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OZET

Tez galismasinda, vatoz epidermal mukusundan elde edilen gesitli ekstraktlarin, biyomedikal
alanlarda potansiyel kullanimi, bilimsel prensiplere bagli olarak tespit edilmis ve
degerlendirilmistir. Iskenderun Kérfezi’nde hem trol hem de uzatma aglariyla yapilan
avciliklarda elde edilen ve ilk yakalandiginda olduk¢a yogun bir sekilde mukus salgilayan dort
vatoz tiirii Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tercih
edilmistir. Dort boliimden olusan tez c¢alismasinin birinci boliimiinde, D. marmorata, D.
pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerine ait epidermal mukus 6rneklerinin Bradford
analizi ile toplam protein miktar1, GC/MS analizi ile ugucu bilesikleri ve HPLC analizi ile R.
miraletus mukusundaki vitamin E (a-tokoferol) orami tespit edilmistir. D. marmorata, D.
pastinaca, G. altavela ve R. miraletus epidermal mukuslarindaki toplam protein miktari sirasiyla
4,61, 4,87, 4,89 ve 3,94 mg/ml olarak bulunmustur. GC/MS analizi sonucunda, D. marmorata
mukusunda bulunan majér bilesikler; 2-Izopropil-5-metil-1-heptanol (%10,04), 2-tert-Butil-4-
izopropil-5-metilfenol (%7,95), Dokosan (%7,98) ve Dodekanoik asit (%15,76); D. pastinaca
mukusunda bulunan major bilesikler, Siklooktasiloksan (%11,22), Siklononasiloksan (%14,49),
1H-Purin-6-amin, [(2-florofenil) metil] (%13,4), Siklodekaziloksan (%12,10), Lusenin-2
(%11,37) ve Oktasiloksan (%10,57); G. altavela mukusunda bulunan major bilesikler, 1-Nonen
(%8,13), 2-izopropil-5-metil-1-heptanol  (%12,24),  2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran
(%11,83), Eikosan (%14,25) ve Dodekanoik asit (%21,37) ve R. miraletus mukusunda bulunan
major bilesikler, Tetrakoksametil (%36,08), Siklodekaziloksan (%31,56) ve Oktasiloksan
(%32,36) olarak bulunmustur. HPLC analizi sonucu R. miraletus mukusunda 13,78 pg/ml
oraninda vitamin E tespit edilmistir. ikinci bliimde, D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela
ve R. miraletus epidermal mukus 6rneklerinin gram negatif (Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae) ve gram pozitif bakteri (Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis) suslarina karsi
antifungal aktivitesi disk difiizyon ve spektrofotometrik broth mikrodiliisyon metotlariyla ortaya
cikartilmistir. Disk difiizyon metodu i¢in en giiglii antibakteriyel aktivite, B. subtilis {izerinde
2,90 mm’lik inhibisyon zon ¢apiyla G. altavela mukusunun asetik asit ekstraktinda (GaAA)
belirlenmistir. Spektrofotometrik broth mikrodiliisyon metodu i¢in ise en gii¢lii antibakteriyel
aktivite, K. pneumoniae iizerinde 8,99 pl’lik MIK degeriyle D. marmorata mukusunun asetik
asit ekstraktinda (DmAA) belirlenmistir. Ugiincii bdliimde, D. marmorata, D. pastinaca, G.
altavela ve R. miraletus epidermal mukus 6rneklerinin mantar (Candida albicans ve Candida
parapsilosis) suslarina karsi antifungal aktivitesi yine disk difiizyon ve spektrofotometrik broth
mikrodiliisyon metotlartyla ortaya ¢ikartilmistir. Disk diflizyon metodu i¢in en gii¢lii antifungal
aktivite, C. parapsilosis iizerinde 2,40 mm’lik inhibisyon zon ¢apiyla yine G. altavela
mukusunun asetik asit ekstraktinda (GaAA) belirlenmistir. Spektrofotometrik broth
mikrodiliisyon metodu igin ise en giiclii antifungal aktivite, C. albicans iizerinde 9,40 pl’lik MIK
degeriyle G. altavela mukusunun asetik asit ekstraktinda (GaAA) belirlenmistir. Dordiincii



\

boliimde ise, G. altavela epidermal mukusunun hiicre canliligi testi (MTT analizi) ile akciger
kanseri hiicre hatti (A549) iizerindeki antikanserojen aktiviteleri incelenmistir. Ancak A549
hiicre hatt1 tizerinde herhangi bir antikanserojen aktivite tespit edilememistir. Calismadan elde
edilen sonuglar, vatoz epidermal mukusundan elde edilen ekstraktlardaki biyoaktif maddelerin
daha detayli analizlerle karakterize edilip gelistirilerek ilgili alanlarda prototip uygulamalariyla
desteklendiginde, biyomedikal sektorlerindeki potansiyel is alanlarinda denizel kaynakli dogal
bir iirlin olarak ticarilestirilebilecegini gdstermistir.

Bu ¢alisma TUBITAK 2211-C Yurtigi Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programi tarafindan
desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler : Vatoz epidermal mukusu, biyokimyasal yapi, antibakteriyel aktivite,
antifungal aktivite, gram pozitif bakteri, gram negatif bakteri, mantar.

Sayfa Adedi - 97
Danigsman . Prof. Dr. Cemal TURAN
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ABSTRACT

In this study, the potential use of various extracts obtained from ray epidermal mucus in
biomedical fields has been examined and evaluated based on scientific principles. Four stingray
species Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela, and Raja miraletus were
preferred because of high abundance through commercial trawl and tramel nets operations in
Iskenderun Bay and their intensive secretion of mucus when caught. The thesis study consists
of four parts. In the first part of the thesis, the total protein content by the Bradford analysis,
volatile compounds by GC/MS analysis in epidermal mucus samples of D. marmorata, D.
pastinaca, G. altavela and R. miraletus, and vitamin E (a-tocopherol) concentration by HPLC
analysis in R. miraletus mucus were determined. The total protein concentration in D.
marmorata, D. pastinaca, G. altavela and R. miraletus epidermal mucus was found to be 4.61,
4.87, 4.89 and 3.94 mg/ml, respectively. The major compounds obtained from the GC/MS
analysis were determined 2-Isopropyl-5-methyl-1-heptanol (10.04%), 2-tert-Butyl-4-isopropyl-
5-methylphenol (7.95%), Dokosan (7.98%) and Dodecanoic acid (% 15.76) for D. marmorata
epidermal mucus; Cyclooctasiloxane (11.22%), Cyclononacyloxane (14.49%), 1H-Purin-6-
amine, [(2-fluorophenyl) methyl] (13.4%), Cyclodeazyloxane (12.10%), Lucenin-2 (11.37%)
and Octasiloxane (10.57%) for D. pastinaca epidermal mucus; 1-Nonene (8.13%), 2-Isopropyl-
5-methyl-1-heptanol (12.24%), 2-Hydroxy-3-phenyl-2H-1-benzopyran (11.83%), Eicosan
(14.25%) and Dodecanoic acid (21.37%) for G. altavela epidermal mucus; Tetracoxamethyl
(36.08%), Cyclodeazyloxane (31.56%) and Octasiloxane (32.36%) for R. miraletus epidermal
mucus. As a result of the HPLC analysis, the vitamin E concentration in R. miraletus mucus was
detected as 13.78 pg/ml. In the second part of the thesis, the antibacterial activity of D.
marmorata, D. pastinaca, G. altavela and R. miraletus epidermal mucus samples against gram
negative bacteria strains (Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae) and gram positive
bacteria strains (Bacillus subtilis and Enterococcus faecalis) were revealed by the disc diffusion
and spectrophotometric broth microdilution methods. The strongest antibacterial activity for the
disc diffusion method was determined in the acidic mucus extract of G. altavela (GaAC) with
an inhibition zone diameter of 2.90 mm against B. subtilis. For the spectrophotometric broth
microdilution method, the strongest antibacterial activity was determined in the acidic mucus
extract of D. marmorata (DmAC) with a MIC value of 8.99 ul against K. pneumoniae.In the
third part of the thesis, the antifungal activity of D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela and R.
miraletus epidermal mucus samples against fungal strains (Candida albicans and Candida
parapsilosis) were also determined by the disc diffusion and spectrophotometric broth
microdilution methods. The strongest antifungal activity for the disc diffusion method was also
detected in the acidic mucus extract of G. altavela (GaAC) with an inhibition zone diameter of
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2.40 mm against C. parapsilosis. For the spectrophotometric broth microdilution method, the
strongest antifungal activity was also found in the acidic mucus extract of G. altavela (GaAC)
with a MIC value of 9.40 ul against C. albicans. In the fourth part of the thesis, anticarcinogenic
activities of the epidermal mucus of G. altavela were investigated on the lung carcinoma cell
line (A549) by cell viability test (MTT analysis). However, no anticarcinogenic activity was
detected on the A549 cell line. The results have shown that bioactive substances in extracts
obtained from ray epidermal mucus can be commercialized as a marine-derived natural product
in potential areas in the biomedical sectors when the bioactive substances in the extracts are
characterized and developed by more detailed analyzes and supported by prototype applications
in related fields.

This study was supported by TUBITAK 2211-C Domestic Priority Areas Doctorate
Scholarship Program.

Key Words . Ray epidermal mucus, biochemical structure, antibacterial activity,
antifungal activity, gram positive bacteria, gram negative bacteria, fungus.
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Uyesi Elif Ayse ERDOGAN’a tesekkiirlerimi sunarim.
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timitlerini kesmeden biiyiik bir sabirla yanimda olup desteklerini hi¢bir zaman eksik
etmeden bugiinlere gelmemi saglayan annem Berrin UYAN, babam Erdal UYAN ve

kardesim Ilgaz UY AN’a sonsuz minnettarim.
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1. GIRIS

Okyanuslar ve denizler yerkiirenin %70’ini kaplayan, toplam su kaynaklarmin yaklagik
%97'sini igeren ve toplam kiiresel biyocesitliligin yaklasik %50'sini olusturan zengin
kaynaklardir. Denizel ortamda yaklasik 300.000 tanimlanmis tiir bulunmaktadir. Fakat bu
rakam, daha tanimlanmasi gereken tiir sayisinin ¢ok kiiciik bir boliimiidiir (Pomponi, 1999,
2001; Schwartsmann, da Rocha, Berlinck ve Jimeno, 2001; Pomponi, Baden ve Zohar, 2007;
Kim ve Wijesekara, 2010; Cardoso, Costa ve Mano, 2016; Snelgrove, 2016; Hu, Tao, Wang,
Xiao ve Wang, 2016; Ruiz-Torres ve digerleri, 2017; Cipolari, de Oliveira-Neto ve
Conceigdo, 2019). Denizel ortamin bu benzersiz Ozelligi ile ilgili olarak, denizel
organizmalar bu dinamik ve rekabetci habitatta hayatta kalabilmek i¢in bir dizi spesifik
biyokimyasal ve fizyolojik sistemler gelistirmislerdir (Pomponi, 2001; Najafian ve Babyji,
2012; Kornprobst, 2014). Bu nedenle, deniz flora ve faunasi, farkli biyolojik aktiviteleri ve
biyoteknolojik yontemlerle, endiistri, saglik, eczacilik, besin, gida katkilari, kozmetik,
yetistiricilik gibi alanlardaki kullanimlart ile zengin cesitli bilesiklerin kaynagi
durumundadir (Zhang, Li ve Kim, 2012; Parte, Sirisha ve D’Souza, 2017; Coppola ve
digerleri, 2020).

Denizel biyoteknoloji, canli denizel organizmalar ya da bu organizmalardan biyoteknolojik
yontemlerle elde edilen biyoaktif maddelerin bilim ve miihendislik ilkeleri ger¢evesinde
degerlendirilerek tip, eczacilik, endiistri, tarim, gida, cevre, kozmetik gibi alanlardaki
spesifik uygulamalarda iirlin iiretmek, modifiye etmek veya c¢esitli mikroorganizmalar
gelistirmek icin kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir. Diinya genelinde denizel
biyoteknoloji hizli bir gelisim siirecinde olup, bu yolla elde edilen denizel biyomateryaller
ve kullanim alanlar1 heyecan verici bir noktaya ulasmistir. European Science Foundation-
Marine Board, denizel biyoteknoloji iiriin ve prosesleri i¢in kiiresel pazarin 2010 yilinda 2,8
milyar € oldugunu ve bunun 2020 yilina kadar yillik %4-5 oraninda, iyi tahminlere gore ise
%10-12 arasinda biiyiiyecegini belirtmektedir (Querellou, Cadoret, Allen ve Collén, 2010;
Garza-Gil, Varela-Lafuente ve Pérez-Pérez, 2019; Merquiol, Romano, Ianora ve D’ Ambra,
2019). Denizel biyoteknoloji ¢ok genis bir uygulama alanina sahip olmasma ragmen
{ilkemizde bu konunun énemi yeni yeni fark edilmeye baslanmustir. Ug tarafi denizlerle
cevrili ve denizel biyogesitlilik agisindan ¢ok zengin olan iilkemizde biyoteknolojik

yontemlerle denizel biyomateryallerin elde edilmesi lizerine yeterli diizeyde calismalar



yiirlitiilmemis olup, Avrupa Birligi raporlarinda da Tiirkiye’nin Ulusal denizel biyoteknoloji
politikasi ve stratejisi bulunmadigi belirtilmistir. Ne yazik ki, sahip oldugumuz bu potansiyel
dis iilkeler tarafindan bilinmekte olup, Tiirkiye’deki arastirmaci veya kurumlardan 6rnek
temini ve ortak proje adi altinda faydalanilmaya g¢alisilmakta veya bu isin farkinda olan
melek yatirimcilar tarafindan arastirmacilarin fikirleri satin alinarak biiyiik gelirler elde

edilebilmektedir.

Denizel biyomateryaller, denizel organizmalar tarafindan iiretilen, diger organizmalara kars1
biyolojik aktivite gdsteren ve bilim ve miihendislik ilkeleri 1s18inda biyolojik sistemlerle
etkilesime girecek sekilde tasarlanabilen kimyasal bilesikler olarak tanimlanabilir. Bu
materyaller, sagligi olumlu yonde etkileyici, hastaliklarin tedavisi veya Onlenmesinde
yardim edici faydalar saglayan ozellikleri bakimindan gida veya icecek formundaki
fonksiyonel gidalarda (Sloan, 2000; Marchbank, Limdi, Mahmood, Elia ve Playford, 2008;
Herrero, Mendiola, Plaza ve Ibanez, 2013; Martins ve digerleri, 2013), hastalik riskini
azaltan ve saglik lizerinde yararli etki gdsteren besin maddeleri olarak saflagtirilmis 6nemli
biyoaktif bilesenlerden konsantre edilerek elde edilen tablet, toz veya sivi formlarda
kullanilan nutrasétik ilaglarda (Liu, 2003; Rasmussen ve Morrissey, 2007; Gupta ve Abu-
Ghannam, 2011; Suleria, Osborne, Masci ve Gobe, 2015), antimikrobiyal, antioksidatif,
antihipertansif, antikoagiilan veya antikanser icerikleri sayesinde hastalik dnleme veya
tedavisindeki terapotik potansiyelleri bakimidan farmasétiklerde (Pomponi, 1999; Kim ve
Wijesekara, 2010; Wijesekara, Pangestuti ve Kim, 2011; Bellou ve digerleri, 2014), tarimsal
iretimde kayiplara neden olan boceklere karst dnleyici etkiye sahip 6zellikleri bakimindan
insektisitlerde (Xu ve digerleri, 2015; Pasdaran, Hamedi ve Mamedov, 2016) ve denizlerde
dogal bir siirecin sonunda gergeklesen, deniz suyuna maruz kalan yiizeylerin bazi denizel
organizmalarla kaplanmasinin deniz araclarinda yarattigit olumsuz durumlarin
giderilmesinde biyosidal ozellikleri bakimindan denizcilik sektoriinde kullanmilan 6zel
boyalarda (Yebra, Kiil ve Dam-Johansen, 2004; Ciriminna, Bright ve Pagliaro, 2015) islev

gostermektedir.

Denizel bir biyomateryal olarak balik mukusu, igerdigi biyoaktif maddelerden dolay1
multifonksiyonel bir materyaldir. Baliklarda solunum, iyonik ve ozmotik regiilasyon, {ireme,
iletisim, bosaltim ve hastalik direncinde ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahip olup (Alexander ve
Ingram, 1992, Shephard, 1994), antimikrobiyal aktiviteleri sayesinde sucul ortamda

patojenlere karsi baliklara genis ¢apl fiziksel bir koruma saglar. Mukus salgilar1 deriye



acikliklardan ulasir. Mukus en ¢ok baligin bas kisminda en az da yilizgeclerden salgilanir.
Mukus oOncelikli olarak yaklasik %95 oraninda sudan ve geri kalan bolimii ise
glikoproteinlerden olusur (Shephard, 1994; Bansil ve Turner, 2006). Mukusun bu koruyucu
islevi, mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerin kombine bir sonucudur. Mukus esas olarak
epidermisteki goblet (kadeh) hiicreleri tarafindan salgilanarak fiziksel hasar ve enfeksiyona
karsi ilk bariyer olarak islev goriir. Goblet hiicreleri, yapisal olarak memelilerdekine
benzerdir. Goblet hiicrelerinin baglica rolii, bulundugu mukoza zarmi korumak igin
cogunlukla karbonhidratlardan olusan biiyiik glikoproteinler olan miisinleri salgilamaktir.
Miisinler, baliklarda epitelyal dokular tarafindan iretilen yiiksek molekiiler agirlikli,
mukusu kayganlastirict isleve sahip, epitelyum hiicrelerini mekanik zedelenmelere karsi
koruyan ve glikoprotein-mukoprotein karisimindan olusan mukusun ana maddesidir.
Miisinlerin temel 6zelligi jel olusturma yetenekleridir; bu nedenle, jel benzeri salgilarin
cogunda, lubrikasyondan (yaglama) hiicre sinyalizasyonuna ve kimyasal bariyerler
olusturmaya kadar islevler gosteren Oonemli bir bilesendir (Shephard, 1993; Ramsey,
Rushton ve Ehre, 2016).

Baliklarin mukus tabakasindaki biyoaktif maddelerin varligi ektoparazitlerin, bakterilerin,
kopepodlarin, siliatlarin veya okaryotik parazitlerin olusumuna ve cogalmasina engel
olabilir (Jones, 2001; Van der Marel ve digerleri, 2010). Mukus, patojenler iizerinde etkisi
olabilecek lektinler, pentraksinler, lizozimler, proteolitik enzimler, alkalin fosfataz, C-
reaktif proteinler, B-defensinler, hepsidinler, apolipoproteinler, piskidinler, katelisidinler,
komplementler, antimikrobiyal peptitler ve immiinoglobulinler gibi birtakim dogal
bagisiklik bilesenleri igerir (Sekil 1.3.) (Shephard, 1994; Jones, 2001; Fast, Sims, Burka,
Mustafa ve Ross, 2002; Alvarez-Pellitero, 2008; Guardiola, Cuesta, Arizcun, Meseguer ve
Esteban, 2014).



Antimikrobiyal _
s e titl
Direkt dldiirme i
’ . Koaplementerier
. * . _DNA, RNA ve proteis sentesi inbidisyosu T— :::':
," Membras parcalanmany - e l" v
A €
Bakteri mantar virds Proceses Uselaler

hepsidinler, apolipoproteinler

/

Baginiklik hiicrelerinin
alim ve aktivasyonu

- O

Sekil 1.1. Baliklarda antimikrobiyal savunma mekanizmasinin sematik gosterimi (Rakers
ve digerleri, 2010)

Giintimiize kadar balik mukusunun gesitli biyoaktif 6zellikleri tanimlanmstir. Bu 6zellikler
arasinda; antibakteriyel (Hellio, Pons, Beaupoil, Bourgougnon ve Le Gal, 2002;
Kuppulakshmi, Prakash, Gunasekaran, Manimegalai ve Sarojini, 2008; Subramanian, Ross
ve MacKinnon, 2008; Manivasagan, Annamalai, Ashokkumar ve Sampathkumar, 2009;
Ravi, Kesavan, Sandhya ve Rajagopal, 2010; Wei, Xavier ve Marimuthu, 2010; Kumari,
Nigam, Mitial ve Mitial, 2011; Vennila ve digerleri, 2011; Conceigao ve digerleri, 2012;
Rao ve digerleri, 2015; Fuochi ve digerleri, 2017; Lirio, De Leon ve Villafuerte, 2019),
antifungal (Hellio ve digerleri, 2002; Subramanian ve digerleri, 2008; Vennila ve digerleri,
2011; Conceigao ve digerleri, 2012; Fuochi ve digerleri, 2017; Pethkar ve Lokhande, 2017,
Lirio ve digerleri, 2019), antioksidatif (Hussin, Shaarani, Sulaiman, Ahmad ve Vairappan,
2017), antihipertansif (Kim, Choi, Park, Choi ve Moon, 2000), immunumodulator
(Bragadeeswaran, Priyadharshini, Prabhu ve Rani, 2011) ve antikanserojen (Lin ve digerleri,
2009; Arulvasu, Selvamathi, Babu ve Dhanasekaran, 2012; Kwak ve digerleri, 2015;
Balasubramanian, Revathi ve Gunasekaran, 2016; Raja ve digerleri, 2020) 6zelliklerinin

oldugu daha 6nce yapilan ¢esitli caligsmalarla gosterilmistir.



Tez calismasinda amaclanan tiim arastirmalar i¢in, ince derili ve pullu baliklara gore oldukca
yogun bir miktarda epidermal mukus salgilama ozelliklerinden dolayr (Negus, 1963;
Concei¢do ve digerleri, 2012) vatoz baliklar1 tercih edilmistir. Kuzey Kutbu’ndan
Antarktika’ya kadar tiim diinya deniz sularinda yayilim gosteren vatozlar, ¢ok cesitli
habitatlara adapte olmustur. Genellikle sig nehir agizlart ve deniz sularmin siglik
bolgelerinden 3000 m’ye kadar ulasan derinliklerde bulunurlar (McEachran, De Carvalho
ve Carpenter, 2002). Vatozlar geceleri kendilerini kumluklara gomerek avlanirlar. Besin
kompozisyonlarini genellikle kii¢iik baliklar ve kiiglik kabuklular olusturur (McEachran ve
digerleri, 2002; Rodrigues ve digerleri, 2018). Diinya sularinda, 20 familyaya ait 72 genus
ve tanimlanmig 513 tiir vatoz bulunmaktadir (McEachran ve Fechhelm, 1998; McEachran
ve Aschliman, 2004; Cuevas, Pérez ve Méndez, 2013; da Silva Rodrigues Filho ve digerleri,
2020). Tirkiye denizlerinde ise, Rhinobatidae familyasina ait 2 tiir (Rhinobatos cemiculus
ve R. rhinobatos), Torpedinidae familyasina ait 3 tiir (Torpedo marmorata, T. torpedo ve T.
nobiliana), Rajidae familyasmna ait 13 tiir (Dipturus. batis, D. oxyrinchus, Leucoraja
circularis, L. fullonica, L. naevus, Raja asterias, R. clavata, R. miraletus, R. montagui, R.
polystigma, R. radula, R. undulata ve Rostroraja alba), Dasyatidae familyasina ait 8 tiir
(Dasyatis centroura, D. marmorata, D. pastinaca, D. tortonesei, Pteroplatytrygon violacea,
Himantura uarnak, H. leoparda ve Taeniura grabata), Gymnuridae familyasina ait 1 tiir
(Gymnura altavela), Myliobatidae familyasina ait ise 3 tiir (Myliobatis aquila, Pteromylaeus
bovinus ve Rhinoptera marginata) ve Mobulidae familyasina ait 2 tiir (Mobula japonica ve
M. mobular) vatoz bulunmaktadir (Bilecenoglu, Kaya, Cihangir ve Cigek, 2014; Froese ve
Pauly, 2019). Denizlerimizde bulunan bu tiirlerden Dasyatis marmorata, Himantura
leoparda ve Mobula japonica yabanci tiirler olarak kayitlara gegmistir (Turan ve digerleri,
2018).

