bdlgesi igin
tasarlanms olan AB28, TWS81 primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmis ve jelde yiiriitiilmiistiir. Jelden ektrakte edilen DNA fragmentlerinin
filogenetik analizleri hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda
maksisimum olasilik agasina gore diatom tiirliniin Thalassiosirales takimina ait oldugu

sonucuna varilmistir.

Yogun hale gelmis olan diatom kiiltiiriinden, kitin izole edilmistir. Diatomlardan kitin

ipliklerini ayirma asamasinda 5, 9 ve 13 dk. vorteksleme siiresi denenmis ve
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saflagtirma ve kurutma sonrasi elde edilen kitin miktarlarinda ¢ok degisiklik olmadig:
bu nedenle 5 dk. vortekslemenin yeterli olacag: diisiiniilmiistiir. Gelecek ¢alismalarda
vorteksleme siiresi ile ilgili daha fazla deneme yapilmasi planlanmaktadir. Hava
vermeden kiiltiirlenen diatomdan elde edilen kitin miktar1 25 mg/L’dir. Bu miktar1
arttirmak ic¢in ortam kosullarinda degisiklikler yapilarak hiicre yogunluguyla dogru

orantili olarak kitin miktarinin da arttirilmasi hedeflenmektedir.

Kitin saflastirma optimizasyonu amaciyla protein analizi yapilmistir. Elde edilen
kitine, saflastirma asamasinda 5 ve 30 dk. SDS (sodyum dodesil siilfat) ile muamele
edilmis ve muamele siiresi arttik¢a protein igeriginin azaldigi gorilmistiir. Protein
kalintilarindan uzaklastirilan kitinin daha saf olmasindan dolay1 biyoteknolojik

kullanim i¢in de bu biyomalzemeyi daha elverisli hale getirmektedir.

Kitin iplikleri, FTIR spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmis ve kitinin spesifik
bantlar1 olan; C-O-C band1 1152 cm™ degerinde ve C-O bandi 1025 cm™ degerinde
pik vermistir. Ayrica dnemli fonksiyonel gruplar1 olan NH> (amit I) bandinin 1630 cm”
1>de ve NH (amit II) bandinin 1552 cm™’de pik verdigi gozlemlenmistir. 1435 cm™*de

goriinen pik ise elde edilen kitinin B-kitin formunda oldugunu gostermektedir.

Diatom hiicrelerinin ve elde edilen kitinin goriintiileri SEM ve ters faz kontrast
mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir. Alinan goriintiilerde kitin ipliklerinin
hiicreye bagli yapisi ve hiicre disinda kitin ipliklerinden olusan agsi tabaka net bir
sekilde gozlemlenmistir. ImageJ programu ile 6l¢iilen kitin ipliklerinin ¢ap genisligi 42

nm olarak hesaplanmistir.

Sitotoksisite test sonuglart iki testte benzer ¢ikmistir. Coziicii kontrol grubunun toksik
etki gostermedigi goriilmistiir. NKA ve MTT test sonuglarina gore 50 pg/ml ve
altindaki konsantrasyonlardaki kitin ¢ozeltisinin toksik etki olusturmadigi ortaya

konmustur.

Bu tez ¢alismasinda mikroalglerin kitin kaynagi olarak kullanimi arastirilmis ve kitin
iireten bir diatom tiirii biiyilk hacimde iiretilerek kitin iirettigi kanitlanmistir. Elde
edilen Kitinin karakterizasyonu ve biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Tez ¢alismasinin
devamu olarak yapilacak olan ¢alismalarda; farkli karakterizasyon yontemleri (UV-
VIS, XRD, DSC, TGA) ile ayrintili analizler yapilmas: ve elde edilen Kkitinin
biyoteknolojik bir {iriine doniistiiriilmesi hedeflenmektedir. Diatomlardan kitin eldesi

lizerine diinya genelinde ¢ok az insan ¢aligmakta olup ililkemizde bu konuda calisan
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birka¢ arastirmaci bulunmaktadir. Gelecek calismalarda yenilik¢i malzeme veya

katkis1 olarak kullanilmasi i¢in umut vadeden bir biyomalzeme olarak goriilmektedir.
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