Vatoz tiirleri genelde yogun miktarlarda mukus salgilamasina ragmen (Negus, 1963;
Conceigdo ve digerleri, 2012), epidermal mukuslarina ait biyolojik aktivitelerin arastirildigi
az sayida ¢alisma mevcuttur. Vennila ve digerleri (2011) D. pastinaca ve Himantura
gerrardi, Conceigao ve digerleri (2012) Potamotrygon cf. henlei, Fuochi ve digerleri (2017)
D. pastinaca ve Yemisken ve digerleri (2018) ise D. pastinaca, Myliobatis aquila ve Raja
clavata epidermal mukuslarinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini incelemislerdir.
Ritchie ve digerleri (2017) ise Rhinoptera bonasus, Mobula hypostoma, Dasyatis sabina ve

Raja eglanteria epidermal mukus izolatlarinin yara tedavisindeki etkilerini incelemislerdir.
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Bu ¢alismada, iskenderun Kérfezi’nde hem trol hem de uzatma aglariyla yapilan avciliklarda
elde edilen dort vatoz tiirii, igneli vatoz Dasyatis marmorata, dikenli vatoz Dasyatis
pastinaca, kazikkuyruk baligi Gymnura altavela ve aynali vatoz balig1 Raja miraletus tercih

edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerine
ait mukus Orneklerinin Bradford analizi ile toplam protein miktar1 ve GC/MS analizi ile
ucucu bilesiklerinin belirlenmesi ve ayn1 zamanda HPLC analizi ile R. miraletus epidermal
mukusundaki, yara ve yanik tedavisindeki etkinligi ile bilinen vitamin E (a-tokoferol)’nin
incelenip oraninin tespit edilmesi, D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus
tirlerine ait mukus Orneklerinin gram negatif bakteri suslarindan Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae, gram pozitif bakteri suslarindan Bacillus subtilis ve Enterococcus
fecalis’e kars1 antibakteriyel aktivitesi ortaya ¢ikartilmasi, yine D. marmorata, D. pastinaca,
G. altavela ve R. miraletus tiirlerine ait mukus Orneklerinin mantar suslarindan Candida
albicans ve Candida parapsilosis‘e karsi antifungal aktivitesi tespit edilmesi ve G. altavela
epidermal mukusunun hiicre canliligi testi (MTT analizi) ile kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri olarak da isimlendirilen A549 hiicre hatt1 iizerindeki antikanserojen aktivitelerinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Balik mukusunun biyokimyasal yapisi, antibakteriyel aktiviteleri, antifungal aktiviteleri ve

antikanserojen ozellikleri ile ilgili literatiirde pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.
2.1. Balik Mukusunun Biyokimyasal Yapusi ile ilgili Calismalar
2.1.1. Toplam Protein Miktariyla lgili Calismalar

Manivasagan ve digerleri (2009), Hindistan’in giineydogu kiyilarindan topladiklar1 benekli
yayin baligi Arius maculatus epidermal mukusunun protein miktarini1 12,64 pg/g olarak

bulmuslardir.

Wei ve digerleri (2010), Malezya’daki yerel bir balik pazarindan elde ettikleri yilanbas baligi
Channa striatus’un ham, sulu faz ve asidik epidermal mukus ekstraktinin protein

konsantrasyonunu sirasiyla, 0,589, 0,291 ve 0,267 mg/ml olarak bulmuslardir.

Arulvasu ve digerleri (2012), Hindistan’in Bengal Korfezi kiyilarindan o6rneklemesini
yaptiklar1 Tachysurus dussumieri tiirii kedi baliginin, ham ve kismen saflagtirilmis epidermal

mukus ekstraktinin protein oranlar sirasiyla, 0,48 ve 0,82 mg/ml bulmuslardir.

Adel, Amiri, Zorriehzahra, Nematolahi ve Esteban (2015), Hazar Go6li kiyilarindan
topladiklari levkit baligi Rutilus frisii kutum tiiriiniin epidermal mukusundaki protein oranini

1,84 mg/ml olarak bulmuslardir.

Rao ve digerleri (2015), Malezya’daki yerel bir balik ¢iftliginden temin ettikleri yilanbas
baliklart Channa micropeltes, C. striatus, Nil tilapyas1 Oreochromis niloticus ve yayin baligi
Mystus nemurus tiirlerinin epidermal mukuslarindaki protein miktarlarini; C. micropeltes
i¢in 0,432 mg/ml, C. striatus i¢in 0,535 mg/ml, O. niloticus i¢in 0,579 mg/ml ve M. nemurus
icin 0,466 mg/ml olarak bulmuslardir.



Al-Rasheed ve digerleri (2018), Malezya’da yetistiriciligi yapilan bir tatlisu levregi tiirii
Anabas testudineus’un ham mukus ekstraktindaki protein miktarint 1,2 mg/ml olarak

bulmuslardir.

Mahadevan, Mohan, Vinoth ve Ravi (2019), Hindistan’in giineydogu kiyilarindan temin
ettikleri gobi balig1 Periophthalmodon schlosseri tiiriiniin ham mukus ekstraktindaki toplam

protein miktarini 0,66 mg/ml olarak bulmuslardir.

2.1.2. GC/MS ve HPLC Analizi ile Tlgili Calismalar

Chong, Ying, Foo, Jin ve Chong (2005), diskus baligi Symphysodon discus’un epidermal
mukusundaki esansiyel aminoasit kompozisyonunu incelemislerdir ve HPLC analizi
sonucunda arginin oranint 8,28 pg/ml, histidin oranimi 8,12 pg/ml, izolésin oranimi 119,76
pg/ml, 16sin oranini 45,04 pg/ml, lisin oranin1 112,49 pg/ml ve treonin oranini ise 7,53 pg/ml

bulmuslardir.

Landsberg ve digerleri (2006), Florida’nin kuzey ve giiney sahillerinden topladiklar
Pyrodinium bahamense tiirii balon baliginin, HPLC ile mukuslarindaki saksitoksin oranini
kuzey sahili 6rnekleri igin 2,407-9,039 ng/ml, giiney sahili 6rnekleri i¢in 6,25-140 pg/ml

arasinda bulmuslardir.

Eckes, Siebeck, Dove ve Grutter (2008), lapin baligi tiirleri Labroides dimidiatus,
Thalassoma lunare ve papagan balig: tiirleri Chlorurus sordidus, Scarus flavipectoralis, S.
niger, S. rivulatus ve S. schlegelii mukuslarindaki mikosporin tiirevi aminoasitleri
(mycosporine-like amino acids, MAAs) HPLC analizi ile incelemislerdir. Calisma

sonucunda elde ettikleri mikosporin tiirevi aminoasitler, Asterina-330 ve Paliten olmustur.

Van der Marel (2012), sazan baligi Cyprinus carpio epidermal mukusundaki fukoz,
glukoz/manoz ve asetil ndraminik asit/galaktoz monosakkaritlerinin oranlarint HPLC ile
analiz etmistir. Calisma sonucunda fukoz %68, glukoz/manoz %19,6 ve asetil néraminik

asit/galaktoz ise %12 oraninda bulunmustur.

Uthayakumar, Ramasubramanian, Senthilkumar, Priyadarisini ve Harikrishnan (2012),

Hindistan’daki Kaveri Nehri’nden topladiklart Mastacembelus armatus tiirii yilan baliginin



HLPC analizi ile epidermal mukusunda bulunan aminoasit miktarlarini; 16sin i¢in %8,54,
glutamik asit i¢in %6,87, sistein i¢in %0,20, histidin i¢in %0,4, izoldsin i¢in %6,92 ve tirosin

icin %0,72 olarak bulmuslardir.

Manikantan, Lyla, Khan, Vijayanand ve Jothi (2016), kaya baligi1 Epinephelus tauvina’nin
HPLC analizi ile mukusundaki aminoasit kompozisyonunu; arginin igin 133,9 nmol/ml,
glutamik asit i¢in 73,5 nmol/ml, glisin i¢in 5,3 nmol/ml ve lisin i¢in 6,5 nmol/ml olarak

bulmuslardir.

Christy-Shaila, Kathireswari ve Saminathan (2018), GC/MS analizi ile zebra baligi Danio
rerio epidermal mukusunda tamami hidrokarbon tiirevi 18 adet biyokimyasal bilesik elde

etmislerdir.

Lirio ve digerleri (2019) kedi balig1 Clarias batrachus tiiriiniin HPLC analizi ile epidermal
mukusundaki lizozim konsantrasyonunu 40,245 pg/ml ve pleurosidin konsansantrasyonunu

13,83 pg/ml olarak bulmuslardir.

2.2. Bahk Mukusunun Antibakteriyel Aktivitesi ile Ilgili Calismalar

Hellio ve digerleri (2002), migr1 Conger conger, morina balig: tiirlerinden Trisopterus
luscus, Pollachius pollachius, Pollachius virens, Gadus morhua, istavrit Trachurus
trachurus, uskumru Scomber scombrus, lapin Labrus bergylta, fener baligi Lophius
piscatorius, ¢ivisiz kalkan balig1 Scophtalamus rhombus, pisi balig: tiirlerinden Platichthys
flesus ve P. platessa ve dil baligi Solea solea mukuslarinin sulu faz, metanolik ve
diklorometan ekstraktlarinin, Bacillus subtilis, B. cereus, B. megaterium, Streptococcus sp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Proteus vulgaris ve Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi antibakteriyel aktivitesini
aragtirmiglardir. Calismada test edilen 78 ekstrakttan 15°1 antibakteriyel aktivite gosterirken,

sulu faz ekstraksiyonlarinin higbirisi aktivite gdsterememistir.

Kuppulakshmi ve digerleri (2008), benekli yilanbas Channa punctatus ve beyaz sazan
Cirrhinus mrigala’nin epidermal mukuslarindan elde edilen sulu faz ekstraktlarinin,
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Lactobacillus vulgaris, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi, Salmonella typhi,
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Staphylococcus aureus ve Vibrio cholera’ya karsi antibakteriyel etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, her iki tlirlin sulu faz ekstraktlarinin test edilen tiim patojenlere kars1 aktivite

gosterdigini bulmuglardir.

Subramanian ve digerleri (2008), kaynak alabaligi Salvelinus fontinalis, mezgit
Melanogrammus aeglefinus ve asalak baligi Myxine glutinosa tiirlerinden elde ettikleri
asidik mukus ekstraktlarinin, insan patojenlerinden Escherichia coli, Salmonella enterica,
Staphylococcus epidermis ve Pseudomonas aeruginosa, balik patojenlerinden Aeromonas
salmonicida, Listonella anguillarum ve Yersinia ruckeri iizerindeki antibakteriyel
aktivitelerini mikrodiliisyon yontemiyle arastirmislardir. Calisma sonucunda, MIK
degerlerini E. coli’ye kars1 sirasiyla, 19 pug/ml, 14 pg/ml ve 6,1 pg/ml; S. enterica’ya karsi
sirastyla 10 pg/ml, 14 ug/ml ve 8,3 ug/ml; S. epidermis’e karsi sirasiyla 136,5 pg/ml, 192,5
ug/ml ve 82,5 pug/ml; P. aeruginosa’ya karsit 34,1 pug/ml, 96,2 pg/ml ve 21 pg/ml; A.
salmonicida’ya karst 19 pg/ml, 27 ug/ml ve 8,3 ug/ml; L. anguillarum’a kars1 39 ug/ml, 27
pug/ml ve 16 ug/ml; Y. ruckeri’ye kars1 ise 19 pg/ml, 14 ug/ml ve 6,1 pg/ml olarak

bulmuslardir.

Manivasagan ve digerleri (2009), benekli kedi baligi Arius maculatus asidik mukus
ekstraktinin Vibirio cholerae, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Shigella spp. ve
Salmonella spp.’ye karsi antibakteriyel etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda, inhibisyon zon

caplarini sirasiyla, 7 mm, 10 mm, 6 mm, 8 mm ve 7 mm olarak bulmuslardir.

Ravi ve digerleri (2010), mavi benekli gobi baligi Boleophthalmus boddarti’nin ham mukus
ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa, Vibrio sp. Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Klebsiella pneumoniae, Proteous microbilus,
Klebsiella oxytoca ve Lactobacillus vulgaris’e kars1 antibakteriyel aktivitelerini
inceledikleri galismalarinda, inhibisyon zon ¢aplarmi K. pneumoniae igin 4,9 mm, S.

paratyphi i¢in 4,3 mm, S. typhi i¢in 4 mm ve Proteous microbilus i¢in 3,2 mm bulmuslardir.

Wei ve digerleri (2010), yilanbas baligi Channa striatus mukusunun asidik ekstraktlarinin
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa patojen bakterilerine
karsi inhibisyon zon ¢aplarmi sirastyla, 7 mm, 11 mm ve 10 mm; MIK degerlerini ise
hepsinde 0,066 ug/ml oraninda bulmuslardir. Ham ve sulu faz ekstraktlarinda inhibisyon

zonu ve MIK degeri tespit edilememistir.
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Kumari ve digerleri (2011), yaym balig1 Rita rita ve benekli yilanbas baligi Channa
punctatus mukuslarinin sulu faz ve asetik asit ekstraktlarinin, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi’ye
kars1 disk diflizyon ve mikrodiliisyon metotlariyla antibakteriyel etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, R. rita ve C. punctatus asidik ve sulu faz ekstraktlarinin S. aureus ve M.
luteus’a karsi aktivite gosterdigini, ancak E. coli’ye karsi bir etki gostermedigini

belirlemislerdir.

Vennila ve digerleri (2011), vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi
mukuslarinin sulu faz ve asetik asit ekstraktlarinin Escherichia coli, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Vibrio cholerea, Streptococcus aureus, Staphylococcus
aureus ve Salmonella paratyphi tstiindeki antibakteriyel aktivitelerini incelemislerdir. Her
iki tiiriin asidik mukus ekstraktlar1 S. typhi, K. pneumoniae, S. aureus, E. coli ve V. cholerae

izerinde antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Conceigdo ve digerleri (2012), vatoz tiirii Potamotrygon cf. henlei mukusunun asidik
ekstraktinda Micrococcus luteus ve Escherichia coli patojenlerine karsi mikrodiliisyon
yontemiyle antibakteriyel aktivitelerini inceledikleri ¢alismalarinda, MIK degerlerini

sirastyla, 12 uM ve 4 uM olarak tespit etmislerdir.

Rao ve digerleri (2015), Nil tilapyast Oreochromis niloticus ve yayin baligi tiirii Mystus
nemurus mukuslarinin asidik ekstraktlarinin Escherichia coli, Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus (Metisilin direngli), Micrococcus luteus, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus
patojenlerine kars1 olusturdugu MIK degerlerini E. coli igin sirasiyla, 15,96 pg/ml ve 23,91
ug/ml; S. enterica igin sirasiyla, 31,91 ug/ml ve 23,91 pg/ml; K. pneumoniae igin sirasiyla
31,91 ug/ml ve 23,91 ug/ml; A. hydrophila i¢in sirasiyla, 31,91 ug/ml ve 23,91 ug/ml; P.
aeruginosa igin sirastyla, 0 pg/ml ve 23,91 pg/ml; S. aureus igin sirastyla 31,91 pg/ml ve
11,96 ug/ml; M. luteus i¢in sirasiyla 15,96 pg/ml ve 11,96 pg/ml; B. subtilis i¢in sirasiyla
15,96 ug/ml ve 11,96 pg/ml ve B. cereus i¢in sirasiyla 31,91 pg/ml ve 11,96 pg/ml olarak

bulmusglardir.

Fuochi ve digerleri (2017), dikenli vatoz Dasyatis pastinaca’nin ham mukus ekstraktinin
Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 ve Streptococcus agalactiae DSM 2134 bakteriyel suslarina
kars1 antimikrobiyal aktivitesini aragtirmiglardir. 16,50 pg/ml’lik konsantrasyonun K.
pneumoniae ATCC 700603 gelisimini %40,44, E. coli ATCC 35218 gelisimini %27,05, E.
coli ATCC 25922 gelisimini %23,15 ve P. aeruginosa ATCC 27853 gelisimini %17,02

oraninda engelledigini bulmusglardir.

Lirio ve digerleri (2019), Nil tilapyas: Oreochromis niloticus, kedi balig1 Clarias batrachus
ve ¢izgili yilanbas baligi Channa striata’nin asidik mukus ekstraktlarmin Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Aeromonas hydrophila, Escherichia coli ve Serratia marcescens
patojenlerine karsi antibakteriyel aktivitelerini inceledikleri calismalarinda, her {i¢ tiiriin
ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplart O. niloticus igin sirasiyla, 13,21 mm,
16,29 mm, 17,79 mm, 18,28 mm, 15,32 mm, 14,54 mm, 13,74 mm ve 12,69 mm; C.
batrachus i¢in sirastyla, 15,53 mm, 16,20 mm, 19,40 mm, 17,81 mm, 16,07 mm, 15,73 mm,
15,36 mm ve 15,06 mm; C. striata i¢in sirasiyla, 14,61 mm, 15,97 mm, 16,69 mm, 17,46

mm, 15,08 mm, 14,75 mm, 14,84 mm ve 15,97 mm olarak bulmuslardir.

2.3. Bahk Mukusunun Antifungal Aktivitesi ile Tlgili Cahsmalar

Hellio ve digerleri (2002), migr1 Conger conger, morina balig: tiirlerinden Trisopterus
luscus, Pollachius pollachius, Pollachius virens, Gadus morhua, istavrit Trachurus
trachurus, uskumru Scomber scombrus, lapin Labrus bergylta, fener baligi Lophius
piscatorius, ¢ivisiz kalkan balig1 Scophtalamus rhombus, pisi balig tiirlerinden Platichthys
flesus ve P. platessa ve dil baligi Solea solea mukuslarinin sulu faz, metanolik ve
diklorometan ekstraktlarinin, Candida brusei, C. albicans, C. tropicalis, Saccharomyces
cerevisiae ve Issatchenkia orientalis suslarina karsi antifungal aktivitesini arastirmiglardir.
Test edilen 78 ekstrakttan 15’1 antifungal aktiviteler gosterirken, sulu faz ekstraksiyonlariin

higbirisi aktivite gdsterememistir.

Subramanian ve digerleri (2008), kaynak alabaligi Salvelinus fontinalis, mezgit
Melanogrammus aeglefinus ve asalak baligi Myxine glutinosa tiirlerinden elde ettikleri

asidik mukus ekstraktlarinin, Candida albicans iizerindeki antifungal aktivitelerini
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mikrodiliisyon yontemiyle arastirdiklari ¢calisma sonucunda, MIK degerlerini 136,5 pg/ml,
192,5 pg/ml ve 6,1 ng/ml olarak bulmuslardir.

Vennila ve digerleri (2011), vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi
mukuslarinin sulu faz ve asetik asit ekstraktlarinin fungal patojenlerden Candida tropicalis,
Candida albicans, Aspergillus niger, Penicillium sp., Trichophyton mentagrophytes,
Alterneria alteneria, Rhizopus sp., Mucor sp., Trichophyton rubrum’a kars1 aktivitelerini
incelemislerdir. Her iki tiiriin asidik mukus ekstraktlar1 test edilen tiim fungal patojenlere

kars1 aktivite gostermistir.

Conceigdo ve digerleri (2012), vatoz tiirii Potamotrygon cf. henlei mukusunun asidik
ekstraktinin Candida tropicalis mantarina karst mikrodilisyon yontemiyle antifungal

aktivitelerini inceledikleri calismalarinda, MIK degerini 4 uM olarak belirlemislerdir.

Fuochi ve digerleri (2017), dikenli vatoz Dasyatis pastinaca’nin ham mukus ekstraktinin
Candida sp. mantar susuna kars1 antifungal aktivitesini inceledikleri ¢alismalarinda, 4,12

ng/ml’lik bir MIK degeri elde etmislerdir.

Pethkar ve Lokhande (2017), Hint sazan1 Catla catla, beyaz sazan Cirrhinus mrigala ve
Avrupa yilan baligi Anguilla anguilla epidermal mukuslarinin, mantar patojenlerinden
Aspergillus awamori, Colletotrichum falcatum ve Fusarium oxysporum iizerindeki
antifungal aktivitelerini disk diflizyon metoduyla inceledikleri ¢aligma sonucunda elde
edilen inhibisyon zon ¢alpari, C. catla mukusu i¢in sirastyla 20 mm, 10 mm ve 13 mm; C.
mrigala mukusu i¢in sirastyla 20 mm, 15 mm ve 10 mm; A. anguilla mukusu i¢in sirasiyla

10 mm, 20 mm ve 10 mm olarak bulmuslardir.

Lirio ve digerleri (2019), Nil tilapyast Oreochromis niloticus, kedi balig1 Clarias batrachus
ve ¢izgili yilanbag baligi Channa striata’nin asidik mukus ekstraktlariin Candida tropicalis
mantarina karsi herhangi bir antifungal aktivite sergilemedigini bulmuslardir.

2.4. Bahk Mukusunun Antikanserojen Aktivitesi ile Ilgili Calismalar

Lin ve digerleri (2009), turuncu benekli kaya baligi Epinephelus coioides epidermal

mukusunda karakterize edilmis antimikrobiyal peptit Epinecidin-1’in akciger kanseri
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(A549), hepatoseliiler karsinom (HAS5S9T/VGH), rahim agzi kanseri (HeLa), karaciger
kanseri (HepG2), yumusak doku kanseri (HT1080) ve 16semi (U937) hiicre hatlarina kars1
antikanserojen aktivitelerini incelemislerdir. Epinecidin-1’in arastirilan tiim kanser hiicre

hatlar1 tizerinde 2,5 pg/ml’lik dozdan sonra aktivite gosterdigi bulunmustur.

Arulvasu ve digerleri (2012), Tachysurus dussumieri tiirii kedi baliginin ham ve kismen
saflagtirtlmis epidermal mukus ekstraktlarinin A549 hiicre hattina karsi antikanserojen
aktivitelerini arastirmislardir. Ham ve kismen saflastirilmis mukus ekstraktlar i¢in ICso
(hiicrelerin %50’sini 6ldiiren maksimum konsantrasyon) degerini sirasiyla, 5 mg/ml ve 3

mg/ml bulmuglardir.

Kwak ve digerleri (2015), Japon yilan baligi1 Anguilla japonica epidermal mukusunun 16semi
hiicre hatti (K562) iizerindeki antikanserojen aktivitesini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, epidermal mukus ekstraktinin 30 pg/ml’lik konsantrasyonun hiicrelerin
%5,9’unu, 50 pg/ml’lik konsantrasyonun hiicrelerin %14,9’unu ve 100 pg/ml’lik

konsantrasyonun ise hiicrelerin %39 unu inhibe ettigini bulmugslardir.

Balasubramanian ve digerleri (2016), kefal baligi Mugil cephalus ham epidermal mukus
ekstraktinin girtlak kanseri hiicre hatti (HEP-2) iizerindeki antikanserojen etkilerini
inceledikleri caligmalarinda, konsantrasyonlara goére hiicrelerin 6liim ytiizdelerini; 1000
pg/ml i¢in %86,33, 500 pg/ml i¢in %80,92, 250 pg/ml i¢in %74,44, 125 pg/ml i¢in %70,19
ve 62,5 ng/ml igin ise %64,46 olarak bulmuslardir.

Raja ve digerleri (2020), kedi balig1 Tachysurus dussumieri ham mukus ekstraktinin kolon
kanseri hiicre hattina (HT 29) kars1 antikanserojen aktivitesini inceledikleri caligmalarinda,

mukus ekstraktinin HT 29’a kars1 1Cso degerini 400 pg/ml olarak bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bahik Materyali

Tez calismasinda igneli vatoz Dasyatis marmorata, dikenli vatoz Dasyatis pastinaca,
kazikkuyruk baligt Gymnura altavela ve aynali vatoz baligi Raja miraletus tiirleri

kullanilmistir.

Tiirlerin Sistematikteki Yerleri ve Avirt Edici Ozellikleri

Dasyatis marmorata (Steindachner, 1892)

ALEM : Animalia
SUBE : Chordata
SINIF : Elasmobranchii

ALT SINIF : Neoselachii
UST TAKIM : Batoidea

TAKIM : Myliobatiformes
FAMILYA : Dasyatidae

CINS : Dasyatis

TUR : Dasyatis marmorata

Altin kahverengi bir disk lizerinde goze ¢arpan parlak mavi lekeler ve dallanan ¢izgiler
bulunur. Burun ve disk koselidir. Kuyruk, viicut uzunlugunun iki katindan daha azdir. Disk

dikensizdir. Genellikle bir tane ignesi vardir. Maksimum boylar1 60 cm’dir.

Resim 3.1. Dasyatis marmorata’nin genel goriiniisii
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Dasyatis pastinaca (Linnaeus, 1758)

ALEM : Animalia
SUBE : Chordata
SINIF : Elasmobranchii

ALT SINIF : Neoselachii
UST TAKIM : Batoidea

TAKIM : Myliobatiformes
FAMILYA : Dasyatidae

CINS : Dasyatis

TUR : Dasyatis pastinaca

Kuyrugun iist ve alt tarafinda, dikenden kuyruk ucuna dogru karina seklinde boyuna bir deri
kivrimi bulunur. Kuyruk boyu disk boyunun bir buguk kati kadardir. Maksimum boylar1 150

cm’dir.

Resim 3.2. Dasyatis pastinaca’nin genel goriiniisii

Gymnura altavela (Linnaeus, 1758)

ALEM : Animalia
SUBE : Chordata
SINIF : Elasmobranchii

ALT SINIF : Neoselachii
UST TAKIM : Batoidea

TAKIM : Myliobatiformes
FAMILYA : Gymnuridae
CINS : Gymnura

TUR : Gymnura altavela
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Disk c¢ok genis olup boyunun en az iki katidir. Kuyruk kisa ve dikenli olup iist ve alt

kisimlarinda sertlesmis deri kivrimlart bulunur. Maksimum boylari 140 cm’dir.

Resim 3.3. Gymnura altavela’nin genel goriiniisii

Raja miraletus (Linnaeus, 1758)

ALEM : Animalia
SUBE : Chordata
SINIF : Elasmobranchii

ALT SINIF : Neoselachii
UST TAKIM : Batoidea

TAKIM : Rajiformes
FAMILYA :Rajidae

CINS : Raja

TUR : Raja miraletus

Burun kisa ve sivri ugludur. Basin hemen gerisinde ortada 2-3 adet diken vardir. Kuyrukta
3 tane siral1 diken veya tiiberkiil bulunur. Yiizgeclerin tabaninda mavi géz seklinde bir leke

vardir. Maksimum boylar1 63 cm’dir.
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Resim 3.4. Raja miraletus’un genel goriiniisii

3.1.2. Balik Orneklerinin Temini

Calismada D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerinin mukuslari,
Iskenderun Kérfezi’nde trol ve uzatma aglari kullanan teknelerle bire bir ¢ikilarak elde

edilmis ve mukus drnekleri toplandiktan sonra dogaya geri salinmstir.

3.1.3. Mukus Orneklerinin Toplanmasi

Epidermal mukus orneklerinin yeterli miktarda toplanabilmesi i¢in Oncelikle yakalanan
balik canliyken bir siire bekletilerek mukus salinimi saglanmistir. Mukus, baligin dorsal
bolgesinden dikkatli bir sekilde hafifce kazinarak toplanmistir (Resim 3.5). Bagirsak
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in kazima islemi ventral bolgeden uzak yapilmistir. Yeterli
mukus Ornegi toplandiktan sonra balik canli bir sekilde yeniden denize birakilmistir.
Toplanan materyal, dikkatlice steril falkon tiipleri igerisine konulup etiketlenerek -20°C’de

muhafaza edilmistir.



19

Resim 3.5. Balik heniiz canliyken yapilan mukus 6rnegi toplanmasi iglemi

3.2. Yontem

3.2.1. Biyokimyasal Yap1 Analizleri

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden ayr1 ayri
toplanan mukus 6rneklerinin Bradford analizi ile toplam protein miktari, GC/MS analizi ile
de ugucu bilesikleri tespit edilmistir. Ayn1 zamanda R. miraletus epidermal mukusunun

HPLC analizi ile vitamin E (a-tokoferol) miktar1 tespit edilmistir.

Bradford Analizi

Orneklerin Analize Hazir Hale Getirilmesi

Toplam protein miktar1 analizinde 6ncelikle Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura
altavela ve Raja miraletus igin toplanan mukus orneklerinden ham ekstrakt elde edilmesi
islemi iskenderun Teknik Universitesi, Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Molekiiler

Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Pastor pipeti vasitasiyla
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eppendorftiiplerine 1000 pl mukus 6rnegi konulmustur. Eppendorf tiiplerine konulan mukus
ornekleri 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutularak katman olusumu
saglanmistir. Santrifiij isleminin ardindan mukus 6rneklerinin {ist katmanlar1 yeni tiiplere

alimmustir. Alinan 6rnekler analize kadar -20°C’de saklanmustir.

Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford analiziyle toplam protein miktarlarinin tespit edilmesi islemi Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yiirlitiilmistiir. Mukus igerisindeki toplam protein tayininde, 595 nm’de goriiniir hale
gelecek sekilde proteinlerin baglanmasi i¢in Coomassie Brilliant Blue G250 (CBG-250)
kullanilmustir. 0,1 gr CBG-250, 5 ml %95’lik etanol igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve tizerine 5 ml
%095 fosforik asit ilave edilerek saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra siizgec
kagidi yardimiyla siiziilerek hazir hale getirilmistir. Standart soliisyon olarak Bovin Serum
Albmin (BSA) ¢6zeltisi kullanilmistir. 0,1 gr BSA 100 ml saf suda ¢ozdiiriilerek bir ana stok
elde edilmistir. Hazirlanan ana stoktan 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5 ve 2,0 mg/ml
konsantrasyonlarinda BSA ¢ozeltileri elde edilmistir. Standart BSA ¢ozeltilerinin tiimii 595
nm’de okutularak absorbans degerleri elde edilmis ve elde edilen bu absorbans degerlerine
gore standart egri cizilmistir. Mukus Orneklerinin spektrofotometrik okumasinin
yapilabilmesi i¢in 1 ml mukus 6rneginin tizerine 1 ml CBG-250 eklenerek 595 nm’de 3
tekrarlt olarak spektrofotometrik okumasi yapilmistir. Okumasi yapilan Orneklerin
absorbans degerleri 6nceden olusturulan 0-2,0 mg/ml arasindaki standart BSA ¢ozeltilerine
ait absorbans degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafigindeki regresyon denkleminde

yerine konularak protein miktarlar1 hesaplanmistir.

GC/MS Analizi

GC/MS analizi ile ugucu bilesiklerin tespit edilmesi islemi Cukurova Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Biyokimya Laboratuvari’nda yiiriitiilmistir. GC/MS
analizinde, ugucu bilesikleri epidermal mukustan ayirmak igin Christy-Shaila ve digerleri
(2018)’in hekzan ekstraksiyonu protokolii modifiye edilerek kullanilmigtir. 2 ml mukus
orneginin iizerine 2 ml hekzan ilave edilmistir. 1 dakika ultrasonik banyoda bekletilen

ornekler daha sonra 1 dakika vortekslenerek ekstraksiyon islemi tamamlanmistir. Hekzan
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fazi, laboratuvar kosullar1 altinda 30 dakika bekledikten sonra sudan ayirma iglemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen hekzan ekstrakti, 0,45 um’lik bir siringa filtresi yardimiyla

stiziilerek GC/MS analizine hazir hale getirilmistir.

GC/MS analizi, otomatik drnekleyici ile donatilmis Finnigan-Trace GCMS (Thermo, ABD)
markali cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir (Resim 3.6). GC/MS analizi igin, Zebron ZB-
5 (Phenomenex, ABD; %5 fenil-% 95 dimetilpolisiloksan) kapiler kolon (0,25 mm x 60 m,
0,25 um), splitless enjeksiyon (1 ul) ve tasiyict gaz olarak da helyum (2,0 ml/dakika, sabit
akis hizinda) kullanilmistir. Kullanilan sicaklik programa ise, kolon firin1 baslangi¢ sicakligi
70°C’dir. Bu sicaklikta 1 dakika bekletildikten sonra, dakikada 6°C’lik artisla 260°C’ye
cikilmistir. Bu sicaklikta da 5 dakika bekledikten sonra, dakikada 25°C’lik artisla 300°C’ye
ulagilmistir. Enjektor ve detektor sicaklign ise 230°C’dir. Kiitle spektrometresi elektron
darbeli (El) modunda (70 eV) ¢alistirilmis 50-550 m/z arasinda tam tarama modunda veri
toplamistir. Elde edilen veriler, bilesik tanima ve miktar tayini i¢in toplam iyon sayis1 (TIC)

kullanilarak degerlendirilmistir. Bilesenlerin spektrumlari, GC/MS kiitiiphanesinde bilinen

I

bilesenlere ait veritabanindaki spektrumlar ile karsilastiriimistir.

it

Resim 3.6. GC/MS analizinin yapildigi cihaz

HPLC Analizi

HPLC analizi ile R. miraletus epidermal mukusunda bulunan a-tokoferol (vitamin E) miktar1

Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve
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Arastirma Merkezi’'nde tespit edilmistir. Mukus igerisindeki a-tokoferol miktarinin

belirlenebilmesi igin 6ncelikle a-tokoferol stok standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin:

10 mg standart 100 ml’lik balon jojeye alinmustir.

Uzerine hekzan ilave edilip ¢oziindiiriildiikten sonra hacmine tamamlanmistir.

Bu ¢6zeltiden 10 ml pipetle balona alindiktan sonra, rotary evaporatorde 40°C’yi
ge¢meyecek sekilde ¢oziicli ugurulmustur.

Coziicii ugurulduktan hemen sonra a-tokoferol 10 ml metanol ile iyice
¢coziindirilmistiir.

(Cozeltinin absorbansi 292 nm’de Sl¢iilmiis ve sonug absorbans degerine (0,0076)

boliinerek standardin konsantrasyonu (png/ml a-tokoferol) hesaplanmuistir.

Mukus 6rneklerinin analize hazir hale getirilmesi ve enjeksiyonu igin:

2 ml mukus 6rnegi 25 ml’lik volumetrik balona alinmistir.
Uzerine 2 ml hekzan ilave edilmis ve drnek iyice ¢oziinene kadar calkalanmistir.
Ornek, iizeri balon hacmine kadar hekzan ile tamamlandiktan sonra 20 pl’si HPLC

cihazina enjekte edilmistir.

HPLC analizi i¢in, SHIMADZU (Shimadzu Corporation) marka cihaz kullanilmistir (Resim

3.7). HPLC analizinde uygulanan galisma kosullar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Resim 3.7. R. miraletus mukusunda bulunan a-tokoferol miktarinin tespit edildigi HPLC

cihazi
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Cizelge 3.1. HPLC calisma kosullar1

Marka SHIMADZU

Degazor SHIMADZU DGU- 20A3
Gradient Pompa SHIMADZU LC- 20AD SP
Diyot Dizi Detektorii ~ SHIMADZU RF-10A XL
Kolon Firim SHIMADZU CTO-20A

Mobil Faz Propan-2-ol/hekzan (1:99) (v/v)
Akis Hizi 0,7 ml/dk

Kolon Sicakligi 30°C

Enjeksiyon Miktar1 20 ul

3.2.2. Antimikrobiyal Analiz

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden ayr1 ayri
elde edilen epidermal mukus 6rnekleri, ham, sulu faz ve asidik faz ekstraksiyon metotlar1
kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmek iizere ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon
islemleri Iskenderun Teknik Universitesi, Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi,
Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Epidermal
mukus ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi islemi Mersin Universitesi
Ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM), Mikrobiyoloji

Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Ham Ekstraktin Elde Edilmesi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden elde
edilen epidermal mukus Orneklerinden ham ekstrakt eldesi i¢in; pastdr pipeti vasitasiyla
eppendorf tiiplerine 1000 pl ham mukus 6rnegi konulmustur. Eppendorf tiiplerine konulan
mukus 6rnekleri 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutularak katman olusumu
saglanmistir. Santrifiij isleminin ardindan mukus 6rneklerinin {ist katmanlar1 yeni tiiplere

almmustir. Ornekler -20°C’de saklanmistir.
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Sulu Faz Ekstraktinin Elde Edilmesi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden elde
edilen epidermal mukus orneklerinin sulu faz ekstrakti eldesi i¢in; pastor pipeti vasitasiyla
eppendorf tiiplerine 500 pl ham mukus 6rnegi konulmustur. Uzerlerine ayni oranda 500 pl
%0,85 NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij islemine tabi
tutularak katman olusumu saglanmistir. Santrifiij isleminin ardindan mukus orneklerinin tist

katmanlar1 yeni tiiplere alinmistir. Ornekler -20°C’de saklanmustir.

Asetik Asit Ekstraktinin Elde Edilmesi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden elde
edilen epidermal mukus 6rneklerinin asetik asit ekstraksiyonu i¢in; her bir tiirden ayr1 ayri
falkon tiiplerine toplanan 25 ml mukus Ornegi Orneginin lizerine 25 ml %3 asetik asit
eklenmistir ve tiipler 5 dakika sicak suyun igerisinde bekletilmistir. Sicak suyun icerisinden
alinan falkon tiipii buz igerisinde sogutulmustur. Ardindan 6rnek 10 dakika boyunca
homojenize edilmistir. Falkon tiipii icerisinde homojenize edilmis mukus-asetik asit karigimi
daha sonra 18000 rct’de 35 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutularak katman olusumu
saglanmistir. Elde edilen iist katmanlar yeni falkon tiipiine aktarilmistir. Ornekler +4°C’de

saklanmastir.

D. marmorata mukusunun, ham (DmH), sulu faz (DmS) ve asetik asit (DmAA), D.
pastinaca mukusunun ham (DpH), sulu faz (DpS) ve asetik asit (DpAA), G. altavela
mukusunun ham (GaH), sulu faz (GaS) ve asetik asit (GaAA) ve R. miraletus mukusunun
ham (RmH), sulu faz (RmS) ve asetik asit (RmAA) ekstraktlarinin antimikrobiyal
(antibakteriyel ve antifungal) aktiviteleri Disk Diflizyon ve Spektrofotometrik Broth

Mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak arastirilmistir.

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden elde
edilen epidermal mukus ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleri, gram negatif bakteri
suslarindan Escherichia coli (ATCC 25922) ve Klebsiella pneumoniae, gram pozitif bakteri

suglarindan Bacillus subtilis (ATCC 6633) ve Enterococcus faecalis kullanilarak
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belirlenmistir. Test dncesi suslarin Mueller-Hinton Agar (MHA) kati besiyerlerine ekimleri
yapilmistir ve 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bir giinlik
inkiibasyon sonunda agar plagindaki tek diigsmiis kolonilerden dogrudan bir 6ze yardimiyla
koloni alinarak serum fizyolojik ile McFarland 0,5 standardina gore yogunluk ayarlanmistir

(McFarland, 1987). Pozitif kontrol i¢in antibiyotik olarak Ampisilin kullanilmistir.

Disk Difiizyon Yontemi

McFarland 0,5’e gore ayarlanmis belirli miktardaki bakteri stispansiyonu, MHA’11 petriye
yayilmig ve ii¢ farkli bolgeye bos antimikrobiyal diskler (6 mm ¢apinda) yerlestirilmistir.
Her bir diske 20 pl (v/v) ekstrakt damlatilmig ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir
(Resim 3.8). Sonuglar degerlendirilirken, inhibisyon zon c¢aplart milimetre cinsinden

kumpas kullanilarak l¢iilmistiir. Negatif kontrollerin de kullanildigi tim testler ii¢ kez

tekrarlanmigtir.

Resim 3.8. MHA’l1 petrideki bos antimikrobiyal disklere ekstraktlarin damlatilmasi
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Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus epidermal
mukuslarinin ham, sulu faz ve asidik ekstraktlarimin her biri i¢in ayr1 ayr steril 96 kuyucuklu
plakalar hazirlanmigtir. Mikroplakalardaki tiim kuyucuklara Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerinden 50 pl (v/v) konulmustur. Daha sonra, ilk kuyucuga epidermal mukus
ekstraktlarindan 100 ul (v/v) olacak sekilde konularak ilk on sira sonuna kadar iki katl
diliisyonu yapilmistir. Besiyeri kontrol ve negatif kontroller son iki siituna hazirlanmstir.
Pozitif kontroller ayr1 bir plakada ¢alisilmistir. Son olarak ekstrakt ve antibiyotik bulunan
kuyucuklara 5 pl mikroorganizma eklenmistir. Daha sonrasinda hazirlanan besiyeri

inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon &ncesi (to. saat) ve inkiibasyon sonrasinda (tzs. Saat) 600 nm’de optik dansite
(OD) degerleri (absorbans) alinmis ve ortalama degerlerin yiizde inhibisyon degerleri Es.

3.1 ile gosterildigi gibi hesaplanmustir.

% inhibisyon=100-(ODtest.-t,/ODkontrol...t,) x 100) (3.2)

Microsoft Excel vasitasiyla inhibisyon grafigi cizilip, elde edilen dogrusal egim ¢izgisi
iizerinden R? ve ardindan MIK (Minimum Inhibisyon  Konsantrasyonu;
mikroorganizmalarin %99,9’unun iiremesini engelleyen minimum madde konsantrasyonu)
hesabi1 yapilmistir. Deneyler 3 kez tekrar edilmistir (Patton, Barett, Brennan ve Moran, 2006;
Erdogan-Eliuz, Ayas ve Goksen, 2017).

Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus tiirlerinden elde
edilen epidermal mukus ekstraktlarinin antifungal aktiviteleri, Candida albicans ve Candida
parapsilosis suslar1 kullanilarak belirlenmistir. Test dncesi suslarin Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) kati besiyerlerine ekimleri yapilmistir ve 37°C’de 18-24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Bir giinliik inkiibasyon sonunda agar plagindaki tek diismiis
kolonilerden dogrudan bir 6ze yardimiyla koloni alinarak serum fizyolojik ile McFarland
0,5 standardina gore yogunluk ayarlanmistir (McFarland, 1987). Pozitif kontrol icin

antifungal olarak Flukonazol kullanilmistir.



27

Disk Difiizyon Yontemi

McFarland 0,5’e gore ayarlanmis belirli miktardaki mikroorganizma ¢o6zeltisi, SDA’1
petriye yayilmis ve ti¢ farkli bolgeye bos antimikrobiyal diskler (6 mm ¢apinda)
yerlestirilmigtir. Her bir diske 20 ul (v/v) ekstrakt damlatilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar degerlendirilirken, inhibisyon zon gaplar1 milimetre
cinsinden kumpas kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrollerin de kullanildig: tiim testler

ii¢ kez tekrarlanmustir.

Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Yéntemi

Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus epidermal
mukuslarinin ham, sulu faz ve asidik ekstraktlarmnin her biri igin ayr1 ayri steril 96 kuyucuklu
plakalar hazirlanmistir. Mikroplakalardaki tiim kuyucuklara Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerinden 50 pl (v/v) konulmustur. Daha sonra, ilk kuyucuga epidermal mukus
ekstraktlarindan 100 pl (v/v) olacak sekilde konularak ilk on sira sonuna kadar ¢ift kath
diliisyonu yapilmistir. Besiyeri kontrol ve negatif kontroller son iki siituna hazirlanmistir.
Pozitif kontroller ayr1 bir plakada ¢alisilmigtir. Son olarak ekstrakt ve antifungal bulunan
kuyucuklara 5 pl mikroorganizma eklenmistir. Daha sonrasinda hazirlanan besiyeri

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon oncesi (to. saat) ve inkiibasyon sonrasinda (tzs. Saat) 415 nm’de optik dansite
(OD) degerleri (absorbans) alinmis ve ortalama degerlerin yilizde inhibisyon degerleri Es.
3.2 ile gosterildigi gibi hesaplanmigtir.

% inhibisyon=100-(ODtest,.-+/ODkontrolt,..t;) X 100) (3.2)

Microsoft Excel vasitasiyla inhibisyon grafigi ¢izilip, elde edilen dogrusal egim c¢izgisi
iizerinden R2? ve ardindan MIK (Minimum Inhibisyon  Konsantrasyonu;
mikroorganizmalarin %99,9’unun iiremesini engelleyen minimum madde konsantrasyonu)
hesabi1 yapilmigtir. Deneyler 3 kez tekrar edilmistir (Patton ve digerleri, 2006; Erdogan-Eliuz
ve digerleri, 2017).
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Istatistiksel Analiz
Antibakteriyel ve antifungal analizlerden elde edilen % inhibisyon verileri ve inhibisyon zon
caplari Tukey’s testi ve ardindan Tek Yonli Anova testleri ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (p<0,05).
3.2.4. Antikanserojen Aktivite Analizi
Gymnura altavela tiirtinden alinan epidermal mukus 6rneklerinin antikanserojen aktivite
analizleri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak da isimlendirilen A549 hiicre hatti

lizerinde arastirilmistir.

Antikanserojen Aktivite Deneyi icin Ornek Hazirligi

Antikanserojen aktivite deneyi icin érnek hazirlama islemi Iskenderun Teknik Universitesi,
Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi
Laboratuvari’nda yapilmistir. Toplanan mukus 6rneginden pastor pipeti vasitasiyla 15 ml
alinarak 0,013 M Tris, 0,12 M NaCl ve 0,003 M KCl (pH 7,4) igeren 10 ml tampon ¢ozeltisi
iceren falkon tiipine aktarilmis ve burada homojenize edilmistir. Homojenize edilen
ornekler -80°C’de saklanmistir. Saklanan mukus 6rnekleri daha sonra Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
liyofilizasyon islemi i¢in getirilmistir. Oncelikle oda sicakliginda ¢dzdiiriilen &rnekler 1000
rcf, 10 dakika ve 4°C’de santrifiijlenmistir. Ust katmanlar yeni tiiplere aktarilmis ve 20000
rcf, 10 dakika ve 4°C’de yeniden santrifiijlenmistir. Santrifiijden ¢ikartilan 6rneklerin st

katmanlar1 yeni tiiplere alinarak liyofilize edilmistir (Resim 3.9).
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Resim 3.9. Liyofilizasyon islemi (a), liyofilize edllmls G. altavela epldermal mukus 6rnegi

(b)

Liyofilize edilen 6rnekler falkon tiiplere alinip {izerlerine 20 ml distile su eklenmistir. Falkon
tipleri igerisindeki Ornekler 5 dakika 100°C’deki sicak su banyosunda bekletilmistir.
Ornekler daha sonra 10000 rcf, 5 dakika ve 4°C’de santrifiijlenip {ist katmanlar1 yeni tiiplere
aktarilarak deney i¢in hazir hale getirilmistir (Flik, Vanrijs ve Bonga, 1984).

Hiicre Kiiltiira

Deneylerde kullanilan A549, in vitro c¢aligmalarda yaygmn olarak kullanilan
adenokarsinomik insan alveol epitel hiicre dizileridir. Bu hiicre dizileri 175 cm?’lik kiiltiir
kaplarinda (flask) %10 Fetal Bovin Serum (FBS) (Gibco, USA) ve %1 penisilin/streptomisin
(Gibco, USA) igeren Dulbeco’nun modifiye eagle besiyerinde (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, DMEM, Gibco, UK), ortam sartlar1 %95 nem, %5 CO2 ve 37°C olan inkiibatorde
kiiltiire alinmuistir. Kiiltiir vasati haftada iki kez degistirilmis ve hiicreler yeterli sayiya

ulastiklarinda deneyde kullanima hazir hale getirilmistir.

Liyofilize Edilmis Mukus Orneklerinin Hiicre Canliligi Testi (MTT Analizi) Icin

Hazirlanmasi

Mukus 6rnekleri 1000-500-250-125-62,5-31,25 pg/ml en yiiksek dozun %1 oraninda DMSO
(Dimethyl Sulfoxide, SIGMA) icerdigi serumsuz DMEM besiyeri i¢inde ¢ozdiiriiliip yar

yartya oranda diliie edilerek hazirlanmistir.



30

MTT Analizi

MTT analizi igin hiicreler, 24 kuyucuklu plakalara %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren DMEM vasat 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekilmistir ve %95 nem, %5 CO2 ve 37°C

saglayan inkiibator kosullarinda inkiibasyona birakilmigtir. Hiicreler kiiltiir kaplarinin

yiizeyini yaklasik %70-80 oraninda kapladiktan sonra, iizerlerine %10 FBS igeren

besiyerinin yerine serumsuz besiyeri eklenerek 24 saat siireyle yine aymi kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler 24 saatin sonunda 1000-500-250-125-62,5-31,25

png/ml’lik dozlardaki liyofilize edilmis mukus Orneklerine 24 saat siireyle maruz

birakilmistir.

24 saatlik siire sonunda asagidaki MTT protokolii adimlar takip edilmistir.

1 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
(Sigma-Aldrich, USA) soliisyonu hazirlanmistir.

24 kuyucuklu plakadaki mevcut soliisyon vakumlanarak uzaklastirilmig ve her bir
kuyuya 500 ul MTT soliisyonu eklenmistir.

4 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda plaka icindeki MTT soliisyonu dokiilmiistiir.

Her bir kuyuya 500 ul DMSO eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Spektrofotometrede 590 nm’de 670 nm referans dalga boyuna karsi renkteki degisim
okutulmustur.

Hiicrelerin % cinsinden canlilik ve inhibisyon oranlar sirasiyla Es. 3.3 ve Es. 3.4’te

gosterildigi gibi hesaplanmustir:

Hiicre canliligi % = GAop X (100 / Kop) (3.3)

GAob: GA (Gymnura altavela) uygulama grubu optik dansite
Kob: Kontrol grubu optik dansite

Hiicre canliliginin % inhibisyonu = 100 - (% hiicre canliligi) (3.4)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez ¢alismasi dort boliim halinde gerceklestirilmis olup, balik mukusunun biyokimyasal
yapisi, antibakteriyel aktivitesi, antifungal aktivitesi ve antikanserojen aktivitesinden elde

edilen bulgular her bir boliime gore ayr1 bagliklar halinde ele alinmistir.

4.1. Biyokimyasal Yapi

4.1.1. Bradford Analizi Sonuclar:

Mukus o6rneklerinin toplam protein miktari, Bradford (1976)’ya gore tespit edilmistir.
Bradford yontemine gore Microsoft Excel vasitasiyla standart kalibrasyon grafigi cizilip,
grafigin egimi hesaplanmistir (Sekil 4.1). Elde edilen dogrusal egim ¢izgisi lizerindeki y =
0,5924x + 0,0474 denkleminden faydalanilarak hesaplama yapilmistir. Bu denklemde,
mukus Orneginin absorbans degerine (y) gore protein miktari (x) mg/ml cinsinden

belirlenmistir.

14

1,2

y =0,5924x + 0,0474
R2=10,9945

Absorbans (595 nm)

0 0,5 1 15 2 2,5
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.1. Bradford yontemine gore protein tayini i¢in standart kalibrasyon grafigi
Buna gore, Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus

tiirlerinin epidermal mukus drneklerine ait toplam protein miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmis

ve Sekil 4.2°de grafiklendirilmistir.
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Cizelge 4.1. Tiirlerin epidermal mukus 6rneklerinin toplam protein miktarlar

Tir Toplam Protein Miktar1 (mg/ml)
Dasyatis marmorata 4,61+008
Dasyatis pastinaca 4,87+0,03
Gymnura altavela 4,89+0 08
Raja miraletus 3,94+0,05

Toplam protein miktari1 (mg/mL)

Tiirler

Sekil 4.2. Tiirlere ait epidermal mukus 6rneklerinin toplam protein miktarlari

4.1.2. GC/MS Analizi Sonugclar:

GC/MS analizi ile D. marmorata epidermal mukusundan 16 adet biyokimyasal bilesik elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen bu bilesikler i¢erisinden 2-1zopropil-5-metil-1-heptanol
(%10,04), 2-tert-Butil-4-izopropil-5-metilfenol (%7,95), Dokosan (%7,98) ve Dodekanoik
asit (%15,76) major bilesikler olarak belirlenmistir (Sekil 4.3). Diger bilesikler ise
Izotridekanol (%7,45), 1,2,3,5-tetrametilsiklohekzan (%4,58), Dodekan (%2), Tridekan
(%3,17), 2-Heksil-1-oktanol (%7,47), 1-oktanol (% 5,79), Octadekan (%4,25), 1-Dekanol
(%3,29), Heptakosan (%4,88), 1-Nonadesen (%5,98), 10-Heneikosen (%5,79) ve 17-
Pentatriakonten (%3,6) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. GC/MS ile tanimlanan D. marmorata epidermal mukusunun biyokimyasal

bilesikleri

Bilesim orani

No RT % Molekiiler Formiil Bilesik ad1

1 16,52 7,45 Ci13H280 [zotridekanol

2 16,71 10,04 C11H240 2-1zopropil-5-metil-1-heptanol
3 16,89 4,58 CioH20 1,2,3,5-tetrametilsiklohekzan
4 19,88 2,00 CusHzo Dodekan

5 20,55 3,17 Ci4Hso Tridekan

6 21,04 7,95 C14H220 2-tert-Butil-4-izopropil-5-metilfenol
7 21,47 7,98 CooHas Dokosan

8 21,70 7,47 C14H300 2-Heksil-1-oktanol

9 21,90 5,79 C12H260 1-Oktanol

10 23,26 15,76 C15H3002 Dodekanoik asit

11 24,69 4,25 CasHsa Oktadekan

12 25,24 3,29 Ci16H340 1-Dekanol

13 25,48 4,88 Cao7Hse Heptakosan

14 25,75 5,98 CioH3s 1-Nonadesen

15 26,13 5,79 CoiHa 10-Heneikosen

16 26,33 3,6 CasH7o 17-Pentatriakonten

RT (Retention time): Alikonma siiresi (dakika)

HO

2-izopropil-5-metil-1-heptanol

Dokosan

2-rert-Butil-4-izopropil-5-metilfenol

HEC\/\/\/\/\/\I_rOH

o}

Dodekanoik asit

Sekil 4.3. D. marmorata epidermal mukusunun major bilesikleri
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D. pastinaca epidermal mukusundan 12 adet biyokimyasal bilesik elde edilmistir (Cizelge
4.3). Elde edilen bu bilesikler igerisinden Siklooktasiloksan (%11,22), Siklononasiloksan
(%14,49), 1H-Purin-6-amin, [(2-florofenil) metil] (%13,4), Siklodekaziloksan (%12,10),
Lusenin-2 (%11,37) ve Oktasiloksan (%10,57) major bilesikler olarak belirlenmistir (Sekil
4.4). Diger bilesikler ise Sikloheptasiloksan (%4,5), Dokosan (%0,96), Izobiitil ftalat
(%1,64), 1,2-Benzensikarboksilik asit, biitil oktil ester (%1,03), Heptasiloksan (%8,32), Bis
(2-etilheksil) ftalat (%6,41) ve Siklotetrasiloksan (%3,99) olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. GC/MS ile tamimlanan D. pastinaca epidermal mukusunun biyokimyasal

bilesikleri

No RT BﬂeS‘;: Oranl N folekiiler formil Bilesik adi

1 19,88 4,5 C14H4207Si7 Sikloheptasiloksan

2 23,12 11,22 Ci16H4504Sisg Siklooktasiloksan

3 24,71 0,96 CaoHas Dokosan

4 25,91 14,49 C18H5404Sig Siklononasiloksan

5 28,38 13,4 C12H10FNs 1H-Purin-6-amin, [(2-florofenil)

metil]

6 29,31 1,03 C20H3004 1,2-Benzensikarboksilik asit, biitil
oktil ester

7 30,63 12,10 ConeoOloSilo Siklodekaziloksan

8 32,65 11,37 C27H30016 Lusenin-2

9 34,18 10,57 C16H5007Si8 Oktasiloksan

10 35,43 8,32 C14H4406Sis Heptasiloksan

11 36,62 6,41 Ca4H3504 Bis (2-etilheksil) ftalat

12 37,83 3,99 CsH2404Siy Siklotetrasiloksan

RT (Retention time): Alikonma siiresi (dakika)
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Sekil 4.4. D. pastinaca epidermal mukusunun major bilesikleri

G. altavela epidermal mukusundan 14 adet biyokimyasal bilesik elde edilmistir (Cizelge
4.4). Elde edilen bu bilesikler icerisinden 1-Nonen (%8,13), 2-izopropil-5-metil-1-heptanol
(%12,24), 2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran (%11,83), Eikosan (%14,25) ve Dodekanoik
asit (%21,37) major bilesikler olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Diger bilesikler ise Undekan
(%2,24), Pentadekan (%2,38), 2-Heksil-1-oktanol (%4,63), tert-Hekzadekanetiol (%4,18),
2-izopropil-5-metil-1-heptanol (%4,65), Oktadekan (%3,25), Heptakosan (%3,58), 2-
Oktadesiloksietanol (%3,98) ve Oktasiloksan (%3,29) olarak belirlenmistir.



Cizelge 4.4. GC/MS ile tamimlanan G. altavela epidermal mukusunun biyokimyasal
bilesikleri

Bilesim orani

No RT % Molekiiler formiil Bilesik ad1

1 15,13 2,24 Ci3Hos Undekan

2 15,31 2,38 CisHz2 Pentadekan

3 16,53 8,13 C2oHas 1-Nonen

4 16,72 12,24 C11H240 2-1zopropil-5-metil-1-heptanol
5 21,05 11,83 C15H1202 2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran
6 21,17 4,63 C14H300 2-Heksil-1-oktanol

7 21,72 14,25 CaoHa2 Eikosan

8 23,27 21,37 C15H3002 Dodekanoik asit

9 25,26 4,18 Ci6H34S tert-Hekzadekanetiol

10 26,35 4,65 C11H240 2-izopropil-5-metil-1-heptanol
11 29,87 3,25 CoeHs4 Octadekan

12 30,1 3,58 CaorHse Heptakosan

13 33,24 3,98 C20H4202 2- Oktadesiloksietanol

14 36,43 3,29 C16H5007Sisg Oktasiloksan

RT (Retention time): Alikonma siiresi (dakika)

1-Nonen

Eikosan

Z—i.zopropll—S—metil—l—heptanol

HiC
l\/\/\/\/\//\/\\/\/\/\
CH,

2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran

WW\/\[J,/ o \r

Dodekanoik asit

Sekil 4.5. G. altavela epidermal mukusunun ma;jor bilesikleri
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R. miraletus epidermal mukusundan yalnizca Tetrakoksametil (%36,08), Siklodekaziloksan
(%31,56) ve Oktasiloksan (%32,36) major bilesikleri elde edilmistir (Cizelge 4.5. ve Sekil

4.6).
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Cizelge 4.5. GC/MS ile tanimlanan R. miraletus epidermal mukusunun biyokimyasal

bilesikleri
No RT B ﬂesif; OTa - Molekiiler formiil Bilesik adi
1 32,77 36,08 C24H7,012Si12 Tetrakosametil
2 35,42 31,56 C20He0010Si10 Siklodekaziloksan
3 37,97 32,36 C16H5007Sig Oktasiloksan

RT (Retention time): Alikonma siiresi (dakika)

HC HyC Hs  cH
i X :\/CH:, i/CHll x)
asi st _si —CHs
ol/ ~o” N No” \? \ \/ \/ \/ \/
0. o si si
HC—Si._ HiC—Si._ —57 NN e NN
H:lco HC/O | | ~HN Oo/N o/ N o/ H .
HC—SIi : Sli—CH O _ O _ OS5 _si _si—
27 /N0, CHSHAC CH. 07 Nar si” Tsi” /o7 o7\ / 9N/ 0N/ O N/ O\
H 3HC CH,
e N T /N /N
H]C——/Sl\OISI\O,SI\O,SI\*CH;
HyC CHy
Tetrakosametil Siklodekaziloksan Oktasiloksan

Sekil 4.6. R. miraletus epidermal mukusunun major bilesikleri

GC/MS analizi sonucunda D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus
epidermal mukuslarinin kromatogramlar1 ve kiitle spektrumlari sirasiyla Sekil 4.7, 4.8, 4.9,
ve 4.10’da verilmistir. Kromatogramdaki pikler, GC/MS kiitiiphanesinde bilinen bilesenlere

ait veritabanindaki spektrumlarla birlestirilmis ve karsilastirilmistir.
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Sekil 4.7. D. marmorata epidermal mukusunun GC/MS kromatogrami
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Sekil 4.8. D. pastinaca epidermal mukusunun GC/MS kromatogrami
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Sekil 4.9. G. altavela epidermal mukusunun GC/MS kromatogrami
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Sekil 4.10. R. miraletus epidermal mukusunun GC/MS kromatogrami
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4.1.3. HPLC Analizi Sonuclar
HPLC analizi sonucunda R. miraletus epidermal mukusunun a-tokoferol konsantrasyonu

13,78 pg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen HPLC kromatogramlari ve kiitle spektrumlari
Sekil 4.11°de gosterilmistir.

mAU
PDA Multi 1
10 ",
5~ [
5 © | \
1 N | '.
o \
- N/ "
o L~ Sl N
I e LA A o B e L e o e T T B e S
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0
min

1 PDA Multi 1/292nm 4nm

Sekil 4.11. R. miraletus epidermal mukusunun HPLC kromatogrami

4.2. Antibakteriyel Aktivite

D. marmorata epidermal mukusunun, ham (DmH), sulu faz (DmS) ve asetik asit (DmAA),
D. pastinaca epidermal mukusunun ham (DpH), sulu faz (DpS) ve asetik asit (DpAA), G.
altavela epidermal mukusunun ham (GaH), sulu faz (GaS) ve asetik asit (GaAA) ve R.
miraletus epidermal mukusunun ham (RmH), sulu faz (RmS) ve asetik asit (RmAA)
ekstraktlarinin gram negatif bakteri suslarindan E. coli ve K. pneumoniae, gram pozitif
bakteri suslarindan B. subtilis ve E. faecalis ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu ortaya ¢ikan

sonuglar inhibisyon zonu ve MiK agisindan degerlendirilmistir.

4.2.1. Disk Difiizyon Analizi Sonuclar
Disk difiizyon analizi sonucunda epidermal mukus ekstraktlarinin E. coli, K. pneumoniae,
B. subtilis ve E. faecalis’e karsi olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 6l¢iimleri Cizelge 4.6’da

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Disk difiizyon yontemine gore, 24 saat boyunca E. coli, K. pneumoniae, B.
subtilis ve E. faecalis ile ayr1 ayri inkiibe edilmis mukus ekstraktlarina bagl
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Ekstraktlar

20 l (viv)/zon E. coli K. pneumoniae B. subtilis E. faecalis
DmH 0,172 0,00 0,40, 0,970 0,83:0;5
DmS 0,13%0,04 0,43°.0.12 0,80:0.4 1,07:07
DmAA 0,17%:0,00 0,87+0,5 1,30+0,5 1,575
DpH 0,83.1,03 0,27° 10,16 0,83.1,03 0,700
DpS 0,570, 0,13 0,04 1,331 0,170,
DpAA 1,2050,07 1,275 1,87508 1,90:04
GaH 0,73:08 1,03506 0,77109 1,0041,06
GaS 0,77+00 0,47° o5 0,130,04 0,87:03
GaAA 2,60:04 247506 2,90:190 2,801,
RmH 0,13%0,04 0,13 0,04 0,47:04 0,20:0,08
RmS 0,23%:0,18 0,13 10,04 0,13:0,04 0,170,090
RmAA 0,13%0,04 0,730 0,77+09 0,50+0,5
ﬁ?i‘;}gﬂ) 10,1040, 12,0004 4,30.05 9,70.1,

a: GaAA ile olan farkliliklar1 (E. coli), b: GaAA ile olan farkliliklar1 (K. pneumoniae) gostermektedir.

Gram negatif bakteri suslarindan E. coli ve K. pneumoniae ve gram pozitif bakteri
suslarindan B. subtilis ve E. faecalis’e karsi en yiiksek ortalama inhibisyon zon ¢ap1 2,90
mm ile GaAA ekstraktinin B. subtilis tizerinde gosterdigi aktivitede elde edilirken, en diisiik
zon ¢apt ise DmS, RmH ve RmAA ekstraktlarinin E. coli’ye, DpS, RmH ve RmS
ekstraktlarinin K. pneumoniae’ye ve GaS ve RmS ekstraktlarinin ise B. subtilis’e kars1
gosterdigi aktivitede (0,13 mm) belirlenmistir. Istatistiksel olarak GaAA ekstraktinin E
coli’ye karst olusturdugu antibakteriyel zon ¢ap1 (2,60 mm) diger ekstraklara (DmH, DmS,
DmAA, RmH, RmS, RmAA) gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05). GaAA
ekstraktinin K. pneumoniae’ye karsi antimikrobiyal zon ¢ap1 (2,47 mm) diger ekstraklara
(DmH, DmS, DpH, DpS, GaS, RmH, RmS, RmAA) goére anlamli derecede farkli
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.6). E. coli’ye kars1 inhibisyon zonlarina bakildiginda, tiim
epidermal mukus ekstraktlarinin icerisinde en yiiksek aktivite GaAA ekstraktlarinda
goriilmiistiir. GaAA ekstraktin1 takiben DpAA ve DpH ekstraktlar1 da E. coli’ye karsi
antibakteriyel aktivite gostermistir (Sekil 4.12).



41

3,00

e
th
<

o
[=]
[=)

-
=
=)

-

7 |
J"

v B

._,

inhibisyon zon cap1 (mm)
= —
3 3

&

< =) <l
< Q{\\ Q@‘? * Q’Q S (_{b‘ Q:éb Q'@ Q§?y.

Ekstraktlar

Sekil 4.12. Disk difiizyon yontemine gore, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin E. coli ile
24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan antibakteriyel zonlarin grafiksel gosterimi

K. pneumoniae’ye karsi inhibisyon zonlarina bakildiginda, tim epidermal mukus
ekstraktlarinin igerisinde en yiiksek aktivite GaAA ekstraktlarinda gorilmiistiir. GaAA
ekstraktini takiben DpAA, GaH ve DmAA ekstraktlari da K. pneumoniae’ye karsi
antibakteriyel aktivite gostermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Disk diflizyon yontemine gore, tiim epidermal mukus ekstraktlarmin K.
pneumoniae ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan antibakteriyel zonlarin
grafiksel gosterimi

B. subtilis’e kars1 inhibisyon zonlarina bakildiginda, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin
icerisinde en yliksek aktivite GaAA ekstraktlarinda goriilmiistiir. GaAA ekstraktini takiben
DpAA, DpS ve DmAA ekstraktlar: da B. subtilis’e kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Disk difiizyon yontemine gore, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin B. subtilis
ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan antibakteriyel zonlarin grafiksel
gosterimi
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E. faecalis’e karsi inhibisyon zonlarina bakildiginda, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin
icerisinde en yliksek aktivite GaAA ekstraktlarinda goriilmiistiir. GaAA ekstraktini takiben
DpAA, DmAA ve DmS ekstraktlari da E. faecalis’e kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir
(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Disk difiizyon yontemine gore, tim epidermal mukus ekstraktlarinin E. faecalis
ile 24 saatlik inkiilbasyon sonunda olusan antibakteriyel zonlarin grafiksel
gosterimi

4.2.2. Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Analizi Sonuclari

Spektrofotometrik broth mikrodiliisyon analizi sonucu MIK bakimindan belirlenen degerler
Cizelge 4.7°de gosterilmistir (p<0,05). Genel olarak 100 pl (v/v)’nin altinda tiim ekstraktlar
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel aktivite gdstermistir. En yiiksek MIK degeri 8,99
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ul (v/v) ile DmAA ekstraktinin K. pneumoniae’ye karsi gosterdigi etki olurken, en diisiik
MIK degeri 80,88 ul (V/v) ile RmAA ekstraktinin E. coli’ye kars1 gosterdigi aktivite olarak

belirlenmistir.

Istatistiksel olarak DpS ekstraktinin B. subtilis’e kars1 antibakteriyel aktivitesi (MIK= 92,63
ul (v/v)) diger ekstraklara (DmH, DmS, DmAA, DpH, GaS, GaAA, RmH, RmS, RmAA)
gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05). DpH ekstraktinin K. pneumoniae’ye
kars1 antibakteriyel aktivitesi (MiK= 60,17 ul (v/v)) diger ekstraktlara (DmH, DmS, DmAA,
GaS, GaAA, RmH, RmS, RmAA) gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05). DpS
ekstraktinin ise E. faecalis’e kars1 antibakteriyel aktivitesi (MIK= 22,76 pl (v/v)) diger
ekstraktlara (DmH, DmS, DmAA, DpH, DpAA, GaH, GaS, GaAA, RmH, RmS, RmAA)
gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Spektrofometrik mikrodiliisyon yontemine gore, 24 saat boyunca E. coli, K.
pneumoniae, B. subtilis ve E. faecalis ile ayri ayri inkiibe edilmis mukus
ekstraktlarinin MIK degerleri

Ekstraktlar E. coli K. pneumoniae B. subtilis E. faecalis
DmH 12,78:29 14,22°.5 ¢ 14,6935 24,17%
DmS 37,03:242 19,0255 22,15%¢6 16,54%5,
DmAA 9,30:0,08 8,99 10,2320, 9,19%0,06
DpH 33,22:63 60,17:364 22,06%3 38,45%
DpS 25,39:14 31,3249 92,63:56,0 22,7605
DpAA 26,7229 33,746 34,55:1 1 50,38%77
GaH 18,9715 27,84.33 41,13:39 23,264,
GaS 22,58.:0,02 14,8804, 16,97%63 16,165
GaAA 8,640, 9,017, 9,40%,, 9,13%,
RmH 23,0710 10,700, 26,597 5 11,17%00
RmS 26,7053 19,57%.4901 16,67%63 11,03%0,
RMAA 80,8804 10,21 12,0127 9,78%0.4
argfnifii)”” 16.006 16.0, 32.04 32.03

a: DpS ile olan farkliliklar1 (B. subtilis), b: DpH ile olan farkliliklar1 (K. pneumoniae), c¢: DpS ile olan
farkliliklar1 (E. faecalis) gostermektedir.
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D. marmorata epidermal mukusunun, ham (DmH), sulu faz (DmS) ve asetik asit (DmAA),
D. pastinaca epidermal mukusunun ham (DpH), sulu faz (DpS) ve asetik asit (DpAA), G.
altavela epidermal mukusunun ham (GaH), sulu faz (GaS) ve asetik asit (GaAA) ve R.
miraletus epidermal mukusunun ham (RmH), sulu faz (RmS) ve asetik asit (RmAA)
ekstraktlarinin gram negatif bakteri suslarindan E. coli ve K. pneumoniae ve gram pozitif
bakteri suslarindan B. subtilis ve E. faecalis’e karsi inhibisyon etkileri genel olarak

konsantrasyonlar: arttik¢a artma yoniinde egilim gostermistir.

Dasyatis marmorata Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

D. marmorata epidermal mukusunun ham ekstrakti E. coli’ye karsi 50 pl’de (%
inhibisyon=6,869) aktivite gdstermeye baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=27,054), K. pneumoniae’ye karsi 12,5 pl’de (% inhibisyon=7,063)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 pl’de (%
inhibisyon=47,628), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=1,997) aktivite gdstermeye
baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (% inhibisyon=76,217), E.
faecalis’e kars1 3,125 pl’de (% inhibisyon=1,997) aktivite gostermeye baslamis ve en
yiiksek yiizde inhibisyon oranmna 100 ul’de (% inhibisyon=34,163) ulagmistir (Sekil 4.16).

100

a1
o

i

/N

o

-100
-150

% inhibisyon

-200

-250
0,09l | 039pul | 0,78l | 1,56l | 3,125 1| 625l | 12,5u1 | 25ul | 50pul | 100 pl

=¢==FC |-220,772|-162,132|-169,482 | -146,334 | -31,999 | -19,107 | -13,560 | -12,142 | 6,869 | 27,054
== Kp|-173,846 | -119,634 | -79,336 | -71,524 | -21,881 | -15,948 | 7,063 7,139 | 23,767 | 47,628
=d=Bs | 1,997 3,894 6,736 3,914 | 27,638 | 48,242 | 48,381 | 50,626 | 46,275 | 76,217
=>e=Ef | -25,064 | -17,383 | -5,947 | -4,031 | 2,559 9,520 8,546 | 13,639 | 29,648 | 34,163

Sekil 4.16. D. marmorata mukusunun ham ekstraktinin (DmH) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagl antibakteriyel etkisini gdsteren % inhibisyon egrileri
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Sulu Faz Ekstrakt

D. marmorata epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti E. coli’ye kars1 3,125 ul’de (%
inhibisyon=1,640) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=29,215), B. subtilis’e kars1 25 ul’de (% inhibisyon=4,953) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiksek yilizde inhibisyon oranina 50 pl’de (%
inhibisyon=36,388), E. faecalis’c kars1 50 ul’de (% inhibisyon=52,579) aktivite gostermeye
baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 pl’de (% inhibisyon=72,981)
ulasmigtir. K. pneumoniae’ye kars1 higbir konsantrasyonda aktivite gosterememistir (Sekil
4.17).

100
50
c
o o —
>
2L g
i ®]
< 100
c
o -150
™
-200
-250
0,9ul | 039ul | 0,78l | 15601 [3,125ul] 6,25l | 12,501 | 25u1 | soput | 100t
e=g==Fc | -32,134 | -16,051 | -1,088 -3,254 1,640 2,372 6,078 7,270 28,409 | 29,215
== Kp |-196,388 | -198,167 | -174,764 | -178,437 | -172,595 | -174,819 | -138,472| -71,804 | -54,005 | -28,799
—4—Bs | -53,794 | -14,408 | -17,824 | -18,375 | -27,251 | -6,870 | -15,088 | 4,953 | 36,388 | 29,987
e Ef | -59,530 | -57,772 | -53,823 | -36,552 | -23,950 | -17,884 | -13,978 | -9,767 52,579 | 72,981

Sekil 4.17. D. marmorata mukusunun sulu faz ekstraktinin (DmS) E. coli (Ec), K.
pneumoniae (Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon
sonunda doza bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakn

D. marmorata epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti E. coli’ye kars1 3,125 ul’de (%
inhibisyon=61,945) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=89,049), K. pneumoniae’ye kars1 6,25 ul’de (% inhibisyon=40,081)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yilizde inhibisyon oranma 12,5 ul’de (%
inhibisyon=91,854), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=17,268) aktivite
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gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 6,25 ul’de (%
inhibisyon=86,216), E. faecalis’e karsi 6,25 ul’de (% inhibisyon=80,372) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiksek yilizde inhibisyon oranmna 50 pl’de (%
inhibisyon=93,800) ulasmustir (Sekil 4.18).

150
100
c
o)
> 50
D
2
=
c
= 50
(@]
™
-100
-150
0,09ul | 039pul | 0,78l | 156l [3,125ul| 625l [ 125u1 [ 25ul [ 50ul [ 100t
—g==Fc | -41,186 | -17,808 | -16,580 | -12,520 | 61,945 | 72,290 | 76,674 | 89,049 | 86,047 | 85,475
=== Kp |-135,863| -89,887 | -78,050 | -51,451 | -9,366 40,081 | 91,854 | 91,830 | 91,271 | 90,901
=fe=Bs | 17,268 | 15,234 | 14,039 6,366 27,240 | 86,216 | 85,797 | 85,430 | 82,160 | 84,173
e Ef | -28,839 | -22,562 | -7,037 -5,236 -9,684 80,372 | 90,602 | 92,012 | 93,800 | 92,822

Sekil 4.18. D. marmorata mukusunun asetik asit ekstraktinin (DmAA) E. coli (Ec), K.
pneumoniae (Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon
sonunda doza bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Dasyatis pastinaca Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

D. pastinaca epidermal mukusunun ham ekstrakti E. coli’ye karsi 0,39 upl’de (%
inhibisyon=2,604) aktivite gdstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=38,737), K. pneumoniae’ye kars1 0,39 ul’de (% inhibisyon=5,555)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 upl’de (%
inhibisyon=29,637), B. subtilis’e kars1 0,39 upl’de (% inhibisyon=17,259) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 6,25 ul’de (%
inhibisyon=45,689), E. faecalis’e kars1 0,78 ul’de (% inhibisyon=2,864) aktivite gdstermeye
baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 pl’de (% inhibisyon=20,097) ulasmistir
(Sekil 4.19).
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A O
o O

ibisyon

% Inhi
8B o B

0,19ul | 039l | 0,78l | 1,56l [3,125u1] 6,251 [ 12,5u1 | 251 | sopul | 100l
—4—FEc | -15525 | 2,604 | 14,946 | 17,871 | 0,139 | 13,101 | 2,629 | 13422 | 17,527 | 38737
—8—Kp| -11,366 | 5555 | 1575 | 3,345 | 4561 | -1,315 | -1,321 | 15644 | 19,982 | 29,637
—a—Bs | -8,794 | 17,259 | 20,275 | 29,435 | 22,229 | 45689 | 42,594 | 40,198 | 36,776 | 40,448
—=FEf | -5401 | -1,624 | 2,864 | 1,210 | 7,702 | 6,446 | 13,037 | 18322 | 18,416 | 20,097

Sekil 4.19. D. pastinaca mukusunun ham ekstraktinin (DpH) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakti

D. pastinaca epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti E. coli’ye kars1 0,39 pl’de (%
inhibisyon=24,792) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 pl’de (% inhibisyon=65,844), E. faecalis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=5,946)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 pl’de (%
inhibisyon=20,082) ulagmistir. K. pneumoniae ve B. subtilis’e kars1 higbir konsantrasyonda

aktivite gosterememistir (Sekil 4.20).

ibisyon

% Inh

0,09l | 0391 [ 078l | 1,561 [3,125 1] 625l [ 12,500 [ 25pu1 | s0ul | 100p1
—o—FEc | 6452 | 24,792 | 26,847 | 47,279 | 16,029 | 21,909 | 19,185 | 27,431 | 29,249 | 65,844
—8=—Kp | -59,725 | -55,195 | -56,143 | -57,413 | -51,511 | -58,446 | -53,929 | -7,850 | -13,805 | -16,100
—de=Bs | -99,054 | -73,161 | -84,353 | -77,785 | -79,466 | -83,396 | -96,028 | -89,891 | -80,559 | -8,701
—>=Ff | 5946 | 5405 | 15955 | 15374 | 7,387 | -7,133 | 3,685 | -2,871 | 18,401 | 20,082

Sekil 4.20. D. pastinaca mukusunun sulu faz ekstraktinin (DpS) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri
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Asetik Asit Ekstrakti

D. pastinaca epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti E. coli’ye karst 0,39 ul’de (%
inhibisyon=10,373) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 pl’de (% inhibisyon=52,216), K. pneumoniae’ye kars1 25 pl’de (% inhibisyon=18,879)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 ul’de (%
inhibisyon=24,619), B. subtilis’e kars1 0,19 pl’de (% inhibisyon=4,317) aktivite gdstermeye
baslamis ve en yiiksek yilizde inhibisyon oranina 100 pl’de (% inhibisyon=33,120), E.
faecalis’e kars1 0,39 pl’de (% inhibisyon=0,795) aktivite gostermeye baglamis ve en yiiksek
yiizde inhibisyon oranimna 100 pl’de (% inhibisyon=20,227) ulasmistir (Sekil 4.21).

% inhibisyon

1
[y
o

Y
(S

0,09l [ 0,391 [ 0,78l | 1,561 [3,125u1] 62501 [ 12501 [ 2501 [ soput | 100p
—4—Fc | -13,656 | 10,373 | 15551 | 21,846 | 8,167 | 15,164 | 10,913 | 18,371 | 22,823 | 52,216
—8—Kp| -12,214 | 0991 | -3596 | -2,937 | -0,485 | -5964 | -4,635 | 18,879 | 19,656 | 24,619
—=Bs | 4317 | 5385 | 5357 | 13,039 | 9,243 | 23,817 | 21,599 | 21,142 | 20,019 | 33,120
—>=FEf | -1,780 | 0,795 | 7,251 | 5952 | 7,755 | 1,913 | 9,998 | 11,360 | 18,467 | 20,227

Sekil 4.21. D. pastinaca mukusunun asetik asit ekstraktinin (DpAA) E. coli (Ec), K.
pneumoniae (Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon
sonunda doza bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Gymnura altavela Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

G. altavela epidermal mukusunun ham ekstrakti E. coli’ye karsi 12,5 upl’de (%
inhibisyon=16,925) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 50
ul’de (% inhibisyon=26,336), K. pneumoniae’ye karst 0,19 pl’de (% inhibisyon=6,227)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 100 pl’de (%
inhibisyon=47,665), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=35,575) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiksek yilizde inhibisyon oranina 25 pl’de (%
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inhibisyon=51,650) ulasmistir. E. faecalis’e kars1 yalnizca 100 pl’de (% inhibisyon=53,089)
aktivite gostermistir (Sekil 4.22).

% inhibisyon

0,19l | 0,39l | 0,78l | 1,56 1 [3,125 1| 6,251 | 12,5u1 | 25ul | 500 | 100 pul
—4=—FEC | -35,996 | -39,897 | -36,760 | -34,778 | -6,336 | -1,858 | 16,925 | 11,311 | 26,336 | 20,805
—8=—Kp| 4793 | 11,039 | 8931 | 7,628 | 8736 | 6,220 | 12,785 | 29,485 | 28,768 | 47,665
—=Bs | 35575 | 36,407 | 38,953 | 37,885 | 38,042 | 44,885 | 48,096 | 51,650 | 48,869 | 46,314
ee=Ef | -94,411 | -69,014 | -51,046 | -42,849 | -63,341 | -75,745 | -59,603 | -66,274 | -18,365 | 53,089

Sekil 4.22. G. altavela mukusunun ham ekstraktinin (GaH) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagl antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakt

G. altavela epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti E. coli’ye karst 0,19 pl’de (%
inhibisyon=6,748) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=59,310), K. pneumoniae’ye kars1 6,25 pl’de (% inhibisyon=12,591)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 pl’de (%
inhibisyon=60,103), B. subtilis’e kars1 0,19 pl’de (% inhibisyon=12,408) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiksek yiizde inhibisyon oranina 50 pl’de (%
inhibisyon=72,231), E. faecalis’e kars1 25 ul’de (% inhibisyon=20,528) aktivite gdstermeye
baslamis ve en yiiksek yilizde inhibisyon oranina 50 ul’de (% inhibisyon=54,369) ulasmistir
(Sekil 4.23).
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N P D ]
o o o o o

% inhibisyon

0,09ul | 0391 [ 0,78l | 1,561 [3025 1] 625l | 12,501 [ 25u1 | s0pu1 | 100p
—4—Fc | 6,748 | 15,662 | 27,282 | 30,001 | 36,183 | 29,875 | 26,980 | 30,832 | 39,796 | 59,310
—@—Kp | -63,609 | -48,369 | -37,274 | -34,659 | -10,545 | 12,591 | 2,413 | 15432 | 53493 | 60,103
—=Bs | 12,408 | 17,596 | 21,001 | 16,027 | 29,163 | 48,144 | 43,642 | 46,616 | 72,231 | 71,462
—>e=Ef | -32,603 | -31,926 | -30,312 | -24,651 | -9,800 | -3.286 | -3,236 | 20,528 | 54,369 | 49,402

Sekil 4.23. G. altavela mukusunun sulu faz ekstraktinin (GaS) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakt

G. altavela epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti E. coli’ye karst 0,39 pl’de (%
inhibisyon=2,613) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 6,25
ul’de (% inhibisyon=93,605), K. pneumoniae’ye karst 0,19 ul’de (% inhibisyon=6,227)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 6,25 ul’de (%
inhibisyon=94,601), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=6,503) aktivite gdstermeye
baglamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 6,25 pl’de (% inhibisyon=91,103), E.
faecalis’e kars1 0,19 pl’de (% inhibisyon=16,054) aktivite gostermeye baslamis ve en
yiiksek yiizde inhibisyon oranina 12,5 ul’de (% inhibisyon=95,900) ulasmistir (Sekil 4.24).
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120

100

% inhibisyon

o

-20

-40

0,09l [ 039l [ 0,78l | 1,56 ul [3,125ul| 62501 [ 12,51 | 2501 | 50pul | 100 pl
—t—Fc | -28,315 | 2613 | 7,862 | 25009 | 89,748 | 93,605 | 91,805 | 90,613 | 92,000 | 92,069
—8—-Kp| 6,227 | 14,167 | 11,426 | 25615 | 46,811 | 94,601 | 94,588 | 94,098 | 92,861 | 91,979
—=Bs | 6503 | 15432 | 29,230 | 47,153 | 62,957 | 91,103 | 84,698 | 88,968 | 88,644 | 88,305
—=FEf | 16,054 | 22,796 | 23,485 | 34,861 | 35827 | 95798 | 95900 | 95578 | 95198 | 94,678

Sekil 4.24. G. altavela mukusunun asetik asit ekstraktinin (GaAA) E. coli (Ec), K.
pneumoniae (Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon
sonunda doza bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Raja miraletus Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

R. miraletus epidermal mukusunun ham ekstrakti E. coli’ye karsti 25 pl’de (%
inhibisyon=14,748) aktivite gostermeye baslamis ve en yliksek yiizde inhibisyon oranina 50
ul’de (% inhibisyon=29,592), K. pneumoniae’ye karst 12,5 ul’de (% inhibisyon=22,431)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=70,016), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=1,119) aktivite gdstermeye
baglamis ve en yiiksek yilizde inhibisyon oranma 25 upl’de (% inhibisyon=38,145), E.
faecalis’e kars1 6,25 ul’de (% inhibisyon=11,280) aktivite gostermeye baslamis ve en
yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25 pl’de (% inhibisyon=75,212) ulasmistir (Sekil 4.25).



52

100

50
c
O
>
L0
®)
.C Y=
C 50
o
™

-100
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0,09ul | 039ul | 0,78l | 156wt [3,025u1] 62501 | 12501 [ 25ul | 50w | 100l

e=f==Fc | -70,025 | -40,933 | -35,612 | -35,531 | -16,875 | -12,312 | -12,769 | 14,748 | 29,592 | 21,953
== Kp| -91,745 [-114,662 | -97,269 | -46,764 | -58,532 | -23,141 | 22,431 | 60,735 | 65,788 | 70,016
—de==Bs | 1,119 5,447 -0,860 0,134 -0,242 6,867 20,860 | 38,145 | 30,777 | 32,172
== Ef | -36,766 | -30,952 | -25,098 | -11,240 | -9,078 | 11,280 | 51,786 | 75,212 | 72,261 | 72,372

Sekil 4.25. R. miraletus mukusunun ham ekstraktinin (RmH) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakt:

R. miraletus epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti E. coli’ye kars1 0,19 pl’de (%

inhibisyon=3,268) aktivite gdstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=40,444), K. pneumoniae’ye karst 50 ul’de (% inhibisyon=7,733)

aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranma 100 ul’de (%
inhibisyon=22,626), B. subtilis’e kars1 25 ul’de (% inhibisyon=29,370) aktivite gdstermeye
baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (% inhibisyon=31,620), E.

faecalis’e kars1 25 ul’de (% inhibisyon=30,270) aktivite gdstermeye baglamis ve en yiiksek

yiizde inhibisyon oranina 100 pl’de (% inhibisyon=40,001) ulasmistir (Sekil 4.26).
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100
50
0
P
D 50
2 100
L
c -150
o -200
=3
-250
-300
0,19ul | 0,39l | 0,78 ul | 1,56 ul | 3,125 ul| 6,25 ul | 12,5pul | 25l 50 ul 100 pl
=4==FECc | 3,268 | 13,445 | 26,009 | 24,126 | 26,278 | 28,905 | 33,309 | 33,141 | 36,022 | 40,444
== Kp|-128,105 |-123,550 | -117,457 | -78,993 | -85,657 | -66,528 | -35,428 | -11,504 | 7,733 | 22,626
==de==Bs | -54,444 | -47,518 | -24,005 | -23,717 | -33,451 | -21,207 | -5,522 | 29,370 | 29,955 | 31,620
=>e=Ef |-262,409 |-239,249|-203,398|-171,320 | -172,952|-121,831 | -26,262 | 30,270 | 39,659 | 40,001

Sekil 4.26. R. miraletus mukusunun sulu faz ekstraktinin (RmS) E. coli (Ec), K. pneumoniae
(Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza
bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakt:

R. miraletus epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti E. coli’ye kars1 0,19 pl’de (%
inhibisyon=17,380) aktivite géstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 ul’de (% inhibisyon=72,460), K. pneumoniae’ye karst 12,5 ul’de (%
inhibisyon=48,612) aktivite gostermeye baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=93,540), B. subtilis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=18,418) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiksek yilizde inhibisyon oranina 25 pl’de (%
inhibisyon=84,138), E. faecalis’e kars1 6,25 ul’de (% inhibisyon=17,145) aktivite
gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranmna 25 pupl’de (%
inhibisyon=94,622) ulagmustir (Sekil 4.27).
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c
; -50
™
-100
-150
0,091l | 0390l [ 078l | 1,56 ul [3,125 1| 6,251 | 125ul | 2501 | 50l | 100 ul
=—f==Fc | 17,380 | 60,638 | 32,538 | 24,847 | 10,443 -1,497 31,235 | 71,653 | 71,800 | 72,460
== Kp| -47,793 | -52,009 | -97,826 | -29,566 | -44,909 | -3,439 | 48,612 | 93,540 | 92,488 | 91,220
=fe==Bs | 18,418 | 18,476 | 21,304 7,661 12,207 | 19,409 | 66,022 | 84,138 | 83,779 | 81,709
ee=Ef | -38,113 | -43,578 | -31,936 | -12,272 | -8,941 | 17,145 | 69,121 | 94,622 | 93,984 | 93,454

Sekil 4.27. R. miraletus mukusunun asetik asit ekstraktinin (RmAA) E. coli (Ec), K.
pneumoniae (Kp), B. subtilis (Bs) ve E. faecalis (Ef) ile 24 saatlik inkiibasyon
sonunda doza bagli antibakteriyel etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

4.3. Antifungal Aktivite

D. marmorata epidermal mukusunun, ham (DmH), sulu faz (DmS) ve asetik asit (DmAA),
D. pastinaca epidermal mukusunun ham (DpH), sulu faz (DpS) ve asetik asit (DpAA), G.
altavela epidermal mukusunun ham (GaH), sulu faz (GaS) ve asetik asit (GaAA) ve R.
miraletus epidermal mukusunun ham (RmH), sulu faz (RmS) ve asetik asit (RmAA)
ekstraktlarinin mantarlardan C. albicans ve C. parapsilosis ile 24 saatlik inkiibasyonu

sonucu ortaya ¢ikan sonuglar inhibisyon zonu ve MIK agisindan degerlendirilmistir.
4.3.1. Disk Difiizyon Analizi Sonugclari
Disk difiizyon analizi sonucunda epidermal mukus ekstraktlarinin C. albicans ve C.

parapsilosis’e karsi olusturdugu inhibisyon inhibisyon zon ¢ap1 6l¢iimleri Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Cizelge 4.8. Disk difiizyon yontemine gore, 24 saat boyunca C. albicans ve C. parapsilosis
ile ayr1 ayri inkiibe edilmis mukus ekstraktlarina bagli inhibisyon zon caplari

(mm)

Egs::a(l\(/tll\?)r /70m C. albicans C. parapsilosis
DmH 0,40:04 0,50%0,6
DmS 0,4705 0,47% 505
DmAA 1,10:03 1,077
DpH 0,33:03 0,47 204
DpS 0,47:04 0,232 10,1
DpAA 0,530, 0,800,
GaH 0,130 0,53% 10,5
GaS 0,10=0,0 0,43%.95
GaAA 1,07:038 2,40504
RmH 0,10:0,0 0,10% 10,0
RmS 0,100, 0,10%.00
RMAA 0,830 0,97+07
Flukanozol

(1280 pg/ml) 1,10:0.15 2,40:0,1
a: GaAA ile olan farkliliklar1 (C. parapsilosis) gostermektedir.

Mantar suslarindan C. albicans ve C. parapsilosis’e karsi en yiiksek ortalama inhibisyon zon
capt 2,40 mm ile GaAA ekstraktinin C. parapsilosis iizerinde gosterdigi aktivitede elde
edilirken, en diisiik zon ¢ap1 ise GaS, RmH ve RmS ekstraktlarinin C. albicans’a ve RmH
ve RmS ekstraktlarmin C. parapsilosis’e kars1 gosterdigi aktivitede (0,10 mm)
belirlenmistir. Istatistiksel olarak GaAA ekstraktinin C. parapsilosis’e karsi olusturdugu
antifungal zon ¢ap1 (2,40 mm) diger ekstraklara (DmH, DmS, DpH, DpS, GaH, GaS, RmH,
RmS) gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,5) (Cizelge 4.8).

C. albicans’a kars1 inhibisyon zonlarina bakildiginda, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin
igerisinde en yiiksek aktivite DmAA ekstraktlarinda goriilmiistiir. DmAA ekstraktini takiben
GaAA ve RmAA ekstraktlar1 da C. albicans’a karsi antifungal aktivite gostermistir (Sekil
4.28).
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Ekstraktlar

Sekil 4.28. Disk diflizyon yontemine gore, tiim epidermal mukus ekstraktlarinin C. albicans
ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan antifungal zonlarin grafiksel gosterimi

Q?«s»

C. parapsilosis’e karst inhibisyon zonlarina bakildiginda, tiim epidermal mukus
ekstraktlarinin igerisinde en yiiksek aktivite GaAA ekstraktlarinda goriilmiistiir. GaAA
ekstraktin1 takiben DmAA ve RmAA ekstraktlart da C. parapsilosis’e kars1 antifungal
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Ekstraktlar
Sekil 4.29. Disk diflizyon yontemine gore, tiim epidermal mukus ekstraktlarmin C.
parapsilosis ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan antifungal zonlarin
grafiksel gosterimi

aktivite gostermistir (Sekil 4.29).
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4.3.2. Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Analizi Sonuclar

Spektrofotometrik broth mikrodiliisyon analizi sonucu MIK bakimindan belirlenen degerler
Cizelge 4.9’da gosterilmistir (p<0.05). Genel olarak 100 ul (v/v)’nin altinda tiim ekstraktlar
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mikroorganizmalara kars1 antifungal aktivite gostermistir. En yiiksek MiK degeri 9,40 ul
(v/V) ile GaAA ekstraktinin C. albicans’a kars: gosterdigi etki olurken, en diisiik MIK degeri
38,05 ul (v/v) ile DmS ekstraktinin C. parapsilosis‘e karsi gosterdigi aktivite olarak
belirlenmistir.

Istatistiksel olarak DmS ekstraktinin C. parapsilosis’e kars: antifungal aktivitesi (MIK=
38,05 ul (v/v)) diger ekstraktlara (DmH, DmAA, DpH, DpS, DpAA, GaH, GaS, GaAA,
RmH, RmS, RmAA) gore anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.9. Spektrofometrik mikrodiliisyon yontemine gore, 24 saat boyunca C. albicans
ve C. parapsilosis ile ayr1 ayr inkiibe edilmis mukus ekstraktlarinin MIK

degerleri

Ekstraktlar C. albicans C. parapsilosis
DmH 15,533 9,81%,
DmS 20,60.4,06 38,0545,
DmAA 9,570 9,77%03
DpH 24,7433 13,96%0,6
DpS 27,9715, 15,72%0
DpAA 20,49:10 13,9224
GaH 21,99.178 16,92%7
GaS 10,8640, 21,3%76
GaAA 9,4040,01 9,44%,
RmH 14,79:5 11,9106
RmMS 19,81.46 13,01.14
RMAA 10,02+, 10,02%,
(FJ‘;‘/(;’;;)ZO' 128455 128105

a:DmS ile olan farkliliklar1 (C. parapsilosis) gostermektedir.

D. marmorata epidermal mukusunun, ham (DmH), sulu faz (DmS) ve asetik asit (DmAA),
D. pastinaca epidermal mukusunun ham (DpH), sulu faz (DpS) ve asetik asit (DpAA), G.
altavela epidermal mukusunun ham (GaH), sulu faz (GaS) ve asetik asit (GaAA) ve R.
miraletus epidermal mukusunun ham (RmH), sulu faz (RmS) ve asetik asit (RmAA)
ekstraktlarinin mantar suslarindan C. albicans ve C. parapsilosis‘e karsi inhibisyon etkileri,

genel olarak konsantrasyonlari arttik¢a artma yoniinde egilim gostermistir.
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Dasyatis marmorata Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

D. marmorata epidermal mukusunun ham ekstrakti C. albicans’a kars1 1,56 pl’de (%
inhibisyon=10,298) aktivite gdstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 ul’de (% inhibisyon=49,597) ve C. parapsilosis’e kars1 0,19 ul’de (%
inhibisyon=0,178) aktivite gostermeye baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 12,5
ul’de (% inhibisyon=95,028) ulasmistir (Sekil 4.30).

100

o]
o

[o2]
o

SN
o

% inhibisyon

0,09l | 0,391 | 0,78l | 1,561 | 3,125 1| 6251 | 12,500 | 2510 | S0pu1 | 100p1

=¥=Ca | -20,955 | -9,987 | -8,589 | 10,298 | 12,544 | 19,247 | 47,368 | 47,537 | 46,809 | 49,597

=0-==Cp| 0,178 0,305 4,261 5989 | 15,099 | 32,840 | 95,028 | 93,371 | 94,887 | 91,691

Sekil 4.30. D. marmorata mukusunun ham ekstraktinin (DmH) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakti

D. marmorata epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti C. albicans’a kars1 1,56 ul’de (%
inhibisyon=19,477) aktivite gdstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 ul’de (% inhibisyon=59,396) ve C. parapsilosis’e kars1 25 ul’de (% inhibisyon=16,606)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 100 pl’de (%
inhibisyon=43,241) ulasmistir (Sekil 4.31).
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o o o o

% inhibisyon

0,09l | 0,39l [ 0,78l | 1,561 [ 3,125l 6,25l | 12,5u1 | 25ul | 50ul | 100l
—¥=Ca| -2,878 | -2,103 | -1,264 | 19,477 | 24,684 | 26,977 | 32,129 | 34,845 | 35032 | 59,396
—o—Cp| -5965 | -4378 | -3483 | -1573 | -1,376 | -0,945 | -0,020 | 16,606 | 34,236 | 43,241

Sekil 4.31. D. marmorata mukusunun sulu faz ekstraktinin (DmS) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakti

D. marmorata epidermal mukusunun asetik asit ekstrakt1 C. albicans’a kars1 1,56 pl’de (%
inhibisyon=4,054) aktivite gdstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=93,529) ve C. parapsilosis’e kars1 0,19 ul’de (% inhibisyon=8,334)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiikksek yiizde inhibisyon oranmna 50 ul’de (%
inhibisyon=94,986) ulasmistir (Sekil 4.32).

100 o P

D
o O

N
o

% inhibisyon

0,09l | 039l | 0,78l | 1,56 p1 3,025l 6,251 | 12,501 | 2501 | 50pu1 | 100 pl
—e=Ca | -28,422 | 20,666 | -17,749 | 4,054 | 7,225 | 15639 | 93489 | 93529 | 93,436 | 91,878
—o—Cp| 8334 | 8859 | 8526 | 8845 | 12,124 | 42,566 | 94,843 | 93,233 | 94,986 | 92,578

Sekil 4.32. D. marmorata mukusunun asetik asit ekstraktinin (DmAA) C. albicans (Ca) ve
C. parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri
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Dasyatis pastinaca Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

D. pastinaca epidermal mukusunun ham ekstrakti C. albicans’a kars1 3,125 upl’de (%
inhibisyon=1,932) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=23,850) ve C. parapsilosis’e kars1 1,56 pl’de (% inhibisyon=27,434)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=78,931) ulasmustir (Sekil 4.33).

./’/)M

10

0,09l | 0391 | 0,78l | 1,56l 3,125 1| 6,25l | 12,5u1 | 2501 | 50pul | 100 pl
—e=Ca | -47,642 | -43,073 | -24,864 | -6,300 | 1,932 | 2,879 | 2,837 | 12,738 | 21,518 | 23,850
—0=Cp| -15,617 | -14,017 | -1,685 | 27,434 | 29,317 | 32,400 | 53,164 | 61,770 | 68,795 | 78,931

Sekil 4.33. D. pastinaca mukusunun ham ekstraktinin (DpH) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakt

D. pastinaca epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti: C. albicans’a kars1 3,125 ul’de (%
inhibisyon=0,575) aktivite gdstermeye baglamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=20,605) ve C. parapsilosis’e kars1 12,5 ul’de (% inhibisyon=14,069)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=92,041) ulasmistir (Sekil 4.34).
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0,19 pl

0,39 ul

0,78 ul

1,56 ul

3,125 ul

6,25 ul

12,5 ul

25 ul

50 ul

100 pl

-48,019

-46,416

-23,375

-9,021

0,575

1,213

3,773

12,123

12,838

20,605

-29,212

-24,142

-18,510

-16,570

-14,504

-0,571

14,069

14,008

24,433

92,041

Sekil 4.34. D. pastinaca mukusunun sulu faz ekstraktinin (DpS) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakti

D. pastinaca epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti C. parapsilosis’e karst 12,5 ul’de

(% inhibisyon=8,579) aktivite géstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 pl’de (% inhibisyon=66,291) ulasmustir. C. albicans’a karsi yalnizca 100 pl’de (%

inhibisyon=50,281) aktivite gostermistir (Sekil 4.35).

% inhibisyon

0,19 pul

0,39 ul

0,78 ul

1,56 ul

3,125 pl

6,25 ul

12,5 ul

25 ul

50 pl

100 pl

-84,789

-65,163

-61,570

-37,116

-36,122

-31,580

-31,070

-31,004

-30,636

50,281

-114,906

-109,114

-92,215

-55,264

-48,086

-40,582

8,579

31,761

35,975

66,291

Sekil 4.35. D. pastinaca mukusunun asetik asit ekstraktinin (DpAA) C. albicans (Ca) ve C.

parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri
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Gymnura altavela Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

G. altavela epidermal mukusunun ham ekstrakti C. albicans’a karsi 6,25 ul’de (%
inhibisyon=_84,489) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=86,587) ve C. parapsilosis’e kars1 6,25 pl’de (% inhibisyon=11,123)
aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=56,363) ulasmustir (Sekil 4.36).

100

N A OO @
o O o o

% inhibisyon

0,19ul | 0,39 ul | 0,78 ul | 1,56 ul | 3,125 ul| 6,25 ul | 12,5ul | 25l 50 ul 100 pl
==ie=Ca | -32,409 | -30,753 | -30,463 | -22,556 | -16,173 | 84,489 | 86,435 | 86,587 | 86,090 | 83,254
=0=Cp| -34,244 | -34,189 | -25,595 | -31,448 | -21,797 | 11,123 | 33,362 | 34,155 | 43,566 | 56,363

Sekil 4.36. G. altavela mukusunun ham ekstraktinin (GaH) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakt

G. altavela epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti C. albicans’a kars1 6,25 ul’de (%
inhibisyon=55,005) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=59,566) ve C. parapsilosis’e kars1 3,125 ul’de (% inhibisyon=8,272)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=37,115) ulasmistir (Sekil 4.37).
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0,09l [ 0,391 [ 0,781 | 1,561 [3,125u1] 62501 [ 12501 [ 2501 [ soput | 100p
—#=Ca | -67,205 | -66,991 | -68,238 | -62,833 | -26,739 | 55,005 | 59,080 | 59,566 | 59,360 | 54,791
—o—Cp| 24,841 | -23,448 | -23,395 | -7,441 | 8272 | 11,059 | 17,660 | 17,863 | 26,615 | 37,115

Sekil 4.37. G. altavela mukusunun sulu faz ekstraktinin (GaS) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakti

G. altavela epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti C. albicans’a karst 6,25 pl’de (%
inhibisyon=90,187) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
12,5 ul’de (% inhibisyon=92,228) ve C. parapsilosis’e karsi 3,125 ul’de (%
inhibisyon=0,647) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina 12,5
ul’de (% inhibisyon=94,608) ulagsmistir (Sekil 4.38).

100

[o2 e e]
o O

% inhibisyon

A
S

0,09l | 0391 [ 0,78l | 1,56 u1 [3,125ul| 6251 [ 12,5u1 | 2501 | s0pul | 100l
—=Ca | -34,394 | -31,043 | -22,705 | -12,089 | -8,606 | 90,187 | 92,228 | 91,892 | 91,064 | 86,648
~®—Cp| -13,940 | -3,497 | 2,710 | -1,819 | 0,647 | 46,828 | 94,608 | 94,541 | 94,390 | 93,285

Sekil 4.38. G. altavela mukusunun asetik asit ekstraktinin (GaAA) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri
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Raja miraletus Epidermal Mukus Ekstraktlarinin Yiizde Inhibisyon Degerleri

Ham Ekstrakt

R. miraletus epidermal mukusunun ham ekstrakti C. albicans’a karsi 50 ul’de (%
inhibisyon=39,925) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina
100 ul’de (% inhibisyon=54,972) ve C. parapsilosis’e kars1 0,19 ul’de (%
inhibisyon=48,053) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina

100 pul’de (% inhibisyon=91,097) ulagmustir (Sekil 4.39).

110

10

0,9l | 0391 [ 0,78 ul | 1,56l [ 3,125 1] 6,25l | 12,51 | 2501 [ s0pul | 100 pul
= Ca | -78,400 | -72,356 | -64,835 | -54,465 | -42,281 | -25,204 | -24,089 | -7,549 | 39,925 | 54,972
—o—Cp| 48,053 | 49,376 | 51,258 | 56,564 | 54,827 | 59,509 | 76,503 | 81,474 | 89,096 | 91,097

Sekil 4.39. R. miraletus mukusunun ham ekstraktinin (RmH) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Sulu Faz Ekstrakt:

R. miraletus epidermal mukusunun sulu faz ekstrakti C. albicans’a kars1 3,125 pl’de (%
inhibisyon=9,901) aktivite gdstermeye baglamis ve en yliksek ylizde inhibisyon oranina 100
ul’de (% inhibisyon=41,557) ve C. parapsilosis’e kars1 0,19 pl’de (% inhibisyon=57,664)
aktivite gOstermeye baslamis ve en yiiksek yiizde inhibisyon oranina 100 ul’de (%
inhibisyon=85,841) ulasmistir (Sekil 4.40).
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% inhibisyon

o

-20

0,09l [ 0391 [ 078l | 1,561 [3,125 1| 6,251 | 12,501 [ 25u1 | 50ul | 100 pl
—=Ca | -17,926 | -14,516 | -9,186 | -3,134 | 9,901 | 10,319 | 22,492 | 30,452 | 32,556 | 41,557
—o—Cp| 57,664 | 59,195 | 61,166 | 64,221 | 66,048 | 74,171 | 75,657 | 80,049 | 83,513 | 85841

Sekil 4.40. R. miraletus mukusunun sulu faz ekstraktinin (RmS) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri

Asetik Asit Ekstrakt:

R. miraletus epidermal mukusunun asetik asit ekstrakti C. albicans’a karst 1,56 ul’de (%
inhibisyon=10,946) aktivite gostermeye baslamis ve en yiiksek ylizde inhibisyon oranina
100 pl’de (% inhibisyon=93,823) ve C. parapsilosis’e karst 0,78 ul’de (%
inhibisyon=2,370) aktivite gdstermeye baslamis ve en yliksek yiizde inhibisyon oranina 25
ul’de (% inhibisyon=94,226) ulagsmistir (Sekil 4.41).

100

B D (o]
o o o

% inhibisyon

0,9l | 039ul [ 0,78l | 1,56 ul [ 3,125 1] 6251 | 125u1 | 25u1 | S0 | 100 pl
—¥=Ca| -10,529 | -9,672 | -6,370 | 10,946 | 18,231 | 23,331 | 81,395 | 93,823 | 93,493 | 91,938
—o—Cp| 9529 | -8716 | 2,370 | 2,959 | 3231 | 8331 | 88,395 | 94,226 | 92,709 | 90,401

Sekil 4.41. R. miraletus mukusunun asetik asit ekstraktinin (RmAA) C. albicans (Ca) ve C.
parapsilosis (Cp) ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda doza bagli antifungal
etkisini gosteren % inhibisyon egrileri
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4.4. Antikanserojen Aktivite

Gymnura altavela tiirtinden elde edilen epidermal mukusun, A549 hiicre hatt1 lizerindeki
antikanserojen aktivitesinin tespit edilebilmesi icin, Iskenderun Teknik Universitesi, Deniz
Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi
Laboratuvari’nda homojenize edilip hazirlandiktan sonra Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bir
dizi liyofilizasyon islemlerine tabi tutulmustur. MTT analizi ile herhangi bir madde
maruziyetine birakilmamis olan saglikli A549 hiicre grubunun (kontrol grubu) canlilik orani
%100 kabul edilmistir. Buna gore, besiyeri igerisinde ¢ozdiiriiliip MTT analizi i¢in hazir hale
getirilen G. altavela epidermal mukusuna ait liyofilize 6rnekler, A549 hiicre hatlar1 {izerinde
1000-500-250-125-62,5-31,25 pg/ml’lik dozlarda 24 saat silireyle maruz birakilmistir.
Ancak, G. altavela epidermal mukus 6rneginin farkli dozlarina maruz birakilan hiicrelerde
herhangi bir antikanserojen aktivite gézlenmedigi i¢in deneylere devam edilememistir.
Boylelikle, G. altavela epidermal mukusunun A549 hiicre hatt1 {izerinde herhangi bir

antikanserojen aktivitesinin bulunmadig1 sonucuna ulagilmastir.
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5. TARTISMA

Tez galismasinin birinci boliimiinde, Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela
ve Raja miraletus tiirlerine ait epidermal mukus 6rneklerinin Bradford analizi ile toplam
protein miktari, GC/MS analizi ile ugucu bilesikleri belirlenmistir. HPLC analizi ile R.
miraletus tiirtiniin epidermal mukusunda bulunan a-tokoferol (vitamin E) orani1 da tespit
edilmistir. Ikinci bolimde, D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerine
ait epidermal mukus Orneklerinin gram pozitif ve gram negatif bakteri suslarina karsi
antibakteriyel aktivitesi tespit edilmistir. Ugiincii boliimde, D. marmorata, D. pastinaca, G.
altavela ve R. miraletus tiirlerine ait epidermal mukus 6rneklerinin mantar suslarina karsi
antifungal aktivitesi ortaya ¢ikartilmistir. Dordiincii boliimde ise, G. altavela tiiriine ait
mukus 6rneginin MTT analizi ile A549 hiicre hatt1 lizerindeki antikanserojen aktiviteleri

arastirilmastir.

5.1. Biyokimyasal Yapi

5.1.1. Bradford Analizi

Bradford analizi ile D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus epidermal
mukuslarindan elde edilen ham ekstraktlarin protein konsantrasyonlar1 sirasiyla, 4,61, 4,87,
4,89 ve 3,94 mg/ml bulunmustur. Manivasagan ve digerleri (2009) calismalarinda,
Hindistan’in giineydogu kiyilarindan elde ettikleri benekli yayin baligi Arius maculatus
epidermal mukusunun protein miktarint 12,64 ng/g bulmuslardir. Wei ve digerleri (2010)
Malezya’daki yerel bir balik pazarindan 6rneklemesini yaptiklart yilanbas baligi Channa
striatus’un ham, sulu faz ve asidik epidermal mukus ekstraktinin protein konsantrasyonunu
sirastyla, 0,589, 0,291 ve 0,267 mg/ml olarak bulmuslardir. Arulvasu ve digerleri (2012)
tarafindan gerceklestirilen ¢alismada Hindistan’in Bengal Korfezi kiyilarindan elde edilen
kedi balig1 Tachysurus dussumieri tiiriiniin ham ve kismen saflastirilmis epidermal mukus
ekstraktinin protein oranlari sirasiyla, 0,48 ve 0,82 mg/ml bulunmustur. Adel ve digerleri
(2015), Iran’1n Hazar Gélii kiyilarindan topladiklari levkit balig: Rutilus frisii kutum tiiriiniin
epidermal mukusundaki protein diizeyini 1,84 mg/ml bulmuslardir. Rao ve digerleri (2015),
Malezya’daki yerel bir balik giftliginden elde ettikleri yilanbas baligi tiirleri Channa
micropeltes, C. striatus, Nil tilapyas1 Oreochromis niloticus ve yayin balig: tiirti Mystus
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nemurus epidermal mukuslarindaki protein miktarlarini sirasiyla, 0,432, 0,535, 0,579 ve
0,466 mg/ml olarak bulmuslardir. Al-Rasheed ve digerleri (2018), Malezya Putra
Universitesi’nde bulunan Sucul Hayvan Saglig1 Arastirma Merkezi’'nden temin ettikleri
tatlisu levregi Anabas testudineus tiiriiniin ham epidermal mukus ekstraktindaki protein
miktarint 1,2 mg/ml olarak bulmuslardir. Mahadevan ve digerleri (2019) yaptiklar
caligmada, Hindistan’1n glineydogu kiyilarindan topladiklart gobi baligi Periophthalmodon
schlosseri tiiriniin ham mukus ekstraktindaki toplam protein miktarii 0,66 mg/ml
bulmuslardir. Farkli balik tiirleri lizerine yapilan ¢alismalara kiyasla, elde ettigimiz sonuglar
bu dort vatoz tiiriiniin mukuslarinin daha yiiksek bir protein konsantrasyonuna sahip
oldugunu gostermistir. Dolayisiyla bu durum, genel olarak kikirdakli baliklarin
mukusundaki protein oranlarinin kemikli baliklara gore oldukg¢a yliksek oldugunu da
gostermektedir. Epidermal mukustaki protein igerigi, baliklarin gesitli stres faktorlerine, su
kalitesi (¢oziinmiis O2, CO2, amonyak, pH vb.) gibi ¢esitli gevresel faktorlere, sucul ortamda
kirlilige neden olan ¢esitli maddelere, habitat yapisina ve balik tiirleri arasindaki farkliliklara
bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Subramanian ve digerleri (2008) baliklarin
epidermal ve epitel tabakalarindaki mukus tireten hiicrelerin 6zellikle balik tiirleri arasinda
farkliliklar  gosterebilecegini ve bu nedenle mukusun protein  kompozisyonunu

etkileyebilecegini belirtmistir.

5.1.2. GC/MS Analizi

GC/MS analizi, ¢alismamizdaki her bir vatoz tiiriinden elde edilen epidermal mukusun
heksan ekstraktlarinin bir¢ok biyoaktif bilesik icerdigini ortaya c¢ikarmistir. D.
marmorata’nin epidermal mukusunda tespit edilen major bilesiklerden 2-izopropil-5-metil-
1-heptanol ve alkanlardan Dokosan igin antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler olduklari
bildirilmistir (Selvin ve digerleri, 2009; Geetha, Jayashree ve Rajeswari, 2019). Dayrit
(2015) doymus yag asidi olan Dodekanoik asitte antibakteriyel, antifungal ve antiviral
ozellikler gozlemlemistir. 2-tert-Butil-4-izopropil-5-metilfenoliin biyolojik aktivitesi net
olarak bilinmemektedir (Sangeetha, Krishnamoorthy, Nakkeeran, Ramakrishnan ve
Amirtham, 2015). D. pastinaca’nin epidermal mukusunda tespit edilen major bilesiklerden
biyoaktif bilesik Siklononasiloksan icin antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivitelere
sahip oldugu belirlenmistir (Gunasena ve Senarath, 2017). Alkaloid 1H-Purin-6-amin, [(2-
florofenil) metil] ve biyoaktif bilesik Oktasiloksan antikanserojen aktiviteye sahip

bilesiklerdendir (Subbaiyan, Samydurai, Karthik-Prabu ve Thangapandian, 2014; Marrez,



69

Sultan ve Embaby, 2017). Oktasiloksan ayni zamanda antimikrobiyal aktivite gosteren bir
bilesliktir (Zoué, Bédikou, Gonnety, Faulet ve Niamké, 2012). Biyoaktif bilesik
Siklodekaziloksan igin antihepatotoksik (Babalola, Ojo ve Oloyede, 2011) ve antimikrobiyal
(Ahsan, Chen, Zhao, Irfan ve Wu, 2017) ozellikler bildirilmistir. Flavonoidlerden Lusenin-
2’de antihepatotoksik (Al-Olayan ve digerleri, 2014) ve antimikrobiyal (Basile, Giordano,
Lopez-Saez ve Cobianchi, 1999) aktiviteler belirlenmistir. Organosiloksanlardan
Siklooktasiloksan, hacim arttiricilar, koruyucu kaplamalar, kayganlastirict maddeler,
emiilgatorler ve yapistiricilar gibi ¢esitli nesneler i¢in kullanilmaktadir (Kung, Riofski,
Missaghi ve Kung, 2014; Riicker ve Kiimmerer, 2015). G. altavela’nin epidermal
mukusunda tespit edilen major bilesiklerden, alkan 1-Nonen antibakteriyel ve antifungal
aktivitelere sahiptir (Giwanon, Thubthimthed, Rerkam ve Sunthorntanasart, 2000). Yine
alkan Eikosan’in antikanserojen ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Yu
ve digerleri, 2005; Chuah, Okechukwu, Amini ve Teo, 2018). Yukarida bahsedilen D.
marmorata epidermal mukusun major bilesiklerinden 2-izopropil-5-metil-1-heptanol ve
Dodekanoik asit, G. altavela’nin epidermal mukusunda da benzer sekilde major bilesik
olarak belirlenmistir. 2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran i¢in herhangi bir aktivite rapor
edilmemistir. R. miraletus’un epidermal mukusunda tespit edilen politerpen Tetrakosametil
antagonistik (Ghebleh ve Naghavi, 2014), antihepatotoksik, antispazmodik ve
antiromatizmal (Babalola ve digerleri, 2011) aktiviteler gosterdigi bildirilmistir. Yukarida
bahsedilen D. pastinaca epidermal mukusunun majér bilesiklerinden Siklodekaziloksan ve

Oktasiloksan, R. miraletus’un epidermal mukusunda da bulunmustur.

GC/MS analizi, ¢calismamizdaki dort vatoz tiliriiniin epidermal mukusundan elde edilen tiim
biyoaktif bilesiklerin hidrokarbon tiirevi bilesikler oldugunu géstermistir. D. pastinaca ve
R. miraletus epidermal mukusta tespit edilen Siklononasiloksan, Siklodekaziloksan ve
Siklooktasiloksan, cogunlukla cesitli denizel canlilarin dokularinda siklikla bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlardir (PAH) (Zhang ve digerleri, 2016). PAH’lar deniz
ortamina esas olarak denizcilik faaliyetleri, balast sulari, petrol endiistrisi faaliyetleri,
belediyelerin siv1 ve kat1 atiklar1 vb. yollarla girebilirler (Oztiirk, Altug, Cardak ve Ciftci,
2007). Deniz ortamina salinan PAH’lar, askidaki maddeler ve ¢okeltiler tizerinde hizla
emilme egilimindedir ve gida zincirindeki baliklar ve diger deniz organizmalar: tarafindan
su bazli bilesiklerden ve kontamine sedimanlardan biyolojik olarak kullanilirlar (Perugini ve
digerleri, 2007). Tez ¢alismas1 kapsaminda iskenderun Koérfezi’nden rneklenen dort vatoz

tirii tipik olarak si1g kiyr sularinin kumlu veya ¢amurlu yasam alanlarinda kendilerini
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¢okeltilere gdmerek yasamaktadir. iskenderun Kérfezi’nde demir ve celik, ferrokrom, boya,
plastik, gida, giibre, petrol endiistrisi ve denizcilik gibi yogun endiistriyel faaliyetler,
PAH’lara ve deniz suyundaki diger hidrokarbon tiirevlerinin sedimentlere gomiilmesine
neden olmustur (Doygun ve Alphan, 2006). Bu nedenle, GC/MS analizi ile dort vatoz
tirtinde saptanan PAH’lar ve hidrokarbon tiirevleri, bu tiirlerin habitatlartyla
iligskilendirilebilir. Elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde, Christy-Shaila ve digerleri
(2018) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada zebra baligi Danio rerio’nun mukusundan
18 adet biyokimyasal bilesik elde etmislerdir ve bunlarin hepsi hidrokarbon ve PAH’lardan
olusan bilesliklerdir.

5.1.3. HPLC Analizi

HPLC analizi ile R. miraletus epidermal mukusundaki a-tokoferol (vitamin E) oran1 13,78
ug/ml olarak tespit edilmistir. Balik mukusunda bulunan a-tokoferol miktarinin arastirildigi
bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Ancak farkli balik tiirleri iizerine yapilan
caligmalarda HPLC analizi ile balik mukusunda bulunan gesitli biyokimyasal bilesenler
incelenmistir. Chong ve digerleri (2005), Malezya’da bulunan University of Science
Arastirma Merkezi’nden temin ettkileri diskus baligi Symphysodon discus’un epidermal
mukusundaki esansiyel aminoasit kompozisyonunu incelemislerdir ve HPLC analizi
sonucunda arginin (8,28 pg/ml), histidin (8,12 pg/ml), izolosin (119,76 ug/ml), 16sin (45,04
ug/ml), lisin (112,49 pg/ml) ve treonin (7,53 ug/ml) olarak bulunmustur. Landsberg ve
digerleri (2006), Florida’nin kuzey ve giiney sahillerinden topladiklart Pyrodinium
bahamense tiirli balon baliginin HPLC ile mukuslarindaki saksitoksin oranini kuzey sahili
ornekleri i¢in 2,407-9,039 pg/ml, giiney sahili 6rnekleri i¢in 6,25-140 pg/ml arasinda
bulmuslardir. Eckes ve digerleri (2008), Avusturalya’nin Lizard Adasi mercan resiflerinden
topladiklar1 lapin balig tiirleri Labroides dimidiatus, Thalassoma lunare ve papagan baligi
tirleri Chlorurus sordidus, Scarus flavipectoralis, S. niger, S. rivulatus ve S. schlegelii
mukuslarindaki mikosporin tiirevi aminoasitleri (mycosporine-like amino acids, MAAS)
HPLC analizi ile incelemislerdir ve elde edilen mikosporin tiirevi aminoasitler cesitli
oranlarda Asterina-330 ve Paliten olmustur. Van der Marel (2012) doktora tezi ¢alismasinda
Wageningen Universitesi Arastirma Merkezi’nden topladigi Cyprinus carpio tiirii sazan
baliginin epidermal mukusundaki fukoz, glukoz/manoz ve asetil ndraminik asit/galaktoz
monosakkaritlerinin oranlarint HPLC ile analiz etmistir ve fukoz %68, glukoz/manoz %19,6

ve asetil ndraminik asit/galaktoz ise %12 oraninda bulunmustur. Uthayakumar ve digerleri
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(2012), Hindistan’daki Kaveri Nehri’nden topladiklar1 Mastacembelus armatus tiirii yilan
baligmin HLPC analizi ile epidermal mukusunda bulunan aminoasit miktarlarin
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; 16sin (%8,54), glutamik asit (%6,87), sistein (%0,20), histidin
(%0,4), izoldsin (%6,92) ve tirosin (%0,72) oraninda bulunmustur. Manikantan ve digerleri
(2016), Hindistan’in Parangipettai sahillerinden Orneklemesini yaptiklart kaya baligi
Epinephelus tauvina’nin HPLC ile mukusundaki aminoasit kompozisyonunu; arginin (133,9
nmol/ml), glutamik asit (73,5 nmol/ml), glisin (5,3 nmol/ml) ve lisin (6,5 nmol/ml) olarak
bulmuslardir. Lirio ve digerleri (2019) Filipinler’de bulunan Laguna Golii’nden
ornekledikleri kedi baligi Clarias batrachus tiiriiniin epidermal mukusundaki lizozim ve
pleurosidin konsansantrasyonlarint HPLC analizi sonucunda sirasiyla, 40,245 ve 13,83

ug/ml olarak bulmuslardir.

5.2. Antibakteriyel Aktivite

Calismada, gram negatif bakteri suslarindan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae,
gram pozitif bakteri suslarindan Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis’e karsi, Dasyatis
marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus epidermal mukuslarinin
farkli derecelerde antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak, en iyi
antibakteriyel aktivite D. marmorata ve G. altavela mukuslarinin asetik asit ekstraktlarinda
(DmAA ve GaAA) goriilmiistiir.

Disk difiizyon analizi bulgularina gore, calismamizda analiz edilen epidermal mukus
orneklerine ait ham ekstraktlar (DmH, DpH, GaH ve RmH) kullanilan tiim patojen
bakterilere karsi farkli oranlarda inhibisyon zonu olusturmustur. Ravi ve digerleri (2010), E.
coli’ye karsi, Hindistan’daki Vellar Nehri’nden avlanan mavi benekli gobi balig
Boleophthalmus boddarti’nin ham mukus ekstraktinin inhibisyon zonu olusturmadigini ve
bundan dolay1 antibakteriyel aktivite elde edilemedigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Wei
ve digerleri (2010), Malezya’nin yerel balik pazarindan temin ettikleri yilanbag baligi
Channa striatus’un ham mukus ekstraktinda B. subtilis ve K. pneumoniae’ye karsi1 higbir
antibakteriyel etki bulamamislardir. Ancak Ravi ve digerleri (2010), ¢alismalarinda test
ettikleri bir diger patojen olan K. pneumoniae’ye kars1 ham mukus ekstraktinin olusturdugu

inhibisyon zon ¢apmni 4,9 mm bulmus olup, caligmamizla kiyaslandiginda ham
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ekstraktlarimizin K. pneumoniae’ye karsi olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin daha

diistik oldugu gozlemlenmistir.

Calismamizda analiz edilen sulu faz ekstraktlar1 (DmS, DpS, GaS ve RmS), test edilen tiim
patojen bakterilere karsi farkli oranlarda inhibisyon zonu olusturmustur. Hellio ve digerleri
(2002) tarafindan yapilan ¢alismada, Fransa’nin Bretonya sahillerinden topladiklart migri
Conger conger, morina balig1 tiirlerinden Trisopterus luscus, Pollachius pollachius,
Pollachius virens, Gadus morhua, istavrit Trachurus trachurus, uskumru Scomber
scombrus, lapin Labrus bergylta, fener baligi Lophius piscatorius, ¢ivisiz kalkan baligi
Scophtalamus rhombus, pisi balig tiirlerinden Platichthys flesus ve P. platessa ve dil baligi
Solea solea mukuslarinin sulu faz ekstraktlarinin B. subtilis, E. coli ve K. pneumoniae’ye
kars1 inhibisyon zonu olusturmadigi ve dolayisiyla antibakteriyel aktivite bulunmadigi
belirlenmistir. Wei ve digerleri (2010), yilanbas baligi Channa striatus mukusundan elde
ettikleri bir diger ekstrakt olan sulu faz ekstraktlarinin B. subtilis ve K. pneumoniae iizerinde
herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigini ve bu yiizden antibakteriyel aktivite
gostermedigini bildirmislerdir. Kumari ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada,
Hindistan’in Ganj Nehri’nden toplanan yaym baligi Rita rita ve benekli yilanbas baligi
Channa punctatus mukuslarinin sulu faz ekstraktlarinin E. coli’ye karsi inhibisyon zonu
olusturmayarak higbir antibakteriyel etki sergilemedigi tespit edilmistir. Vennila ve digerleri
(2011), Hindistan’1n Portonovo sahillerinden 6rnekledikleri vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca
ve Himantura gerrardi mukuslarinin sulu faz ekstraktlarinda K. pneumoniae ve E. coli’ye
kars1 inhibisyon zonu olusmadigindan dolayi higbir antibakteriyel etki gézlemlememislerdir.
Hellio ve digerleri (2002), Wei ve digerleri (2010) ve Vennila ve digerleri (2011) tarafindan
yapilan caligmalarin aksine, ¢alismamizda kullanilan sulu faz ekstraktlarinin, test edilen tim
patojen bakterilere karsi inhibisyon zonu olusturarak antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ote yandan, Kuppulakshmi ve digerleri (2008), benekli yilanbas Channa
punctatus ve beyaz sazan Cirrhinus mrigala’nin epidermal mukuslarindan elde edilen sulu
faz ekstraktlarinin E. coli ve K. pneumoniae’ye kars1 antibakteriyel etkilerini incelemislerdir
ve Channa punctatus mukus ekstrakt1 i¢in inhibisyon zon ¢apini sirastyla 11 mm ve 18 mm,
Cirrhinus mrigala mukus ekstrakti i¢in ise inhibisyon zon ¢apini sirasiyla 13 mm ve 11 mm
olarak bulmuslardir. Calismamizda, sulu faz ekstraktlarinin E. coli ve K. pneumoniae’ye
karst olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 degerleri, Kuppulakshmi ve digerleri (2008)

tarafindan belirtilen sonuglara gore diisiik bulunmustur.
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Calismamizda analiz edilen asetik asit ekstraktlar1 (DmAA, DpAA, GaAA ve RmAA), diger
tim ekstraktlarda oldugu gibi yine ¢alismamizda test edilen tiim patojen bakterilere karsi
farkli oranlarda inhibisyon zonu olusturmustur. Kumari ve digerleri (2011), ¢calismalarinda
analiz ettikleri R. rita ve C. punctatus mukuslariin diger bir ekstrakti olan asidik mukus
ekstraktlarinin da E. coli iizerinde higbir inhibisyon zonu olusturmadigi i¢in herhangi bir
antibakteriyel aktivite gozlemlenmedigini bildirmislerdir. Ancak diger yandan,
Manivasagan ve digerleri (2009) tarafindan gerceklestirilen calismada, Hindistan’in
giineydogu kiyilarindan toplanan benekli kedi baligi Arius maculatus asidik mukus
ekstraktinin 10 mm’lik bir inhibisyon zon ¢api ile E. coli’ye kars1 antibakteriyel aktivitesinin
oldugu tespit edilmistir. Vennila ve digerleri (2011), ¢alismalarinda kullandigi Dasyatis
pastinaca ve Himantura gerrardi’nin bir diger ekstrakti olan asidik mukus ekstraktlarinin
K. pneumoniae ve E. coli kars1 inhibisyon zon ¢apini D. pastinaca igin sirasiyla, 9,21 mm
ve 13,06 mm; H. gerrardi igin sirasiyla, 11,01 mm ve 15,54 mm olarak bulmuslardir. Lirio
ve digerleri (2019), Filipinler’deki Laguna Golii’nden topladiklari Nil tilapyasi Oreochromis
niloticus, kedi balig1 Clarias batrachus ve ¢izgili yilanbas baligi Channa striata’nin asidik
mukus ekstraktlarinin K. pneumoniae, E. faecalis ve E. coli’ye kars1 olusturdugu inhibisyon
zon gaplarini sirasiyla, O. niloticus igin, 18,28 mm, 16,29 mm ve 13,74 mm; C. batrachus
icin, 17,81 mm 16,20 mm ve 15,36 mm; C. striata i¢in 17,46 mm, 15,97 mm ve 14,84 mm
olarak bulmuslardir. Manivasagan ve digerleri (2009), Vennila ve digerleri (2011) ve Lirio
ve digerleri (2019) tarafindan yapilan g¢alismalarla kiyaslandiginda, tiim asidik mukus
ekstraktlarimizin K. pneumoniae, E. faecalis ve E. coli’ye kars1 olugturdugu inhibisyon zon

cap1 degerleri diisiik oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir.

Spektrofotometrik broth mikrodiliisyon analizi bulgularina gore ise, ¢alismamizda analiz
edilen epidermal mukus 6rneklerine ait ham ekstraktlar (DmH, DpH, GaH ve RmH) ve sulu
faz ekstraktlar1 (DmS, DpS, GaS ve RmS) test edilen tiim patojen bakterilerde farkli
oranlarda MIK degeri olusturmustur. Hellio ve digerleri (2002), Fransa’nin Bretonya
sahillerinden topladiklart migr1 Conger conger, morina balig: tiirlerinden Trisopterus luscus,
Pollachius pollachius, Pollachius virens, Gadus morhua, istavrit Trachurus trachurus,
uskumru Scomber scombrus, lapin Labrus bergylta, fener baligi Lophius piscatorius, ¢ivisiz
kalkan balig1 Scophtalamus rhombus, pisi baligi tiirlerinden Platichthys flesus ve P. platessa
ve dil balig1 Solea solea mukuslarinin ham ve sulu faz ekstraktlarinin B. subtilis, E. coli ve
K. pneumoniae’ye karst MIK olusturmadigim1 ve dolayisiyla bu 13 balik tiiriiniin

mukuslarinda bu patojenlere karsi antibakteriyel aktivite tespit edilemedigini bildirmislerdir.
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Benzer sekilde Wei ve digerleri (2010), Malezya’daki yerel bir balik pazarindan temin
ettikleri yilanbas baligi Channa striatus mukusunun ham ve sulu faz ekstraktlarinda B.
subtilis ve K. pneumoniae’ye karst MIK olusmadigindan dolay1 antibakteriyel etki

belirleyememislerdir.

Calismamizda analiz edilen asetik asit ekstraktlari da (DmAA, DpAA, GaAA ve RmAA),
test edilen tiim patojen bakterilerde yine farkli oranlarda MIK degeri olusturmustur.
Subramanian ve digerleri (2008), Kanada’da bulunan Fraser Nehri’nden topladiklar1 kaynak
alabaligi Salvelinus fontinalis ve yine Kanada’da bulunan Institute for Marine
Biosciences’ten temin ettikleri mezgit Melanogrammus aeglefinus tiirlerinin asidik mukus
ekstraktlarmin E. coli’ye karst MIK degerlerini sirasiyla, 19 png/ml ve 14 ug/ml olarak tespit
etmiglerdir. Vennila ve digerleri (2011) yaptiklar1 calisgmada, Hindistan’in Portonovo
sahillerinden ornekledikleri vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi
mukuslarinin asidik ekstraktlarinda K. pneumoniae ve E. coli’ye kars1 MiK degerlerini D.
pastinaca i¢in sirasiyla, 48,54 pg/ml ve 32,34 pg/ml olarak; H. gerrardi icin ise sirasiyla,
40,02 ug/ml ve 16,04 ng/ml olarak bulmuslardir. Rao ve digerleri (2015), Malezya’daki bir
balik ¢iftliginden temin ettikleri Nil tilapyas1 Oreochromis niloticus ve yaymn baligi tiirii
Mystus nemurus mukuslarinin asidik ekstraktlarinin E. coli, B. subtilis ve K. pneumoniae
karst olusturdugu MIK degerlerini O. niloticus igin sirasiyla, 15,96 pug/ml, 31,91 ug/ml ve
15,96 pg/ml; M. nemurus igin ise sirastyla, 23,91 pg/ml, 23,91 pg/ml ve 11,96 ng/ml olarak
bulmuslardir. Calismamizdan elde edilen sonug¢lar Subramanian ve digerleri (2008), Vennila
ve digerleri (2011) ve Rao ve digerleri (2015) ile karsilastirildiginda, GaAA, DmAA, RmAA
ve DpAA ekstraktlart MIK degerleri bakimindan E. coli, K. pneumoniae ve B. subtilis’e
karsi daha gliclii bir antibakteriyel aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Diger yandan,
Subramanian ve digerleri (2008), caligmalarinda analiz ettikleri diger bir tiir olan Atlantik
asalak baligi Myxine glutinosa mukusunun asidik ekstraktlarinda E. coli’ye kars1 6,1
ng/ml’lik bir MIK degerleri ile antibakteriyel etki elde etmislerdir. Wei ve digerleri (2010),
caligmalarinda kullandiklari diger bir ekstrakt olan Channa striatus’un asidik ekstraktinin B.
subtilis ve K. pneumoniae’ye karsi, her iki bakteri icin de 0,066 ug/ml oraninda bir MiK
degeriyle, giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde
Conceigdo ve digerleri (2012), Brezilya’da bulunan Manuel Alves Nehri’nden temin ettikleri
vatoz tliri Potamotrygon cf. henlei mukusunun asidik ekstraktinda E. coli’ye karsi 12
uM’Iik MIK degeriyle kuvvetli bir antibakteriyel etki gézlemlemislerdir. Calismamizda,
asidik ekstraktlarimizdan tespit ettigimiz MIK degerleri, Subramanian ve digerleri (2008),
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Wei ve digerleri (2010) ve Conceicdo ve digerleri (2012)’ye kiyasla diisiik oldugu

goriilmektedir.

Genel olarak ¢alismamizda, mukus ekstraktlarinin tiim patojenler tizerinde farkli derecelerde
antibakteriyel etkilere sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Calismada analiz edilen epidermal
mukus ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerindeki farkliliklarin, balik tiirleri ve kullanilan
ekstraksiyon metotlar1 arasindaki farkliliklardan kaynaklandig diistintilmektedir. Baliklarin
epidermal ve epitel boliimlerinde mukus igeren hiicrelerin tiir i¢i ve/veya tiirler arasinda
degiskenlik gosterdigi ve boylece mukusun biyoaktif bilesiklerinin bundan etkilenebilecegi
Shephard (1993) tarafindan da bildirmistir. Bununla beraber, Blackstock ve Pickering
(1982), mukus bilesiklerinin tuzluluk, pH, stres faktorii ve biiylime ve olgunluk asamalar
gibi ekolojik ve fizyolojik kosullar nedeniyle de degisebilecegini dne siirmiislerdir. Ote
yandan, epidermal mukuslarin inhibitér fonksiyonlarindaki farkliligin, bakteri gesitliligine
gore de degisebilecegi Pickering (1974), Shephard (1993), Shephard (1994) ve Subramanian
ve digerleri (2008) tarafindan ortaya konmustur. Hatta Blackstock ve Pickering (1982) ve
Caruso ve digerleri (2011) tarafindan ekstraksiyon asamasinda kullanilan laboratuvar
protokollerindeki  veya numune saklama  kosullarindaki  farkliliklardan  da

kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

5.3. Antifungal Aktivite

Calismada, mantar suslarindan Candida albicans ve Candida parapsilosis’e karsi, Dasyatis
marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus epidermal mukuslarmnin
farkli derecelerde antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak, en iyi antifungal
aktivite yine D. marmorata ve G. altavela mukuslarinin asetik asit ekstraktlarinda (DmAA

ve GaAA) goriilmiistiir.

Disk difiizyon analizi bulgularina gore, ¢alismamizda analiz edilen sulu faz ekstraktlar:
(DmS, DpS, GaS ve RmS), tiim patojen mantarlara karsi farkli oranlarda inhibisyon zonu
olusturmustur. Hellio ve digerleri (2002), Fransa’nin Bretonya sahillerinden 6rneklemesini
yaptiklart migr1 Conger conger, morina balig: tiirlerinden Trisopterus luscus, Pollachius
pollachius, Pollachius virens, Gadus morhua, istavrit Trachurus trachurus, uskumru
Scomber scombrus, lapin Labrus bergylta, fener baligi Lophius piscatorius, ¢ivisiz kalkan

balig1 Scophtalamus rhombus, pisi balig tiirlerinden Platichthys flesus ve P. platessa ve dil
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balig1 Solea solea mukuslarinin sulu faz ekstraktlarinin C. albicans’a kars1 inhibisyon zonu
olusturmadigin1 ve dolayisiyla antifungal aktivite tespit edilemedigini bildirmiglerdir.
Vennila ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Hindistan’in Portonovo
sahillerinden toplanan vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi mukuslarinin
sulu faz ekstraktlarinda C. albicans’a karsi inhibisyon zonu olusmadigindan dolay1 hicbir
antifungal etki gozlemlenmedigi bildirilmistir. Hellio ve digerleri (2002) ve Vennila ve
digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismalarin aksine, ¢alismamizda analiz edilen sulu faz
ckstraktlarinin, test edilen tiim patojen mantarlara karsi inhibisyon zonu olusturarak

antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

Calismamizda analiz edilen asetik asit ekstraktlart (DMAA, DpAA, GaAA ve RmAA), test
edilen mantar patojenlerine karsi farkli oranlarda inhibisyon zonu sergilemistir. Vennila ve
digerleri (2011), Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi’nin asidik mukus ekstraktlarinin
C. albicans’a karsi inhibisyon zon ¢aplarini sirasiyla, 11,78 mm ve 12,78 mm olarak
bulmusglardir. Calismamizla kiyaslandiginda, tiim asidik mukus ekstraktlarimizin C.

albicans’a kars1 olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 degerleri diisiik bulunmustur.

Spektrofotometrik broth mikrodiliisyon analizi bulgularina gore ise, ¢alismamizda analiz
edilen epidermal mukus 6rneklerine ait ham ekstraktlarda (DmH, DpH, GaH ve RmH) test
edilen mantar patojenlerine kars1 degisik oranlarda MiK degerleri belirlenmistir. Hellio ve
digerleri (2002), Fransa’nin Bretonya sahillerinden topladiklar1 migr1 Conger conger,
morina balig tiirlerinden Trisopterus luscus, Pollachius pollachius, Pollachius virens,
Gadus morhua, istavrit Trachurus trachurus, uskumru Scomber scombrus, lapin Labrus
bergylta, fener baligi Lophius piscatorius, ¢ivisiz kalkan baligi Scophtalamus rhombus, pisi
balig: tiirlerinden Platichthys flesus ve P. platessa ve dil baligi Solea solea mukuslarinin
ham ekstraktlarinda C. albicans’a kars1 MiK olusmadigi i¢in antifungal aktivite tespit
edememislerdir. Ote yandan, Fuochi ve digerleri (2017), Italya’nin Avola sahillerinden
topladiklar1 dikenli vatoz Dasyatis pastinaca’nin ham mukus ekstraktinin C. albicans’a karsi
4,12 pug/ml MIK degeri gosterdigini bulmuslardir. Buna gore, ¢aligmamizdaki ham mukus
ekstraktlarimizda belirledigimiz MIK degerlerinin Fuochi ve digerleri (2017)’nin tespit
ettigi MIK degerinden daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Calismamizda analiz edilen asetik asit ekstraktlarinda da (DmAA, DpAA, GaAA ve
RmMAA), test edilen patojen mantarlara karsi degisik miktarlarda MIK degerleri tespit
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edilmistir. Subramanian ve digerleri (2008), Kanada’da bulunan Fraser Nehri’nden
topladiklar1 kaynak alabalig1 Salvelinus fontinalis ve yine Kanada’da bulunan Institute for
Marine Biosciences’ten temin ettikleri mezgit Melanogrammus aeglefinus tiirlerinin asidik
mukus ekstraktlarmin C. albicans’a karst MIK degerlerini 136,5 pg/ml ve 192,5 ug/ml
olarak bulmuslardir. Vennila ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, Hindistan’in
Portonovo sahillerinden 6rneklenen vatoz tiirleri Dasyatis pastinaca ve Himantura gerrardi
tiirlerine ait asidik mukus ekstraktlarinin C. albicans’a kars1t MiK degerleri sirasiyla, 40,13
ug/ml ve 40,36 pg/ml olarak belirlenmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglar ile
karsilastirildiginda, analiz ettigimiz asidik ekstraktlarin C. albicans’a kars1 daha giiglii bir

antifungal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Calismamizda test edilen mantar patojenleri tizerinde epidermal mukus ekstraktlarimiz farkli
derecelerde antifungal aktiviteler gostermistir. Analiz ettigimiz epidermal mukus
ekstraktlarmin antifungal etkilerindeki farkliliklar, salgilanan mukusun biyokimyasal
yapisindan kaynaklanabilir. Shephard (1993), baliklarin epidermal ve epitel boliimlerinde
mukus iceren hiicrelerin balik tiirleri arasinda degiskenlik gosterdigini ve bdylece mukusun
biyoaktif bilesiklerinin de bundan etkilenebilecegini bildirmistir. Bununla beraber,
Blackstock ve Pickering (1982) tarafindan, mukus bilesiklerinin tuzluluk, pH, stres faktorti
ve biiyime ve olgunluk asamalari gibi ekolojik ve fizyolojik kosullar nedeniyle
degisebilecegi bildirilmistir. Epidermal mukusun cesitli ekstraksiyonlarina ait antifungal
aktiviteler arasindaki farkliliklar, mantar suslar1 arasindaki cesitlilikten (Pickering, 1974;
Shephard, 1993; Shephard, 1994 ve Subramanian ve digerleri, 2008) ve ekstraksiyon
islemlerinin gergeklestirildigi esnada uygulanan laboratuvar protokollerinden (Blackstock
ve Pickering, 1982) de kaynaklanabilmektedir.

5.4. Antikanserojen Aktivite

Calismada, Gymnura altavela tiiriinden elde edilen epidermal mukus ekstrakti, maruz
birakildigi A549 hiicre hatt1 {izerinde hi¢bir dozda antikanserojen aktivite gosterememistir.
Balik mukusunun g¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki antikanserojen aktivitelerinin
arastirildig1 benzer ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir (Lin ve digerleri, 2009; Arulvasu ve
digerleri, 2012; Kwak ve digerleri, 2015; Balasubramanian ve digerleri, 2016; Raja ve
digerleri, 2020). Lin ve digerleri (2009), turuncu benekli kaya balig1 Epinephelus coioides

epidermal mukusunda tanimlanan antimikrobiyal peptit Epinecidin-1’in akciger kanseri
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(A549), hepatoseliiler karsinom (HAS5S9T/VGH), rahim agzi kanseri (HeLa), karaciger
kanseri (HepG2), yumusak doku kanseri (HT1080) ve 16semi (U937) hiicre hatlarina karsi
antikanserojen aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda Epinecidin-1, arastirilan
tim kanser hiicre hatlar1 tizerinde 2,5 pg/ml’lik dozdan sonra antikanserojen aktivite
gostermistir. Arulvasu ve digerleri (2012), Hindistan’in Bengal Korfezi kiyilarindan
topladiklar1 Tachysurus dussumieri tiirii kedi baliginin ham ve kismen saflagtirilmis
epidermal mukus ekstraktlarinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki antikanserojen aktivitelerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, ham ve kismen saflastirilmis mukus ekstraktlar1 i¢cin 1Csgo
(hiicrelerin %50’sini 6ldiiren maksimum konsantrasyon) degerini sirasiyla, 5 mg/ml ve 3
mg/ml bularak giiclii bir antikanser aktivite bulundugu sonucuna varmiglardir. Kwak ve
digerleri (2015), Kore’de ticari olarak temin edilen Japon yilan baligi Anguilla japonica
epidermal mukusunun antikanserojen etkilerini 16semi hiicre hattt (K562) iizerinde
incelemislerdir. Mukus oOrnekleri liyofilize edilip, bir dizi homojenizasyon isleminden
gecirildikten sonra edilerek analize hazir hale getirilmistir. Yapilan analiz sonucunda A.
japonica mukus ekstraktinin 30 pg/ml’lik konsantrasyonu hiicrelerin %5,9’unu, 50 pg/ml’lik
konsantrasyonu hiicrelerin %14,9’unu ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonu ise hiicrelerin
%39’unu inhibe ederek antikanserojen aktivite sergilemistir. Balasubramanian ve digerleri
(2016), Hindistan’in Kollidam Nehri’nden topladiklari kefal baligit Mugil cephalus ham
epidermal mukus ekstraktinin girtlak kanseri hiicre hatti (HEP-2) iizerindeki antikanserojen
etkilerini inceledikleri ¢caligmalarinda, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 62,5
pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin 6lim yiizdelerini sirasiyla, %86,33, 980,92,
%74,44, %70,19 ve %64,46 olarak bulmuslardir. Raja ve digerleri (2020), Hindistan’in
giiney sahillerinden drneklemesini yaptiklart kedi baligi Tachysurus dussumieri ham mukus
ekstraktinin kolon kanseri hiicre hattina (HT 29) kars1 antikanserojen aktivitesini analiz
ettikleri ¢alismalarinda, ham mukus ekstraktinin HT 29’a kars1 1Cso degerini 400 pg/ml
olarak bulmuslardir. Kullandigimiz ekstraksiyon teknigine benzer tekniklerle elde edilen
yukarida bahsedilen ¢alismalardaki mukus ekstraktlari, kanser hiicre hatlarina kars1 farkl
oranlarda antikanserojen aktivite gostermistir. Ancak ¢alismamizda, G. altavela mukus
ekstrakti benzer basariy1 gosterememistir. Bunun muhtemel sebebinin, epidermal mukus
orneginin analize hazir hale getirilmesi i¢in Flik ve digerleri (1984)’e gdre uygulanan

ekstraksiyon islemindeki basarisizlik oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Biyomedikal Potansiyel

Balik mukusundan elde edilen biyomateryallerin endiistriyel ve medikal alanlarda
kullaniminin birlikte ele alindigi herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamuistir. Tez
calismasinda, Iskenderun Korfezi’nde gergeklestirilen ticari trol ve uzatma ag1 operasyonlari
sonucu elde edilen Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus
tirlerine ait epidermal mukus Orneklerinin Bradford analizi ile toplam protein miktart,
GC/MS analizi ile ugucu bilesikleri belirlenmistir. HPLC analizi ile R. miraletus tiiriiniin
epidermal mukusunda bulunan a-tokoferol (vitamin E) orami da tespit edilmistir. D.
marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerine ait epidermal mukus
ekstraktlarinin, disk difiizyon ve spektrofotometrik broth mikrodiliisyon yontemleri
kullanilarak gram negatif bakteri suslarindan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae,
gram pozitif bakteri suslarindan Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis’e karsi
antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda, D. marmorata, D. pastinaca, G.
altavela ve R. miraletus tiirlerine ait epidermal mukus ekstraktlarinin, yine disk difiizyon ve
spektrofotometrik broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak mantar suslarindan Candida
albicans ve Candida parapsilosis’e karsi antifungal aktiviteleri tespit edilmistir. Ancak,
hiicre canliligi testi (MTT analizi) ile G. altavela epidermal mukus ekstrakti, farkli dozlarina
maruz birakilan A549 hiicre hattina karsi herhangi bir antikanserojen aktivite

gosterememistir.

Bradford analizi sonucunda, Dasyatis marmorata, D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja
miraletus epidermal mukuslarinda yiiksek konsantrasyonlarda protein belirlenmis olup, en
yiikksek protein konsantrasyonu G. altavela mukusunda goriilmistiir. GC/MS analizi ile
birlikte, D. marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus tiirlerinin epidermal
mukuslarinda sirasiyla, 16, 12, 14 ve 3 adet biyokimyasal bilesik saptanmigtir. D. marmorata
epidermal mukusundan elde edilen bilesikler icerisinden, 2-Izopropil-5-metil-1-heptanol, 2-
tert-Butil-4-izopropil-5-metilfenol, Dokosan ve Dodekanoik asit major bilesiklerdir. D.
pastinaca epidermal mukusundan elde edilen bilesikler igerisinden, Siklooktasiloksan,
Siklononasiloksan, 1H-Purin-6-amin, [(2-florofenil) metil], Siklodekaziloksan, Lusenin-2
ve Oktasiloksan major bilesiklerdir. G. altavela epidermal mukusundan elde edilen bilesikler

icerisinden, 1-Nonen, 2-izopropil-5-metil-1-heptanol, 2-Hidroksi-3-fenil-2H-1-benzopiran,
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Eikosan ve Dodekanoik asit major bilesiklerdir. R. miraletus epidermal mukusundan elde
edilen Tetrakoksametil, Siklodekaziloksan ve Oktasiloksan major bilesiklerdir. D.
marmorata, D. pastinaca, G. altavela ve R. miraletus mukuslarindan tespit edilen bilesikler,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser, antihepatotoksik, antispazmodik,
antiromatizmal ve antagonistik aktivitelere sahiptir ve bu bilesikler hacim arttiricilar, ilag
salim ortamlari, koruyucu kaplamalar, yaglayict maddeler ve emiilgatorler gibi farkl
uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Tespit edilen bu bilesiklerin endiistriyel ve medikal
sektorlerinde kullanimu ile ilgili yapilacak daha detayli ¢alismalar, ilerleyen zamanlarda
balik mukusundan elde edilen biyomateryallerin {iriine doniistiiriilmesi siirecinde énemli yol
kat edilmesini saglayacaktir. HPLC analizi ile R. miraletus epidermal mukusunda énemli
oranda vitamin E tespit edilmistir. Vitamin E yara ve yanik tedavisinde kullanilan krem
ve/veya merhemlerin igerisinde bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, kozmetik endiistrisinde
antioksidan ve anti-aging (yaslanma Kkarsiti) Ozelliklerinden nedeniyle giin gectikge
kullanimi artan potansiyele sahip esansiyel bir vitamindir. Bu 6zelliklerinden dolayi, balik
mukusunda bulunan vitamin E’nin, medikal ve kozmetik sektorleri igin krem
formiilasyonlarinda ve gida sektorii icin ise gida katki maddelerinde kullanimiyla ilgili
gerekli olanaklarin olusturulup arastirmalarin yapilmasi, yeni yaklagimlarin bulunmasinda
ve ileride yapilabilecek baska caligmalara da 1sik tutmasi konusunda 6nemli faydalar

saglamis olacaktir.

Terapotik amaglar i¢in kullanilan ilaglar (farmatétikler) ve gida katki maddeleri
(nutrasotikler), biyolojik sistem iizerindeki olasi yan etkileri nedeniyle zaman igerisinde
insan saglig1 tizerinde risk olusturabilmektedir. Denizel organizmalar; tip, farmakoloji ve
tarim gibi ¢esitli alanlarda iyilesme saglamak igin hemen hemen her iilkede terapétik
materyal olarak kullanilmaktadir. Calismamiz, biyomedikal uygulamalarda denizel
organizmalardan elde edilen biyomateryallerin kullanimina yonelik bir arastirma alanina
katkida bulunabilecek sonuglari icermektedir. Modern tiptaki en biiylik problemlerden
birinin antibiyotik direnci oldugu bilinen bir gergektir. Evrimsel siire¢ acisindan
degerlendirildiginde, bakteriler ¢ok hizli iireyebilen ve mutasyona ugrayabilen
organizmalardan biridir. Dolayistyla, giinimiizde kullanilan antibiyotikler zamanla belirli
bakteri tiirlerine karsi etkilerini kaybetmektedir ve bu da bazi bakteriyel hastaliklarin
tedavisi sirasinda sorunlara neden olmaktadir (Povolo ve Ackermann, 2019). Benzer sekilde,
antifungal ilaglarin da ¢ok giivenli olmadig1 ve mantar ve memelilerin hiicresel benzerlikleri

nedeniyle (Xu, Shen, Tang ve Feng, 2013) heniiz efektif antifungal ilaglarin gelistirilemedigi
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bilinmektedir (Numan ve digerleri, 2018). Azol grubu Flukonazol, Mikonazol, Itrakonazol,
Ketokonazol gibi antifungal ajanlar klinik olarak kullanilmasma ragmen, bu ilaglarin
nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi yan etkileri ciddi kusma ataklarina neden oldugundan
dogal ve giivenilir antifungal ilaglarin gelistirilmesi i¢in de giiglii bir ihtiya¢ dogmustur
(Fukai ve digerleri, 2003). Tez ¢alismasinda, bir biyomateryal olarak, Dasyatis marmorata,
D. pastinaca, Gymnura altavela ve Raja miraletus epidermal mukus ekstraktlarinin (ham,
sulu faz ve asetik asit) farkli derecelerde antibakteriyel ve antifungal etkileri ortaya
cikartilmistir. Epidermal mukus, bakteri ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etki sergileyen
ilk fiziksel savunma hattidir ve baliklar i¢in sabit bir fiziksel veya kimyasal bariyer saglar.
Bu etki, bir dizi bakteriyel ve fungal suslara karsi gozenek olusturucu (pore-forming)
ozelliklerinden kaynaklanabilir, bu da baliklarin hedef hiicrenin zarina niifuz edebilen ve
bdylece bir savunma bariyeri olarak hareket edebilen antimikrobiyal proteinler salgiladigin
gosterir. Kemikli veya kikirdakli baliklarin epidermal mukusunda bulunan bazi
antimikrobiyal maddeler bu mikroorganizmalara yapisarak ve onlar1 yok eder (Ebran, Julien,
Orange ve Molle, 2000). Balik epidermal mukusunun antimikrobiyal ozelliklerinin
bilinmesi, balik ile ortam arasindaki etkilesimlerde, dogasinda olan konak savunma
mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmemizi saglayacaktir. Bu g¢alismada analiz edilen
ekstraktlar arasinda, D. marmorata ve G. altavela mukuslarmin asetik asit ekstraktlar: en
giiclii antibakteriyel ve antifungal aktiviteyi sergilemistir. Bu ekstraktlar, asidik ortamda
¢oziinen mukozal proteinlerin patojenlere karsi O6nemli bir biyokimyasal savunma
bilesenlerini igerebilecegine dair bir kanit gostermistir. Asidik ortamda ¢oziinen proteinler
savunma roliinden sorumludur (Manikantan ve digerleri, 2016) ve bu nedenle epidermal
mukus, insan sagligi ile ilgili uygulamalar i¢in potansiyel yeni bir antimikrobiyal bilesenler
kaynagi olabilecek nitelikte degerlendirilebilir. Asidik mukus ekstraktlarinda bulunan
antimikrobiyal maddelerin karakterizasyonu ile ilgili yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar,
bu bilesenlerin baliklarin mukozal savunma mekanizmasindaki islevini anlamamizi
saglayacak ve buradan yola ¢ikarak dogal kaynakli antibiyotik ve antifungal ilaclarin

gelistirilmesi icin yapilacak ¢alismalara da 151k tutacak nitelikte olacaktir.
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13, 14, 28, 31, 66, 67, 68, 69, 77,
78,79

DIiZIN

DmAA - iv, xiii, xiv, xvii, 24, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 46, 54, 55, 56,
57,59, 71,73, 74,75, 76

DpH - xiii, xiv, xvii, 24, 39, 40,
43, 44, 47, 54, 55, 57, 60, 71, 73,
76

DpS - xiii, xiv, xvii, 24, 39, 40, 41,
43, 44, 47,54, 55,57, 61, 72, 73
DpAA - xiii, xiv, xvii, 24, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 48, 54, 55, 57, 61,
73,74,76
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Inhibisyon zon ¢ap1 - iv, 39, 40,
54,55,71,72,73,76

B

Bacillus subtilis - iv, vi, 6, 9, 10,
11,24,71,79

Biyomateryal - 1, 2, 79, 80, 81
Bradford analizi - iv, ix, x, 6, 19,
20,31, 67,79

C

Candida albicans - iv, vi, 6, 12,
13, 26, 75, 79

Candida parapsilosis - iv, vi, 6,
26, 75,79

E

Enterococcus faecalis - iv, vi, 11,
12,24,71,79

Epidermal mukus - iv, v, xi, xii,
Xiv, xvi, 5, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
75,76, 77, 78, 79, 80, 80
Escherichia coli - iv, vi, 6, 9, 10,
11,12, 24,71, 79

K

Klebsiella pneumoniae - iv, vi, 6,
9,10, 11,12,24,71,79

M

MIK - iv, xi, xvii, 10, 11, 13, 26,
27,39, 42, 43, 54, 56, 57, 73, 76,
77

MTT - v, vii, xvii, 6, 29, 30, 66,
67,79

D

Dasyatis marmorata - iv, vi, xvi,
5,6, 15, 19, 23, 24, 26, 27, 31, 32,
44,58, 67,71, 75,79, 81
Dasyatis pastinaca - xvi, 6, 11, 13,
15, 16, 32, 46, 60, 72, 73, 74, 76,
77

Denizel biyomateryal - 1, 2
Denizel biyoteknoloji - 1, 2

Disk difiizyon analizi - X, 39, 54,
71,75

DmH - xii, xiv, xvii, 24, 39, 40,
43, 44,54, 55, 57,58, 71,73, 76
DmS - xii, xiv, xvii, 24, 29, 30, 39,
40, 42, 43, 44, 45, 54, 55, 57, 59,
72,73,75

G

Gymnura altavela - iv, vi, xvi, 5,
6, 15, 16, 17, 19, 23, 24, 26, 27,
28, 30, 31, 32, 48, 62, 66, 67, 71,
75,77,79, 81

GaH - xiii, xiv, xvii, 24, 39, 40, 41,
43, 44, 49, 54, 55, 57, 62, 71, 73,
76

GasS - xiii, xiv, xvii, 24, 39, 40, 43,
44,50, 54, 55, 57, 63, 72, 73, 75
GaAA - v, xiii, xiv, xvii, 24, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 51, 54, 55, 56,
57,63,71,73,74,75, 76

GC/IMS - v, vi, iX, X, Xi, Xii, Xvi,
xvii, 6, 8,9, 19, 20, 21, 32, 33, 34,
36, 37, 38, 67, 68, 69

R

Raja miraletus - iv, vi, xvi, 6, 15,
17,18, 19

23,24, 26, 27, 31, 32, 51, 64, 67,
71,75,79,81

RmH - xiii, xv, xvii, 24, 39, 40,
43, 44,52, 54, 55, 57, 64, 71, 73,
76

RmS - xiii, xv, xvii, 24, 39, 40, 43,
44,53, 54,55, 57, 65, 72, 73, 75
RmAA - xiii, xv, xvii, 24, 39, 40,
43, 44, 54, 55, 56, 57, 65, 73, 74,
76

S

Spektrofotometrik Broth
Mikrodiliisyon Analizi - iv, X, 24,
26, 27,42,56, 73,76, 79

H

HPLC -iv, vi, ix, X, xi, Xii, XVi,
xvii, 6, 8,9, 19, 21, 22, 23, 39, 67,
70,71, 79, 80

Y

Yiizde inhibisyon - 26, 27, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65
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